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1. Resumen

Las actividades petroleras, el deterioro de ductos y actos delictivos generan derrames de
hidrocarburos; impactando la calidad y la salud de los suelos, principalmente en regiones
petroleras como, el Sureste de México. La respuesta de indicadores bioldgicos permite
evaluar la afectaCion, que sufren los suelos contaminados. El presente trabajo evalué la
presencia de microorganismos degradadores y la respuesta de la actividad enzimatica
lipasa (LPS) y deshidregenasa (DHS) en dos suelos contaminados y en condiciones de
bioestimulacion: 1) Miahuatlan, Cunduacan (MH) y 2) El paraiso, Huimanguillo (LV),
pertenecientes al estado de Tabasco. Para ambos suelos se tomaron hasta 4 puntos de
muestreo de suelo contaminado (SC), mas un punto control (suelo no contaminado,
SNC). Para la evaluacion de la actividad enzimatica se disefié un experimento donde se
bioestimul6 el suelo contaminado ‘mediante la adicidon de nitrégeno, proveniente del
fertilizante triple 17 (T17). El experimento'consistio de 6 tratamientos: SNCMH, SCMH,
SCMH+T17, SNCLV, SCLV y SCLV+T17, teniendo una duracion de 15 dias. Para el
experimento se selecciond un punte” contaminado de cada sitio (P1), con base en un
analisis previo del perfil respirométrico de cadarmuestra. Se determiné el pH, CE,
microorganismos degradadores (iniciales® y finales), contenido de HTP (iniciales y
finales). Para la actividad enzimatica LPS.y DHS se realizé una cinética. Al finalizar la
experimentacion se observé que el contenido de ‘miCroorganismos degradadores,
aumentaron en un 183% y 218%, en los en los tratamientosy\SCMH+T17 y SCLV+T17,
respectivamente. La respuesta de la actividad LPS fue mayoren los tratamientos SCMH
y SCLV alcanzando valores de 381.03+50.56 y 510.02+68.04 yg de pNP g™ de suelo
seco 10 min, respectivamente. La mayor respuesta de la actividad DHS observada en el
tratamiento SCMH fue de 256.00+ 33.35 ug de INF g de suelo, parasel tratamiento
SCLV+T17 fue de 803.51+12.08 ug de INF g' de suelo. Los tratamientos.SCMH y SCLV
presentaron la mayor degradacion (15.70% y 6.85%) al final del expefimento. Los
resultados demuestran la elevada sensibilidad de respuesta que tienen las @ctividades
enzimaticas y el contenido de microorganismos degradadores al ser usadas_como
indicadores biolégicos en suelos contaminados y en procesos de biorremediacion.
También demuestran la capacidad de adaptacion y potencial de degradacién por parte

de los microorganismos autéctonos.

|
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2. Introduccion

Laseontaminacion de suelos por derrames de hidrocarburos es un problema
ambiental‘importante en todo el mundo, especialmente en las zonas petroleras como el
sureste de México. De acuerdo con el reporte de la Unidad de Transparencia Petroleos
Mexicanos (Petroleos Mexicanos, 2022), durante el periodo 2018-2021, en Tabasco se
han registrado el'50%-+de derrames ocurridos en el sureste de México, seguido de
Veracruz con el 32.3%, sin contar derrames originados por actos delictivos. El desarrollo
de la industria petrolera ha sido una de las principales causas de la contaminacién de
suelo en esta region, debido”a derrames originados durante la extraccion, transporte,
refinamiento y recientemente port.el deterioro de ductos, fallos técnicos y actos delictivos
(Imam et al., 2019; Udom & Nuga;2011; Imam et al., 2019). Estos derrames afectan
gravemente la calidad y la salud del.stelo alterando las caracteristicas fisicas, quimicas
y bioldgicas, lo que genera un impacto hegativo en el medio ambiente y en la salud de la

poblacién y de mas seres vivos (Torres et al., 2019).

Los indicadores biolégicos permiten conocer, evaluar y monitorear las condiciones
y caracteristicas actuales del suelo, gracias.a quepresentan una mayor sensibilidad de
respuesta durante los cambios ocurridosgen la matrizzdel suelo ante su alteracién por
contaminantes o por un proceso de remediacion. ‘S€ han desarrollado y analizado
diversos indicadores como lo son: la actividad enzimatica) (lipasa y deshidrogenasa),
biomasa microbiana, estructura y funcion de las poblacionesde.microorganismos (Udom
& Nuga, 2011; Nielsen & Winding, 2002). También permiten evaluar el potencial de
biorremediacién de un suelo contaminado con hidrocarburos para-establecer estrategias

de biorremediacion acordes a las condiciones y necesidades del sitio contaminado.

La degradacion de hidrocarburos puede llevarse a cabo mediantesel uso de
técnicas de biorremediacién en donde se aprovechan las capacidades metabélicas de
los microorganismos para desintoxicar o eliminar contaminantes de la matriz ‘del ‘suelo,
donde los hidrocarburos son transformados en compuestos menos toxicos para el
ambiente (Das & Chandran, 2011; Wilson & Jones, 1993; Iman et al., 2021). Dentre<de

la biorremediacion existen dos estrategias principales para llevar a cabo la degradacion

Introduccion 2



de loshidrocarburos, las cuales son: bioestimulacion y bioaumentacién. En la
bioestimulacion se busca promover el desarrollo y crecimiento de los microorganismos
nativos del sitio contaminado por la adicién de nutrientes, mejorando las condiciones
fisicas y quimicas del sitio. Por otro lado, la bioaumentacién consiste en agregar
microorganismes’exégenos, aumentando la diversidad de microorganismos y con ello la
degradacion de las| hidrocarburos (Cui et al., 2020; Das & Chandran, 2011; Brown &
Ulrich, 2014).

En el presente trabajo/se evaluod la respuesta de indicadores biolégicos basados
en la actividad enzimatica ;y.1a presencia de microorganismos degradadores de
hidrocarburos en dos suelos contaminados del sureste de México. La respuesta de los
indicadores biolégicos también fuerevaluada durante un proceso de bioestimulacién con
adicion de nutrientes, asi como también en muestras de suelo no contaminado (control)
pertenecientes a los mismos sitios. Las resultados demuestran la efectividad de los
indicadores biologicos en la evaluacion de\suelos contaminados con hidrocarburos y
durante un proceso de biorremediacion. ¢La, presencia de hidrocarburos elevo
significativamente la respuesta de=los indicadores bioldgicos, registrandose un
incremento en el numero de microorganismos degradadores y una mayor actividad

enzimatica respecto a los valores encontrados en las‘muestras control.
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3. Marco teodrico

3.1. Contaminacion del suelo por derrame de hidrocarburos

El desarrollo de la industria petrolera en el sureste de México ha sido una de las
principales fuentes de contaminacién de suelos por hidrocarburos, tan solo en el periodo
2018-2021 la Unpidad de Transparencia Petréleos Mexicanos (Petroleos Mexicanos,
2022) ha reportade’1141 derrames de hidrocarburos en los estados de Tabasco (67) y
Veracruz (44), sin contar’los derrames generados por actos delictivos, por lo cual las
cifras de derrames ocurridos en ese periodo pueden ser mayores. Estos estados
albergan numerosas instalaciones petroleras con actividades dedicadas a la extraccion,
refinacion, almacenamiento y-ttansporte de petroleo y sus derivados, mismas que han
generado los diversos derrames.de" hidrocarburos reportados (Diaz-Ramirez et al.,
2013). Diversos derrames han sidosoriginados a partir de las actividades petroleras, en
afnos recientes se pueden mencionar.a‘las fallas técnicas, el deterioro de ductos y los
actos delictivos como fuentes principalestorigenes de derrames (Imam et al., 2019; Udom
& Nuga, 2011).

Cuando se depositan en el suelo,1os hidrecarburos pueden adherirse a las
particulas del suelo y persistir alli durante(anos, generando efectos adversos. Cavazos-
Arroyo et al. (2014), clasificaron las afectaciones poOr hidrocarburos en tres grupos
principales: Ecologicos, Humanos y Patrimoniales. En oS ecoldgicos se afecta a la flora
(disminucion de cobertura vegetal), fauna y afecta a microerganismos claves para el
procesamiento y fijacion de nutrientes (nitrogeno, fésforo potasio) esenciales para el
desarrollo de las plantas. Lo anterior puede derivar en una baja fertilidad de suelos, en
donde se reduce el crecimiento de plantas y cultivos agricolas (Cavazos-Arroyo et al.,
2014; Infante, 1998). Las afectaciones humanas ocurren debido a las caracteristicas
altamente toxicas de los hidrocarburos, los cuales generan efectos mutagénicos vy
carcinogénicos para los seres vivos, condicionando un ambiente sano para la~poblacién
humana y demas seres vivos (Castro, 2011; Adams et al., 2008). Las afectaciones
patrimoniales involucran la pérdida de casas y bienes materiales que se encuentran

dentro de un sitio afectado por un derrame.

______________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Aunado a lo anterior, se encuentra la afectacion econdémica, por lo general los
derrames_suelen ocurrir en las zonas rurales, teniendo mayor efecto en las poblaciones
dedicadas’ada agricultura (Dettmer, 2002). Donde muchas veces los sitios no reciben un
proceso de biorremediacion adecuado, lo cual resulta en un suelo inutilizable para la

produccion de eultivos o ganaderia (Infante, 1998).

