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Resumen
La contaminacion de suelos con hidrocarburos derivados de petroleo es una de las
probleméticas ambientales de mayor interés, ya que estos compuestos estan
compuestos de sustancias ampliamente reconocidas como peligrosas tanto para la
salud humana como para el ambiente, y presentan altos niveles de solubilidad en
agua y gran capacidad de adhesion a las particulas del suelo (Rinaldi & Da Silva,
2011).

En este trabajo de investigacion se evalud el efecto del disolvente conocido como
thinner sobre la lombriz de tierra roja californiana (Eisenia foetida) y se determino
cual es su concentracioén letal media (CLso). Asi mismo, se determind el efecto sobre
las dindmicas de mineralizacién de C y N en suelo de bosque, suelo salino y
vermicomposta, analizando CO2, NOs, NO2" y NH4* y ademas se evaluo el efecto
de la concentracion de materia organica adicional. De igual manera, se evalué el
efecto del thinner y la adiciébn de materia organica sobre la poblaciéon responsable
del proceso de nitrificacion, y finalmente se hizo el aislamiento e identificacién de
microorganismos con potencial para la degradaciéon de hidrocarburos y con

actividad nitrificante.

El thinner se evalu6 por cromatografia de gases y la composicion fue tolueno (263
mg/ml), 2 — butoxietanol (48 mg/ml), metanol (305 mg/ml), benceno (1.40 mg/ml) y
mezcla de hexanos (70 mg/ml) y ademas provocé adelgazamiento, decoloracién y
fraccionamiento en los tejidos de las lombrices de tierra (An & Lee, 2008). El valor
de CLso correspondi6é a 12.46 ml de thinner por kg de suelo (bs) (3273.44 mg
tolueno/kg suelo (bs) y 17.19 mg benceno/kg suelo (bs)). Se observd mayor
produccion de COz en los tratamientos con adicion de thinner y thinner mas adicion
de materia organica en comparacion con los tratamientos control. Se encontré que
el contenido de materia organica y la adicion de materia organica adicional ejercen
un efecto de retencion sobre los componentes del thinner, observandose mayores
concentraciones retenidas en los tratamientos con suelo de bosque vy
vermicomposta, y en todos los tratamientos con adicion de materia organica
adicional (Prokop et al. 2016).



Se encontré que la adicién de thinner y residuo de zanahoria mas thinner en suelos
y vermicomposta provoco el aumento y la acumulacion de las concentraciones de
NH4* y NO2 y por el contrario provoco la disminucion en la concentracion de NOs'.
En la vermicomposta, se encontré que la adicion de thinner y materia orgénica
adicional provoco el aumento en la concentracion de poblacion amonificante,
nitritante y nitratante y de mesofilos aerobios, sin embargo, ante la acumulacion de
NH4* y NOz2, y la disminucién en la concentraciéon de NOs,, se concluyo que se

favorecen los procesos de desnitrificacion (Scott et al. 2014).

De las dinamicas realizadas, se aislaron 23 microorganismos, de los cuales se
identificaron 11 usando la plataforma EzTaxon (Chun et al. 2007), en su mayoria
resultaron gram (+). De los microorganismos identificados, Arthrobacter rhombi,
Microbacterium maritypicum, Glutamicibacter soli, Brachybacterium
paraconglomeratum y Microbacterium esteraromaticum pertenecen al filo
actinobacteria. Por su parte Pseudochrobactrum saccharolyticum, Ochrobactrum
pituitosum y Alcaligenes faecalis subsp. Phenolicus pertenecen al filo de las
proteobacterias. Bacillus wiedmannii, Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis
pertenecen al filo de los firmicutes. Estos microorganismos poseen actividad
previamente reportada sobre el tratamiento de contaminantes organicos e
inorganicos, y con participacion en la mineralizacion de nitrégeno tanto en el suelo
como en ambientes acuaticos, los cuales podran ser utilizados en trabajos

posteriores para bioremediacion.



Abstract
Soil contamination with oil derived hydrocarbons is one of the environmental
problems of greatest interest, since these compounds are formulated with
substances widely recognized as dangerous, both for human health and for the
environment and have high levels of water solubility and high adhesion capacity to

soil particles.

In this research, the effect of the solvent known as thinner was evaluated on the
californian red earthworm (Eisenia foetida) and its median - lethal concentration
(LCso0) was determined. Likewise, the effect on the dynamics of mineralization of C
and N in forest soil, saline - alkaline soil and vermicompost were determinated,
analyzing CO2, NO3z, NO2" and NH4" and also the effect of the concentration of
additional organic matter was evaluated. Similarly, the effect of the thinner and the
addition of organic matter on the population responsible for the nitrification process
was evaluated, and finally the isolation and identification of microorganisms with
potential for the degradation of hydrocarbons and with nitrifying activity was made.

The thinner was evaluated by gas chromatography and the composition was toluene
(263 mg / ml), 2-butoxyethanol (48 mg/ml), methanol (305 mg/ml), benzene (1.40
mg/ml) and hexanes mixture (70 mg/ml) and also caused thinning, discoloration and
fractionation in the tissues of earthworms. The LCso value corresponded to 12.46 ml
of thinner per kg of soil (bs) (3273.44 mg toluene/kg soil (bs) and 17.19 mg
benzene/kg soil (bs)). Higher CO2 production was observed in treatments with
addition of thinner and thinner plus addition of organic matter compared to control
treatments. It was found that the content of organic matter and the addition of
additional organic matter exert a retention effect on the components of the thinner,
observing higher concentrations retained in treatments with forest soil and

vermicompost, and in all treatments with additional of organic matter.

It was found that the addition of thinner and additional organic matter plus thinner in
soils and vermicompost caused the increase and accumulation of NH4* and NO2
concentrations, and conversely caused the decrease in the concentration of NOs'.

In the vermicompost, it was found that the addition of thinner and additional organic



matter caused the increase in the concentration of ammonifying, nitriting and
nitrating population and of aerobic mesophiles; however, the accumulation of NH4*
and NOz’, and the decrease in the concentration of NOs", it was concluded that the

denitrification processes are favored.

Of the dynamics performed, 23 microorganisms were isolated, of which 11 were
identified using the EzTaxon platform, mostly resulting in gram (+). From the
microorganisms identified Arthrobacter rhombi, Microbacterium maritypicum,
Glutamicibacter soli, Brachybacterium paraconglomeratum and Microbacterium
esteraromaticum belong to the phylum actinobacteria. On the other hand,
Pseudochrobactrum saccharolyticum, Ochrobactrum pituitosum and Alcaligenes
faecalis subsp. Phenolicus belong to the phylum of proteobacteria. Bacillus
wiedmannii, Bacillus cereus and Bacillus thuringiensis belong to the phylum
firmicutes. These microorganisms have previously reported activity on the treatment
of organic and inorganic contaminants, and with participation in nitrogen
mineralization both in the soil and in aquatic environments, which may be used in

subsequent bioremediation processes.
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1 INTRODUCCION

Como resultado del rapido proceso de urbanizacién, industrializacion e incremento
descontrolado de la poblacién, la generacion y el manejo de residuos se ha
convertido en un problema alrededor del mundo (Singh et al. 2011). El ambiente
global se encuentra bajo un gran stress debido a la presion demografica efectuada
sobre los limitados recursos naturales. De acuerdo a Juwarkar y colaboradores
(2010), la magnitud y la naturaleza de los problemas ambientales siempre esta en
constante cambio, trayendo consigo nuevos retos y creando una necesidad
constante por desarrollar nuevas tecnologias que permitan abordarlos y dar una

solucién.

Lo anterior ha traido consigo efectos considerables en la salud, lo que ha hecho que
todos los gobiernos, las industrias y la ciencia se esfuercen por encontrar un nuevo
enfoque hacia la restauracion de los ambientes contaminados (Ekperusi &
Aigboidion, 2015).

De acuerdo a Rinaldi & Da Silva (2011), muchas areas se encuentran contaminadas
debido a la actividad industrial, en relacién a un manejo incorrecto de los residuos,
la inadecuada manipulacion de sustancias quimicas y la generacion de
subproductos. Juwarkar et al. (2010) indican que el origen de los problemas
ambientales se puede clasificar en dos partes, la generacion de residuos
(industriales, efluentes, alimenticios, aguas residuales) y el efecto del uso de
compuestos quimicos empleados en varias cadenas productivas (insecticidas,

pesticidas, fertilizantes y subproductos de la industria quimica).

1.1 Contaminacion en el suelo

La fabricacion y aplicaciéon de productos industriales y agricolas junto con la falta de
eliminacién adecuada de residuos ha causado que los productos quimicos terminen
donde originalmente no estaban destinados, causando contaminacion del suelo,

aguas subterraneas, sedimentos y la propia cadena alimentaria (Vicent et al. 2013).

Los suelos juegan el papel mas importante en la dinAmica de los ecosistemas, y

tienen estrecha relacion con la diversidad bi6tica, el control en la erosion, la

1



seguridad alimentaria, la produccién de biocombustibles y el cambio climético global
(Paul 2016) y pueden llegar a ser contaminados facilmente por residuos organicos
como consecuencia de residuos industriales, o el abuso de plaguicidas. Osman
(2014) menciona que la contaminacion en el suelo se debe a la acumulacion e
introduccién de sustancias con niveles peligrosos para el crecimiento y la salud de

los todos los organismos, incluyendo plantas, animales y microorganismos.

Actualmente, el problema ambiental mas comun en los suelos lo causan productos
derivados del petréleo, los cuales, al ser dispuestos inadecuadamente, pueden ser
peligrosos para todas las formas de vida presentes en el ecosistema (Sihag et al.
2014). Riffaldi et al. (2006) indican que la contaminacion en el suelo por productos
derivados del petréleo es uno de los mayores problemas ambientales, y los
hidrocarburos a base de aceites minerales son los contaminantes que se producen

con mayor frecuencia, siendo un tipico efecto secundario de la actividad industrial.

