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Biorremediacion de sedimentos contaminados por hidrocarburos empleando
la bacteria Ochrobactrum anthropi a diferentes técnicas de estimulacién

RESUMEN

La creciente demanda mundial de hidrocarburos representa una gran preocupacion
a nivel ambiental, debido a la contaminacion de sedimentos costeros, por ende se
han desarrollado diversos procesos in situ y ex situ para la recuperacioén de estos
sitios afectados. Por lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar un
proceso de biorremediacion ex situ, utilizando las técnicas de bioaumentacion,
bioestimulacion y bioventeo, aplicando la cepa bacteriana Ochrobactrum anthropi
en sedimentos contaminados del estero adyacente a la playa Emiliano Zapata ejido
el Sacrificio, Tuxpan, Veracruz. Para el desarrollo del experimento se cultivd la
biomasa bacteriana de la cepa seleccionada en caldo de soya tripticaseina., el
proceso consté de cinco tratamientos todos con sedimento contaminado, medio
enriguecedor de bacterias, indculo bacteriano y aireacién, variando para cada
tratamiento. Al inicio del proceso los sedimentos contaminados tenian un valor inicial
de HTP de 103, 714.47 mg/kg, el experimento tuvo una duracién de 90 dias, durante
los cuales se monitorearon temperatura, pH (semanalmente) y humedad
(mensualmente). La mayor degradacion de HTP para los cinco tratamientos se
obtuvo en los primeros 30 dias del proceso de biorremediacion. Al finalizar el
experimento la degradacion significativamente mayor se obtuvo en el tratamiento
T1 con un valor de 36,372.74 mg/kg de HTP con un 64.93 % de remocion, mientras
qgue la menor degradacion se presentd en el tratamiento T2 con un valor de
94,062.82 mg/kg de HTP y con 13.06 % de remocion. Con los resultados obtenidos
en el presente estudio se concluye que la mayor tasa de degradacion se obtuvo de
los tratamientos con bioaumentacién bacteriana mostrando que la capacidad
hidrocarburolitica de la cepa Ochrobactrum anthropi es mejor con bioestimulacion y
bioventeo.

Palabras clave: Bioaumentacion, Bioestimulacién, Bioventeo, Degradacion.
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l. INTRODUCCION

La industria petrolera contribuye de manera importante a la economia de México,
razén por la cual las actividades de exploracién, explotacion, refinacidn, transporte
y consumo de productos del petréleo se ven incrementados cada dia (Aleméan,
2009). Puesto que su empleo se ha constituido en un propulsor importante para el
desarrollo de la humanidad, no obstante, ha dado paso a diferentes eventos
catastroficos a nivel ambiental por la contaminacion de ecosistemas terrestres y
acuaticos producto del derrame de estos compuestos de petroleo y sus derivados,
ocasionando uno de los problemas mas serios en materia de contaminacion, donde
el derrame de hidrocarburos derivados del petrdleo ocupa uno de los primeros
lugares (Martinez-Prado et al., 2011; Nustez et al., 2014), debido a que estos
compuestos se acumulan en el suelo y ecosistemas marinos, siendo responsables
de su deterioro (Aleman, op cit). Las fuentes por las cuales los hidrocarburos son
introducidos al ambiente marino son numerosas (Botello, 2005). Su presencia se
debe, fundamentalmente, a las actividades antropogénicas; sobre todo a las
relacionadas con la combustion de cualquier tipo de materia organica y/o el

transporte y utilizacion de combustibles fosiles (Vifias et al., 2012).

Por todo lo anterior, la contaminacion por petréleo, esta considerada como uno de
los principales problemas ambientales en la zona costera del Pacifico y Golfo de
México, la cual se incrementa dia con dia debido al uso del petréleo como el
principal recurso energético del planeta (Botello, op cit). Es importante sefalar que
ademas del impacto ambiental negativo, los derrames de hidrocarburos generan

impactos de tipo econémico, social y de salud publica en las zonas cercanas al lugar
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afectado, puesto que presentan un alto grado de persistencia y toxicidad incluso
aunque se encuentre en bajas concentraciones (Nustez et al., 2014; Sadeghi et al.,
2016). Estos compuestos pueden ser mutagénicos y carcinébgenos para muchos
organismos vivos y por ello, se han desarrollado diferentes metodologias para
remediar dichos impactos; sin embargo, los costos asociados a estas técnicas las
vuelven dificiles de implementar (Nustez et al., 2014; Fonti et al., 2015; Guttman et

al., 2016; Sadeghi et al., 2016).

No obstante en los ultimos afios, han surgido diversas tecnologias para la gestion
de los residuos de petréleo y efluentes contaminados con hidrocarburos (Farag y
Soliman, 2011). Tratamientos tanto fisicos y quimicos, como biolégicos, siendo
estos Ultimos sostenibles y econdémicos cuando se trata de limpiar las zonas
afectadas por hidrocarburos (Petro y Mercado, 2014). Asi, la biorremediacion surge
como una alternativa ecotecnoldgica para reducir o mitigar el dafio causado en el
suelo y agua por los derrames de estos compuestos (NUstez, op cit), ya que es una
técnica de recuperacion de sitios impactados que utiliza tecnologias las cuales
estimulan la biodegradacion del contaminante por procesos biologicos (Pucci et al.,
2010), puesto que emplea una serie de reacciones bioquimicas por una poblacion
0 consorcios de microorganismos inoculados en la zona contaminada, para
convertir la estructura de los hidrocarburos en componentes menos toxicos
(Benavides et al., 2006). Ademas de que puede emplear organismos autoctonos del
sitio contaminado o de otros sitios (exdgenos), puede realizarse in situ 0 ex situ, en
condiciones aerobias (en presencia de oxigeno) o anaerobias (sin oxigeno)

(Martinez-Prado et al., 2011).
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Por otra parte, las comunidades microbianas son muy importantes en los procesos
ambientales marinos, asi como su capacidad para responder a la contaminacion,
puesto que tienen una gama extraordinaria de actividades que incluyen la
descomposicion de los contaminantes y la produccion de biomoléculas originales,
se caracterizan por ser las principales degradadoras de contaminantes organicos
(Aujoulat et al., 2012; Wu et al., 2014; Akoijam et al., 2015; Catania et al., 2015;

Reda et al., 2016).

Teniendo en cuenta la relevancia del tema, el presente trabajo de investigacion tiene
como objetivo principal realizar un proceso de biorremediacion ex situ empleando
las técnicas de bioaumentacion, bioventeo y bioestimulacion en sedimentos
contaminados por hidrocarburos del estero adyacente a la playa Emiliano Zapata,
Tuxpan, Veracruz, utilizando a la cepa bacteriana Ochrobactrum anthropi, puesto
que se ha documentado en estudios de caracterizacion de bacterias
hidrocarburoliticas (Mendo, 2014; Reda et al., 2016) que posee un potencial
prometedor para la degradacion de contaminantes de petréleo, ademas de ser una
especie bacteriana muy versatili con capacidad para colonizar de forma
excepcionalmente amplia variedad de habitats, por ende se considera como buena
perspectiva para su aplicacion en sedimentos, ya que en esta matriz de
contaminantes se acumula la mayoria de los compuestos de origen antropico que
son introducidos en el ambiente marino y proporciona con certeza el grado de
contaminacion de una zona afectada (Romano et al., 2009; Aujoulat et al., 2012;

Vifias et al., 2012; Quirino et al., 2014).
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.  ANTECEDENTES

2.1.- Laindustria del petr6leo en México

La industria petrolera en México ha tenido un papel preponderante, puesto que se
ha desarrollado aceleradamente debido a la gran demanda de este recurso no
renovable, generando asi, diversos satisfactores econdémicos (Volke y Velasco,
2002; Crescencio, 2007; Vidal, 2018). Por tal motivo el petrdleo tiene una gran
importancia en la sociedad moderna. Por un lado, el petréleo equivale a energia,
transporte y la calidad de vida actual de las personas. A su vez, el petroleo muestra
varios aspectos negativos como la enorme dependencia econdémica mundial
generada, tan solo nuestro pais depende en un alto porcentaje de las reservas,
venta y distribucién de este recurso, sin embargo se deben considerar seriamente
Sus consecuencias negativas actuales y futuras, sobre todo los problemas
ambientales derivados de su explotacion y uso (Ponce-Vélez y Vazquez-Botello,

2005; Mufioz et al., 2010).

Es impresionante el acelerado desarrollo industrial que la transformacion y
refinacion del petréleo ha traido consigo a la region del Golfo de México, originando
a la vez problemas de contaminacién en la zona costera con sus consecuentes
impactos y efectos sobre los valiosos recursos que habitan estos ecosistemas,
puesto que esta region es una de las mas grandes productoras de petrdleo en el
mundo (Botello, 2005). Ya que se considera uno de los espacios oceanicos de
mayor densidad de lineas de transporte de hidrocarburos a nivel mundial (Caso et
al., 2004).
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2.2.- Hidrocarburos

Los hidrocarburos y sus derivados son sustancias de alto peso molecular, insolubles
en agua, que resultan muy toxicos para los organismos vivos. Quimicamente, el
petréleo esta formado por una mezcla compleja de hidrocarburos, compuesto de
carbono e hidrégeno, y en menor cantidad nitrégeno, azufre y oxigeno, asi como

trazas de metales (Campillay, 2006).