3.2. Biorremediacion de suelos contaminados

La biorremediacion’ incluye técnicas desarrolladas para restaurar ambientes
contaminados con petroleo,.apartir de la necesidad de recuperar la calidad de los suelos,
es una alternativa amigable con el medio ambiente 'y representa una de |las
principales vias por las que se pueden eliminar contaminantes como los hidrocarburos.
Se basa en el empleo y estimulacion“de enzimas presentes en microorganismos como
bacterias y hongos, permitiendo acelerar la degradacion de los contaminantes. Las
enzimas utilizan a los contaminantes (sustratos) como fuentes de energia y gracias a su
versatilidad metabdlica, éstas se-encargan/de modificar la estructura y reducir las
propiedades toxicas de los (Centaminantes organicos transformandolos o
mineralizandolos en productos metabdlicos+inocues,-como didxido de carbono, agua y

acidos grasos (Gianfreda et al., 2005; Argielles, 2014)

3.3. Factores que limitan la biorremediacién

El éxito de la biorremediacién depende de las condiciones ambientales del sitio
contaminado, que limiten o faciliten el crecimiento microbiano y cen ello la degradacion
de los contaminantes. Factores ambientales limitantes son: la disponibilidad de oxigeno,
la humedad, el pH, la salinidad, la temperatura, el tipo de suelo y la baja biodisponibilidad
de nutrientes (Tabla 1). La composiciéon de las comunidades microbianas, y la tasa de
transformacion de los contaminantes se encuentran influenciadas por estas-€ondiciones
ambientales (Brown & Ulrich, 2014; Azubuike et al., 2016).

|
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Tabla 1:,€ondiciones 6ptimas de los parametros fisicos y quimicos que promueven la degradacion.

g Condiciones requeridas para la actividad Valores 6ptimos para la
Parametros
microbiana degradacion
Humedad delsuelo 25 — 28% de la capacidad de campo 20 — 80%
pH del suelo 55-8.8 6,5-8,0
Contenido de nutrientes Nitrégeno y f(’)sfpro para el crecimiento C:N:P =100:10:1
microbiano
Temperatura °C 15-45 20-30

Fuente: Brown & Ulrich (2014).

Durante el proceso! de degradacion los microorganismos pueden carecer de
suficientes nutrientes como fésforo y nitrégeno para usar contaminantes como fuente de
carbono, ya que los hidrocarburos no presentan un balance nutricional éptimo para los
microorganismos impidiendo su” crecimiento. Sayed et al. (2021) compararon la
composicion elemental del petroleotcrudo y el de los microorganismos (Tabla 2),
observando que el petréleo crudo no ¢ontiene un equilibrio nutricional adecuado para los
microorganismos. Este desbalance nutricional podria implicar que no ocurra una

biorremediacion efectiva.

Tabla 2: Comparacion de la composicion elémental entre ufna célula microbiana y petréleo crudo.

Elementos Composic_ién celular Composicion de petroleo
microbiana (%) crudo (%)

Carbono 50 85-90
Nitrogeno 14 <0.1-2
Oxigeno 20 1-15
Hidrégeno 8 10-14
Fosforo 3 -
Azufre 1 02-3
Sodio 1 3
Calcio 0.5 -
Magnesio 0.5 -
Cloruro 0.5 -
Hierro 0.2 -
Otros 0.3 <1

Fuente: Sayed et al. (2021)

|
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El nitrogeno (8%) y el fosforo (3%) son los nutrientes inorganicos mas importantes
necesarios para los microorganismos, los cuales se encuentran escasos en el petréleo.
Cuando existeun derrame de hidrocarburos en el ambiente se supone un aporte
fundamental de-.carbono organico en donde se suelen producir incrementos en la relacion
Carbono/Nitrégeno (C/N), es decir, concentraciones bajas de nitrégeno, en cuyo caso no
existiria una correcta pelacion C/N, siendo desfavorables para el crecimiento microbiano
y con ello inhibir o limitar la degradacion de los hidrocarburos, ademas de que el
nitrogeno es necesario para/formar acidos nucleicos y el ATP. El fosforo a su vez es
necesario para sintetizar fosfolipidos y los acidos nucleicos (Castro, 2011; Shi et al.,
2017; Raffa et al., 2021)

La Tabla 3 describe las funciones celulares de los micronutrientes del suelo, que
favorecen el crecimiento de los microorganismos.

Tabla 3: Micronutrientes para el crecimi€pto celulagsy=stis funciones celulares.

Micronutrientes Funcién celular

Cobalto Vitamina B12; transcarboxilasa (bacteria del"acido propionico)

Cobre Citocromo (citocromo c oxidasa)s"Fotosintesis (plastocianina, superéxido dismutasas)
Actia como activador de varias‘enzimas; ocurresen algunas superoxido-dismutasas y en la

Manganeso

enzima foto litica (divisora de agua) en los fotétrofosjoxigénicos (fotosistema-Il)
Presente en algunas enzimas que contienen flavina, nitrogenasa, nitrato reductasas,

Molibdeno ) . ;
sulfuro oxidasa, algunos formiatos deshidrogenasas

Niquel Presentes en la mayoria de las enzimas hidrogenasas; coenzima de metandgenos;
mondxido de carbono deshidrogenasa; ureasa

Selenio Ocurre en formiato de deshidrogenasa; ciertas hidrogenasas; aminoacido selenocisteina

Tungsteno En algunos formiatos de deshidrogenasas; oxotransferasas dé hipertermdfilos

Vanadio Nitrogenasa de vanadio, bromo peroxidasa

Zinc En anhidrasa carboénica; alcohol deshidrogenasa, ARN y ADN polimerasa, muchas

proteinas de union al ADN
Fuente: Sayed et al. (2021).

La bioestimulacion es una de las estrategias de biorremediacion que puede ser
empleada para poder compensar este déficit de nutrientes generado durante un.derrame

de hidrocarburos.
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3.4: Bioaumentacion y bioestimulaciéon

Existen, dos enfoques principales dentro de la biorremediacion (Tabla 4): la
bioaumentacién..y bioestimulacion, los cuales sustentan cualquier otra técnica de
biorremediacion (Das & Chandran, 2011; Arglelles, 2014).

Tabla 4: Estrategias aplicables en procesos de Bioaumentacion y bioestimulacion.

Biorremediacion

Bioaumentacion

., . Bioestimulacion
e Inoculacion de células

e Nutrientes
Surfactantes
Metabolitos
Enzimas

3.4.1. Bioaumentacion

La Bioaumentaciéon implicadnocular cultivos microbianos concentrados, los cuales
son microorganismos exégenos previamente _seleccionados por su alta capacidad de
biodegradar los contaminantes presentes en él sitio, con el fin de complementar la
poblacién microbiana nativa y al mismo tiempo incremeéntar la tasa de degradacion. Estos
microorganismos degradan los hidrocarburas utilizando enzimas intracelulares que les
permiten utilizar hidrocarburos como fuente de carbono (8ingh et al., 2011; El Fantroussi
& Agathos, 2005; Nzila et al., 2016).

3.4.2. Bioestimulacion

Es el proceso en el cual se busca promover a los microeorganismos nativos
estimulando su crecimiento por medio de la modificacion de los factores limitantes del
desarrollo microbiano, adicionando nutrientes u otras sustancias como; aceptores de
electrones, biosurfactantes, metabolitos, enzimas, etc. Favoreciendo~un, 6ptimo
desarrollo microbiano y con ello una degradacion mas eficiente de los hidrocarburos
(Singh et al., 2011; Curiel-Alegre et al., 2022).
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DPurante el derrame de hidrocarburos existe un rapido agotamiento de nutrientes
organicos principales como el N y el P en el sitio (Adams et al., 2008), en consecuencia,
el suplemente de nutrientes se ha enfocado en la adicién de nitrégeno y fésforo, organico

0 inorganicos

3.5. Indicadores del suelo

Los indicadores=son parametros los cuales permiten conocer y monitorizar la
calidad actual de un sueloypermitiendo conocer y medir los cambios que ocurren en la
matriz del suelo a corto, médiano y largo plazo. Se encuentran relacionados a su estado
de conservacion, contaminacion, productividad o cualquier otra caracteristica que
proporcione alguna informacion sebre el estado actual del suelo y su potencial, a través
de la recoleccion y el analisis desdatos obtenidos a partir de mediciones realizadas
durante un cierto periodo de tiempo (klanga et al., 2023). Para que los indicadores sean
utiles deben ser: significativos, comprensibles, faciles de usar e interrelacionar, tener
dimension espacial y temporal, permitiendespronosticar y detectar situaciones de alerta

ambiental (Lema Palaquibay et al.,*2023; Nannipieri et al., 2018).

Los indicadores se clasifican en 3/grupos:
e Indicadores fisicos
¢ Indicadores quimicos

¢ Indicadores bioldgicos

Para evaluar la calidad de los suelos, generalmente(se~shan empleado los
indicadores fisicos y quimicos. Sin embargo, necesitan de periodosfargos de tiempo para
poder identificar cambios significativos en la calidad del suelo, debido a‘que presentan

una lenta respuesta ante las perturbaciones del suelo (Riveroll-Larios etg@al.) 2015).

3.5.1. Indicadores biolégicos del suelo

Los indicadores biolégicos son variables u organismos que permiten _inferir
tempranamente la existencia de cambios bidticos y abidticos en un ambiente.
Proporcionan informacion actual de la calidad de su entorno, asi como niveles .de

contaminacioén (Luna Bautista et al., 2023; Parmar et al., 2016; Rabelo Rodrigues et al.,

|
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2023).-Su empleo surge a partir de la necesidad de contar con tecnologias de
remediacCion y herramientas de monitoreo mas rentables que hagan frente a los elevados
costos derlas ‘tecnologias y herramientas usadas tradicionalmente como las fisicas y
quimicas (Maila~& Cloete, 2005).