1.2 Caracteristicas de los compuestos BTEX

La contaminacion de suelos asociados a sustancias como benceno, yolueno,
etilbenceno y xileno (BTEX) puede traer serias consecuencias tanto para el medio
ambiente como para la salud humana vy, la exposicion en ambientes contaminados
con estos componentes puede causar graves dafios de tipo neuroldgico e incluso
provocar cancer (Ezquerro et al. 2004). De acuerdo a Song (2003), las sustancias
conocidas como BTX son los mayores componentes de la gasolina, y se usan
ampliamente como solventes y como materias primas para la sintesis quimica de
varias sustancias; sin embargo, cantidades considerables de estos compuestos se
disponen continuamente en ambientes naturales de manera accidental o
intencional. Por su parte, Mitra & Roy (2011) indican que una de las fuentes mas
comunes de la contaminacion de suelos y aguas subterraneas por compuestos BTX
tiene que ver con el derrame de productos derivados de petréleo tales como la
gasolina, el diesel, lubricantes y algunos disolventes, causados por la ruptura de

ductos y tanques de almacenamiento y que, por su polaridad y sus propiedades,



estos compuestos pueden entrar facilmente en el suelo y causar serios problemas

ambientales.

Por sus propiedades estos compuestos se consideran lo mas maviles, ya que por
su nivel de volatilidad y su solubilidad en agua pueden contaminar tanto el aire como
los cuerpos de agua subterrdneas (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades de los compuestos BTEX.

Punto de Solubilidad en Constante de
Compuesto Estructura ebullicion agua a 25°C  Henry a 25°C
(°C) (g (kPa m3/mol)

Benceno 80 1.79 0.557

110.6 0.53 0.673

C?;
CH;
O - Xileno @rcm 144.5 0.18 0.525
CH,
CH;,

Tolueno

M - Xileno 139.1 0.16 0.728

P - Xileno 138.3 0.16 0.699

CH,

Referencia: Sieg et al. 2008, Njobuenwu et al. 2005

Tanto la legislacién holandesa como la brasilefia (De Almeida-Andrade et al. 2010)
son mas estrictas con los valores de referencia permitidos por su legislacion
respecto a las concentraciones de benceno y tolueno permitidas en suelo en México
(SEMARNAT 2012), como se muestra en la tabla 2. Asi mismo, tanto la legislacion
mexicana como la brasilefia especifican las concentraciones permitidas de acuerdo

al tipo de uso del suelo.



Tabla 2. Valores de referencia para compuestos BTEX en suelo permitidos por las legislaciones Holandesa, Brasilefia y

Mexicana.
Legislaciéon Holandesat! Legislacién Brasilefiat! Normatividad Mexicana?
Valor de Valor de intervencion Agricola, . . )
. Alert . Valor de Residencial, Industrial,
referenci Intervencion » forestal, y c i
a prevencion ' i i i ) recreativo omercia
a Agricola Residencial Industrial pecuario
Concentracién (mg kg™ peso seco)
Benceno 0.01 0.11 0.20 0.03 0.06 0.08 0.15 6 6 15
Tolueno 0.01 13.0 26.0 0.14 30 30 75 40 40 100
Etilbencen
0.01 5.0 10.0 6.2 35 40 95 10 10 25
0
Xilenos 0.01 2.5 5.0 0.13 25 30 70 40* 40* 100*
HPA 0.2 4.1 8.0 12.7 56.6 147.1 384.8 - - -
HTP 10 505 1000 - - - - - - -

1 De Almeida-Andrade et al. (2010)

2 SEMARNAT (2012)



1.3 El thinner y sus caracteristicas

El diluyente de pintura conocido como “thinner”’, es una de las sustancias mas
empleadas en la construccion de nuevas viviendas, fabricacion de textiles y pinturas
(Baydas et al. 2005, Yilmaz et al. 2006); y se conoce que es un material inflamable
y se ha reportado que una exposicion prolongada puede generar efectos adversos
en la salud y provocar intoxicacion (Singh et al. 2015). , el thinner contiene en su
composicidon sustancias como tolueno, benceno, xileno, entre otros compuestos en
los que se encuentran algunos alcoholes. El principal componente es el tolueno,
conocido ampliamente como una neurotoxina, el cual se encuentra entre el 60 y
70% de la composicion del thinner comercial (Baydas et al. 2005). La Organizacién
para la Administracién de la Salud y Seguridad Ocupacional determind que la
exposicién a un ambiente saturado con 2000 ppm de tolueno resulta ser peligroso
para la salud humana, se puede absorber facilmente por la sangre, distribuir a todos
los tejidos cognitivos y afectar el cerebro y el sistema nervioso (Argo et al. 2010).

La literatura reporta algunos casos de intoxicacién con thinner en seres humanos.
También se han reportado casos de muerte de personas por inhalacién de thinner,
una persona de 18 afios de edad, encontrando xileno (10 — 50 ng/ml) en sangre
(Ahmed 2012) y . la muerte de una persona de 55 afios de edad por la ingestion de
thinner, encontrando sustancias como tolueno y benceno en la sangre y fluidos
gastricos (Yajima et al. 2005). Con respecto a incidencias relacionadas con el
ambiente no se han reportado casos de contaminacion de suelos con thinner; sin
embargo, por sus caracteristicas y componentes, es una sustancia que representa

alta peligrosidad y es potencialmente contaminante para todo tipo de ambientes.

La gravedad de la problemética relacionada con la contaminacién por hidrocarburos
radica en que los suelos se consideran un recurso natural no renovable, y por lo
tanto las funciones del suelo que se encuentra contaminado pueden alterarse
severamente, e incluso, pueden tardar mas de una generacibn humana en
restaurarse por si misma, empleando mecanismos de atenuacion natural (Vicent et
al. 2013). Por lo anterior, es necesario desarrollar estrategias que permitan la
descontaminacion de los suelos alterados por contaminantes como los derivados

de petroleo.



1.4 Técnicas de remediacion de ambientes contaminados.

Algunos autores han reportado el uso de técnicas fisicoquimicas para el tratamiento
de algunos contaminantes y residuos, como la encapsulacion y el lavado in situ y
con meétodos quimicos como la precipitacion, la oxidacion (Osman 2014), la
oxidacion quimica con peroxido de hidrogeno (H202) y permanganato de potasio
(KMnOa) (Rinaldi & Da Silva 2011) o lavado con surfactantes Long et al. (2013).

A pesar de que el uso de surfactantes puede degradar los contaminantes presentes
en el suelo, los subproductos generados en el proceso también representan riesgos
para la salud humana y el medio ambiente, por lo cual requieren de procesos
posteriores para finalmente ser dispuestos correctamente (Long et al. 2013).

Los procesos de remediacion basados en tecnologias quimicas y fisicas demandan
un gran consumo de energia, lo cual los hace costosos, especialmente cuando se
tienen grandes volumenes de ambientes contaminados (Asgharnia et al. 2014). A
pesar de que las técnicas basadas en reacciones quimicas y procesos de absorcion
estdn muy difundidas, algunos autores argumentan que se deben buscar
alternativas amigables ambientalmente, cuya aplicacion represente grandes

beneficios econémicos y energéticos.

1.4.1 Biorremediacion

Las técnicas de biorremediacién se han desarrollado y mejorado para el tratamiento
de ambientes contaminados con sustancias quimicas peligrosas y han traido
consigo una alternativa viable en comparacion con los tratamientos fisicos y
quimicos (Tabla 3) (Chao & Hsu 2004, Riffaldi et al. 2006). Actualmente se ha
extendido el uso de la biorremediacibn como una alternativa biolégica y una
tecnologia interesante, la cual posibilita la degradacién de contaminantes usando la
actividad microbiologica natural y recuperacion de ambientes contaminados tales
como el agua, aire y el suelo, asegurando la conservacion de las propiedades
biofisicas y bioguimicas de los ecosistemas (Ceccanti et al. 2006, Juwarkar et al.
2010),.).



Tabla 3. Técnicas de biorremediacion utilizadas comiUnmente.

Tratamiento Descripcion
Adicién de cultivos de bacterias en el medio contaminado.
Bioaumentacion Se utiliza frecuentemente en biorreactores y sistemas ex
situ
Biofiltracion Uso de columnas para tratamiento de emision de gases

Estimulacién de la flora microbiana nativa en suelos,
sistemas acuaticos
Biodegradacion en contenedores para degradar liquidos o
lodos
Método para tratar suelos contaminados estimulando el

Bioestimulacioén

Biorreactores

Bioventeo - . : . . :
crecimiento microbiano a través del suministro de oxigeno
Tratamiento termofilico aerdbico en el cual el material
. contaminado es mezclado con un agente voluminoso y
Compostaje

poroso. Se puede utilizar en pilas estéticas, pilas aireadas
o reactores alimentados continuamente.

(Juwarkar et al., 2010)

Otra técnica de biorremediacion es el vermicomposteo, es una tecnologia ecoldgica
y econdmica que emplea lombrices de suelo, las cuales ingieren la materia organica
y posteriormente excretan compuestos altamente nutricionales que se pueden usar
como alimento por la flora microbiana presente, aumentando su actividad bioldgica
(Chen et al. 2016).

La vermicomposta es el producto obtenido al final del vermicomposteo y es un
mejorador de las propiedades del suelo por excelencia, ya que aumenta la
porosidad, aireacion, concentracion de nutrientes y diversidad microbiana, la cual a
su vez es responsable de las propiedades fisicoquimicas y promueve el crecimiento
de las plantas (Pathma & Sakhtivel 2012). Debido a la alta actividad microbiana en
la vermicomposta, ésta se puede utilizar como un agente de biocontrol y

biorremediacion para el tratamiento de contaminantes organicos (Joshi et al. 2015).

Teniendo en consideracién las implicaciones que trae consigo la contaminacién y
exposicion a estos componentes para la salud humana y el medio ambiente, es
necesario estudiar los efectos que tienen estos contaminantes en el suelo, y como
afectan el equilibrio ecoldgico, alterando las dinAmicas de mineralizacion y

recirculacion de nutrientes. Dependiendo de la ubicacién geografica, y del uso de
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suelo (forestal, agricola, industrial), los suelos presentan caracteristicas particulares
gue van a determinar su comportamiento ante la presencia de un contaminante.
Entender como se alteran las caracteristicas de los suelos, es el primer paso para
formular y proponer alternativas que permitan descontaminar este tipo de ambientes

empleando técnicas de biorremediacion.



