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Resumen 

La creciente demanda energética del petróleo y sus derivados han ocasionado una alta 

incidencia de eventos ambientales que afectan negativamente los ecosistemas. En las zonas 

rurales, han incrementado las afectaciones en las poblaciones dedicadas a la agricultura. Por 

ello, en las últimas décadas se han buscado alternativas viables que permitan remediar 

agroecosistemas contaminados sin frenar su producción; entre las que destacan las técnicas 

de biorremediación, que representan tecnologías biológicas sustentables para la restauración 

de suelos agrícolas contaminados. Por lo que el objetivo de esta investigación fue la 

biorremediación de suelo agrícola contaminado con diésel utilizando tratamientos de 

fitorremediación con Tagetes erecta y bioaumento con Azotobacter vinelandii libre e 

inmovilizada en condiciones de invernadero. El ensayo de biorremediación tuvo una 

duración de 50 días, posteriormente, se cuantificaron las poblaciones microbianas 

heterótrofas (UFCg-1) por dilución seriada y conteo en placa, así como la concentración 

residual de hidrocarburos (mgkg-1) por gravimetría, finalmente, se realizó un ensayo de 

genotoxicidad y citotoxicidad utlizando células de Allium sativum. La biorremediación 

mostró remoción significativa en todos los tratamientos con T. erecta, logrando porcentajes 

de remoción entre 31.92% y 55.96%. Por otra parte, la asociación de T. erecta y A. vinelandii 

libre, presentó el mayor incremento de microorganismos heterótrofos totales con 3.83×1010 

UFC/g de suelo (P=0.0000). De igual manera, se evaluaron los parámetros fisiológicos de T. 

erecta mediante el Índice de Calidad de Dickson, revelando un valor óptimo para los 

tratamientos con plantas sin perlas de alginato (P=0.0250). No obstante, se observó efecto 

citotóxico y genotóxico en todos los tratamientos (Índice mitótico ≤50%, χ2≥ 3.84, 

respectivamente), puntualizando la importancia de estudios de toxicidad en ensayos de 

biorremediación. 
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Abstract  

The growing energy demand for oil and its derivatives has caused a high incidence 

of environmental events that negatively affect ecosystems. In rural areas, the effects on 

populations dedicated to agriculture have increased. For this reason, in recent decades viable 

alternatives have been sought to remedy contaminated agroecosystems without slowing 

down their production; among which bioremediation techniques stand out, which represent 

sustainable biological technologies for the restoration of contaminated agricultural soils. 

Therefore, the objective of this research was the bioremediation of agricultural soil 

contaminated with diesel using phytoremediation treatments with Tagetes erecta and 

bioaugmentation with free and immobilized Azotobacter vinelandii under greenhouse 

conditions. The bioremediation test lasted 50 days, subsequently, the heterotrophic microbial 

populations (CFUg-1) were quantified by serial dilution and plate count, as well as the 

residual concentration of hydrocarbons (mgkg-1) by gravimetry, finally, performed a 

genotoxicity and cytotoxicity assay using Allium sativum cells. Bioremediation showed 

significant removal in all treatments with T. erecta, achieving removal percentages between 

31.92% and 55.96%. On the other hand, the association of T. erecta and free A. vinelandii 

presented the highest increase in total heterotrophic microorganisms with 3.83×1010 UFC/g 

in soil (P=0.0000). Similarly, the physiological parameters of T. erecta were evaluated using 

the Dickson Quality Index, revealing an optimal value for treatments with plants without 

alginate beads (P=0.0250). However, a cytotoxic and genotoxic effect was observed in all 

treatments (mitotic index ≤50%, χ2≥ 3.84, respectively), pointing out the importance of 

toxicity studies in bioremediation trials. 
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1.Organización del trabajo  

1.1.Antecedentes 

La creciente demanda energética del petróleo y sus derivados ha ocasionado una alta 

incidencia de eventos ambientales que afectan negativamente los ecosistemas, relacionados 

al derrame de combustible (Bernal-Figueroa, 2014), siendo un fenómeno de trascendencia en 

diferentes culturas a nivel mundial, por lo que es imperativo evaluar procesos que garanticen 

la sostenibilidad del suelo para bien de la humanidad (Castillo-Rogel et al., 2020). 

En ciertos lugares del país, la explotación de hidrocarburos no ha tenido un impacto 

totalmente positivo en la disminución de los niveles de pobreza, no obstante, ha causado la 

confiscación de tierras ejidales, ocasionando el abandono de la producción agrícola, la 

contaminación de suelos y aguas, y, en general, el descontento social (Nuñez-Terrones et al., 

2020). En las zonas rurales, han incrementado las afectaciones en las poblaciones dedicadas 

a la agricultura, teniendo perjuicios socioeconómicos y llevando a la pobreza alimentaria y 

marginación de la población (Pérez-Muñoz et al., 2019). 

Los derrames de hidrocarburos en suelos agrícolas fértiles han causado varios 

estragos, y pese a que empresas han realizado biorremediación, para volverlos nuevamente 

productivos posterior a un tiempo prolongado, unos quedan inutilizados, yermos o como 

muladares (Cavazos-Arroyo et al., 2014).  

En estados como Tabasco donde la explotación de hidrocarburos inició desde los años 

70s, tornándose un pilar en la economía mexicana (Trujillo-Narcía et al., 2012), se 

establecieron infraestructuras como pozos, ductos, plantas petroquímicas, entre otras, 

provocando afectaciones en las actividades agrícolas, así como la marginación, rezago, y 
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pobreza en la población rural, debilitando el balance de la agricultura tradicional (Méndez-

Sánchez et al., 2019).  

Tan solo entre los años 2010 a 2014 los estados de Nuevo León, Tamaulipas, 

Veracruz, Chiapas, Tabasco, Puebla y Campeche fueron afectados por el derrame en suelo y 

afluentes de agua de un total de 93.32 mdb de petróleo (Domínguez-Sánchez et al., 2018). 

Actualmente en México, existen aproximadamente 4 mil 500 sitios contaminados a 

causa de fugas de gasolina o hidrocarburos en ductos de Petróleos Mexicanos (Ángel, 2018), 

sumando los derrames de hidrocarburos por “huachicoleo” que hasta 2018 se reportaron un 

total de 12,581 tomas de disposición clandestina (PEMEX, 2018). 

El daño ocasionado por los derrames de hidrocarburos, dependen del tipo de petróleo 

y su procedencia. Los productos livianos como la gasolina y el diésel son más tóxicos que 

los crudos ya que se evaporan a gran velocidad (Rivas-Trasancos et al., 2020), por tales 

motivos, el diésel se considera como un contaminante de relevancia, por su amplia 

distribución y uso en áreas urbanas en distintos sectores (Salinas-Vera, 2019). Se estima que 

para 2027, este combustible alcanzará una producción de 640.6 mbd, superior a la producción 

actual, además de que, en los próximos 15 años, se espera que la demanda sea del 31.4% en 

el sector transporte como resultado de su uso intensivo (SENER, 2013)
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1.1.Planteamiento  

Las actividades relacionadas con las fases de exploración, refinación, falta de 

mantenimiento, transporte y almacenamiento del petróleo y sus derivados por Petróleos 

Mexicanos (PEMEX), han provocado que en México existan 4 mil 509 sitios 

contaminados (López, 2019). Estas actividades suelen ocasionar derrames, infiltraciones, 

descargas o vertidos de hidrocarburos, que sumado a la disposición clandestina 

o “huachicoleo”, ha ocasionado graves estragos sociales, económicos y ambientales 

(Cavazos-Arroyo et al., 2014).  

En el informe general de la cuenta pública, se identificaron la existencia de 6,537 

tomas clandestinas, de las cuales el 57 por ciento se ubicó en dos sectores de Guanajuato con 

3729 tomas (ASF, 2017). Sin embargo, en 2018 se reportaron a Puebla, Hidalgo y 

Guanajuato, como los estados con mayor disposición clandestina, siendo el primero, el de 

más tomas con 1,815 (PEMEX, 2018).  

Por otro lado, los campos petroleros de mayor producción de barriles de crudo diarios, 

localizados en la cuenca sureste abarcando principalmente los estados de Tabasco, Veracruz 

y Chiapas (SENER, 2020), en este sentido, existen diversas investigaciones que enfatizan 

una relación directa con los impactos negativos al medio ambiente debido a las actividades 

propias de este sector, y muestran que con el incremento de las intervenciones asociadas con 

la producción de petróleo crudo, se estimula el riesgo de derrames, conllevando al deterioro 

de los ecosistemas (Morales-Bautista et al., 2019).  

La toxicidad inherente del petróleo crudo causa transformaciones en las propiedades 

físicas, químicas y biológicas del suelo, afectando la densidad y diversidad de las bacterias y 
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hongos rizosféricos, perjudicando secundariamente el desarrollo de especies vegetales, por 

alteraciones en su crecimiento y reproducción, provocando a su vez la merma de la 

abundancia y riqueza de la fauna presente (Yóplac et al., 2020).  

De igual manera los hidrocarburos se acumulan formando una capa hidrofóbica, 

causando la reducción y la inhibición de crecimiento vegetal, alterando los microorganismos 

del ambiente edáfico (Díaz-Martínez et al., 2013), modificando las propiedades físicas y 

químicas del suelo, afectando la fertilidad del suelo y el rendimiento de las cosechas por los 

cambios de pH, salinidad, compactación y reducción de nutrientes (Cabrera-Lobelo y 

Unibio-Salcedo, 2019), provocando consecuencias importantes en el ambiente y el ser 

humano, ocasionando problemas graves en la salud, principalmente si se incorporan en la 

cadena trófica (López et al., 2016).  

Los hidrocarburos pueden acumularse mediante la inhalación de vapores y partículas, 

ingestión directa y contacto, lo que representa un riesgo para la población (Martel-Valles et 

al., 2017), la exposición de manera aguda y crónica pueden desencadenar efectos para la 

salud afectando diversos órganos del cuerpo humano, dependiendo de sus propiedades 

químicas (Ministerio de Salud y Protección Social, 2018). 

Por tanto, la Alianza Mundial para los suelos aconseja el fomento de regulaciones 

estrictas, y controles eficaces de los gobiernos, para limitar la acumulación de contaminantes 

por encima de los límites críticos para la salud humana y disminuir el porcentaje de suelos 

contaminados (Trejos-Delgado, 2017).  

No obstante, las tecnologías o tratamientos de remoción de compuestos petrolíferos 

en suelo son muy limitadas, demasiado costosas y parcialmente efectivas, persistiendo 
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residuos de sustancias xenobióticas nocivas en él, que alteran su composición, 

transformándolo en un suelo extenuado que toma varios años en recuperar su vitalidad 

(Muñoz-Cuaical, 2016), el diésel posee un contenido elevado de hidrocarburos aromáticos y 

pocos componentes oxigenados, por lo que suele ser más deletéreo que algunos petróleos 

crudos y considerarse resistente a la degradación (Periche-Fiestas, 2015), dando relevancia a 

la investigación y aplicación de técnicas biológicas de descontaminación de suelos.  
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1.2.Justificación   

En México, la creciente contaminación de suelos agrícolas por hidrocarburos es 

causada por procesos y actividades ligadas a la exploración, extracción, transporte y 

comercialización del petróleo y sus derivados (Gerónimo-Urrutia y Vázquez-Silva, 2017; 

Velásquez-Arias, 2017). Por lo que es preciso hallar la forma más efectiva de preservar y 

restaurar los daños causados al medio ambiente (López, 2019; Martínez-Hernández, 2019).  

En la remediación de suelo contaminado por hidrocarburos de manera convencional, 

se incluyen procedimientos como la excavación, la incineración y la disposición final del 

suelo contaminado, lo cual, provoca la pérdida de este, un recurso natural invaluable que 

toma miles de años en formarse (Carrillo et al., 2015), igualmente se llevan un largo 

tiempo y requieren gran volumen de material y en algunos casos múltiples procesos, para 

llevarse a cabo, propiciando costos elevados (Cruz-Acosta et al, 2015). En contraste, las 

técnicas biológicas de descontaminación se reconocen como simples, de fácil aplicación, 

efectivas y aceptables, que presentan riesgos mínimos para la salud humana, animal o 

vegetal, y además no requiere algún tratamiento posterior (Rivera-Ortiz et al., 2018).  

