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En el presente trabajo se evaluó el desempeño de un inoculante bacteriano inmovilizado durante 

su aplicación en un sistema de biorremediación de suelo artificialmente contaminado por co-

compostaje en presencia de lirio acuático a diferentes concentraciones de hidrocarburos (15 000, 

25 000 y 35 000 mg kg-1). Se analizaron diferentes parámetros como el contenido de 

hidrocarburos residuales por el método de Soxhlet (EPA 3540); la actividad de la enzima lipasa 

por el método espectrofotométrico (=405 nm, Margesin et al. 2005); el número de 

microorganismos heterotróficos totales y degradadores de hexadecano; el consumo de O2 y la 

producción de CO2 durante el cultivo para cada uno de los tratamientos mediante un sistema 

semiautomatizado de respirometría y se calcularon parámetros cinéticos vinculados a la 

biodegradación y el coeficiente respiratorio durante el ensayo. El monitoreo se llevó a cabo 

durante 18 a 25 días para los diferentes parámetros. Los resultados mostraron que la actividad 

lipasa acumulada durante el ensayo se incrementó de forma lineal con respecto a la 

concentración, con máximos de 451.05UE y 852.24UE a los 15 días de cultivo (15 y 25 g kg-1). 

De igual manera, para microorganismos degradadores, se obtuvieron incrementos en cada 

tratamiento en el día 15 con un 4% para SC 15 – LI, 20% para SC 25 – LI con el valor más alto 

de incremento para este tiempo, y finalmente, un 15% para SC 35-LI. La eficiencia de 

biodegradación del inoculante presentó una correlación positiva con respecto a la concentración 

siendo de entre 28 a 37% a los 20 días de cultivo. La tasa de mineralización (mg C-CO2  kg-1 d-1) 

debida a la actividad microbiana presentó el valor más alto para el suelo contaminado a 35 000 

mg kg-1 con 206.4 mg C-CO2  kg-1 d-1, lo cual coincide con la tasa de consumo de O2 más alta con 

un valor de 818.5 mg CO2  kg-1 d-1 para ese mismo tratamiento. La presencia del inoculante 

permitió alcanzar tasas de consumo máximas de 1,200 a 2,400 mg de hidrocarburos kg-1 de suelo 

d-1. La cinética de consumo de hidrocarburos se ajustó a un modelo de primer orden, a partir del 

cual se obtuvieron valores de tiempo de vida media de 31 a 35 días para el intervalo de 

concentraciones probadas. 

Con base en los valores positivos obtenidos en los diferentes parámetros (altos niveles de 

actividad lipasa, biodegradación y mineralización), el inoculante bacteriano resultó eficiente en el 

intervalo de las concentraciones experimentales probadas. Lo cual permite inferir que su 

aplicación es una estrategia viable para la remediación biológica en suelos altamente 

contaminados por hidrocarburos totales de petróleo. 
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In the present work, the performance of an immobilized bacterial inoculant was evaluated during 

its application in a bioremediation system of artificially contaminated soil by co-composting in the 

presence of hyacinth water at different hydrocarbon concentrations (15 000, 25 000 and 35 000 

mg kg1). Different parameters such as residual hydrocarbon content were analyzed like the 

residual hydrocarbons by the Soxhlet method (EPA 3540); the activity of the enzyme lipase by 

the spectrophotometric method ( =405 nm, Margesin et al. 2005); the number of heterotrophic 

total and hexadecane-degrading microorganisms; the O2 consumption and CO2 production during 

the cultivation for each of the treatments using a semi-automated respiration system kinetic 

parameters linked to biodegradation and the respiratory coefficient during the test were 

calculated. Monitoring was carried out for 18 to 25 days for the different parameters. The results 

showed that the accumulated lipase activity during the assay increased linearly with respect to 

concentration, with maxima of 451.05UE and 852.24UE at 15 days of cultivation (15 and 25 g kg-

1). Similarly, for degrading microorganisms, increases were obtained in each treatment at day 15 

with a 4% increase for SC 15 -LI, 20% for SC 25 - LI with the highest value of increase for this 

time, and finally, 15% for SC 35-LI. The biodegradation efficiency of the inoculant showed a 

positive correlation with respect to the concentration, ranging from 28 to 37% after 20 days of 

cultivation. The mineralization rate (mg C-CO2 kg-1 d-1) due to microbial activity presented the 

highest value for the contaminated soil at 35 000 mg kg-1 with 206.4 mg C-CO2 kg-1 d-1, which 

coincides with the highest O2 consumption rate with a value of 818.5 mg CO2 kg-1 d-1 for the same 

treatment. The presence of the inoculant allowed reaching maximum consumption rates of 1,200 

to 2,400 mg of hydrocarbons kg-1 soil d-1. The kinetics of hydrocarbon consumption was adjusted 

to a first-order model, from which half-life values of 31 to 35 days were obtained for the range of 

concentrations tested. 

Based on the positive values obtained in the different parameters (high levels of lipase activity, 

biodegradation and mineralization), the bacterial inoculant was efficient in the range of 

experimental concentrations tested. This allows inferring that its application is a viable strategy 

for biological remediation in soils highly contaminated by total petroleum hydrocarbons. 
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Con el inicio de la revolución industrial, el mundo tuvo un crecimiento paulatino y constante en 

las industrias y las tecnologías necesarias para llevarlas a cabo. Al inicio los beneficios obtenidos 

de la industrialización eran mayores que las desventajas que esto provocaba, pero con el paso 

del tiempo, los problemas ambientales se hicieron presentes con impactos en el medio y la salud 

humana (Quispe et al., 2017). Uno de los principales causantes de la contaminación de suelos y 

aguas, así como del desbalance en la estructura y proceso natural dentro de un ecosistema son 

los derrames por hidrocarburos. Dichos hidrocarburos componen el petróleo crudo, el cual ha 

tenido un impacto en la sociedad con la implementación de nuevas industrias y el desarrollo de 

diversas actividades humanas, dándole usos como el recurso hidrocarburífero empleado 

mundialmente como un estándar energético (Vargas, 2020). Como desventaja, los hidrocarburos 

llegan a ser nocivos para la salud de plantas, animales y humanos por su alta toxicidad y su 

compleja degradación; afectando algunos bioprocesos realizados por las poblaciones 

microbianas presentes, los cuales son de gran importancia para los procesos biogeoquímicos 

que se llevan a cabo en la biota (Nagkirti, et al. 2017; Pandolfo et al., 2023). 

En México, la industria petrolera ha generado un severo impacto al ambiente de manera que 

repercute adversamente en los diversos ecosistemas, esto debido a la variedad de productos 

derivados del petróleo y sitios afectados. Esta cifra se ha incrementado a través del tiempo ya 

que de 2018 a 2021 Petróleos Mexicanos (Pemex) registró 176 derrames y fugas en escala 

moderada y grave, donde a Tabasco y Veracruz le correspondieron el 63% de los incidentes 

(Ramírez, 2022). La contaminación generada por hidrocarburos se reconoce como un problema 

desde hace varias décadas; sin embargo, recientemente adquirió mayor relevancia el efecto 

perjudicial (toxicidad) hacia el ambiente y el riesgo que representan sus efectos hacia la 

sociedad, además de que el costo para remediar los suelos y cuerpos de agua contaminados es 

alto (Ortínez et al., 2003; Qiao et al., 2021). 

Un problema ambiental de interés también creciente es la proliferación de especies de hidrófitas 

en cuerpos de agua superficial. El lirio acuático (Eichhornia crassipes) es una especie de la 

familia Pontederiaceae, la cual es originaria de sudamérica (Patel, 2012). Esta especie, 

considerada como invasora, es de gran importancia para la vida acuática ya que permite el 

resguardo y alimentación de especies presentes como peces y macroinvertebrados (Villamagna 

y Murphy, 2010). La velocidad de crecimiento natural del lirio es de elevada, registrándose hasta 

dos millones de especímenes por hectárea, pudiendo alcanzar un peso de hasta 400 toneladas 

(Tovar-Jiménez et al., 2017). Su presencia excesiva repercute negativamente en los ecosistemas 

acuáticos (Ej. lagos, pantanos, ríos) al disminuir considerablemente el paso de la luz solar, 

provocando que los procesos de fotosíntesis que se llevan a cabo en la flora acuática se vean 
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interrumpidos, así como también, que se reduzca el oxígeno disuelto en el agua; lo que es 

perjudicial para diversos organismos acuáticos (Epstein, 1998; Humphrey & Dube, 2018). Por 

otra parte, el lirio posee propiedades que son de gran interés en el campo de la biotecnología, 

aprovechándose para generar productos, provenientes de la biomasa del lirio, tales como abono 

orgánico, bioles y biogás; también, el lirio se ha utilizado como medio de fitorremediación para 

aguas residuales, principalmente para la remoción de organofosforados siendo así una 

alternativa sustentable y eficaz (Tovar-Jiménez et al., 2019; Rodríguez et al., 2022). Sin embargo, 

para que la planta remueva con éxito los contaminantes, se debe tomar en cuenta el grado de 

contaminación, la disponibilidad del metal para su absorción y la interacción de la planta con su 

hábitat (Rai, 2009). 

El compostaje es la degradación aeróbica controlada de residuos orgánicos o diferentes materias 

primas, por ejemplo, residuos agroindustriales, domésticos y lodos fecales (Tilley et al., 2018) El 

producto obtenido puede ser aprovechado en la agricultura para mejorar los suelos o para el 

tratamiento de residuos sólidos, en cuyo caso entre otros beneficios tiene la reducción del metano 

que se produce en algunos sitios de disposición final de residuos municipales, siendo de 

importancia en la mitigación de los flujos de CH4 a la atmósfera (Kawai et al., 2020). 

Una variante a este proceso es el co-compostaje, en el cuál materias primas usadas en el 

compostaje se mezclan con suelos contaminados con compuestos orgánicos como 

hidrocarburos y plaguicidas permitiendo su remoción (Beaudin et al., 1996). Chilon & Chilon 

(2015) evaluaron el comportamiento de diferentes tratamientos de compost con diferentes 

activadores (caldo humus, fermento local, yogurt, leche y levadura) bajo las condiciones 

ambientales de la temporada de frio y temporada cálida, así como el efecto del compost en la 

remediación biológica de suelos contaminados. Esta estrategia de remediación combinada con 

la adición de microorganismos exógenos (bioaumentación) se ha probado como una alternativa 

para el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos (Angelito-García et al., 2018, 

Notario-Acosta et al., 2018); sin embargo, su aplicación usando lirio acuático como 

acondicionador orgánico a altas concentraciones y un inoculante estandarizado durante el co-

compostaje no se ha evaluado. 

Considerando lo anterior, el presente trabajo tiene por objetivo evaluar el desempeño de un 

inoculante bacteriano a diferentes concentraciones de hidrocarburos durante su aplicación en un 

sistema de biorremediación de suelo por co-compostaje con lirio acuático. 
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2.1. Hidrocarburos 

Vilchez & Ulloa (2015) definieron a los hidrocarburos como compuestos químico-orgánicos 

formados a partir de la combinación del carbono (C) con el hidrógeno (H), e incluyen los 

diferentes estados de la materia: gases, líquido, semisólido y sólido, que se encuentran en la 

superficie terrestre, o gases y líquidos en formaciones geológicas en el subsuelo. Mientras que 

Velázquez (2017) menciona que por su composición son compuestos orgánicos susceptibles a 

la biodegradación, donde se eliminan o se transforman en sustancias menos tóxicas tanto en 

suelos como en aguas contaminadas; permitiendo realizar análisis para diseños estratégicos que 

contribuyan a su degradación y, por lo tanto, con la descontaminación de los suelos y los cuerpos 

de agua. 

