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Resumen

La creciente demanda energética del petréleo 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 Ultimas décadas se han buscado alternativas viables que permitan remediar
agroecosistemas contaminados sin frenar su produccion; entre las que destacan las técnicas
de biorremediacion, que representan tecnologias bioldgicas sustentables para la restauracion
de suelos agricolas contaminados. Por lo que el objetivo de esta investigacion fue la
biorremediacion de suelo agricola contaminado con diésel utilizando tratamientos de
fitorremediacién con Tagetes erecta y bioaumento con Azotobacter vinelandii libre e
inmovilizada en condiciones de invernadero. El ensayo de biorremediacién tuvo una
duracion de 50 dias, posteriormente, se cuantificaron las poblaciones microbianas
heter6trofas (UFCg™) por dilucion seriada y conteo en placa, asi como la concentracion
residual de hidrocarburos (mgkg™) por gravimetria, finalmente, se realiz6 un ensayo de
genotoxicidad y citotoxicidad utlizando células de Allium sativum. La biorremediacion
mostré remocion significativa en todos los tratamientos con T. erecta, logrando porcentajes
de remocion entre 31.92% y 55.96%. Por otra parte, la asociacion de T. erecta y A. vinelandii
libre, presenté el mayor incremento de microorganismos heterétrofos totales con 3.83x10%°
UFC/g de suelo (P=0.0000). De igual manera, se evaluaron los pardmetros fisioldgicos de T.
erecta mediante el Indice de Calidad de Dickson, revelando un valor 6ptimo para los
tratamientos con plantas sin perlas de alginato (P=0.0250). No obstante, se observo efecto
citotoxico y genotoxico en todos los tratamientos (Indice mitético <50%, ¥>> 3.84,
respectivamente), puntualizando la importancia de estudios de toxicidad en ensayos de

biorremediacion.
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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™) were quantified by serial dilution and plate count, as well as the
residual concentration of hydrocarbons (mgkg?) 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 3.83x10'° 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%, ¥2> 3.84, respectively), pointing out the importance of

toxicity studies in bioremediation trials.
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1.0rganizacion del trabajo

1.1.Antecedentes

La creciente demanda energética del petréleo 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 fenébmeno 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 pais, la explotacion de hidrocarburos no ha tenido un impacto
totalmente positivo en la disminucion de los niveles de pobreza, no obstante, ha causado la
confiscacion de tierras ejidales, ocasionando el abandono de la produccion agricola, la
contaminacion de suelos y aguas, Y, en general, el descontento social (Nufiez-Terrones et al.,
2020). En las zonas rurales, han incrementado las afectaciones en las poblaciones dedicadas
a la agricultura, teniendo perjuicios socioecondémicos y llevando a la pobreza alimentaria y

marginacion de la poblacion (Pérez-Mufioz et al., 2019).

Los derrames de hidrocarburos en suelos agricolas fértiles han causado varios
estragos, y pese a que empresas han realizado biorremediacion, 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 explotacion de hidrocarburos inicio desde los afios
70s, tornandose un pilar en la economia mexicana (Trujillo-Narciaet al., 2012), se
establecieron infraestructuras como pozos, ductos, plantas petroquimicas, entre otras,

provocando afectaciones en las actividades agricolas, asi como la marginacion, rezago, y



pobreza en la poblacion rural, debilitando el balance de la agricultura tradicional (Méndez-

Sanchez et al., 2019).

Tan solo entre los afios 2010 a 2014 los estados de Nuevo Ledn, 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 petréleo (Dominguez-Sanchez et al., 2018).

Actualmente en México, existen aproximadamente 4 mil 500 sitios contaminados a
causa de fugas de gasolina o hidrocarburos en ductos de Petréleos Mexicanos (Angel, 2018),
sumando los derrames de hidrocarburos por “Auachicoleo” que hasta 2018 se reportaron un

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

El dafio ocasionado por los derrames de hidrocarburos, dependen del tipo de petréleo
y su procedencia. Los productos livianos como la gasolina y el diésel son més toxicos 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
distribucion y uso en areas urbanas en distintos sectores (Salinas-Vera, 2019). Se estima que
para 2027, este combustible alcanzara una produccion de 640.6 mbd, superior a la produccion
actual, ademas de que, en los proximos 15 afios, se espera que la demanda sea del 31.4% en

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



1.1.Planteamiento

Las actividades relacionadas con las fases de exploracion, refinacion, falta de
mantenimiento, transporte y almacenamiento del petréleo y sus derivados por Petr6leos
Mexicanos (PEMEX), han provocado que en Meéxicoexistan 4 mil 509 sitios
contaminados (Lopez, 2019). Estas actividades suelen ocasionar derrames, infiltraciones,
descargas o vertidos de hidrocarburos, que sumado a la disposicion clandestina
0 “huachicoleo”, ha ocasionado graves estragos sociales, econémicos y ambientales

(Cavazos-Arroyo et al., 2014).

En el informe general de la cuenta publica, se identificaron la existencia de 6,537
tomas clandestinas, de las cuales el 57 por ciento se ubicé 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 disposicion clandestina, siendo el primero, el de

mas tomas con 1,815 (PEMEX, 2018).

Por otro lado, los campos petroleros de mayor produccion 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 relacién 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 produccion de petréleo crudo, se estimula el riesgo de derrames, conllevando al deterioro

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

La toxicidad inherente del petréleo crudo causa transformaciones en las propiedades

fisicas, quimicas y biologicas del suelo, afectando la densidad y diversidad de las bacterias y



hongos rizosféricos, perjudicando secundariamente el desarrollo de especies vegetales, por
alteraciones en su crecimiento y reproduccion, provocando a su vez la merma de la

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

De igual manera los hidrocarburos se acumulan formando una capa hidrofébica,
causando la reduccion y la inhibicion de crecimiento vegetal, alterando los microorganismos
del ambiente edafico (Diaz-Martinez et al., 2013), modificando las propiedades fisicas y
quimicas del suelo, afectando la fertilidad del suelo y el rendimiento de las cosechas por los
cambios de pH, salinidad, compactacién y reduccion 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 tréfica (Lopez et al., 2016).

Los hidrocarburos pueden acumularse mediante la inhalacion de vapores y particulas,
ingestion directa y contacto, lo que representa un riesgo para la poblacion (Martel-Valles et
al., 2017), la exposicion de manera aguda y cronica pueden desencadenar efectos para la
salud afectando diversos 6rganos del cuerpo humano, dependiendo de sus propiedades

quimicas (Ministerio de Salud y Proteccion 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 acumulacién de contaminantes
por encima de los limites criticos para la salud humana y disminuir el porcentaje de suelos

contaminados (Trejos-Delgado, 2017).

No obstante, las tecnologias o tratamientos de remocidn de compuestos petroliferos

en suelo son muy limitadas, demasiado costosas y parcialmente efectivas, persistiendo
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residuos de sustancias xenobidticas nocivas en él, que alteran su composicion,
transformandolo en un suelo extenuado que toma varios afios en recuperar su vitalidad
(Mufoz-Cuaical, 2016), el diésel posee un contenido elevado de hidrocarburos aromaticos y
pocos componentes oxigenados, por lo que suele ser mas deletéreo que algunos petroleos
crudos y considerarse resistente a la degradacion (Periche-Fiestas, 2015), dando relevancia a

la investigacion y aplicacion de técnicas bioldgicas de descontaminacion de suelos.



1.2 Justificacion

En Meéxico, la creciente contaminacion de suelos agricolas por hidrocarburos es
causada por procesos y actividades ligadas a la exploracion, extraccion, transporte y
comercializacion del petroleo y sus derivados (Gerénimo-Urrutia y Vazquez-Silva, 2017,
Velasquez-Arias, 2017). Por lo que es preciso hallar la forma maés efectiva de preservar y

restaurar los dafios causados al medio ambiente (Lopez, 2019; Martinez-Hernandez, 2019).

En la remediacion de suelo contaminado por hidrocarburos de manera convencional,
se incluyen procedimientos como la excavacion, la incineracion y la disposicién final del
suelo contaminado, lo cual, provoca la pérdida de este, un recurso natural invaluable que
toma miles de afios en formarse (Carrillo et al., 2015), igualmente se llevan un largo
tiempo y requieren gran volumen de material y en algunos casos multiples procesos, para
llevarse a cabo, propiciando costos elevados (Cruz-Acosta et al, 2015). En contraste, las
técnicas bioldgicas de descontaminacion se reconocen como simples, de facil aplicacion,
efectivas y aceptables, que presentan riesgos minimos para la salud humana, animal o

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

La biorremediacion, se refiere al aprovechamiento de la microbiota autéctona como
bacterias individuales o en consorcio que degradan, remueven o transforman hidrocarburos
qgue se encuentran en suelos (Sapuppo, 2017), para llevar a cabo su degradacion,
disminuyendo la concentracién de los mismos hasta niveles permitidos sin la generacion de
compuestos dafiinos (Hernandez-De la Cruz, 2019), presentando diversas ventajas con
respecto a los métodos de tratamientos comunes, ya que es econdémico y de bajo costo
(Silvana-Alvaro et al, 2017). Dentro de las técnicas de biorremediacion, la fitorremediacion

consiste en la remocidn, transferencia, degradacién y neutralizacion de compuestos
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organicos, inorganicos y radioactivos perjudiciales, ademas de que posee un impacto
regenerativo en areas donde se aplica y su capacidad extractiva se mantiene debido al
crecimiento vegetal (Buendia-Rios et al., 2014), la efectividad de esta tecnologia 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 estimulacion de la actividad
microbiana promueven la degradacion de hidrocarburos y ademas 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
remediacién del suelo contaminado por hidrocarburos, ya que son capaces de reducir los
niveles de hidrocarburos totales del petr6leo e hidrocarburos aromaticos policiclicos (Pefia-
Murillo et al., 2019), seleccionada principalmente por su potencial fisiologico (Pefa-

Salamanca et al., 2013).