La biorremediación, se refiere al aprovechamiento de la microbiota autóctona como 

bacterias individuales o en consorcio que degradan, remueven o transforman hidrocarburos 

que se encuentran en suelos (Sapuppo, 2017), para llevar a cabo su degradación, 

disminuyendo la concentración de los mismos hasta niveles permitidos sin la generación de 

compuestos dañinos (Hernández-De la Cruz, 2019), presentando diversas ventajas con 

respecto a los métodos de tratamientos comunes, ya que es económico y de bajo costo 

(Silvana-Álvaro et al, 2017). Dentro de las técnicas de biorremediación, la fitorremediación 

consiste en la remoción, transferencia, degradación y neutralización de compuestos 



~ 8 ~ 

orgánicos, inorgánicos y radioactivos perjudiciales, además de que posee un impacto 

regenerativo en áreas donde se aplica y su capacidad extractiva se mantiene debido al 

crecimiento vegetal (Buendía-Ríos et al., 2014), la efectividad de esta tecnología reside en la 

capacidad de la planta en tolerar, absorber o acumular los contaminantes y transformarlos en 

otras sustancias que no sean nocivas para la salud y el medio ambiente (Bernal-Figueroa, 

2014). En ese sentido, las plantas mediante la estimulación de la actividad 

microbiana promueven la degradación de hidrocarburos y además de oligoelementos que 

pueden ser absorbidos o acumulados por los tejidos (Robichaud et al., 2019).  

Existe una amplia diversidad de especies empleadas como alternativa para la 

remediación del suelo contaminado por hidrocarburos, ya que son capaces de reducir los 

niveles de hidrocarburos totales del petróleo e hidrocarburos aromáticos policíclicos (Peña-

Murillo et al., 2019), seleccionada principalmente por su potencial fisiológico (Peña-

Salamanca et al., 2013).  

En este sentido, la especie ornamental Tagetes erecta de distribución mundial (Liu et 

al., 2011), ha sido ampliamente cultivada por su uso con fines decorativos en jardinería y en 

diversos eventos sociales y religiosos (Tandel et al., 2021) e igualmente con fines curativos 

dado que los extractos de sus hojas poseen actividad 

farmacológica hepatoprotectiva, antimicrobiana, antioxidante y analgésica (Gopi et 

al., 2012), y además de su importancia comercial y económica, son aptas para la 

fitorremediación de hidrocarburos de petróleo en suelos, tolerando concentraciones de hasta 

90 g-kg −1 (Prematuri et al., 2019). 
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En este mismo contexto, la bioaumentación, es una técnica ampliamente utilizada en 

ensayos de fitorremediación, donde se inoculan poblaciones viables artificiales al medio con 

la capacidad de degradación del contaminante (Beltrán-Pineda y Gómez-Rodríguez, 2016).  

Azotobacter vinelandii, es una bacteria gramnegativa, diazótrofa del suelo, con la 

capacidad de producir compuestos nitrogenados importantes, así como de fijar de un 10-30% 

del nitrógeno total en la rizosfera (Tec-Campos et al., 2020), y que además contribuye de 

manera significativa en la remoción de contaminantes como los hidrocarburos 

(Suryatmana et al., 2018: Chaudhary et al., 2019).  

No obstante, la bioaumentación precisa inóculos que no solo degraden, sino que 

además logren sobrevivir al contaminante durante un tiempo, por lo que la inmovilización en 

portadores de gel polimérico es una manera de proporcionar estabilidad funcional y 

viabilidad en condiciones desfavorables para el microorganismo (Kuyukina et al., 2013).   

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar el potencial de Tagetes erecta 

y Azotobacter vinelandii inmovilizada en condiciones de invernadero para la remoción de 

diésel en suelos agrícolas.   

1.3.Objetivos  

1.4.1. General    

▪ Evaluar el potencial de Tagetes erecta y Azotobacter vinelandii inmovilizada, 

mediante la cuantificación de diésel residual, para la remoción del contaminante en 

suelos agrícolas en condiciones de invernadero. 
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1.4.2. Específicos  

▪ Estudiar las características físicas, químicas y biológicas del suelo contaminado con 

diésel muestreado en la región de Acatzingo, Puebla, México, de acuerdo con la 

NOM-021-RECNAT-2000.  

▪ Implementar inóculos de Azotobacter vinelandii (líquido y perlas de alginato).  

▪ Desarrollar ensayos de biorremediación con plántulas de Tagetes erecta en 

asociación con Azotobacter vinelandii en suelo agrícola contaminado con diésel.  

▪ Evaluar los parámetros fisiológicos de Tagetes erecta de acuerdo con el Índice de 

Calidad de Dickson. 

▪ Evaluar de el potencial daño genético y celular del suelo contaminado 

y biorremediado a través de técnicas de citotoxicidad y genotoxicidad 

utilizando Alllium sativum como bioindicador.  

1.4.Hipótesis 

▪ Ha: Al menos uno de los tratamientos utilizando Tagetes erecta y Azotobacter 

vinelandii permite mayor remoción diésel en suelos agrícolas contaminados en 

condiciones invernadero. 

▪ Ho: Tagetes erecta y Azotobacter vinelandii no permiten una remoción significativa 

de diésel en suelos agrícolas contaminados en condiciones invernadero. 

1.5.Pregunta de investigación 

¿La especie Tagetes erecta y Azotobacter vinelandii inmovilizada tienen la capacidad 

de degradar diésel en suelos agrícolas contaminados en condiciones de invernadero? 
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1.6.Alcances y limitaciones  

La investigación se llevará a cabo en condiciones de invernadero en las instalaciones 

del CITAP-UPAEP, en macetas con suelo muestreado de la región de Acatzingo, Puebla, 

evaluando la degradación de diésel en un lapso de 50 días, ofreciendo una opción viable de 

siembra para los agricultores mientras se realiza la biorremediación de suelos contaminados 

por hidrocarburos. 

 

 

 

 

 

 

 



~ 12 ~ 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo II 

MARCO TEÓRICO 
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2.Marco teórico  

2.1.Química del diésel 

Los hidrocarburos se dividen en dos clases principales; los alifáticos, que a su vez se 

subdividen en alcanos, alquenos, alquinos y sus análogos cíclicos, que puede ser de cadenas 

abiertas o cerradas, saturados e insaturados, mientras que la segunda clase, los aromáticos, 

que poseen propiedades especiales asociadas con el anillo del benceno (Riveroll-Larios, 

2014). En la Tabla 2, se observan ejemplos de estructuras químicas de cada grupo de los 

hidrocarburos.   

Tabla 2.1. Estructuras químicas del diésel 

Alcanos Iso/cicloalcanos 

 

n- propano 

 

 

n- butano                  

 

Ciclopentano   Ciclohexano  

   

  

Isopentano 

Hidrocarburos aromáticos 

policíclicos  

Compuestos oxigenados, 

azufrados y de nitrógeno. 

         Naftaleno               Antraceno  Dibenzotiofeno         Quinoleína  

 

Fenantreno        α-Benzopireno 

Dibenzofurano 
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Otra clasificación dada por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, que agrupa los 

hidrocarburos en 3 fracciones; fracción ligera, cuando las moléculas contienen entre 5 y 10 

átomos de carbono; fracción media, cuando las moléculas contienen entre 10 y 28 átomos de 

carbono y pesada, cuando contengan más de veintiocho átomos de carbono (DOF, 2012). 

El diésel, conocido como petrodiésel, integra la fracción mediana del crudo de 

petróleo y está compuesto por átomos de carbono de entre 10 y 25, predominando los que 

tienen entre 15 y 17 carbonos, lo que da como resultado puntos de ebullición que oscilan 

entre los 149 y 371 °C (Lladó-Fernández, 2012; Arias-Gilart et al., 2018), obtenido de la 

fracción destilada denominada gasóleo (Villanueva-Abanto, 2012).  

El diésel es líquido y comprende una mezcla compleja de compuestos, siendo 

aproximadamente el 40% de alcanos, 40% de iso/ciclo alcanos, 20% de hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (HAPs) y un porcentaje muy bajo de compuestos oxigenados, 

azufrados y de nitrógeno (Quispe-Huanca, 2019).  Los HAPs son los compuestos orgánicos 

más tóxicos del diésel calificados como agentes carcinogénicos, no obstante, algunos 

elementos como la toxicidad penden de su estructura química, sin embargo, todos poseen una 

elevada recalcitrancia (Onofre-Dolores et al., 2013), ya que no se queman con pericia y se 

acumulan prolongadamente en el ambiente (Gran-Scheuch, 2015). En el ser humano, entran 

fácilmente por el tracto gastrointestinal y en la piel pueden absorberse hasta en un 75%, 

algunos de estos compuestos se relacionan con problemas de replicación cromosómica y 

defectos en el ADN, desarrollando riesgo de cáncer, mutagénesis y teratogénesis en fetos 

(Barois et al., 2018). En la Tabla 2.2 se pueden observar algunas de las consecuencias por 

exposición relacionada a los componentes de los HAPs.
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Tabla 2.1.2. Recopilación de estudios realizados de genotoxicidad y citotoxicidad de compuestos orgánicos, relacionados a 

HAPs 

Contaminante Matriz  Resultados relevantes Bioensayo Referencias  País 

Fenantreno  Agua  Formación de micronúcleos y 

alteraciones morfológicas nucleares en 

eritrocitos. 

Astyanax gr. 

bimaculatus 

Santamaría 

et al., 2012 

Colombia 

Mezcla compleja de 

hidrocarburos 

Aire Daño progresivo al ADN en un 80 %, 

por exposición crónica. 

Sangre 

heparinizada 

humana 

Torres et al., 

2015. 

Colombia 

MP˂2.5 μm Aire Se encontraron quiebres del ADN, en 

concentración 30 µg/mL se mostró 

mayor daño genotóxico (65%). 

Líneas celulares 

CHO-K1 y Jurka 

Betancur-

Sánchez, 

2016 

Colombia 

Residuos mineros, 

industriales, agrícolas, 

petroleros 

Agua Alta citotoxicidad, alteraciones de los 

índices de fases y presencia de 

aberraciones cromosómicas. 

Vicia faba Beltrán-

Orbegoso, 

2017. 

Perú 

Mezcla de contaminantes 

orgánicos. 

  

Agua Alto porcentaje de daño al ADN por 

rotura de una simple cadena, atribuido 

a compuestos como hidrocarburos 

alifáticos, n- alcanos y HAPs 

Heleobia cf. 

australis 

Martínez, 

2017. 

Uruguay 

Benzo[a]antraceno, 

criseno, benzo[b] 

fluoranteno, 

benzo[k]fluoranteno, 

benzo[a]pireno, 

indeno[1,2,3-c,d]pireno y 

dibenzo[a,h] antraceno 

Aire Índice de mutagenicidad >2 

ocasionando daño en el material 

genético. 

Linfocitos Meléndez-

Gélvez et 

al., 2017. 

Colombia  
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Los HAPs, contienen una estructura de anillos aromáticos conjugados, que les dota 

de una resistencia a agentes químicos, poseen poca solubilidad en agua, la cual decrece al 

incrementar su peso molecular, volviéndolos más lipofílicos, lo que los hace potencialmente 

bioacumulables, impactando en mayor medida en el medio ambiente (Mireles-Morales et al., 

2013), en su estructura hay al menos dos anillos aromáticos, 16 de ellos se considera de vital 

importancia su degradación, (Véase Figura 2.1), ya que pueden residir más de 20 años en el 

ambiente (Ortiz-Salinas et al., 2012). 

Figura 2.1. Hidrocarburos aromáticos policíclicos de prioridad para su degradación  
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2.2.Biorremediación  

La descomposición microbiana de hidrocarburos es de considerable importancia 

económica (Pérez-Vargas, 2015), y ha demostrado ser eficiente y propicia, por no causar 

impactos negativos en el sitio afectado, puede ser útil para retirar algunos de los compuestos 

tóxicos del petróleo, lo que brinda una solución más fácil y completa que otras tecnologías 

mecánicas y de un costo menor (Acuña et al., 2012). En la Tabla 2.3 se describen algunas de 

las técnicas convencionales fisicoquímicas, químicas y térmicas utilizadas para la 

recuperación de suelo

Tabla 2.2. Técnicas fisicoquímicas, químicas y térmicas de recuperación de suelos. 

Clasificación Técnica Descripción Referencias 

Fisicoquímicas 

 

Lavado de suelo  Técnica que se basa en el 

uso de compuestos químicos, que 

reaccionan con el contaminante 

para aumentar la movilidad del 

contaminante y así eliminarlo. 

Hern

ández-

López, 2012. 

Extracción de 

vapores 

También conocida como 

venteo la cual se fundamenta en la 

generación de un flujo de aire 

controlado, generándose un 

gradiente de presión, creando un 

vacío a través de pozos verticales o 

trincheras horizontales. 

Yagu

al-Barzola, 

2020. 

Electromigración Técnica aplicable a suelos 

de baja permeabilidad, con una 

diferencia de potencial de bajo 

voltaje, mediante el movimiento 

de especies iónicas del suelo 

disueltas en un fluido mediante un 

campo eléctrico, principalmente 

compuestos orgánicos polares. 

Mart

ínez-Barrios, 

2020; 

Martínez-

Prado, y 

Soto-

Álvarez, 

2017. 