Se ha observado que el comportamiento de los hidrocarburos en el suelo depende principalmente 

de tres factores claves: el primero es el tipo de hidrocarburo, el segundo el tipo de suelo y el 

tercero las condiciones del ambiente. Varios estudios reportados coinciden que en los suelos 

donde se retiene mayor contenido de hidrocarburos, con el paso del tiempo, se tornan 

hidrofóbicos debido a la conversión de las fracciones de más fácil degradación a aquellas con 

estructura más complejas. Referente a esto, en un estudio realizado en dos áreas, la primera en 

Jalpa de Méndez, Tabasco, las concentraciones de los componentes polares incrementaron en 

el suelo aluvial seleccionado; en comparación con el suelo lomerío situado en Macuspana, 

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

2.1.1. Biodegradación de los hidrocarburos 

Una estrategia que se puede llevar a cabo para reducir el impacto ambiental causado por la 

contaminación es la biorremediación; la cual, Ordoñez et al. (2018) describe como una 

biotecnología emergente que explota la capacidad metabólica de los microorganismos en el 

proceso (biodegradación), como las levaduras, las bacterias, los hongos, las microalgas, también 

de las plantas y de los sistemas biológico para degradar, transformar o producir subproductos 

menos tóxicos. Fundamentalmente, la biorremediación permite acelerar los procesos 

biodegradativos que ocurren naturalmente en los ecosistemas contaminados. 

La biodegradación de los hidrocarburos de petróleo derramados es de gran importancia, ya que 

disminuye el impacto ambiental negativo ocasionado; una de las vías más utilizadas para lograr 

la biodegradación es la remediación biológica o biorremediación (Contreras & Carreño, 2018). 

Evaluando suelos entre un derrame simulado reciente y otro, a tres meses, Alegría et al., (2019) 

pudieron concretar que un factor determinante en la degradación, conversión o lixiviación de los 

hidrocarburos es el tipo de suelo, donde este es esencialmente una función sobre las 

propiedades de este, como la retención de agua y la compactación del suelo 
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2.1.2. Monitoreo del proceso de biorremediación 

El proceso de biorremediación se puede monitorear mediante medidas directas e indirectas. Las 

medidas directas determinan la concentración de hidrocarburos y su disminución con el tiempo; 

mientras que las medidas indirectas determinan la bioconversión de hidrocarburo, el consumo 

de aceptores de electrones (AE), producción de CO2, aumento de biomasa por mencionar el 

recuento de degradadores y también los cambios de pH (Barrios-Ziolo et al., 2015). 

2.1.3. Técnicas de respirometría 

De acuerdo con Barrios-Ziolo et al., (2015), la respirometría incluye técnicas que cuantifican el 

consumo de total de oxígeno para la fase de adaptación de microorganismos y la producción de 

CO2 u otros gases producto de la mineralización, lo que permite evaluar el crecimiento microbiano 

y el metabolismo activo durante la degradación de los contaminantes. 

2.1.4. Efectos en el suelo 

Un factor decisivo en el impacto potencial de los hidrocarburos es la textura del suelo, es decir, 

la proporción de partículas como arenas, limos o arcillas (Barrios-Ziolo et al., 2015). 

La contaminación causada por hidrocarburos conduce a cambios en las propiedades 

fisicoquímicas del suelo mencionando su permeabilidad, contenido de humedad, disminución de 

pH, la conductividad eléctrica, entre otras. Estos cambios reducen la diversidad de la comunidad 

bacteriana en su estructura funcional. Además, ocurre una restricción de la diversidad funcional 

(Pandolfo et al., 2023). Mencionando como efecto de los hidrocarburos sobre la fertilidad a través 

de mecanismos, se encuentra la toxicidad directa en los microorganismos en el suelo, reducción 

en la retención de agua y/o nutrientes, compactación y salinidad. Los hidrocarburos de petróleo, 

tanto alifáticos como aromáticos, varían en toxicidad, siendo generalmente más tóxicos los de 

pesos moleculares más bajos (Velázquez, 2017). 

 

2.2. Bioaumentación 

La bioaumentación es la técnica para mejorar la capacidad de una matriz contaminada (suelo u 

otro biotopo) contribuyendo en la eliminación de la contaminación mediante la introducción de 

cepas competentes específicas o consorcios de microorganismos; el enfoque de esta técnica es 

aumentar las capacidades metabólicas de la microbiota presente en el suelo (Omokhagbor et al. 

2015). La bioaumentación busca producir un aumento en el acervo genético y por lo tanto en la 

diversidad genética de la comunidad microbiana del suelo, a través de la inoculación de células 

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

2017). 

Varios autores consideran que la bioaumentación debe aplicarse cuando la atenuación natural y 

la bioestimulación han fallado. Esto se debe a varias razones, las principales son: el número bajo 

o no detectable de microbios degradadores con respecto al contaminante a degradar, la 

presencia de compuestos o mezclas de compuestos que requieren varias rutas metabólicas las 

cuales operan simultáneamente con intermediarios metabólicos, cuya toxicidad para los 

microbios autóctonos puede ser alta y, por último, algunas áreas contaminadas que requieren un 

largo período de adaptación microbiana que justifique la bioaumentación del suelo (Lebeau, 

2011; Nagkirti et al., 2017). 

Los inóculos bacterianos promueven el incremento en la eficiencia de biodegradación en suelos 

contaminados con hidrocarburos; esta eficiencia del bioproceso incrementa proporcionalmente 

con la concentración del inóculo, siendo esto último de suma importancia como parte del diseño 

del proceso de degradación (Otiniano et al., 2022) La utilización de preparados microbianos 

(inóculos) como aceleradores de la degradación de la materia orgánica en el compostaje es una 

práctica que ha sido implementada en diversos sistemas agropecuarios alrededor del mundo y 

en el manejo de desechos orgánicos. Como parte de un sistema de compostaje, el inóculo 

microbiano debe garantizar la constitución de agregados significativos en número, para producir 

una bioaumentación, así como la reducción del tiempo de formación y maduración del compost 

(Medina et al., 2018). 

 

2.3. Co-compostaje 

El co-compostaje es la degradación aeróbica controlada de compuestos orgánicos la cual utiliza 

más de una materia prima, por ejemplo, residuos sólidos orgánicos y lodos fecales. El lodo fecal 

tiene un alto contenido de humedad y nitrógeno, en cambio los desechos sólidos biodegradables 

tienen un alto contenido de carbono orgánico y también buenas propiedades de carga, es decir, 

que el aire pueda fluir y circular sin obstrucciones. Al combinar ambas propiedades, los beneficios 

que conllevan individualmente se pueden optimizar tanto para el proceso como para el producto 

(Tilley et al., 2018). 

Existen dos tipos de diseño para el co-compostaje: abierto y cerrado. En el co-compostaje 

abierto, el material mezclado (lodos y residuos sólidos) se coloca en hileras para dejar que se 

efectúe el proceso de descomposición. Las pilas formadas se giran periódicamente para que el 

oxígeno pueda fluir, de manera que todas las partes implicadas mantengan el mismo tratamiento 

térmico. En el co-compostaje cerrado (o en vaso) se necesita control de humedad, suministro de 
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aire y una mezcla mecánica. A pesar de que el proceso de compostaje parece una simple y 

pasiva tecnología, para que este funcione de manera adecuada se necesita una instalación con 

una buena planificación y diseño con el que se puedan prevenir y evitar futuras fallas (Tilley et 

al., 2018). 

2.3.1. Diseño  

La ubicación de la instalación debe estar cerca de las fuentes principales de desechos orgánicos 

y lodos fecales para minimizar los costos de transporte, tomando en cuenta que también deben 

estar lejos de hogares y negocios para minimizar las molestas. Dependiendo del clima y del 

espacio que se tenga a disposición, la instalación puede estar cubierta para evitar el exceso de 

evaporación y como protección contra la lluvia y el viento. En el caso de los lodos, se debe utilizar 

una proporción de 1:2 a 1:3 entre la fase de lodos a residuos sólidos. En cambio, el lodo liquido 

debe ser utilizado en una proporción de 1:5 a 1:10 de lodo a residuo sólido (Tilley et al., 2018). 

Las hileras deben tener al menos 1 m de altura y estar aisladas con compost o tierra para 

promover una distribución uniforme de calor dentro de la pila (Tilley et al., 2018). 

2.3.2. Ventajas y desventajas  

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

presentan a continuación:  

2.3.2.1. Ventajas  

• Fácil configuración con el mantenimiento adecuado. 

• Generación de un recurso valioso que puede mejorar la agricultura y producción de 

alimentos.  

• Su construcción es accesible, con materiales normalmente fáciles de conseguir. 

• Bajos costos de inversión y operación. 

• Bajo consumo de energía eléctrica. 

• Fácil adaptación a las condiciones propias del lugar donde se realice. 

 

2.3.2.2. Desventajas  

• Requiere de áreas amplias para su operación. 

• Requiere diseños especiales operados.  

• Puede requerir mano de obra intensiva. 

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

De acuerdo con Guevara & Ramírez (2015) el lirio acuático es una planta acuática perenne 

originaria de Brasil, la cual es implementada como especie para los estanques; dicha especie se 

caracteriza por ser una de las 10 malezas más invasivas del mundo, distribuyéndose en varios 

países del mundo. Es altamente reproductiva y adaptable en el medio donde se encuentre, 

afectando negativamente a la flora y fauna autóctona. 

2.4.1. Utilidad de la especie 

Desde su introducción como planta ornamental para jardines acuáticos en varias partes del 

mundo, esta maleza invasiva que se extiende de manera significativa, se puede controlar su 

reproducción en humedales artificiales como la mejor alternativa por las amenazas ocasionadas 

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

2.4.2. Reproducción  

Ocurre en condiciones vegetativas a través de la producción de estolones, pero también puede 

ocurrir a través de semillas con baja cantidad referente a la germinación. El agua rica en 

nutrientes, especialmente por nitrógeno, fósforo y potasio, favorece el crecimiento de E. 

crassipes. Además, se nutre de calcio, magnesio, azufre, hierro, manganeso, aluminio, boro, 

cobre, molibdeno y zinc. Debido a su alta capacidad de reproducción, la biomasa del lirio acuático 

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

2.4.3. Impactos ambientales 

Los estudios sobre los impactos del lirio acuático en la calidad del agua se han centrado en las 

consecuencias de las densas capas formadas al entrelazar plantas individuales. Los impactos 

formados con mayor frecuencia son la reducción de la productividad del fitoplancton y las 

concentraciones de oxígeno disuelto debajo de estas esteras. De la misma manera, el lirio afecta 

el flujo de agua y evita que la luz solar llegue a las plantas acuáticas nativas, lo que provoca una 

caída en los niveles de oxígeno, cambios en la estructura y función del ecosistema y la 

interrupción de la cadena alimentaria y el ciclo de nutrientes (Rodríguez et al., 2022). 

Cierto es que una de las mayores consecuencias que causa el lirio acuático es la eutrofización, 

la cual abarca aproximadamente un 41% de los lagos de Sudamérica causando un problema en 

ellos (Guevara & Ramírez, 2015). Haciendo referencia a un problema de tipo socioambiental que 

causa esta especie acuática es que almacena larvas de mosquito, lo que provoca afectaciones 

económicas, sociales y también afectaciones ecológicas; estas provocando una disminución de 

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

Como se mencionó anteriormente, los estudios indican que el lirio acuático es una especie que 

plantea múltiples problemas a los ecosistemas, especialmente a aquellos que han sido alterados. 

Sin embargo, esta especie está siendo investigada por varios grupos alrededor del mundo como 

fitorremediador. Además, trabajos realizados indican que E. crassipes se puede usar para 

eliminar compuestos organofosforados. En un caso particular, el clorpirifos el cual es un 

insecticida, fué eliminado lo que demuestra que esta especie invasora podría usarse en beneficio 

de los ambientes contaminados con metales como zinc, cromo, cobre, cadmio, plomo, mercurio 

y níquel. Además de colorantes sintéticos, hidrocarburos, pesticidas y solventes clorados 

(Guevara & Ramírez, 2015). 

Por otra parte, esta maleza se considera un recurso con un gran potencial biotecnológico. Su 

biomasa se ha utilizado para el tratamiento de aguas residuales, la remediación de metales 

pesados, generación de energía, las industrias, en alimentos humanos y antioxidantes, en la 

medicina, alimentación animal, la agricultura, la alelopatía y fabricación de productos para el 

hogar (Rodríguez et al., 2022). 