En este sentido, la especie ornamental Tagetes erecta de distribucion mundial (Liu et
al., 2011), ha sido ampliamente cultivada por su uso con fines decorativos en jardineria'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
farmacoldgica hepatoprotectiva, antimicrobiana, antioxidante y analgésica (Gopi et
al., 2012),y ademas de su importancia comercial yeconOmica, son aptas para la
fitorremediacion de hidrocarburos de petroleo en suelos, tolerando concentraciones de hasta

90 g-kg ~* (Prematuri et al., 2019).



En este mismo contexto, la bioaumentacion, es una técnica ampliamente utilizada en
ensayos de fitorremediacion, donde se inoculan poblaciones viables artificiales al medio con

la capacidad de degradacidn del contaminante (Beltran-Pineda y Gémez-Rodriguez, 2016).

Azotobacter vinelandii, es una bacteria gramnegativa, diazétrofa del suelo, con la
capacidad de producir compuestos nitrogenados importantes, asi como de fijar de un 10-30%
del nitrégeno total en la rizosfera (Tec-Campos et al., 2020), y que ademas contribuye de
manera significativa en la remocién de contaminantes como los hidrocarburos

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

No obstante, la bioaumentacion precisa indculos que no solo degraden, sino que
ademas logren sobrevivir al contaminante durante un tiempo, por lo que la inmovilizacion 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 remocion de

diésel en suelos agricolas.

1.3.0bjetivos

1.4.1. General

= Evaluar el potencial de Tagetes erecta y Azotobacter vinelandii inmovilizada,
mediante la cuantificacién de diésel residual, para la remocion del contaminante en

suelos agricolas en condiciones de invernadero.



1.4.2. Especificos

Estudiar las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas del suelo contaminado con
diésel muestreado en la region de Acatzingo, Puebla, México, de acuerdo con la

NOM-021-RECNAT-2000.
Implementar in6culos de Azotobacter vinelandii (liquido y perlas de alginato).

Desarrollar ensayos de biorremediacién con plantulas de Tagetes erecta en

asociacion con Azotobacter vinelandii en suelo agricola contaminado con diésel.

Evaluar los parametros fisioldgicos de Tagetes erecta de acuerdo con el indice de

Calidad de Dickson.

Evaluar de el potencial dafio genético y celular del suelo contaminado
y biorremediado a través de técnicas de citotoxicidad y genotoxicidad

utilizando Alllium sativum como bioindicador.
1.4 Hipotesis

Ha: Al menos uno de los tratamientos utilizando Tagetes erecta y Azotobacter
vinelandii permite mayor remocion diésel en suelos agricolas contaminados en
condiciones invernadero.

Ho: Tagetes erecta y Azotobacter vinelandii no permiten una remocion significativa

de diésel en suelos agricolas contaminados en condiciones invernadero.

1.5.Pregunta de investigacion

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

de degradar diésel en suelos agricolas contaminados en condiciones de invernadero?



1.6.Alcances y limitaciones

La investigacion se llevara a cabo en condiciones de invernadero en las instalaciones
del CITAP-UPAEP, en macetas con suelo muestreado de la region de Acatzingo, Puebla,
evaluando la degradacion de diésel en un lapso de 50 dias, ofreciendo una opcion viable de
siembra para los agricultores mientras se realiza la biorremediacion de suelos contaminados

por hidrocarburos.
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2.Marco teorico
2.1.Quimica del diésel

Los hidrocarburos se dividen en dos clases principales; los alifaticos, que a su vez se
subdividen en alcanos, alquenos, alquinos y sus analogos ciclicos, que puede ser de cadenas
abiertas o cerradas, saturados e insaturados, mientras que la segunda clase, los aromaticos,
que poseen propiedades especiales asociadas con el anillo del benceno (Riveroll-Larios,
2014). En la Tabla 2, se observan ejemplos de estructuras quimicas de cada grupo de los

hidrocarburos.

Tabla 2.1. Estructuras quimicas del diésel

Alcanos Iso/cicloalcanos

/f"\..\ n- propano
Ciclopentano Ciclohexano

n- butano \)\
/\\/ Isopentano

Hidrocarburos aromaticos Compuestos oxigenados,
policiclicos azufrados y de nitrégeno.
OO
Naftaleno Antraceno Dibenzotiofeno Quinoleina

Dibenzofurano

Fenantreno a-Benzopireno




Otra clasificacion dada por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, que agrupa los
hidrocarburos en 3 fracciones; fraccion ligera, cuando las moléculas contienen entre 5y 10
atomos de carbono; fraccion media, cuando las moléculas contienen entre 10 y 28 atomos de

carbono y pesada, cuando contengan mas de veintiocho a&tomos de carbono (DOF, 2012).

El diésel, conocido como petrodiesel, integra la fraccion mediana del crudo de
petroleo y esta compuesto por atomos de carbono de entre 10 y 25, predominando los que
tienen entre 15 y 17 carbonos, lo que da como resultado puntos de ebullicién que oscilan
entre los 149 y 371 °C (Llad6-Fernandez, 2012; Arias-Gilart et al., 2018), obtenido de la

fraccion destilada denominada gaséleo (Villanueva-Abanto, 2012).

El diésel es liquido y comprende una mezcla compleja de compuestos, siendo
aproximadamente el 40% de alcanos, 40% de iso/ciclo alcanos, 20% de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) y un porcentaje muy bajo de compuestos oxigenados,
azufrados y de nitrogeno (Quispe-Huanca, 2019). Los HAPs son los compuestos organicos
mas toxicos del diésel calificados como agentes carcinogénicos, no obstante, algunos
elementos como la toxicidad penden de su estructura quimica, 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
facilmente por el tracto gastrointestinal y en la piel pueden absorberse hasta en un 75%,
algunos de estos compuestos se relacionan con problemas de replicacion cromosomica y
defectos en el ADN, desarrollando riesgo de cancer, mutagénesis y teratogénesis en fetos
(Barois et al., 2018). En la Tabla 2.2 se pueden observar algunas de las consecuencias por

exposicion relacionada a los componentes de los HAPs.



Tabla 2.1.2. Recopilacion de estudios realizados de genotoxicidad y citotoxicidad de compuestos orgénicos, relacionados a

HAPs
Contaminante Matriz Resultados relevantes Bioensayo Referencias Pais
Fenantreno Agua Formacion de  micronucleos y Astyanax gr. Santamaria  Colombia
alteraciones morfoldgicas nucleares en bimaculatus etal, 2012
eritrocitos.
Mezcla  compleja Aire Dafo progresivo al ADN en un 80 %, Sangre Torres et al., Colombia
hidrocarburos por exposicion cronica. heparinizada 2015.
humana
MP<2.5 pm Aire Se encontraron quiebres del ADN, en Lineas  celulares Betancur- Colombia
concentracion 30 pg/mL se mostr6 CHO-KI y Jurka Sanchez,
mayor dafio genotoxico (65%). 2016
Residuos mineros, Agua Alta citotoxicidad, alteraciones de los Vicia faba Beltran- Pert
industriales,  agricolas, indices de fases y presencia de Orbegoso,
petroleros aberraciones cromosdmicas. 2017.
Mezcla de contaminantes Agua Alto porcentaje de dafio al ADN por Heleobia ¢f. Martinez, Uruguay
organicos. rotura de una simple cadena, atribuido australis 2017.
a compuestos como hidrocarburos
alifaticos, n- alcanos y HAPs
Benzo[a]antraceno, Aire indice de mutagenicidad ~ >2 Linfocitos Meléndez-  Colombia
criseno, benzo[b] ocasionando dafio en el material Gélvez et
fluoranteno, genético. al.,2017.
benzo[k]fluoranteno,
benzo[a]pireno,

indeno([1,2,3-c,d]pireno y
dibenzo[a,h] antraceno




Los HAPs, contienen una estructura de anillos aromaticos conjugados, que les dota
de una resistencia a agentes quimicos, poseen poca solubilidad en agua, la cual decrece al
incrementar su peso molecular, volviéndolos mas lipofilicos, 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 aromaticos, 16 de ellos se considera de vital
importancia su degradacion, (Véase Figura 2.1), ya que pueden residir mas de 20 afios en el
ambiente (Ortiz-Salinas et al., 2012).

Figura 2.1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos de prioridad para su degradacion
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2.2.Biorremediacion

La descomposicion microbiana de hidrocarburos es de considerable importancia
econdmica (Pérez-Vargas, 2015), y ha demostrado ser eficiente y propicia, por no causar
impactos negativos en el sitio afectado, puede ser Util para retirar algunos de los compuestos
toxicos del petroleo, lo que brinda una solucion més facil y completa que otras tecnologias
mecénicas y de un costo menor (Acufia et al., 2012). En la Tabla 2.3 se describen algunas de
las técnicas convencionales fisicoquimicas, quimicas y térmicas utilizadas para la

recuperacion de suelo

Tabla 2.2. Técnicas fisicoquimicas, quimicas y térmicas de recuperacion de suelos.

