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“Yo no estudio para escribir, ni menos para enseñar 

(que fuera en mí desmedida soberbia), sino sólo por 

ver si con estudiar ignoro menos. Así lo respondo y así 

lo siento.” 

 

― Juana Inés de la Cruz,  
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Resumen  

 

 

Los manglares son ecosistemas muy productivos que han sido fuertemente 

dañadas por la industria del Petróleo. La bioestimulación es una de las tecnologías 

emergente y pertinente para promover los procesos naturales de remoción de 

contaminantes, por medio de microorganismos autóctonos que degradan diversos 

contaminantes hasta compuestos no tóxicos. El objetivo del presente trabajo fue 

evaluar la capacidad de degradación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos)  

presentes a nivel microcosmo en sedimentos de manglar sembrados con plántulas 

de Rhizophora mangle mediante la adición de fertilizantes inorgánicos 

comerciales. Se establecieron seis tratamientos: (1) plántula de R. mangle, 50 

mgHC y fertilizante inorgánico comercial (P-HC-FI); (2) plántula de R. mangle, 0 

mgHC (P); (3) plántula de R. mangle, 50 mgHC (P-HC); (4) 50 mgHC y fertilizante 

inorgánico comercial (HC-FI); (5) 0 mgHC (0, control); (6) 50 mgHC (HC). Durante 

el periodo experimental de 90 días, se midió el índice de contenido de clorofila 

(ICC) en los microcosmos, dando como resultado que no fue significativamente 

diferente entre ellos. Se presentaron eliminaciones de alcanos líquidos en los 

tratamientos donde se adicionó fertilizantes inorgánicos (FI) del  90%, seguida por 

eliminaciones de alcanos semisólidos con eliminaciones superiores a 85%. En 

total la eliminación de n-alcanos fue del 91% para el microcosmo donde se aplicó 

la técnica de bioestimulación. En el microcosmo donde se produjo atenuación 

natural se alcanzaron eliminaciones de n-alcanos del 66%. La degradación de 

hidrocarburos alifáticos (n-alcanos) para el microcosmo donde se agregó el 

fertilizante inorgánico (FI), obtuvo un 49% de degradación de n-alcanos, a 

diferencia del tratamiento donde se llevó a cabo atenuación natural con un 23% de 

degradación. Se concluyó, que la degradación de hidrocarburos alifáticos (n-

alcanos) en sedimento de manglar aplicando la técnica de bioestimulación es 

efectiva comparada con la atenuación natural. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

El manglar es un ecosistema costero de transición, es decir; se encuentra entre 

ambientes marinos y terrestres,  formado principalmente por especies de árboles y 

arbustos que se han adaptado al medio ambiente de las zonas intermareales de 

las costas tropicales y subtropicales del planeta ocupando un 75% sobre la línea 

de costa desarrollando tolerancia a los suelos anegados y con alta salinidad 

(Kathiresan y Qasim, 2005; Hoff et al., 2010).  

 

Los ecosistemas de manglar juegan un papel importante en la ecología y 

economía ya que  proporcionan bienes y servicios para las poblaciones humanas, 

puesto que constituyen un área de refugio, crianza y alimentación de diversos 

grupos de animales,  descarga y recarga de agua subterránea, control de flujo y 

reflujo de aguas estuarinas, proporcionan franjas de protección y estabilización 

costera, se lleva a cabo la retención de sedimentos y nutrientes, brindan 

protección contra la erosión  y son áreas de depósito final de múltiples 

contaminantes orgánicos e inorgánicos (Yáñez-Arancibia y Lara-Domínguez, 

1988; Alongui 2002; MacFarlane, 2002).  

 

Los manglares son ricos en materia orgánica y altamente eficientes en reciclar 

nutrientes lo cual puede deberse a que  en condiciones normales presentan una 

deficiencia de nutrientes en especial nitrógeno y fósforo (Vázquez et al., 2000; 

Holguín y Bashan, 2001). 

 

Se calcula que México tiene una pérdida del 12 al 60% en la superficie de los 

manglares, en un periodo de 20 años, la cual ha sido causada principalmente 

debido a la construcción de termoeléctricas, asentamientos y descargas de aguas 
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urbanas, turismo, construcción de carreteras y actividades petroleras (Carrera y 

De La Fuente, 2004). 

 

Los hidrocarburos ingresan al ecosistema de manglar con los aportes ribereños y 

con los cambios de marea, teniendo como resultado la acumulación de dichos 

contaminantes en diversas partes de los árboles (principalmente en sus raíces 

aéreas) y los sedimentos  (Zhu et al., 2001). De igual forma se ven afectados 

factores fisiológicos y estructurales del mangle, como lo son, la eficiencia 

fotosintética, biomasa, superficie foliar y altura. Un ejemplo de esto es un estudio 

realizado en una comunidad de manglar en Tabasco, el cual ha sido perturbado 

constantemente con hidrocarburos donde se han observado la pérdida de 

eficiencia del ecosistema, haciéndolo vulnerable al ataque de insectos y 

enfermedades. En cuanto a las plantas, se observaron daños visibles como 

clorosis, necrosis e incluso la muerte (Toledo, 1988). 

 

Por otra parte, ha sido reportada una correlación entre las concentraciones de 

hidrocarburos de petróleo en los sedimentos y la deficiencia de clorofila en los 

manglares (Duke y Watkinson, 2002). Debido a lo anterior, es importante 

considerar este parámetro como una variable de respuesta ante el estrés. 

 

La capacidad de residencia a contaminantes y de resiliencia depende no solo del 

tipo, cantidad, calidad y meteorización del petróleo, sino  de las condiciones 

climáticas, variaciones estacionales, acción de las mareas y  de la capacidad de 

los mangles así como de las comunidades microbianas asociadas a sus raíces 

(Garrity et al., 1994; Burns y Codi, 1998; Rodrígues et al., 1999).   