2.4.5. Condiciones óptimas de tolerancia  

El lirio acuático puede tolerar amplias variaciones en la concentración de nutrientes, en la 

temperatura y en los niveles de pH. El pH óptimo para su desarrollo está en rango entre 6 y 8; 

aumenta en el rango de temperatura de 1 a 40ºC y parece ser sensible a temperaturas con 

valores menores de 1ºC (Rodríguez et al., 2022). Los valores para su crecimiento óptimo son 

entre 25 y 27.5ºC; en comparación a temperaturas superiores a 33ºC donde se disminuye su 

reproducción (Rodríguez et al., 2022). 

 

2.5. Actividad enzimática lipasa 

En la biotecnología, la producción y utilización de enzimas es una de las aplicaciones más 

comunes. Las enzimas son consideradas sustancias diseñadas como biocatalizadores 

aportando grandes ventajas sobre los catalizadores químicos convencionales, como son su 

especificidad y selectividad, siendo una característica importante en el proceso de catálisis 

enzimática, por el hecho de que son catalizadores ópticamente selectivos, trabajando en 

condiciones de reacción cercanas a las que están en medios fisiológicos, a diferencia de las 

reacciones químicas comunes (Gomes et al., 2023). 

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

hidrolasas: EC. 3.1.1.3) (Gomes et al., 2023).  Las enzimas lipasas son proteínas que catalizan 
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procesos biológicos, trabajan con diferentes sustratos realizando reacciones de síntesis, 

hidrólisis o de intercambio de grupos. Son versátiles, económicas y menos contaminantes, se 

extraen en abundancia y se producen con regularidad. Además, son estables y su producción es 

eficiente y seguro. Se caracterizan por su capacidad para reacciones de acidólisis, alcohólisis, 

aminólisis, esterificación, interestificación y transesterificación, etc. (Salazar et al., 2020). Su 

función biológica es catalizar la hidrólisis de triglicéridos para producir ácidos grasos libres y 

glicerol o productos intermedios como mono o diglicéridos (Ali et al., 2023). La producción de 

lipasas a partir de microorganismos depende principalmente de factores ambientales, como la 

temperatura, el pH, la composición del medio de fermentación, por ejemplo, del contenido de 

carbono, nitrógeno, concentración de sales inorgánicas, cantidad de oxígeno disuelto. En 

relación con los factores mencionados, se utiliza habitualmente aproximadamente 30ºC como 

temperatura, un pH neutro y condiciones aerobias; para contenido de carbono suele ser una 

fuente mixta de un glúcido y un lípido que sea como inductor para la producción de las lipasas; 

para el nitrógeno se suele utilizar como fuente las sales inorgánicas de amonio o urea (Ali et al., 

2023).  

Diversas cepas bacterianas son capaces de producir la enzima lipasa; las más notables que han 

sido investigadas para dicha producción de la enzima son Bacillus, Pseudomonas burkholderia, 

Streptomyces, Arthrobacter y Archomobacter, donde interviene el factor de la temperatura para 

su crecimiento y fisiología de los microbios.  A diferencia de las lipasas de origen animal y lipasas 

de fuentes vegetales, las lipasas microbianas tienen la capacidad de reproducción continua, 

tienen simplicidad de purificarse, modificación molecular y estabilidad. Además de que poseen 

una diversidad de aplicaciones y se producen en cantidades grandes en todas las industrias 

como la textil, alimentos, cosméticos, papel, detergente, etc., esto debido a su capacidad de 

mejorar sus procesos de producción mediante la biotecnología (Ali et al., 2023). 

Para determinación de la actividad de la enzima lipasa es necesario el p-nitrofenol butirato 

(pNPB) como sustrato. Se procede a incubar las muestras de suelo a 30ºC y con pH 7 por 10 

minutos. Se realiza enfriamiento en hielo y centrifugación de las muestras, donde el p-nitrofenol 

que se produce por la hidrolisis del sustrato se determina por medio del espectrofotómetro a 400 

nm. Para obtener la actividad catalítica de la lipasa se calcula a través de una curva de calibración 

preparada con pNP en presencia de suelo expresado en µg pNP g-1 de suelo seco 10 min-1 

(González-Díaz, 2014 
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3. ANTECEDENTES 
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Uno de los principales ocupantes en los desechos municipales producidos en México es la 

materia orgánica, cuyo porcentaje de producción es alto. Sin embargo, la materia orgánica tiene 

grandes aprovechamientos, un ejemplo de estos es la composta, la cual trae beneficios consigo 

como mejorar las condiciones del suelo y disminuir los impactos ambientales creados por el 

incorrecto manejo de los desechos. (Kawai et al., 2020). Respecto a esto, Beaudin et al., (1996) 

expone en un estudio de co-compostaje con residuos de maple y alfalfa, con duración de 172 

días, que las sustancias polares se degradaron considerablemente (en un 83%) en comparación 

con las alifáticas o aromáticas (con un 60 % y 54 % respectivamente). Los autores señalan que 

la razón del comportamiento atípico de degradación observada puede atribuirse a la biología del 

entorno del co-compostaje o los cambios en la sorción de los hidrocarburos presentes. Y además 

concluyen que el co-compostaje mejora la estabilización de los contaminantes al unirse a los 

ácidos húmicos que se forman en el proceso; por lo que, puede considerarse como una 

tecnología de biorremediación útil para la remoción de contaminantes recalcitrantes cuando otros 

métodos (sin adición de carbón orgánico externo) como las biopilas, sean ineficientes. 

Bohórquez et al., (2014) realizaron una investigación en la cual se evaluó la calidad del compost 

elaborado con diferentes combinaciones de subproductos resultantes de la molienda de la caña 

de azúcar (Saccharum officinarum L.). Los resultados muestran que la relación C/N inicial de las 

mezclas es primordial para obtener una buena calidad del compost. A su vez, el tiempo estimado 

de compostaje que propicia una maduración idónea con máximo contenido de nutrientes en el 

compost fue 90 días. Barleló et al., (2019) llevaron a cabo a cabo una investigación que consistió 

en evaluar un compostaje del lirio acuático y estiércol de borrego mediante un proceso dinámico 

aerobio aprovechando los microorganismos de los propios sustratos y controlando los 

parámetros de humedad, temperatura, y pH. La relación C/N que indica el tiempo adecuado en 

el que se degrada el material durante el proceso de compostaje resultó con una composición de 

75% de lirio con 25% de estiércol. Esta relación se analizó mediante una extrapolación en la que 

se determinó que la relación ideal de C/N era igual a 20, logrando un tiempo de degradación de 

152 días y obteniendo un sustrato rico en nutrientes a bajo costo.  

En México, el lirio acuático (E. crassipes) ha llegado a considerarse como una maleza acuática 

invasora tanto de ríos como de lagos (Espinoza-Acosta et al., 2022). Por lo que, con el objetivo 

de darle un aprovechamiento adecuado al lirio, Jiménez et al., (2016) realizaron ensayos 

orientados al compostaje de lirio acuático y lodo residual, ambos materiales representan 

problemas ambientales por su difícil control y disposición final. Los resultados obtenidos indicaron 

que existe una alta resistencia a la biodegradabilidad en el compostaje por parte del lirio acuático, 

en especial de la raíz. La temperatura no se elevó a los niveles que normalmente se esperan 
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durante el compostaje, sin embargo, se observó una reducción del carbono de hasta el 15% y de 

hasta del 30% de nitrógeno, del valor original de la mezcla. Por lo que, se concluyó que una 

composta realizada a partir de lodo residual, lirio seco y triturado, así como un material de 

enmienda de fácil biodegradabilidad pueden facilitar la actividad microbiana reflejándose en el 

aumento de temperatura en el interior de una pila. El compostaje es un método eficiente en la 

eliminación de residuos, además, contiene una serie de compuestos microbianos que ayudan a 

que la degradación de la materia orgánica suceda más fácilmente. El uso del inóculo microbiano 

como acelerador ha tenido opiniones divididas respecto a su efectividad, por lo que, Medina et 

al., (2018) evaluaron inóculos extraídos en cinco diferentes etapas durante el proceso de 

compostaje como potenciadores del tiempo de biotransformación de un compost de estiércol de 

ovino y con paja de avena. Este proceso les dio como resultado que el tratamiento 5, al cual se 

le añadió inóculo de la última fase del proceso de compostaje, se pudo notar con mejores 

características finales en comparación con los demás tratamientos evaluados. Por lo tanto, esto 

implicó una maduración más rápida del compost y, por ende, acelerando el proceso. El inóculo 

tuvo estrategia que mantuvo activos a los microorganismos, y así, permitió disminuir el tiempo 

del proceso de compostaje. Respecto a los microorganismos y el CO2, entre mayor es la actividad 

de dichos microorganismos, mayor es la acumulación de CO2, además de que, la madurez y la 

calidad del compost se garantizan cuando se reduce el CO2; esto se debe al hecho de que el 

abono orgánico presenta etapas diferentes de descomposición.  

El uso de inoculante se presenta como una tecnología complementaria al compostaje, ayudando 

a disminuir los residuos orgánicos, biotransformándolos para después utilizarlos como abono 

orgánico en cultivos. Medina et al., (2018) concluyen entonces que, aún hay que abordar dichas 

investigaciones ya que muestran una gran promesa en términos de mejorar el ambiente y 

rehabilitar suelos áridos que se encuentren contaminados con sustancias tóxicas. El uso de 

inoculantes microbianos logran ser muy eficientes en casos de estudio, un ejemplo es el realizado 

por Reyes-Ramírez (2014) donde indicaron que, el uso de estos inoculantes microbianos son 

una estrategia viable para nutrir cultivos y aumentar la productividad de estos cultivos sin 

deteriorar el suelo donde se encuentren. El propósito del caso de estudio fue evaluar el efecto 

de inoculantes microbianos en el crecimiento y la productividad en invernadero del chile habanero 

(Capsicum chinense Jacq). Se aplicaron los inoculantes durante el trasplante y efecto positivo de 

la inoculación con Pseudomonas spp. Al cabo de 120 días después del trasplante, se observó 

claramente el crecimiento del chile habanero. De esta manera, el efecto particular de este 

inoculante pudo ser una mezcla del mecanismo de acción del inoculante y la fertilización 

convencional (N, P y K). 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico. 



 

 
40 

Muthukumar et al., (2022) hicieron un estudio utilizando suelo contaminado con lodo de aceite 

crudo y suelo con aceite de motor, los cuales se bioaumentaron eficazmente mediante la mezcla 

introducida de consorcios bacterianos Pseudomonas aeruginosa PP3 y Pseudomonas 

aeruginosa PP4. El pH y la temperatura fueron factores importantes para el crecimiento 

bacteriano y sus actividades. La tasa de remoción de Hidrocarburos Totales de Petróleo (HTP) 

en suelos contaminados con lodos de petróleo y petróleo crudo fue del 52% y 67%. Los 

resultados obtenidos mediante el análisis por cromatografía de gases y espectrometría de masas 

de hidrocarburos residuales confirmaron que los hidrocarburos fueron degradados de manera 

efectiva por los consorcios bacterianos, lo que dió como resultado que el nivel de eficiencia de 

degradación, tanto del suelo contaminado con lodos de aceite crudo, como de lodo de aceite de 

65% y 83%, respectivamente. Este resultado indica que la degradación bioaumentada se produjo 

efectivamente en suelos contaminados con lodos de aceite. Los autores concluyeron que los 

consorcios bacterianos seleccionados degradaron efectivamente los hidrocarburos y 

favorecieron el potencial de remoción en el suelo contaminado con hidrocarburos en un período 

corto. 

  

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico. 



 

 
41 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. JUSTIFICACIÓN 
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Actualmente, los recursos naturales conocidos por el hombre se han visto afectados 

adversamente por la creciente contaminación que se produce todos los días, producto de la 

explotación principalmente de hidrocarburos. Las secuelas que éstos dejan en los suelos 

incluyen la perdida de la mayoría de sus propiedades fisicoquímicas y funciones biológicas, 

afectando así a diversos ecosistemas. El uso de inoculantes microbianos no sólo puede 

beneficiar a los suelos contaminados con hidrocarburos, también puede ser benéfico como 

propuesta agrícola usado como biofertilizante con menor impacto en la salud y al medio 

ambiente.  Los microorganismos beneficiosos pueden ser útiles para mejorar el crecimiento de 

los cultivos y plantas, ya que incrementan la resistencia contra los patógenos y al medio 

ambiente, además de ayudar a disminuir el efecto negativo por estrés (Sánchez et al., 2022). 