Clasificacion Técnica Descripcion Referencias

Fisicoquimicas  Lavado de suelo Técnica que se basa en el Hern
uso de compuestos quimicos, que andez-
reaccionan con el contaminante Lopez, 2012.
para aumentar la movilidad del
contaminante y asi eliminarlo.
Extraccion de También conocida como Yagu
vapores venteo la cual se fundamenta en la al-Barzola,
generacion de un flujo de aire 2020.
controlado,  generandose  un
gradiente de presion, creando un
vacio a través de pozos verticales o
trincheras horizontales.
Electromigracion Técnica aplicable a suelos Mart
de baja permeabilidad, con una inez-Barrios,
diferencia de potencial de bajo 2020;
voltaje, mediante el movimiento Martinez-
de especies ionicas del suelo Prado, y
disueltas en un fluido mediante un  Soto-
campo eléctrico, principalmente Alvarez,
compuestos organicos polares. 2017.
Quimicas Oxidacion Se basa en la oxidacién Cuar
quimica con diversas sustancias tas, 2012.
como el reactivo de Fenton, el
ozono, peroxido-acido, KMnOs,
H20., persulfato de sodio
Continuacion de tabla 2.2




Clasificacion Técnica Descripcion Refe
rencias

Fotocatalisis Se fundamenta en que un Mart
material conductor como el TiO2, inez-Jara,
se aplica luz ultravioleta 2017.
conllevando a la generacion de
radicales libres, hidroxilo,
provenientes de la hidrdlisis del
agua y del oxigeno del aire,
generando los procesos avanzados
de oxidacion y reduccién de los
contaminantes.

Térmicas Desorcion térmica Proceso que hace uso de Mari
calor directo o indirecto para n-San Pedro,
volatilizar los contaminantes, 2010.
pasandolos de la fase sélida que los
contiene a la fase vapor, utilizando
gas de combustion o gas inerte,
puede ser Ex situ o In situ.

Vitrificacion Técnica que hace uso de Lede
temperaturas de entre 1,000- zma-
1,700°C para calentar el suelo, lo Villanueva,
cual resulta en una vitrificacion de  2016.
este.

Por su parte, la biorremediacion es una tecnologia de remocion 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 bioldgicas para la
recuperacion de suelos, puesto que las bacterias contribuyen a la remocion de HAPs por
mineralizacion o cometabolismo (Torri et al., 2018), las cuales se describen en la Tabla 2.4.
Sin embargo, las técnicas de biorremediacion comunes son el biocaumento y la
bioestimulacion, ambas con la posibilidad de ser aplicadas in situ o ex situ (Trujillo-Toro y
Ramirez-Quirama, 2012), que, en conjunto con otras técnicas como la fitorremediacion,
aceleran la velocidad de eliminacion del contaminante (Medina, 2017), mediante el uso de la

interaccion planta-microorganismo, en la cual las plantas brindan nutrientes a los



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 bioldgicas de recuperacion de suelos.

Técnicas Descripcion Autor

Bioaumentacion Tecnologia que hace uso de la Pérez-
adicién de microorganismos exdgenos o Vargas, 2015.
el incremento de microorganismos
nativos con capacidad de degradacion de
los compuestos contaminantes para
aumentar la microbiota autoctona.

Bioestimulacion Es la aplicacion de humedad y Rivera-
nutrientes béasicos como nitrégeno y Ortiz et al., 2018.
fosforo, con el objetivo aumentar la
actividad de la microbiota autdctona e
inducir la mineralizacion de compuestos
organicos

Fitorremediacién Es la capacidad de ciertas plantas Delgadillo-
para absorber, acumular, metabolizar, LoOpez et al., 2011.
volatilizar o estabilizar contaminantes
presentes en el suelo, aire, agua o
sedimentos

Biosurfactantes Consiste en la disminucion de la Prakash et
tensién superficial para aumentar la al., 2020
solubilidad de los hidrocarburos.

Atenuacion Consiste en  aprovechar vy Leal-

natural controlada potencializar los procesos naturales para Castellanos, 2011.
reducir o eliminar los contaminantes, es
de bajo costo, sin embargo, se requiere de
un tratamiento previo.

2.3.Fitorremediacion de hidrocarburos

El proceso de descontaminacion por plantas depende de varios factores como las
caracteristicas fisicoquimicas del contaminante y del sitio contaminado, la cantidad, asi como
de las propiedades fenotipicas y genotipicas de cada especie vegetal, su tolerancia y

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



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

fitorremediacion.

Figura 2.3. Representacion de los mecanismos de fitorremediacion utilizados por las
plantas

Fitodegradacion

Fitovolatilizacién

Fitoextraccion

Fitoestimulacién Contaminante

Fitoestimulacion

Rizodegradacion

Nota: Modificado de Mecanismos de fitorremediacion aplicables a metales pesados, Mufioz
Castellanos et al., 2010. Revista Internacional de Ciencia y Tecnologia Biomédica.

2.3.1. Fitodegradacion

El metabolismo se da por medio de enzimas que catalizan la degradacion, en los
tejidos de la planta, activando reacciones de fase I, 1l y 1l (Schwitzguébel, 2015), siendo
efectiva para remocion de compuestos organicos e inorganicos como benceno, tolueno, etil-

benceno, HAPs y xilenos (BTEX) (Arenas-Moya y Hernandez-Caro, 2012).



2.3.2. Fitoestabilizacion

Reside en la estabilizacion del contaminante en el entorno de la rizosfera
promoviendo principalmente la disminucion de la disponibilidad de metales, no obstante,
también se utiliza para componentes de tipo organico hidrofobicos como los PCBs,
hidrocarburos derivados del petrdleo tales como los HAPs, considerada un método mas
viable para la recuperacion de grandes superficies de terreno contaminado (Béarcenas-Calero,

2012; IRNAS, 2015; Alcantara-Andonaire y Llatas-Lluncor, 2019).

2.3.3. Fitoextraccion

También llamada fitoacumulacién, emplea la capacidad de las plantas para absorber
y extraer mediante las raices de las plantas, los contaminantes (principalmente metales) y
acumularlos en tallos y hojas, que posteriormente pueden ser extraidos, destruidas o
recicladas, retirando el metal del suelo, asi también se ha utilizado para la remocién de

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

2.3.4. Fitoestimulacion

Se beneficia de la relacién simbidtica de los exudados radiculares producidos entre la
planta y ciertos microorganismos, dado por procesos fisiolégicos como la produccion de
fitohormonas, compuestos volatiles, enzimas liticas, y siderdforos, esta técnica permite la

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

2.3.5. Fitovolatilizacion

Las plantas por medio de las raices absorben contaminantes del suelo y los
transforman en formas volatiles para ser liberados al medio, sirve para contaminantes
organicos e inorganicos, metales como el mercurio y el selenio son removidos con eficacia

(Alcantara-Andonaire y Llatas-Lluncor, 2019; Beltran-Mallqui y Capristan-Teran 2020).



2.3.6. Rizodegradacion

Se da la interaccidn entre la raiz y los microrganismos rizosféricos, los cuales toman
como fuente de carbono los hidrocarburos del petréleo, convirtiéndolos en dioxido de
carbono (COy), agua y biomasa, degradandolos y facilitando que la planta pueda tener una

facil asimilacién de nutrientes (Pérez-Elizalde, 2018; Aparecida-Viesser et al., 2020).
2.4. Especies ornamentales fitorremediadoras

El uso de plantas ornamentales con valia estética para el uso en investigaciones de
fitorremediacion, permite la observacion y registro de las respuestas de las plantas al estrés
(Jianv et al., 2017). Ademas, proporcionan el embellecimiento de entornos resultando
beneficioso en el ser humano, siendo ventajas de utilizar plantas ornamentales, el hecho de
gue no se incorporan en la cadena alimentaria (Ikeura et al., 2015), pudiéndose desarrollar
ecoturismo en el area contaminada, posterior al cultivo artificial, venderse como plantas de
interior, convirtiéndose en un beneficio econémico que minimiza una gran cantidad de gastos
de disposicion final (Liu et al., 2018). En la tabla 2.4 se describen algunas plantas

degradadoras de hidrocarburos de uso ornamental.



Tabla 2.4. Especies ornamentales para la fitorremediacion de hidrocarburos.

Planta Remocion  Condicion del Contaminante Duracion Pais  Referencias
experimento
Helianthus 10 £ 2% Macetas en Hidrocarburos totales de 40 dias Brasil Martins et
annuus Invernadero petroleo al., 2014.
Fire Phoenix 99.40% Macetas en camara de Fluranteno, pireno, 150 dias China Liu et al.,
crecimiento. Benzo[a]antraceno, criseno, 2014
Benzo|[] fluoranteno,
Benzo[k] fluoranteno, Benzo
[@] pireno, dibenzo [a,
h]antraceno
Tagetes patulay 79.5-99.8%  Experimento de Benzo [o] pireno 92 dias China Sun'y Zhou,
Mirabilis jalapa vy 71.1- cultivo en maceta 2016.
99.9%
Fire Phoenix 99.40% Experimento de Hidrocarburos aromaticos 150 dias China Xiao et al.,
cultivo en maceta policiclicos 2015.
Bassia Scoparia 31.2-57.7%  Area vallada expuesta Hidrocarburos de petrleo y 5 meses Egipt  Moubasher
al ambiente natural HAPs 0 etal., 2015.
Iris dichotoma 19.36% y Macetas en Hidrocarburos totales de 90 dias China Chengetal.,
Pall, Iris lactea 19.35% invernadero petréleo 2016.
Pall
Hylotelephium  37.6-53.3% Macetas en Hidrocarburos totales de 90 dias China Chengetal.,
spectabile invernadero petréleo 2019.
Zinnia hybrida 32% Macetas en camara de Hidrocarburos totales de 60 dias Japén Kai et al.,
“Profusion crecimiento petroleo 2018.
White”
Fire  Phoenix 64.57% y Macetas en camara de Hidrocarburos aromaticos 150 dias China Dai et al.,
(Mezcla de 40.93% crecimiento policiclicos- Cadmio 2020.
Festuca L.)
Tagetes spp. 21%-32% Experimento de Hidrocarburos totales de 3 meses Indon  Prematuri et
cultivo en maceta petréleo esia al., 2019




2.4.1. Tagetes erecta

Es una especie ampliamente comercializada en México y el mundo, mejor conocida
como “cempasuchil” o “flor de muerto”, utilizada como ornamento en ceremonias y rituales
en el dia de los muertos y como fuente de remedios medicinales, gracias a sus propiedades

farmacoldgicas (Ventura-Martinez et al.,2018).