2 ANTECEDENTES

En México se estima que en los ultimos 20 afios la contaminacion con derivados del
petréleo ha provocado pérdidas por mas de 50 mil millones de ddlares, con impacto
en el aspecto ambiental y agricola (Cavazos—Arroyo et al. 2014). La Comisién
Nacional de Hidrocarburos (CNH) en conjunto con la Procuraduria Federal de
Proteccion al Ambiente (PROFEPA), entre el afio 2010 y 2014 reportan que se
presentaron alrededor de 1750 derrames de hidrocarburos en suelos, afectando
principalmente estados como Veracruz, Campeche y Tabasco. Con respecto a la
utilizacion de thinner, Reza et al. (1997) presentaron un estudio en donde evaluaron
diferentes tipos de thinner comercializados en la Ciudad de México, y reportaron
diferencias tanto en el nUumero de componentes como en la composicién de los
disolventes, lo que indica que probablemente no se aplican normas ni criterios para
definir sus caracteristicas técnicas, ambientales o de toxicidad para aplicaciones

comerciales e industriales especificas.

Los hidrocarburos causan alteraciones importantes en los suelos, y afectan
principalmente los procesos de recirculacion y disponibilidad de nutrientes (Vicent
et al. 2013). Autores como Hernandez et al. (2003), hacen referencia a la
contaminacion de suelos con hidrocarburos como por ejemplo el queroseno, y su
efecto negativo sobre los microorganismos responsables de la fijacion de nitrégeno
atmosférico. El nitrdgeno es un elemento crucial para el desarrollo de todas las
células, y los procesos de fijacion y nitrificacion microbiana constituyen la principal
fuente de nitrégeno para todos los ecosistemas (Hirsch & Mauchline, 2015). El ciclo
del nitrégeno es el segundo ciclo mas importante (después del de carbono), y es
esencial para el crecimiento de plantas, las cuales conforman la cadena tréfica de
los seres humanos; sin embargo, la disponibilidad de este elemento en el suelo se
ve alterado por el desarrollo de actividades antropogénicas que comprenden la

agricultura intensiva, la deforestacion y la actividad industrial (Fowler et al. 2015).

Otros autores mencionan que la disposicion de contaminantes en el suelo podria

tener un efecto sobre el proceso de colonizacion de los microorganismos asociados



a la fijacién de N2 en la rizosfera y afectar su interaccion con las plantas (Franche
et al. 2009). La disminuciéon de la actividad enzimatica del suelo y la biomasa
microbiana es un resultado del potencial inhibitorio que tienen los hidrocarburos
derivados del petréleo en el suelo y que puede tener un efecto sobre procesos tan
importantes como la nitrificacion (Alrumman et al. 2015). La nitrificacion es el
proceso biolégico en el cual se lleva a cabo el intercambio entre el nitrogeno
atmosférico inerte (N2) y el nitrogeno reactivo y biodisponible, amonio (NH4*), nitrito
(NO2) y nitrato (NOz’), que son compuestos que soportan el metabolismo celular y
el crecimiento de plantas y microorganismos, y cuyo proceso se controla
enteramente por la actividad microbiana (Stein & Klotz, 2016). De acuerdo a lo
indicado por Aciego- Pietri & Brooks (2008), la mineralizacion del nitrogeno y la

nitrificacién son indicadores de la actividad microbiana y la fertilidad de los suelos.

En algunas investigaciones se ha reportado el efecto que tienen los hidrocarburos
sobre el proceso de nitrificacion en suelos. Betancur—Galvis et al. (2006) reportaron
el efecto de antraceno y fenantreno (hidrocarburos policiclicos aromaticos) sobre
las dinamicas de nitrificacién en suelos salinos del exlago de Texcoco, reportando
incrementos en la concentracion de NH4* y disminucién en la concentracion de NOs
, lo que sugiere pérdidas del nitrégeno disponible para microorganismos y plantas.
Por su parte, John et al. (2016) encontraron que la presencia de hidrocarburos en
el suelo aumenta la relacion C:N, lo que conlleva a que se inmovilice mayor cantidad
de nitrégeno por los microorganismos (formacion de biomasa microbiana),
reduciendo la disponibilidad de nitrégeno para las plantas. Estas investigaciones
demuestran claramente que los hidrocarburos como contaminantes del suelo
causan problemas asociados con la recirculacion de nutrientes, limitando

nutricionalmente a los suelos y provocando problemas de infertilidad.

A diferencia de los procesos de degradacién termoquimica, los procesos biolégicos
de degradacién traen consigo beneficios ecoldgicos inherentes y costos potenciales
accesibles (Zhang et al. 2013). La literatura permite evidenciar diferentes estudios
en los cuales se han aplicado las técnicas de biorremediacion para la

descontaminacion y degradacion de agentes contaminantes presentes en el suelo.
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Graj et al. (2013) evaluaron el potencial de la técnica de bioaumentacion en conjunto
con la rizoremediacion (uso de plantas y microorganismos de la rizosfera) para
degradar un contaminante a base de diésel. Dentro de sus resultados se evidencio
que la adicion de bacterias mejoré el indice de germinacion y la elongacion de las
raices de las plantas, promoviendo la producciéon de exudados que facilitan el
rompimiento de las moléculas del contaminante. Por su parte, Xu et al. (2013)
comprobaron el efecto del pasto de centeno “ryegrass” (Lolium perenne L.) como
agente biofiltrante en combinacién con el uso de microorganismos para la

degradacion de tolueno.

Una de las técnicas de biorremediacion que mas ha despertado interés sobre la
comunidad cientifica es el vermicomposteo. La biorremediacion a través de esta
técnica se ha aplicado ampliamente en las Ultimas dos décadas para el tratamiento
de residuos y ambientes contaminados como el agua y el suelo (Yadav & Garg
2011). La vermicomposta (producto final del vermicomposteo) mejora la porosidad,
aireacion, concentracion de nutrientes y diversidad microbiana en el suelo, la cual a
su vez es responsable de las propiedades fisicoquimicas y promueve el crecimiento
de las plantas (Pathma & Sakhtivel, 2014) y debido a la alta actividad microbiana se
puede utilizar como un agente de biocontrol y biorremediacién para el tratamiento

de contaminantes (Joshi et al. 2015).

Al respecto la literatura reporta varias aplicaciones del uso de esta tecnologia.
Autores como Chen et al. (2016) probaron el efecto del vermicomposteo con Eisenia
fetida junto a una técnica de tratamiento de sedimentos para estabilizar aguas
residuales contaminadas. Asgharnia et al. (2014) emplearon la metodologia de
bioaumentacion para mejorar la bioacumulacién de fenantreno presente en un suelo
contaminado empleando el vermicomposteo. Estos autores encontraron una
correlacion positiva entre el aumento de la poblacién microbiana capaz de degradar
fenantreno, y el porcentaje de bioacumulacién de este contaminante en los tejidos

de la lombriz de tierra.
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He et al. (2017), reportaron la utilizacion de vermicomposta como agente adsorbente
en suelos contaminados con metales pesados (Pb y Cd) y contaminantes organicos
como la tetraciclina. Fu et al. (2011) emplearon la vermicomposta como material
biofiltrante para la remocion de etileno (CzH4), un compuesto organico volatil
generado de plantas petroquimicas.

Al igual que los suelos, la vermicomposta se caracteriza por tener una actividad y
diversidad microbiana alta (Joshi et al. 2015) y los microorganismos presentes
podrian tener potencial para emplearlos en tratamientos de biorremediacidén. Segun
El-Naas et al. (2004) los microorganismos (especialmente bacterias) suelen
aislarse de lodos y muestras de suelos de zonas cercanas a las refinerias de
petréleo y las plantas de tratamiento de aguas residuales. Estos microorganismos
que son autéctonos de los sitios contaminados tienen mayor capacidad de soportar
ese tipo de condiciones ambientales, en comparacion con los microorganismos de
otros ambientes, siendo el grupo de Pseudomonas uno de los mas conocidos por

sus habilidades en la degradacion de compuestos organicos.

En una investigacion realizada por Obire & Nwaubeta (2002), identificaron
diferentes tipos de microorganismos aislados de suelos contaminados con
derivados de petréleo, tales como diesel, gasolina y keroseno (Tabla 4), y cuya

variacion dependia del tiempo de residencia del contaminante en el suelo.

Tabla 4. Especies bacterianas aisladas en suelos contaminados con derivados de

petréleo.
Tipo de contaminante
Tiempo ) _
Control Gasolina Keroseno Diesel
(Semanas)
1 Bacillus sp.
Kleibsella sp. P. aeruginosa roseus
E. coli Micrococcus

Flavobacterium sp.
2 Proteus mirabilis P. aeruginosa luteus
P. aeroginosa )
P. aeruginosa P. aeruginosa
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Actinomyces sp. Bacillus sp.

E. coli Kleibsella sp
3 Staphylococcus Serratia o o
Proteus mirabilis Proteus mirabilis
aureus marcescens
4 Bacillus sp. Bacillus sp. Bacillus sp. Bacillus sp.
Flavobacterium sp.
5 P. aureginosa P. aureginosa P. aureginosa
Kleibsiella sp.
_ _ Bacillus sp. Staphylococcus Micrococcus
12 Alealigenes faecalis
Kleibsella sp. aureus luteus
] Micrococcus
Arthrobacter sp. Bacillus sp. Staphylococcus
16 luteus
Bacillus sp. Kleibsiella sp. aureus

P. aureginosa

(Referencia: Obire & Nwaubeta, 2002)

En investigaciones previas llevadas a cabo por Arciniega (2011) en UPIBI, se
reportd el aislamiento de 13 cepas del tracto digestivo de Eisenia foetida con
capacidad para crecer en un medio de cultivo con acrilamida y policacrilamida como
Unica fuente de carbono, entre las que se destacan B. subtillis, A luteolus, S.
marcescens, K. rosea entre otras, demostrando que estas cepas pueden
desarrollarse en presencia de estas sustancias, y que desarrollan complejos

enzimaticos que les permiten degradar estos contaminantes.