Químicas Oxidación   Se basa en la oxidación 

química con diversas sustancias 

como el reactivo de Fenton, el 

ozono, peróxido-ácido, KMnO4, 

H2O2, persulfato de sodio  

Cuar

tas, 2012. 

Continuación de tabla 2.2 
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Clasificación Técnica Descripción Refe

rencias  

 Fotocatálisis Se fundamenta en que un 

material conductor como el TiO2, 

se aplica luz ultravioleta 

conllevando a la generación de 

radicales libres, hidroxilo, 

provenientes de la hidrólisis del 

agua y del oxígeno del aire, 

generando los procesos avanzados 

de oxidación y reducción de los 

contaminantes. 

Mart

ínez-Jara, 

2017. 

Térmicas  Desorción térmica  Proceso que hace uso de 

calor directo o indirecto para 

volatilizar los contaminantes, 

pasándolos de la fase sólida que los 

contiene a la fase vapor, utilizando 

gas de combustión o gas inerte, 

puede ser Ex situ o In situ. 

Marí

n-San Pedro, 

2010. 

 Vitrificación Técnica que hace uso de 

temperaturas de entre 1,000-

1,700°C para calentar el suelo, lo 

cual resulta en una vitrificación de 

este. 

Lede

zma-

Villanueva, 

2016. 

Por su parte, la biorremediación es una tecnología de remoción de contaminantes 

mediante el uso de microrganismos con capacidad de integrar el contaminante a su material 

celular (Onofre-Dolores et al., 2013) y consta de diversas técnicas biológicas para la 

recuperación de suelos, puesto que las bacterias contribuyen a la remoción de HAPs por 

mineralización o cometabolismo (Torri et al., 2018), las cuales se describen en la Tabla 2.4. 

Sin embargo, las técnicas de biorremediación comunes son el bioaumento y la 

bioestimulación, ambas con la posibilidad de ser aplicadas in situ o ex situ (Trujillo-Toro y 

Ramírez-Quirama, 2012), que, en conjunto con otras técnicas como la fitorremediación, 

aceleran la velocidad de eliminación del contaminante (Medina, 2017), mediante el uso de la 

interacción planta-microorganismo, en la cual las plantas brindan nutrientes a los 
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microorganismos, los cuales a su vez promueven el crecimiento vegetal al disminuir y 

neutralizar los contaminantes del suelo (Borowik y Wyszkowska, 2018). 

Tabla 2.2.1. Técnicas biológicas de recuperación de suelos. 

 

2.3.Fitorremediación de hidrocarburos 

El proceso de descontaminación por plantas depende de varios factores como las 

características fisicoquímicas del contaminante y del sitio contaminado, la cantidad, así como 

de las propiedades fenotípicas y genotípicas de cada especie vegetal, su tolerancia y 

capacidad para captar, absorber, acumular y/o degradar los contaminantes (Peralta-Pérez y 

Técnicas Descripción Autor 

Bioaumentación  Tecnología que hace uso de la 

adición de microorganismos exógenos o 

el incremento de microorganismos 

nativos con capacidad de degradación de 

los compuestos contaminantes para 

aumentar la microbiota autóctona. 

Pérez-

Vargas, 2015. 

Bioestimulación Es la aplicación de humedad y 

nutrientes básicos como nitrógeno y 

fósforo, con el objetivo aumentar la 

actividad de la microbiota autóctona e 

inducir la mineralización de compuestos 

orgánicos  

Rivera-

Ortiz et al., 2018. 

Fitorremediación  Es la capacidad de ciertas plantas 

para absorber, acumular, metabolizar, 

volatilizar o estabilizar contaminantes 

presentes en el suelo, aire, agua o 

sedimentos  

Delgadillo-

López et al., 2011. 

Biosurfactantes Consiste en la disminución de la 

tensión superficial para aumentar la 

solubilidad de los hidrocarburos. 

Prakash et 

al., 2020 

Atenuación 

natural controlada 

Consiste en aprovechar y 

potencializar los procesos naturales para 

reducir o eliminar los contaminantes, es 

de bajo costo, sin embargo, se requiere de 

un tratamiento previo. 

Leal-

Castellanos, 2011. 
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Volke-Sepúlveda, 2012). En la Figura 2.2, se observan los diferentes mecanismos de 

fitorremediación. 

Figura 2.3. Representación de los mecanismos de fitorremediación utilizados por las 

plantas 

 

Nota: Modificado de Mecanismos de fitorremediación aplicables a metales pesados, Muñoz 

Castellanos et al., 2010. Revista Internacional de Ciencia y Tecnología Biomédica. 

 2.3.1. Fitodegradación 

El metabolismo se da por medio de enzimas que catalizan la degradación, en los 

tejidos de la planta, activando reacciones de fase I, II y III (Schwitzguébel, 2015), siendo 

efectiva para remoción de compuestos orgánicos e inorgánicos como benceno, tolueno, etil-

benceno, HAPs y xilenos (BTEX) (Arenas-Moya y Hernández-Caro, 2012). 
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2.3.2. Fitoestabilización 

Reside en la estabilización del contaminante en el entorno de la rizosfera 

promoviendo principalmente la disminución de la disponibilidad de metales, no obstante, 

también se utiliza para componentes de tipo orgánico hidrofóbicos como los PCBs, 

hidrocarburos derivados del petróleo tales como los HAPs, considerada un método más 

viable para la recuperación de grandes superficies de terreno contaminado (Bárcenas-Calero, 

2012; IRNAS, 2015; Alcántara-Andonaire y Llatas-Llúncor, 2019). 

2.3.3. Fitoextracción  

También llamada fitoacumulación, emplea la capacidad de las plantas para absorber 

y extraer mediante las raíces de las plantas, los contaminantes (principalmente metales) y 

acumularlos en tallos y hojas, que posteriormente pueden ser extraídos, destruidas o 

recicladas, retirando el metal del suelo, así también se ha utilizado para la remoción de 

hidrocarburos (Bárcenas-Calero, 2012; Benigno-Vega, 2018). 

2.3.4. Fitoestimulación  

Se beneficia de la relación simbiótica de los exudados radiculares producidos entre la 

planta y ciertos microorganismos, dado por procesos fisiológicos como la producción de 

fitohormonas, compuestos volátiles, enzimas líticas, y sideróforos, esta técnica permite la 

eliminación de metales pesados (Jiménez-Reascos y Ramos-Collaguazo, 2019). 

2.3.5. Fitovolatilización  

Las plantas por medio de las raíces absorben contaminantes del suelo y los 

transforman en formas volátiles para ser liberados al medio, sirve para contaminantes 

orgánicos e inorgánicos, metales como el mercurio y el selenio son removidos con eficacia 

(Alcántara-Andonaire y Llatas-Llúncor, 2019; Beltran-Mallqui y Capristán-Terán 2020). 
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2.3.6. Rizodegradación  

Se da la interacción entre la raíz y los microrganismos rizosféricos, los cuales toman 

como fuente de carbono los hidrocarburos del petróleo, convirtiéndolos en dióxido de 

carbono (CO2), agua y biomasa, degradándolos y facilitando que la planta pueda tener una 

fácil asimilación de nutrientes (Pérez-Elizalde, 2018; Aparecida-Viesser et al., 2020).  

2.4. Especies ornamentales fitorremediadoras 

El uso de plantas ornamentales con valía estética para el uso en investigaciones de 

fitorremediación, permite la observación y registro de las respuestas de las plantas al estrés 

(Jianv et al., 2017). Además, proporcionan el embellecimiento de entornos resultando 

beneficioso en el ser humano, siendo ventajas de utilizar plantas ornamentales, el hecho de 

que no se incorporan en la cadena alimentaria (Ikeura et al., 2015), pudiéndose desarrollar 

ecoturismo en el área contaminada, posterior al cultivo artificial, venderse como plantas de 

interior, convirtiéndose en un beneficio económico que minimiza una gran cantidad de gastos 

de disposición final (Liu et al., 2018). En la tabla 2.4 se describen algunas plantas 

degradadoras de hidrocarburos de uso ornamental.
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Tabla 2.4. Especies ornamentales para la fitorremediación de hidrocarburos. 

Planta Remoción Condición del 

experimento 

Contaminante Duración  País Referencias 

Helianthus 

annuus 

10 ± 2% Macetas en 

Invernadero  

Hidrocarburos totales de 

petróleo  

40 días  Brasil Martins et 

al., 2014. 

Fire Phoenix 99.40% Macetas en cámara de 

crecimiento. 

Fluranteno, pireno, 

Benzo[α]antraceno, criseno, 

Benzo[β] fluoranteno, 

Benzo[κ] fluoranteno, Benzo 

[α] pireno, dibenzo [α, 

h]antraceno 

150 días China Liu et al., 

2014 

Tagetes patula y 

Mirabilis jalapa 

79.5-99.8% 

y 71.1-

99.9% 

Experimento de 

cultivo en maceta 

Benzo [α] pireno 92 días China Sun y Zhou, 

2016. 

Fire Phoenix 

 

99.40% 

 

Experimento de 

cultivo en maceta 

Hidrocarburos aromáticos 

policíclicos 

150 días China Xiao et al., 

2015. 

Bassia Scoparia 31.2-57.7% Área vallada expuesta 

al ambiente natural 

Hidrocarburos de petróleo y 

HAPs 

5 meses Egipt

o 

Moubasher 

et al., 2015. 

Iris dichotoma 

Pall, Iris lactea 

Pall 

19.36% y 

19.35% 

Macetas en 

invernadero 

Hidrocarburos totales de 

petróleo 

90 días China Cheng et al., 

2016. 

Hylotelephium 

spectabile 

37.6–53.3% Macetas en 

invernadero 

Hidrocarburos totales de 

petróleo 

90 días China Cheng et al., 

2019. 

Zinnia hybrida 

“Profusion 

White” 

32% Macetas en cámara de 

crecimiento 

Hidrocarburos totales de 

petróleo 

60 días Japón  Kai et al., 

2018. 

Fire Phoenix 

(Mezcla de 

Festuca L.) 

64.57% y 

40.93% 

Macetas en cámara de 

crecimiento 

Hidrocarburos aromáticos 

policíclicos- Cadmio 

150 días China Dai et al., 

2020. 

Tagetes spp. 21%-32% Experimento de 

cultivo en maceta 

Hidrocarburos totales de 

petróleo  

3 meses  Indon

esia 

Prematuri et 

al., 2019 
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2.4.1. Tagetes erecta  

Es una especie ampliamente comercializada en México y el mundo, mejor conocida 

como “cempasúchil” o “flor de muerto”, utilizada como ornamento en ceremonias y rituales 

en el día de los muertos y como fuente de remedios medicinales, gracias a sus propiedades 

farmacológicas (Ventura-Martínez et al.,2018).  

Figura 2.4. Tagetes erecta 

 

Es una planta de ramificación anual, de entre 60-90 cm de alto, erecta y de color que 

varían entre amarillo brillante, amarillo pardusco y naranja, con un interés comercial por los 

compuestos activos biológicos que posee y por su uso en tecnologías de fitorremediación 

redituables, por su uso en floricultura (Abrile et al., 2021), así como por su empleo en el 

sector alimentario como aditivo y cosmético, por su contenido en xantofilas, estimándose 

que el cultivo de esta especie en distintas partes del mundo abarca más de 7000 hectáreas 

(Burlec et al., 2021).  para la comercialización de sus flores que tienen gran demanda en el 

mercado nacional e internacional, generando ingresos económicos tanto para los agricultores 

que la cultivan, así como, para quienes lo industrializan y lo exportan (Gutiérrez, 2007). 

Se refiere que la especie Tagetes erecta además de ser usado para la producción de 

aceites esenciales, posee propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y citotóxicas, así como 

un potencial antidiabético y antilipidémico (Pérez-Ortega et al., 2017). 

Igualmente, la biomasa de sus raíces le confiere subsistencia y un elemento 

determinante para la remediación de TPH en suelos contaminados (Prematuri et al., 2019). 

En un estudio realizado para la remoción de pireno, demostró una tasa de remoción de 

68.61%, cuando se le aplicó bioaumentación (Rajkumari et al., 2021). 
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El pH óptimo para el crecimiento es ácido, sin embargo, también puede crecer en 

suelos de pH neutro o alcalino. Extiende sus raíces en cualquier tipo de textura de suelo ya 

sea seco o húmedo, sin embargo, no debe excederse la humedad por lo que se prefieren suelos 

bien drenados (Reyes-Robalino, 2019) 

2.5. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal en la remoción de hidrocarburos 

La fitorremediación se combina con otras técnicas, como la inoculación con bacterias 

promotoras del crecimiento vegetal para remoción de HAPs, que mejoran el crecimiento de 

las plantas en un 23% (Corona-Galicia, 2018). Las bacterias asociadas con las plantas que 

habitan la rizosfera pueden proporcionar un mejor crecimiento vegetal, debido al aumento de 

los nutrientes, la solubilización de fósforo inorgánico y la mineralización de fosfato, así como 

la producción de fitohormonas como las auxinas y el ácido indolacético, a partir de triptófano 

inoculado o derivados de hidrocarburos (Rojas-Contreras et al., 2010; Esquivel-Cote et al., 

2013). En la Tabla 2.5, se muestran algunas de las funciones de las BPCV. 