Figura 2.4. Tagetes erecta

Es una planta de ramificacion anual, de entre 60-90 cm de alto, erecta y de color que
varian entre amarillo brillante, amarillo pardusco y naranja, con un interés comercial por los
compuestos activos bioldgicos que posee y por su uso en tecnologias de fitorremediacion
redituables, por su uso en floricultura (Abrile et al., 2021), asi como por su empleo en el
sector alimentario como aditivo y cosmeético, por su contenido en xantofilas, estimandose
que el cultivo de esta especie en distintas partes del mundo abarca méas de 7000 hectareas
(Burlec et al., 2021). para la comercializacion de sus flores que tienen gran demanda en el
mercado nacional e internacional, generando ingresos econdmicos tanto para los agricultores

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

Se refiere que la especie Tagetes erecta ademas de ser usado para la produccion de
aceites esenciales, posee propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y citotdxicas, asi como

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

Igualmente, la biomasa de sus raices le confiere subsistencia y un elemento
determinante para la remediacion de TPH en suelos contaminados (Prematuri et al., 2019).
En un estudio realizado para la remocion de pireno, demostré una tasa de remocion de

68.61%, cuando se le aplicd bioaumentacién (Rajkumari et al., 2021).



El pH optimo para el crecimiento es acido, sin embargo, también puede crecer en
suelos de pH neutro o alcalino. Extiende sus raices en cualquier tipo de textura de suelo ya
sea seco 0 himedo, 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 remocion de hidrocarburos

La fitorremediacion se combina con otras técnicas, como la inoculacion con bacterias
promotoras del crecimiento vegetal para remocion 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 solubilizacion de fésforo inorganico y la mineralizacién de fosfato, asi como
la produccidn de fitohormonas como las auxinas y el &cido indolacético, a partir de triptofano
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

Funcion Descripcion Especies  Referencias

Solubilizaci6 Los fosfatos insolubles se Bacillus Restrepo-

n de fosfato  transforman, en formas asimilables cereus, Bacillus Francoetal.,
por medio de la captacion o thioparans, 2015.
produccién de sustancias por los Paenibacillus
microorganismos o por la quelacion rhizospherae,
de elementos inhibidores de la Paenibacill
solubilizacién us lautus,

Bacillus subtilis.

Produccion Se estimula la germinacion de Rhizobium Marquina et

de semillas en etapas de envejecimiento, tropici, al., 2018.

fitohormonas asi como el crecimiento vegetal a Bradyrhizobium s
causa de la produccion de auxinas, lo  p.,
que ademés aumenta la biomasa y Sinorhizobium sp,
alargamiento de las raices. Azospirillum sp

Control Ciertos microorganismos Bacillus Ortiz-

biologico de promueven el crecimiento mediante thuringiensis, Galeana et

fitopatogenos la ~ produccion  de  sustancias Pantoea ananatis, al., 2018.
insecticidas, antibidticos, 0 Brassica napus

sideroforos que pueden inhibir el
crecimiento de fitopatdgenos.

Continuacién tabla 2.5




Funcion Descripcion Especies Referencias

Fijacion Evitan la perdida de una forma Pseudomo Gaviria-
biolégica de asimilable de N mediante la fijacion nas spp., Giraldo et
nitrogeno de nitrégeno atmosférico, lo que Agrobacterium al., 2018.
incrementa la  germinacién y spp., Pantoea
fructificacion  de  las  raices spp., Enterobacter
conllevando a la disponibilidad de spp., Bacillus
nutrientes para la planta. spp.,  Klebsiella
Spp.,
Stenotrophomona
S spp.
Azotobact
er vinelandii

Ciertas especies bacterianas logran cumplir diversas funciones al mismo tiempo
(Gonzélez y Fuentes, 2017; Leal-Almanza et al., 2018).

Bacterias diazotr6fas como el género Azotobacter, ademas del aporte de nitrégeno
que hacen a través de la Fijacion Bioldgica de Nitrdgeno, pueden promover de forma directa
el crecimiento de las plantas mediante diferentes mecanismos de accién (Hernandez-
Rodriguez et al., 2014).

2.6. Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria del suelo perteneciente a la
gammaproteobacteria, fijadora de nitrégeno (Baars et al., 2016). EI género Azotobacter
considerado de vida libre y metabolismo heterotrofico aerdbico (Véase Figura 2.7),
predomina en los suelos agricolas, con concentraciones menores a 10* células por g de suelo,
(Ebrahimi et al., 2017) y se exhibe tres formas diferenciales de su ciclo vegetativo, las células
jévenes se observan como bacilos mdviles y las adultas esféricas grandes o pequefias,
mientras que las avejentadas se enquistan formando células cocoideas de tamafio mayor
(Nava-Lopez et al., 2017).



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 produccion de
fitohormonas (Hindersah et al.,2017) vy diferentes tipos de sustancias como aminoacidos,
antibidticos antifungicos y siderdforos, y citoquininas (Chennappa et al., 2019), lo cual
favorece el desarrollo de macroporos, aumentando la velocidad de infiltracion, permeabilidad
y aireacion, disminuyendo la plasticidad y la compactacién del suelo (Molina-Solis, 2020),
ademas, los cultivos fertilizados con estas bacterias y con nitrdgeno quimico, consiguen un
aumento de produccion, sobre las cosechas que unicamente es obtenido con fertilizante

quimico concentrado al 100 % (Diaz-Paredes, 2015).

2.7. Contaminantes biodegradados por Azotobacter vinelandii

Asi también, la especie Azotobacter vinelandii posee la capacidad de degradar
contaminantes organicos relacionados a hidrocarburos, asi como compuestos inorganicos tal

y como se observa en la Tabla 2.7



Tabla 2.7. Contaminantes biodegradados por Azotobacter vinelandii

Contaminante Remocién Condicion del Resultados importantes Duracion Referencias
experimento
Petréleo crudo 66.83- 69.6% Reactor de Los diazétrofos mas alla de su funcion en 96 horas  Onwurah y
secuenciacion la fijacion bioldgica de nitrogeno, pueden Nwuke, 2004.
por lotes utilizarse para contribuir a la mejora de la
tasa de biodegradacion. Los resultados
con el consorcio Azotobacter vinelandii
sugieren el cometabolismo de algunos
productos microbianos solubles de
Pseudomonas sp., del petréleo crudo.
Cianuro de Sodio  69,7% Fermentador de Se comprobd por medio de la produccion 66 horas  Koksunan et al.,
3L de metano la actividad de la nitrogenasa en 2013.
el proceso de remocién de cianuro.
Nitritos (NO3) 84.06 % Biorreactor air Degrada concentraciones de hasta 25 7 dias Diaz-Paredes,
liftde1L mg/L y a mayor inoculo de biomasa la 2015.
eficiencia de degradacion se incrementa.
Aceite de petroleo  60,29% Escala de Demostré un potencial de degradacion 42 dias  Suryatmana et
al 5% microcosmos en mayor en comparacion con el tratamiento al., 2018.
invernadero control.
Diésel 40 g/kg y 95-97% Laboratorio El consorcio bacteriano que incluye 5meses Chachina et al.,

petroleo 60 g/kg

Continuacion tabla 2.7

Azotobacter vinelandii  favorecié la
supervivencia de Dendrobena veneta en
concentraciones mayores de aceite.

2019.



Contaminante Remocién Condicion del  Resultados importantes Duracion  Referencias
experimento

Diésel 83.1% Laboratorio en El consorcio desarrollado con Azotobacter ~ 40 dias  Chaudhary et
recipientes  de vinelandii compensé la limitacion de al., 20109.
poliestireno nitrégeno y elimind la necesidad de

nitrégeno exdgeno en la biorremediacion.

Clorpirifos al 1% 88% Laboratorio El crecimiento de Azotobacter se redujo 8 dias Chennappa et
ligeramente mediante la adicion de 3% - al., 20109.
5% de forato al medio de cultivo, pero no
al 1%

lones de zinc 95.5216% Laboratorio Se obtuvo mayor absorcion de iones de 24 horas  El-Barbaryy El-
zinc en medio utilizando oxalato de Badry, 20109.
amonio, como fuente de nitrogeno.

Niquel (11) 88 % Laboratorio en Se aplicaron dos etapas con condiciones 24 horas El-Barbary y El-
agitador especiales con tamarfio de indculo de 0,1 x Badry, 20109.
rotatorio 10 29 UFC a o pH 7 y fuente de energia

glucosa y oxalato de amonio como fuente
de carbono y nitrégeno.

Médula de Bonote 17% Area cubierta en  Reduccion del contenido de 25dias  Kumar y
macetas lignocelulosas y tamafio de particula, Shankar, 2019.

mejora del contenido de NPK y el
producto resultante se considera efectivo
estiércol para plantas.

Aceite  residual De 35000 ppmse Invernadero El suelo enriquecido facilita que P. 33 dias  Marques-

automotriz redujo a 1152 vulgaris con A. vinelandii y P. polymyxa Benavides,

ppm reduzcan la concentracion en menor 2020.

cantidad a la maxima permitida.




2.8. Inmovilizacion

La bioaumentacion con microorganismos libres pueden verse afectado por diversos
factores ambientales como la falta de control sobre el crecimiento, asi como la exposicion de
estos a un ambiente nuevo relativamente hostil, sin embargo, la inmovilizacion ofrece
ventajas como la adaptacion microbiana y formacidn de microambientes para la degradacion

de compuestos recalcitrantes (Pérez-Garcia, 2015)

Recientemente, se ha hecho uso de la inmovilizacion celular en el area biotecnolégica
para procesos como la biorremediacion y biodegradacion de contaminantes, observando que,
a diferencia de las bacterias de vida libre, las inmovilizadas son mas activas y exhiben

diferencias en la expresion génica (Zur, et al., 2016).