La SEMARNAT (2010) indicó que durante el periodo comprendido de 2003-2009, en el país se 

presentaron 1,219 emergencias ambientales en las cuales se derramaron materiales y/o residuos 

peligrosos hacia el medio ambiente. Las principales causas de las emergencias, tomando en 

cuenta su orden de magnitud, fueron: las fugas de ductos, los derrames de carros tanque, el robo 

de hidrocarburos en ductos, los derrames de materiales peligrosos de tanques de 

almacenamiento. Tabasco se encuentra dentro de las entidades más afectadas por las 

emergencias ambientales, siendo las fugas de hidrocarburos la principal causa de dichas 

emergencias principalmente en los municipios de Comalcalco y Paraíso. Esta cifra se ha 

incrementado con el tiempo, ya que de 2018 a 2021, Petróleos Mexicanos (Pemex) registró 176 

derrames y fugas, en moderado y graves, donde Tabasco y Veracruz registraron una incidencia 

de alrededor del 63% (Ramírez, 2022). Es por eso que se necesitan buscar soluciones para 

manejar la contaminación por hidrocarburos, haciendo hincapié en las tecnologías de 

biorremediación como estrategia para tratar dichas contaminaciones presentes en suelo. 

Chan-Quijano et al. (2015) mencionan que debido a la lenta renovación que tiene el suelo, con 

respecto a la contaminación por hidrocarburos, es necesaria tener una alternativa de limpieza 

para suelos contaminados con hidrocarburos del petróleo, como lo es la utilización de 

componentes biológicos que contribuyen a la oxidación, degradación, transformación y completa 

mineralización de estos contaminantes. Los métodos basados en tratamientos biológicos 

dependen principalmente de la capacidad de los microorganismos para degradar los 

contaminantes orgánicos a productos inocuos y finalmente a compuestos como el dióxido de 

carbono, agua y biomasa. Existen diferentes estrategias de biorremediación, entre las que se 

incluyen la bioestimulación, la bioaumentación y la atenuación natural (Madueño, 2013). 

Haciendo énfasis en la bioaumentación, este es un enfoque microbiológico eficaz que implica la 
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adición de microorganismos especializados en los sitios contaminados, para incrementar las 

tasas de remoción. En particular, se prefiere el uso de microorganismos autóctonos debido a sus 

capacidades de adaptación al nuevo entorno y previamente aclimatados para el proceso de 

biorremediación. El éxito de la bioaumentación depende de las condiciones de preparación previa 

del inóculo y de la adaptación de los microorganismos a otras fuentes de carbono además de las 

presentes en el suelo contaminado. En el proceso de bioaumentación, se mejora la tasa de 

biodegradación, aumentando la biomasa de las bacterias degradadoras. Sin embargo, es de 

suma importancia considerar la viabilidad de las cepas bacterianas a utilizar durante el proceso 

(Zenteno et al., 2022). Teniendo en cuenta que el crecimiento bacteriano es de suma importancia 

para la remediación de suelos, es importante considerar que una concentración alta de 

microorganismos generalmente produce un mayor nivel de biorremediación (Escorza-Núñez, 

2010; Pérez et al., 2012). 

De acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo se evaluará el efecto de diferentes 

concentraciones de hidrocarburos sobre la eficiencia de un inoculante bacteriano compuesto por 

un cultivo mixto definido, compuesto por bacterias degradadoras, durante el proceso de co-

compostaje con lirio acuático como tecnología de biorremediación del suelo. La evaluación de la 

eficiencia se basará en la determinación de la remoción de los hidrocarburos y el comportamiento 

de indicadores de la actividad microbiana. 
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OBJETIVOS E HIPÓTESIS 
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4.1. Objetivo general 

Evaluar la eficiencia de un inoculante bacteriano a diferentes concentraciones de hidrocarburos 

durante su aplicación en un sistema de biorremediación de suelo por co-compostaje con lirio 

acuático.  

 

4.2. Objetivos específicos    

• Determinar la eficiencia de biodegradación de un inoculante bacteriano en presencia de 

diferentes concentraciones de hidrocarburos (15, 25 y 35 g kg-1) en un sistema de co-

compostaje suelo contaminado-lirio acuático.  

• Evaluar la actividad respiratoria (producción de CO2 y consumo de O2); así como, la 

actividad de la enzima lipasa durante el proceso de co-compostaje. 

• Analizar el efecto de diferentes concentraciones sobre el número de microorganismos 

(heterótrofos totales y degradadores) de hidrocarburos presentes en el suelo 

contaminado. 

4.3. Hipótesis 

La eficiencia del cultivo mixto definido en presencia de diferentes niveles de concentración de 

hidrocarburos (15, 25 y 35 g kg-1) podrá ser estimada a través de indicadores biológicos como la 

remoción de hidrocarburos, la actividad de la enzima lipasa, y el perfil respirométrico; los cuales 

se verán favorecidos por la estrategia de aplicación de un inoculante inmovilizado combinado 

con la aplicación de lirio acuático como acondicionador orgánico durante el proceso de co-

compostaje. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
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5.1. Estrategia experimental 

A continuación, se presenta la estrategia experimental (Figura 1) con las diferentes etapas para 

la evaluación del desempeño de un inoculante bacteriano durante su aplicación en un sistema 

de biorremediación de suelo por co-compostaje con lirio acuático.  

 

 

Figura 1. Estrategia experimental para la evaluación del desempeño de un inoculante bacteriano a 
diferentes concentraciones de hidrocarburos durante su aplicación en un sistema de biorremediación de 
suelo por co-compostaje con lirio acuático. 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico. 



 

 
48 

5.1.1. Recolecta de suelo no contaminado y lirio acuático 

Se recolectó suelo no contaminado en la región del municipio de Huimanguillo, Tabasco. Se 

tomaron aproximadamente 12 kg de suelo a una profundidad de 0 a 30 cm.  

La recolecta del lirio acuático se llevó a cabo en la División Académica de Ciencias Biológicas, 

en el cuadrante de la Unidad de Manejo Ambiental (UMA) donde existe una acumulación de la 

especie. El lirio fue triturado mecánicamente y secado al sol hasta obtener una humedad 

aproximada de 35%. Posteriormente, se redujo el tamaño de partícula para obtener un granulado 

fino (<2 mm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Recolecta de suelo no contaminado y lirio acuático. a) Punto geográfico (Google Earth) del 
sitio. b) Panorama del sitio en Huimanguillo, Tabasco. c) Recolecta de lirio acuático en la UMA 

 

5.1.2. Preparación del inoculante bacteriano 

Se preparó un inoculante bacteriano inmovilizado compuesto por bacterias degradadoras de 

hidrocarburos previamente aisladas de la rizosfera de una planta proveniente de un sitio 

contaminado (Díaz-Ramírez et al., 2008). La preparación se realizó a partir de cultivos axénicos 

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

a) b) 

c) 
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soya tripticaseína (CST, 100 ml) y se incubaron durante 48 h en agitación (120 r.p.m.). 

Posteriormente, se transfirieron 60 ml del precultivo como inóculo hasta obtener un cultivo con 

300 ml de CST y se incubaron por 72 h. Se registró la densidad óptica de las suspensiones 

celulares en las diferentes etapas del precultivo y se verificó que los valores obtenidos fueran 

mayores a 1A.  

 

Para la preparación del cultivo mixto definido (CMD) estandarizado se mezclaron 

proporcionalmente las suspensiones microbianas obtenidas hasta que se obtuvo un volumen de 

alrededor de 1L. Esta suspensión microbiana se usó para la preparación del CMD inmovilizado 

en agrolita como se describe a continuación: el inoculante se preparó usando: a) agrolita (1.20 

mm – 2.38 mm) como soporte, previamente esterilizada (121ºC, 20 min.), b) solución de alginato 

de sodio (9.1 mg ml-1) y c) cloruro de calcio (0.2M) previamente esterilizados. Para la preparación 

de la mezcla se adicionó el inoculante a la agrolita estéril (2:1 volumen/peso) mezclando con 

ayuda de una homogeneizadora de paletas, se dejó reposar (24 h) y posteriormente se adicionó 

la solución de alginato con mezclado en intervalos de 2 minutos. Posteriormente, se adicionó el 

cloruro de calcio mezclando continuamente hasta su incorporación. Se dejó en reposo 30 minutos 

donde finalmente se drenó la solución excedente. El CMD-inmovilizado se dejó en refrigeración 

(5 º C) hasta su uso. 

 

 
Figura 3. Preparación del Cultivo Mixto Definido (CMD) a) Volumen 1 litro de suspensiones microbianas. 
b) Alginato de sodio y cloruro de calcio utilizado. c) Materiales utilizados. d) Mezclado de suspensiones 

a) c) 

d) e) 

b) 
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microbianas, alginato de sodio y cloruro de calcio con una homogeneizadora de paletas. e) Mezcla 
colocada en recipientes para reposo.  

 

5.1.3. Ensayo de evaluación del desempeño de un inoculante bacteriano sobre su remoción de 

hidrocarburos durante el co-compostaje con lirio acuático 

 

Para la determinación de la eficiencia de biodegradación en un sistema basado en 

bioaumentación y co-compostaje de suelo contaminado en presencia de lirio acuático, se realizó 

un experimento con un diseño de un sólo factor con unidades experimentales con seis divisiones 

individuales (12x12x15 cm) compuestas por mezclas de suelo artificialmente contaminado a tres 

niveles de concentración de hidrocarburos (15 000, 25 000 y 35 000 mg kg-1), lirio acuático (10%) 

y el inoculante (10%), en un período de tiempo de 20 días de experimentación. Estas unidades 

experimentales estuvieron organizadas por triplicado de acuerdo a los siguientes tratamientos:  

1) suelo no contaminado inoculado adicionado con lirio 

2) suelo contaminado (concentración de 15,000 mg kg-1) inoculado adicionado con lirio 

3) suelo contaminado (concentración de 25,000 mg kg-1) inoculado adicionado con lirio 

4) suelo contaminado (concentración de 35,000 mg kg-1) inoculado adicionado con lirio 

La bioaumentación (tratamientos adicionados con el CMD-inmovilizado) se realizó para obtener 

alrededor de 1x107 NMP/g y se ajustó la relación C/N del cultivo a 15, adicionando Triple 17 

Vigoro® como fuente de nitrógeno inorgánico para ajustar a esta relación. Para establecer esta 

relación se consideró un balance entre el carbono total presente en la mezcla suelo contaminado: 

lirio con respecto al nitrógeno contenido en el suelo y el aportado por el lirio. La mezcla se 

humectó hasta obtener un valor de humedad aproximado al 75% de la capacidad de retención 

de agua (CRA).  

Como variables de respuesta se determinaron: a) el perfil respirométrico (producción de CO2 y 

consumo de O2), b) la cinética de actividad de la enzima lipasa, c) la cinética de biodegradación 

d) el contenido de microorganismos heterótrofos totales y degradadores de hidrocarburos 

(hexadecano). 
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Figura 4. Preparación de unidades experimentales a) Inoculante bacteriano añadido a unidades 
experimentales. b) Mezclado del tratamiento. c) Unidades experimentales 

 

5.2. Análisis fisicoquímicos 

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

La medición del pH de la mezcla suelo más lirio acuático se realizó a través del método AS-02, 

descrito en la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000. Se pesaron muestras de 5 

g de la mezcla y se colocaron en vasos de precipitados de 50 ml. Se adicionaron 50 ml de agua 

destilada a cada uno y se agitaron durante 30 minutos. Posteriormente, se filtraron a vació y el 

filtrado fue utilizado para realizar las lecturas utilizando un potenciómetro (Thermo Electron 

Corporation modelo Versa B40) previamente calibrado. 