Su estructura molecular consiste en un armazén de atomos de carbono a los que
se unen los 4tomos de hidrégeno. Las cadenas de atomos de carbono pueden ser
lineales o ramificadas y abiertas o cerradas. A diferencia de otros contaminantes,
entre los que destacan los plaguicidas, los farmacos y las sustancias de origen
industrial, el petréleo es de origen natural ya que son compuestos de la quimica
bésica por lo que muchos organismos estan adaptados a su presencia e incluso hay

bacterias y hongos que los degradan (Caso et al., 2004; Nustez, 2012).

Entre los hidrocarburos existen los de tipo biogénico, que son sintetizados en el mar
por la biota, por ejemplo el plancton (fito y zooplancton), las algas bentonicas, los
microorganismos Yy los peces. Por otro lado estan los hidrocarburos diagenéticos,
gue son resultado de una transformacion microbiana o quimica que ocurre en los
sedimentos a partir de moléculas biogénicas precursoras como terpenos, esteroles,
carotenos; los componentes principales de este tipo de hidrocarburos son alifaticos,
cicloalcanos, esteranos, hidrocarburos aroméaticos policiclicos (HAPS) y triterpenos
pentaciclicos. Por ultimo los hidrocarburos antropicos que son los introducidos como

resultado de la actividad humana (Ponce-Vélez y Vazquez-Botello, 2005).
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Los términos hidrocarburos totales de petroleo (abreviados TPH en inglés) se usan
para describir a una gran familia de varios cientos de compuestos quimicos
originados del petrdleo crudo (US EPA 1996; Campillay, 2006); que de acuerdo a la
NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, se clasifican en fraccion ligera, que se refiere a
la mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas contienen cadenas lineales entre cinco
y diez atomos de carbono (Cs a Cio); hidrocarburos de fraccion media, estos
contienen cadenas lineales entre diez y veintiocho atomos de carbono (C10 a C2s) y
por ultimo en hidrocarburos de fraccion pesada, cuyo peso molecular es mayor a

Cas.

2.3.- Impacto ambiental de los hidrocarburos

Actualmente la contaminacidn de ecosistemas terrestres y acuaticos a causa de los
derrames de hidrocarburos de petroleo y sus derivados, representa uno de los
problemas ambientales mas importantes; consecuencia del manejo inadecuado, los
accidentes durante el transporte, asi como la toma clandestina de dicho combustible
(Aleméan, 2009; Crescencio, 2007; Nustez, 2012). Es importante sefialar que la
contaminacion por petréleo se caracteriza por su persistencia en el ecosistema, a
pesar de los procesos de degradacién natural y/o antropica al que puedan ser
sometidos (Campillay, 2006). En el sureste mexicano existen un numero
considerable de sitios con distintos niveles de impacto ambiental, como
consecuencia de la actividad petrolera de varias décadas atras, la cual ha producido
grandes cantidades de residuos peligrosos dificiles de cuantificar (Adams et al.,

1999; Martinez-Prado et al., 2011). Entre los estados con mayores niveles de

16



contaminacion por hidrocarburos Campeche se encuentra en primer lugar por
concentraciones de hidrocarburos dispersos en aguas costeras y marinas, seguido

por Tabasco, Veracruz y Quintana Roo (Ponce-Vélez y Vazquez-Botello, 2005).

Frecuentemente los contaminantes en el ambiente marino como hidrocarburos
(sélidos suspendidos en el fondo, asi como liquidos disueltos), son trasladados a
zonas de relativa calma (darsenas portuarias, estuarios, marismas, playas y
bahias), por influencia del viento, oleaje, mareas y corrientes, llegandose a estancar
y acumular en ellas; es importante mencionar que los dafios no s6lo dependen de
la cantidad vertida, sino también del lugar, época del afio y tipo de petréleo (Ponce-

Vélez y Vazquez-Botello, op cit).

Ademas del impacto negativo al ambiente, estos compuestos del petréleo tienen un
rol importante en el desarrollo econdmico y social al incidir directamente en la
produccion de alimentos (pesca y acuacultura), el transporte, la construccién y la
administracion de puertos e industrias, también se han registrado afectaciones a
zonas urbanas y recreativas, consecuencia de la expansion de las mismas, cabe
mencionar que debido a su potencial toxico a través de la cadena alimentaria, tiene
como principal consecuencia la afectacion a la salud humana (Ponce-Vélez y
Vazquez-Botello, 2005).

Por ello, en los ultimos afos, se ha generado gran interés por parte de las
instituciones gubernamentales y privadas por la legislacion ambiental y remediacion

de estos sitios. El conocimiento del tipo de contaminacion y su concentracion es
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fundamental para establecer las condiciones del sitio, el riesgo que representa y la

seleccién de posibles tecnologias de recuperacion (Aleman, 2009).

2.4.- Hidrocarburos en sedimento

Los sedimentos son capas de particulas minerales y organicas, a menudo muy finas
que se encuentran en el fondo de reservorios de aguas naturales y son un
componente importante en los ecosistemas acuaticos, en ellos pueden acumularse
sustancias toxicas mediante mecanismos complejos de adsorcién fisicos y quimicos
y dependen de la naturaleza de la matriz sedimentaria y las propiedades de los
compuestos adsorbidos, sin embargo estos no solo actian como reservorio para los
contaminantes, sino que sirven como fuente de toxicos para la fauna marina (Baird,
2004 en Rodriguez, 2014; Vifas et al., 2012). Por otra parte, los procesos de
adsorcion, que involucran un intercambio dinamico entre los materiales absorbidos
y el agua, esta influenciado por diversos parametros fisicoquimicos y quimicos como
el pH, el potencial oxido reductivo, el oxigeno disuelto, el contenido de carbono

organico e inorganico (Ponce-Vélez y Vazquez-Botello, 2005).

Frecuentemente los contaminantes ambientales en sedimentos se presentan en
mezclas complejas, los sedimentos se pueden considerar una fuente de
contaminantes persistentes en el ambiente acuatico, debido a que almacena estos
compuestos eliminandolos de la columna de agua y a consecuentemente su
biodisponibilidad. La composicion de los hidrocarburos fésiles en los sedimentos

varia en funcién del tiempo de almacenamiento que tengan y de la composicién
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original de donde se derivaron. Por ende el analisis de sedimentos es de gran
utilidad para detectar la presencia de contaminantes en los ecosistemas acuaticos
(Ponce-Vélez y Vazquez-Botello, op cit). Y son preferibles a las muestras de agua
como matriz para el seguimiento de la calidad ambiental, siendo mayoritariamente
utilizados en los programas de vigilancia establecidos nacional e internacionalmente

(Vifias et al., 2012).

2.5.- Legislacion ambiental

En México existe un gran numero de sitios contaminados, principalmente por
hidrocarburos derivados del petroleo. Esta situacion ha propiciado que en los
altimos afios se genere legislacion, que controle y regule dicha situacién (Mendo,
2014). Sin embargo, no se han establecido normas que establezcan limites
maximos permisibles de hidrocarburos en sedimento, por lo cual se toma como
referencia la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, que
establece los limites permisibles de hidrocarburos en suelo y lineamientos para
muestreo, caracterizacion y remediacion. En esta norma se establecen los limites

en funcion de las fracciones ligera, media y pesada, asi como el uso del suelo.

2.6.- Tecnologias de remediacién

En los dltimos afios se han desarrollado tecnologias de remediacion, las cuales
representan una alternativa para la disposicion de desechos peligrosos a los que no
se les ha dado tratamiento, es importante mencionar que la posibilidad de éxito

puede variar ampliamente de acuerdo a las condiciones especificas del sitio, por tal

19



motivo, se debe seleccionar la tecnologia de remediacion adecuada teniendo en

consideracion los siguientes aspectos (Volke y Velasco 2002; Lladé, 2012):

e Caracteristicas del sitio
e Tipo de contaminante, concentracion y caracteristicas fisicoquimicas
e Propiedades fisicoquimicas y tipo de suelo a tratar

e Costo

Por otra parte existen tres tipos de tratamientos:

1. Tratamientos biol6égicos: La biorremediacion se caracteriza por la aplicacién de
organismos Vvivos, ya sean plantas, hongos o bacterias para que a través de sus
actividades metabdlicas lleven a cabo la degradacion, transformacién o remuevan

los contaminantes a productos inocuos.

2. Tratamientos fisicoquimicos: En estos tratamientos se utilizan las propiedades
fisicas 0 quimicas del medio contaminado o del contaminante en cuestion, para

lograr asi, destruir, separar o contener la contaminacion del sitio afectado.