Los indicadores bioldgicos son utilizados como una herramienta metodoldgica
para evaluar el impacto.ambiental de una zona especifica, con el fin de encontrar una
relacion de causa y efecto entre una perturbacién humana y los impactos directos o
indirectos dentro del ecosistema del suelo (Artigo, 2023). Proporcionando una estimacion
directa e integral de la biodisponibilidad y de la toxicidad de los contaminantes presentes
en el sitio. Aunado a esto presentan una elevada sensibilidad de respuesta ante
perturbaciones generadas en el _suelo, por lo cual son considerados indicadores

tempranos de la calidad del suelo (Maila, & Cloete, 2005).

De acuerdo con Parmar et“al. (2016)s-los indicadores bioldgicos se agrupan en 3
grupos principales:
e Plantas
e Animales

e Microbioldgicos

Los indicadores microbiolégicos se encuentran directamente relacionados con la
estructura y funciones de los microorganismos presentes en’el suelo, muestran una
medida integrada de la calidad de suelo (Maila & Cloete, 2005; Nielsen & Winding, 2002).
Dentro de los indicadores microbiolégicos que se han utilizado cemo una herramienta
potencial de monitoreo para la remocion de hidrocarburos se encuentran: la actividad
enzimatica (lipasa y deshidrogenasa), biomasa microbiana, respiracion’ microbiana,
estructura y funcién de las poblaciones de microorganismos (Udom &‘Nuga, 2011,
Nielsen & Winding, 2002; Llanga et al., 2023).

|
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3.5.2. Biodiversidad microbiana

La-«diversidad microbiana del suelo tiene la capacidad de representar la calidad y
la estabilidad del suelo, regulan muchos procesos ecoldgicos (Yusuf et al., 2021), por lo
cual, los indicadores bioldgicos pueden basarse en la diversidad y la actividad
microbiana, pues.cambios en ellos suelen anteceder cambios en las propiedades fisicas
y quimicas del suelo,.lo cual provee una sefal temprana de mejoras o advertencias

acerca de la degradacion«del suelo (Udom & Nuga, 2011).

El suelo al estar enfContacto con hidrocarburos sufre alteraciones fisicas y
quimicas, como pueden ser cambios en su pH y disminucién de nutrientes, los cuales se
encuentran altamente relacionad0s-a+a diversidad microbiana (Yusuf et al., 2021). Estas
alteraciones modifican la comunidadsheterdtrofa microbiana propiciando una eliminacién
gradual de microorganismos relevantes para el mantenimiento del suelo, como las
bacterias fijadoras de nitrégeno. Por ‘otro lado se genera un cierto incremento o
prevalencia de bacterias como PSeudomonas sp. y Bacillus sp., las cuales presentan

capacidades para degradar hidrocarburos (Maila*& Cloete, 2005).

3.5.3. Actividad enzimatica

La degradacion de hidrocarburos poriparte de oS microorganismos involucra una
variedad de enzimas las cuales son capaces de descomponer hidrocarburos complejos
en compuestos mas simples, los cuales pueden ser metabolizados por las células

microbianas (Radhakrishnan et al., 2023).

Las enzimas son proteinas las cuales se encargan de catalizar\las reacciones
quimicas en el medio ambiente, actuan sobre sustratos especificos transformandolos en
productos necesarios para los ciclos biologicos (Ochoa et al., 2010). Se originan
principalmente a partir de microorganismos y algunas a partir de residuos 'de plantas o
animales, se van acumulando como enzimas libres en superficies arcillosas ©0len la

materia organica del suelo.

|
Marco teodrico 11



DPebido a su importante relaciéon con la biologia del suelo, proporcionan una
evaluacidn: bioldgica integral de las funciones del suelo, son rapidos, precisos y faciles
de medir (Nannipieri et al., 2018), presentan una gran sensibilidad a los cambios (Uboto
& Tewari, 2045): Las actividades enzimaticas se consideran como indicadores biolégicos
atractivos para- €le monitoreo de cambios en las actividades microbianas y revelar
perturbaciones ocurridas en los ecosistemas. Las actividades enzimaticas han sido
probadas durante la gontaminacién de suelos con hidrocarburos, metales pesados y
pesticidas. Ademas, se han utilizado como indicadores de los ciclos biogeoquimicos, la
degradacion de la materialorgénica y durante procesos de remediacion del suelo (Lee et
al., 2020; Maila & Cloete, 2005)

Las enzimas utilizadas conifrecuencia para evaluar y monitorizar los efectos de
los hidrocarburos en el suelo se dividen en dos grupos: las oxidorreductasas y las
hidrolasas (Lee et al., 2020). De las cuales enzimas como la lipasa, deshidrogenasa,
catalasas y ureasas del suelo, han sido probadas para monitorizar la eliminacion de los
hidrocarburos contaminantes (Maila & Cloete,2005; Angelito-Garcia et al., 2018; Karigar
& Rao, 2011; Ajao et al., 2011).

3.5.3.1. Enzimas Lipasas

Pertenecen al grupo de enzimas hidrolasas carboxilicas, se encuentran en
animales, plantas, algunos protozoos, bacterias, levaduras.y hongos. Se encargan de
romper los enlaces éster, catalizando la hidrdlisis de cadenas‘largas de acilglicéridos y
acidos grasos, mediante la adicién de una molécula de agua, dandoddgar a acidos grasos
libres y glicerol. Los hidrocarburos se encuentran clasificados dentra del grupo de lipidos
simples, por lo que en teoria pueden ser hidrolizados por enzimas lipaliticas (Cervantes
Gonzalez et al., 2013; Ortellado, 2022; Fatima et al., 2021).

Ademas, los suelos contaminados con petrdleo, aceite y productos derivados son
fuentes potenciales para reproduccion de la enzima lipasa microbiana las cuales poseen

propiedades cataliticas deseables y unicas. Aprovechan a los hidrocarburos como fuente
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de carbono, mediante la bioconversion de los lipidos (Mathew & Izomor, 2023; Cervantes
Gonzalez et al., 2013).

3.5.3.2. Enzimas Deshidrogenasas

Las enzimas deshidrogenasas son producidas por bacterias del suelo como las
pseudomonas, pertenece a un grupo de enzimas oxidorreductasas, las cuales
desempefan un papelmuy importante al oxidar la materia organica del suelo. Emplean
la transferencia de hidrogenos provenientes de sustratos organicos hacia los aceptores
inorganicos (Kaczynska et al.,x*2015; Uboto & Tewari, 2015; MICUTI et al., 2017).

El uso de la actividad de_la’enzima deshidrogenasa permite conocer de manera
general los procesos microbioldgicos del suelo, debido a que solo se encuentran
presentes en microorganismos vivos; siendo parte integral de células intactas. Por lo
tanto, no tiene la capacidad de acumularse de manera extracelular en el suelo, lo cual
ayuda en la medida directa e indirecta de-la actividad microbioldgica (Furtak & Gajda,
2017; Henriquez et al., 2014). Su‘usoycomo¢ndicador de la calidad y recuperacion de
los suelos contaminados, radica en=procesos de-degradacion y detoxificacion de
compuestos xenobidticos, debido a que ‘spfenzimasque estan muy involucradas en la

degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos(Arguijo Portillo, 2017).

Marco teodrico 13



4. Antecedentes

Recientemente diversos estudios han evaluado la alteracién en la actividad
enzimatica_y” de microorganismos degradadores, para su empleo como indicadores
biolégicos delsuelo con presencia de contaminantes derivados del petroleo y el efecto

que tienen estos sobre dichos indicadores.

Nyoyoko et al.((2049), evaluaron los cambios de la actividad deshidrogenasa y
ureasa en suelos contaminados con hidrocarburos, contaminaron suelo con aceite de
crudo ligero y aceite de queroseno a diferentes concentraciones (0, 1, 5, 10, 15y 20 %)
respecto al volumen por peso{_8us unidades experimentales fueron matraces, los cuales
incubaron a 28°C durante 28 dias, teniendo 5 tiempos de analisis (0, 7, 14, 21 y 28 dias).

La mayor respuesta deshidrogenasa en el suelo contaminado con petréleo crudo,
la obtuvieron a los 21 dias de incubagion con 1.19 + 0.01 mg/g 24hrs, para el suelo
contaminado con queroseno la mayor actividad deshidrogenasa la obtuvieron los 7 dias
con 0.78 = 0.01 mg/g/24hrs. Este_cemportamiento se repitid para la actividad ureasa,
donde la mayor respuesta se observé a los 21 dias para suelo contaminado con aceite
con 1.34 + 0.01 mg/g/24hrs, para €l suelo contaminado con queroseno la mayor
respuesta la observaron los 7 dias con 1.25 % 0.01 mg/g 24hrs.

Sus resultados demostraron que la actividad”enzimatica se ve alterada en
presencia de contaminantes como petréleo crudo y queroseno. La produccién enzimatica
se vio aumentada de manera proporcional a la concentracién-del contaminante, donde
las mayores respuestas enzimaticas las encontraron a concentraciones de 20% de
petréleo crudo y queroseno. Esta alteracion en la actividad enzimatica puede ser una
opcion viable para predecir, evaluar y remediar el efecto del petréleo crudo y queroseno

en el suelo.

En otro estudio Ogbolosingha et al. (2015), evaluaron los cambios en‘la-actividad
enzimatica (lipasa, catalasa y deshidrogenasa) en suelos contaminados con, petroleo
crudo remediados con especies de arthrobacter y bacillos aislados. Sus unidades
experimentales fueron 3 bolsas de polietileno las cuales contenian 10 kg de swuélo

contaminados con petréleo crudo (100, 200 y 400 ml) y una bolsa con suelo sin

______________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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contaminar. Con los siguientes tratamientos: a) suelo sin contaminar, b) suelo sin
remediar, €) suelo remediado con arthrobacter y d) suelo remediado con bacillos. La
cinética se€ llevd a cabo durante 90 dias, haciendo analisis de la actividad enzimatica
cada 30 dias.