 

Cabe mencionar que todos los suelos contienen microorganismos capaces de 

utilizar como sustrato los productos del petróleo, debido a que están directamente 

involucrados en el ciclo biogeoquímico (Korda et al., 1997; Crápez et al., 2002). 
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Sin embargo se encuentran limitados por diversos factores como lo son: 

condiciones ambientales, la variedad de hidrocarburo presente y la disponibilidad 

de los contaminantes a los organismos. Los cuales se pueden contrarrestar 

fomentando la actividad degradadora de la flora microbiana. Existen factores 

ambientales que frenan el proceso de recuperación natural de los ecosistemas de 

agua salada impactados por hidrocarburos, dichos factores son la salinidad y el 

anegamiento (Odokuma y Dickson, 2003).  

 

Por lo tanto existe la necesidad de crear tecnologías que promuevan los procesos 

naturales de eliminación de contaminantes; tales como la biorremediación que es 

un proceso biológico donde diversos microorganismos biodegradan contaminantes 

hasta compuestos no tóxicos, o incluso llegan a la mineralización completa de los 

hidrocarburos a dióxido de carbono y agua (Alexander, 1999; Maier y Pepper, 

2000). 

 

Después de un derrame de petróleo, se observa una elevada concentración de 

carbono y una carencia de nitrógeno (N) y fósforo (P) los cuales son necesarios 

para el metabolismo microbiano por este motivo se opta por la implementación de 

estrategias de biorremediación como lo es la bioestimulación (Vallejo et al., 2005). 

Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre las estrategias para la 

remediación de sedimentos contaminados por hidrocarburos alifáticos en 

manglares. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad 

degradación de hidrocarburos presentes en sedimentos de manglar sembrados 

con plántulas de Rhizophora mangle mediante la adición de fertilizantes 

inorgánicos comerciales, a nivel microcosmos. 
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1. ANTECEDENTES 

 

Los hidrocarburos son los principales componentes del petróleo sin refinar, 

también conocido como petróleo crudo. Los cuales se clasifican de acuerdo a su 

estructura en alifáticos y aromáticos, los hidrocarburos alifáticos se subdividen en 

alcanos, alquenos, alquinos y cicloalifáticos. Los aromáticos son los hidrocarburos 

no saturados, son bioquímicamente activos y potencialmente carcinógenos. Los 

alcanos debido a su baja polaridad son insolubles en agua e incapaces de formar 

enlaces con el hidrógeno. Los hidrocarburos alifáticos (alcanos de cadena lineal), 

de acuerdo a la longitud de la cadena hidrocarbonada pueden clasificarse según 

Setti et al. (1993) como: 

 

i) n-alcanos líquidos, C12-C16 

ii) n-alcanos semisólidos, C17-C28 

iii) n-alcanos sólidos, >C28 

 

La actividad humana representa una amenaza para los ecosistemas de manglar, 

dentro de las principales consecuencias se encuentran la destrucción del hábitat, 

la contaminación y la sobreexplotación de los recursos, así como  desechos 

sólidos urbanos, contaminantes industriales, pesticidas y fertilizantes agrícolas, 

derrames de petróleo, etc., así como las modificaciones a las condiciones 

hidrológicas han tenido un gran impacto sobre  los manglares (Díaz, 2011). 

 

Por ejemplo, en el año 2000, en la Bahía de Guanabara, Río de Janeiro, Brasil, 

una ruptura de tuberías causó un derrame de petróleo de 1,3 millones de 

toneladas, contaminando grandes extensiones de playas y manglares  (Brito et al., 

2009). Otro caso, fue en 2006, en el Puerto de Gladstone en Queensland, 

Australia donde debido a un accidente 25 toneladas de petróleo fueron 
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derramados afectando significativamente a los manglares de dicha zona (AMSA, 

2006). 

 

A pesar de que la industria del petróleo en México es una importante fuente de 

ingresos para la economía del país, también representa una fuente de 

contaminación en las costas del golfo de México debido a la presencia de 

hidrocarburos, tanto en el agua como en el suelo (Gallegos, 1986). Actualmente, 

se considera a la contaminación por hidrocarburos como uno de los problemas 

medioambientales más importantes. 

 

Una alternativa para remediar es implementar una combinación de métodos físicos 

y químicos; pero éstos suelen ser costosos,  además de causar daños a la biota e 

impiden la recuperación de algunos hábitats (Olguín et al., 2007). 

 

La biorremediación emplea organismos propios del sitio contaminado (autóctonos) 

o de otros sitios (exógenos), puede realizarse in situ o ex situ, en condiciones 

aerobias o anaerobias (Eweis et al., 1998). Aunque no todos los compuestos 

orgánicos son susceptibles a la biodegradación, sin embargo los procesos de 

biorremediación han dado resultados exitosos para tratar suelos, lodos y 

sedimentos contaminados con hidrocarburos de petróleo, solventes, explosivos, 

clorofenoles, pesticidas e hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) (Semple et 

al., 2001). 

 

Las técnicas de biorremediación aplicadas a la contaminación con hidrocarburos 

se encuentran limitadas en su aplicación, debido a las características físicas y 

químicas del suelo, la toxicidad ocasionada por la concentración y el grado de 

intemperismo del petróleo. Otros factores relacionados pueden ser: la 

disponibilidad de nutrientes, la presencia y permanencia en el tiempo de las 

poblaciones de microorganismos degradantes de hidrocarburos (Schoor et al., 
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1995; Hutchinson et al., 2001). En contraste a la biorremediación, en el caso de la 

eficiencia de la biodegradación de hidrocarburos en el suelo, ésta puede estar 

limitada por lo factores fisicoquímicos y biológicos, como nutrientes, pH, 

temperatura, humedad, oxígeno, las propiedades del suelo y la concentración de 

contaminante, el número y tipo microorganismos presentes (Bradi et al., 2000).  

  

De acuerdo con Salinas et al. (2007), los procesos de biorremediación de suelos 

se pueden clasificar en tres clases; atenuación natural, bioestimulación y 

bioaumentación, ambas con la posibilidad de ser aplicadas in situ o ex situ, así 

como la atenuación natural (consorcios microbianos en el sedimento con la 

capacidad de degradar o transformar los contaminantes en subproductos, 

idealmente no tóxicos) (Nyer, 1998; Olguín et al., 2007).  