Vicent et al. (2013) indican que algunos microorganismos que llevan a cabo
funciones esenciales en el suelo pueden mostrar resistencia a la perturbacion
causada por la presencia de un contaminante. Asi mismo, estos autores indican
que, si las especies consideradas esenciales recuperan su funcionalidad y la
densidad de su poblacién, se les conoce como resilientes, y por el contrario, si las
especies esenciales se afectan de manera irreversible, pero aparecen otras
especies autéctonas que tienen la capacidad de cumplir funciones similares en las

mismas condiciones se les conoce como redundantes.
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Como se menciond anteriormente, una de las funciones esenciales llevada a cabo
en los suelos es la fijacion de N2 y la nitrificacion, proceso que también se lleva a
cabo en la vermicomposta (Broz et al. 2016). Hernandez et al. (2003) reportan que
géneros como Pseudomonas, Agrobacterium y Bacillus se caracterizan, ademas,
por tener la capacidad de fijar N2 atmosférico, y estos géneros se estudian como
microorganismos biodegradadores de petroleo o sus derivados. Deni & Penninckx
(1999) indican que en experimentos in vitro, las bacterias oxidadoras de NH4* son
capaces de oxidar hidrocarburos de manera incompleta. Zepeda et al. (2006)
reportaron en su estudio la utilizacion de un consorcio bacteriano con actividad
nitrificante para la degradacion de benceno, tolueno y m — xileno, encontrando que
estos microorganismos emplean mecanismos como la actividad de la mono
oxigenasa tanto como para oxidar NH4* hasta NO2" y posteriormente a NO3", como
también para degradar este tipo de compuestos en intermediarios como fenol y
bencil — alcohol, compuestos que después se transforman en acidos grasos volatiles

por otro tipo de microrganismos.

Por lo anterior, ademas de estudiar como se alteran ciclos biogeoquimicos como el
del nitrégeno en suelos y vermicomposta, es importante ademas aislar e identificar
gué tipo de microorganismos son los que llevan a cabo este tipo de procesos en la
vermicomposta, y que pueden ser potencialmente utiles para formular un
tratamiento de biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos de

petréleo (thinner) a partir de la vermicomposta.
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3 JUSTIFICACION

El thinner es una mezcla de disolventes utilizado ampliamente en la industria textil,
fabricacion de pinturas y en la limpieza de partes metalicas; sin embargo, su uso
inapropiado y exposicion prolongada, puede causar graves dafios de tipo
neuroldgico e incluso provocar cancer. Por sus caracteristicas, la disposicion final
de este tipo de sustancias en tiraderos a cielo abierto ocasiona la contaminacién del
suelo y mantos freaticos, generando efectos adversos en el medio ambiente y
afectando el equilibrio de los procesos bioldgicos de diversos organismos.

Se ha reportado que los microorganismos relacionados con el proceso de
nitrificacion en suelos tienen el potencial para utilizarse como degradadores de
hidrocarburos. Asi mismo, investigaciones previas en nuestro grupo de trabajo han
demostrado que el uso de Eisenia foetida y las poblaciones microbianas asociadas
presentes en la vermicomposta son capaces de degradar compuestos organicos
téxicos como la acrilamida y la poliacrilamida, por lo tanto es posible que algunos
grupos microbianos presentes en la vermicomposta tengan la capacidad de
degradar compuestos derivados del petréleo.

El aislamiento e identificacion de las poblaciones microbianas asociadas al proceso
de nitrificacion en vermicomposta conforman el primer paso para formular y
proponer alternativas que permitan descontaminar este tipo de ambientes

empleando técnicas de biorremediacion.

Por lo expuesto anteriormente, es necesario estudiar como se alteran los ciclos
bidlogicos del suelo y vermicomposta contaminados con thinner y observar como se

afectan las poblaciones microbianas relacionadas con el proceso de nitrificacion.

15



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de thinner sobre las dinamicas de carbono y nitrdgeno en dos
suelos y en vermicomposta e identificar las poblaciones microbianas de la fraccién

cultivable involucradas en el proceso de mineralizacion del nitrégeno.

4.2 Objetivos especificos

1. Analizar el comportamiento de las dinamicas de C, N y biodegradacion de
thinner en dos suelos con diferente concentracion de materia organica y en
vermicomposta a nivel de microcosmo.

2. Evaluar la concentracion de los principales compuestos del thinner durante
la dinamica de mineralizacion.

3. Cuantificar en medios selectivos las poblaciones amonificantes, nitritantes y
nitratantes en el tratamiento con vermicomposta.

4. Aislar e identificar molecularmente los microorganismos cultivados
involucrados en el proceso de mineralizacidon del N en vermicomposta,

usando técnicas de biologia molecular.
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5 MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1 Obtencion del suelo y vermicomposta

Se utilizaron dos tipos de suelo, tipo franco proveniente de bosque con alto
contenido de materia orgénica y suelo salino — alcalino proveniente del ex lago de
Texcoco (Tabla 5). La vermicomposta se obtuvo de un lote de vermicomposteo
alimentado con residuos lignoceluldsicos, ubicado en el invernadero de la Unidad

Interdisciplinaria de Biotecnologia — UPIBI.

Tabla 5. Caracteristicas texturales de los suelos y vermicomposta utilizados.

Suelo Salino -

Suelo de Bosque _ Vermicomposta
Alcalino
Arcilla (mg/kg) 42.08 + 0.041 193.49 + 3.30 51.14+1.21
Limo (mg/kQg) 396.64 +1.89 254.24 + 3.68 183.25 +1.27
Arena (mg/kg) 561.28 + 1.93 552.26 + 1.09 765.60 £ 2.14
Textura Franco Arenoso Franco Arenoso Arenoso Franco

5.2 Caracterizacion fisicoquimica del suelo y vermicomposta

Para el muestreo de suelos y vermicomposta se utilizd la metodologia propuesta
por Li et al. (2015). Para cada tratamiento, las muestras se tamizaron en un tamafio
de malla menor a 2 mm y se dej6 secar a temperatura ambiente para andlisis de

propiedades fisicoquimicas. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

5.2.1 Textura

Se llevd a cabo segun lo mostrado por Beretta et al. (2014). Se tomaron 50 g de
muestra previamente seca y tamizada (<2 mm) y se mezclaron con 10 ml de
solucion de hexametafosfato de sodio (37 gy 7.94 g de carbonato de sodio en 1000
ml de agua destilada), homogenizando con una batidora por 2 minutos.
Posteriormente, el contenido se llevé a una probeta de 1000 ml completando con
agua de grifo, se mezclé y se midié la densidad a través de un densimetro de
Bouyoucos. La textura se determindé empleando el diagrama triangular (Anexo 1) de

clases texturales basicas de suelo (Flemming 2000; Dexter 2004).
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5.2.2 Determinacion de pHy conductividad eléctrica
Para la medicién de pH se tom6 una muestra seca y se diluyé en agua en una
relacion 1:2.5. Se dej6 homogeneizar por 3 minutos y se determind

potenciométricamente (Chevremont et al. 2013).

La conductividad eléctrica se midi6 con un conductimetro (OAKTON DO-110,
Singapur). Se tomaron 25 g de muestra y se saturaron con agua en exceso hasta
obtener una capa de agua por encima del nivel del suelo de aproximadamente 3
mm. Se dejo reposar en un refrigerador por 24 horas y se llevé a centrifugacion por
5 minutos a 3000 rpm (IEC HN — SlI, USA). Posteriormente se llevd acabo la

determinacion tomando una alicuota del sobrenadante.

5.2.3 Humedad y capacidad de retencién de agua

Estos parametros se determinaron de acuerdo a lo propuesto por Asuming-
Brempong y colaboradores (2008). La humedad se determiné por gravimetria
tomando 10 g la cual se llevé a un horno de conveccion a una temperatura de 105°C
por un periodo de 24 horas o hasta peso constante. La capacidad de retencion de
agua se evalu6 saturando 10 g de muestra dispuesta sobre un papel filtro totalmente
seco, colocado sobre un embudo de decantacion. El embudo se cubri6 para prevenir
pérdidas de agua por evaporacion. Adicionalmente, se colocé un papel filtro sobre
un embudo y se agrego agua con el fin de obtener la cantidad de agua retenida por
el papel. Se dejo decantar por un periodo de 24 horas. Posteriormente se peso la

muestra de suelo y el papel filtro.

5.2.4 Capacidad de Intercambio catiénico

La determinacion de CIC se llevé a cabo segun lo establecido por Rodriguez-Seijo
& Andrade (2015). Se utiliz6 una solucién de cloruro de bario (BaCl2.H20) y
trietanolamina ajustada a un pH 8.1 con una solucién de HCI 1 N (solucién A), sulfato
magnésico 0.1N (solucion B), solucion de EDTA 0.05N, solucién de cloruro aménico
1 N e hidroxido amoénico 1 N en una relacion 1:5 y solucién de eriocromo negro T
como indicador. Se tomaron 2 g de muestra tamizada previamente (<2 mm) y se

mezclaron con 25 ml de solucién A. Posteriormente se centrifugd (3000 rpm, 5
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minutos) y se descartd el sobrenadante. Después se agregaron 25 ml de la solucién
B y se centrifugd a las mismas condiciones descritas anteriormente. La CIC se
determind por titulacion del sobrenadante con EDTA y se expresé como

miliequivalentes por cada 100g de suelo.

5.2.5 Determinacién de Carbono Organico Total (COT)

Se tomaron 50 mg de muestra secada previamente a temperatura ambiente y se
analizé segun lo propuesto por Qi et al. (2016). Se utilizd el método de oxidacion
con una solucion de acido fosférico-acido sulfurico—agua (H3PO4:H2S04:H20) en
una relacion 2.5:2.5:5.0 y una solucion de dicromato de potasio (K2Cr207) 0.4 N. Se
llevé a bafio Maria por 30 minutos a 121°C, y posteriormente se titul6 con una
solucién de sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH4)2(SOa4)2, empleando fenantrolina

como indicador.

5.2.6 Determinacion de fosforo

Se tomaron 10 g de muestra y se mezclaron con 100 ml de una solucion de
bicarbonato de sodio NaHCOs 0.5 M y se llevd a agitacion por 20 minutos.
Posteriormente, la mezcla se filtro a través de un filtro de papel. De la muestra se
tomd 1 mly se mezcld con una solucion preparada con molibdato de amonio (NHa)s
Mo7024-4H20 (20 g en 500 ml de agua desionizada), en presencia de acido sulfarico
(H2S04) 5 N y tartrato de amonio (CsH4K2012Sh2.3H20), usando acido ascorbico
(1%p/v) como agente reductor. (Olsen et al. 1954, citado por Chevremont et al.
2013). El contenido de fésforo se determin6 espectrofotométricamente (Cintra 10e,

USA) a una longitud de onda de 880 nm empleando una curva tipo (Anexo 2).