Encontraron: que la actividad lipasa incrementé en relacién con el volumen del
contaminante, disminuyendo con el tiempo, el suelo remediado con arthrobacter presento
la mayor actividad lipasa. La actividad deshidrogenasa fue disminuyendo con el tiempo
en el suelo remediade+ con bacillos, para el resto de tratamientos la actividad
deshidrogenasa fue mayor al'finalizar la cinética respecto al inicio. La actividad catalasa
disminuyo6 a los 30 dias y fue_.incrementando con el tiempo, este comportamiento se
repitié para diferentes volumenes“de_petréleo crudo. Concluyeron que el petréleo crudo
modifica el comportamiento de la actividad enzimatica lipasa, deshidrogenasa y catalasa

del suelo, en relacién con la concentraeion y el tiempo.

Jihai Zhou et al. (2022), evaluaron la'degradacion de petroleo de tres especies de
nematodos bacterivoros y el efectorque estos tienen en la actividad microbiana y la
estructura comunitaria en suelos contaminados(con petréleo. El experimento tuvo una
duracion de 168 dias, teniendo 7 tiempos de-analisis (0, 7, 14, 28, 56, 112 y 168 dias) se
analizaron 6 tratamientos: suelo contaminado esterilizado, suelo libre de nematodos,
suelo contaminado, suelo contaminado + Caenorhabditis/€tegans, suelo contaminado +
Cephalobus persegnis, suelo contaminado + Rhabditis marina, utilizando matraces de
250 ml como unidades experimentales.

De acuerdo con sus resultados de la degradacion del petroleo contaminante, los
nematodos empleados promueven de manera eficiente la degradacion de petroleo,
donde en los tratamientos inoculados redujeron la concentracion de petréleo en un 38.2%
Caenorhabditis elegans, 42.8% Cephalobus persegnis, y 40.2% Rhabditisimarina, a los
168 dias.

Sus resultados demuestran que cada especie de nematodo afecta de manera
unica la actividad microbiana y la estructura de la comunidad. También se aprecia que la
estructura de la comunidad bacteriana se ve alterada por la presencia del petréleo

contaminante, donde hay crecimiento de bacterias degradadoras Gram negativas, sobre
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las positivas, afectando la relacion Gram positiva/Gram negativa y la relacion
Hongos/Bacterias.

Respecto a la actividad microbiana, se analiz6 la actividad de la enzima
deshidrogenasa en donde se exhibe una tendencia de aumento de deshidrogenasa en
presencia de petréleo crudo y una disminucién en la actividad conforme disminuye la
concentracion de petroleo con respecto al tiempo. También la actividad deshidrogenasa
tiene variaciones significativas de acuerdo con la especie de nematodo empleado, donde
la mayor actividad se encuentra en los suelos inoculados con nematodos Cephalobus
persegnis y Rhabditis marinay“con respecto a los demas tratamientos donde la menor

actividad se encontré en el suelo’libre de nematodos.
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5. Justificacion

EnsTabasco, hay extensas areas de suelo con problemas de contaminacion por
los incidentes relacionados con derrames de hidrocarburos y las actividades propias de
la industria ‘petrolera. En afios recientes (2018-2021) la Unidad de Transparencia
Petroleos Mexicanos, ha reportado 67 derrames en Tabasco, sin considerar los
provocados por actos delictivos. Los derrames impactan gravemente la calidad y la salud
del suelo alterando sus caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas y por su naturaleza
toxica afectan la salud de‘la poblacion y de mas seres vivos (Torres et al., 2019).

Por lo cual, es necesarioimplementar herramientas que permitan conocer el grado
de afectacidon de los suelos y con ello poder establecer estrategias de biorremediacion
adecuadas a las necesidades de*cada sitio, permitiendo recuperar los suelos

contaminados con hidrocarburos en el sureste de México.

Es posible conocer la afectacion de/suelos contaminados con hidrocarburos
analizando y monitoreando indicadores bioldgicos de la calidad del suelo. Los
indicadores biolégicos representan unajalternativasmas efectiva frente a los indicadores
fisicos y quimicos (pH, conductividad eléctrica, contenido de materia organica, capacidad
de campo), pues presentan una mayor sensibilidad/de respuesta ante los cambios
ocurridos en el suelo. De igual manera, en este sentido los indicadores biologicos
permiten evaluar la efectividad de procesos de biorremediacion (ej. Bioestimulacion y
Bioaumentacion) valorando la respuesta de los microorganismo nativos y exégenos
durante la biodegradacion de los contaminantes. Entre los indicadores mas empleados
se encuentran: la actividad enzimatica (lipasa y deshidrogenasa), biomasa microbiana,
contenido de microorganismo degradadores (Udom & Nuga, 2011; Nielsen & Winding,
2002; Llanga et al., 2023).

En este sentido el presente proyecto evalud la respuesta de indicadores hidlégicos
basados en la actividad enzimatica lipasa, deshidrogenasa y la presencia’ de
microorganismos degradadores de hidrocarburos en dos suelos contaminados-del

sureste de México y durante un proceso de bioestimulacién.
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6. Objetivos.

6.1. General

Evaluap indicadores biologicos de actividad metabdlica y presencia de
microorganismes, degradadores de hidrocarburos en dos suelos contaminados con

hidrocarburos.

6.2. Especificos

e Calcular la actividad.basal de las enzimas lipasa y deshidrogenasa de dos suelos
contaminados.

e Analizar el numero de microorganismos degradadores de hidrocarburos presentes
en dos suelos contaminadgs.

e Evaluar la respuesta de la actividad enzimatica lipasa y deshidrogenasa en dos

suelos contaminados durante uh_proceso de bioestimulacion.
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7. Materiales y métodos

71. Estrategia experimental
La Figura 1 presenta la estrategia experimental de esta investigacion.

4 N\
Seleccidn areas de
estudio
\ J
v
e ~
Muestreo
y recoleccion
\C Y,

i

Preparacion de
muestras para
bioestimulacién

v

[ AJuste CIN =15 ]

Unidades experimentales:
Diseio Contendores acrilicos
experimental (triplicado)
Suelo: 0.75 Kg
[ Tratamientos Experimento ]

L¢

l

Variables de
respuesta
e Suelo no contaminado Miahuatlan (SNCMH) P
e Suelo contaminado Miahuatlan (SCMH) ¢
e Suelo contaminado Miahuatlan + Triple 17
(SCMH+T17) K H \
¢ Suelo no contaminado La Venta (SNCLV) P . -
« Suelo contaminado La Venta (SCLV) * CO”dUCt'V'da,d c.electnca (CE)
« Suelo contaminado La Venta + Triple 17 e Carbono organico total
(SCLV+T17) e Nitrégeno total
K / e Contenido de hidrocarburos

e Microorganismos degradadores de
hidrocarburos

[ Conclusiones |<-—| Analisis de resultados * Analisis de la actividad enzimatiqa

\ lipasa y deshidrogenasa /

Figura 1: Estrategia experimental para la evaluacion de indicadores biologicos en diferentes suelos contaminados
con hidrocarburos
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7. Seleccidén de areas de estudio
identificaron dos areas de estudio, con reportes de derrames de hidrocarburos
los cualgﬁe tenecen al estado de Tabasco:
. uatlan 2da Seccion, Cunduacan (SCMH (Suelo contaminado
tlan): 0.35 Ha de sitio afectado por hidrocarburos intemperizados,
ubic&&)entrc de una finca platanera (Figura 2).

Q 5

drocarburos, ubicado en Miahuatlan 2da Seccion,

<

e EIl Paraiso 2da. SecciOr*HLu'ma(' (SCLV (Suelo contaminado La
(ﬁ'lgidroc os intemperizados y aceite libre,

uso(ganader @de 2017 (Figura 3).

Venta): Sitio contaminado
afectando 5Ha pastizal de

Figura 3: Sitio de muestreo de suelo contaminado con hidrocarburos, ubicado en El Paraiso 2da‘Seecion,
Huimanguillo, Tab., Suelo intemperizado (SCLV).
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7.1 Muestreo y recoleccion

Se realizd un muestreo dirigido mediante la percepcién hidrocarburos
presentantés/ en el sitio, empleando como referencia técnica la NOM-138-
SEMARNAT/SS-2012

Se seleccionaron hasta cuatro puntos de muestreo para el suelo contaminado SC
(Figura 4a y 4d), tomando muestras a una profundidad de 0 a 50 cm para analisis
fisicoquimicos y de 0 a 15.em para analisis microbiolégicos y enzimaticos (Figura 4b).
Adicionalmente se recolecté una muestra de suelo no contaminado SNC en un punto
adyacente al area afectada (Figura 4c). Las muestras se almacenaron en tubos estériles
de 50 ml (analisis microbiolégicos“y enzimaticos) y en contenedores plasticos (cubetas
19 L). Finalmente fueron transportadas a temperatura ambiente al laboratorio de
Bioprocesos y Tecnologia Ambiental (Division de académica de ciencias biolégicas de la

UJAT) donde fueron preparadas para su posterior analisis.

Figura 4: Se observa el muestreo realizado en los sitios contaminados; a)“recolecta de muestra
contaminada SCMH, b) recolecta de muestra microbiolégica SCMH, c) recolecta de fnuestra microbioldgica
de suelo no contaminado SNCLV y d) recolecta de muestra contaminada SCLV.

7.2. Preparacion de las muestras para bioestimulacion
Una vez recolectadas las muestras de suelo, se homogeneizaron“y.tamizaron
(malla #8) y se clasificaron para los diferentes analisis basales.

Para los analisis fisicos y quimicos, el suelo fue secado al aire (Figura 5a). Para

los analisis biologicos (enzimaticos y microbioldgicos), las muestras solo fueron
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tamizadas en humedo (Figura 5b) y posteriormente se almacenaron en tubos estériles
de 50 ml,_para su uso se considerara su peso en base seca.