 

La atenuación natural es un proceso  que depende de los procesos naturales para 

degradar y disminuir los contaminantes, donde la concentración del contaminante 

es reducida por los microorganismos nativos del medio. Los resultados 

dependerán de la presencia o ausencia de los microorganismos degradadores, de 

las concentraciones del oxígeno disuelto, el nivel de nutrientes y de la 

biodisponibilidad de los contaminantes (Kao, 2001; Menéndez et al., 2007). 

 

En el caso de la bioestimulación es una técnica donde la actividad natural de los 

microorganismos autóctonos es estimulada por la circulación de soluciones a 

través del suelo contaminado con nutrientes y/o oxígeno disuelto aceptor  de 

electrones, y así promover la degradación de contaminantes (Cunningham y 

Philip, 2000). 

 

A diferencia de las técnicas anteriores, la bioaumentación inocula el sistema con 

uno o varios microorganismos, previo a la caracterización de las poblaciones de 
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microorganismos donde se evalúa la capacidad de éstos para colonizar y degradar 

a los contaminantes del suelo (Sabaté et al., 2004).   

 

Se ha reportado que la bioestimulación se ha empleado con resultados favorables 

para remediar suelos contaminados con gasolinas, compuestos orgánicos volátiles 

(COVs), pesticidas, hidrocarburos del petróleo, entre otros. 

 

El hidrocarburo que se derrama sobre el suelo da como resultado un desequilibrio 

en la proporción de carbono-nitrógeno, diversos estudios han reportado que 

suelos contaminados con dicho contaminante presenta un exceso de carbono, y a 

su vez elementos como nitrógeno y fósforo se encuentran en bajas 

concentraciones para mantener un balance de nutrientes (C:N:P), limitando así el 

proceso de biodegradación, por dicho motivo se opta por la implementación de 

estrategias como la bioestimulación ( Margensin et al., 2000; Vallejo et al., 2005; 

Agarry y Ogunleye, 2012) 

 

Estudios previos han reportado que se incrementó la actividad de degradación 

únicamente con la adición de nutrientes en forma de fertilizantes inorgánicos 

compuestos y sales inorgánicas simples, por lo que se recomienda utilizar una 

relación C:N:P 100:10:1 reportada como eficiente en numerosos estudios 

(Margensin y Shinner, 1997; Margensin et al., 2000; Cleves y Sandoval, 2001; 

Hamme et al., 2003). 

  

De acuerdo a Vallejo et al., (2005), los fertilizantes inorgánicos contribuyen en la 

degradación de mayor cantidad de hidrocarburos totales del petróleo, ya que 

debido a su disponibilidad  y solubilidad en el suelo permite que los 

microorganismos degradadores nativos no tengan limitaciones de nutrientes. 
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En una investigación reciente realizada en Brasil, se evaluó la relación entre la 

diversidad microbiana anaerobia y el potencial de degradación en sedimento 

contaminado con hidrocarburo, teniendo como resultado que la degradación de 

hidrocarburos depende de la diversidad microbiana anaerobia ya que a 

sedimentos que se encontraban a mayor profundidad se compromete la 

degradación, por lo que se puede determinar que en capas de sedimento anóxico 

contaminado puede permanecer el contaminante años sin degradar (Andrade et 

al., 2012).  

 

De acuerdo a Gómez y colaboradores (2009) se llevó acabo la biorremediación de 

un suelo contaminado con mezcla de combustibles gasolina-diesel a escala de 

laboratorio, para evaluar la bioestimulación frente a la atenuación natural y la 

bioaumentación usando nutrientes como urea al 99.8% y fosfato de potasio 

bibásico en una relación de C:N:P de 100:17,5:1,75. Teniendo como resultado 

después de tres meses de tratamiento una eliminación de hidrocarburos totales 

del petróleo del 52.79% para el tratamiento por atenuación natural, 60.45% para el 

tratamiento por bioestimulación y del 64.92% para el tratamiento por 

bioaumentación.  

 

En Nigeria se evaluó a nivel laboratorio la bioestimulación y la bioaumentación en 

suelos tropicales impactados con hidrocarburos, donde los resultados indican que 

la combinación de ambas técnicas optimizaron la degradación de hidrocarburos 

hasta alcanzar una eliminación de 83.79% en el suelo después de 42 días 

transcurridos (Agarry y Ogunleye, 2012). Por ejemplo, San Martin y colaboradores 

(2012), aislaron y seleccionaron bacterias con capacidad hidrocarburolítica de 

sedimento contaminado por hidrocarburos, posteriormente inocularon, logrando un 

72% de degradación HTP en 90 días de tratamiento. 
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Existen pocos informes donde se han aplicado las técnicas de biorremediación en  

manglares contaminados por el petróleo, por ejemplo Australia (Burns et al., 2000; 

Duke et al., 2000, Ramsay et al., 2000), África (Odokuma y Dickson 2003), China 

(Ke et al., 2003; Guo et al., 2000; Yu et al., 2005a) y Brasil (Brito et al., 2009). 

 

Por ejemplo, Ke et al., (2003), reportaron una eliminación del 90% de pireno en 

microcosmo de manglar. Ramsay et al. (2000), observó que la aireación y la 

adición de nutrientes estimula significativamente el crecimiento de los 

microorganismos degradadores de hidrocarburos en sedimentos de manglares 

afectada por petróleo crudo. 

 

En México, se evaluó la degradación de petróleo realizando las técnicas de 

bioaumentación por bacterias y bioestimulación adicionando nitrógeno en el suelo. 

Se emplearon dos tipos de suelo: de playas acondicionado con lodos activados y 

de mangle. Por otro lado, resultó evidente que al someter los dos suelos 

contaminados con hidrocarburos a procesos de bioestimulación, adicionando 

nitrógeno en un rango de 0.5–3 mg l-1, se creó un ambiente favorable, para 

alcanzar una mayor eliminación de hidrocarburos alifáticos, del 99.5% durante los 

tres meses del tratamiento adicionando nutrientes (N) (Ruíz et al., 2012). 