3. Tratamientos térmicos: Se caracterizan por la utilizacién de energia calorifica para
llevar a cabo la volatilizacion, quemar o descomponer los contaminantes (Volke y

Velasco, op cit).

2.7.- Biorremediacion
La biorremediacion se basa en la transformacion quimica de contaminantes

mediante el uso de microorganismos que satisfacen sus requerimientos
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nutricionales y energéticos con dichos contaminantes, contribuyendo a la disipacion
o degradacién de los contaminantes organicos a productos metabdlicos inocuos o
menos toxicos. Las rutas de biodegradacion varian en funcién de la estructura
quimica del compuesto, asi como también de las especies microbianas
degradadoras que se apliquen al proceso de biorremediacién (Volke y Velasco

2002; Torri et al., 2018).

» EIl bioventeo. Es una tecnologia basada en la adicion de oxigeno, para
estimular la biodegradacion natural de cualquier compuesto en condiciones
aerobias.

» Bioaumentacion. Esta consiste en la adicidn de microorganismos vivos, que

tengan la capacidad para degradar el contaminante en cuestion, para
promover su biodegradacién o su biotransformacion a productos menos
toxicos.

> Bioestimulacion. Es una técnica basada en la adicidon de nutrientes, sustratos

o aditivos con actividad superficial para estimular el crecimiento microbiano
y el metabolismo de los contaminantes (Volke y Velasco 2002; Vallejo et al.,

2005; Arrieta et al., 2012).

2.8.- Ochrobactrum anthropi
Ochrobactrum anthropi es un bacilo aerobio gramnegativo no fermentador que se
encuentra generalmente en el medio ambiente puesto que es una alfaproteobacteria

altamente versatil con capacidad para colonizar de forma excepcionalmente amplia
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variedad de habitats, debido a que cuyas cepas individuales pueden prosperar y
adaptarse sin mayores problemas (Romano et al., 2009; Quirino et al., 2014). La
presente cepa bacteriana ha demostrado en algunos estudios realizados tener
potencial para muchas aplicaciones biotecnologicas, debido a su capacidad para
transferir electrones fuera de la célula a aceptores de electrones insolubles, como
oxidos de metal o los anodos de las células de combustible microbianas (Calvo et

al., 2008; Zuo et al., 2008; Aujoulat et al., 2012; Quirino et al., 2014).

Es importante mencionar que se ha documentado a Ochrobactrum anthropi en
estudios de caracterizacion de bacterias hidrocarburoliticas asi como en procesos
de biorremediacion, donde ha demostrado poseer un potencial prometedor para la
degradacion de contaminantes de petréleo, puesto que ha registrado porcentajes
de degradacion de hidrocarburos totales del petréleo, mayores al 50% (Mendo,

2014; Reda et al., 2016).

2.9.- Procesos de biorremediacion de hidrocarburos

Vallejo et al (2005) evaluaron el efecto de la adicién de nutrientes (N y P) en forma
de sales inorgénicas simples (SIS) y un fertilizante inorganico compuesto (FIC) en
la biodegradacion de TPHs. Se emplearon mesocosmos con suelo contaminado y
se evalu6 un control abiético y un control sin nutrientes. El estudio tuvo una duracién
de 125 dias. Aunque no hubo diferencias significativas en las concentraciones de
TPHSs a través del tiempo, entre los tratamientos y el control sin nutrientes, las SIS

mostraron un mayor porcentaje de degradacién (39% y 41% por los métodos D-
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5831y EAMG, respectivamente). Stenotrophomonas maltophilia fue la especie

predominante durante su estudio (34%).

Gbomez et al (2009) realizaron un estudio de biorremediacion a escala de laboratorio,
para evaluar la bioestimulacion frente a la atenuacion natural y la bioaumentacion.
La reduccioén en la concentracion de los HTP en un periodo de tres meses fue del
52.79 % para el tratamiento por atenuacion natural, 60.45 % para el tratamiento por
bioestimulacion y del 64.92 % para el tratamiento por bioaumentacion. Para la
inoculacion del tratamiento por bioaumentacion se aisl6 una bacteria

hidrocarburolitica, identificada como Bacillus sp.

Ordaz et al (2011) realizaron pruebas de biorremediacion a nivel microcosmos a un
suelo arcilloso, contaminado con petréleo crudo, del sureste de México. En el
estudio utilizaron como texturizante y enmienda al bagazo de cafia. La maxima
remocion de HTP fue del 30% después de 20 dias, se logré con un tamafo de
particula de 4,76 mm. En su estudio se observé que a mayor tamafio de particula

se mejora la remocién de HTP.

En el 2012 se aplic6 un proceso de biorremediacion a sedimentos contaminados
por hidrocarburos, que consistié en bioaumentar bacterias nativas de la laguna de
Tamiahua del norte de Veracruz y adicionarlas a un sistema de tratamiento los

cuales contenian 300 g de sedimento y 100 mL de caldo de soya tripticaseina

23



(CST). Los matraces se mantuvieron diariamente en un bafio de agua con agitacion
durante 8 horas. El proceso de biorremediacion duré 3 meses, durante los cuales
se realizaron analisis de HTP al inicio, 30, 60 y 90 dias; registrandose un valor inicial
de 440.088 mg/kg obteniendo al final del experimento una remocion de
hidrocarburos totales del petréleo de 72 %, con un valor de 120.04 mg/kg logrando

el mayor porcentaje de remocioén de HTP a los 60 dias (San Matrtin et al., 2012).

Arrieta et al (2012) llevaron a cabo un estudio en el cual se aisl6 y caracterizo
bioquimica y molecularmente un consorcio bacteriano capaz de degradar
hidrocarburos, conformado por los siguientes géneros: Enterobacter sp, Bacillus sp,
Staphylococcus aureus, Sanguibacter soli, Arthrobacter sp y Flavobacterium sp, a
partir de un suelo contaminado con diesel a escala de laboratorio, en su
investigacién aplicaron dos tecnologias de biorremediacion: atenuacién natural y
bioestimulacion. Obteniendo una reduccién en la concentracion de HTP en un
periodo de 4 meses de 36,86% para atenuacion natural y 50,99% para

bioestimulacion.

Garcia (2013) aplico un sistema de biorremediacion por bioaumentacion en
microcosmos durante 90 dias, con la finalidad de evaluar la remocion de HTP
presentes en sedimentos obtenidos del estero de la playa Emiliano Zapata,
municipio de Tuxpan Ver. En el trabajo se aislaron, cultivaron y purificaron bacterias

hidrocarburoliticas exdgenas, a las cuales se les aplicé una prueba de degradacion
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para confirmar su capacidad para remover HTP y al obtener las cepas con mayor
capacidad para degradar, se aumento la biomasa bacteriana en CST y se aplicé a
6 microcosmos los cuales fueron incubados en un bafio de agua con agitacion. Se
obtuvo una remocion de HTP de 80.54 %, presentando la mayor remocion de HTP
en los primeros 30 dias con un valor de 57.52 % y la menor remocion se obtuvo en
el periodo de 31 a 60 dias con un porcentaje de 9.2 % en comparacion a la remocién

total.

Muskus et al (2013) realizaron un estudio con el fin de dar solucion a una
problematica que se presenta en las zonas de manejo de hidrocarburos. Evaluando
las técnicas de bioventeo, atenuacion natural, bioaumentacién y bioventeo-
Bioaumentacién, utilizando columnas durante cuatro meses. Sus resultados
mostraron que en la técnica de bioventeo se obtuvieron porcentajes de remocion de
hasta el 97%. Con la técnica de bioventeo-bioaumentacion de 75% y con las
técnicas de Atenuacién Natural y bioaumentacion, los porcentajes no fueron
mayores al 48%. En su estudio mostraron que el consorcio bacteriano utilizado, no

potencializo la eficiencia de los procesos de biorremediacion.

Ruiz-Marin et al., (2013) aislaron e identificaron un consorcio de bacterias capaces
de degradar hidrocarburos en sedimento de manglar: Pseudomonas aeruginosa, P.
luteola, Sphingomonas paucimobilis y P. fluorescens y llevaron a cabo un proceso
de biodegradacion, la cual fue evaluada por procesos de atenuacion natural y

bioaumentacién en sedimento de manglar. Se colectaron muestras cada 30 dias
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durante 3 meses y se analizaron por cromatografia de gases. La degradacion con
la bioaumentacion fue de 40.3%, mientras que en el proceso de atenuacion
anicamente el 4.51% fue removido, sugiriendo que el bajo numero de bacterias y
contenido de nutrientes en el sedimento de mangle pudo haber causado una
limitacion en la biodegradacion de hidrocarburo. Por lo tanto, se obtuvieron mejores

resultados de degradacion a través de la técnica de bioaumentacion.