Figura 5: preparacion de las muéstras recolectadas: a) secado al aire de las muestras de suelo
contaminado y b) tamizado de muestrasgdesuelo.

7.3. Diseno experimental

Para el experimento se selecciond Un punto contaminado de cada sitio (P1), con
base en un analisis previo del peffil respirométrico de cada muestra recolectada. Se
utilizé un disefio completamente aleatorizado multifactorial, teniendo como variables
independientes el tiempo (0,3,7,11 y 15-dias) ydos.tratamientos: a) suelo contaminado
bioestimulado (SC + T17) con ajuste de C/N™5 por-adicion de T17, b) suelo contaminado
no bioestimulado y c¢) suelo no contaminado((control)."Las\variables de respuesta fueron:
a) actividad enzimatica lipasa, b) actividad enzimatica deshidrogenasa, «c)
microorganismos degradadores, d) contenido de HTP residuales y e) pH. Para las
unidades experimentales se usaron contenedores acrilicos los’cuales se les agreg6 0.75
Kg de suelo (Figura 6a), se usaron ftriplicados por cada tratamiento. Las unidades
experimentales permanecieron dentro del laboratorio, estande “cubiertas y bajo

condiciones controladas.

El experimento dur6 15 dias y consto de 6 tratamientos (Figura 1) con’triplicados
cada uno, las unidades experimentales fueron divididas de la siguiente manera:\Suelo
no contaminado Miahuatlan (SNCMH), Suelo contaminado Miahuatlan + Triple 17
(SCMH + T17), Suelo no contaminado La Venta (SNCLV) y Suelo contaminado
Miahuatlan + Triple 17 (SCLV).
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Se tomaron muestras cada 3 a 5 dias por cada unidad experimental para realizar
los analisis. Para asegurar la representatividad durante el experimento, el contenido de
cada unidadéexperimental se homogeneizé y se subdividié al tomar muestras para los

diferentes tiempos.de muestreo (Figura 6b).

10:02 IR
: 58N 92°58'22.28'0 £

Figura 6: Unidad experimental: a) pesado de tnuestras para las unidades exprimentales y b) toma de
muestras para analisis de variables.

7.4. Métodos analiticos
7.4.1. Indicadores fisicos.y quimicos
7.4.1.1. Porcentaje de humedad (%Humedad)

Para determinar el porcentaje de humedad se empled una termobalanza (Figura
7), la cual calcula la humedad mediante la diferencia ensla pérdida de peso de una
muestra de suelo (5 gramos), donde la muestra es sometida a un proceso de

calentamiento a 160°C.

Figura 7: Determinacion del porcentaje de humedad utilizando termobalanza
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7.4.1.2. pH y Conductividad eléctrica

Se”utilizd el método descrito en la NOM-021-SEMARNAT-2000, con las
modificaciop€s siguientes: se hara una mezcla con 5 gramos de suelo y 50 ml de agua
destilada, se” _agitdé durante 30 minutos y dejando reposar durante 24 horas,
posteriormente setomaron lecturas de pH en el sobrenadante (Figura 8). Se empled un
multiparamétrico de'la,marca Thermo modelo Orion 8172BNWP, el cual se encontraba

previamente calibrad@

Para la medicion de.conductividad eléctrica se utilizé el mismo filtrado del pH,
tomando lecturas en un tubo de€.30 ml, introduciendo un electrodo de conductividad con
detector de temperatura (Thermo medelo Orion 8172BNWP), calibrado previamente con

soluciones estandar de KCI a dos diferentes concentraciones (1.4 y 12. 9 mS cm-1).

Figura 8: Determinacion de pH empleando equipo multiparamétrico Thermo modelo Orion 8172BNWP

7.4.1.3. Contenido de hidrocarburos totales-de petréleo (HTP)

La determinacion de hidrocarburos totales de petroleo se realizd6 mediante el
método de extraccion Soxhlet EPA-3540C (Figura 9a), se pesaron triplicados de
muestras de suelo (10g) y sulfato de sodio anhidro en relacion 1:1, fueron, puestos y
mezclados en cartuchos de celulosa. Para la extraccion se usaron 160 ml de una mezcla
solvente hexano/acetona en relacion 1:1 y se mantuvo en reflujo durante 8 horas(Figura
9a).
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ﬁvez extraidos los hidrocarburos se recuperoé el solvente por evaporacion con
un rot ﬁ (Figura 9b), colocando el extracto de hidrocarburos en charolas de aluminio
a peso ¢ }hte, las charolas fueron calentadas, donde el solvente restante se evaporé

(Figura 9c). concentracion de hidrocarburos (mg kg-1). fue determinado por

gravimetria. /‘

extraccion soxhlet puesto a reflujo por 8 , b) recuperacion de solvente y c) evaporacion de solvente
residual en HTP. -

7.4.1.4. Carbono orgéﬂ'*b tota(é‘

P

La determinacién del carbono orgé@ total s@terminé de acuerdo con la NMX-
FF-109-SCF1-2007, para lo cual se debe determinar el goréentaje de cenizas y de materia

Figura 9: Se muestra la extraccién de hidrocarburos ?ales de petréleo (HTP) del suelo: a) Sistema de

organica. Se pes6 un gramo de suelo en un crisol (d star a peso constante) y
posterior se calenté a 550°C durante 2 horas (Figura 10 @Ob), posteriormente se
enfriaron dentro de un desecador y finalmente se pesaron p hacer los calculos

correspondientes con las siguientes formulas: ®
% de Cenizas % de Materia organica % de Carbc%rgénico total
Donde: Doné

PCC: Peso del Crisol con Cenizas COT: Porcentaje de c@o
PC: Peso del Crisol organico total
Pm: Peso de la Muestra (g) %MO: porcentaje de Mat
100: Factor de conversion a organica

porcentaje 1.724: constante de Van Be

Materiales y métodos 25



Figura 10: Se muestra la deterpfinacion de carbono organico: a) uso de mufla para calentar las muestras
de suelo y b) cenizas obtenidas 'después del calentamiento a 550 °C.

7.4.1.5. Nitrégeno total

La medicién del nitrégeno total se realizé mediante el método de Kjeldahl para N-
total (TKN) tomando como referenciastécnicas la norma NOM-021-SEMARNAT-2000 y
la norma ISO 11261. Se empled un equipo semiautomatizado para la determinacion de
nitrogeno (marca Buchi) (Figura /11), se=pesaron 0.3g de suelo seco (triplicados),
poniéndolo dentro de tubos Kjeldahl (300 ml).mezcla de catalizadores y 10 ml de acido
sulfurico (H2S04).

Figura 11: Sistema semiautomatizado para determinacién de Nitrégeno de la marea Beuichi

Posteriormente los tubos fueron sometidos a un proceso de digestion (alrededor
de 2 h) con temperatura controlada (Buchi K-425) (Figura 12a). Una vez concluido el
proceso de digestion los tubos fueron trasladados a la unidad destiladora (Buchi K-365)

(Figura 12b). La destilacion se llevo a cabo de manera automatica y simultaneamente se

1
Materiales y métodos 26



realizdda determinacion por titulacion potenciométrica con acido clorhidrico (HCI, 0.1 M),
con la ayuda de un titulador (Metrohm) (Figura 12c). Se registraron los valores obtenidos
del consumo«de HCI para las muestras y blancos y se empleé la siguiente férmula para

poder determinar el contenido de nitrégeno total:

Donde: Vb: volumen de acido sulfurico gastado en
%NT: contenido de nitrogeneo, total en la titulacion del blanco
porcentaje N: normalidad del acido sulfurico (0.05)
P: peso de la muestra 14: peso equivalente del nitrégeno
Vm: volumen de acido sulfurico gastado en 10: factor de conversién a porcentaje

la titulacion de la muestra

Figura 12: Se muestra la determinacién de nitrégeno: a) Proceso de digestion, b) Proceso de destilacion
y c) Titulacion potenciométrica.

7.4.1.6. Ajuste de la relacion carbono/nitrogeno (C/N)

Para el ensayo de bioestimulacion se ajusté la relacién Carbeno/Nitrogeno (C/N),
la determinacién del carbono total de suelo se baso6 en el método descritd, anteriormente
(la NMX-FF-109-SCFI1-2007 ), la determinacion del nitrégeno se realizo de acuerdo con
lo descrito en la NOM-021-SEMARNAT-2000 y la ISO 11261. Una véz~6btenido el
contenido de carbono total y de nitrégeno del suelo, se convirtié el contenide~fraccional
(%) a kilogramos y luego se ajusto la relacion C/N, considerando la cantidad de hitrégeno
por kilogramo de suelo. Se adiciono el fertilizante comercial Triple 17 (disuelto en‘agua),

como fuente de Nitrégeno (Figura 13).
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Figura 13: Adicion de*fertilizante T17 a las unidades experimentales para el ajuste de C/N

7.4.2. Indicadores biolégicos

7.4.2.1. Microorganismos degradadores de hidrocarburos

Para determinar los microorganismos degradadores (hexadecano), se empleé el
meétodo del numero mas probable (NMP)spropuesto por Wrenn & Venosa, (1996). Se
emplearon microplacas con 98 paocillos, en.les cuales se les agregaron: hexadecano
(previamente filtrado, 0.22 ym) funeionando/como fuente de carbono, 20 pL de indculo
provenientes de diluciones seriadas-hasta 10 (Figura 14a), realizando triplicado por

cada dilucion.

Las microplacas fueron incubadas durante 7 dias. a 35°C, posteriormente se
adiciond lodo-nitro Tetrazolio (INT, Figura 14b) en cada pocillo inoculado y se dejo
incubar por 24 horas mas. La reduccion del INT en iodo-nitro Eormazan (INF) genera una
tonalidad violeta, este cambio es utilizado como indicador dé respuesta positiva a
presencia de microorganismos degradadores de hexadecano existeéntes en cada dilucion
(Figura 14c).