La preservacion 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 inmovilizacién en bioportadores, aumentan la biodegradacion
del petréleo crudo, la poblacion y actividad bacteriana total a causa de la mejora del oxigeno,

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

El polimero orgdnico més utilizado en procesos de inmovilizacion por su facil
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 opcion (Reyes-Reyes et al., 2018).

Existen 2 tipos de inmovilizacion: la artificial en la cual las células se incorporan en
una matriz formada mediante técnicas quimicas o fisicas, que consisten en suspender al

microorganismo en una solucion liquida con los monémeros de la macromolécula de



inmovilizacion y la natural dada por la adsorcion espontanea de células a diferentes tipos de
soportes, en los cuales las células se unen por interacciones no especificas débiles formando
una matriz de polimeros extracelulares que las mismas secretan (Britos, 2012). En la tabla
2.8, se muestran ejemplos de matrices de inmovilizacion naturales y artificiales, y los usos

en el area ambiental para la remocion de contaminante.

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

Matriz Célula inmovilizada Uso biotecnoldgico Referencias
Espuma de Prototheca zopfii Remocion de Garzon-Jiménez
poliuretano hidrocarburos en suelo y Barragan-

Huerta, 2008.
Zeolita Biomasa sulfato- Tratamiento de efluentes Gastélum-Rosas,
clinoptilolita reductora. con metales pesados 2014
Luffa Aspergillus niger, Degradacion de Acosta Rubi,
cylindrica Fusarium solani y hidrocarburos en 2017

Fusarium oxysporum, ambientes acuaticos
Candida orthopsilosis

y Rhodotorula

mucilaginosa,

Pseudomonas putida y

Klebsiella variicola

Goma gellan Rhodococcus UKMP-  Degradacion de cianuro Maniyam et al.,
5M 2017

Alginato  de Aspergillus niger Degradacion de Baldera Saavedra

calcio hexadecano y Noriega Pérez,

2018.

Esponja de Scenedesmus sp. Remocion de nitrdgeno, Rosales et

Luffa fésforo y cromo. al.,2018

Perlas de Chlorella sp Remocion de plomo Trivifio-Tonato,

alginato 2018

Alginato  de Sphingomonas Degradacion de Wangetal., 2019

calcio pseudosanguinis y hidrocarburos aromaticos

Pseudomonas stutzeri  policiclicos de tres y cuatro
anillos  fenantreno vy
fluoranteno

Continuacion de tabla 2.8




Matriz Célula inmovilizada Uso biotecnoldgico Referencias
Acido borico- Klebsiella sp Degradacion de Xuetal.,2019
CaCl; en Hidrocarburos Aromaticos
alcohol Policiclicos
polivinilico-

Alginato  de

sodio-Nano

alumina.

Goma gellan Thalassospira Biodegradacion de Maliki et
profundimaris  strain Carbazol al.,2020
MOQ2

Carbon Azotobacter sp Biofertilizante en Gallegos et al.,

activado acuacultura. 2014

Investigaciones sefialan que el método méas adecuado para mantener la viabilidad de

Azotobacter es la conservacion mediante liofilizacion e inmovilizacién en polimeros secos

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

2.9. Mecanismos de biodegradacion bacteriana para compuestos de diésel

2.9.1 Biodegradacion de hidrocarburos alifaticos saturados

Los alcanos son mas susceptibles a la biodegradacion en comparacion a los

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

y aerobias, siendo esta ultima la mas rapida, las vias de oxidacion de alcanos se inician por

una etapa de activacion que implica la oxidacion del sustrato por mecanismos, como son la

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

2015).



Figura 2.8. Esquema representativo de biodegradacion de hidrocarburos alifaticos

saturados
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Nota: Recuperado de Varjani, 2017.

La oxidacion terminal por accién 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 aldehido y acidos grasos, los cuales son

degradados por medio de la - oxidacion 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 proteinas que catalizan la adicion de oxigeno de diversos

compuestos relacionados a hidrocarburos promoviendo su degradacion (I1zquierdo-Romero,

2013; Kothari et al., 2013).



2.9.2 Biodegradacion de compuestos aromaticos

La tasa de consumo disminuye a mayor nimero de anillos aromaticos 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 dias para el fenantreno y de hasta 1 400 dias
para el benzo[a]pireno (Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo, 2015).

Para la biodegradacion de los HAP existen diferentes mecanismos que esencialmente
buscan romper el anillo aromatico, las bacterias utilizan mono y dioxigenasas para la
formacion de un diol en los anillos aromaticos (Figura 2.9), lo cual facilita su ruptura
formando é&cido dicarboxilico que ingresan posteriormente como intermediarios del

metabolismo del ciclo de acido tricarboxilico (Varjani, 2017; Chirivi-Salomén, 2020).

Figura 2.9. Esquema representativo de biodegradacion de HAPs*

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

3.1. Muestreo

Se identificd una zona agricola impactada por derrame de hidrocarburos en la region
de Acatzingo, Puebla, recolectandose 20 kg de suelo contaminado.
3.1.3. Cuantificacion de mg kg-1 de Diésel residual por gravimetria

La extraccion 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 (Na2S04), colocandolos en la estufa a 105°C por 24 horas.

Por triplicado, se procedio a la extraccion del hidrocarburo de cada muestra, se realizo
por bafio ultrasénico, con una metodologia 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 adicion posterior de 15 ml de una solucion diclorometano-
acetona 1:1 (v/v) y se sometié a bafio ultrasonico por 45 min con intervalos de 10 min de
ultrasonicacion y 5 min de reposo. Posteriormente, las muestras se transfirieron a tubos falcon
de 15 ml para centrifugarse por 10 min a 2000 rpm. Por altimo, se recuperd el sobrenadante
en los tubos previamente tarados y se dejo evaporar el disolvente en campana de extraccion
hasta sequedad. El diésel residual contenido en los tubos de ensayo, se utilizaron para los
analisis gravimétricos en la determinacion de partes por millén (ppm) de diésel residual,
tomando en cuenta los siguientes calculos:

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

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

P = cantidad de suelo utilizado (g)



3.1.3.1. Porcentaje de remocion de diésel. ElI porcentaje de remocién del
hidrocarburo para ambos métodos se calculara con la siguiente férmula:
Donde:

» HTPs inicial — HTPsfinal
% Remocion HTPs = HTPs inicial x 100

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

HTPs Final= Sumatoria de HTPs al final del Ensayo de biorremediacion.
3.1.2. Caracterizacion de suelo

La caracterizacion fisica y quimica del suelo muestreado se realiz6 en base a la NOM-
021-RECNAT-2000 (Alvarez-Jiménez et al., 2019), los parametros que se tomaron en cuenta
y el método que se utilizo, se muestra en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1.4. Parametros fisicos y quimicos del suelo*

Pardmetro Método
pH AS-02

Materia organica Ignicién

Contenido de humedad Dager et al., 2018
Textura del suelo AS-09
Conductividad eléctrica AS-18
Capacidad de Campo Cap. Campo de Napoles et al.,2015
Nitrégeno total (%) Kjeldahl
Fosforo (ppm) Espectometria

* NOM-021-RECNAT-2000

3.1.5. Conteo total de bacterias
El conteo bacteriano inicial del suelo contaminado se realiz6 por triplicado con un
volumen de inoculo de 0.1 ml sobre agar nutritivo y se incubo a 29°C durante 48 horas. Se
realizd 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.



3.1.6. Andlisis de dafio genético y celular

Para observar la toxicidad del suelo contaminado (Galindo-Pérez et al., 2017), se
realizaran 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 Fiskesjo (1985) mediante el indice mitdtico y conteo de aberraciones
cromosomicas.

Etapa 2. Propagacion de plantulas y bacterias.

3.2.1 Propagacion de Tagetes erecta

Serealizo 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
germinacion de musgo canadiense, durante un periodo de 20 dias. Después de la aparicion
de dos pares de hojas verdaderas se realizo el trasplante a las unidades experimentales (Tabla
3.2.3)
3.2.2 Inmovilizacion de Azotobacter vinelandii

3.2.2.1 Cultivo. Para la propagacion de la cepa A. vinelandii, se realizo su cultivo en
medio NBRC (composicion en gr x L-1: extracto de levadura, 1; D-manitol, 5; K2HPO4,
0.7; KH2PO4, 0.1; MgS04 x 7TH20, 1; pH 7 + 0.05). Se inocularan matraces Erlenmeyer de
500 ml con 100 ml de medio de cultivo NBRC y se cultivaran a 28 °C durante 72 horas 200
rpm para obtener la poblacion bacteriana méaxima (Conde-Avila 2020).

3.2.2.2. Curva de crecimiento de Azotobacter vinelandi. Para la evaluacion del
crecimiento de Azotobacter v., se tomd la alicuota de 1 ml de un preinoculo reposado una
noche previa, y se inoculo en matraces con cultivo NBRC para la propagacién de la bacteria,
posteriormente, se realizaron muestreos de 3 ml a las Oh, 0.5h, 1h, 1.5h, 2h, 2.5h, 4h ,5h ,22h

,24h, 26h, 28h, 48h,50h, 52h, 72h (Herrera-Gutiérrez y Millan-Arboleda, 2018), para el



registro de la densidad Gptica por triplicado a 600 nm, y a su vez se tomo una alicuota de 1ml
para la realizacion de diluciones seriadas y siembra en placa para la determinacion de las
unidades formadoras de colonia a los intervalos de tiempo establecidos para la lectura de las
absorbancias (Stephenson, 2010).

3.2.2.3. Inmovilizacién encapsulacion en alginato de sodio. La biomasa obtenida
de A. vinelandii se encapsul6 mediante la técnica descrita por Conde-Avila (2020), se realiz6
la mezcla de 2 ml de inoculo, en una solucién estéril de alginato de sodio a una concentracion
final de 2% (p / v), y se incubd a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente para la
obtencion de las perlas de encapsulacion, se adiciond gota a gota una alicuota de la
suspension de alginato con A. vinelandii a una solucién estéril de cloruro de calcio 0.1 M
(CaCly). Las celulas inmovilizadas se conservaran 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 realizo 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 refrigeracion.