Tabla 2.5. Funciones de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal  

Función  Descripción Especies  Referencias 

Solubilizació

n de fosfato 

Los fosfatos insolubles se 

transforman, en formas asimilables 

por medio de la captación o 

producción de sustancias por los 

microorganismos o por la quelación 

de elementos inhibidores de la 

solubilización 

Bacillus 

cereus, Bacillus 

thioparans, 

Paenibacillus 

rhizospherae, 

Paenibacill 

us lautus, 

Bacillus subtilis. 

Restrepo-

Franco et al., 

2015. 

Producción 

de 

fitohormonas 

Se estimula la germinación de 

semillas en etapas de envejecimiento, 

así como el crecimiento vegetal a 

causa de la producción de auxinas, lo 

que además aumenta la biomasa y 

alargamiento de las raíces.  

Rhizobium 

tropici, 

Bradyrhizobium s

p., 

Sinorhizobium sp, 

Azospirillum sp 

Marquina et 

al., 2018. 

Control 

biológico de 

fitopatógenos 

Ciertos microorganismos 

promueven el crecimiento mediante 

la producción de sustancias 

insecticidas, antibióticos, o 

sideróforos que pueden inhibir el 

crecimiento de fitopatógenos.  

 

Bacillus 

thuringiensis, 

Pantoea ananatis, 

Brassica napus 

Ortiz-

Galeana et 

al., 2018. 

Continuación tabla 2.5 
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Función  Descripción Especies  Referencias 
 

Fijación 

biológica de 

nitrógeno  

Evitan la perdida de una forma 

asimilable de N mediante la fijación 

de nitrógeno atmosférico, lo que 

incrementa la germinación y 

fructificación de las raíces 

conllevando a la disponibilidad de 

nutrientes para la planta. 

Pseudomo

nas spp., 

Agrobacterium 

spp., Pantoea 

spp., Enterobacter 

spp., Bacillus 

spp., Klebsiella 

spp., 

Stenotrophomona

s spp.  

Azotobact

er vinelandii 

Gaviria-

Giraldo et 

al., 2018. 

 

Ciertas especies bacterianas logran cumplir diversas funciones al mismo tiempo 

(González y Fuentes, 2017; Leal-Almanza et al., 2018). 

Bacterias diazotrófas como el género Azotobacter, además del aporte de nitrógeno 

que hacen a través de la Fijación Biológica de Nitrógeno, pueden promover de forma directa 

el crecimiento de las plantas mediante diferentes mecanismos de acción (Hernández-

Rodríguez et al., 2014). 

2.6. Azotobacter vinelandii 

 Azotobacter vinelandii es una bacteria del suelo perteneciente a la 

gammaproteobacteria, fijadora de nitrógeno (Baars et al., 2016). El género Azotobacter 

considerado de vida libre y metabolismo heterotrófico aeróbico (Véase Figura 2.7), 

predomina en los suelos agrícolas, con concentraciones menores a 104 células por g de suelo, 

(Ebrahimi et al., 2017) y se exhibe tres formas diferenciales de su ciclo vegetativo, las células 

jóvenes se observan como bacilos móviles y las adultas esféricas grandes o pequeñas, 

mientras que las avejentadas se enquistan formando células cocoideas de tamaño mayor 

(Nava-López et al., 2017).  
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Figura 2.6. Azotobacter vinelandii  

 

Nota: Recuperado de Pon Azotobacter vinelandii en tu escape, Nauka, 2010. Blog. 

Pertenece a  las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) puesto que 

acelera e incrementa el crecimiento de las plantas por su habilidad de producción de 

fitohormonas (Hindersah et al.,2017)  y diferentes tipos de sustancias como aminoácidos, 

antibióticos antifúngicos y sideróforos, y citoquininas (Chennappa et al., 2019), lo cual 

favorece el desarrollo de macroporos, aumentando la velocidad de infiltración, permeabilidad 

y aireación, disminuyendo la plasticidad y la compactación del suelo (Molina-Solís, 2020), 

además,  los cultivos fertilizados con estas bacterias y con nitrógeno químico, consiguen un 

aumento de producción, sobre las cosechas que únicamente es obtenido con fertilizante 

químico concentrado al 100 % (Díaz-Paredes, 2015). 

2.7. Contaminantes biodegradados por Azotobacter vinelandii 

Así también, la especie Azotobacter vinelandii posee la capacidad de degradar 

contaminantes orgánicos relacionados a hidrocarburos, así como compuestos inorgánicos tal 

y como se observa en la Tabla 2.7
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Tabla 2.7. Contaminantes biodegradados por Azotobacter vinelandii  

Contaminante Remoción Condición del 

experimento 

Resultados importantes Duración Referencias 

Petróleo crudo 66.83- 69.6% Reactor de 

secuenciación 

por lotes 

Los diazótrofos más allá de su función en 

la fijación biológica de nitrógeno, pueden 

utilizarse para contribuir a la mejora de la 

tasa de biodegradación. Los resultados 

con el consorcio Azotobacter vinelandii 

sugieren el cometabolismo de algunos 

productos microbianos solubles de 

Pseudomonas sp., del petróleo crudo.  

96 horas Onwurah y 

Nwuke, 2004. 

Cianuro de Sodio 69,7% Fermentador de 

3 L 

Se comprobó por medio de la producción 

de metano la actividad de la nitrogenasa en 

el proceso de remoción de cianuro.  

66 horas Koksunan et al., 

2013. 

Nitritos (NO2) 84.06 % Biorreactor air 

lift de 1 L 

Degrada concentraciones de hasta 25 

mg/L y a mayor inóculo de biomasa la 

eficiencia de degradación se incrementa. 

7 días Díaz-Paredes, 

2015. 

Aceite de petróleo 

al 5% 
60,29% Escala de 

microcosmos en 

invernadero 

Demostró un potencial de degradación 

mayor en comparación con el tratamiento 

control. 

42 días Suryatmana et 

al., 2018. 

Diésel 40 g/kg y 

petróleo 60 g/kg 
95-97% Laboratorio El consorcio bacteriano que incluye 

Azotobacter vinelandii favoreció la 

supervivencia de Dendrobena veneta en 

concentraciones mayores de aceite. 

5 meses Chachina et al., 

2019. 

     

     

     

     

Continuación tabla 2.7 
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Contaminante Remoción Condición del 

experimento 

Resultados importantes Duración Referencias 

Diésel 83.1% Laboratorio en 

recipientes de 

poliestireno 

El consorcio desarrollado con Azotobacter 

vinelandii compensó la limitación de 

nitrógeno y eliminó la necesidad de 

nitrógeno exógeno en la biorremediación. 

40 días Chaudhary et 

al., 2019. 

 

 

Clorpirifos al 1% 88% Laboratorio El crecimiento de Azotobacter se redujo 

ligeramente mediante la adición de 3% -

5% de forato al medio de cultivo, pero no 

al 1% 

8 días Chennappa et 

al., 2019. 

 

Iones de zinc 95.5216% Laboratorio Se obtuvo mayor absorción de iones de 

zinc en medio utilizando oxalato de 

amonio, como fuente de nitrógeno. 

24 horas El-Barbary y El-

Badry, 2019. 

Níquel (II) 88 % Laboratorio en 

agitador 

rotatorio 

Se aplicaron dos etapas con condiciones 

especiales con tamaño de inóculo de 0,1 x 

10 29 UFC a o pH 7 y fuente de energía 

glucosa y oxalato de amonio como fuente 

de carbono y nitrógeno.  

24 horas El-Barbary y El-

Badry, 2019. 

Médula de Bonote 17% Área cubierta en 

macetas 
Reducción del contenido de 

lignocelulosas y tamaño de partícula, 

mejora del contenido de NPK y el 

producto resultante se considera efectivo 

estiércol para plantas. 

 

25 días Kumar y 

Shankar, 2019. 

Aceite residual 

automotriz 

De 35000 ppm se 

redujo a 1152 

ppm 

Invernadero El suelo enriquecido facilita que P. 

vulgaris con A. vinelandii y P. polymyxa 

reduzcan la concentración en menor 

cantidad a la máxima permitida. 

33 días Marques-

Benavides, 

2020.  
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2.8. Inmovilización  

La bioaumentación con microorganismos libres pueden verse afectado por diversos 

factores ambientales como la falta de control sobre el crecimiento, así como la exposición de 

estos a un ambiente nuevo relativamente hostil, sin embargo, la inmovilización ofrece 

ventajas como la adaptación microbiana y formación de microambientes para la degradación 

de compuestos recalcitrantes (Pérez-García, 2015) 

Recientemente, se ha hecho uso de la inmovilización celular en el área biotecnológica 

para procesos como la biorremediación y biodegradación de contaminantes, observando que, 

a diferencia de las bacterias de vida libre, las inmovilizadas son más activas y exhiben 

diferencias en la expresión génica (Żur, et al., 2016). 

La preservación de los microorganismos en un material protector garantiza la 

supervivencia y viabilidad de las bacterias que degradan los hidrocarburos (Zhang et al., 

2019). Estudios revelan que la inmovilización en bioportadores, aumentan la biodegradación 

del petróleo crudo, la población y actividad bacteriana total a causa de la mejora del oxígeno, 

el traspaso de nutrientes y la capacidad de retención de agua (Bayat et al., 2015). 

El polímero orgánico más utilizado en procesos de inmovilización por su fácil 

manejo, baja o nula toxicidad y bajo costo es el alginato, el cual favorece a las células 

inmovilizadas, por otra parte, en recientes investigaciones las bases de poliuretano 

igualmente ofrecen una buena opción (Reyes-Reyes et al., 2018).  

Existen 2 tipos de inmovilización: la artificial en la cual las células se incorporan en 

una matriz formada mediante técnicas químicas o físicas, que consisten en suspender al 

microorganismo en una solución liquida con los monómeros de la macromolécula de 
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inmovilización y la natural dada por la adsorción espontánea de células a diferentes tipos de 

soportes, en los cuales las células se unen por interacciones no específicas débiles formando 

una matriz de polímeros extracelulares que las mismas secretan (Britos, 2012). En la tabla 

2.8, se muestran ejemplos de matrices de inmovilización naturales y artificiales, y los usos 

en el área ambiental para la remoción de contaminante.  

Tabla 2.8. Ejemplos de matrices naturales y artificiales y sus usos biotecnológicos 

Matriz Célula inmovilizada Uso biotecnológico Referencias 

Espuma de 

poliuretano 

Prototheca zopfii Remoción de 

hidrocarburos en suelo  

Garzón-Jiménez 

y Barragán-

Huerta, 2008. 

Zeolita 

clinoptilolita 

Biomasa sulfato-

reductora. 

Tratamiento de efluentes 

con metales pesados 

Gastélum-Rosas, 

2014 

Luffa 

cylindrica 

Aspergillus niger, 

Fusarium solani y 

Fusarium oxysporum, 

Candida orthopsilosis 

y Rhodotorula 

mucilaginosa, 

Pseudomonas putida y 

Klebsiella variicola 

Degradación de 

hidrocarburos en 

ambientes acuáticos 

Acosta Rubí, 

2017 

Goma gellan Rhodococcus UKMP-

5M 

Degradación de cianuro Maniyam et al., 

2017 

Alginato de 

calcio 

Aspergillus niger 

 

Degradación de 

hexadecano 

Baldera Saavedra 

y Noriega Pérez, 

2018.  

Esponja de 

Luffa 

Scenedesmus sp. Remoción de nitrógeno, 

fósforo y cromo. 

Rosales et 

al.,2018 

Perlas de 

alginato 

Chlorella sp Remoción de plomo Triviño-Tonato, 

2018 

Alginato de 

calcio 

Sphingomonas 

pseudosanguinis y 

Pseudomonas stutzeri 

Degradación de 

hidrocarburos aromáticos 

policíclicos de tres y cuatro 

anillos fenantreno y 

fluoranteno 

Wang et al., 2019 

    

    

    

Continuación de tabla 2.8  
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Matriz Célula inmovilizada Uso biotecnológico Referencias 

Ácido bórico-

CaCl2 en 

alcohol 

polivinílico-

Alginato de 

sodio-Nano 

alúmina. 

Klebsiella sp Degradación de 

Hidrocarburos Aromáticos 

Policíclicos 

Xu et al.,2019 

Goma gellan Thalassospira 

profundimaris strain 

M02 

Biodegradacion de 

Carbazol 

Maliki et 

al.,2020 

Carbón 

activado 

Azotobacter sp Biofertilizante en 

acuacultura. 