5.2.2. Extracción de Hidrocarburos Totales de Petróleo (HTP) 

Se realizó usando el método de extracción Soxhlet (EPA 3540). Utilizando 10 g a 15 g de la 

mezcla (base seca) y manteniendo a reflujo durante 6 - 8 horas en el extractor Soxhlet con una 

mezcla Acetona: Hexano (1:1). Los hidrocarburos residuales (mg kg-1) fueron cuantificados 

gravimétricamente. 

  
Figura 5. Extracción de hidrocarburos.  a) Método de extracción Soxhlet. b) Recuperación hexano/acetona 
utilizando Rota-vapor BUCHI R-210. c) Charolas después de la evaporación 

a) b) c) 

a) b) c) 
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5.2.3. Capacidad de campo 

Se utilizó el método termogravimétrico (Powers & McSorley, 2001), el cual consistió 

principalmente en el cálculo de la humedad por diferencias de peso entre la mezcla saturada de 

suelo más lirio acuático y después de un proceso de secado (105°C) durante 24 horas o hasta 

peso constante. 

5.2.4. Densidad aparente 

Se utilizó el método modificado por Muñoz-Iniestra et al., (2013), en el cual se emplearon 

probetas de 50 ml las cuales se pesaron al inicio del experimento. Posteriormente se agregaron 

10 gramos de las muestras de suelo más lirio acuático en estudio. Después de esto se aplicaron 

ligeros golpes (5 veces) sobre una franela o superficie suave. Posteriormente, se agregó la 

cantidad de mezcla faltante hasta completar 10 ml y se golpeó nuevamente sobre la franela. 

Finalmente se pesaron las probetas más la mezcla y se le restaron los pesos registrados al 

encontrarse estas vacías. 

5.2.5. Densidad real 

Se utilizó el método propuesto por Aguilera & Domínguez (1980) modificado por Muñoz-Iniestra 

et al., (2013). Se utilizaron matraces aforados con capacidad para 100 ml. Posteriormente se 

añadieron a cada matraz 5 gramos de las muestras de suelo más lirio acuático. Después se 

agregó agua destilada hasta las ¾ partes de los matraces y se taparon. Luego, se agitaron las 

mezclas de suelo durante media hora utilizando el agitador (Shaker). Se aforaron cada uno de 

los matraces con agua destilada y se dejaron reposar por un lapso de 15 minutos, para después 

pesarlos con la suspensión (mezcla de suelo + lirio acuático + agua).  

 

5.3. Análisis microbiológicos 

5.3.1. Cuantificación de microorganismos heterótrofos del suelo 

Este se realizó por el método de número más probable (NMP) de microorganismos heterótrofos 

en microplacas. Se prepararon diluciones seriadas (1:10) usando solución salina (cloruro de 

sodio 0.85% y pirofosfato de sodio 0.18%, Lorch et al., 1995). Para la determinación de NMP 

utilizando microplacas de prueba (96 pozos), se usó caldo de soya y tripticaseína (CST) (180 l) 

y se transfirieron alícuotas (20 l) de cada dilución seriada por pocillo. Para cada tratamiento se 

realizaron 4 réplicas para cada dilución y con diluciones hasta la 10-8; los pocillos restantes se 

utilizaron como controles adicionando solamente el CST estéril. Las microplacas se incubaron a 

32°C y se realizaron las lecturas a las 24 y 48 horas. Se registraron los resultados positivos y se 
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realizó el cálculo del NMP de los microorganismos heterótrofos, utilizando el software MPN-

calculator (EPA V 4.04), usando los criterios de prueba de Cornish & Fisher, con un 95% de 

confianza. 

 
Figura 6. Determinación de microorganismos heterótrofos en microplacas. a) Adición de CST e inóculo de 

diluciones seriadas. b) Incubación de microplaca. c) Microplaca con pocillos positivos después de 48 horas.  

 

 

5.3.2. Cuantificación de microorganismos degradadores  

Se utilizó el método de Número más Probable (NMP g-1 suelo seco) en microplacas descrito por 

Wrenn & Venosa, (1996), brevemente, se usaron las mismas diluciones que las preparadas para 

el método anterior y se transfirieron alícuotas (20 l) por triplicado a microplacas estériles 

previamente adicionadas con 5 l hexadecano (17,177 g ml-1), y medio mineral (180 l) con la 

siguiente composición (g l-1): K2HPO4 1.0, KH2PO4 12.8, KCl 0.5, MgSO4•7H2O 0.3, NaNO3 3.5.  

Las microplacas se incubaron a 35°C por 14 días. Trascurrido el tiempo de incubación se 

adicionó iodonitrotetrazolio (INT, 3 g l-1) a cada pozo e incubaron 24 horas. Se registraron los 

resultados positivos y se realizó el cálculo del NMP de los microorganismos degradadores, 

utilizando el software MPN-calculator (EPA V 4.04) usando los criterios de prueba de Cornish & 

Fisher, con un 95% de confianza. 

 

5.4. Análisis respirométricos 

Para la determinación de la actividad metabólica del CMD-inmovilizado se midió el consumo de 

O2 y la producción de CO2 durante el cultivo para cada uno de los tratamientos. Esto se realizó 

utilizando un sistema de respirometría (Sistema SS4, SableSys International Co.) con una 

configuración estandarizada similar al protocolo descrito previamente por Riveroll-Larios et al., 

2015. Se colocaron 50 g de muestra en botellas de vidrio con tapas de rosca (500 ml) como 

unidades experimentales. Las botellas se cerraron herméticamente y se mantuvieron a 

temperatura controlada (35ºC). En cada tiempo de muestreo (0, 1, 4, 8, 12, 15 y 19 días) se 

determinaron el consumo de O2 y el CO2 producido durante 24 horas. Los datos crudos obtenidos 
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de ambos gases fueron tratados usando el software Expedata (Sable Sys International Co. Ver. 

6.18) para calcular: el consumo total de oxígeno (mg O2 kg-1) y la producción total de dióxido de 

carbono (mg CO2 kg-1); así como la velocidad de consumo de oxígeno y de producción de dióxido 

de carbono (mg kg-1 h-1) de cada gas. 

  

5.5. Determinación de la actividad de la enzima lipasa 

La actividad de la enzima lipasa se determinó utilizando el método propuesto por Margesin 

(2005), modificado como sigue. Se pesaron por triplicado con exactitud alrededor 0.5 g de cada 

muestra de suelo en tubos para centrífuga (15 ml). Posteriormente se añadió 5 ml de buffer de 

fosfatos (pH=6), después se incubó en baño de agua a 30°C durante 10 minutos. Posteriormente 

se mezcló en vortex durante 2 minutos y se adicionó 50 μl de p-nitro-fenil-butirato (pNPB, 

100mM). Mezclado e incubado en baño de agua a 30°C por 10 minutos. Se transfirieron los tubos 

a un baño de hielo a 4°C (10 minutos). Se centrifugaron a 3,500 rpm a 4°C (centrifuga Hermle 

Z400K) por 10 minutos. Se leyó la absorbancia espectrofotométricamente a una longitud de onda 

de 405 nm (Evo 220, ThermoScientific). La actividad enzimática se determinó por el método de 

curva estándar, previamente preparada con p-nitrofenol a diferentes concentraciones (0, 25, 50, 

75, 100 y 125 µg pNP 5 ml-1 de solución amortiguadora) y en presencia de una muestra del suelo 

bajo estudio. 

Los resultados se expresaron como μg pNP liberado g-1 suelo seco 10 min-1. 

 

  
Figura 7. Determinación de actividad enzima lipasa. a) Pesado de muestras para cada tubo. b) Adición de 

buffer de fosfatos. c) Centrifugación para separación de fase sólida y líquida de los tubos. d) Lectura de 

absorbancia espectrofotométricamente a 405 nm (Evo 220, ThermoScientific). 

 

5.6. Análisis estadísticos 

Para el análisis de los resultados de la actividad enzimática (lipasa), se compararon las medias 

entre los tratamientos con respecto al tiempo mediante un ANOVA multifactorial a través del 
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tiempo. Así mismo, para el contenido de los hidrocarburos residuales y la biodegradación, se 

compararon las medias de al final del ensayo haciendo uso del programa estadístico Statgraphics 

Centurión XVI, V16.1.03. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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Para llevar a cabo el objetivo principal de evaluar la eficiencia de un inoculante bacteriano a 

diferentes concentraciones de hidrocarburos durante su aplicación en un sistema de 

biorremediación de suelo por co-compostaje con lirio acuático, se prepararon diferentes unidades 

experimentales y durante un tiempo de 25 días se analizaron parámetros como: el pH, 

conductividad eléctrica, concentración de HTP residuales y biodegradación, microorganismos 

degradadores y heterótrofos, actividad respiratoria y la actividad de la enzima lipasa. 

6.1. Caracterización fisicoquímica del suelo  

La caracterización fisicoquímica del suelo es de importancia ya que permite obtener información 

relevante de las propiedades que lo conforman y conocer su comportamiento para implementar 

criterios en su estado de salud; haciendo énfasis en saber el estado nutrimental y sus 

compuestos orgánicos e inorgánicos que forman parte del mismo suelo a analizar (Garrido & 

Licona, 2017). 

En la Tabla 1 se presentan los resultados correspondientes a la caracterización del suelo usado 

en esta etapa, el cuál fue recolectado en el mismo sitio ubicado en Huimanguillo, Tabasco. 

Los análisis de pH, Conductividad Eléctrica (CE), contenido de Nitrógeno (N), Materia Orgánica 

(MO) y el Carbono Orgánico Total (COT) fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Bioprocesos 

en la División Académica de Ciencias Biológicas (DACBiol), de acuerdo con los procedimientos 

previamente descritos. 

Tabla 1. Resultados de parámetros de la caracterización fisicoquímica del suelo no contaminado (SNC) y 
de la mezcla de suelo no contaminado con lirio acuático (SNC + L). 

  pH  
CE 

(µs/cm) 
Ceniza 

(%) 
MO 
(%) 

COT 
(%) 

Na 

(%) 
DA 

(kg/m3) 
CC  
(%)  

Pt  
(%) 

Espacio  
aéreo 
(%) 

Dp 
(kg/m3) 

Ds 
(kg/m3) 

SNC+L 
7.2 ± 
0.108 

818.9 ± 
58.640 

83.295 16.705 9.69 NDb NDb NDb NDb NDb NDb NDb 

SNC 
6.01 ± 
0.21 

268 ± 
57.92  

96.51 ± 
0.39 

3.49 ± 
0.39 

2.03 ± 
0.23 

 0.00
23 

634.26 ± 
12.69 

32 ± 
1.62 

0.47 ± 
0.04 

14.57 ± 
3.21 

637.23 ± 
12.54 

1252.5 ± 
51.6 

 

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

En la Tabla 1 se observa que, para el suelo no contaminado (SNC), se presenta un valor de pH 

promedio de 6; por el contrario, el suelo no contaminado con lirio (SNC + L) se observa que tuvo 

un pH neutro cuyo valor es de 7.2. Con base en la NOM-021-SEMARNAT-2000, la cual establece 

las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificación de suelos, se puede clasificar al suelo 

como “neutro (pH ≈ 6.6-7.3)”. También, para la conductividad eléctrica de las muestras se 
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observa que el suelo no contaminado (SNC) tuvo un valor promedio más bajo (valor de 268 

µs/cm) en comparación con el suelo no contaminado más lirio (SNC + L) (valor de 818.9 µs/cm). 

El contenido de nitrógeno presente en el SNC cataloga al sustrato como “clase muy bajo” para 

suelos no volcánicos (N ≈ < 0.05) de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000, significando 

una deficiencia de nitrógeno total en el suelo, siendo esto algo común en suelos arenosos como 

lo es la textura del suelo estudiado; también puede ser debido a lluvias torrenciales o riego 

abundante en el lugar provocando la deficiencia por el exceso de agua (Cherlinka, 2022). 