5.2.7 Determinacién de nitrégeno total

El contenido de nitrégeno se determiné por el método de Kjeldahl segun lo reportado
por Chevremont et al. (2013). Se pes6 0.5 g de muestra previamente seca y 0.5g
de sulfato de potasio (K2SOa) y se llevo a un matraz de balén de digestion con 5 ml
de acido sulfarico (H2S04) concentrado en presencia de una mezcla de dioxido de
selenio como catalizador. Después de 2.5 horas de digestion, se dejo enfriar y se
agregaron 500 ml de agua destilada y 40 ml de una solucion de hidroxido de sodio

(NaOH) al 50% para llevar a cabo la destilacion. El hidréxido de amonio obtenido se
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atrap6 como borato de amonio en un matraz con una solucién de acido bérico al 4%
en presencia de un indicador (0.1 g/100 ml de verde de bromocresol y 0.1 g/100ml
de rojo de metilo en 95% de etanol). La cantidad de nitrégeno se determind por

titulacién con una solucién de HCI 0.01N.

5.2.8 Determinacién de nitrégeno amoniacal (NHs*) y nitratos (NO3)

Segun Lopez et al. (2010) el nitrégeno se encuentra comunmente en el suelo en
forma de nitrito, nitrato y amonio. La determinacion de estos compuestos en el suelo
ha tenido gran importancia en el monitoreo y control de la polucion de los mismos.
De Aquino et al. (2005) indican que la mineralizacion de nitrogeno es definida como
la transformacion de nitrégeno organico en formas inorganicas tales como amonios
y nitratos, a partir de las cuales lo organismos heterotrofos las utilizan como fuente

de energia.

La medicién de nitrdgeno amoniacal (NHas*), nitritos (NO2") y nitratos (NO3") se llevd
a cabo con modificaciones a la metodologia propuesta por Ai et al. (2012). Se
pesaron 20 g de muestra y se llevaron a un proceso de extraccion con una solucion

de K2SOa4 0.5 M, por un periodo de 30 minutos.

Para NH4* se tomaron 3 ml del volumen extraido previamente con K2SO4 0.5 My se
mezclaron con 1 ml de solucién de EDTA disodico. Después se adicionaron 4 ml de
nitroprusiato de sodio como catalizador, y 2 ml de soluciéon buffer de hipoclorito. La
mezcla se llevé a incubacion en bafio maria por 30 minutos a 40°C, se dej6 enfriar
y se leyo en espectrofotdmetro a una longitud de onda de 667 nm, comparando con
una curva tipo (Anexo 2).

Para NOs™ se tomaron 20 ml del extracto previamente obtenido y se llevaron a
desecacion a 100°C en horno de conveccion (Blue M, USA). Posteriormente, la
materia seca se mezclé con 2 ml de solucion de acido 2-4 fenildisulfonico y se
agregaron 10 ml de solucion de KOH 12 N para obtener el maximo desarrollo de
color. Después se afor6 a 50 ml con agua destilada y se dej6é en reposo por 24
horas. La medicién se llevo a cabo en un espectrofotometro a una longitud de onda

de 410 nm comparando con una curva tipo (Anexo 2).
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5.3 Obtencidn y caracterizacién de los componentes del disolvente
(thinner)
Se utiliz6 disolvente bajo la marca comercial Comex® obtenido en un

establecimiento de venta de pinturas de la Ciudad de México.

La caracterizacion se realiz6 por cromatografia de gases (PerkinElmer, USA)
empleando un detector de ionizacién de flama (FID). Se utiliz6 una columna Elite —
5 de 30 metros de longitud, 0.32 mm de diametro y 0,25 um de grosor de pelicula.
La temperatura del inyector y del detector fueron de 150 y 200°C respectivamente.
La temperatura del horno se mantuvo constante a 70°C y el tiempo de la corrida fue
de 7 minutos de acuerdo a lo establecido por Kelly & Harder (2003). El volumen de
inyeccion fue de 0.5 pL. Se utilizé nitrégeno como gas de transporte a un flujo de 1
ml min-t. El flujo de hidrégeno y aire fueron de 35 y 350 ml min-! respectivamente.
La identificacion y cuantificacion de compuestos se realizé empleando la técnica del
analisis externo con soluciones patrén con concentraciones definidas para cada
compuesto (Anexo 3 y 4) y mediante la comparacion de tiempos de retencion
(Donggiang et al. 2007).

5.4 Prueba de toxicidad en lombriz de tierra

5.4.1 Obtencion de lombrices

Se utilizé la lombriz de tierra roja californiana (Eisenia foetida), la cual se obtuvo de

un lombricultivo ubicado en el invernadero de la Unidad Interdisciplinaria de

Biotecnologia — UPIBI. Se utilizaron lombrices en estado adulto, sexualmente

maduras y con el clitelio desarrollado segun lo establecido por Espinoza-Navarro et

al. (2013).

5.4.2 Determinacion de concentraciéon letal media (CL50) y efecto
morfologico del thinner sobre Eisenia foetida

Para determinar la concentracion de thinner que puede soportar la lombriz de tierra,

se llevd a cabo un experimento de acuerdo a lo establecido por Shin & Kim (2001)

y An & Lee (2008). Se tomaron 200 g de vermicomposta tamizada previamente

proveniente de la pila de compostaje del invernadero y se depositaron en un
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recipiente plastico de 1000 ml. Asi mismo, se adicionaron 5 g de residuo de
zanahoria como fuente de alimento para la lombriz, y 5 g de pasto seco para facilitar
el proceso de aireacion. Posteriormente se agreg0 agua para ajustar el porcentaje
de humedad al 60%. En cada recipiente, se pesaron y agregaron 5 lombrices
adultas (300 = 50 mg, 3 £ 1 cm) obtenidas de la misma pila de compostaje. Cada
recipiente se cubrié con un trozo de malla mosquitera (<2 mm) y se dejo en reposo
por un periodo de 24 horas con el fin de que las lombrices se adaptaran a las nuevas
condiciones. Pasado este tiempo, a cada recipiente se agregaron 0.5, 1, 2, 4,8y 16
ml de thinner respectivamente, se cubrieron nuevamente y se dejaron en el
invernadero. Este proceso se hizo por triplicado. EI muestreo se llevo a cabo a las
24 horas, en donde se monitoreo el estado de las lombrices (respuesta al estimulo,

color, individuos muertos).

Con la respuesta obtenida en este tratamiento, se llevd a cabo un segundo
experimento, en el cual se selecciond el rango en el cual se observaron los mayores
efectos y nimero de individuos muertos por exposicion al thinner. El proceso se
realiz6 de la misma manera como se describid previamente, utilizando un total de
11 lombrices por recipiente. A cada recipiente se agrego 1, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8y 2.0
ml de thinner respectivamente, llevandolo a cabo por triplicado. El muestreo se hizo
nuevamente a las 24 h, verificando el estado de las lombrices. Con los datos
obtenidos, se elaboré la curva dosis — respuesta de las diferentes concentraciones
y se calcul6 el valor de la concentracion letal (CL 50) a las 24 horas, a través del
meétodo de unidades probabilisticas Probit, segun lo reportado por Fernandez et al.
(2006).

5.5 Proceso de incubacidon en microcosmos
La incubacion en microcosmos es el proceso que permite determinar las tasas de
mineralizacién, que se relacionan de manera importante con la dinamica del

carbono y nitrégeno organico en el suelo (Wei et al. 2016).
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5.5.1 Preincubacion

Previamente, se llevd a cabo un proceso de preincubacién de acuerdo a lo
establecido por Moreno et al. (2009) y Tejada et al. (2016). Las muestras de suelo
y vermicomposta se ajustaron al 40% de su capacidad de retencion de agua y se
preincubaron por 7 dias a temperatura ambiente con el fin de activar las poblaciones
microbianas presentes. Segun Lefévre et al. (2014), el proceso de pre incubacion
se debe realizar en suelos humedecidos, ya que la actividad microbiana de los
suelos se reestablece rapidamente una vez se lleva a cabo un proceso de re-

humedecimiento, incluso si los suelos se han almacenado por mucho tiempo.

5.5.2 Incubacién

Posteriormente, el proceso de incubacion se llevé a cabo segun las metodologias
propuestas por Qi et al. (2016), Wei et al. (2016) y Li et al. (2009). Se evaluaron
cuatro tratamientos por cada tipo de suelo y vermicomposta, cada uno por triplicado.

Los tratamientos se describen en la (Tabla 6).

Tabla 6. Tratamientos para el proceso de incubacion en microcosmos.

Tratamiento Descripcion

B Suelo de Bosque (Control)

Be Suelo de Bosque estéril + adicion de thinner (factor abidtico)
BT Suelo de Bosque + adicién de thinner

BTZ Suelo de Bosque + Adicion de thinner + Residuos de zanahoria
S Suelo Salino (Control)

Se Suelo Salino estéril + Adicion de thinner (factor abidtico)

ST Suelo salino + adicion de thinner

STZ Suelo Salino + Adicién de thinner + Residuos de zanahoria
\% Vermicomposta (Control)
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Ve Vermicomposta estéril + adicion de thinner (factor abiético)
VT Vermicomposta + adicion de thinner

VTZ Vermicomposta + adicion de thinner + Residuos de zanahoria

Para cada tratamiento se utilizaron 20 g de muestra de suelo o vermicomposta y se
colocaron en frascos de vidrio de 70 ml. Para los tratamientos con adicion de thinner,
se adicionaron 160 pL de thinner (correspondiente al valor calculado de CL50). Para
los tratamientos con adicién de materia organica, se utilizaron residuos de zanahoria
obtenida de un local comercial de venta de jugos. En cada frasco se agregaron 5 g
y se mezclé lo mas homogéneo posible. Se selecciond residuo de zanahoria debido
a que en trabajos previos llevados a cabo en el laboratorio, se encontré que este
tipo de residuos era preferido por las lombrices y ademas de estar disponible

durante todo el afio (Reyes, 2014)

Los frascos de vidrio se dejaron destapados y se colocaron en el interior de
recipientes plasticos de 1000 ml de boca ancha, los cuales se cerraron y se llevaron
a incubacion por 56 dias a temperatura ambiente en condiciones de invernadero. El
recipiente plastico se abrié en intervalos regulares (semanalmente) con el fin de
permitir un intercambio gaseoso y evitar la anaerobiosis, ademas de poder ajustar
gravimétricamente la capacidad de retencion de agua de las muestras en el valor
establecido previamente. Dentro de los recipientes, se dispuso de un vial con 10 ml
de una solucion de NaOH 1 M para atrapar el CO2 generado (Vasquez-Murrieta et
al. 2006), y sobre la base del recipiente se colocaron 100 ml de H20 destilada para
evitar la desecacion de las muestras (Fernandez-Luquefio et al. 2013). De igual
manera, se realiz6 el mismo procedimiento con frascos de vidrio sin muestra
(control) y adicionalmente, se dispuso de un recipiente con 10 g de muestra en las

condiciones previamente establecidas, para el monitoreo de pH y temperatura.
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Se tomaron muestras al azar a los 0, 7, 14, 28 y 56 dias de iniciado el proceso, y se
llevo a cabo la determinacion de humedad y pH (como se describié previamente),

concentracion de CO2 producido, NH4*, NO2", NO3* y concentracion de thinner.