Gallegos et al., 

2014 

 

Investigaciones señalan que el método más adecuado para mantener la viabilidad de 

Azotobacter es la conservación mediante liofilización e inmovilización en polímeros secos 

como el alginato de sodio, polyox, goma de acacia y carragenina (Rojas-Tapias, 2013). 

2.9. Mecanismos de biodegradación bacteriana para compuestos de diésel  

2.9.1 Biodegradación de hidrocarburos alifáticos saturados 

Los alcanos son más susceptibles a la biodegradación en comparación a los 

compuestos aromáticos (Abbasian et al., 2015), y puede llevarse en condiciones anaerobias 

y aerobias, siendo esta última la más rápida, las vías de oxidación de alcanos se inician por 

una etapa de activación que implica la oxidación del sustrato por mecanismos, como son la 

oxidación terminal, diterminal y subterminal (Muskus-Morales et al, 2013; Di-Martino 

2015). 
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Figura 2.8. Esquema representativo de biodegradación de hidrocarburos alifáticos 

saturados 

 

Nota: Recuperado de Varjani, 2017. 

 

La oxidación terminal por acción de la enzima alcano-monooxigenasa (Figura 2.8), 

convierte a alcohol de cadena larga a los grupos metilo terminantes, consecutivamente el 

alcohol es oxidado por la enzima deshidrogenasa a aldehído y ácidos grasos, los cuales son 

degradados por medio de la β- oxidación a Acetil-CoA (Nzila, 2018; Muskus-Morales et al., 

2013). 

Las bacterias degradadoras de alcanos y cicloalcanos de entre 5 a 10 carbonos 

contienen alcano hidroxilasas pertenecientes a una familia especifica de monooxigenasas 

citocromo P450 solubles, que son proteínas que catalizan la adición de oxígeno de diversos 

compuestos relacionados a hidrocarburos promoviendo su degradación (Izquierdo-Romero, 

2013; Kothari et al., 2013).  

 



~ 34 ~ 

2.9.2 Biodegradación de compuestos aromáticos 

La tasa de consumo disminuye a mayor número de anillos aromáticos a causa del 

incremento de hidrofobicidad, por lo que no son aprovechables a los microorganismos, por 

lo que tarda un tiempo estimado de 16 a 126 días para el fenantreno y de hasta 1 400 días 

para el benzo[α]pireno (García-Cruz y Aguirre-Macedo, 2015). 

Para la biodegradación de los HAP existen diferentes mecanismos que esencialmente 

buscan romper el anillo aromático, las bacterias utilizan mono y dioxigenasas para la 

formación de un diol en los anillos aromáticos (Figura 2.9), lo cual facilita su ruptura 

formando ácido dicarboxílico que ingresan posteriormente como intermediarios del 

metabolismo del ciclo de ácido tricarboxílico (Varjani, 2017; Chiriví-Salomón, 2020).  

Figura 2.9. Esquema representativo de biodegradación de HAPs* 

 

Nota: Esquema recuperado y modificado de Cota-Ruiz, 2019 
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Figura 3.1. Metodología general de trabajo
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Etapa 1. Suelo 

3.1. Muestreo 

Se identificó una zona agrícola impactada por derrame de hidrocarburos en la región 

de Acatzingo, Puebla, recolectándose 20 kg de suelo contaminado. 

3.1.3. Cuantificación de mg kg-1 de Diésel residual por gravimetría  

La extracción del diésel contenido se cuantifico de acuerdo con el método de Linares 

(2006). Se pusieron a peso constante los tubos de ensaye de 15 ml con sulfato de sodio 

anhidro (Na2SO4), colocándolos en la estufa a 105°C por 24 horas. 

Por triplicado, se procedió a la extracción del hidrocarburo de cada muestra, se realizó 

por baño ultrasónico, con una metodología adaptada de los procedimientos utilizados por 

Buddhadasa, et al. (2001) y Bolotnik et al. (2018). Se pesaron y mezclaron 3 g de suelo con 

sulfato de sodio anhidro, con una adición posterior de 15 ml de una solución diclorometano-

acetona 1:1 (v/v) y se sometió a baño ultrasónico por 45 min con intervalos de 10 min de 

ultrasonicación y 5 min de reposo. Posteriormente, las muestras se transfirieron a tubos falcón 

de 15 ml para centrifugarse por 10 min a 2000 rpm. Por último, se recuperó el sobrenadante 

en los tubos previamente tarados y se dejó evaporar el disolvente en campana de extracción 

hasta sequedad. El diésel residual contenido en los tubos de ensayo, se utilizaron para los 

análisis gravimétricos en la determinación de partes por millón (ppm) de diésel residual, 

tomando en cuenta los siguientes cálculos: 

RA= peso (mg) del tubo vacío a peso constante 

RB= peso (mg) del tubo con el extracto de hidrocarburos 

P = cantidad de suelo utilizado (g) 
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3.1.3.1. Porcentaje de remoción de diésel. El porcentaje de remoción del 

hidrocarburo para ambos métodos se calculará con la siguiente fórmula: 

Donde: 

% 𝑅𝑒𝑚𝑜𝑐𝑖ó𝑛 𝐻𝑇𝑃𝑠 =
𝐻𝑇𝑃𝑠 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐻𝑇𝑃𝑠𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝐻𝑇𝑃𝑠 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
× 100 

 

HTPs Inicial= Sumatoria de HTPs al inicio del Ensayo de biorremediación. 

HTPs Final= Sumatoria de HTPs al final del Ensayo de biorremediación. 

3.1.2. Caracterización de suelo  

La caracterización física y química del suelo muestreado se realizó en base a la NOM-

021-RECNAT-2000 (Álvarez-Jiménez et al., 2019), los parámetros que se tomaron en cuenta 

y el método que se utilizó, se muestra en la Tabla 3.1. 

Tabla 3.1.4. Parámetros físicos y químicos del suelo* 

Parámetro Método 

pH AS-02 

Materia orgánica Ignición  

Contenido de humedad Dager et al., 2018 

Textura del suelo AS-09 

Conductividad eléctrica AS-18 

Capacidad de Campo Cap. Campo de Nápoles et al.,2015  

Nitrógeno total (%) Kjeldahl 

Fósforo (ppm) Espectometría 

* NOM-021-RECNAT-2000 

3.1.5. Conteo total de bacterias  

El conteo bacteriano inicial del suelo contaminado se realizó por triplicado con un 

volumen de inoculo de 0.1 ml sobre agar nutritivo y se incubo a 29°C durante 48 horas. Se 

realizó el conteo de las colonias en las cajas de entre 30 y 300 colonias (Vargas Gutiérrez, 

2010). Se realizaron diluciones seriadas base 10, utilizando el protocolo modificado de 

Orozco Corral et al., (2016), diluyendo 1 g de suelo en 9 ml de agua estéril. 
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3.1.6. Análisis de daño genético y celular 

Para observar la toxicidad del suelo contaminado (Galindo-Pérez et al., 2017), se 

realizarán bioensayos con semillas de Allium sativum crecidas en suelo contaminado, para 

posteriormente evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad del contaminante de acuerdo con el 

protocolo de Fiskesjö (1985) mediante el índice mitótico y conteo de aberraciones 

cromosómicas. 

Etapa 2. Propagación de plántulas y bacterias. 

3.2.1 Propagación de Tagetes erecta 

Se realizo la siembra de 40 semillas Tagetes erecta de la marca Hortiflor® del Rancho 

los Molinos y se colocaron en invernadero casero de la marca Café Vita® con pellets de 

germinación de musgo canadiense, durante un periodo de 20 días. Después de la aparición 

de dos pares de hojas verdaderas se realizó el trasplante a las unidades experimentales (Tabla 

3.2.3) 

3.2.2 Inmovilización de Azotobacter vinelandii 

3.2.2.1 Cultivo. Para la propagación de la cepa A. vinelandii, se realizó su cultivo en 

medio NBRC (composición en gr × L-1: extracto de levadura, 1; D-manitol, 5; K2HPO4, 

0.7; KH2PO4, 0.1; MgSO4 × 7H2O, 1; pH 7 ± 0.05). Se inocularán matraces Erlenmeyer de 

500 ml con 100 ml de medio de cultivo NBRC y se cultivarán a 28 °C durante 72 horas 200 

rpm para obtener la población bacteriana máxima (Conde-Ávila 2020). 

3.2.2.2. Curva de crecimiento de Azotobacter vinelandi. Para la evaluación del 

crecimiento de Azotobacter v., se tomó la alícuota de 1 ml de un preinoculo reposado una 

noche previa, y se inoculo en matraces con cultivo NBRC para la propagación de la bacteria, 

posteriormente, se realizaron muestreos de 3 ml a las 0h, 0.5h, 1h, 1.5h, 2h, 2.5h , 4h ,5h ,22h 

,24h, 26h, 28h, 48h,50h, 52h, 72h (Herrera-Gutiérrez y Millán-Arboleda, 2018), para el 
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registro de la densidad óptica por triplicado a 600 nm, y a su vez se tomó una alícuota de 1ml 

para la realización de diluciones seriadas y siembra en placa para la determinación de las 

unidades formadoras de colonia a los intervalos de tiempo establecidos para la lectura de las 

absorbancias (Stephenson, 2010). 

3.2.2.3. Inmovilización encapsulación en alginato de sodio. La biomasa obtenida 

de A. vinelandii se encapsuló mediante la técnica descrita por Conde-Ávila (2020), se realizó 

la mezcla de 2 ml de inoculo, en una solución estéril de alginato de sodio a una concentración 

final de 2% (p / v), y se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente para la 

obtención de las perlas de encapsulación, se adicionó gota a gota una alícuota de la 

suspensión de alginato con A. vinelandii a una solución estéril de cloruro de calcio 0.1 M 

(CaCl2). Las células inmovilizadas se conservarán a 15 °C y 40 ± 2% de humedad relativa 

(Rojas-Tapias, 2013). 

3.2.2.4. Viabilidad de Azotobacter vinelandii inmovilizada en alginato de sodio. 

Se realizó la siembra de Azotobacter vinelandii, a la hora 0, 24, 48 y 72 horas, en placas Petri 

con medio NBRC con dos repeticiones por caja, dividiéndose en dos grupos de 

almacenamiento, a temperatura ambiente y en refrigeración. 

3.2.2.5. Conteo de Azotobacter vinelandii inmovilizada. Para la obtención de la 

concentración bacteriana encapsulada, se procedió a macerar 1 gramo de las perlas obtenidas 

en un mortero esterilizado por Luz UV, durante 20 min, los residuos resultantes terminaron 

de disolverse en una solución salina a 0.85% estéril con agitación a 30° C, posteriormente se 

realizó el conteo por diluciones seriadas y siembra en placa de acuerdo con el protocolo 

modificado de Reyes-Reyes et al., (2018) y su incubación a 29° C por 48 horas. 

3.2.3. Diseño de experimentos 
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Se utilizaron 40 unidades experimentales de manera aleatoria para observar la 

remoción de diésel, los cuales se dividieron en 7 grupos de tratamientos con suelo 

contaminado en condiciones de invernadero y un tratamiento 0 para la observación de la 

microbiota autóctona (control negativo). Las unidades experimentales fueron macetas de 500 

g para la plantación e inoculación de Azotobacter v. por maceta de acuerdo con el diseño 

experimental mostrado en la tabla 3.1. El diseño fue completamente aleatorizado con diseño 

de cuadrado latino (Véase figura 3.1), y las variables de respuesta serán; peso seco (g), peso 

húmedo (g), largo aéreo (cm), largo raíz (cm), ancho (cm), para la planta. Mientras que en el 

suelo se midió diésel residual (ppm), pH, conductividad eléctrica y materia organica. 

Figura 3.2. Esquema de ordenamiento de unidades experimentales en diseño de cuadrado 

latino 
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Figura 3.3. Unidades experimentales en cuadrado latino en invernadero 

 

 

Tabla 3.2.3. Diseño experimental 

Tratamientos Suelo contaminado Repeticiones 

T0 X 5 

T1 X 5 

T2 X 5 

T3 X 5 

T4 X 5 

T5 X 5 

T6 X 5 

T7 X 5 

 

* T0= Atenuación natural 

T1= Planta 

T2=bacteria (Líquido) 

T3= bacteria (Líquido) + Planta 

T4= bacteria (perlas de alginato de sodio) 

T5= bacteria (perlas de alginato de sodio) +Planta 

T6= Perlas de alginato de sodio+ Planta 

T7= Perlas de alginato de sodio 
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Etapa 3. Biorremediación 

El ensayo de biorremediación tuvo una duración de 50 días, y se midieron los 

siguientes parámetros. 