 

Sin embargo, la biodegradación de hidrocarburos provenientes del petróleo crudo 

en sedimentos de manglar a nivel microcosmo sigue siendo poco conocida, por lo 

que es importante realizar estudios que determinen la capacidad de eliminación y 

degradación de hidrocarburos por parte de R. mangle  utilizando la técnica de 

bioestimulación implementando condiciones similares al ecosistema real para 

determinar la eficiencia de dicha técnica. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

OBJETIVO GENERAL  

 

Evaluar el porcentaje de degradación de hidrocarburos en sedimento a nivel  

microcosmos de una especie de manglar Rhizophora mangle, aplicando la técnica 

de bioestimulación. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

I. Monitorear la variable pH en el sedimento de R. mangle durante la 

experimentación. 

 

II. Determinar el papel del Índice de Contenido de Clorofila (ICC) en la 

degradación  de hidrocarburos aplicando la técnica de bioestimulación.  

 

III. Establecer el porcentaje de eliminación de hidrocarburos en el sedimento 

de R. mangle expuesta a dos diferentes concentraciones de petróleo crudo 

durante 90 días, adicionando nutrientes. 

 

IV. Comparar el efecto de la técnica de bioestimulación con respecto a la 

degradación de hidrocarburos. 
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HIPÓTESIS 

 

La adición de nutrientes estimulará y acelerará la degradación de hidrocarburos 

por parte de los microorganismos autóctonos en microcosmos de una especie de 

mangle. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

3.1 Área de colecta de sedimento 

 

Los Manglares y humedales de Tuxpan se localizan  en la región Huasteca, en la 

llanura costera del Golfo de México en el estado de Veracruz; se encuentran 

divididos por el río Tuxpan. Al norte del río Tuxpan, se observan los manglares de 

la Laguna de Tampamachoco y al sur del mismo, los manglares y humedales 

asociados a los esteros de Tumilco y Jácome (Basáñez, 2005; Lara-Domínguez et 

al., 2009). El área de colecta del sedimento fue el sistema estuarino “Estero de 

Tumilco”  localizado en latitud norte 20º54' a 20º5630'' y la longitud oeste 

97º21'15'' a 97º18'' (Basáñez, 2005).  

 

 

3.2 Diseño experimental 

 

El diseño experimental tiene como base la presencia de sedimento de manglar, 

con la adición de petróleo crudo, presencia de plántula de R. mangle y nutrientes.  

 

Se obtuvo sedimento superficial entre 40 y 60 cm de profundidad, 

aproximadamente 25 kg de sedimento, los cuales fueron colectados del Estero de 

Tumilco, ubicado en el Municipio de Tuxpan, Veracruz.  

 

El criterio de selección de las plántulas de R. mangle fue que tuvieran un tiempo 

de vida aproximado de 6 meses, las cuales se tomaron  del invernadero de la 

Facultad de Ciencias Biológicas y Agropecuarias en el Campus Tuxpan, Veracruz. 

Cabe mencionar que el experimento se llevó a cabo en el invernadero de dicha 
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Facultad, en condiciones ambientales similares del ecosistema original con una 

temperatura media de 24.9 ºC. 

 

Los microcosmos consistieron en recipientes de plástico de 9 cm diámetro por 14 

cm de alto, a los que se le adicionó aproximadamente 0.50 Kg de sedimento 

colectado.  

 

Se montaron 6 tratamientos (cuadro 1) con 7 réplicas respectivamente, los cuales 

fueron: (1) plántula de R. mangle, 50 mgHC y fertilizante inorgánico comercial (P-

HC-FI); (2) plántula de R. mangle, 0 mgHC (P); (3) plántula de R. mangle, 50 

mgHC (P-HC); (4) 50 mgHC y fertilizante inorgánico comercial (HC-FI); (5) 0 

mgHC (0, control); (6) 50 mgHC (HC). El estudio se realizó durante 90 días con 

dos eventos de muestro (EM) en los días 0 y 90. 

 

Posteriormente a la exposición del petróleo crudo en el día 60 se adicionó 11.89 g 

de fertilizante inorgánico (FI) comercial Basfoliar PS; de acuerdo al diseño 

experimental (cuadro 1), el cual contiene en peso 25.1% Nitrógeno total, Fósforo 

10.2%; se realizó el balance de los nutrientes con el objetivo de ajustar la relación 

C:N:P a 100:6:2 en la mezcla resultante. 
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Cuatro 1. Diseño experimental 

 

Tratamiento Sedimento 

0.50 Kg 

Plántula  

(R. mangle) 

50 mg 

HC 

Fertilizante 

inorgánico 

P-HC-FI X X X X 

P X X   

P-HC X X X  

HC-FI X  X X 

0 (control) X    

HC X  X  

 

Se mantuvo la humedad del sedimento en 40±2% con agua salina, con una 

concentración 42.9 g NaCl l-1 (Lara-Domínguez et al., 2009). 

 

Se llevó acabo la caracterización físico-química inicial del sedimento (cuadro 2), 

determinando los principales parámetros como lo son: contenido de materia 

orgánica (método de Walkey-Black, 1932), nitrógeno, fosforo (técnica 

colorimétricas), clase textual (hidrómetro de Bouyoucos), salinidad, temperatura y 

pH. 
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Cuadro 2. Caracterización físico-química inicial del sedimento de manglar utilizado 

para los microcosmos. 

  Parámetro Valor 

pH 7.71 

Temperatura (ºC) 28.1 

Salinidad (0/00) 26.1 

Arena (%) 26.44 

Arcilla (%) 27.56 

Limo (%) 46 

Clase textual Suelo franco limoso 

Materia orgánica (%) 4.30 

Nitrógeno (%) 0.33 

Fósforo (%) 0.008 

 

 

3.3 Exposición a hidrocarburos 

 

La contaminación de los microcosmos se utilizó en el tiempo cero con aceite crudo 

ligero tipo Istmo (ºAPI 32.3, ρ 0.845 g cm-3 y 1.3% de azufre en peso), recién 

extraído del yacimiento y almacenado en el campo P. Alemán 1603, brecha 2. Los 

contenedores que se utilizaron son frascos de plástico limpios y desinfectados con 

capacidad de 1.5 l. 

 

Para eliminar los hidrocarburos volátiles se disolvió el petróleo crudo en acetona 

con relación de 1:10 con respecto al hidrocarburo. Se dejó en reposo por dos días 

hasta que los disolventes se evaporaran. 
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Se manejó  una concentración de petróleo crudo; 50 mgHC g-1sedimento. De 

acuerdo al diseño experimental (cuadro 1) se adicionó el petróleo crudo a los 

tratamientos correspondientes, la impregnación se llevó acabo simulando un 

derrame accidental sobre el sedimento. 