Mendo (2014) realiz6 un proceso de biorremediacion en columnas a sedimentos
contaminados por hidrocarburos empleando bacterias autoctonas de la laguna de
Tamiahua, Veracruz, su trabajo tuvo una duracion de 90 dias y se aplicaron las
técnicas de bioaumentacion y bioventeo, const6 de dos tratamientos, el primero sin
bacterias y el segundo con bacterias, obteniendo como resultado que para el primer
tratamiento 6.44 % de degradacion, mientras que el segundo tratamiento presentd
una remocion del 68.36%. La cepa aplicada en la biorremediacién fue identificada
mediante pruebas bioquimicas por el sistema APl 20 NE y complementada por
pruebas moleculares de ARNr 16s teniendo como resultado a la especie

Ochrobactrum anthropi.

Vallejo et al (2015) evaluaron el efecto de la bioestimulacién en la biorremediacion
de un suelo contaminado. Se montaron ocho mesocosmos, simulando condiciones
de biolabranza bajo un entorno controlado en laboratorio por un periodo de 60 dias.
Se evaluaron dos tratamientos: fertilizante inorganico compuesto (FIC) y urea mas

K2HPO4 (U), ademas de dos controles: atenuacion natural y abiotico. Obteniendo el
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mayor porcentaje de remocion de TPHs en el tratamiento con FIC (28%), seguido
del tratamiento con U (24%) y por ultimo, el control de Atenuacion Natural (6%).
Concluyendo que la adicion de nutrientes estimulé la densidad de microorganismos,

lo cual optimizé el proceso de biodegradacion.

Hernandez (2016) evalué un proceso de biorremediacion en sedimentos
contaminados por hidrocarburos aplicando las técnicas de bioaumentacion,
bioestimulacion y bioventeo con bacterias hidrocarburoliticas autoctonas del estero
de la localidad de Emiliano Zapata, Tuxpan, Veracruz. El experimento tuvo una
duracion de 90 dias y const6 de tres tratamientos, al primero (CA) se le aplico
bioventeo y bioestimulacion, para el segundo tratamiento (CB) se adiciono
bioaumentacién bacteriana, bioventeo y bioestimulacion, finalmente al tratamiento
namero tres (CE) solamente se le aplicé bioaumentacion bacteriana, el mayor
porcentaje de degradacion de HTP se registré en el tratamiento nimero dos (CB)
con un valor de 66.85% mientras que para los tratamientos uno (CA) y tres (CE) se

obtuvieron porcentajes bajos de degradacion con 34.19% y 29.6% respectivamente.

Torri et al (2018) estudiaron el efecto disipador de los microorganismos edaficos
nativos en un suelo contaminado artificialmente con dos HAP (antraceno y
fenantreno), ademas de evaluar el efecto en la disponibilidad de macro y micro
nutrientes. También se estudid la influencia de la estructura quimica del
contaminante en el proceso de biorremediacion. En sus resultados obtuvieron que

la concentracion de antraceno y de fenantreno disminuy6 un 75 - 77 % y un 89 - 91
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%, respectivamente. Lo que indica la capacidad de los microorganismos nativos
edaficos para degradar rapidamente ambos contaminantes. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos con y sin nutrientes, por lo
gue concluyeron que la disponibilidad de éstos no fue limitante para la actividad

catabdlica de los microorganismos.
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. OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general

e Evaluar bajo condiciones de laboratorio la degradacion de Hidrocarburos
Totales del Petréleo (HTP) utilizando la bacteria Ochrobactrum anthropi a
diferentes estimulos en sedimentos contaminados del estero adyacente a la

playa Emiliano Zapata, ejido el sacrificio, Tuxpan, Veracruz.

3.2.- Objetivos particulares

» Caracterizar fisica y quimicamente el sedimento del estero adyacente a

la playa Emiliano Zapata.

» Valorar las capacidades hidrocarburoliticas de la cepa bacteriana axénica

bajo un disefio experimental en columnas.

» Comparar las técnicas de bioventeo, bioaumentacion y bioestimulacion
en los sedimentos contaminados de los tratamientos durante el proceso

de biorremediacion.
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IV. AREA DE ESTUDIO

4.1.- Localizacion del punto de muestreo

El estero se encuentra conectado con la playa Emiliano Zapata, ejido el Sacrificio

perteneciente al municipio de Tuxpan, Veracruz ubicado en las coordenadas

geograficas: 20°48'34.5" N y 097°13’31.1” W, con una altura de 7 msnm (Fig. 1).

Sus limites se encuentran marcados, al norte con la playa de Chile Frio y al sur con

Cazones de Herrera. Es importante mencionar que se eligié esta area de estudio

debido a que presenta antecedentes de un alto grado de contaminacién (Cervantes,

2017), a causa de constantes derrames de hidrocarburos emitidos

instalaciones cercanas de la bateria de PEMEX punta de piedra.
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4.2.- Fase experimental del proceso de biorremediacion
La fase experimental se llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental
de la Facultad de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias de la Universidad

Veracruzana campus Poza Rica-Tuxpan.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1.- Toma de muestras

Primeramente se realizd un recorrido prospectivo en el sitio, para localizar el punto
estratégico de muestreo, se tomé una muestra simple de 20 kg de sedimento
superficial aproximadamente y se coloc6 en frascos de vidrio previamente
esterilizados. Posteriormente las muestras se trasladaron al laboratorio de

Biotecnologia Ambiental donde se llevé a cabo el proceso de biorremediacion.

5.2.- Andlisis fisicoquimicos del sedimento

Para los analisis fisicoquimicos, se tomé aproximadamente 1 kg de muestra de
sedimento, posteriormente se realizaron los siguientes andlisis: clase textural por el
hidrémetro de Bouyoucos, densidad aparente por el método de la probeta,
conductividad eléctrica con un conductimetro, el pH fue medido con un
multiparametro (Oakton OCSTestr 35 Waterproof). La determinacion de carbonatos
con el método valorimétrico y la determinacion de materia organica con la técnica

de Walkley y Black (1934).

Los resultados fueron interpretados de acuerdo a la clasificacion agronémica del
manual “Uso y manejo de suelos” (Maruri, 2008) de la Universidad Veracruzana,

bajo los lineamientos de la NOM-021-SEMARNAT-2000.
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5.3.- Preparacion del sedimento para la extraccion de hidrocarburos

Para llevar a cabo la extraccion de hidrocarburos, primero se determiné la humedad
de la muestra, se colocaron 10 gr de sedimento en un recipiente y se introdujo a
una estufa marca Felisa a 30 °C por 72 horas. Posteriormente, la muestra se retird
de la estufa y se coloco en el desecador por 2 horas aproximadamente para que

adquiriera la temperatura ambiente. Se pes6 nuevamente y se registro el peso final.

La determinacion del porcentaje de humedad se realiz6 por diferencia de pesos de

acuerdo a Fernandez et al. (2006) utilizando la siguiente formula:

% Humedad= (peso inicial-peso final) / (peso inicial) (100)

5.4.- Determinacion de Hidrocarburos Totales de Petroleo

Este proceso se realiz6 con el método de reflujo en el equipo Soxhlet, tomando
como referencia los métodos, D5369-93 de la (ASTM, 2003) y 3540 C de la (US
EPA, 1996, 1994). El proceso consisti6 en colocar la muestra seca, finamente
molida en un cartucho de celulosa, el cual se introdujo en la columna extractora del
equipo Soxhlet, se inici6 el calentamiento hasta alcanzar el punto de ebullicién y se
mantuvo el reflujo en estas condiciones durante 8 horas de tal manera que se

efectuaran de 6 a 8 reflujos por hora.

Finalmente se llevé a cabo la cuantificacion de los hidrocarburos utilizando la

siguiente formula:

HTPs= (RB-RA) (FC) / (P) (FH)

Doénde:

HTPs (mg kg de s.s.) = hidrocarburos totales del petréleo en mg/kg de suelo seco.
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RA = Peso (mg) del recipiente vacio a peso constante

RB = Peso (mg) del recipiente con extracto organico concentrado

P = Cantidad de suelo extraido (g)

FH = factor de correccion de humedad (1-(% humedad/100))

FC = factor de correccion para transformar a kg de s.s. = 1000

La determinacion de HTP se realiz6 al inicio del experimento, a los 30, 60 y 90 dias

para el posterior analisis de datos.

5.5.- Medicion del crecimiento bacteriano por espectrofotometria

El crecimiento de la cepa Ochrobactrum anthropi en medio liquido se monitore6 en
un espectrofotometro 20 Genesys mediante el procedimiento descrito por Fletcher
(2000). La cepa bacteriana se obtuvo del cepario del laboratorio de biotecnologia

ambiental de la Universidad Veracruzana, Tuxpan, México.

5.6.- Produccion de la biomasa bacteriana

La inoculacion se desarrollé en condiciones de esterilidad en la campana de flujo
laminar, con ayuda del mechero, asa bacteriolégica, guantes y cubre boca. La cepa
Ochrobactrum anthropi fue reactivada en medio enriquecedor de bacterias
incubandose a una temperatura de 35 °C durante un periodo de una semana como

lo describe el procedimiento de Fletcher (2000).