En cuanto al contenido de Materia Orgánica (MO), el suelo es clasificado como “clase medio” 

para suelos no volcánicos (MO ≈ 1.6-3.5) de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000; donde 

entrando en la suposición que, el suelo debería tener un porcentaje adecuado cercano al 5% de 

porcentaje de Materia Orgánica (%MO) (Farinango et al., 2020), se concluye que es rico en MO 

debido a la vegetación encontrada en el sitio de las muestras recolectadas, significando fertilidad 

en el suelo. 

Respecto al porcentaje de Carbono Orgánico Total (%COT), este tuvo un resultado de 2.03% 

para el promedio de las muestras de suelo no contaminado, siendo este parámetro de suma 

importancia para la actividad biológica del suelo debido a que suministra recursos energéticos a 

los organismos que estén presentes, principalmente a los heterótrofos (Burbano, 2018). 

Igualmente, en la Tabla 1 se muestra las densidades calculadas (aparente, de partículas y 

saturada) expresadas en kg/m3 dando un valor más alto la densidad saturada con 1,252.52 kg/m3; 

se obtuvo una desviación estándar de la capacidad de campo con un valor de 1.62% haciendo 

referencia que los datos de varias muestras analizadas del suelo no contaminado están cerca de 

la media de la capacidad de campo. 
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7.2 Ensayo de evaluación del desempeño del inoculante bacteriano inmovilizado en 

diferentes niveles de concentración de hidrocarburos durante el co-compostaje. 

 

A continuación, se presentan los resultados del ensayo de evaluación de la eficiencia del 

inoculante bacteriano inmovilizado en presencia de diferentes concentraciones de hidrocarburos. 

 

7.2.1 Estimación del pH y conductividad eléctrica del suelo 

Se pudo observar que los valores de pH fueron distintos para cada tratamiento, en la Figura 8 se 

expone el comportamiento que tuvo, según el día. Se puede ver que el suelo no contaminado 

(SNC) tuvo el mayor pH de todos los tratamientos, con un valor de 7.4 en el día 5,  posteriormente 

fue descendiendo su unidad obteniendo un pH de 6.7; Por otro lado, los tratamientos de suelo 

contaminado más lirio e inoculante a 15, 25 y 35 mg kg-1 (SC 15 – LI, SC 25 – LI , SC 35 - LI 

respectivamente) obtuvieron valores que oscilaron entre el 7.2 y el 6.5, el valor más alto lo obtuvo 

el SC 35 – LI con un pH 7.1 en el día 10, mientras que el más bajo lo obtuvo SC 25 – LI  con un 

pH 6.5 en el día 15. Con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000, 

podemos clasificar a los tratamientos ensayados con respecto al pH como neutros (rango de 

neutralidad: pH 6.6-7.3). Rodríguez-Gonzales et al. (2022) menciona que para que las 

comunidades microbianas puedan llevar a cabo la biorremediación, el suelo preferentemente 

debe estar dentro de un rango de pH que oscile entre 6 a 8. 

Para la conductividad eléctrica, la cual se muestra en la Figura 8 panel B, se puede observar las 

tendencias de concentraciones para cada tratamiento experimental. Al inicio del experimento, el 

SNC – LI obtuvo resultados despreciables de salinidad (<1 ds m-1, NOM-021-SEMARNAT-2000) 

con valores ≤0.018 ds m-1, las cuales tuvieron un comportamiento constante durante la 

experimentación. Los valores más altos durante toda la experimentación se obtuvieron en el 

suelo contaminado a 35 mg kg-1 (SC 35 – LI), el día 5. Entre los días 5 y 15 hubo una disminución 

en la conductividad eléctrica para todos los tratamientos, notoriamente mayor en el SC 35 – LI 

que, en el resto, atribuyéndoselo a que los microorganismos transformaron las sales del suelo 

para utilizarlas como fuente de energía, lo cual tiene coherencia con los demás tratamientos ya 

que durante ese periodo se observó una actividad microbiana alta (mayor actividad enzimática 

lipasa, mayor actividad de microrganismos heterótrofos y degradadores). Posteriormente a este 

periodo, todos los tratamientos se mantuvieron en una línea constante hasta el final del 

bioproceso. Los suelos contaminados presentaron valores más altos que el suelo no 

contaminado, aunque para la finalización del bioproceso no se encontraron diferencias 

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

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

testigo. 

         

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

 

7.3 Actividad de la enzima lipasa en función de la presencia del inoculante inmovilizado 

y diferentes concentraciones de hidrocarburos. 

El análisis de la actividad enzimática lipasa se considera de utilidad para el monitoreo de la 

actividad biológica de suelos contaminados con hidrocarburos totales de petróleo (HTP). En 

general se ha reportado que la actividad enzimática se incrementa a mayor contenido de HTP, 

por lo cual, en análisis ambiental, se toma esta actividad como un indicador de contaminación 

(Martínez et al., 2014, Riveroll-Larios et al., 2015). Para este estudio, la actividad de la enzima 

lipasa se utilizó como un bioindicador de la actividad microbiana bajo condiciones de 

biorremediación por co-compostaje y bioaumentación con un inoculante inmovilizado, en 

respuesta a la presencia de diferentes concentraciones de hidrocarburos totales de petróleo 

(fracción media). La actividad enzimática determinada durante el periodo de experimentación se 

muestra en la Figura 9A y Figura 9B. El análisis estadístico (ANOVA) de los datos de la cinética 

de la actividad de la enzima lipasa mostró diferencias estadísticamente significativas entre los 

tratamientos inoculados (SC15-LI, SC25-LI, SC35-LI) para las diferentes concentraciones 

probadas (HSD, p<0.05). Durante los primeros 10 días se presentaron diferencias 

estadísticamente significativas (HSD, 95% de confianza) entre los valores de actividad lipasa 

para las diferentes concentraciones (p<0.05); sin embargo, se aprecia una tendencia de 

incremento mayor tanto para las muestras con concentraciones de 25,000 y 35,000 mg kg-1. En 

el caso del suelo con presencia de 25,000 mg kg-1 (SC 25-LI) se observa una actividad máxima 
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(852.24 µg de pNP gˉ¹ de suelo seco *10 min) a los 15 días de cultivo, nivel que, de acuerdo a la 

comparación de medias para este tiempo de cultivo, resultó estadísticamente diferente respecto 

a los demás tratamientos (HSD p<0.05) con un nivel de confianza del 95%. Mientras que para el 

SC35-LI y el SC15- LI, la actividad máxima fue de 559.29 y 451.05 µg de pNP gˉ¹ de suelo seco 

*10 min, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Actividad de la enzima lipasa durante el proceso de co-compostaje de suelo contaminado a 
diferentes concentraciones (15,000, 25,000 y 35,000 mg kg-1) y una relación C/N de 15. Panel A. Cinética 
de actividad lipasa. Panel B. Actividad lipasa acumulada. Cada valor representa el promedio de tres 
replicas. 

 

Las diferencias en la actividad lipasa pueden apreciarse en la Figura 9B, en la cual se puede ver 

un valor acumulado de actividad enzimática mayor en las muestras con un contenido inicial de 

hidrocarburos de 25,000 mg kg-1, seguido de las concentraciones de 35,000 y 15,000 mg kg-1. El 

análisis de los resultados permite inferir que la adición de lirio acuático motivó el incremento de 

la actividad lipasa, lo que explica que en el suelo no contaminado (SNC-LI) la actividad lipasa 

presentó un nivel similar al obtenido en el SC15-LI (HSD, p>0.05), en los primeros 10 días de 

cultivo. Además, las tendencias observadas indican que la adición del inoculante probablemente 

permitió que la actividad lipasa se mantuviera significativamente más elevada entre los 15 y 25 

días de cultivo (SC25-LI, SC35-LI). 

 

7.4 Remoción de hidrocarburos totales de petróleo y biodegradación  

La restauración mediante la biorremediación de un sitio contaminado con hidrocarburos requiere 

de la caracterización de los microorganismos nativos que se encuentren presentes en el suelo. 

El resultado dependerá de la toxicidad, la concentración inicial de los hidrocarburos, la 
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biodegradabilidad, las propiedades que tenga el suelo estudiado, además del sistema de 

biorremediación seleccionado (Vizuete et al., 2020). 

En la Figura 10A se presenta la cinética de remoción de hidrocarburos, el análisis estadístico 

(ANOVA) de los datos mostró que existen diferencias estadísticamente significativas, con 

respecto al tiempo, entre las medias de las muestras de los tratamientos inoculados (SC15-LI, 

SC25-LI, SC35-LI) contaminados a las diferentes concetraciones (HSD, p<0.05). Al final del 

cultivo (20 días de monitoreo) las medias de los valores de remoción de los hidrocaburos 

resultaron significativamente diferentes entre los tratamientos (HSD, p<0.05), y hasta 5 veces 

superiores a los observados en el SNC adicionado con lirio. La biodegradación (Figura 10B) en 

presencia del inoculante fue creciente con respecto a la concentración, para los tratamientos 

SC15-LI, SC25-LI, SC35 -LI, respectivamente después de 20 días de cultivo. La biodegradación 

se hizo notoria desde los cinco días de iniciado el proceso de co-compostaje con un valor de 22, 

28, 12 y 11% para SC15-LI, SC25-LI, SC35-LI y SNC-LI, respectivamente. Al final del cultivo (20 

días) el análisis de estadístico de comparación de medias mostró diferencias estadísticamente 

significativas (Prueba Tstudent, p<0.05) con un nivel de confianza del 95%, en la biodegradación 

entre los tratamientos SC25-LI y SC35-LI. La remoción más alta (11,605.69 de HTP mg kg-1 de 

hidrocarburos residuales) se presentó en el SC35-LI después de 20 días de cultivo (Figura 10B). 

No se encontraron diferencias significativas entre las medias del nivel de biodegradación entre 

el SC15-LI y SC-25-LI (Prueba Tstudent, p>0.05). En contraste la biodegradación final fue 

significativamente más alta para todos los tratamientos con respecto al SNC-LI (HSD, p>0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 10. Cinética de remoción de hidrocarburos totales de petróleo (Panel A) y biodegradación (Panel 
B) durante el proceso de co-compostaje con diferentes concentraciones (15,000, 25,000 y 35,000 mg kg-

1) y una relación C/N de 15. En la figura: suelo no contaminado inoculado con lirio (SNC-LI); suelo 
contaminado 15 g kg-1 inoculado con lirio (SC 15-LI); suelo contaminado 25 g kg-1 inoculado con lirio (SC 

A) 
B) 
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25-LI) y suelo contaminado 35 g kg-1 inoculado con lirio (SC 35-LI). Los valores representan los promedios 
de tres réplicas de cada muestra. 

 

A continuación, en la Tabla 2, se muestran los resultados de los parámetros cinéticos calculados 

a partir de los resultados del contenido de hidrocarburos durante el co-compostaje después de 

20 días de cultivo. De acuerdo con los resultados, la presencia del inoculante propició la 

obtención de tasas elevadas de consumo de hidrocarburos en los diferentes tratamientos. Se 

puede apreciar que, a mayor concentración de hidrocarburos, mayor fue la tasa consumo global 

(TCG) y tasa de consumo máxima (TCM). Como se puede observar, el tratamiento que obtuvo 

el valor más alto en TCG fue el SC35-LI al igual que, el valor más alto en TCM fue obtenida para 

el mismo tratamiento. 

Respecto a la vida media (t1/2), los tratamientos con concentraciones de hidrocarburos (SC15-LI, 

SC25-LI y SC35-LI), obtuvieron valores cercanos con un rango entre 32 a 45 días 

aproximadamente. Para el tratamiento no contaminado (SNC-LI), se obtuvo el dato de 43 días, 

siendo la biodegradación observada posiblemente debida al consumo de las grasas contenidas 

en la mezcla de lirio acuático adicionado al suelo no contaminado.  