 

 

3.4 Monitoreo  pH  

 

El pH se midió con un equipo Kelway Soil Tester. El principio de dicho equipo de 

potencial eléctrico entre dos placas de metal disimiles (sin baterías o cualquier otra 

fuente de alimentación externa). Cuando se inserta la placa en el suelo húmedo el 

grado de HB2 registra la acidez en la escala superior. El monitoreo se realizó  

cada quince días. 

 

 

3.5 Cuantificación del índice de Contenido de Clorofila (ICC) 

 

La clorofila fue elegida como parámetro indicador debido a que desempeña un 

papel fundamental en el proceso fotosintético. Ya que ha sido aceptada como un 

indicador de estrés en sistemas naturales, permitiendo la valoración de la 

tolerancia de la vegetación a condiciones medioambientales específicas, la cual 

puede ser por causas naturales o inducidas por la actividad humana, 

observándose valores menores en organismos expuestos a estrés biótico o 

abiótico (Hansatech et al., 2006).  

 

La evaluación de la clorofila se realizó a través de un método no destructivo 

utilizando el equipo portátil. El SPAD-502 determina la cantidad relativa de clorofila 

presente, el índice de contenido de clorofila se define como el valor relativo de 
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clorofila, basándose en la absorbancia de la muestra foliar en dos diferentes 

longitudes de onda (931nm y 653 nm).  El  monitoreo se realizó de las 9:00 a las 

12:00 h, cada 15 días. 

 

 

3.6   Cuantificación de hidrocarburos del petróleo  

 

Se muestreó el sedimento en los días 0 y 90, para determinar hidrocarburos 

alcanos lineales presentes. Se procedió a colectar  25 g de sedimento de cada 

tratamiento en un recipiente de plástico de boca ancha previamente etiquetado. 

Posteriormente, recolectada la muestra se mantuvo en refrigeración a 4°C hasta 

realizar la extracción de hidrocarburos.   

 

 

3.6.1 Preparación de muestras de sedimento para extracción   

 

Para obtener muestras homogéneas, se procedió a secar 8-15 g de sedimento, 

extendiéndolo en papel aluminio en una estufa a temperatura constante de 

30±2ºC,  durante 48 horas, posteriormente el suelo seco se molió en un mortero. 

La muestra se colectó y se etiquetó respectivamente. 

 

 

3.6.2 Extracción de hidrocarburos: agitación-centrifugación   

 

Se implementó la técnica de extracción agitación-centrifugación, para la extracción 

de hidrocarburos del petróleo, cabe resaltar que la técnica antes mencionada se 

basa en los métodos 3500B y 3540C de la US EPA (1996) y el reportado por 

Schwab et al., (1999), con algunas modificaciones por Arce et al., (2004) en 

cuanto a la velocidad de agitación y volúmenes de solvente por utilizar.  
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Este método se basa en la extracción de hidrocarburos no volátiles y semivolátiles 

de muestras sólidas (suelo) ya que entra en contacto con el solvente, mediante la 

agitación en un tubo (lavado), produciendo un efecto de extracciones sucesivas, y 

separando posteriormente el solvente del suelo por centrifugación.  

 

El sedimento seco se pesó 0.5 g, previamente triturado, el cual se colocó en un 

tubo para centrifuga y se adicionó 3 g de Na2SO4 anhidro, se mezcló con agitación 

en el vórtex hasta homogenizar.  

 

Después se adicionó 5 ml de diclorometano (grado HPLC) y se volvió a agitar al 

vórtex durante 45 segundos, inmediatamente se centrifugó la muestra a 6000 rpm 

durante 10 minutos. Se retiró el sobrenadante y se colocó en un vial de vidrio. Se 

lavó el suelo en dos ocasiones más sobre el residuo sólido extraído, hasta obtener 

aproximadamente 15 ml de sobrenadante (extracto orgánico). Para evaporar el 

disolvente (diclorometano) del extracto orgánico se utilizó un rotoevaporador hasta 

concentrar a sequedad. El residuo obtenido después de dicho proceso contiene 

los hidrocarburos solubles en diclorometano. Para finalizar la extracción, se 

recuperó el concentrado en un vial para la cuantificación de hidrocarburos. 

 

 

3.6.3 Cuantificación de hidrocarburos por cromatografía de gases 

 

Después de realizar la extracción de los hidrocarburos contenidos en las muestras 

de sedimento, éstos se identificaron cualitativa y cuantitativamente en la Unidad 

de Servicios de Apoyo en Resolución Analítica de la Universidad Veracruzana, 

mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC/MS), 

utilizando un  cromatógrafo de gases modelo 6890 N Agilent Technologies y un 

espectrómetro de masas modelo 5975 Agilent Technologies, equipado con una 
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columna capilar J&W DB-5 (5% fenil-metilpolisiloxano) con diámetro 250 µm, 

longitud 60 m, 0.25 µm de grosor  y un tiempo de retención de 1 ml min-1; 

utilizando helio como gas portador. La temperatura inicial del horno de 50ºC (5 

min) hasta alcanzar una temperatura máxima de 280ºC, manteniéndose constante 

hasta los 36 min. 

 

Para determinar la concentración de los componentes de hidrocarburos en las 

muestras, el cromatograma se integra considerando el área bajo la curva de los 

picos resueltos correspondientes a la serie de alcanos lineales C12-C28, y 

extrapolando dicho valor en una curva de calibración de patrones comerciales. 

Además, se hizo uso de la biblioteca que está incluida en el software del equipo 

para identificar los compuestos presentes en la muestra en este caso fue el 6890 

GC método. Ver Cuadro 5, donde se muestran los resultados de las 

concentraciones iniciales y finales de cada tratamiento. 