Para cuantificar el numero de microorganismos degradadores por gramo de suelo
seco, se uso el software en linea “Most Probable Number (MPN) Calculator™de’la EPA,

con un 95% de confianza en la prueba de Cornish & Fisher.
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Figura 14: Se muestra la dete@gmén de microorganismos degradadores: a) Diluciones seriadas, b)
Adicion de INT en microplacas y c),Mieroplacas después de incubacion, pozos con tonos rojizos indican
presencia de microorganismos degradadores.

7.42.2. Actividade§ enziméticas

Enzima lipasa ®

La actividad de la enzima ;pa se determind con el método propuesto por

Margesin, (2005), en el cual se lea p-nitrofenol butirato (p-NPB) como sustrato,

diluido en alcohol isopropilico. Se er@ ron estériles para centrifuga de 15 ml en
donde se pesaron 0.1 g de suelo seco‘y;é e adz uffer de fosfatos pH 6.2 para una
posterior incubacion en agua a 35°C por 4Q?hinuto finalizar la incubacién se agrego
50uL de sustrato (p-NPB) (Figura 15a), post@rmentgité con vortex por 2 minutos
para homogeneizar la mezcla. Para comenzar la reac€ion_se puso en una segunda
incubacion en agua por 10 minutos, para finalizar la reacci e sometioé a un bafo de
agua fria a 4°C. Finalmente, se centrifugaron los tubos a 3,500 RPM a 4°C durante 10
minutos (Figura 15b), el sobrenadante se empled para medi bsorbancia del p-
nitrofenol (p-NP) a 405nm con ayuda de un espectrofotometro (Figu 9\% UV-Visible
modelo Evolution 220 (ThermoScientific).
%

@00
O

.
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Figura 15: Se muestra la determinacion de enzimatica lipasa: a) Adicion de p-NPB a las muestras, b)
Centrifugado de las muestras y c¢) Lectura de las muestras a 405nm.

Enzima deshidrogenasa

La determinacién de la enzima deshidrogenasa se baso6 en el método propuesto
por Von Mersi & Schinner, 1991 y modificado por Neto et al., 2007. Se pesaron 0.5 g de
suelo seco y se colocaron en tubos'para centrifuga estériles de 15 ml, se adicionaron 2
ml de buffer tris-base pH 7 (1M) y2"ml de lodonitrotetrazolio (INT, 5 mM, como sustrato),
posteriormente se agitd con vortex durante 2 minutos, al finalizar se incubaron los tubos
a 35°C durante 24 horas.

Finalizando el periodo de incubacion les'tubos se agitaron en vortex por 2 minutos
e inmediatamente se centrifugaron durante 10 minutos a 3,500 rpm y a 10°C. Se desecho
el primer sobrenadante obtenido de cada tubo, el sedimentofue lavado con 3 a 5 ml de
acetona (Figura 16a), agitandolo con vortex durante 2 minutos y~eentrifugando durante
10 minutos a 3,500 rpm y a 10°C (Figura 15c). El sobrenadante obtenido en los lavados
se guardod en tubos para centrifuga con capacidad para 50 ml. El proceso,del lavado del
sedimento se repitié hasta que el sobrenadante no presentara un tono violeta, como se
muestra en la Figura 16b. Finalmente el sobrenadante fue leido a 493nm (Figura 16d y
16e) con la ayuda de un espectrofotometro de UV-Visible modelo Evelution 220

(ThermoScientific).
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Figura 16: Se muestra la deterMminacion de enzimatica deshidrogenasa: a) Adicion de acetona a las
muestras para extraccion de INF;b) INF extraido del suelo, ¢) Centrifugado de muestras, d) Extraccion de
sobrenadante y e) Lectura de sobrenadantes a 493nm.

7.5. Anidlisis estadistico
Al finalizar con la experimentdcion se analizaron las diferencias estadisticas
mediante un analisis de varianza (ANOVA multifactorial) haciendo uso del programa
estadistico Statgraphics Centurion?XVI. Donde se analizaron las variaciones en las
medias de las actividades enzimaticas lipasa y deshidrogenasa respecto a cada

tratamiento y por tiempo (ANOVA multifactoriat):

Se realizaron analisis de varianza_(ANOVA) para determinar diferencias
significativas entre las medias de las variables de nitrégeno, pH, actividad lipasa y
actividad deshidrogenasa durante tiempos de muestreo especificos.
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8. Resultados y discusion

8.1. Relacién carbono nitrégeno
En el desarrollo de la experimentacion para la evaluacion de los indicadores
biolégicos en des suelos contaminados con hidrocarburos bajo condiciones de
bioestimulacion (adicion de del fertilizante triple 17), se determind el contenido de
carbono y nitrégeno inicial y final. Esto permitié calcular la relacion C/N y estimar el
balance nutricional y los”efectos de los tratamientos ensayados. Los resultados se

presentan en la Tabla 5:

Tabla 5. Resultado del ajuste de la‘elaeion C/N. Donde C;: carbono inicial promedio, Ni(%): porcentaje
de nitrogeno inicial, C/N;: C/N promedio ipicial, C¢: carbono final promedio, Nf (%): porcentaje de
nitrégeno promedio final y C/N¢: C/N finalgromedio.

Tratamiento Ci Ni (%) C/N;i (o N (%) C/N¢
SNCMH 5.94 0.22 26.89 5.71 0.19 29.44
SNCLV 2.66 0.07 35.89 3.66 0.08 46.28
SCMH 7.76 0.15 54,76 7.85 0.23 34.98

SCLV 19.35 053 37.73 18.71 0.62 30.03

SCMH+T17 7.31 0.42 17.68 7.43 0.40 18.68

SCLV+T17 19.48 1.10 17.67 18.85 0.99 19.12

Con la adicion del fertilizante T17, se logré incrementar el contenido de nitrégeno
en un 35% y 0.48% para los tratamientos SCMH+T17 y SCLV+T17. Este incremento en
el contenido de nitrégeno permitid ajustar la relacion C/N para estos tratamientos
(SCMH+T17 y SCLV+T17), resultando con valores iniciales de 17.68 y 17.67
respectivamente. La C/N ajustada inicial en los tratamientos bjeestimulados fue 3.1 y
2.14 veces menor que en los tratamientos sin adicién de fertilizante, (SCMH y SCLV),
respectivamente, en los cuales la relacion C/N tuvo un nivel entre 37 a 55,

respectivamente.

Al finalizar la experimentacion se pudo apreciar un incremento en el contenido de
nitrégeno para tratamientos sin bioestimulacion SCMH y SCLV siendo 0.6 y 0.8 veces
mayor respecto a los valores iniciales, de acuerdo con una comparacion de medias
ANOVA (P>0.05), este aumento en el contenido de nitrégeno, para ambos tratamientos,

no representa una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos SCMH
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y SCLVZEn el mismo sentido, en cuanto a los tratamientos SCMH+T17 y SCLV+T17 se
pueden-observar diferencias en el contenido de nitrégeno inicial y final; sin embargo,
estas diferencias no son significativas (P>0.05). Mientras que el contenido inicial de
nitrogeno en—el tratamiento SCLV+T17 fue 4.76% mayor respecto al final, este

incremento representa diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

8.2. pH y Conductividad eléctrica

La Figura 17 presénta el comportamiento del pH en los diferentes tratamientos
durante el tiempo experimental. La Figura 17a corresponde a los tratamientos con suelo
proveniente de Cunduacan, donde se observan valores de pH entre 5 y 6.80. El
tratamiento SCMH presentd las lecturas iniciales mas elevadas de pH, respecto a los
demas tratamientos. Transcurrides” 11 dias, los tratamientos SCMH y SCMH+T17
presentaron las lecturas mas altas de“pH con valores de 6.67 y 6.33, respectivamente;
mientras que el tratamiento SNCMH present6 su mayor lectura al inicio del experimento
(pH~6.05). Los tratamientos® SCMH =y SCMH+T17 presentaron diferencias
estadisticamente significativas en €ltercer dia de muestreo (HSD 95% de confianza y
P<0.05), donde el SCMH+T17 alcanzé-a lectura_de pH mas baja (5.07). respecto al
SCMH.

La Figura 17b corresponde a los tratamientos™con suelo proveniente de
Cunduacan, donde se observan valores de pH entre 4.5 y 6.5 El tratamiento SCLV+T17
presentd las mayores lecturas de pH durante el experimento respecto a los demas
tratamientos, registrando su mayor valor (6.33) a los 11 dias del'experimento. Todos los
tratamientos presentaron una disminucién en las lecturas de'pH los 7 dias del
experimento, siendo mas notable en el tratamiento SCLV+T17 con un“valor de pH de
5.26.

De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000 los valores de pH durante el
experimento indican que ambos suelos son “Moderadamente acidos” por presentar
valores de entre 5 - 6.5; sin embargo, los valores finales de pH en los tres tratamientos

se encuentran cercanos al rango de pH éptimo (6-6.5) donde existe una mayor

______________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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disponibilidad de nutrientes para la mayoria de los cultivos, de acuerdo a lo reportado
por Osorie:(2012). Al final del experimento existen diferencias significativas (HSD 95%
de confianzasy P<0.05) entres los tratamientos SCMH y SNCMH.

a) b)
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Figura 17. Valores de pH registrados para €ada tratamiento con respecto al tiempo. Dénde: a): Suelo
proveniente de Cunduacan y b) Suelo Proveniente de Huimanguillo. Cada punto representa el promedio
de 3 réplicas

El comportamiento de lal.eenductividad eléctrica (CE) para los diferentes
tratamientos durante el tiempo expérimental‘sespresentan en la Figura 18. Se puede
apreciar un aumento significativo enlos valores- de CE para los tratamientos
bioestimulados (SCMH+T17 y SCLV+T17); el aumentoyse puede atribuir a la adicién del
fertilizante T17, el cual incrementa el contenido de salés) siendo una de las principales
causas de salinizacion en suelos (Jordan-Lopéz, 2009). Los resultados del suelo
proveniente de Cunduacan se muestran en la Figura 18a, donde se puede ver que los
valores de CE se mantienen dentro de 160 y 250 uys cm-' para los _tratamientos SNCMH
y SCMH, los cuales no tienen presencia de T17. Mientras que el tratamiento SCMH+T17
presentd valores iniciales de 2,912.37 us cm™' el cual fue disminuyendo respecto al

tiempo, hasta llegar a un valor de 1,071us cm™', al término del experiménto.