3.3.1 Parámetros fisiológicos de la planta  

3.3.1.1. Medición de Índice de calidad de Dickson (ICD). Para observar las 

consecuencias del diésel y el efecto de Azotobacter vinelandii en las plantas, se realizaron 

mediciones de largo aéreo (cm), largo de raíz (cm), peso húmedo (g) y peso seco (g) para 

cada unidad experimental. Posteriormente se obtuvo el índice de calidad de Dickson 

(Villalón-Mendoza, 2016) de acuerdo con la siguiente fórmula. 

𝐼𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝐷𝑖𝑐𝑘𝑠𝑜𝑛 (𝐼𝐷𝐶) =
𝑃𝑆𝑇

𝐴
𝐷 +

𝑃𝑆𝐴
𝑃𝑆𝑅

 

Donde:  

PST: peso seco total de la planta (g)  

PSA: peso seco de la parte aérea de la planta (g)  

PSR: peso seco de la parte radical de la planta (g)  

A: altura de la planta (cm)  

D: diámetro de la planta (mm) 

3.3.2 Análisis de suelo biorremediado 

3.3.2.1. Cuantificación de diésel residual en suelo biorremediado. Para la 

cuantificación del diésel residual, se realizó por muestra compuesta en la cual, se 

homogeneizó la tierra de cada uno de los 8 tratamientos y de la mezcla se tomaron 3 alícuotas 

para realizar por triplicado por tratamiento. 
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3.3.2.2. Conteo total de bacterias. Se realizó la cuenta de microorganismos totales 

en suelo biorrremediado mediante la técnica de diluciones seriadas y siembra en placa. 

3.3.2.3. Análisis de daño genético y celular. La evaluación de la genotoxicidad y la 

citotoxicidad en los diferentes tratamientos se realizará de acuerdo con el protocolo de 

Fiskesjö (1985), mediante el índice mitótico y conteo de aberraciones cromosómicas. 

3.3.2.4. Extracción de ADN y PCR en tiempo real tratamientos con Azotobacter 

vinelandii. Para la extracción de ADN de suelo se obtuvo con el Quick-DNA™ Fecal/Soil 

Microbe Miniprep Kit de la corporación de Zymo research, de acuerdo con el protoloco 

descrito por el fabricante, y se realizó PCR. 
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Etapa 1. Suelo inicial 

4.1 Caracterización del suelo 

En la tabla 4.1 se muestran todos los parámetros iniciales obtenidos para la 

caracterización inicial del suelo, así como de la concentración inicial de diésel residual por 

gravimetría, materia orgánica, pH, conductividad eléctrica y UFC/g, previo al proceso de 

biorremediación, de acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000.  

Tabla 4.1. Caracterización del suelo  

Parámetro Método Valores 

Contenido de humedad AS-05 2.14210% 

Capacidad de campo Retención de agua 35 % 

Textura del suelo AS-09 Arenoso 

Densidad aparente Probeta 1.29 g/ml 

Nitrógeno total Kjeldahl 0.39% de N 

Fósforo Espectrofotometría 20.32 mg/Kg 

Materia orgánica Calcinación 9.2457% 

Diésel Gravimetría 8710.15 

UFC Dilución seriada y siembra 

en placa 

9.17×107 

pH AS-02 7.47 

CE AS-18 0.214 dS/m 

 

La capacidad de campo obtenida  fue de 35% , lo cual puede ser debido a que suelos 

con hidrocarburos tienden a retener poco contenido de agua (Adams et al.,2015), no obstante, 

Peluffo (2016), menciona que valores de entre 28 y 39% de humedad mejoran el proceso de 

biodegradación de hidrocarburos aromáticos, sin embargo, en porcentajes bajos puede 

favorecerse la degradación por organismos aeróbicos por medio de la adición de humedad en 

el suelo, incrementando el oxígeno disponible, el valor obtenido para el suelo contaminado 

de 2.14210%, y fue aumentada con la adición de 35 ml/100 g de agua cada 24 horas, 
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alcanzando una humedad relativa de 35 %, favoreciendo el desarrollo y crecimiento de los 

microorganismos presentes en suelo (Brutti et al.¸2018).   

Para la textura del suelo se han presentado diversas clasificaciones para las fracciones 

de suelo de acuerdo con el tamaño de partículas, en tabla 4.2 se muestran la correspondiente 

a la Sociedad Internacional de la Ciencia del Suelo.  

Tabla 4.2. Tamaño de partículas de acuerdo con la fracción de suelo 

Fracción del suelo 

 

Departamento de 

Agricultura de Estados 

Unidos 

Diámetros límites en mm 

Arena muy gruesa 2.00 - 1.00  

Arena gruesa 1.00 - 0.50 2.00-0.20 

Arena media 0.50 - 0.25  

Arena fina 0.25 - 0.10 0.20-0.002 

Arena muy fina 0.10 - 0.05  

Limos 0.05 - 0.002 0.02-0.002 

Arcilla Menos de 0.002 Menos de 0.002 

*Rucks et al., 2004 

Con los pesos obtenidos por fracción y clasificados de acuerdo con el tamaño de 

partícula presentado en la tabla 4.2, se determinaron los porcentajes de limo, arena y arcilla, 

mostrados en la tabla 4.3 para el suelo contaminado, obteniendo un tipo de suelo 

areno.francoso con los porcentajes ubicados de acuerdo con la figura 4.1. En este sentido, 

Eskandary et al. (2017), concluyen que los suelos arcillosos reportan los niveles más altos de 

degradación, sin embargo, a menor contenido de arcilla menor adsorción de los 

hidrocarburos, favoreciendo la degradación microbiana. Por otro parte los suelos arcillosos 

y limosos reducen la entrada de oxígeno por sus grados de compactación y el tamaño de sus 

agregados, a diferencia de los suelos arenosos los cuales poseen espacios porosos que 

permiten el drenaje del agua y una mejor aireación en los espacios entre partículas (Pineda 

et al., 2020), por lo que el crecimiento de Azotobacter v. se vería favorecido por su 
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metabolismo aeróbico (Tec- Campos et al.,2020). Por otra parte, la densidad aparente 

obtenida fue menor a 1.32 densidad propia de suelos arenosos lo cual evita problemas de 

compactación y porosidad permitiendo la aireación (Álvarez-Jiménez et al., 2019) 

Tabla 4.3. Porcentaje obtenido de arena, arcilla y limo por 100 gramos de suelo 

contaminado  

Tipo de suelo Tamaño de partículas Porcentajes obtenidos por 100 g de suelo 

Grava fina ≥2.0 22.92 

Arena 0.10-2.00 76.82 

Limo 0.02-0.002 0.26 

Arcilla Menos de 0.002 0 

 

Figura 4.1. Triángulo de textura del sistema de clasificación de la USDA  

 

*NOM-021-RECNAT-2000. 

Tabla 4.4. Densidad aparente  

Tipo de suelo g/cm3 

Orgánicos volcánicos Menor de 1.00 

Arcilllosos 1.00-1.19 

Francosos 1.20-1.32 

Arenosos Mayor a 1.32 

 

La densidad aparente corresponde a un suelo francoso, lo cual, se ajusta a la textura 

del suelo obtenida areno-francosa, los suelos con alta densidad aparente tienden a presentar 

problemas de compactación y aireación (Álvarez-Jiménez et al., 2019). 
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Por otro lado, de acuerdo con la tabla 4.4, el nitrógeno total obtenido de 0.39% se 

clasifica en un valor muy alto, relacionado con la fertilización de suelos agrícolas, lo cual 

puede resultar favorable dado que el nitrógeno es precursor para la síntesis de aminoácidos 

y enzimas (Nápoles, et al.,2015) 

Tabla 4.4. Valores de Nitrógeno total y su clasificación* 

 

 

 

*NOM-021-RECNAT 2000 

Igualmente, la tabla 4.5 muestra que el fosforo presente en el suelo se encuentra en 

un valor muy alto, con un total de 20.32 mg/kg, por lo que la presencia de estos nutrientes no 

se considera factor limitante para el crecimiento microbiano en el suelo contaminado (Cruz 

et al., 2016). 

Tabla 4.5. Valores de fosforo total y su clasificación* 

Clase mg kg-1 de P 

Bajo <5.5 

Medio 5.5-11 

Alto ˃11 

*NOM-021-RECNAT 2000 

 

 

 

 

 

 

Clase Nitógeno total (%) 

Muy bajo <0.05 

Bajo 0.05-0.10 

Medio 0.10-0.15 

Alto 0.15-0.25 

Muy alto ˃ 0.25 



~ 50 ~ 

4.2. Etapa 2. Propagación de plántulas y bacterias. 

4.2.1. Cultivo de Azotobacter vinelandii 

La incubación de Azotobacter vinelandii a las 72 horas de incubación, generó un 

inoculo de concentración final de 1.41×1010 como se muestra en la tabla 4.6, alcanzando la 

fase estacionaria a las 48 horas de cultivo, tal como se muestra en el gráfico 4.1., en donde 

se observa el comportamiento del crecimiento, estos resultados son similares a los obtenidos 

por Herrera-Gutiérrez y Millán-Arboleda (2018), con la cepa de Azotobacter sp. C4T, en 

donde alcanzaron la fase estacionaria a las 40 horas de incubación Ashby-manitol. 

Tabla 4.6. Conteo bacteriano hasta las 72 horas de incubación. 

T(h) DO UFC/mL 

0.5 0.021 7.35×104 

1 0.036 7.40×103 

1.5 0.04 1.55×105 

2 0.044 2.30×105 

2.5 0.058 1.60×105 

4 0.08 1.90×105 

5 0.082 2.45×105 

22 7.272 7.05×109 

24 8.88 7.60×109 

26 9.954 7.80×109 

28 9.999 9.50×109 

48 20.115 2.75×1010 

50 20.097 1.90×1010 

52 20.52 2.05×1010 

54 20.493 9.0 ×1010 

72 20.52 1.005×1011 
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Gráfico 4.1. Crecimiento de Azotobacter vinelandii hasta las 72 horas 

 

Figura 4.2. Conteo bacteriano de Azotobacter vinelandii  

Nota: Las colonias de Azotobacter vinelandii se observan blancas, redondas y bien 

definidas 

4.2.2. Inmovilización de Azotobacter vinelandii 

Se obtuvo un promedio de 23 perlas/ml de alginato de sodio con una concentración 

bacteriana de 1.08×109 UFC/g de perlas, cercano a lo reportado por Reyes-Reyes et al., 

(2018), quienes reportan la inmovilización de un consorcio petrolífero con una concentración 

de 5.5 × 107 UFC/mL, siendo el alginato un excelente material bioportador de Azotobacter 

vinelandii (Rojas-Tapias, 2013), 
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Figura 4.3. Perlas de Azotobacter vinelandii inmovilizada en CaCl2  

 

4.2.2.1. Viabilidad de Azotobacter vinelandii inmovilizada  

Se colocaron las perlas en medio NBRC en dos condiciones de almacenamiento, 

observándose que, a las 48 horas de siembra del inmovilizado en las cajas almacenadas a 

temperatura ambiente a las 0h, 24h, 48h y 72h (Véase figura 4.4), se observó crecimiento de 

UFC, las cuales se indican en la Tabla 4.7. Sin embargo, las almacenadas en refrigeración, 

mostraron crecimiento hasta los 14 días de almacenamiento, indicando un periodo útil de 

almacenamiento fuera de la solución de CaCl2, posterior a este periodo, el contenido de las 

perlas es liberado mostrando la viabilidad de crecimiento a temperaturas inferiores a la 

ambiental.  

Figura 4.4. Bacteria inmovilizada almacenada a temperatura ambiente. 

Nota: a) Azotobacter v. inmovilizada a las 0 h, b) Azotobacter v. inmovilizada a las 24 h, c) 

Azotobacter v. inmovilizada a las 48 h, d) Azotobacter v. inmovilizada a las 72 h. 
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Tabla 4.7. Conteo del Azotobacter vinelandii inmovilizada, almacenada a 

temperatura ambiente 

Hora de siembra en agar Cel/perla 

0 64 

24 11 

48 54 

72 198 
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4.3. ETAPA 3 

Tabla 4.8. Cuantificación de mg kg-1 de Diésel residual por gravimetría y parámetros fisicoqímcos inicial y finales. 