Una vez obtenida la biomasa las bacterias se vertieron en tubos falcon con

capacidad de 15 mL y fueron separadas del medio de cultivo por centrifugacion a
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2000 revoluciones por minuto (RPM) durante 10 minutos. Por ultimo las células
bacterianas centrifugadas (7.2 g de biomasa en peso seco por tratamiento) se
resuspendieron en agua destilada y posteriormente se aplicaron al sedimento

contaminado para iniciar el proceso de biorremediacion.

5.7.- Disefio experimental y tratamientos

Para el proceso de biorremediacion se elabor6 el disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial, el cual consta de 20 columnas de
acrilico con medidas de 45 cm de altura y un didmetro de 10.5 cm con un volumen
de trabajo para dos kilogramos de muestra. Las columnas fueron divididas en cinco
tratamientos, cada tratamiento se realizd por cuadruplicado, a los cuales se les
adiciond un kilogramo de sedimento contaminado, Medio Enriquecedor de Bacterias
(MEB), inOculo bacteriano y aireacion, variando para cada tratamiento

respectivamente como se describen a continuacion (Fig. 2):

T1= Sedimento contaminado + MEB + Bacterias + Aireacion

T2= Sedimento contaminado

T3= Sedimento contaminado + MEB

T4= Sedimento contaminado + Bacterias

T5= Sedimento contaminado + Aireacion
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TRATAMIENTOS REPETICIONES ESTIMULOS

Sedimento

T1 . Bioestimulacion Bioaumentacion Bioventeo
I contaminado
Sedimento
T2 . --- --- --
contaminado
Sedimento
T3 I l I I contaminado Bioestimulacion -—- --
Sedimento
T4 I l l I contaminado -— Bioaumentacion ---
Sedimento .
T5 . -— - Bioventeo
I l l I contaminado

Figura 2. Disefio experimental.

5.8.- Monitoreo de parametros fisicoquimicos en el proceso de
biorremediacion

Durante el proceso de biorremediacion en el laboratorio, se monitorearon
semanalmente los factores de temperatura ambiente con un termémetro de
mercurio 10-60 °C Brannan y el pH de los tratamientos con un potenciémetro Hanna
HI 9813-6. La humedad se determind y se ajusté cada 30 dias por diferencia de

pesos de acuerdo a Fernandez et al., (2006).

5.9.- Andlisis estadisticos

Los datos de HTP se obtuvieron en porcentajes por lo que fueron transformados a
arcoseno para su posterior analisis utilizando el estadistico de prueba ANOVA,
adicionalmente se realizaron pruebas de comparacién mdultiple de medias con
rangos Tukey a un nivel de significancia de 0.05 para determinar si existian o no
diferencias significativas entre los tratamientos; utilizando el software Statistica

version 8.0.

36



VI. RESULTADOS

6.1.- Analisis fisicoquimico del sedimento

Al realizar los andlisis fisicos del sedimento contaminado, se obtuvo una densidad
aparente de 1.04 g/cm? que se considera como baja dentro de la clasificacion de
suelos; se encontré el sedimento clasificado como muy fuertemente salino de
acuerdo a la conductividad eléctrica obtenida de 4,819.2 uS, con una temperatura
de 27°C y una salinidad de 3.03 ppm (Cuadro 1). Para los analisis de clase textural,
gue muestra el tamafio de los granos que conforman el sedimento y su proporcion;
se obtuvieron los siguientes resultados, 65.88% de arena, 24% de limoy 10.12% de
arcilla, de acuerdo a la clasificacibn de suelos del triangulo de texturas, es

considerado como franco arenoso.

Cuadro 1. Andlisis fisicos del sedimento del estero Emiliano Zapata Tuxpan, Ver.

Parametros Valores obtenidos Clasificacion
Densidad Aparente (g/cm® 1.04 Baja
Conductividad Eléctrica (uS) 4,819.2 Muy fuertemente salino
Salinidad (ppm) 3.03 Alta salinidad
65.88% Arena
24%  Limo
Clase Textural 10.12% Arcilla Franco Arenoso
Temperatura (°C) 27 e
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Con respecto a los andlisis quimicos del sedimento, se registr6 un pH de 6.61
clasificado agrondmicamente como muy ligeramente acido. De acuerdo a la
determinacion de carbonatos utilizando el método valorimétrico, se obtuvo un valor
de 24.98% clasificado como alto. Por dltimo, para la determinacion de materia
organica se encontr6 un valor de 16% lo que indica que el sedimento es

extremadamente rico en cuanto a este parametro (Cuadro 2).

Cuadro 2. Analisis Quimicos del sedimento del estero Emiliano Zapata Tuxpan,

Ver.
Parametros Valores obtenidos Clasificacion
pH 6.61 Muy ligeramente Acido
Carbonatos (%) 24.98 Alto
Materia Organica (%) 16 Extremadamente Rico

6.2.- Monitoreo de pH durante el proceso de biorremediacion
Los cinco tratamientos con diferentes estimulos se monitorearon semanalmente
durante 13 semanas. Obteniendo un valor maximo de 7.8 y un minimo de 6.1

registrando un promedio de pH de 6.9 para todos los tratamientos (Fig. 3).
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Figura 3. Registro de pH de los tratamientos T1, T2, T3, T4, T5 durante las 13 semanas del
proceso de biorremediacion.

6.3.- Determinacién del porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad se registré con un valor inicial de 7.1 % para los cinco

tratamientos. Posteriormente a los 30 dias el T1 registré el valor mas alto con un

9.72 % de humedad, similar al tratamiento T2 con un 9.70 %, por su parte los

tratamientos T3 y T4 también presentaron valores muy similares. Sin embargo el T5

obtuvo el valor mas bajo con un 6.66 %. En el segundo periodo del proceso de

biorremediacion (60 dias) el tratamiento T1 mantuvo el valor maximo con un 28.19

%, mientras que los tratamientos T2, T3 y T5 mostraron valores similares,

registrando el valor mas bajo para el T2 con un 16.30 %. Finalmente en el ultimo

periodo que corresponde a los 90 dias el valor mas alto de humedad se volvio a

registrar en el tratamiento T1 con un 25.15 %, por su parte los tratamientos T3, T4
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y T5 mostraron valores similares, mientras que el T2 conservé en menor porcentaje

de humedad con un 14.69 % (Fig.4).
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Figura 4. Valores del porcentaje de humedad en los tratamientos, durante lafase experimental.

6.4.- Concentracion inicial de HTP en sedimento

Después de realizar la determinacion inicial de hidrocarburos totales del petréleo
(HTP), el sedimento presentd una concentracion de 103, 714.47 mg de HTP /kg de
sedimento, lo que indica que el valor de concentracion de HTP se encuentra por
arriba de los limites maximos permisibles establecidos en la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012, donde el valor maximo permisible de HTP en suelo
clasificado como de uso agricola, forestal, recreativo y de conservacion es de

3,000.00 mg/kg.
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6.5.- Hidrocarburos Totales del Petroleo a los 30 dias

La cuantificacion de HTP a los 30 dias del proceso de biorremediacion presentaron
valores de biodegradacion significativos para ciertos tratamientos, el tratamiento T1
registro un valor de 66, 304.82 mg/kg de HTP, el tratamiento T2 mostro el valor mas
alto con 99, 335.54 mg/kg, mientras que el tratamiento T3 obtuvo un valor de 98,
750.40 mg/kg, el tratamiento T4 fue el que mostro el valor mas bajo con 63, 572.89

mg/kg y finalmente el tratamiento T5 registré un valor de 87, 261.62 mg/kg (Fig. 5).
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Figura 5. Valores promedio de la concentraciéon de HTP a los 30 dias del proceso de
biorremediacion.

La cuantificacion de HTP a los 30 dias del proceso de biorremediacion mostré una
degradacion maxima y significativamente mayor de 38.70 % correspondiente al
tratamiento T4 (F=1561.900, p<0.05), el cual es similar al obtenido en el tratamiento
T1 con un valor de 36.06 %, sin embargo ambos tratamientos presentan diferencias
estadisticamente significativas entre si (p<0.05). Por otro lado los tratamientos T2 y
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T3 no mostraron diferencias estadisticamente, registrando un valor de degradacion
de 4.22 % y 4.75 % respectivamente. Por ultimo el tratamiento T5 presentd una

degradacion del 15.86 % (Fig.6).
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Figura 6. Valores promedio de la biodegradaciéon de HTP a los 30 dias del proceso de
biorremediacién. Las letras distintas en los tratamientos indican diferencias significativas
(p<0.05).

6.6.- Hidrocarburos Totales del Petréleo alos 60 dias

En el segundo mes del proceso de biorremediacion la cuantificacion de HTP mostro
los siguientes valores, para el tratamiento T1 49, 568.30 mg/kg, el tratamiento T2
96, 493.42 mg/kg, similar al tratamiento T3 con un valor de 94, 636.29 mg/kg, por
su parte el tratamiento T4 registr6 un valor de 50, 250.89 mg/kg y para el tratamiento

T5 fue de 77, 562.49 mg/kg (Fig. 7).