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

Tx 
B  

(%) 
TCGb  

(mg kg-1d-1) 
TCMc  

(mg kg-1d-1) 
-kd 

(d-1) 
R2 e 

t1/2 
 (días) 

Periodo de 
obtención de 
la TCMf (días) 

SNC-LI 28.2a ± 4.6 57.171 ± 9.382 228.684 ± 37.526 -0.017 0.99d 42.8 ± 8.6 15 - 20 

SC15_LI 32.1 ± 1.0 212.656 ± 6.883 1,045.235 ± 20.379 -0.016 0.87 44.7 ± 1.8 15 - 20 

SC25-LI 32.4 ± 1.6 381.195 ± 18.843 1,640.691 ± 107.487 -0.020 0.80 35.5 ± 2.2 10 - 15 

SC35-LI 35.2 ± 0.4 595.850 ± 28.729 2,321.138 ± 26.862 -0.021 0.91 32.0 ± 0.5 10 - 15 

En la tabla: suelo no contaminado inoculado con lirio (SNC-LI); suelo contaminado 15 g kg-1 inoculado con 
lirio (SC 15-LI); suelo contaminado 25 g kg-1 inoculado con lirio (SC 25-LI); suelo contaminado 35 g kg-1 
inoculado con lirio (SC 35-LI). Los valores representan los promedios de tres réplicas de cada muestra. 
a Corresponde a la biodegradación de las grasas extraídas de la mezcla de suelo no contaminado y lirio 
acuático. 
b Tasa de consumo global (mg kg-1 d-1) 
c Tasa de consumo máxima (mg kg-1 d-1) 
d Constante de biodegradación calculada con base en modelo de 1er orden a 20 días de cultivo. 
e Coeficiente de correlación (Ln C/Co vs t). Ajuste al modelo de 1er orden (C-Coe-kt) 
f Se refiere al intervalo en el que se alcanzó la tasa de consumo máxima con los datos de hidrocarburos 
residuales. 
 

Pinto & Sánchez (2018) reportaron biodegradación sobre hidrocarburos rango diésel de las cepas 

bacterianas Acinetobacter baumannii y Pseudomona putida, utilizadas como inoculantes 

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

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico. 



 

 
64 

lado, para gasolina, registraron una biodegradación del 63.27% con P. putida y un 69.38% con 

A. baumannii en 60 días de experimentación. Concluyeron que, las bacterias antes mencionadas 

fueron competentes para biodegradar hidrocarburos en un nivel mayor que utilizando atenuación 

natural.  

En el presente trabajo los niveles de biodegradación, usando un cultivo mixto definido 

estandarizado e inmovilizado, fueron mayores al 30% en sólo 20 días de cultivo. Obteniendo 

tasas de consumo máximas entre 1,000 a 2,400 mg kg-1d-1, lo que indica un alto potencial de 

biodegradación del inoculante probado.  

Por otra parte, Cuadros et al., (2021), implementaron las técnicas de bioaumentación y 

bioestimulación como biorremediación en un suelo contaminado con HTP, durante 12 semanas, 

para comparar la eficiencia de cada técnica adicionando bacterias tipo Pseudomonas y humus 

de lombrices rojas californianas juntas en un mismo biorreactor. Concluyeron que, la 

bioaumentación fue la técnica más efectiva para degradar hidrocarburos, ya que, con una 

concentración inicial de 29,430.4 mg kg-1, valor cercano a concentración analizada en el presente 

trabajo, obtuvieron un 75.4% de biodegradación de HTP, en comparación con la bioestimulación 

de 54.9%, en el mismo período de tiempo. Estos satisfactorios resultados fueron obtenidos con 

bioaumentación, misma técnica empleada en el presente trabajo. Cabe señalar que, en el trabajo 

de Cuadros et al., (2021) el período de tiempo analizado fue más largo (12 semanas). 

Angelito (2019), usando el mismo inoculante microbiano y lirio acuático durante el co-compostaje 

de un suelo altamente intemperizado reportó niveles de biodegradación de entre 9% - 16%, con 

tasas de consumo global de entre 190 a 250 mg kg-1 d-1, en 50 días de cultivo.  

El uso de suelo artificialmente contaminado a diferentes concentraciones, en el presente trabajo, 

permitió evidenciar que la estrategia de aplicación del inoculante puede ser aplicable a un amplio 

rango de concentraciones, permitiendo reducir la concentración y el tiempo de vida media de los 

hidrocarburos. 

 

7.5 Análisis microbiológicos: Microorganismos heterótrofos totales y degradadores 

Los microorganismos que se encuentran presentes en nuestros ecosistemas son estimulados 

mediante condiciones específicas para resolver problemas actuales en el medio ambiente (Ostos 

et al., (2019)., integrándose para tratamientos de biodegradación (eliminando contaminantes que 

se encuentran en agua, suelo y en sedimentos), control de plagas, descomposición de la basura, 

etc.; de esta manera, impidiendo mayor contaminación y restaurando el entorno natural (Rafeeq 

et al., 2023). 
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Se puede observar en la Figura 11 la cinética de crecimiento de los microorganismos heterótrofos 

totales y degradadores de hidrocarburos durante el proceso de co-compostaje utilizando en este 

parámetro el software Most Probable Number (MPN) Calculator, (EPA, 2020), con el estadístico 

de NMP de Cornish & Fisher a un límite de confianza de 95% para calcular los valores de NMP. 

Respecto al Panel A, para los microorganismos heterótrofos totales, se obtuvieron valores 

iniciales de 1.01x106, 4.98x106 y 1.86x108 NMP/g para SC 15 – LI, SC 25 – LI y SC 35 – LI, 

respectivamente. Transcurrido los primeros 15 días de experimento, los tres tratamientos 

obtuvieron un incremento de poblaciones bacterianas en cada una de ellas con un 38% en SC 

15 – LI, un 35% en SC 25 – LI y un 9% para SC 35 – LI; haciendo énfasis que el tratamiento de 

SC 15 – LI alcanzó el porcentaje más alto de incremento. Al finalizar el experimento en el día 25, 

se obtuvo una disminución de los microorganismos heterótrofos presentes con valores 

aproximados de 14% para SC 15 – LI y un 24% para SC 25 – LI y SC 35 – LI. 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Cinética de crecimiento de microorganismos heterótrofos (Panel A) y de degradadores (Panel 
B) de hidrocarburos (alifáticos) durante el proceso de co-compostaje con diferentes concentraciones 
(15,000, 25,000 y 35,000 mg kg-1) y una relación C/N de 15. En la figura: suelo contaminado 15 g kg-1 
inoculado con lirio (SC 15-LI); suelo contaminado 25 g kg-1 inoculado con lirio (SC 25-LI) y suelo 
contaminado 35 g kg-1 inoculado con lirio (SC 35-LI). Los valores del NMP fueron calculados usando el 
software Most Probable Number (MPN) Calculator, (EPA, 2020), usando el estadístico de NMP de Cornish 
& Fisher a un límite de confianza de 95% 

 

Referente al Panel B, los microorganismos degradadores, los valores iniciales obtenidos fueron 

de 1.644x104 en SC 25 – LI con el valor inicial más bajo en comparación con el resto de los 

tratamientos, seguido de 7.41x104 y 1.86x105 NMP/g para SC 15 – LI y SC 35 – LI, 

respectivamente. A los 15 días de experimentación, se obtuvieron incrementos en cada 

tratamiento con un 4% para SC 15 – LI, 20% para SC 25 – LI con el valor más alto de incremento 

para este tiempo, y finalmente, un 15% para SC 35 – LI. Al día 25 del experimento, el SC 15 – LI 

resultó el único tratamiento con incremento, resultando un 53%, con valor final de 5.83x107 
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NMP/g; en comparación con los otros dos tratamientos que obtuvieron decremento para cada 

uno con valores finales de 1.79x103 y 3.0x105 NMP/g para SC 25 – LI y SC 35 – LI, 

respectivamente. 

En la tabla 3 se muestran los resultados del contenido de microorganismos heterótrofos totales 

y degradadores durante el proceso de co-compostaje con el inoculante inmovilizado en presencia 

de diferentes concentraciones, al inicio y a los 15 días de cultivo. Se analiza que el tratamiento 

SC 35 – LI obtuvo los valores más altos en microorganismos heterótrofos tiempo inicial y de igual 

manera en microorganismos degradadores para tiempo inicial y a los 15 días de experimento, 

siendo 10 veces mayor respecto a SC 15 – LI y SC 25 – LI en degradadores a los 15 días; 

paralelamente, 187.5 y 38.6 veces mayor respecto a SC 15 – LI y SC 25 – LI en heterótrofos en 

tiempo inicial. En relación con la proporción respecto a los totales (%), el tratamiento SC 15 – LI 

obtuvo el valor inicial más alto; y para el valor final, el tratamiento SC 35 – LI resultó con el valor 

más alto con un valor de 0.105. 

 

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

 

Heterótrofos 
(Log10 NMP g-1) 

Degradadores 
(Log10 NMP g-1) 

Proporción respecto a 
los totales (%) 

Tratamiento 
Inicial 
(x105) 

15 días 
(x108) 

Inicial 
(x103) 

15 días 
(x104) 

Iniciala Finalb 

SC 15 -LI 1.28 0.24 9.33 1.47 11.48 0.061 

SC 25 - LI 6.22 1.41 2.04 1.47 2.36 0.010 

SC 35 -LI 240.00 1.40 24.00 14.7 0.61 0.105 
a Calculado considerando los valores del NMP de microorganismos degradadores (a los 15 días) respecto al contenido inicial de 
los heterótrofos totales. 
b Calculado considerando los valores del NMP de microorganismos degradadores respecto al contenido de los heterótrofos 
totales, ambos a los 15 días. 
 
  

7.6 Mineralización de hidrocarburos durante el co-compostaje y bioaumentación de suelo 

contaminado en presencia de diferentes niveles concentración de hidrocarburos 

totales de petróleo. 

La respiración del suelo proviene de la producción total de dióxido de carbono en un área y 

tiempo determinados, esto es el resultado de la oxidación química de los compuestos de carbono 

encontrados en el ambiente llevada a cabo por los microorganismos. El monitoreo del C-CO2 
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ayuda a evaluar la actividad metabólica del suelo o la respuesta a un tratamiento (Rosero et al., 

2019).  

En la Figura 12 se presentan los resultados de la producción de CO2 (expresada como los 

miligramos de C-CO2 kg-1 de suelo) registrada durante el co-compostaje de suelo en presencia 

del inoculante inmovilizado, como una función de la concentración de hidrocarburos a un nivel 

de C/N de 15. Puede observarse que la mineralización en presencia del inoculante inmovilizado 

tuvo una respuesta positiva con relación a la concentración de los hidrocarburos. Al comienzo 

del análisis, se pudo observar que el tratamiento de suelo contaminado a 35 ppm (SC 35 – LI) 

registró el valor de C-CO2 kg-1 más alta (206 C-CO2 kg-1), seguido del suelo contaminado a 25 

ppm (SC 25 – LI y 15 ppm (SC 15 – LI, cuyos valores fueron 155 y 125 C-CO2 kg-1 

respectivamente. Resultados similares obtuvo Angelito (2019), donde analizó la respiración de 

un suelo intemperizado altamente contaminado con hidrocarburos durante la aplicación de lirio 

acuático como co-compostaje, cuyo valor transcurrido 15 días del tratamiento oscilaron entre 

139.1-198.4 C-CO2 kg-1. El perfil de actividad respiratoria reportado en el trabajo mencionado es 

similar al del presente trabajo; no obstante, las condiciones de los tratamientos en el presente 

trabajo (adición del co-compostaje e inoculante bacteriano desde el inicio del bioproceso) 

favoreció la respiración del suelo, reflejándose en una mayor producción de C-CO2. Podemos 

observar que el suelo no contaminado (SNC – LI) registró el valor más bajo en un intervalo de 95 

y 9.5 mg C-CO2 kg-1 durante el proceso. Resultados semejantes obtuvieron Hernández et al. 

(2018) quienes evaluaron el efecto del lirio acuático como parte de biorremediación en suelo 

contaminado por hidrocarburos proveniente de Cunduacán, Tabasco, donde obtuvieron un valor 

de 9.84 mg C-CO2 kg-1 aproximadamente después de 56 días de monitoreo. 