5.5.3 Determinacion de CO2 (mineralizacién de C)

El CO2 se determiné llevando a cabo una titulacion de la solucion de NaOH 1 M,
empleando un titulador automatico (Methrom — Titrino Plus 848, Suiza). Se utilizd
una solucion de HCI 0.1y 0.3 N.

5.5.4 Determinacion de NH4*, NO2 y NOs™ (mineralizacion de N)

La medicién de nitrdgeno amoniacal (NHas*), nitritos (NO2") y nitratos (NO3") se llevd
a cabo segun la metodologia propuesta por Ai et al. (2012). Para la extraccién se
tomaron 8 g de muestra y se mezclaron con 40 ml de K2SO4 0.5 M y se llevaron a
agitacion por un periodo de 30 minutos. Posteriormente se centrifugé y se guardo
en congelacion hasta su analisis. La determinacion se llevd a cabo segun lo
propuesto por Christou et al. (2005), empleando un autoanalizador (Skalar — San
Plus, Holanda).

5.5.5 Determinacion de concentracion de disolvente y porcentaje de

extraccion

La extraccion de thinner presente en las muestras se determind segun lo propuesto
por Delgado-Balbuena et al. (2013). Se tomaron 5 g de muestra y se agregaron 3 g
de Na2SO4 anhidro y 10 ml de acetona y se agitd por un minuto en vortex a la
maxima revolucion. Después se llevo a sonicacion (BRANSON 2210, USA) por 20
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se llevo a un proceso de filtracion
(0.22 um). El filtrado se utilizé para la determinacion de concentracion de thinner

presente a través de cromatografia de gases como se describidé anteriormente.
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5.6 Dinamicas de mineralizacién en vermicompostay efecto de la adicién de
materia organica

Después de analizar los datos obtenidos en las dinAmicas de mineralizacion, se
decidié evaluar el efecto del thinner y la adicibn de materia organica en
vermicomposta. Se utilizd vermicomposta obtenida como se describio
anteriormente, con el fin de evaluar el efecto del thinner y la materia organica en las
dinamicas de mineralizacion de carbono, NH4*, NO2 y NOgs', asi como en la
concentracion de los componentes del thinner y pH. De igual manera, los
experimentos se llevaron a cabo a nivel de microcosmos y las determinaciones se
llevaron a cabo como se indic6 anteriormente. El tiempo de las dindmicas fue de 28
dias, con tiempos de muestreo a los 0, 7, 14 y 28 dias. Adicionalmente, se evalu6
el comportamiento de la dinAmica en frascos cerrados, en donde se utilizaron
frascos de vidrio de 100 ml y se cerraron herméticamente con septa de caucho y
tapa de aluminio. En estos tratamientos sélo se determin6 el comportamiento de los
compuestos del thinner. Los tratamientos planteados se presentan en la tabla 7. De
los tratamientos en condiciones aerobias, se determind ademas la concentracion de
mesofilos aerobios a través de recuento microbidlogico en placa, y la concentracion,
aislamiento e identificacion de microorganismos asociados al proceso de
nitrificacién, tales como amonificantes (R — NHz2 a NH4*), nitritantes (NH4* a NO2) y
nitratantes (NO2" a NO3").

Tabla 7. Tratamientos propuestos para evaluar mineralizaciéon en vermicomposta.

Identificacion Identificacion

Tratamiento (Condiciones (Condiciones

aerobias) anaerobias)
V (Control) 1 A

V+T 2

Ve + RZe 3 C
V + RZe 4 D
Ve + RZ 5 E
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V+RZ 6 F
Ve+RZe +T 7 G
V+RZe+T 8 H
Ve+RZ+T 9 I
V+RZ+T 10 J

V: vermicomposta; Ve: vermicomposta estéril; RZ: residuo de zanahoria; RZe:

residuo de zanahoria estéril; T: thinner.

5.6.1 Conteo microbiolégico total

El conteo de los microorganismos en vermicomposta se realizé segun lo propuesto
por Crecchio et al. (2004). Se tomaron 5 g de vermicomposta y se diluyeron en 45
ml de solucién salina (NaCl) estéril al 0.85%. Posteriormente se hicieron diluciones
seriadas en tubos con 9 ml de NaCl estéril. Después se tom6 1 ml de cada dilucion
y se depositdé en placas estériles, a las cuales se les agregd agar nutritivo a una
temperatura de 45°C. Las placas se llevaron a incubacion a 28°C por 48 horas y
posteriormente se realizé el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC),
teniendo en cuenta las placas que se encontraban en un rango de 25 a 250 UFC
(SSA,1994).

5.6.2 Determinaciéon de concentracion de microorganismos amonificantes (R

— NH2 a NH4")

La concentracion de microorganismos amonificantes se determin6 empleando la
técnica del numero més probable (NMP). Se utiliz6 un medio selectivo (Anexo 5) y
se esterilizd usando membrana (0.45 pm). Se distribuyé en tubos estériles
adicionando 4.5 ml de medio estéril a cada uno. Posteriormente, se inocul6 con 0.5
ml de la dilucion correspondiente (por triplicado) y se llevo a incubacién a 28°C por
7 dias. Los tubos positivos para amonificantes (Anexo 7) correspondieron a aquellos
gue cambiaron el color del medio de amarillo a rosa intenso (Hirooka et al. 2009), y

el conteo se determiné empleando la tabla de Mc Graddy (Anexo 6).

5.6.3 Determinaciéon de concentracion de microorganismos nitritantes (NHs*
a NO2)
La concentracion de microorganismos nitritantes se determiné empleando la técnica

del nimero mas probable (NMP). Se utiliz6 un medio selectivo (Anexo 5) y se
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distribuyé en tubos estériles adicionando 4.5 ml de medio estéril a cada uno.
Posteriormente se inocul6 con 0.5 ml de la dilucién correspondiente y se llevo a
incubacion a 28°C por 15 dias. Después a cada tubo se le agrego 5 gotas de reactivo
de Griess | (acido sulfanilico) y 5 gotas de reactivo de Griess Il (alfa- naftilamina).
Los tubos positivos para nitritantes correspondieron a aquellos que desarrollaron un
color rosa o rojo intenso (Anexo 7) y el conteo se determindé empleando la tabla de
Mc Graddy (Anexo 6).

5.6.4 Determinacién de concentracion de microorganismos nitratantes (NOz
a NOz3)

La concentracion de microorganismos nitratantes se determiné empleando la
técnica del numero mas probable (NMP). Se utilizé6 un medio selectivo (Anexo 5) y
se distribuyd en tubos estériles adicionando 4.5 ml de medio estéril a cada uno.
Posteriormente se inoculd con 0.5 ml de la dilucién correspondiente y se llevé a
incubacion a 28°C por 15 dias. Después a cada tubo se agregoé 5 gotas de reactivo
de Griess | y 5 gotas de reactivo de Griess Il (Anexo 5). Los tubos positivos para
nitritantes correspondieron a aquellos que no presentaron cambios en la coloracion

(Anexo 7) y el conteo se determiné empleando la tabla de Mc Graddy (Anexo 6).

5.6.5 Aislamiento de microorganismos asociados al proceso de nitrificacion
Para llevar a cabo el aislamiento, se prepararon placas de agar de cada medio
selectivo descrito anteriormente, adicionando 15 g/l de agar bacteriolégico. La
inoculacién se llevo a cabo empleando la técnica de agotamiento por estria cruzada
y después se llevd a incubacion. Posteriormente, se verificd el crecimiento en las
placas y se tom6 una asada de las colonias que se observaron aisladas
completamente y con crecimiento definido y se inocul6é en agar TSA. De igual
manera, se tomd una asada para llevar a cabo una prueba de tincion y determinar
morfologia y pureza del aislado. De cada colonia se registr6 ademas apariencia,

coloracién y caracteristicas particulares necesarias para su identificacion.
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5.7 Identificacién molecular
5.7.1 Extracciéon de DNA bacteriano

La extraccion de DNA se realiz6 de acuerdo con la técnica establecida por Hoffman
& Winston, (1987) y modificaciones propuestas por Crecchio et al. (2004), a partir
de un cultivo bacteriano previamente cultivado en medio TSB. Se tomé 1 ml de caldo
de cultivo y se centrifugd (10000 rpm, 5 min) hasta obtener la mayor cantidad de
pellet bacteriano. Se descartd el sobrenadante y se adicionaron 500 yL de agua
destilada estéril y 500 pL de una solucion Winston (2% Triton X-100, 1% SDS, 100
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA) y se almacend durante 24 h a 4°C
para facilitar la lisis celular. Posteriormente, se adicionaron 200 pL de una solucién
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) junto con perlas de vidrio, y se llevd
a agitacion en un vértex durante 4 min. Después se llevo a incubacion en bafio
metabolico a 65°C durante 30 min. Posteriormente, se paso por bafio de hielo para
detener la reaccion, se adicionaron 200 pL de solucién TE (Tris 10mM-EDTA 1mM)
y se centrifugd (13000 rpm, 15 min). El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo
(libre de impurezas) y se adicion6 200 pL de una solucién de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y se agité por inversion. La muestra se centrifugdé (13000 rpm, 15
min), el sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo y se le adicionaron 1000 pL de
isopropanol frio para favorecer la precipitacion del DNA. Se centrifugé nuevamente
(13000 rpm, 10 min), se descart6 el sobrenadante por decantacion y se adicionaron
1000 pL de etanol al 70% frio. Se centrifugé (13000 rpm, 10 min) y se decanté el
etanol. Posteriormente, la muestra se dejé evaporar para retirar el total de etanol y

se resuspendio en 50 pL de agua inyectable.