42



105000

100000
90000

80000 [ .......

70000
60000

50000 g T "1 +1.96 Desv. estandar

[ +1.00 Desv. estandar
40000 ] 5 3 4 5 O Promedio

Hidrocarburos totales de petréleo (mg/kg)

Tratamientos

Figura 7. Valores promedio de la concentracion de HTP a los 60 dias del proceso de

biorremediacion.

Transcurridos los 60 dias del proceso de biorremediacion el tratamiento T1 mostré
la mayor degradacion con un 52.20 % (F= 2778.385, p<0.05) similar al tratamiento
T4 con 51.54 % estadisticamente iguales entre ellos (p=0.87). Por otra parte el
tratamiento T2 registrd6 11.18 % de degradacion, mientras que el tratamiento T3
evidencio el menor valor con un 8.75 %, mostrando diferencias significativas a los
tratamientos anteriormente mencionados. Finalmente el tratamiento T5 obtuvo un

valor de 25.21 % como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 8. Valores promedio de la biodegradaciéon de HTP a los 60 dias del proceso de
biorremediacion. Las letras distintas en los tratamientos indican diferencias significativas

(p<0.05).

6.7.- Hidrocarburos Totales del Petréleo a los 90 dias

En el dltimo periodo del proceso de biorremediacion los resultados obtenidos por la
cuantificacion de HTP se mostraron de la siguiente manera, para el tratamiento T1
se obtuvo el menor valor con 36, 372.74 mg/kg, mientras que para el tratamiento T2
se registré el valor mas alto con 94, 062.82 mg/kg, seguido del tratamiento T3 con
87, 628.48 mg/kg, por su parte el tratamiento T4 mostro el segundo valor mas bajo

con 43, 672.97 mg/kg y por ultimo el tratamiento T5 con 72, 562.30 mg/kg de HTP

(Fig. 9).
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Figura 9. Valores promedio de la concentracion de HTP a los 90 dias del proceso de
biorremediacion.

Finalmente en el proceso de biorremediacion a los 90 dias se mantuvo la tendencia
de mayor degradacién para el tratamiento T1 con un valor de 64.93 % (F=7651.330,
p< 0.05), disimil al valor obtenido en el tratamiento T4 con 57.89 % ambos
tratamientos mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), por otro
lado el resto de los tratamientos T2, T3y T5 presentaron de igual manera diferencias
estadisticamente significativas, obteniendo los siguientes valores 13.14 %, 15.50 %

y 30.03 % respectivamente (Fig. 10).
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Figura 10. Valores promedio de la biodegradacion de HTP a los 90 dias del proceso de
biorremediacion. Las letras distintas en los tratamientos indican diferencias significativas
(p<0.05).

Durante el periodo de 90 dias que fue el tiempo de duracion del proceso de
biorremediacion la degradacion de los Hidrocarburos Totales del Petroleo fue
estadisticamente significativa en los primeros 30 dias de la fase experimental. Se
obtuvo una degradacion maxima de 38.70 % que corresponde al tratamiento T4,
mientras que la menor degradacion se registré en el tratamiento T2 con un 4.22 %.
Posteriormente en el segundo periodo que corresponde del dia 30 al dia 60 se
registré una degradacion de 16.13 % mas para el tratamiento T1, por otra parte se
obtuvo 6.96 % mas de degradacion correspondiente al tratamiento T2, mientras que
el tratamiento T3 evidencid la menor degradaciéon con solo 3.99 %, en cuanto al

tratamiento T4 se obtuvo un valor de 12.84 %y por ultimo el tratamiento T5 registrd
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9.35 % mas de remocioén de HTP. Finalmente en el ultimo periodo del proceso de
biorremediacion se logré obtener una remocion de 12.72 % mas para el tratamiento
T1, registrando un valor final de 64.93 % de degradacion de HTP perfilandose como
el mejor tratamiento, mientras que el tratamiento T2 obtuvo solo 1.96 % de
degradacion en este periodo de tiempo, posicionandose como el tratamiento con

menor porcentaje de remocion de HTP con un valor final de 13.14 % (Fig.11).
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Figura 11. Valores promedio de la biodegradacion de HTP alos 30,60 y 90 dias del proceso de
biorremediacion.
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VIl. DISCUSION

Entre los factores que influyen directamente en la degradacién en un proceso de
biorremediacion se encuentra la composicion, la concentracion de la comunidad
microbiana y la tasa de transformacion de contaminantes, que a su vez, esta
influenciada por los factores ambientales, microbioldgicos y de sustrato (Espinosa,

2006).

En los factores ambientales se incluyen humedad, aireacion, temperatura, pH y
disponibilidad de nutrientes. Dentro de los factores microbiolégicos se encuentran
la presencia de microorganismos con rutas para la degradacion de los compuestos
de interés. Entre las propiedades del sustrato que pueden afectar a la
biotransformacion del contaminante se incluye la clase textural, debido a que
desempefia un papel importante en los procesos de erosion y deposicion. En el
presente estudio los resultados obtenidos de la caracterizacion del sedimento
contaminado por hidrocarburos en el estero adyacente a la playa Emiliano Zapata,
municipio de Tuxpan mostraron una textura franco arenosa. De acuerdo a trabajos
previos como el de Garcia (2013) en el que también clasifico el sedimento de la
misma area con una textura franco arenosa y Reyes (2017) que también presento
una composicion textural franco arenosa proveniente del estero San Lorenzo
municipio de Tamiahua, estos resultados se atribuyen principalmente a que ambos
sedimentos fueron extraidos de esteros con influencia marina y por ende tienden a

estar formados en su mayoria de arenas finas, lo que presenta una ventaja en
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cuanto a la oxigenacion en los procesos de biorremediacion debido a que tiene mas

espacio entre sus particulas (Volkey Velasco, 2002; Reyes, 2017).

Por otro lado Muskus et al., (2013) y Torri et al., (2018) obtuvieron la misma clase
textural, en una matriz de estudio diferente a la del presente trabajo; sin embargo
es importante mencionar que obtuvieron resultados de degradacién mayores al 70%
similar al porcentaje de degradacion obtenido en el presente trabajo el cual fue de
64.93 %, lo cual se atribuye precisamente a la porosidad de la composicion textural,
ya que otros estudios llevados a cabo en la misma matriz de estudio pero con la
clase textural franco arcillosa (Vallejo et al., 2005; Gomez et al., 2009; Ordaz et al.,

2011 y Arrieta et al., 2012) han obtenido tasas de degradacién menores.

En cuanto al pH registrado durante el proceso de biorremediacién se obtuvo un valor
promedio de 6.9, clasificado como muy ligeramente acido, este valor se encuentra
dentro del rango 6ptimo, el cual va de 6.0 a 8.0. El pH es un factor importante puesto
gue puede afectar significativamente la actividad microbiana por la biodisponibilidad
de fuentes de carbono y energia, ademas influye en la asimilacion de los nutrientes,
ya que modifica la solubilidad, el estado y las caracteristicas quimicas de los

compuestos contaminantes (Rios, 2005; Llado, 2012).

El resultado obtenido es similar al de Vallejo et al., (2015) quienes registraron un pH
de 6.26 mientras que trabajos como los de Vallejo et al., (2005), Gémez et al.,
(2009), Arrieta et al., (2012) y Torri et al., (2018) registraron un pH entre 5.1y 5.5
obteniendo para algunos casos bajos y altos porcentajes de degradacion. Por otra

parte Ordaz et al., (2011), San Martin et al., (2012), Garcia (2013), Muskus et al.,
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(2013) y Mendo (2014) obtuvieron un pH entre 7.1 y 7.8 obteniendo en la mayoria
de los casos porcentajes altos de degradacion de hidrocarburos, similares a los
obtenidos en el presente trabajo, ya que se logré una remocion de HTP mayor al 50
%. Por tal motivo es importante monitorear constantemente los niveles de pH debido
a que condiciones altamente acidas o alcalinas generalmente inhiben la actividad

microbiolégica (Espinosa, 2006).

La materia organica es una propiedad determinante en la biodegradacion de
contaminantes dado que favorece la absorcion de compuestos, debido a que la
fraccion organica de los sedimentos estad constituida por materia de desechos
animal y vegetal que generalmente se le conoce como humus, lo cual tiene relaciéon
ya que dicha materia aumenta proporcionalmente al grado de contaminacién a
causa de los derrames de hidrocarburos en la zona, ya que provoca la muerte de
organismos y con el paso del tiempo; la acumulacién de materia organica en los
sedimentos (Espinosa, 2006; Reyes, 2017). La materia organica registrada para
esta investigacion fue de 16 % que se considera extremadamente rica, de acuerdo
con Gémez et al., (2009), Ordaz et al., (2011), Arieta et al., (2012), San Martin et al,
(2012), Mendo (2014) y Vallejo et al.,, (2015), quienes también reportan la

clasificacion de extremadamente rica en cuanto a este parametro.