3.2.2.5. Conteo de Azotobacter vinelandii inmovilizada. Para la obtencién de la
concentracion bacteriana encapsulada, se procedi6 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 solucion salina a 0.85% estéril con agitacion a 30° C, posteriormente se
realizé el conteo por diluciones seriadas y siembra en placa de acuerdo con el protocolo
modificado de Reyes-Reyes et al., (2018) y su incubacion a 29° C por 48 horas.

3.2.3. Disefio de experimentos



Se utilizaron 40 unidades experimentales de manera aleatoria para observar la
remocion de diésel, los cuales se dividieron en 7 grupos de tratamientos con suelo
contaminado en condiciones de invernadero y un tratamiento O para la observacion de la
microbiota autdctona (control negativo). Las unidades experimentales fueron macetas de 500
g para la plantacién e inoculacion de Azotobacter v. por maceta de acuerdo con el disefio
experimental mostrado en la tabla 3.1. El disefio fue completamente aleatorizado con disefio
de cuadrado latino (Véase figura 3.1), y las variables de respuesta seran; peso seco (g), peso
hamedo (g), largo aéreo (cm), largo raiz (cm), ancho (cm), para la planta. Mientras que en el
suelo se midié diésel residual (ppm), pH, conductividad eléctrica y materia organica.

Figura 3.2. Esquema de ordenamiento de unidades experimentales en disefio de cuadrado
latino

T7 T6 T5 T4 T3
T6 T5 T4 T3 T2
T5 T4 T3 T2 T1
T4 T3 T2 T1 TO
T3 T2 T1 T0 T7
T2 T1 TO T7 T6
T1 TO 17 T6 T5
TO T7 T6 T5 T4




Figura 3.3. Unidades experimentales en cuadrado latino en invernadero

Tabla 3.2.3. Disefio experimental

Tratamientos Suelo contaminado Repeticiones

T0 5)
T1
T2
T3
T4
TS5
T6
T7

XXX XXX XX
ool or ol o1 al

* TO= Atenuacion natural

T1= Planta

T2=bacteria (Liquido)

T3= bacteria (Liquido) + 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



Etapa 3. Biorremediacion

El ensayo de biorremediacion tuvo una duracion de 50 dias, y se midieron los
siguientes pardmetros.
3.3.1 Parametros fisiologicos de la planta

3.3.1.1. Medicion de indice 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 raiz (cm), peso hiumedo (g) y peso seco (g) para
cada unidad experimental. Posteriormente se obtuvo el indice de calidad de Dickson

(Villalobn-Mendoza, 2016) de acuerdo con la siguiente formula.

PST
Indice de calidad de Dickson (IDC) = 1 PSA

D T 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: diametro de la planta (mm)
3.3.2 Analisis de suelo biorremediado

3.3.2.1. Cuantificacion de diésel residual en suelo biorremediado. Para la
cuantificacion del diésel residual, se realizd por muestra compuesta en la cual, se
homogeneizd la tierra de cada uno de los 8 tratamientos y de la mezcla se tomaron 3 alicuotas

para realizar por triplicado por tratamiento.



3.3.2.2. Conteo total de bacterias. Se realizo la cuenta de microorganismos totales
en suelo biorrremediado mediante la técnica de diluciones seriadas y siembra en placa.

3.3.2.3. Analisis de dafio genético y celular. La evaluacion de la genotoxicidad y la
citotoxicidad en los diferentes tratamientos se realizara de acuerdo con el protocolo de
Fiskesjo (1985), mediante el indice mitdtico y conteo de aberraciones cromosomicas.

3.3.2.4. Extraccion de ADN y PCR en tiempo real tratamientos con Azotobacter
vinelandii. Para la extraccion de ADN de suelo se obtuvo con el Quick-DNA™ Fecal/Soil
Microbe Miniprep Kit de la corporacion de Zymo research, de acuerdo con el protoloco

descrito por el fabricante, y se realiz6 PCR.



Capitulo IV

RESULTADOS Y
DISCUSION



Etapa 1. Suelo inicial

4.1 Caracterizacion del suelo

En la tabla 4.1 se muestran todos los pardmetros iniciales obtenidos para la
caracterizacion inicial del suelo, asi como de la concentracion inicial de diésel residual por
gravimetria, materia organica, pH, conductividad eléctrica y UFC/g, previo al proceso de

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

Tabla 4.1. Caracterizacion del suelo

Parametro Método Valores
Contenido de humedad AS-05 2.14210%
Capacidad de campo Retencion de agua 35 %
Textura del suelo AS-09 Arenoso
Densidad aparente Probeta 1.29 g/ml
Nitrogeno total Kjeldahl 0.39% de N
Fosforo Espectrofotometria 20.32 mg/Kg
Materia organica Calcinacion 9.2457%
Diésel Gravimetria 8710.15
UFC Dilucién seriada y siembra 9.17x107
en placa
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
biodegradacion de hidrocarburos aromaticos, sin embargo, en porcentajes bajos puede
favorecerse la degradacion por organismos aerébicos por medio de la adicion de humedad en
el suelo, incrementando el oxigeno disponible, el valor obtenido para el suelo contaminado

de 2.14210%, y fue aumentada con la adicion de 35 ml/100 g de agua cada 24 horas,



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 tamafio de particulas, en tabla 4.2 se muestran la correspondiente

a la Sociedad Internacional de la Ciencia del Suelo.

Tabla 4.2. Tamafio de particulas de acuerdo con la fraccion de suelo

Fraccion del suelo  Departamento de Diémetros limites en mm
Agricultura de Estados
Unidos

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 fraccion y clasificados de acuerdo con el tamafio de
particula 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 gue los suelos arcillosos reportan los niveles mas altos de
degradacion, sin embargo, a menor contenido de arcilla menor adsorcion de los
hidrocarburos, favoreciendo la degradacién microbiana. Por otro parte los suelos arcillosos
y limosos reducen la entrada de oxigeno por sus grados de compactacion y el tamafio de sus
agregados, a diferencia de los suelos arenosos los cuales poseen espacios porosos que
permiten el drenaje del agua y una mejor aireacién en los espacios entre particulas (Pineda

et al., 2020), por lo que el crecimiento de Azotobacter v. se veria favorecido por su



metabolismo aerdbico (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

compactacion y porosidad permitiendo la aireacion (Alvarez-Jiménez et al., 2019)

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

Tipo de suelo  Tamanio de particulas 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. Tridngulo de textura del sistema de clasificacion de la USDA
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*NOM-021-RECNAT-2000.
Tabla 4.4. Densidad aparente

Tipo de suelo g/cm3
Organicos volcanicos 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 compactacion y aireacion (Alvarez-Jiménez et al., 2019).



Por otro lado, de acuerdo con la tabla 4.4, el nitrégeno total obtenido de 0.39% se
clasifica en un valor muy alto, relacionado con la fertilizacion de suelos agricolas, lo cual
puede resultar favorable dado que el nitrégeno es precursor para la sintesis de aminoacidos

y enzimas (Néapoles, et al.,2015)

Tabla 4.4. Valores de Nitrogeno total y su clasificacion*

Clase Nitogeno total (%0)
Muy bajo <0.05
Bajo 0.05-0.10
Medio 0.10-0.15
Alto 0.15-0.25
Muy alto >0.25

*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

etal., 2016).

Tabla 4.5. Valores de fosforo total y su clasificacion*

Clase mg kgldeP
Bajo <55
Medio 5.5-11
Alto >11

*NOM-021-RECNAT 2000



4.2. Etapa 2. Propagacion de plantulas y bacterias.

4.2.1. Cultivo de Azotobacter vinelandii

La incubacién de Azotobacter vinelandii a las 72 horas de incubacion, generdé un
inoculo de concentracion final de 1.41x10° como se muestra en la tabla 4.6, alcanzando la
fase estacionaria a las 48 horas de cultivo, tal como se muestra en el gréafico 4.1., en donde
se observa el comportamiento del crecimiento, estos resultados son similares a los obtenidos
por Herrera-Gutiérrez y Millan-Arboleda (2018), con la cepa de Azotobacter sp. CAT, en

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

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

T(h) DO UFC/mL
0.5 0.021 7.35x10°
1 0.036 7.40x10°
1.5 0.04 1.55x10°
2 0.044 2.30x10°
2.5 0.058 1.60x10°
4 0.08 1.90x10°
5 0.082 2.45x10°
22 7.272 7.05x10°
24 8.88 7.60x10°
26 9.954 7.80x10°
28 9.999 9.50x10°
48 20.115 2.75x10%0
50 20.097 1.90x1010
52 20.52 2.05x10%°
54 20.493 9.0 x10%°

72 20.52 1.005x10*




Grafico 4.1. Crecimiento de Azotobacter vinelandii hasta las 72 horas

Curva de crecimiento de Azorobacter vinelandii
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Figura 4.2. Conteo bacteriano de Azotobacter vinelandii

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

definidas

4.2.2. Inmovilizacién de Azotobacter vinelandii

Se obtuvo un promedio de 23 perlas/ml de alginato de sodio con una concentracion
bacteriana de 1.08x10° UFC/g de perlas, cercano a lo reportado por Reyes-Reyes et al.,
(2018), quienes reportan la inmovilizacion de un consorcio petrolifero con una concentracion
de 5.5 x 10" UFC/mL, siendo el alginato un excelente material bioportador de Azotobacter

vinelandii (Rojas-Tapias, 2013),



Figura 4.3. Perlas de Azotobacter vinelandii inmovilizada en CaCl>

4.2.2.1. Viabilidad de Azotobacter vinelandii inmovilizada

Se colocaron las perlas en medio NBRC en dos condiciones de almacenamiento,
observandose que, a las 48 horas de siembra del inmovilizado en las cajas almacenadas a
temperatura ambiente a las Oh, 24h, 48h y 72h (VVéase figura 4.4), se observd crecimiento de
UFC, las cuales se indican en la Tabla 4.7. Sin embargo, las almacenadas en refrigeracion,
mostraron crecimiento hasta los 14 dias de almacenamiento, indicando un periodo util de
almacenamiento fuera de la solucion de CaCly, 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.