 

El porcentaje de eliminación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos) se cuantificó 

de la diferencia en las concentraciones de cada tratamiento de acuerdo a la 

siguiente fórmula: 

% Eliminación = [
concentración inicial-concentración final

concentración inicial
] 100 

 

Existen factores abióticos que pueden inferir en la eliminación de hidrocarburos, 

entonces, la degradación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos) se obtiene 

restando el porcentaje de eliminación del tratamiento HC al porcentaje de 

eliminación obtenido para cada uno de los tratamientos con presencia de 

hidrocarburos (P-HC; P-HC-FI; HC-FI). De acuerdo con Palittapongarnmin et al.,  

(1998) y Sharma y Pant (2000): 

 

% Degradación=[(% eliminación del tratamiento)-(% eliminación del tratamiento HC)] 
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3.7 Análisis de datos 

 

Para determinar si los datos seguían una distribución normal se realizó  una la 

prueba de Shapiro Wilk; p<0.050. En base a lo anterior, se realizó una análisis de 

varianza no paramétrica; prueba de Kruskal-Wallis (p<0.050), para comparar la 

variable de respuesta ICC y la variable independiente pH. Los datos se analizaron 

con ayuda del programa KaleidaGraph.  
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4 RESULTADOS  

 

   

4.1 pH  

 

La variable pH no presentó variaciones; es decir, se mantuvo en un rango 

moderadamente ácido con tendencia a neutro (cuadro 3) durante la 

experimentación. Lo anterior se soporta con la prueba de Kruskal-Wallis donde el 

H=0.095 y un valor p=0.954, por lo tanto no hay diferencias significativas. Es decir, 

el pH no mostró respuesta al tratamiento que fue sometido el sedimento. 

 

Cuadro 3. Valores de pH durante 90 días de experimentación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P: Plántula, HC: 50 mgHC g-1sedimento, FI: Fertilizante inorgánico, 0: Control. 

*Adición del fertilizante inorgánico 

 

 

 

 

Tiempo  

(día) 

pH±SE 

Tratamientos 

P-HC-FI P P-HC HC-FI 0 HC 

0 6.0±0.0 6.0±0.1 6.1±0.1 5.9±0.0 6.1±0.0 6.0±0.1 

15 6.0±0.0 6.3±0.0 6.1±0.1 5.7±0.0 6.1±0.1 5.6±0.1 

30 5.8±0.1 6.5±0.2 5.6±0.1 5.7±0.1 6.1±0.1 6.0±0.1 

45 5.8±0.1 6.0±0.1 5.7±0.1 5.6±0.1 6.0±0.1 5.9±0.0 

    60* 6.1±0.1 6.2±0.1 5.9±0.1 5.8±0.1 6.2±0.2 5.7±0.1 

75 6.7±0.1 6.0±0.0 6.7±0.0 6.5±0.1 6.3±0.1 6.1±0.0 

90 6.2±0.1 6.3±0.1 6.5±0.1 6.8±0.1 6.0±0.1 6.7±0.0 

Media 6.09±0.12 6.19±0.07 6.09±0.15 6±0.13 6.11±0.04 6±0.13 
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4.2 Índice de Contenido de Clorofila 

 

El ICC en los tratamientos con planta de R. mangle medida a los 90 días de 

experimentación no mostró diferencias significativas como se observa en el cuadro 

4. Los hidrocarburos no fueron determinantes de las concentraciones de ICC 

comparado con el tratamiento P donde solo se tenía sedimento y plántula,  de 

acuerdo a la Prueba de Kruskal-Wallis (H = 4.466, p=0.484).  

 

Cuadro 4. Valores de Índice de Contenido de Clorofila (ICC) durante 90 días de 

experimentación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P: Plántula, HC: 50 mgHC g-1sedimento, FI: Fertilizante inorgánico. 

*Adición del fertilizante inorgánico.  

 

Tiempo 

(día) 

ICC±SE 

 (unidades SPAD) 

Tratamientos 

P-HC-FI P P-HC 

0 55.4±1.48 57.9±2.93 56.9±2.96 

15 50.2±13.74 54.1±1.62 45.9±2.10 

30 51.3±8.65 34.1±12.7 50.7±9.52 

45 42.2±11.05 17.4±11.55 42.5±12.29 

        60* 34.2±12.17 17.7±11.89 28.0±13.36 

75 25.3±11.95 25.7±12.96 18.3±11.90 

82 17.2±11.17 39.1±14.59 8.7±8.64 

90 16.4±10.59 29.2±14.05 15.2±10.45 

Media 36.53±5.52 34.4±5.4 33.28±6.39 
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4.3 Eliminación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos)  

 

La concentración de los componentes de hidrocarburos en las muestras, se 

determinó de acuerdo al cromatograma que muestra el área bajo la curva de los 

picos correspondientes a la serie de alcanos lineales C12-C28. La eliminación de 

hidrocarburos alifáticos (n-alcanos líquidos C12-C16, n-alcanos semisólidos C17-C28 

y la sumatoria de los mismos ∑ n-alcanos) se muestra en el cuadro 5.   

 

En los tratamientos donde se agregó FI se observó un efecto positivo en la 

eliminación de ∑ n-alcanos con un 91 y 88%, P-HC-FI y H-FI respectivamente. A 

diferencia del tratamiento con atenuación natural y donde se obtuvieron 

porcentajes más bajos con un 66% cuando estaba la planta (P-HC) y 43% en el 

tratamiento con sedimento e hidrocarburo (HC). 
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Cuadro 5. Porcentaje de eliminación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos), después de 90 días de 

experimentación.  

 

*Ci y Cf: concentración inicial y concentración final (ppm) de petróleo crudo tipo istmo en rango de C10-C28 (n-alcanos). 

P: Plántula, HC: 50 mgHC g-1 sedimento, FI: Fertilizante inorgánico, 0: Control. 

N.D: No detectado. 