Con respecto a la densidad aparente obtenida en los sedimentos contaminados se
obtuvo un valor de 1.04 g/cm?®que se consideré como baja al igual que Garcia (2013)
quién reportd para la misma area de estudio un valor de 1.08 g/cm?® que es
interpretado como baja, por su parte, San Martin et al, (2011) también registran una
densidad aparente baja en un area de estudio diferente, con un valor de 1 g/cm?,
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asi como también los estudios realizados por Vallejo et al., (2005), Goémez et al.,
(2009), Ordaz et al., (2011) Arrieta et al., (2012) y Vallejo et al., (2015) quienes
reportan valores similares a los obtenidos, catalogados como densidad aparente
baja. Sin embargo es importante mencionar que los valores de este parametro
pueden variar de acuerdo al estado de agregacion del suelo, contenido de agua y
la proporcion del volumen ocupado por los espacios intersticiales. Cuando la
densidad aparente aumenta, se incrementa la compactacion y se afectan las
condiciones de retencion de humedad y disponibilidad de nutrientes (Haddad,
2004), aspectos importantes que se deben tomar en cuenta para lograr un proceso

de biorremediacién exitoso.

En el presente trabajo se evalud el proceso de biorremediacion de sedimentos
contaminados con hidrocarburos mediante un disefio experimental con diferentes
estimulos para cada tratamiento. El tratamiento T1 fue el que demostré la mayor
remocion del contaminante con un valor de 64.93%, estadisticamente similar al
tratamiento T4 con una remocion del 57.89 %, esto se atribuye a la actividad
metabdlica bacteriana, debido a que ambos tratamientos contenian el estimulo de
la biaumentacién, estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores
quienes también obtuvieron mayores porcentajes de remocion mediante el
incremento de la cepa bacteriana sometida a la degradacion y para algunos casos
la adicion del bioventeo incrementé mas la tasa de remocion de HTP, puesto que
se destaca que al utilizar en conjunto las técnicas de bioventeo, biaumentacion y
bioestimulacion se logran mejores resultados. Muskus et al., (2013) combinaron las

técnicas de bioventeo y bioestimulacion teniendo porcentaje de hasta el 97 % de
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degradacion; por otra parte Gomez et al., (2009) emplearon las técnicas de
bioaumentacion y bioestimulacion obteniendo un porcentaje del 60.45 % en la

reduccion de los HTP, similar a los obtenidos en este estudio.

Por otra parte el tratamiento T2 se posicion6 como el tratamiento con el menor
porcentaje de degradacion con un valor de 13.06 %, debido a que no contenia
ningun estimulo, sin embargo tampoco presentd diferencias estadisticamente
significativas respecto al tratamiento T3 que contenia el estimulo de
bioestimulacion, ya que para este tratamiento se registré una degradacion de 15.50
% y su resultado precisamente se atribuye a que no contenia inoculo bacteriano,
como lo mencionan algunos autores en sus trabajos (Goémez et al. 2009; Muskus et
al. 2013; Ruiz-Marin et al., 2013; Hernandez-Cervantes, 2016; Reyes, 2017;
Hernandez, 2019). Por ultimo el tratamiento T5 que se le aplicé el estimulo de
bioventeo obtuvo una degradaciéon de HTP de 30.03 % que fue bastante buena para
carecer de la bioaumentacién, sin embargo la tasa de degradacion pudo haberse
elevado debido al efecto de volatilizacion de los hidrocarburos incluyendo la

fotodegradacion.

En el presente trabajo fue evidente la importancia de la bioaumentacion bacteriana,
debido a que los valores mas altos de degradacion se obtuvieron en los tratamientos
gue contenian la cepa bacteriana Ochrobactrum anthropi, similar a los resultados
obtenidos por Ruiz-Marin et al., (2013) quienes llevaron a cabo un proceso de
biodegradacion en sedimento de mangle, obteniendo mayores porcentajes de

degradacion mediante la técnica de bioaumentacion con un valor de 40.3 %
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mientras que por atenuacion natural solo obtuvieron un 4.51 % de remocion de

hidrocarburos.

En el presente estudio se registrd6 un contenido inicial de hidrocarburos de 103,
714.47 mg de HTP /kg de sedimento, segun la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012
que establece los limites maximos permisibles de contaminacion en suelos
afectados por hidrocarburos, la caracterizacion del sitio y procedimiento para la
restauracion en suelos de uso agricola, forestal, recreativo y de conservacion; indica
que el valor maximo permisible es de 3,000 mg/kg. Durante el proceso de
biorremediacion no se logré entrar dentro de los limites maximos permisibles segun
la norma antes mencionada, sin embargo se consiguio la disminucion del contenido
de Hidrocarburos Totales del Petréleo hasta un 64.93 % mediante la aplicacién de

las técnicas de bioestimulacion, bioaumentacion y bioventeo.
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VIll. CONCLUSIONES Y APLICACION PRACTICA DEL

TRABAJO

8.1.- Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo de intervencion se

concluye que:

Los parametros fisicos de las muestras de sedimento contaminado por
hidrocarburos del estero adyacente a la playa Emiliano Zapata, ejido el
sacrificio, Tuxpan, Veracruz, mostraron una textura franco arenosa y una
densidad aparente baja de 1.04 g/cm?, considerado como muy fuertemente
salino de acuerdo al valor obtenido en la conductividad eléctrica de 4, 819 uS
y una salinidad de 3.03 ppm.

Los andlisis quimicos del sedimento evidenciaron un valor extremadamente
rico en la materia organica, con 16 % y alto en carbonatos registrando un
porcentaje de 24.98 %. El pH se mostré con un valor promedio de 6.9 durante
el proceso de biorremediacion.

Los resultados més satisfactorios se obtuvieron de los tratamientos con
bioaumentacion bacteriana. El tratamiento T1 con bioestimulacion,
bioaumentaciéon y bioventeo, al igual que el tratamiento T4 con
biaumentacion, registraron una biodegradaciéon de HTP de 64.93 % y 57.89

% respectivamente durante los 90 dias.
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e Lacapacidad hidrocarburolitica de la cepa bacteriana Ochrobactrum anthropi
es mejor con bioestimulacion y bioventeo.

e La muestra de sedimento contaminado tuvo una concentracion inicial de
Hidrocarburos Totales del Petroleo de 103, 714.47 mg/kg logrando una

disminucién en la concentracion final de 36, 372.74 mg/kg.

8.2.- Aplicacion practica del trabajo

El proceso de biorremediacién a muestras contaminadas por hidrocarburos del
presente trabajo se aplicd ex situ y bajo condiciones controladas, en el cual se
obtuvo una mayor eficiencia de degradacion al aplicar de manera conjunta las
técnicas de bioestimulacion, bioaumentacion y bioventeo. Lo que contribuye a
confirmar la capacidad hidrocarburolitica de la cepa bacteriana Ochrobactrum
anthropi y su viabilidad en la aplicacion de procesos de degradacién de
hidrocarburos. Siendo esta una tecnologia eficiente para minimizar los impactos
ambientales generados por derrames de productos del petréleo y sus derivados en
el area afectada, ademas de ser una tecnologia amigable con el ambiente es
econdémica en comparacion con los tratamientos convencionales de remocion de
hidrocarburos, por tal motivo se propone un proceso de biorremediacion a escala
piloto de los sedimentos contaminados, para evaluar si se conserva la misma tasa

de degradacion con las nuevas condiciones ambientales.

La primera etapa consistiria en llevar a cabo la metodologia como se explica en el

presente trabajo, tomando en cuenta que la cinética de degradacion puede ser
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mejorada al adicionarle nutrientes y bioventeo. Se requerira la valoracion de los
factores fisicos y quimicos tales como: temperatura, pH, materia organica,

geoquimica del contaminante, entre otros.

Se requeriria la instalacién de un sistema de bioventeo en la planta piloto donde se
llevara a cabo el proceso de biorremediacién para lograr estimular la actividad
metabdlica bacteriana por medio de la inyeccion de aire a través de una bomba de
aireacion. Para lograr una bioventilacion adecuada, se deberan instalar un sistema
de canales en varios puntos estratégicos y a través de ellos se adicionara la cepa
bacteriana bioaumentada para acelerar el proceso de degradacion del
contaminante. Posterior a la aplicacion de la bioaumentacion se adicionarian los
nutrientes de forma quincenal durante el proceso de biorremediacion, cuidando las
condiciones correctas y necesarias de nitrogeno y fésforo a manera de que los

microorganismos tengan acceso a ellos.