En general, se puede ver que el comportamiento entre todos los tratamientos fue similar, 

haciendo énfasis en los días 1 a 4 ya que en este periodo se dieron las mayores tasas de 

respiración, posteriormente las tasas fueron disminuyendo con el paso del tiempo, estos 

resultados son concordantes con los presentados anteriormente para la actividad lipasa donde 

entre el día 5 y 15 del cultivo se apreció una mayor actividad para el SC 25 – LI y SC 35 – LI.
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Figura 12. Tasas de producción de CO2 expresado como mg de C-CO2 kg-1 d-1 (mineralización) de 
hidrocarburos durante el proceso de co-compostaje de suelo contaminado a diferentes concentraciones 
(15,000, 25,000 y 35,000 mg kg-1). Estos valores corresponden al C contenido en el CO2 acumulado en 
muestras triplicadas durante 24 horas de cultivo y medición continua. 

 

El consumo de oxígeno (presentado en la Figura 13) presentó el valor más alto para el suelo 

contaminado a 35 g kg-1 con un valor de 818.5 mg O2 kg-1 d-1, lo cual coincide la tasa de 

mineralización más alta con 206.4 mg C-CO2 kg-1 d-1 para ese mismo tratamiento. Para el suelo 

no contaminado (SNC – LI), la variación no fue muy alta en comparación con el resto de los 

tratamientos de suelo contaminado. Posteriormente, todos los tratamientos registraron un 

decrecimiento en el oxígeno consumido hasta el día 19 donde el suelo no contaminado presentó 

el mayor valor consumido, sin embargo, para este tiempo del bioproceso ya no había diferencias 

estadísticamente significativa entre los tratamientos.  

En general, se pudo observar que la disminución de consumo de oxígeno fue paulatina, teniendo 

su mayor desarrollo entre los días 1 a 12, a partir del día experimental 15 pudimos observar cómo 

se estabilizó el decrecimiento de consumo hasta el día 19. García et al. (2011) analizaron un 

suelo contaminado con lodos aceitosos a una concentración de 40,000 mg kg-1 adicionando sales 

inorgánicas simples y un suelo control, después de 13 días de monitoreo registraron un consumo 

de 502.05-936.65 mg O2 kg-1 d-1. 
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Figura 13. Tasa de consumo de O2, expresado como mg O2 kg-1 d-1, durante el bioproceso de co-compostaje 
en suelos contaminados por hidrocarburos a diferentes concentraciones y un suelo no contaminado 
(15,000, 25,000 y 35,000 mg kg-1). Los valores representan el triplicado para cada muestra en un periodo 
de 24 horas y medición continua.  

 

7.6.1 Coeficiente respiratorio 

El coeficiente de respiración (QR) es un indicador adimensional de respiración que depende del 

sustrato utilizado para la actividad metabólica microbiana, midiendo la relación molar entre 

producción de CO2 y consumo de O2. La determinación de los valores QR proporciona 

información sobre la actividad respiratoria producto del metabolismo microbiano durante la 

biodegradación de los contaminantes, y depende entre otros factores del tipo de compuestos que 

se estén oxidando y de las condiciones medioambientales (Tran et al., 2021; Romer-Kutzner et 

al., 2015; Chang & Ghoshal, 2014).  

En la Figura 14 se pueden observar los valores de coeficiente de respiración obtenidos durante 

la biorremediación de suelo contaminado con hidrocarburos a diferentes concentraciones por 

medio de co-compostaje, adicionando lirio acuático y un inoculante bacteriano. Se obtuvieron 

valores promedio de QR <1, a excepción del suelo no contaminado (SNC – LI) al inicio del 

ensayo, el cual obtuvo valor de 1.08. Estos resultados son similares a los reportados por Lamy 

et al. (2013) donde el resultado inicial de QR para un suelo bajo biorremediación experimental 

en un laboratorio durante un proceso de 14 días fue superior a 1 durante los primeros 2 días de 

cultivo, los autores sugieren que esto puede ser resultado de procesos anaeróbicos 

prevalecientes bajo condiciones limitadas de presencia de oxígeno o de la influencia de la adición 

de fuentes de nitrógeno o fósforo, cómo es el caso de este trabajo. De acuerdo con Romer-
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Kutzner et al., 2015 cuando un organismo oxida carbohidratos, su tasa de producción de CO2 y 

su tasa de consumo de O2 son iguales, es decir QR=1). En el caso de compuestos altamente 

reducidos, como los hidrocarburos usados, el valor de QR teórico es de alrededor de 0.7 a 0.9 

(indicado con la línea morada). Esto significa que los valores menores a 0.9 (Figura 14), estarían 

indicando que el O2 consumido es > el CO2 producido, y explica una alta asimilación de oxígeno 

que explica la alta tasa de biotransformación de las fuentes de carbono (Tabla 2) en comparación 

con el suelo no contaminado (durante los primeros 8 días de cultivo). Para los tratamientos SC 

15 – LI, SC 25 – LI y SC 35 – LI, se determinaron valores promedio de QR (calculados como el 

QR global) de 0.4 a 0.7, observándose que hubo una mayor mineralización en los primeros 8 

días del bioproceso (valores de QR cercanos a 0.7); mientras que entre los días 12 - 19, el QR 

se redujo y se mantuvo estable con valores menores a 0.6. Estos resultados, son comparables 

con los datos obtenidos por Chang & Ghoshal (2014) para diferentes grupos de hidrocarburos, 

con un rango de 0.65-0.8.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Coeficiente respiratorio calculado durante el bioproceso de co-compostaje en suelos 
contaminados por hidrocarburos a diferentes concentraciones (15,000, 25,000 y 35,000 mg kg-1) y suelo 
no contaminado. Los valores representan el triplicado para cada muestra en un periodo de 24 horas y 
medición continua. 

 

Este comportamiento altamente oxidativo, (mayor consumo de O2 respecto al CO2 producido), 

evidencia la capacidad biodegradadora del inoculante desarrollado en el presente trabajo en 

presencia de altas concentraciones de hidrocarburos y un balance inicial de la C/N de alrededor 

de 15.  
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De acuerdo con los resultados obtenidos al finalizar el ensayo de co-compostaje utilizando un 

inoculante bacteriano estandarizado junto con lirio acuático como acondicionador orgánico, 

durante la biorremediación de un suelo artificialmente contaminado a diferentes concentraciones 

se puede concluir lo siguiente:  

Los valores de pH y conductividad eléctrica no presentaron variaciones significantes a lo largo 

del tratamiento, manteniéndose en la neutralidad (en el caso del pH) y despreciable de salinidad 

(en el caso de la CE). 

El inoculante bacteriano resultó eficiente para la remoción de contaminante en las diferentes 

concentraciones, obteniendo valores de 28.2 ± 4.6 para el suelo no contaminado, 37.1 ± 2.7 para 

el suelo contaminado a 15 mg kg-1, 32.4 ± 1.6 para el suelo contaminado a 25 mg kg-1 y 33.7 ± 

2.6 para el suelo contaminado a 35 mg kg-1 en solo 20 días de cultivo. Respecto a las tasas de 

consumo máximas, estas estuvieron en rangos entre 1,200 a 2,400 mg kg-1 d-1, lo que indica un 

alto potencial de biodegradación del inoculante probado. Entonces, la presencia del inoculante 

propició la obtención de tasas muy elevadas de remoción de HTP en los diferentes tratamientos. 

El inoculante bacteriano junto con el lirio acuático ayudaron en el incremento de la actividad 

lipasa para todos los tratamientos, incluso en el suelo no contaminado se observó una gran 

actividad de microorganismos la cual se mantuvo hasta el final del bioproceso (20 días). Se 

observó una tendencia de incremento de la actividad lipasa a los 15 días de cultivo, en particular 

el SC 15 – LI y SC 25 – LI registraron su actividad máxima con valores de 451.05 y 852.24 µg de 

pNP gˉ¹ de suelo seco *10 min respectivamente. De igual manera, para microorganismos 

degradadores, se obtuvieron incrementos en cada tratamiento en el día 15 con un 4% para SC 

15 – LI, 20% para SC 25 – LI con el valor más alto de incremento para este tiempo, y finalmente, 

un 15% para SC 35-LI. 

El perfil respirométrico permitió analizar el comportamiento durante los 19 días de monitoreo para 

la producción de CO2 y consumo de O2, observando que la mineralización fue aumentando 

respecto a la concentración, siendo el valor más alto para el suelo contaminado a 35 mg kg-1 con 

una tasa de mineralización de 206.4 mg C-CO2 kg-1 d-1 (coincide con la producción de oxígeno 

más alto 818.5 mg O2 kg-1 d-1 para el mismo tratamiento). Los resultados obtenidos de QR 

indicaron que los tratamientos SC 15 – LI, SC 25 – LI y SC 35 – LI, donde se determinaron valores 

promedio de QR (calculados como el QR global) de 0.4 a 0.7, hubo una mayor mineralización en 

los primeros 8 días del bioproceso (valores de QR cercanos a 0.7); mientras que entre los días 

12 - 19, el QR se redujo y se mantuvo estable con valores menores a 0.6. 
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Con base en los valores positivos obtenidos en los diferentes parámetros el inoculante bacteriano 

resultó eficiente en el intervalo de las concentraciones experimentales probadas. Lo cual permite 

inferir que su aplicación es una estrategia viable para la remediación biológica en suelos 

tropicales altamente contaminados por hidrocarburos totales de petróleo.
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8.  ANEXOS 
 

8.1. Productos derivados del proyecto 
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Resumen de la Tesis:  

En el presente trabajo se evaluó el desempeño de un 

inoculante bacteriano inmovilizado durante su aplicación 

en un sistema de biorremediación de suelo 

artificialmente contaminado por co-compostaje en 

presencia de lirio acuático a diferentes concentraciones 

de hidrocarburos (15 000, 25 000 y 35 000 mg kg-1). Se 

analizaron diferentes parámetros como el contenido de 

hidrocarburos residuales por el método de Soxhlet (EPA 

3540); la actividad de la enzima lipasa por el método 

espectrofotométrico (l=405 nm, Margesin et al. 2005); el 

número de microorganismos heterotróficos totales y 

degradadores de hexadecano; el consumo de O2 y la 

producción de CO2 durante el cultivo para cada uno de 

los tratamientos mediante un sistema semiautomatizado 

de respirometría y se calcularon parámetros cinéticos 

vinculados a la biodegradación y el coeficiente 
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respiratorio durante el ensayo. El monitoreo se llevó a 

cabo durante 18 a 25 días para los diferentes 

parámetros. Los resultados mostraron que la actividad 

lipasa acumulada durante el ensayo se incrementó de 

forma lineal con respecto a la concentración, con 

máximos de 451.05UE y 852.24UE a los 15 días de 

cultivo (15 y 25 g kg-1). De igual manera, para 

microorganismos degradadores, se obtuvieron 

incrementos en cada tratamiento en el día 15 con un 4% 

para SC 15 – LI, 20% para SC 25 – LI con el valor más 

alto de incremento para este tiempo, y finalmente, un 

15% para SC 35-LI. La eficiencia de biodegradación del 

inoculante presentó una correlación positiva con 

respecto a la concentración siendo de entre 28 a 37% a 

los 20 días de cultivo. La tasa de mineralización (mg C-

CO2  kg-1 d-1) debida a la actividad microbiana presentó 

el valor más alto para el suelo contaminado a 35 000 mg 

kg-1 con 206.4 mg C-CO2  kg-1 d-1, lo cual coincide con la 

tasa de consumo de O2 más alta con un valor de 818.5 

mg CO2  kg-1 d-1 para ese mismo tratamiento. La 

presencia del inoculante permitió alcanzar tasas de 

consumo máximas de 1,200 a 2,400 mg de 

hidrocarburos kg-1 de suelo d-1. La cinética de consumo 

de hidrocarburos se ajustó a un modelo de primer orden, 

a partir del cual se obtuvieron valores de tiempo de vida 

media de 31 a 35 días para el intervalo de 

concentraciones probadas. 

 
Con base en los valores positivos obtenidos en los 

diferentes parámetros (altos niveles de actividad lipasa, 

biodegradación y mineralización), el inoculante 
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bacteriano resultó eficiente en el intervalo de las 

concentraciones experimentales probadas. Lo cual 

permite inferir que su aplicación es una estrategia viable 

para la remediación biológica en suelos altamente 

contaminados por hidrocarburos totales de petróleo. 
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