Día Tratamiento pH Conductivid

ad eléctrica 

dS/m-1 

UFC/g Carbono 

orgánico (g) 

Diésel residual mg 

kg-1 

% de 

remoción 

1 Suelo contaminado inicial 7.47 ± 0.10 

 

0.214 dS/m 

 

9.17×107±2.08×107 

 

0.0925±0.09 8710.15±1032.90 

 

N/A 

 

50 T0=Atenuación natural 8.02 ± 0.02 

c 

0.7067 ± 

0.05 

c 

4.83×108 ± 

1.44×108 

b 

0.0626±0.62 

bc 

 

6132.84±255.13 

abc 

42.19±5.92 

T1=Planta 7.99 ± 0.07 

c 

0.3600 ± 

0.02 

d 

5.33×109 ± 

2.02×109 

b 

0.0616±0.14 

c 

 

6270.89±1061.07 

abc 

41.63±24.31 

T2=Bacteria (Líquida) 8.61 ± 0.01 

b 

1.1190 ± 

0.04 

b 

5.17×108 ± 1.26×108 

b 

0.0719±0.81 

abc 

 

7121.06±245.55 

abc 

25.86±7.24 

T3=Bacteria (Líquida)+ 

Planta 

8.70 ± 0.04 

ab 

1.4770 ± 

0.22 

a 

3.83×1010 ± 

1.15×1010 

a 

0.0624±0.06 

bc 

5624.74±24.63 

bc 

54.85±0.68 

T4=Bacteria (perlas de 

alginato de sodio) 

8.74 ± 0.08 

ab 

0.9643 ± 

0.13 

bc 

3.67×108 ± 1.15×108 

b 

0.0765±0.34 

a 

7229.85±543.22 

ab 

25.60±11.91 

T5=Bacteria (perlas de 

alginato de sodio) + Planta 

8.83 ± 0.05 

a 

0.8307 ± 

0.05 

bc 

8.00×108 ± 

3.00×108 

b 

0.0701±0.20 

abc 

5595.91±298.00 

c 

55.96±8.54 

T6=Perlas de alginato de 

sodio+ Planta 

8.66 ± 0.04 

b 

0.9040 ± 

0.09 

bc 

1.08×109 ± 

1.76×108 

b 

0.0735±0.17 

ab 

6327.34±171.79 

abc 

31.92±3.74 

T7=Perlas de alginato de 

sodio 

8.64 ± 0.03 

b 

0.8990 ± 

0.18 

bc 

5.67×108 ± 

1.04×108 

b 

0.0758±0.29 

a 

 

7281.72±239.99 

a 

24.05±8.42 

 

P value 0.014 0.0000 0.0000 0.001 0.0009   

Las medias que no comparten la misma letra son significativamente diferentes, nivel de significancia α=0.05 

NA=No aplica 
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4.3.1. pH 

El resultado obtenido de pH es de 7.47 para el suelo contaminado inicial, indicando 

condiciones para crecimiento adecuadas para Azotobacter vinelandii, dado que su 

abundancia se incrementa en pH generalmente neutros y superiores a 6.5 (Ebrahimi et al., 

2017), de acuerdo con la tabla 4.9, se observa que los valores se encuentran en pH mediano 

y fuertemente alcalino, lo que refiere una baja capacidad tampón provocada por cambios en 

la materia orgánica y arcillas las cuales disminuyen variaciones del pH (Casals-Pérez et al., 

2020). 

Tabla 4.9. Valores de pH y su clasificación* 

Clasificación pH 

Fuertemente ácido ≤ 5.0 

Moderadamente ácido 5.1-6.5 

Neutro 6.6-7.3 

Medianamente alcalino 7.4-8-5 

Fuertemente alcalino ≤ 8.5 

*NOM-021-RECNAT 2000 

El pH óptimo para los microorganismos en suelo se considera en un rango de 5.0 a 

8.0, no obstante, pH alcalinos de entre 7.5 y 10.0 permiten degradación microbiana mínima 

(Kebede et al., 2021), aunque el pH alcalino afecta la disponibilidad de nutrientes (Cancho y 

Silva, 2015), el aumento no bloqueó la degradación en los tratamientos con Azotobacter 

vinelandii y Tagetes erecta (Véase tabla 4.8) en el grafico 4.2, se observan diferencias 

significativas en todos los tratamientos con respecto al pH. 
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Gráfico 4.2. Prueba T test paired para pH al inicio y final del proceso de 

biorremediación  

 

Nota: Valores superiores α=0.05 son estadísticamente significativos 

En el gráfico 4.3 se muestra el ANOVA one way para pH, mostrando que el 

tratamiento utilizando Tagetes erecta y A. vinelandii inmovilizada (T5), obtuvo el mayor 

aumento de pH, sin embargo, no limitó la capacidad biodegradativa (Tabla 4.8), 

probablemente a causa de que Azotobacter vinelandii posee la capacidad de crecer en suelos 

alcalinos (Sivasankar et al., 2020) 

Gráfico 4.3. One way ANOVA para pH entre tratamientos al final del proceso 

de biorremediación 
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4.3.2. Conductividad eléctrica 

Se realizó la medición de la conductividad eléctrica obteniendo un valor inicial de 

0.240 dS/m, de acuerdo con la tabla 4.8, los valores menores a 1.0 dS/m revelan salinidad 

despreciable, por lo que esta variable no tuvo efecto en el crecimiento de la planta. Dado que 

este parámetro es afectado por la concentración de iones solubles, al ser despreciable la 

salinidad no intervino en el crecimiento de los microorganismos (Jiménez-Hernández y 

Guerra-Sánchez, 2016).  

Tabla 4.8. Valores de conductividad eléctrica* 

CE dS m-1 a 25° C Efectos 

≤1.0 Efectos despreciables de la salinidad 

1.1-2.0 Muy ligeramente salino 

2.1-4.0 Moderadamente salino 

4.1-8.0 Suelo salino 

8.1-16.0 Fuertemente salino 

≥16.0 Muy fuertemente salino 

*NOM-021-RECNAT 2000 

No obstante, el gráfico 4.4 se observa que el valor de conductividad eléctrica después 

del ensayo de biorremediación aumentó significativamente en todos los tratamientos con 

respecto al suelo inicial, sin embargo, de acuerdo con la norma se encuentran en valores con 

salinidad despreciable y muy ligeramente salinos, fenómeno que implica actividad 

degradativa microbiana y liberación de compuestos salinos propios del hidrocarburo y 

procesos de oxidación y reducción (Zamora et al.,2012). 
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Gráfico 4.4. Prueba T test paired para conductividad eléctrica al inicio y 

final del proceso de biorremediación  

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Valores superiores α=0.05 son estadísticamente significativos 

 

Se realizo ANOVA para observar diferencias entre los tratamientos, sin embargo, solo 

el tratamiento de Tagetes erecta y Azotobacter v. líquida (T3), presento la mayor 

conductividad eléctrica como se observa en el gráfico 4.5. 

Gráfico 4.5. One way ANOVA para conductividad eléctrica entre 

tratamientos al final del proceso de biorremediación 
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4.2.4. Conteo total de bacterias  

El conteo inicial de microorganismos previo a los tratamientos fue de 9.17×107 

UFC/g (Tabla 1), similar a lo reportado por Quintero et al., (2016), donde se estimó 2.02x106 

UFC/g para un suelo contaminado con hidrocarburos totales de petróleo. Por otro lado, la 

prueba de T-student mostró un aumento estadísticamente significativo en la mayoría de los 

tratamientos (Gráfico 4.6). Por otra parte, el crecimiento bacteriano en los tratamientos con 

Tagetes erecta, demuestra que una fracción de la microbiota rizosférica logró utilizar el diésel 

como fuente de carbono o energía (Diaz et al., 2021). Resultados similares fueron obtenidos 

por Chuluun y Rhee, 2014, con Perennial ryegrass (Lolium perenne L.), en donde se observó 

el aumento de microorganismos heterótrofos cultivables en todos los tratamientos con plantas 

en órdenes de 108 y 109, concluyendo que los exudados segregados por la planta pudieron 

servir como fuente de nutrientes y carbono para los microorganismos (Liu et al.,2014). 

Finalmente, el efecto de rizoestimulación pudo observarse en el tratamiento T3 (Tagetes 

erecta + Azotobacter vinelandii), cuya media de crecimiento bacteriano de 3.83×1010 UFC/g 

de suelo, fue estadísticamente mayor a los otros tratamientos (P=0.0000) (Gráfico 4.7), esto 

debido a que plantas mejoran la porosidad del suelo y estimulan la actividad microbiana por 

medio de nutrientes y cosustratos exudados (Salim et al.,2020).  
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Gráfico 4.6. Prueba T test paired para UFC/g al inicio y final del proceso de 

biorremediación  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Valores superiores α=0.05 son estadísticamente significativos 

 

 

Gráfico 4.7. One way ANOVA para UFC/g entre tratamientos al final del 

proceso de biorremediación 
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4.2.2. Materia orgánica  

Se presentó un contenido de materia orgánica para el suelo contaminado con 

hidrocarburos de 9.25 %, considerado alto contenido de materia orgánica de acuerdo con lo 

indicado en la tabla 4.9, esto se explica por la presencia de compuestos carbonados implícitos 

en el diésel, parámetro que incrementa con la presencia de hidrocarburos en suelo (Martínez, 

2001). 

Tabla 4.9. Valores de materia orgánica  

*NOM-021-RECNAT 2000 

No obstante, la actividad de la microbiota autóctona adaptada, se estimula por la 

presencia de hidrocarburos por ser fuente de carbono, la cual se incrementa en suelos 

rizosfericos (Hajabbasi,2016), por lo que, probablemente los tratamientos T1= Planta 

(P=0.0163), T3=Planta+bacteria líquida (P=0.0019), T5= Planta+bacteria inmovilizada 

(P=0.0041), mostraron menor contenido de carbono orgánico con respecto al suelo inicial 

(Tabla 4.8). En el gráfico 4.8, se observa que hubo diferencias significativas en todos los 

tratamientos. 

 

 

 

Clase Materia orgánica (%) 

Suelos volcánicos Suelos no volcánicos 

Muy bajo ≤ 4.0 ≤ 0.5 

Bajo 4.1-6.0 0.6-1.5 

Medio 6.1-10.9 1.6-3.5 

Alto 11-16 3.6-6.0 

Muy alto ≥ 16.1 ≥ 6.1 



~ 62 ~ 

Gráfico 4.8. Prueba T test paired para materia orgánica al inicio y final del 

proceso de biorremediación  

 

Nota: Valores superiores α=0.05 son estadísticamente significativos 

Se realizo ANOVA para observar las diferencias entre los tratamientos, en el gráfico 4.9, 

puede visualizarse que no hubo correlación entre los porcentajes de degradación y la materia 

orgánica, dado que el tratamiento 5, pese a que presento estadísticamente el mayor porcentaje 

de remoción con 55.96% no obtuvo el menor contenido de materia orgánica. 

Gráfico 4.9. One way ANOVA para materia orgánica entre tratamientos al 

final del proceso de biorremediación 
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4.2.3. Cuantificación de diésel residual 

La concentración inicial de hidrocarburos fue de 8710.1480 mg/kg-1, Rodríguez et al., 

(2012),  concluye que una concentración de 6270 mg/kg-1 se considera como el límite inferior 

de tolerancia de hidrocarburos para los microorganismos, por lo que pudo haber sido un 

factor limitante para la biodegradación de diésel, igualmente en la Tabla 4.10 se observa que 

el valor obtenido rebasa los límites permitidos de la fracción media en suelo agrícola de 

acuerdo con la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, incrementándose la hidrofobicidad del 

suelo afectando el crecimiento de las plantas por la pérdida de capacidad del suelo de retener 

y absorber la humedad (Hewelke et al.,2018 ), suponiendo un grave riesgo para la salud 

humana debido a su recalcitrancia y a sus propiedades mutagénicas, teratogénicas y 

carcinogénicas (Onofre-Dolores et al., 2013; Rodriguez-Campos et al., 2019). En la Figura 

4.5 se muestra el extracto de diésel después de la evaporación del solvente para todas las 

extracciones. 

Figura 4.5. Cuantificación por triplicado de diésel residual  

 

 

 

 

 

Nota: a) Día 1, b) Día 60 

 

 

 

 

 

a) b) 
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Tabla 4.10. Límites máximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en suelo 

FRACCIÓN 

DE HIDROCARBUROS 

USO DE SUELO (mg/kg) 

Agrícola, 

forestal, pecuario 

y de conservación 

Residencial 

y recreativo 

 

Industrial 

y comercial 

 

Ligera 200 200 500 

Media 1200 1200 5000 

Pesada 3000 3000 6000 

*NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 

Los suelos agrícolas contaminados con hidrocarburos sufren la modificación de las 

propiedades físicas y químicas del suelo, afectando su fertilidad y el rendimiento de las 

cosechas por los cambios de pH, salinidad, compactación y reducción de nutrientes (Cabrera-

Lobelo y Unibio-Salcedo, 2019). 