 

 

  

 

Tratamiento Ci Cf % RE Ci Cf % RE Ci Cf % RE 

C12-C16 C12-C16 C12-C16 C17-C28 C17-C28 C17-C28 n-alcanos n-alcanos n-alcanos 

P N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 

P-HC 6.00 1.57 74% 76.10 26.73 65% 82.11 28.30 66% 

P-HC-FI 6.16 0.13 98% 74.26 6.80 91% 80.42 6.93 91% 

0 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 

HC 7.45 5.23 30% 113.39 65.16 43% 124.88 71.63 43% 

HC-FI 8.04 0.64 92% 125.45 15.86 87% 133.49 16.67 88% 
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4.4 Degradación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos) en 

microcosmos 

 

La degradación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos) se obtiene de la diferencia 

entre cada uno de los tratamientos con aplicación de FI con respecto al 

tratamiento que solo tiene hidrocarburo (HC). En general, la figura 1 muestra que 

la degradación fue mayor en los tratamientos a los que se les adicionó fertilizante 

inorgánico (P-HC-FI; HC-FI) con respecto al tratamiento que se le puso planta 

como atenuación natural (P-HC). 

 

Los porcentajes de degradación (figura 1) más altos se registraron para los 

alcanos líquidos (C12-C16) en todos tratamientos evaluados (P-HC-FI: 68%, P-HC: 

44%, HC-FI: 62%). En el caso de la degradación de los alcanos semisólidos (C17-

C28) se degradaron en un 48% en el tratamiento con bioestimulación (P-HC-FI), 

donde carecía de plántula (HC-FI) se degradaron el 45% y el menor porcentaje 

de degradación (22%) de estos hidrocarburos se registró en el tratamiento de 

atenuación natural con plántula (P-HC). 

 

Por otra parte, cuando consideramos todos los alcanos en conjunto (∑ n-

alcanos), en el microcosmo donde se tenía el factor plántula, concentración de 

hidrocarburo y FI (P-HC-FI) se obtuvo un 49% de degradación, seguido del 

tratamiento con concentración de hidrocarburo y FI (HC-FI) con un 45%, por 

último, en el tratamiento donde se llevó a cabo atenuación natural (P-HC) solo se 

obtuvo un 23% de degradación (Figura 1).  
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Figura 1.  Porcentaje de degradación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos), 

después de 90 días de tratamiento a nivel microcosmo.  

P: Plántula, HC: 50 mgHC g sedimento-1, FI: Fertilizante inorgánico.  
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5 DISCUSIÓN  

 

5.1 pH  

 

Los cambios de pH pueden estar asociados a la capacidad amortiguadora del 

suelo y al metabolismo activo microbiano en presencia de los hidrocarburos y los 

nutrientes (Margesin y Schinner, 1997; Atlas y Bartha, 2001). Estudios previos 

muestran que el  rango de pH de 6-9 proporciona mejores condiciones para la 

mineralización de hidrocarburos por la mayoría de bacterias capaces de 

metabolizar hidrocarburos puesto que se desarrollan mejor a un pH cercano a la 

neutralidad. Acorde con Evans et al., (2004) la bioestimulación incrementa el pH, 

sin embargo, en este trabajo no se presentaron diferencias significativas en el 

cambio de pH entre los tratamientos. Dragun y Barkach (2000) establecieron un 

rango recomendado para una buena degradación de hidrocarburos en el suelo 

entre 5 y 9, con un pH óptimo de 7. Por otra parte, Dibble y Bartha (1979), 

establecieron un rango recomendable de pH entre 5.0-7.8 para la mineralización 

de lodos aceitosos en suelos. Debido a lo anterior, en este experimento el pH se 

encontraba dentro del rango recomendable para la degradación de hidrocarburos 

alifáticos (n-alcanos). En este caso la variable no presentó dependencia en la 

eliminación de hidrocarburos. 

 

 

5.2 Índice de contenido de Clorofila (ICC) 

 

Este es el primer reporte sobre el efecto de la contaminación de hidrocarburos 

alifáticos (alcanos) en sedimento de manglar en presencia de plántulas de R. 

mangle. La hipótesis de que los hidrocarburos podrían tener un efecto adverso en 

el ICC; se descartó al comparar los  tratamientos que incluían plántulas de R. 
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mangle arrojando que no se presentaron diferencias significativas entre los  

mismos, contuvieran o no hidrocarburos. Sin embargo Baker (1970) demostró que 

se inhibe la fotosíntesis en árboles (cítricos, manzana y plátano) por efecto del 

contaminante que destruye la clorofila y en algunos casos, se acumulan los 

hidrocarburos en los espacios intracelulares o en el sistema vascular de la planta. 

En otros estudios se reportan efectos mutagénicos por la falta de producción de 

clorofila, resultando individuos albinos de Avicenia marina en Australia (Duke y 

Wathinson, 2002), por lo cual se puede inferir que al adicionar 50 mgHC g de 

sedimento-1 no existe un efecto en el ICC sobre las plántulas del mangle. 

 

 

5.3 Eliminación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos)  

 

Pese a que en la presente experimentación se cuantificó la eliminación de 

hidrocarburos alifáticos se obtuvieron porcentajes de eliminación similares al de 

otros autores aplicando la misma técnica de biorremediación de suelo. Por 

ejemplo, Lee et al., (2007), a los 105 días, después de agregar fertilizante, 

obtuvieron hasta un 51% de eliminación de HTP sobre suelo contaminado, 

mientras que el valor de eliminación por atenuación natural fue de 18%. En este 

proyecto, se obtuvieron eliminaciones superiores en los tratamientos donde se 

adicionó FI, se eliminaron hasta el 91% de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos), 

mientras que donde se tenía atenuación natural se alcanzaron eliminaciones de un 

43% cuando solo se tenía sedimento de manglar.  En el caso donde se tenían 

plántulas se logró un 66% de eliminación. Estos autores concluyen que la adición 

de nutrientes (N y P) en una relación de C:N:P que va de 100:10:1 sobre suelos 

impactados con hidrocarburos, incrementa la velocidad de eliminación de dichos 

contaminantes, lo cual fue evidenciado en esta tesis donde se usó una relación de 

100:6:2. 
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Por otra parte, Agary y Ogunleye (2012) eliminaron 83.79% de hidrocarburos 

totales de petróleo sobre suelo, durante 42 días de experimentación, usando como 

bioestimulante NPK (20:10:10). Tanne y Kinako (2008), concluyeron que la adición 

de fertilizante inorgánico NPK (15:15:15) presenta mayor eliminación de 

hidrocarburos, usando suelo bajo en nutrientes. Con lo anterior, demuestra que la 

relación C:N:P es importante y que al utilizar fertilizantes inorgánicos influye en 

determinar el éxito de dicha técnica.  