La Figura 18b presenta los resultados obtenidos con el suelo proveniente de
Huimanguillo, donde los mayores niveles de CE se presentaron en el tratamiento
SCLV+T17, inicialmente el valor fue de 1,549.67 us cm, y al finalizar la experimentacion
presentd valores de 2,289 pys cm’!, teniendo un comportamiento inverso respectoe”al

tratamiento SCMH+T17, ambos bioestimulados. Los valores de CE en el tratamiento
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SCLV s€é mantuvieron dentro de 100 - 270 ys cm'. Para el SNCLV la CE estuvo dentro
de 40-70 us cm™', siendo el tratamiento con los valores mas bajos de CE.

De acuerdo con estos resultados el tratamiento SCLV+T17 se considera
moderadamente “salino segun lo establecido en la NOM-021-RECNAT-2000, mientras
que el SCMH+T17 se considera muy ligeramente salino, lo cual se debe probablemente
al incremento de salespor. la adicion del fertilizante T17. Mientras que, de acuerdo a los
criterios establecidos ena)NOM-021-RECNAT-2000, la salinidad para los tratamientos
SCMH, SCLV SNCMH y SNCLV se considera con efectos despreciables, debido a que

presentan valores <1000 ys cm+,

Estos resultados son similares con los reportados por Gonzales-Diaz (2014),
quien obtuvo valores de CE de ~1,700\us cm™', en un suelo artificialmente contaminado
(30,000 mg HTP Kg™') bioestimulade con T17 y en uno bajo condiciones de
intemperizacién (bioestimulado)’de_entre 15600 a 3,000 ys cm™'. En ambos casos los
valores de CE fueron significativamente mayares. que en los suelos no adicionados con
triple 17. En este trabajo las muestras-analizadas, fueron recolectadas en sitios con
condiciones similares, uno recién contaminado (sitio ubicado en Miahuatlan, Cunduacan)
y uno intemperizado (sitio localizado en) La Venta, Huimanguillo) siendo el

comportamiento de CE similar.
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Figura 18 Valores de CE registrados para cada tratamiento con respecto al tiempo. Donde: a) Suglo
proveniente de Cunduacan y b) Suelo proveniente de Huimanguillo. Cada punto representa el promedio
de 3 réplicas
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8.3« Contenido de hidrocarburos totales del petroleo (HTP)

Sesrealizé un analisis inicial y final para determinar la biodegradacién alcanzada
al término‘de’la experimentacion, los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 6. El
suelo proventente de Huimanguillo presenté las concentraciones iniciales mas elevadas
de hidrocarburos_eon valores que variaron en un rango dentro de 117,600 a 125,000 mg
HTP Kg suelo™, mientras que en el suelo proveniente de Cunduacan la concentracién
vario entre 14,000 y(17,000 mg HTP Kg suelo', para el suelo bioestimulado y no

bioestimulado, respectivamente.

El mayor porcentaje de”biodegradacion se presenté en los tratamientos sin
bioestimular SCMH y SCLV con -15.78 y 6.85% de biodegradacién, al finalizar la
experimentacion (15 dias). Los “4ratamientos bioestimulados SCMH y SCMH+T17
presentaron una degradacion de 7.01%wy 2.59%, respectivamente. Lo cual denota el alto
potencial de biodegradacién por. parte de los microorganismos autéctonos sin
bioestimular. En el caso de los..suelos ‘adicionados con T17, el bajo grado de
biodegradacion puede atribuirse al incrementé_em la salinidad registrada y en el caso del
suelo de La Venta, ademas, debe considerarse‘que.se trata de un suelo intemperizado
con condiciones (ej. elevado contenido de"materia organica altamente humificada) que
limitan la biodisponibilidad de los compuestos.contaminantes (Velazquez-Vazquez et al
2022).

Tabla 6. Contenido de hidrocarburos iniciales y finales para los tratamientos’con suelo contaminado. %B:
porcentaje de biodegradacion, TCG: Tasa de consumo global. Se presenta el_eqntenido de hidrocarburos
promedio de 3 réplicas.

Contenido de hidrocarburos

. . Contenido de HTP q TCG
Tratamiento | Tiempo [mg HTP Kg suelo™] %B [mg * Kg-'d']
0 16,906.43 + 823.01
SCMH 15 14,238.31 + 702.91 15.78 A177.87
0 14,107.27 + 650.57
+
SCMH-+T17 15 13,117.84 + 1,220.96 7.01 65:96
0 124,947.01 £ 5,917.13
SCLv 15 116,392.47 £ 4,884 6.85 570.30
117,690.68 £ 673.50
SCLV+T17 0 ’
15 114,646.09 + 2,784 .48 2.59 202.97
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Perdomo & Pardo (2004), evaluaron la degradacion de petréleo crudo en un suelo
contaminado (23,280 mg HTP Kg suelo™), para lo cual llevaron a cabo un proceso de
biolabranza _sCon bioestimulacion adicionando fertilizante T15. Reportaron una
degradaciondpromedio del 7.6% durante su primer mes de analisis en sus tratamientos
bioestimulados.con_T15, en contraste con sus tratamientos sin bioestimular, en donde
obtuvieron una degradacion promedio del 2.3% durante el primer mes de analisis. Al
finalizar la experimentacion (4 meses) los tratamientos bioestimulados alcanzaron una
remocion de HTP del 91% en comparacion a los tratamientos sin bioestimular con un
65%. En el presente trabajo/la degradacién promedio, en un periodo de 15 dias, fue
similar a los reportados por~Pardo Castro y Perdomo Rojas, los tratamientos
bioestimulados con T17 alcanzaren una degradacion del 7.01% en el suelo perteneciente

a Cunduacan y 2.59% para el suele de Huimanguillo.

8.4. Microorganismos degradadores de hidrocarburos (NMP)

En la Tabla 7 se muestran los resultados del contenido de microorganismos
degradadores para los tratamientos~con Su€lo contaminado. Se observa que, los
tratamientos SCMH+T17 y SCLV+T1Z.presentaron un incremento del 183% y 218% en
el contenido de microorganismos ¢“degradaderes. ElI mayor incremento de
microorganismos degradadores se obtuvosen el su€loe, proveniente de Huimanguillo
(SCLV+T17) con 9.33 10° NMP* g suelo. Por ofre* lado, los tratamientos no
bioestimulados SCMH y SCLV presentaron una disminucion del en el contenido de

degradadores.

Tabla 7. Contenido inicial y final del NMP de microorganismos degradadores de hidrocarburos por gramo
de suelo, para los tratamientos con suelo contaminado. NMP: Numero mas probable. Calculos realizados
con el software en linea “Most Probable Number (MPN) Calculator” de la EPA, con 95%s@e confianza en
la prueba de Cornish & Fisher. Se muestran el contenido de microorganismos degradadores promedio
de 3 réplicas.

Microorganismos degradadores [NMP * g suelo -]
Tratamiento Iniciales (10°) Finales (10°)
SCMH 4.27 0.24
SCMH+T17 2.40 4.38
SCLV 20.50 2.67
SCLV+T17 4.27 9.33
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8.5¢ Actividad enzimatica lipasa
En'la Figura 19 se muestra el seguimiento de la actividad lipasa (LPS) para cada

tratamiento” durante la experimentacion. Se observa que la actividad LPS en ambos
suelos fue mayor durante los primeros 7 dias del experimento, teniendo diferencias
estadisticamenter significativas de acuerdo con la prueba de rangos multiples Tukey
(HSD, 95% de confianza) del analisis multifactorial (p<0.05) y posteriormente fue

disminuyendo.

)
£ 600 £
€ €
S S
o 500 T
o o
g 400 g
(7] v
(] (]
T 300 >z
'oo ‘oo
o [~ %
2 200 2
o [« X
S 3
w 00 et
3 0 3 6 9 12 15 = 0 3 6 9 12 15
Tiempo (d) Tiempo (d)
—%—SNCMH —A—SCMH —+—SCMH#T17 === SNCLV A—SCLV +— SCLV+T17

Figura 19. Actividad enzimatica lipasa promedio/para los difetentes tratamientos en los diferentes tiempos
de analisis del experimento. Dénde: a) Suelo provenienterde~Cunduacan y b) Suelo proveniente de
Huimanguillo. p-NP: Para-Nitrofenol liberado durante_ la determinacion. Cada punto representa el promedio
de 3 réplicas. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) (HSD 95% de confianza y P<0.05).

La mayor actividad LPS para el suelo proveniente de_Cunduacan se encontrd en el
tratamiento sin bioestimular SCMH (Figura 19a) durante eltercer dia (381.03+50.56 ug
de pNP g™ de suelo seco 10 min). Los tratamientos SCMH+T17 y SNCMH también
alcanzaron su produccidon maxima al tercer dia con 259.32 + 11426 y 324.99 + 33.37 g
de pNP g™ de suelo seco 10 min, respectivamente. Durante estetiempo de muestreo
(tercer dia) se realizé un analisis de varianza (ANOVA) (HSD 95% de confianza vy
P<0.05), encontrando que, el SCMH+T17 es estadisticamente diferente, al SNCMH,
mientras que no presentan diferencias significativas con el SCMH.