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




4.3. ETAPA3

Tabla 4.8. Cuantificacion de mg kg-1 de Diésel residual por gravimetria y parametros fisicogimcos inicial y finales.

Dia Tratamiento pH Conductivid UFC/g Carbono Diésel residual mg % de
ad eléctrica orgéanico (g) kgt remocion
dsS/m*!
1 Suelo contaminado inicial 7.47+0.10 0.214 dS/m 9.17x107+2.08x107 0.0925+0.09 8710.15+1032.90 N/A
50 TO=Atenuacion natural 8.02 +0.02 0.7067 4.83x108 + 0.0626+0.62 6132.84+255.13 42.1945.92
c 0.05 1.44x108 bc abc
c b
T1=Planta 7.99 +0.07 0.3600 5.33x10°+ 0.0616+0.14 6270.89£1061.07  41.63+24.31
c 0.02 2.02x10° c abc
d b
T2=Bacteria (Liquida) 8.61+0.01 1.1190 + 5.17x108+ 1.26x108 0.0719+0.81 7121.06+245.55 25.86+7.24
b 0.04 b abc abc
b
T3=Bacteria (Liquida)+ 8.70£0.04 1.4770 £ 3.83x1010 + 0.0624+0.06 5624.74+24.63 54.85+0.68
Planta ab 0.22 1.15x10%° bc bc
a a
T4=Bacteria (perlas de 8.74 £ 0.08 0.9643 + 3.67x108 + 1.15x108 0.0765+0.34 7229.85+543.22 25.60+11.91
alginato de sodio) ab 0.13 b a ab
bc
T5=Bacteria (perlas de 8.83+0.05 0.8307 + 8.00x108 + 0.0701+0.20 5595.91+298.00 55.96+8.54
alginato de sodio) + Planta a 0.05 3.00x108 abc c
bc b
T6=Perlas de alginato de 8.66 + 0.04 0.9040 + 1.08x10°+ 0.0735+0.17 6327.34+171.79 31.92+3.74
sodio+ Planta b 0.09 1.76x108 ab abc
bc b
T7=Perlas de alginato de 8.64 +0.03 0.8990 + 5.67x108 % 0.0758+0.29 7281.72+239.99 24.05+8.42
sodio b 0.18 1.04x108 a a
bc b
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 a=0.05

NA=No aplica



43.1.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 tampdn provocada por cambios en
la materia organica y arcillas las cuales disminuyen variaciones del pH (Casals-Pérez et al.,

2020).

Tabla 4.9. Valores de pH y su clasificacion*

Clasificacion pH
Fuertemente acido <5.0
Moderadamente acido 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 6ptimo para los microorganismos en suelo se considera en un rango de 5.0 a
8.0, no obstante, pH alcalinos de entre 7.5y 10.0 permiten degradacion microbiana minima
(Kebede et al., 2021), aunque el pH alcalino afecta la disponibilidad de nutrientes (Cancho y
Silva, 2015), el aumento no bloque6 la degradacion 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.



Grafico 4.2. Prueba T test paired para pH al inicio y final del proceso de
biorremediacion
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En el gréfico 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 limitd 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)

Gréfico 4.3. One way ANOVA para pH entre tratamientos al final del proceso
de biorremediacién
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4.3.2. Conductividad eléctrica

Se realiz6 la medicion 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 parametro es afectado por la concentracion de iones solubles, al ser despreciable la
salinidad no intervino en el crecimiento de los microorganismos (Jiménez-Hernandez y

Guerra-Sanchez, 2016).

Tabla 4.8. Valores de conductividad eléctrica*

CEdSmta25°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 grafico 4.4 se observa que el valor de conductividad eléctrica después
del ensayo de biorremediacion aumentd 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, fenémeno que implica actividad
degradativa microbiana y liberacion de compuestos salinos propios del hidrocarburo y

procesos de oxidacion y reduccion (Zamora et al.,2012).



Grafico 4.4. Prueba T test paired para conductividad eléctrica al inicio y
final del proceso de biorremediacion
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Se realizo ANOVA para observar diferencias entre los tratamientos, sin embargo, solo
el tratamiento de Tagetes erecta y Azotobacter v. liquida (T3), presento la mayor

conductividad eléctrica como se observa en el gréafico 4.5.

Grafico 4.5. One way ANOVA para conductividad eléctrica entre
tratamientos al final del proceso de biorremediacion
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4.2.4. Conteo total de bacterias

El conteo inicial de microorganismos previo a los tratamientos fue de 9.17x107
UFC/g (Tabla 1), similar a lo reportado por Quintero et al., (2016), donde se estim¢ 2.02x106
UFC/g para un suelo contaminado con hidrocarburos totales de petréleo. Por otro lado, la
prueba de T-student mostré un aumento estadisticamente significativo en la mayoria de los
tratamientos (Gréafico 4.6). Por otra parte, el crecimiento bacteriano en los tratamientos con
Tagetes erecta, demuestra que una fraccion de la microbiota rizosférica logré utilizar el diésel
como fuente de carbono o energia (Diaz et al., 2021). Resultados similares fueron obtenidos
por Chuluuny Rhee, 2014, con Perennial ryegrass (Lolium perenne L.), en donde se observé
el aumento de microorganismos heterétrofos cultivables en todos los tratamientos con plantas
en ordenes de 108 y 10° 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 rizoestimulacion pudo observarse en el tratamiento T3 (Tagetes
erecta + Azotobacter vinelandii), cuya media de crecimiento bacteriano de 3.83x10'° UFC/g
de suelo, fue estadisticamente mayor a los otros tratamientos (P=0.0000) (Gréfico 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).



Grafico 4.6. Prueba T test paired para UFC/g al inicio y final del proceso de
biorremediacion
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Grafico 4.7. One way ANOVA para UFC/g entre tratamientos al final del
proceso de biorremediacion
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4.2.2. Materia organica

Se presentd un contenido de materia organica para el suelo contaminado con
hidrocarburos de 9.25 %, considerado alto contenido de materia organica de acuerdo con lo
indicado en la tabla 4.9, esto se explica por la presencia de compuestos carbonados implicitos
en el diésel, parametro que incrementa con la presencia de hidrocarburos en suelo (Martinez,

2001).

Tabla 4.9. Valores de materia organica

Clase Materia organica (%)
Suelos volcanicos Suelos no volcanicos

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

*NOM-021-RECNAT 2000

No obstante, la actividad de la microbiota autdctona 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 liquida (P=0.0019), T5= Planta+bacteria inmovilizada
(P=0.0041), mostraron menor contenido de carbono organico con respecto al suelo inicial
(Tabla 4.8). En el gréfico 4.8, se observa que hubo diferencias significativas en todos los

tratamientos.



Grafico 4.8. Prueba T test paired para materia organica al inicio y final del
proceso de biorremediacion
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Se realizo ANOVA para observar las diferencias entre los tratamientos, en el grafico 4.9,
puede visualizarse que no hubo correlacion entre los porcentajes de degradacion y la materia
organica, dado que el tratamiento 5, pese a que presento estadisticamente el mayor porcentaje

de remocidén con 55.96% no obtuvo el menor contenido de materia organica.

Grafico 4.9. One way ANOVA para materia organica entre tratamientos al
final del proceso de biorremediacion
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4.2.3. Cuantificacion de diésel residual

La concentracion inicial de hidrocarburos fue de 8710.1480 mg/kg, Rodriguez et al.,
(2012), concluye que una concentracion de 6270 mg/kg™ se considera como el limite inferior
de tolerancia de hidrocarburos para los microorganismos, por lo que pudo haber sido un
factor limitante para la biodegradacion de diésel, igualmente en la Tabla 4.10 se observa que
el valor obtenido rebasa los limites permitidos de la fraccion media en suelo agricola de
acuerdo con la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, incrementandose 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
carcinogeénicas (Onofre-Dolores et al., 2013; Rodriguez-Campos et al., 2019). En la Figura
4.5 se muestra el extracto de diésel después de la evaporacion del solvente para todas las

extracciones.

Figura 4.5. Cuantificacién por triplicado de diésel residual
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Tabla 4.10. Limites maximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en suelo

FRACCION USO DE SUELO (mg/kg)
DE HIDROCARBUROS Agricola, Residencial Industrial
forestal, pecuario Yy recreativo y comercial
y de conservacion
Ligera 200 200 500
Media 1200 1200 5000
Pesada 3000 3000 6000

*NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012

Los suelos agricolas contaminados con hidrocarburos sufren la modificacion de las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, afectando su fertilidad y el rendimiento de las
cosechas por los cambios de pH, salinidad, compactacion y reduccion de nutrientes (Cabrera-

Lobelo y Unibio-Salcedo, 2019).