Para visualizar la calidad del DNA se realiz6 una electroforesis utilizando un gel de
agarosa al 1% y se revel6 con SyberGreen para comprobar la presencia de DNA.

La visualizacion del gel se realiz6 con un fotodocumentador.

5.7.1.1 Amplificacién del fragmento 16S del gen rrs

Se amplifico un fragmento de aproximadamente 1500 pb del fragmento 16S del
genrrs de bacterias empleando iniciadores universales 27F (AGAGTTTG
ATCMTGGCTCAG) y 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT) (Das et al. 2016).

La mezcla de reaccion se prepar6 a un volumen final de 25 L, utilizando 2.5 yL de
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buffer con MgCl2 20 mM (Thermo Scientific), 1 L de un mix de dNTP’s, 2 uL del
iniciador 27 F y 2 uL del inciador 1492 R, 0.25 puL de Taqg polimerasa (Thermo
Scientific), adicionando 1 pL de DNA molde con una concentracion minima de 50
ng UL?. Las condiciones de amplificacion para la regién se establecieron de la
siguiente manera: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguida de 30 ciclos
de 94°C por 1 min; 58°C por 1 min, 72°C por 1 min y una extension final de 72°C
por 5 min. Para corroborar la presencia del amplicén esperado, se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se visualizO como se describid

anteriormente.

Los productos de la PCR se purificaron empleando el kit GeneJet PCR (Thermo
Scientific). Todos los productos de la PCR purificados se secuenciaron, utilizando
un secuenciador de DNA 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems®) en
Macrogen, Seul, Republica de Korea.

5.7.1.2 Andlisis de las secuencias del gen 16S rRNA
Las secuencias del fragmento 16S del gen rrs se compararon en la base de datos
del NCBI (Nacional Center for Biotechology Information) y se recuperaron las

secuencias de referencias en la plataforma EzTaxon (Chun et al. 2007).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion fisicoquimica de los suelos y vermicomposta

De acuerdo a Joimel et al. (2016), el nivel de fertilidad y de contaminacién se
consideran generalmente como aspectos importantes de la calidad del suelo, de tal
manera que la medicion de algunos elementos como el carbono, nitrégeno y fésforo,
ademas de la medicion del pH, son parametros que permiten evaluar su viabilidad
para suplir elementos minerales que permitan el crecimiento y el desarrollo de

organismos como las plantas.

La vermicomposta presento las mayores concentraciones de carbono organico total
(COT), nitrégeno total (N), nitratos y fosforo soluble, ademas de tener los niveles
mas altos en conductividad y capacidad de intercambio catiénico (Tabla 8). Por su
parte, el suelo salino presentd los niveles mas bajos en carbono orgénico y
nitrégeno total, y en las formas nitrogenadas inorganicas (amonio y nitratos). El
suelo de bosque presentd la mayor concentracién en materia organica y el nivel mas
alto en la relacion carbono nitrdgeno, ademas de los mejores niveles en

concentracion de amonio y capacidad de retencién de agua.
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Tabla 8. Caracterizacion fisicoquimica de los suelos y vermicomposta.

Suelo de Bosque

Suelo Salino-

Vermicomposta

Alcalino
Humedad (%) 25.1+1.13 17.3+0.72 41.4+1.02
pH 5.16 £ 0.175 9.70 £ 0.042 7.56 = 0.087
Moderadamente Fuertemente En el rango
acido? alcalino (> 8.5) establecido (5.5
- 8.5)
Conductividad 0.15+0.00 4.05 £ 0.064 7.56 £ 0.047
(dS/m) Efectos Suelo Salino (4.1 — Fuera del rango
despreciables (< 8.0) (=4)
1.0)
CIC (meq/100g) 73.76 +£2.42 46.06 + 6.01 99.31 +3.38
CRA (g/kg) 1402.70 £ 6.75 900.64 + 1,75 1288.0 £ 5.29
COT (g/kg) 106..71 + 0.45 24.42 +£0.18 133.51+0.41
Materia 183..98 + 0.78 42.11+0.31 144.99 £ 0.70
organica (g/kg) Muy alta (>16.1) Baja (4.1 — 6-0) 20 — 50%
Nitrégeno Total 6.10+0.21 1.91+0.09 16.46 £ 0.27
(9/kg) Medio (0.3 —0.8) Bajo (< 0.3) En el rango
establecido
(1-4)
Relacion C:N 17.47 £0.37 12.78 £1.16 8.10+0.12
Amonio (mg/kg) 21.71 £ 0.46 14.59 +1.02 16.11 +0.31
Nitratos (mg/kg) 23.45+1.24 8.04 £0.31 1417.83 +43.71
Fosforo soluble 50.47 £ 2.30 60.76 + 3.00 342.63 £ 8.92
(mg/kg) Alto (>11) Alto (>11) <20

1 NOM - 021 — SEMARNAT - 2000
2 NMX = FF — 109 — SCFI — 2008
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Estos resultados se compararon con los parametros establecidos por la Norma
Oficial Mexicana 021 del 2000 (SEMARNAT, 2002) y la Norma 109 de la Secretaria
de Comercio y Fomento Industrial del 2007 (SCFI, 2007) (Tabla 9).

Tabla 9. Comparacion de resultados fisicoquimicos con la normatividad mexicana

vigente.
NMX - FF - 109 - SCFI
NOM - 021 - SEMARNAT - 2000
- 2008
Suelo Salino - _
Suelo de Bosque ) Vermicomposta
Alcalino
H Fuertemente En el rango establecido
P alcalino (> 8.5) (5.5-8.5)
Conductividad Efectos )
i . Suelo Salino
electrolitica despreciables Fuera del rango (<4)
(4.1-8.0)
(dS/m) (<1.0)
Materia
organica Muy alta (>16.1) Baja (4.1 — 6-0) 20 — 50%
(9/kg)
Nitrogeno _ _ En el rango establecido
Medio (0.3 —0.8) Bajo (< 0.3)
Total (%) a-4)
Formas
mineralizadas Alto (40 — 60) Medio (20 — 40) _
de N (mg/kg)
Fosforo
soluble Alto (>11) Alto (>11) _
(mg/kg)
Relacion C/N - - <20
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Los resultados obtenidos en el analisis fisicoquimico de suelo de bosque fueron
similares a los encontrados por Stevenson et al. (2016), quienes reportaron valores
de 5.60 para pH, 117 g/kg de COT, 8.2 g/kg de N y una relacion C:N de 15. Por otra
parte, Beltrdn-Hernandez et al. (1999) reportaron valores similares obtenidos a partir
de un suelo obtenido del exlago de Texcoco, con pH de 9.7, COT 26.8 g/kgy N 1.8
g/kg. Asi mismo, Castro-Silva et al. (2013) mostraron valores similares de pH para
suelo salino—alcalino (9.0), pero por el contrario encontraron concentraciones
diferentes de COT (12.9 g/kg). Como se observé en los resultados, el contenido de
COT fue més bajo para el suelo salino — alcalino en comparacion con el suelo de
bosque y la vermicomposta. De acuerdo a Muhammad et al. (2008), los niveles de
COT disminuyen cuando el pH se incrementa, posiblemente por la labilizacion de la
materia organica, ademas de que el aporte de carbono por la presencia de
vegetacion se ve altamente reducido por la alcalinidad de este tipo de suelos. Lo
anterior guarda relacion con lo reportado por Beltran-Hernandez et al. (2007) y
Dendooven et al. (2010), quienes indicaron que el suelo salino — alcalino del ex lago
de Texcoco esta cubierto por una limitada vegetacion halofilica, por lo cual el
contenido de COT y de materia organica se encuentra altamente reducido.

Con respecto a la vermicomposta, Jadia & Fulekar (2008) reportaron valores de
135.0 g/kg y 13.3 g/kg para COT y N respectivamente, dando como resultado una
relacion C:N de 10:15. En los resultados obtenidos en este estudio se encontré que
la vermicomposta presenta el valor mas bajo en la relacion C:N en comparacion con
el suelo de bosque y el suelo salino-alcalino. De acuerdo a lo mencionado por
Pathma & Sakthivel (2012), durante el proceso de vermicomposteo se lleva a cabo
la biooxidacion de la materia organica, en donde se obtienen formas mineralizadas
de CO:2y nitrdgeno, los cuales producen una relaciéon C:N mas baja. Segun Yadav
& Garg (2011), la relacion C:N es uno de los factores mas importantes en el proceso
de vermicomposteo, ya que un valor muy alto o muy bajo puede provocar bajas
tasas de degradacion de los residuos organicos. Asi mismo, estos autores indican
que las plantas asimilan mejor el nitrdogeno mineral en un rango de C:N de 25:1 a

20:1; sin embargo, esta relacion se ve reducida fuertemente en suelos arenosos por
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la intervencién de las lombrices de tierra. Lo anterior permite ilustrar por qué se

obtuvieron los valores mas bajos de C:N en la vermicomposta.

El suelo de bosque presentd una concentracion de COT mas baja que la encontrada
en la vermicomposta; sin embargo, la concentracion de materia organica fue mayor
en el suelo de bosque. Lo anterior obedece a que los suelos de bosque se
caracterizan por tener altos contenidos de materia organica, proveniente de fuentes
nativas tales como partes de vegetacion (hojas, flores, frutos, ramas) los cuales se
encuentran en diferentes estados de descomposicion, asi como los cuerpos sin vida
de animales e insectos que forman parte de su ecosistema (Osman, 2014). De
acuerdo a Azlan et al. (2012), los niveles de actividad biolégica dependen de una
cantidad significativa de materia organica en el suelo. Lo anterior estaria relacionado
con la concentracion méas baja de COT encontrada en el suelo de bosque, ya que
la cantidad de materia organica presente en el suelo de bosque supone la existencia
de un mayor numero y variedad de microorganismos en el suelo, los cuales utilizan
altas cantidades de carbono como fuente de energia. Azlan et al. (2012) también
reportaron que las concentraciones de COT y materia organica dependen de las
caracteristicas texturales del suelo, encontrando en su estudio concentraciones mas
bajas en suelos arenosos que en suelos franco-arenosos. Lo anterior se debe a que
la presencia de grandes cantidades de arcilla protege a la materia organica, creando
una barrera fisica que la protege de la descomposicion por parte de los
microorganismos. Estos resultados se encuentran relacionados con los encontrados
en este estudio con respecto a la materia organica de los suelos analizados y sus

caracteristicas texturales presentadas.