Gráfico 4.10. Prueba T test paired para diésel residual al inicio y final del 

proceso de biorremediación  

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Valores superiores α=0.05 son estadísticamente significativos 

Por otro lado, la prueba de T pareada para concentración de diésel mostró diferencias 

significativas para el T0= Microbiota autóctona (P=0.0294), debido a que la microbiota 

autóctona estimulada por factores abióticos como la humedad, oxígeno y temperatura logra 

promover la degradación mediante el uso de hidrocarburos como fuente de energía (Silva 
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Castro et al.,2015). Igualmente, los tratamientos T1= Tagetes erecta (P=0.0020), T3= 

Tagetes erecta + Azotobacter vinelandii (P= 0.0342), T5= Tagetes erecta + Azotobacter 

vinelandii inmovilizada (P=0.0185) y T6= Tagetes erecta + Perlas de alginato (P=0.0412), 

fueron estadísticamente significativos con respecto al suelo inicial (Gráfico 4.10 ), fenómeno 

atribuido al sistema denso de raíces de la especie Tagetes erecta, que permite el desarrollo 

de microorganismos asociados, promoviendo la biodegradación (Rajkumari et al., 2021), 

que, al ser bioestimulada por A.vinelandii, la cual posee distintos mecanismos para la 

remoción de hidrocarburos tales como la fijación de nitrógeno esencial para el crecimiento 

de raíces, incrementa la presencia de exudados que contribuyen a la degradación (Suryatmana 

et al.,2019). Igualmente, A. vinelandii tiene la capacidad de producir biosurfactantes, 

reduciendo la tensión superficial de los hidrocarburos, favoreciendo la interacción de los 

microorganismos con el contaminante (Suryatmana et al.,2018), por otro lado, se sabe que la 

presencia de enzimas oxidativas y cometabolismo con otras bacterias degradadoras conllevan 

a la disminución de diésel en suelo (Chaudhary et al., 2019; Onwurah y Nwuke, 2004). Por 

otra parte, en la figura 2a, se observa que la ausencia de Azotobacter vinelandii en el 

tratamiento T7= Perlas de alginato de sodio, impidió una remoción significativa (P=0.1904), 

diversas investigaciones demuestran la importancia de la bioaumentación principalmente 

bacterias exógenas en procesos de descontaminación debido a su capacidad catalítica de 

compuestos hidrocarbonados (Laothamteep et al., 2022). No obstante, los tratamientos T2= 

Azotobacter vinelandii y T4 = Azotobacter vinelandii inmovilizada no presentaron 

diferencias estadísticamente significativas respecto al suelo inicial (P=0.0914 y P=0.0848, 

respectivamente), esto pudiera estar relacionado con que la bacteria fue cultivada en un 

medio optimo, impidiendo aclimatación al contaminante, sumado a los fatores bióticos y 

abióticos perjudicando su crecimiento y por tanto, el proceso de biodegradación (Innemanová 
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et al., 2018). Al realizar ANOVA one way (Grafico 4.11), se observan diferencias estadísticas 

significativas entre las concentraciones de diésel residual en los tratamientos (Tabla 4.8), no 

obstante, no se logra establecer un factor común que determine el tratamiento con mayor 

eficacia en la remoción de hidrocarburos, dado que los tratamientos comparten grupos 

estadísticos iguales. Sin embargo, se observa que los tratamientos T3=Tagetes erecta + 

A.vinelandii y T5= Tagetes erecta + A.vinelandii inmovilizada, son estadísticamente 

diferentes al tratamiento T7 = Perlas de alginato de sodio sin Azotobacter vinelandii, el cual 

en la prueba T-student, no mostro remoción significativa con respecto al suelo inicial, 

enfatizando que la presencia de la planta influye en la mejora del proceso de biodegradación 

del contaminante, mejorando las tasas de remoción, debido a que se promueve la aireación 

del suelo, esencial para los procesos aeróbicos de remoción de hidrocarburos (McIntosh et 

al., 2017) y que además,  cuando la rizoremediación se asiste por microorganismos,  provoca 

cambios en la microbiota autóctona, que favorecen la degradación  (Pandey et al., 2021). 

Gráfico 4.11. One way ANOVA para mg kg-1 de diésel residual entre 

tratamientos al final del proceso de biorremediación 
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4.3.1 Parámetros fisiológicos de la planta 

Tabla 4.11. Parámetros fisológicos de la planta  

Tratamient

o 

Largo 

aéreo 

(cm) 

Largo 

raíz (cm) 

Diámet

ro 

(mm) 

Peso 

húmedo 

total(g) 

Peso seco 

total (g) 

Peso seco 

aéreo (g) 

Peso 

seco 

raíz (g) 

ICD 

T1 6.4000 

± 

0.5568    

a 

4.7333± 

1.2097 

a 

2.1000 

± 

0.2000 

ab 

0.7957 ± 

0.2065         

a 

0.1241 ± 

0.0299 

a 

0.0581± 

0.0085 

a 

0.0661± 

0.0250 

a 

0.9857 ± 

0.3067 

b 

T3 6.3000± 

2.8688 

a 

6.9000± 

3.9230 

a 

2.3333± 

0.3215 

a 

0.8406 ± 

0.1332 

a 

0.1303± 

0.0264 

a 

0.0596± 

0.0139 

a 

0.0707± 

0.0129 

a 

0.8907± 

0.0568 

b 

T5 4.8333 

± 

1.3051 

a 

6.4667 ± 

1.4844 

a 

2.0333 

± 

0.9018 

ab 

0.7539 ± 

0.4687 

ab 

0.1217 ± 

0.0403 

a 

0.0676 ± 

0.0268 

a 

0.0541 

± 

0.0229 

ab 

1.4568 ± 

0.6365 

a 

T6 3.4333 

± 

0.2082 

a 

2.3000 ± 

0.2646 

a 

0.8667 

± 

0.0577 

b 

0.1231 ± 

0.0501 

b 

0.0557 ± 

0.0186 

a 

0.0419 ± 

0.0104 

a 

0.0138 

± 

0.0102 

b 

3.8809 ± 

1.9705 

a 

P value 0.1547 0.1134 0.0252 0.0326 0.0484 0.3488 0.0224 0.0250 

 

El índice de calidad de Dickson (Tabla 4.11), muestra que la presencia de las perlas de 

alginato de sodio sin Azotobacter vinelandii en los tratamientos T6= Tagetes erecta + Perlas 

de alginato y T7= Perlas de alginato, conllevan a un efecto poco favorable en la fisiología de 

la planta (ICD=1.4568±0.6365 y 3.8809±1.9705 respectivamente). Estudios refieren que el 

alginato de sodio como portador de microorganismos en procesos de rizorremediación, puede 

obstaculizar la interacción de los exudados de la planta con los microorganismos (Pino et al., 

2016), que, sumado a la compactación y poca retención de humedad, así como a las 

características fisicoquímicas adversas del suelo, disminuyen la calidad de la planta 

(Hajabbasi, 2016). 
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4.1.8. Genotoxicidad y citotoxicidad 

Figura 4.6. Allium sativum expuesto a suelo contaminado inicial y biorremediado en los 

distintos tratamientos 

 

Nota: a) Suelo inicial, b) T0= Atenuación natural, c) T1= Planta, d) T2= Bacteria 

(Líquida), e) T3= Bacteria (Líquida)+ Planta, f) T4= Bacteria (perlas de alginato de 

sodio), g) T5=Bacteria (perlas de alginato de sodio) + Planta, h) T6= Perlas de alginato 

de sodio+ Planta, i) T7=Perlas de alginato de sodio 
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Tabla 4.15. Parámetros fisiológicos de Allium sativum 

Tratamientos Raíces Largo tallo  

(cm) 

SI Suelo inicial 2.067±0.351 

a 

10.63±5.91 

ab 

T0 Atenuación natural 1.67±0.29 

ab 

12.300±0.693 

a 

T1 Planta 0.50±0.52 

d 

10.80±2.65 

ab 

T2 Bacteria (Líquida) 0.70±0.10 

cd 

9.833±0.808 

abc 

T3 Bacteria (Líquida)+ Planta 0.97±0.11 

bcd 

4.433±0.577 

bcd 

T4 Bacteria (perlas de alginato de sodio) 0.97±0.21 

bcd 

10.500±1.646 

abc 

T5 Bacteria (perlas de alginato de sodio) + Planta 0.80±0.10 

cd 

2.600±0.400 

d 

T6 Perlas de alginato de sodio+ Planta 1.13±0.06 

bcd 

4.033±1.007 

cd 

T7 Perlas de alginato de sodio 1.30±0.10 

bc 

4.233±0.551 

bd 

P value 0.000 0.000 
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Tabla 4.16. Parámetros genéticos y celulares en plántulas de Allium sativum 

expuesto a suelo contaminado y biorremediado 

Tratamientos %ÍM con respecto 

al control 

Anormalidades 

nucleares 

Micronúcleos χ2 

B= Blanco 19±0.6 

 

2.33± 0.58 

a 

0.67± 0.58 

b 

- 

SI= Suelo inicial 9.33±0.55* 18.33±1.16 

a 

4.33±1.00 

ab 

14.22* 

T0= Atenuación natural 9.27±0.85* 15±3.61 

a 

4±1.53 

ab 

10.86* 

T1= Planta 9.60±0.78 

 

19.67±7.77 

a 

3.67±1.00 

ab 

15.38* 

T2= Bacteria (Líquida) 12.10±1.1 14±5.20 

a 

3±0.58 

a 

9.78* 

T3= Bacteria (Líquida)+ 

Planta 

11.77±1.08 

 

17.67±8.96 

a 

3±2.08 

ab 

13.09* 

T4= Bacteria (perlas de 

alginato de sodio) 

10±0.92 

 

17.33±5.51 

a 

2.667±1.73 

ab 

10.86* 

T5= Bacteria (perlas de 

alginato de sodio) + Planta 

9.60±0.62 14.33±3.51 

a 

2.67±1.16 

ab 

9.78* 

     

T6= Perlas de alginato de 

sodio+ Planta 

11.03±1.10 12±1.00 

a 

2.33±0.58 

ab 

7.68* 

T7= Perlas de alginato de 

sodio 

11.40±1.04 17±7.81 

a 

1.67±1.16 

ab 

13.09* 

P value  0.735 0.055  

* = Daño citotóxico (IM=Índice mitótico ≤50% del testigo) 

*= Daño genotóxico, χ2=3.84 

 

Finalmente, los ensayos de toxicidad indicaron presencia de citotoxicidad con índices 

mitóticos ≤50%, igualmente se presentaron anormalidades cromosómicas y micronúcleos en 

todos los tratamientos (Tabla 4.16). Investigaciones refieren que suelos con diésel presentan 

normalmente dos tipos de aberraciones cromosómicas, yemas nucleares y pérdida de 

cromosomas a causa de la expulsión del exceso de ADN en forma de yemas y/o micronúcleos 

(Cruz et al., 2019; Alavi et al., 2022). Sin embargo, otros autores concluyen que la toxicidad 

no logra correlacionarse con la concentración de diésel en suelo, por lo que se infiere la 

influencia de otros factores (Leme et al., 2008), tales como la formación de intermediarios 

de hidrocarburos aromáticos homocíclicos y heterocíclicos azufrados, gracias a la 
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degradación incompleta que ocurre en procesos de degradación bacteriana, los cuales suelen 

ser más tóxicos que sus precursores e impactan de manera importante los sistemas biológicos 

(Mazzeo et al., 2017; Idowu et al., 2019). 
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5.1. Conclusión 

El uso de técnicas de biorremediación como la fitorremediación y bioaumentación, utilizando 

Tagetes erecta y Azotobacter vinelandii, demuestran ser tecnologías de fácil aplicación y 

asequibles, con capacidad degradativa, enfatizando el papel de la rizoestimulación en proceso 

de biodegradación. 

El estudio sugiere que el uso de matrices de inmovilización como el alginato de sodio, en 

procesos de rizoremediación, no mejora de manera significativa las tasas de remoción de 

diésel en suelos agrícolas en condiciones de invernadero, por el contrario, afecta el 

crecimiento óptimo de la planta en ambientes de estrés. Sin embargo, el uso de 

microorganismos exógenos preadaptados al contaminante podría mejorar el proceso de 

bioaumentación y rizoestimulación (Innemanová et al., 2018).  

Por otro lado, las tasas de remoción no garantizan la seguridad del suelo, dado que todos los 

tratamientos presentaron daño genético y celular en células de Allium sativum expuestas, por 

lo que se sugiere la realización de estudios complementarios posteriores al proceso de 

biorremediación, dado que la exposición aguda o crónica  de estos contaminantes 

mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos en las poblaciones agrícolas, puede causar 

graves efectos negativos en la salud, por lo que el uso de plantas ornamentales con valor 

económico en procesos de biorremediación cobra relevancia, puesto que no generan riesgo 

por ingreso en la cadena trófica. 
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5.2. Perspectivas  

Para una posible mejora del proceso de biorremediación, se propone 

• Para el caso de la planta, realizar el transplante en un periodo mayor a 14 días, para 

garantizar una mejor resistencia de esta al suelo contaminado y mejorar la calidad de 

la planta para su uso comercial.  

• En el caso de la bacteria, se propone su cultivo en medio mineral con diésel para 

adaptar la cepa previo a la inoculación. 
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