 

En México, Ruiz et al.,  (2012), eliminaron 99.5% de hidrocarburos alifáticos (C12-

C28) en suelo de mangle, durante tres meses de tratamiento adicionando 

nutrientes (NH4NO3) en un rango de 0.5–3 mg l-1, generando un ambiente 

favorable para los microorganismos autóctonos, y así alcanzar una mayor 

eliminación de hidrocarburos. En esta investigación se logró eliminar un 91 y 88% 

en los tratamientos donde se llevó acabo la bioestimulación, P-HC-FI y HC-FI 

respectivamente,  después de 30 días a la adición de nutrientes, por lo que el 

elemento tiempo podría ser un factor determinante en el proceso de 

bioestimulación. 

 

 

5.4 Degradación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos) en 

microcosmos 

 

Por su complejidad, la biorremediación de suelos en manglar impactados por 

hidrocarburos ha sido poco investigada (Burns y Codi, 1999). Por ejemplo, 

Odokuma y Dickson (2003), obtuvieron una degradación del 46% de petróleo 

crudo en sedimento de manglar adicionando nutrientes (NPK) junto con prácticas 

de labranza manual para estimular la aireación y la adecuada distribución de 

nutrientes.  Por otra parte, Vallejo et al., (2005), obtuvieron tasas de degradación 

(34%) de hidrocarburos totales de petróleo en los tratamientos donde se 



30 

 

adicionaron nutrientes (fertilizante inorgánico compuesto) durante los primeros 28 

días de tratamiento, comparado con los controles sin nutrientes (30%) y el control 

abiótico (13%). Gómez et al., (2009), que consiguieron un 45.45% de degradación 

en un suelo contaminado por una mezcla de gasolina-diésel (C10-C28) aplicando la 

técnica de bioestimulación y un 37.79% por atenuación natural durante tres meses 

de experimentación usando como nutriente urea y fosfato de potasio dibásico.  

Cabe señalar que se lograron porcentajes de degradación superiores que los 

autores antes mencionados, en el caso del microcosmo P-HC-FI; alcanzó un 49% 

de degradación de ∑ n-alcanos (C12-C28), en el caso del tratamiento P-FI, un 45% 

y para la atenuación natural (P-HC) obtuvo un valor de 23%. 

 

Es importante tener en cuenta que en el presente estudio fue posible llegar a 

porcentajes de degradación más altos en suelo de manglar en comparación con 

los anteriores estudios, se demostró que al adicionar FI (comerciales) a sedimento 

contaminado por petróleo crudo se obtienen porcentajes de degradación 

superiores frente a la atenuación natural, esto se puede atribuir a diversos factores 

que pueden afectar el éxito de la biorremediación de hidrocarburos en los 

manglares, tales como los microorganismos en el sedimento, disponibilidad y 

concentración de hidrocarburos y nutrientes, salinidad y temperatura y toxicidad 

del aceite (Santos et al., 2011). 
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6 CONCLUSIONES 

 

 El proceso de bioestimulación a nivel microcosmos contaminado con  

petróleo crudo tipo istmo, alcanzó porcentajes de eliminación del ≥92% de 

alcanos líquidos (C12-C16), ≥87% alcanos semisólidos (C17-C28), con un 

total de eliminación de n-alcanos de ≥88%, siendo el mejor tratamiento el 

que contenía FI como fuente alterna de nutrientes. 

 

 Los alcanos líquidos (C12-C16) fueron los de mayor porcentaje de 

eliminación en todos los tratamientos alcanzando eliminaciones de hasta un 

98%. 

 

 El mayor porcentaje de degradación de hidrocarburos alifáticos (n-alcanos) 

≥45%, se obtuvo en los tratamientos donde se llevó a cabo el proceso de 

bioestimulación. El menor porcentaje de degradación de hidrocarburos 

alifáticos (n-alcanos) 23%, se obtuvo en el microcosmo donde se llevó a 

cabo el proceso de atenuación natural. 

 

 El factor plántula (R. mangle) no influye en la degradación de hidrocarburos 

n-alcanos, puesto que se obtuvieron mínimas diferencias entre las 

degradaciones de los tratamientos donde se aplicó la técnica de 

bioestimulación. Por lo que el ICC no es indicador ambiental de los efectos 

de los hidrocarburos alifáticos (n-alcanos) en concentraciones iniciales de 

50 mgHC g.sedimento-1 sobre la especie.   

 

 Se demostró que la bioestimulación en sedimento de manglar agregando 

FI con una relación 100:6:2 es la mejor opción para degradar 

hidrocarburos alifáticos (n-alcanos). 
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7. APLICACIÓN PRÁCTICA 

 

 El uso de fertilizantes inorgánicos en sedimento de manglar coadyuva a 

acelerar la degradación de hidrocarburos, promoviendo los procesos 

naturales de eliminación de hidrocarburos, transformándolos en productos 

inocuos como lo son CO2 y H2O. 

 

 La bioestimulación es una técnica que puede ser aplicada para remediar 

grandes extensiones de áreas contaminadas  in situ o ex situ. Representa 

una tecnología alternativa, sustentable y de bajo costo para la restauración 

de manglares. No produce contaminantes secundarios y por los mismo no 

hay necesidad de lugares para desecho.  

 

 El uso de la bioestimulación en la restauración de manglares a nivel in situ 

impactados por hidrocarburos tendría una acción significativa. Por lo que 

abre la posibilidad de realizar ensayos de campo. En sitios bajo regímenes 

hídricos naturales, el proceso de bioestimulación se daría a un nivel 

diferente al observado en esta experimentación y es por ello que se 

recomienda: evaluar áreas con varios años de sucedido un derrame y áreas 

con 6 meses a 1 año de sucedida la contingencia, muestrear cerca de la 

vegetación desarrollada y establecida y en parches sin vegetación, 

considerando como control áreas aledañas donde no hubo efecto del 

derrame; analizando y monitoreando parámetros físicos y químicos que 

reflejen adecuadamente la evolución y eficiencia de la degradación. La 

adición de nutrientes mediante un sistema de tuberías podría mejorar su 

disponibilidad y distribución homogénea. 
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