Por ultimo, se deberan realizar analisis del sedimento de forma periddica (quincenal)
para medir los niveles de nutrientes, asi como las concentraciones de hidrocarburos

totales del petréleo (mensualmente).
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Recomendaciones

e La aplicaciéon de surfactantes anféteros en un proceso de biorremediacion es
una alternativa recomendable, debido a que actia en el incremento de la
biodisponibilidad del hidrocarburo mediante la desorcion y solubilizacion del
contaminante, permitiendo asi la transferencia de masa y consecuentemente
la biodegradacion.

e Adicionar algun texturizante organico al sedimento, ya que ayuda a elevar la
tasa de degradacion debido a que mejora la porosidad del sedimento y aporta
nutrientes, algunas alternativas pueden ser la hoja de platano, gabazo de
cafa, tallos de algodon, aserrin de pino, por mencionar algunos.

e Aumentar el tiempo de inyeccion de aire para evitar alguna limitacion en la
transferencia de oxigeno.

e Para lograr una mayor probabilidad de éxito se recomienda llevar a cabo el
proceso de biorremediacion en temporadas de temperaturas altas para evitar
el aletargamiento de las bacterias.

e El uso de fertilizantes inorganicos en sedimento de manglar coadyuva a
acelerar la degradacion de hidrocarburos, promoviendo los procesos
naturales de eliminacion de los mismos, transformandolos en sustancias
inocuas (Angeles, 2015).

e Se recomienda la aplicacion de las técnicas de bioestimulacion,
bioaumentacion y bioventeo como alternativas en el proceso de

biorremediacion que se propone a escala piloto.
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X.  ANEXOS

10.1.- Textura por medio del hidrémetro de Bouyoucos

Materiales: Suelo seco, balanza granataria, batidora de fuente de sodas, pipetas
de 10 ml, hexametafosfato de sodio, oxalato de sodio, agua destilada, cronometro,
probeta de 1 It, un densimetro de bouyoucos, pizeta de 250 ml, varilla ex profeso,

alcohol amilico y termdémetro.

Procedimiento:

. Después de que el suelo se ha secado, pese y coloque 50 g en el vaso de la
batidora.

. Agregue con una pipeta los dispersantes: 10 ml de metasilicato de sodio y 10 ml de
oxalato de sodio.

. Adicione 250 ml de agua destilada.

. Agite durante 10 minutos como minimo para muestras de textura gruesa (arenosos)
y hasta 30 minutos para las de textura fina (arcillosos).

. Vacié el contenido del vaso de la batidora en una probeta con capacidad de un litro,
procurando que no quede nada de suelo en el vaso.

. Aforar inicialmente a 800 mly después, con el densimetro adentro, aforar a los 1,000
ml con la ayuda de una pizeta con agua destilada.

. Saque el densimetro y agite con una varilla ex profeso, moviéndola de arriba hacia
abajo, para que las particulas de la muestra de suelo queden homogéneamente

distribuidas en todo el volumen de la probeta. Para lograr lo anterior, es necesario
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tirar con fuerza de la varilla de agitacion para que de esta manera el suelo que
permanece en el fondo se ponga en suspension. Durante esta operacion, la probeta
se debe sostener fuertemente con la mano. Cuando la suspension se haya
mezclado totalmente, se retirara la varilla.

8. Con el cronometro en mano, después de haber retirado la varilla, empiece a contar
40 segundos, mientras tanto introduzca cuidadosamente el hidrometro. Si en la
superficie de la suspension de la probeta se presenta abundante espuma, agregue
unas gotas de alcohol amilico.

9. Alos 40 segundos, mida el primer valor de densidad con el hidrometro en la parte
superior del menisco (andételo en el cuadro de resultados). Enseguida realiza la
lectura de temperatura.

10.Retire con cuidado el hidrometro y termémetro y téngalos limpios para repetir la

operacion 2 horas después.

NOTA: Cada vez que se tenga que medir la densidad de la suspension, el
hidrometro se debe introducir 20 segundos antes del tiempo indicado. Si por alguna
razon se pasa del tiempo establecido, agite otra vez la suspension como se indica
en la instruccién correspondiente y proceda de nuevo. Esto es valido unicamente

para la primera lectura.
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10.2.- Densidad aparente por el método de la probeta

Materiales: Franela, tapon de hule, probeta de plastico de 50 ml, suelo seco y

tamizado.

Procedimiento:

. Pese 40 g de suelo seco y tamizado.

. Coloque el suelo en una probeta de plastico de 50 ml.

. Tépelo con un tapon de hule.

. Sobre una base, golpee la probeta 30 veces, con frecuencia de un golpe por
segundo y con una trayectoria vertical de 30 cm.

. Laintensidad de cada golpe debe permitir el asentamiento del suelo y no la emision
del mismo hacia la boca de la probeta.

. Concluida la serie de golpes, lea el volumen final que ocupa el suelo y anote el dato.

Formula: DA= 50/ vol. de la muestra.
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10.3.- Determinacion del pHy conductividad eléctrica por la técnica del

multiparametro.

Materiales: Muestra de suelo, vaso de precipitado de 100 ml, agua destilada,
capsula magnética, vidrio de reloj, agitador magnético, papel filtro, multiparametro

oakton PCSTestre35 waterproof.

Procedimiento:

Pesar 20 g de suelo seco y colocarlos en un vaso de precipitado de 100 ml.

. Agregar 40 ml de agua destilada, la capsula magnética y cubrir con un vidrio de
reloj.

. Colocar el agitador magnético y darle 5 minutos de tiempo. Filtre en un tubo de
ensaye.

Pasado el tiempo de agitacion y filtracion, mida el pH de la muestra introduciendo el
multipardmetro en la suspensién del suelo, espere 20 segundos, enciéndalo y tome
la lectura directamente del multiparametro hasta que no haya variacién en la
caratula numeérica.

. Apague el multipardmetro, y con ayuda de una pizeta lavelo cada vez que este sea
introducido en una solucién o suspension, y con papel filtro o papel higiénico quite

el exceso de agua con precaucion para no dafar su sensible membrana.
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10.4.- Determinacion de la materia organica por la técnica de Walkley y Black

Materiales: suelo seco, dos matraces Erlenmeyer, bureta 25 ml. dicromato de
potasio 1N, campana de extraccion de gases, acido sulfurico concentrado, agua

destilada, acido fosférico, indicador de difenilamina y sulfato ferroso 0.5N.

Procedimiento:

Pese 0-5 g y 0.2 de suelo seco previamente tamizado.

. Coloque cada muestra de suelo en un matraz Erlenmeyer. Es recomendable
trabajar y correr uno blanco (agregue a un matraz los mismos reactivos, MENOS
suelo. El blanco nos permite calcular la normalidad real del sulfato ferroso, obtener
el porcentaje de MO al momento de hacer los calculos correspondientes y conocer
el viraje durante la titulacion.

. Agregue una pipeta 10 ml de dicromato de potasio 1N y agite suavemente.

Bajo la campana de extraccién de gases, agregue con mucho cuidado, 20 ml de
acido sulfarico concentrado, dejando resbalar el &cido por las paredes del matraz.
Mezcle con precaucion ya que se desprenden gases.

. Agite por un minuto y deje 30 minutos en reposo.

. Agregue 200 ml de agua destilada a cada matraz.

. Adiciones 10 ml de acido fosforico.

. Afiada tres gotas del indicador difenilamina, poco antes de iniciar la titulacion.
Llene una de las buretas con la solucion sulfato ferroso 0.5N, cuidando que no

queden burbujas en su interior.
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10.Inicie la titulacion, de preferencia con el blanco, mantenga un goteo constantes de
la solucién de sulfato ferroso y al mismo tiempo, agite el contenido del matraz para
poder apreciar el cambio de color de cada solucion.

11. Al principio de la titulacion, el color de la solucién puede ser verde botella o pardo,
e irh cambiando a un color azul, el cual se oscurece un poco antes de que se realice
el viraje a un color verde esmeralda brillante. Al obtenerse este cambio, suspenda
la titulacion y anote el volumen del sulfato ferroso gastado en cada una de las
diferentes muestras.

12.Realizar los célculos.

Formula:

%M.O= 10(1-S/B) (K)
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10.5.- Determinacion de carbonatos por el método valorimétrico

Material: muestras de suelo, acido clorhidrico, fenolftaleina, hidréxido de sodio
0.25N, vidrio de reloj, balanza granataria, matraces Erlenmeyer de 150, 250 y 500
ml, probeta de 100 ml, bureta de 25 ml, vaso de precipitado de 150 ml y jeringa de

10 ml.

Procedimiento:

1. Pesar 20 g de suelo seco y tamizado.

2. Colocar los 20 g de suelos en un vaso de precipitado de 150 ml.

3. Agregue exactamente 40 ml de HCI, cubrir con un vidrio de reloj y hervir
suavemente durante 5 minutos.

4. Enfriar, filtrar y lavar todo el acido que haya en la muestra con agua destilada.

5. Agregue 3 gotas de fenolftaleina y titular con hidroxido de sodio 0.25 N.
Anotar la cantidad de ml gastados

6. Realizar los célculos.

Formula:

CaCO0s3=50 X N de HCI-ml de NaOH X N de NaOH/gr de muestra
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