Para el séptimo dia ocurrid una disminucion en la actividad LPS en.los. tres
tratamientos, siendo mas notorio en el SCMH, posteriormente se mantuvieron en rangos
de 140y 175 ug de pNP g™ de suelo seco 10 min. Al finalizar el experimento (15 dias) la

mayor produccién lipasa se mantuvo en el SCMH, presentando diferencias

1
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estadisticamente significativas con el SNCMH, mientras que no presenta diferencias
significativas con el SCMH+17 (HSD 95% de confianza P<0.05).

Se analizaron las medias de los tres tratamientos mediante un analisis ANOVA
multifactorial (HSD_95% de confianza) donde se encontr6 que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tres tratamientos, donde la mayor tasa de
produccién enzimatica'LPS se encontré en el SCMH. Para este suelo recién contaminado
el efecto esperado de la~bioestimulacion no fue significativo, provocado posiblemente,
por los valores de pH en €l SCMH+T17, los cuales fueron cercanos a pH 5 durante el
tercer dia. De acuerdo con lo-reportado por Osorio (2012), valores de pH cercanos a 5
pueden generar toxicidad para mieroorganismos fijadores de Nz, por la elevada presencia

de Aluminio soluble (AI**), lo cual pude retrasar el aprovechamiento del nitrégeno.

En la Figura 19b se puede observar que en el tratamiento SCLV se encontré las
mayores respuestas en la actividad LPS al‘inicio y final del experimento, teniendo valores
entre 510.02 £ 68.04 y 364.94 + 3449 g de pNP g™ de suelo seco 10 min. El tratamiento
SCLV+T17 alcanz6 su mayor produecion (475.33.+ 21.72) durante el tercer dia,
manteniendo ligeramente la mayor actividad\LPS hasta el dia 11. El analisis de varianza
(ANOVA) (P<0.05) demostré que no existen diferenciasentre los tratamientos SCMH y
SCMH+T17, durante el tercer dia del experimento. EI SN€ tuvo la menor actividad LPS,
alcanzando su produccién mas baja al séptimo dia (194.05 £7.82 ug de pNP g™ de suelo
seco 10 min). Al final de la experimentacion se realizé un analisis de varianza (ANOVA)
demostrando que existen diferencias significativas entre los tres'tratamientos (HSD 95%

de confianza y P<0.05).

En 2014 Gonzales-Diaz evalué la actividad biolégica y. _potencial de
biodegradacion de un suelo contaminado, donde los valores mas bajos‘encontrados
durante su evaluacién corresponden a un tratamiento bioestimulado con T17, Reportd
un comportamiento similar en la actividad lipasa, hallando valores en un rango de 100 a

450 pg de pNP g™ de suelo seco 10 min.

______________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Se analizaron las medias de los tres tratamientos mediante un analisis ANOVA
multifactorial, (HSD 95% de confianza) demostrando que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos SCLV y SCLV+T17, lo cual indica
que para esté-suelo con hidrocarburos intemperizados no existe diferencia estadistica en

la produccion enzimatica si se bioestimula con adicion nutrientes (T17).

8.6. Actividad_de la enzima deshidrogenasa

En la Figura 20 se'muestra el seguimiento de la actividad deshidrogenasa (DHS)
para cada tratamiento durante la experimentacion. Donde se puede observar que existe
una mayor respuesta DHS en’los tratamientos con presencia de hidrocarburos respecto
a los tratamientos no contaminados-SNCMH y SNCLV.
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Figura 20. Actividad enzimatica deshidrogenasa para los diferentes”tratamientos en los diferentes
tiempos de analisis del experimento. Donde: a) Suelo proveniente dé\Cunduacan y panel b) Suelo
proveniente de Huimanguillo. INF: iodo-nitro-formazan liberado durante laideterminaciéon. Cada punto de
representa el promedio de 3 réplicas. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANQVA) (HSD 95% de confianza
y P<0.05).

La figura 20a presenta la actividad deshidrogenasa para el suelo proveniente de
Cunduacan, donde la mayor actividad DHS se encontr6 en SCMH+T17_a los 11 dias,
alcanzando su mayor produccion (256.00 £ 33.35 ug de INF/g de suelo)! Alfinicio de la
cinética el SCMH+T17 presentd la mayor produccién DHS respecto a los™otros dos
tratamientos (SCMH y SNCMH) en los cuales no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05). EI SCMH alcanz6 su mayor produccion DHS
durante los dias 3 y 7 con valores entre 190 y 200.70 ug de INF/g de suelo. La menor

respuesta de la actividad DHS se encontré en el SNCMH con valores entre 40y 110 pg
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de INE/g de suelo. En el dia 15 el SCMH+17 present6 la mayor actividad DHS (185.76
Mg de INF/g de suelo), también para ese tiempo de muestreo se realizé una comparacion
de medias,»en el cual se demuestra que existen diferencias estadisticamente
significativast{HSD, P<0.05), en comparacion al inicio de la experimentacién donde no

existian diferencias significativas entre los tratamientos SCMH y SNCMH.

Al finalizar la“experimentacion se analizaron las medias de los tres tratamientos
(ANOVA multifactorial HSD 95% de confianza). El analisis demostr6 que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los tres tratamientos, lo cual indica que,
para este suelo recién contaminado, la bioestimulacion por adicién de fertilizante T17

favorece la produccién enzimatica'DHS.

La figura 20b muestra el resultado de la actividad DHS para el suelo proveniente
de Huimanguillo en donde la mayor actividad se registré durante los durante los primeros
7 dias del experimento. Los tratamientos®SCLV y SCLV+T17 alcanzaron su maxima
producciéon de DHS al tercer dia del'experimento 79.31+ 3.53 y 803.51+£12.08 ug de INF/g
de suelo, respectivamente. Se realizo-un-contraste.de medias (ANOVA) donde se pudo
identificar que no existen diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre los
tratamientos SCLV y SCLV+T17, durante elitercer dia. Pesteriormente la actividad DHS
fue disminuyendo hasta finalizar el experimento donde no se aprecian diferencias

estadisticamente significativas (P<0.05) entre los tratamientes SCLV y SCLV+T17.

Cabe destacar que la mayor actividad DHS se encontré6 en SCLV (sin
bioestimular) con valores entre 290 y 810 ug de INF/g de suelo. Por 6tro lado el SNCLV
presentd la menor respuesta DHS durante toda la cinética, manteniendo valores por
debajo de los 115 pg de INF/g de suelo. En un ensayo similar Ortiz-Maya-etal., (2017)
registré valores ligeramente superiores de actividad DHS (~500 ug de INF/g de suelo)
para un suelo no contaminado y entre 1,000 y 3,000 pg de INF/g para el mismo,suelo
contaminado artificialmente con hidrocarburos (~30 000 mg kg'), durante 28 dias de

cultivo.
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Al finalizar la experimentacion se analizaron las medias de los tres tratamientos
(ANOVA"_multifactorial HSD 95% de confianza). El analisis demostré que existen
diferencias” estadisticamente significativas entre los tres tratamientos. Sin embargo, los
resultados de-da-cinética demostraron que el efecto de la bioestimulacién para este suelo
intemperizado “no.fue significativo para la produccion enzimatica DHS, durante la
experimentacion. Elitratamiento no bioestimulado presenté la mayor actividad DHS hasta
los 11 dias experiméntales donde disminuyo su produccion, posteriormente no presento

diferencias significativasreon el tratamiento bioestimulado SCLV+T17.

El suelo proveniente de Huimanguillo registré las mayores producciones DHS con
valores entre 50 y 810 pg de“INF/g de suelo, mientras que el suelo proveniente de
Cunduacan present6 valores entrei40.y 260 ug de INF/g de suelo, debido posiblemente
a la mayor concentracion de hidrocarburos presentes en el suelo de Huimanguillo, lo cual
probablemente afectd significativamente el perfil de la enzima DHS, aumentando su

actividad.
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9. Conclusiones

Las‘actividades enzimaticas lipasa y deshidrogenasa mostraron una alta actividad
en presencia de los hidrocarburos en los dos suelos estudiados, y de acuerdo a los
resultados, ‘fa_respuesta de las actividades enzimaticas se correlacioné a la
concentracion inicial de los hidrocarburos, observandose los mayores niveles en el suelo
altamente contaminado+proveniente de Huimanguillo (~124,947.01 £ 5,917.13 mg HTP
Kg suelo™), en contraste,eon los resultados registrados para el suelo recién contaminado
localizado en Cunduacan. Ademas, esto coincidi6 con el mayor numero de
microorganismos degradaderes cuantificados en los tratamientos con suelo de
Huimanguillo (SCLV y SCLV+T1Y7).

Al finalizar la experimentacion-se observé que la bioestimulacién mediante la
adicion de nutrientes, incremento el contenido de microorganismos degradadores, en un
183% y 218 para los tratamientos SCMH+T17 y SCLV+T17 respectivamente. Para los
tratamientos no bioestimulados SCMH y ‘SCLV, el contenido de microorganismos

degradadores disminuy®d.

Durante el periodo analizado (15 dias) la influencia esperada de la adicion de
fertilizante sobre la biodegradacion de hidracarburos no fue significativa, registrandose
los mayores niveles en los tratamientos no bioestimulados SCMH y SCLV. Sin embargo,
los resultados, en el corto periodo estudiado, denota wna. elevada capacidad de
adaptacion por parte de los microrganismos nativos de los sitios contaminados, en
respuesta a la presencia de hidrocarburos, en particular en el suelo intemperizado de La

Venta Huimanguillo.
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11. _Anexos
11.1.~~, Productos derivados del proyecto
11.1:1: Presentacion de resultados en eventos cientificos.
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