Gréfico 4.10. Prueba T test paired para diésel residual al inicio y final del
proceso de biorremediacién
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Por otro lado, la prueba de T pareada para concentracion de diésel mostro diferencias
significativas para el TO= Microbiota autéctona (P=0.0294), debido a que la microbiota
autoctona estimulada por factores abioticos como la humedad, oxigeno y temperatura logra

promover la degradacién mediante el uso de hidrocarburos como fuente de energia (Silva



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 estadisticamente significativos con respecto al suelo inicial (Gréafico 4.10 ), fendmeno
atribuido al sistema denso de raices de la especie Tagetes erecta, que permite el desarrollo
de microorganismos asociados, promoviendo la biodegradacion (Rajkumari et al., 2021),
que, al ser bioestimulada por A.vinelandii, la cual posee distintos mecanismos para la
remocion de hidrocarburos tales como la fijacion de nitrégeno esencial para el crecimiento
de raices, incrementa la presencia de exudados que contribuyen a la degradacion (Suryatmana
et al.,2019). Igualmente, A. vinelandii tiene la capacidad de producir biosurfactantes,
reduciendo la tensién superficial de los hidrocarburos, favoreciendo la interaccion 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 disminucién 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, impidi6 una remocion significativa (P=0.1904),
diversas investigaciones demuestran la importancia de la bioaumentacion principalmente
bacterias exdgenas en procesos de descontaminacion debido a su capacidad catalitica de
compuestos hidrocarbonados (Laothamteep et al., 2022). No obstante, los tratamientos T2=
Azotobacter vinelandii y T4 = Azotobacter vinelandii inmovilizada no presentaron
diferencias estadisticamente 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 aclimatacion al contaminante, sumado a los fatores bidticos y

abidticos perjudicando su crecimiento y por tanto, el proceso de biodegradacion (Innemanova



etal., 2018). Al realizar ANOVA one way (Grafico 4.11), se observan diferencias estadisticas
significativas entre las concentraciones de diésel residual en los tratamientos (Tabla 4.8), no
obstante, no se logra establecer un factor comdn que determine el tratamiento con mayor
eficacia en la remocion de hidrocarburos, dado que los tratamientos comparten grupos
estadisticos iguales. Sin embargo, se observa que los tratamientos T3=Tagetes erecta +
A.vinelandii y T5= Tagetes erecta + A.vinelandii inmovilizada, son estadisticamente
diferentes al tratamiento T7 = Perlas de alginato de sodio sin Azotobacter vinelandii, el cual
en la prueba T-student, no mostro remocion significativa con respecto al suelo inicial,
enfatizando que la presencia de la planta influye en la mejora del proceso de biodegradacion
del contaminante, mejorando las tasas de remocidn, debido a que se promueve la aireacién
del suelo, esencial para los procesos aerobicos de remocion de hidrocarburos (Mcintosh et
al., 2017) y que ademas, cuando la rizoremediacidn se asiste por microorganismos, provoca

cambios en la microbiota autoctona, que favorecen la degradacion (Pandey et al., 2021).

Grafico 4.11. One way ANOVA para mg kg de diésel residual entre
tratamientos al final del proceso de biorremediacion
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4.3.1 Parametros fisiologicos de la planta

Tabla 4.11. Parametros fisoldgicos de la planta

Tratamient Largo Largo Diamet Peso Peso seco Pesoseco  Peso ICD
0 aéreo raiz (cm) ro hamedo total (g) aéreo(g)  seco
(cm) (mm) total(g) raiz (g)
Tl 6.4000 4.7333+ 21000 0.7957+ 0.1241+ 0.0581+ 0.0661+ 0.9857 £
+ 1.2097 + 0.2065 0.0299 0.0085  0.0250  0.3067
0.5568 a 0.2000 a a a a b
a ab
T3 6.3000+ 6.9000+ 2.3333+ 0.8406+ 0.1303+ 0.0596+ 0.0707+ 0.8907%
2.8688 3.9230 0.3215 0.1332 0.0264 0.0139  0.0129  0.0568
a a a a a a a b
T5 48333 6.4667+ 2.0333 0.7539+ 0.1217+ 0.0676+ 0.0541 1.4568 +
+ 1.4844 + 0.4687 0.0403 0.0268 + 0.6365
1.3051 a 0.9018 ab a a 0.0229 a
a ab ab
T6 3.4333 23000+ 0.8667 0.1231+ 0.0557+ 0.0419+ 0.0138 3.8809
+ 0.2646 + 0.0501 0.0186 0.0104 + 1.9705
0.2082 a 0.0577 b a a 0.0102 a
a b b
P value 0.1547  0.1134  0.0252 0.0326 0.0484 0.3488  0.0224  0.0250

El indice 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 fisiologia 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 rizorremediacion, puede

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

2016), que, sumado a la compactacion y poca retencion de humedad, asi como a las

caracteristicas fisicogquimicas adversas del suelo, disminuyen la calidad de la planta

(Hajabbasi, 2016).



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) TO= Atenuacion natural, ¢) T1= Planta, d) T2= Bacteria

(Liquida), e) T3= Bacteria (Liquida)+ 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



Tabla 4.15. Parametros fisiologicos de Allium sativum

Tratamientos Raices Largo tallo
(cm)
Sl Suelo inicial 2.067+0.351 10.63+5.91
a ab
T0 Atenuacion natural 1.67+0.29 12.300+0.693
ab a
T1 Planta 0.50+0.52 10.80+2.65
d ab
T2 Bacteria (Liquida) 0.70+0.10 9.833+0.808
cd abc
T3 Bacteria (Liquida)+ Planta 0.97+0.11 4.433+0.577
bcd bcd
T4 Bacteria (perlas de alginato de sodio) 0.97+0.21 10.500£1.646
bcd abc
T5 Bacteria (perlas de alginato de sodio) + Planta 0.80+0.10 2.600+0.400
cd d
T6 Perlas de alginato de sodio+ Planta 1.13+0.06 4.033+£1.007
bcd cd
T7 Perlas de alginato de sodio 1.30+0.10 4.233+0.551
bc bd
P value 0.000 0.000




Tabla 4.16. Pardmetros genéticos y celulares en plantulas de Allium sativum
expuesto a suelo contaminado y biorremediado

Tratamientos %IM con respecto  Anormalidades Microntcleos e

al control nucleares
B= Blanco 19+0.6 2.33+0.58 0.67+ 0.58 -
a b
Sl= Suelo inicial 9.33+0.55* 18.3311.16 4.33+1.00 14.22*
a ab
TO= Atenuacidn natural 9.27+0.85* 15+3.61 4+1.53 10.86*
a ab
T1=Planta 9.60+0.78 19.67+7.77 3.67+1.00 15.38*
a ab
T2= Bacteria (Liquida) 12.10+1.1 14+5.20 3+0.58 9.78*
a a
T3= Bacteria (Liquida)+ 11.77+1.08 17.67+8.96 3+2.08 13.09*
Planta a ab
T4= Bacteria (perlas de 10+0.92 17.33+5.51 2.667+1.73  10.86*
alginato de sodio) a ab
T5= Bacteria (perlas de 9.60+0.62 14.33+3.51 2.67£1.16 9.78*
alginato de sodio) + Planta a ab
T6= Perlas de alginato de 11.03£1.10 12+1.00 2.331£0.58 7.68*
sodio+ Planta a ab
T7=Perlas de alginato de 11.40+£1.04 17+7.81 1.67+1.16 13.09*
sodio a ab
P value 0.735 0.055

* = Dafio citotoxico (IM=Indice mit6tico <50% del testigo)
*= Dafio genotoxico, x>=3.84

Finalmente, los ensayos de toxicidad indicaron presencia de citotoxicidad con indices
mitdticos <50%, igualmente se presentaron anormalidades cromosdémicas y micronucleos en
todos los tratamientos (Tabla 4.16). Investigaciones refieren que suelos con diésel presentan
normalmente dos tipos de aberraciones cromosémicas, yemas nucleares y pérdida de
cromosomas a causa de la expulsion del exceso de ADN en forma de yemas y/o microndcleos
(Cruz et al., 2019; Alavi et al., 2022). Sin embargo, otros autores concluyen que la toxicidad
no logra correlacionarse con la concentracion de diésel en suelo, por lo que se infiere la
influencia de otros factores (Leme et al., 2008), tales como la formacion de intermediarios

de hidrocarburos aromaticos homociclicos y heterociclicos azufrados, gracias a la



degradacion incompleta que ocurre en procesos de degradacion bacteriana, los cuales suelen
ser mas toxicos que sus precursores e impactan de manera importante los sistemas bioldgicos

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



Capitulo V

CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS



5.1. Conclusién

El uso de técnicas de biorremediacion como la fitorremediacién y bioaumentacion, utilizando
Tagetes erecta y Azotobacter vinelandii, demuestran ser tecnologias de fécil aplicacion y
asequibles, con capacidad degradativa, enfatizando el papel de la rizoestimulacion en proceso

de biodegradacion.

El estudio sugiere que el uso de matrices de inmovilizacién como el alginato de sodio, en
procesos de rizoremediacién, no mejora de manera significativa las tasas de remocion de
diésel en suelos agricolas en condiciones de invernadero, por el contrario, afecta el
crecimiento Optimo de la planta en ambientes de estrés. Sin embargo, el uso de
microorganismos exogenos preadaptados al contaminante podria mejorar el proceso de

bioaumentacion y rizoestimulacion (Innemanova et al., 2018).

Por otro lado, las tasas de remocion no garantizan la seguridad del suelo, dado que todos los
tratamientos presentaron dafio genético y celular en células de Allium sativum expuestas, por
lo que se sugiere la realizacion de estudios complementarios posteriores al proceso de
biorremediacion, dado que la exposicién aguda o crénica de estos contaminantes
mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos en las poblaciones agricolas, puede causar
graves efectos negativos en la salud, por lo que el uso de plantas ornamentales con valor
econdmico en procesos de biorremediacion cobra relevancia, puesto que no generan riesgo

por ingreso en la cadena trofica.



5.2. Perspectivas
Para una posible mejora del proceso de biorremediacion, se propone

e Para el caso de la planta, realizar el transplante en un periodo mayor a 14 dias, para
garantizar una mejor resistencia de esta al suelo contaminado y mejorar la calidad de
la planta para su uso comercial.

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

adaptar la cepa previo a la inoculacion.
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