Dendooven et al. (2010), mencionan que en el suelo salino — alcalino del exlago de
Texcoco se han reportado valores de conductividad entre 1.2 hasta 200 dS/m.
Castro-Silva et al. (2013) reportaron valores diferentes de conductividad eléctrica
(56 dS/m) y capacidad de retencion de agua (50.4 g/100g) en comparacion con los
mostrados en este estudio. El suelo salino — alcalino utilizado en este estudio, es
una mezcla de varias muestras obtenidas de diferentes puntos de muestreo
ubicados en esta zona, por lo cual es posible que se hayan mezclado muestras de

suelo con conductividades eléctricas diferentes y haya dado como resultado un
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suelo con una conductividad comparativamente baja con lo reportado por otros
autores. Segun Muhammad et al. (2008), una de las razones para la variabilidad en
la salinidad de este tipo de suelos se debe a la micro — topografia, ya que la
presencia de pequefios desniveles puede causar grandes diferencias en la
acumulacion de sales. Asi mismo, Dendooven et al. (2010) también indican que las
caracteristicas de este tipo de suelos se deben a que se encuentran en una gran
area de origen lacustre expuesta a la desertificacion, la cual se encuentra cubierta
de una vegetacion haléfila y cuya superficie posee grandes capas de costras de sal,
por lo que gran parte del lecho del lago ha estado expuesto a la erosion edlica.

La vermicomposta presenté valores de pH cercanos a la neutralidad (7.56)
comparado con el suelo de bosque (5.16) y suelo salino (9.70). En las
vermicompostas el valor de pH tiende hacia la neutralidad debido a la mineralizacién
del nitrogeno y el fésforo en nitratos, amonio y ortofosfatos (Yadav & Garg, 2011).
Segun Kumar et al. (2013), la descomposicion de la materia organica resulta en la
formacion de acidos humicos y formas mineralizadas de nitrégeno (NH4*), los cuales
tienen un efecto opuesto en el valor de pH, ya que los acidos humicos reducen el
pH, mientras que los iones de amonio lo incrementan, resultando en un valor de pH

cercano a la neutralidad.

Por otra parte, se encontré que en la vermicomposta se presentaron los niveles mas
altos de nitrégeno mineralizado en forma de nitratos. De acuerdo con Atiyeh et al.
(2000), las lombrices aceleran el proceso de mineralizacion e incrementan las tasas
de conversion de nitrdgeno en amonio y sobretodo en nitratos, la cual es la forma
de nitrdgeno mas estable y biodisponible para las plantas. En comparacion con el
suelo salino — alcalino, Beltrdn-Hernandez et al. (2007) mencionan que las altas
concentraciones de sales inhiben el proceso de nitrificacion, lo cual estaria
relacionado con los bajos niveles encontrados de nitratos, con respecto al suelo de

bosque y la vermicomposta.
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6.2 Andlisis de la composicién del thinner

Los resultados obtenidos en los cromatogramas mostraron que el thinner tiene en
su composicién sustancias tales como tolueno, benceno, metanol, mezcla de
hexanos, y 2-butoxietanol, siendo el tolueno el componente que se encuentra en
mayor concentracion (Tabla 10). Lo anterior concuerda con lo indicado por Baydas
et al. (2005), quienes afirman que el thinner comercial contiene en su composicion
sustancias como tolueno, benceno y xileno entre otros, siendo el tolueno el principal
componente con un 60-70% de su composicion. Por su parte, Shina & Zadi (2008)
encontraron ademas sustancias tales como naftaleno, isémeros de etilbenceno y
xilenos, siendo estos Ultimos los componentes que se encontraban en mayor
concentracion. En el thinner analizado en este estudio no se encontraron sustancias
tales como etilbenceno y xilenos. En la tabla 11 se presentan los demas

componentes encontrados en el thinner y sus caracteristicas.

Tabla 10. Composicion del thinnner utilizado.

Compuesto Concentracion Tiempo de retencion
(mg/ml) (min)
Metanol 305 £ 3,93 2.19
Tolueno 263 £6.21 3.47
2 — Butoxietanol 48 +1.88 5,83
Hexanos 70£6.01 2.40, 2.44, 2.48, 2.59
Benceno 1.40 + 0.07 2.75

El 2—butoxietanol es un compuesto organico volatil de la familia del glicol — éter,
utilizado comunmente en la industria como solvente basado en su alta solubilidad
en agua, su estabilidad quimica y su bajo costo (Pérez et al. 2016). Segun Dartsch
et al. (1999), se han reportado casos de intoxicacion humana por el 2-Butoxietanol,
causando toxicidades severas que incluyen estado de coma, acidosis metabdlica,
hipokalemia y hemoglobinemia, causados principalmente por los productos
generados de su oxidaciéon, tales como el butoxiacetaldehido y el acido
butoxiacético. Con respecto a la peligrosidad de este tipo de compuestos en el

ambiente no se dispone de referencias; sin embargo, de acuerdo con estudios
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mostrados por el CICAD (Concise International Chemical Assessment Document),
si el 2—Butoxietanol se emite en el aire, cerca del 66% se quedaria en el aire, 20%
migraria hacia el agua y 14% se encontraria en el suelo. Por su parte, si el 2—
butoxietanol se dispusiera en el suelo (sin incluir el aire), cerca del 75%
permaneceria en el suelo y el 25% permaneceria en el agua de los microporos
(WHO, 2005).

Tabla 11. Caracteristicas de los otros compuestos encontrados en el thinner.

Punto de Constante Lo
Compuesto Estructura ebullicion Solubilidad de Henry (H) K 9
(°C) (atm.m3mol) °"
Metanol ~"OH 64 Soluble 4.60x10° '77
2— o 8
Butoxietanol NN N 171 Soluble 2.08 x 10 0.83
Hexanos PN 56 - 60 Insoluble 1.69 3.90

Por otra parte, el metanol es uno de los productos que se producen en mayor
volumen, y se puede encontrar en muchos productos quimicos, asi como en
combustibles (Laquaniello et al. 2017). De acuerdo a Bertau et al. (2014), el metanol
es una sustancia de alta toxicidad para los seres humanos, y se puede absorber
rapidamente a través del sistema gastrointestinal, por inhalacion, o a través de la
piel. Asi mismo, estos autores indican que esta sustancia es miscible
completamente en agua y que exhibe una alta movilidad en el ambiente, por lo cual
se puede biodegradar facilmente y no presenta casos de bioacumulacion. Galbally
& Kirstine (2002) presentaron un modelo matematico para la estimacién del
movimiento de metanol en el ambiente, y encontraron que el 75% del metanol
emitido en el ambiente se remueve por la oxidacién (reacciones hidroxilicas) en la
atmosfera, y que el porcentaje restante se remueve por la deposicion y subsecuente

oxidacion microbiana llevada a cabo en la biosfera terrestre.

El hexano es un solvente de amplia utilizacion en la industria de alimentos,

fabricacion de textiles, pinturas, pegantes y desengrasantes y dependiendo de su
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utilizacibn puede estar altamente purificado (analisis cromatogréaficos), o
encontrarse como una mezcla de varios isomeros como el metilpentano y
metilciclopentano (EPA, 2005). Yang et al. (2010) indican que, asi como otros
compuestos orgénicos volatiles, el hexano presenta toxicidad para los seres
humanos y puede causar nauseas y enfermedades respiratorias, lo cual hace

importante la remocién en ambientes que lo contengan.

6.3 Efecto de latoxicidad del thinner en las lombrices de tierra

Se encontrdé que la exposicion de la lombriz de tierra Eisenia foetida al thinner
provocO efectos téxicos y nocivos y resultd letal para estos organismos. Los
resultados para el calculo de CL50 a las 24 horas evidenciaron que un volumen de
12.5 ml de thinner por kilogramo de vermicomposta (b.s.) provoco la mortalidad del
50% de la poblacién de individuos estudiados. Segun la composicion del thinner
utilizado, se encontraron sustancias tales como tolueno, benceno, metanol, hexanos
y 2-butoxietanol, siendo el tolueno el componente mayoritario, por lo cual es muy
probable que los resultados encontrados se deban al efecto téxico de esta
sustancia. Teniendo en cuenta lo anterior, el volumen de thinner asociado al valor
de CL50 corresponde a una concentracion de 3273 y 17 mg de tolueno y benceno
por kg de vermicomposta, respectivamente. Estos resultados fueron diferentes a los
reportados por Liu et al. (2010) quienes reportaron valores de LC50 de 583.6, 346.8
y 192.4 mg/kg de suelo a las 24 horas y 454.3, 167.1 y 127.2 mg/kg de suelo a las
48 horas, en un estudio de efectos ecotoxicoldgicos de tolueno, etilbenceno y xileno
respectivamente, sobre la lombriz de tierra Eisenia fetida. Eseigbe et al. (2013)
reportaron un valor de CL50 de 1335 y 1896 mg de tolueno y benceno kg/suelo
respectivamente a las 96 horas de exposicion, empleando la lombriz de tierra
Eudrilus eugeniae. Las diferencias pueden obedecer a que el tolueno y el benceno
presentes en el thinner utilizado se encuentra en dilucion con otros componentes,

por lo cual se necesita de una mayor concentracién para provocar un efecto letal.

Por otra parte, se observaron cambios y anormalidades morfologicas en las

lombrices (Figura 1). Entre los individuos muertos, se encontraron efectos
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morfolégicos tales como adelgazamiento, fraccionamiento, desintegracion y
generacion de una pelicula mucosa sobre la superficie de las lombrices. Asi mismo,
se encontro que los niveles de dafio no dependen de la concentracién de thinner
utilizado, ya que los cambios morfolégicos se observaron por igual en todos los
volumenes utilizados. Liu et al. (2010) mencionaron que el tolueno puede causar
narcosis en ciertos niveles del tejido lipidico de las membranas de las lombrices, lo
cual puede causar la fragmentacion de los tejidos. Por su parte, Eseigbe et al. (2013)
reportaron que la exposicion de la lombriz de tierra Eudrilus eugeniae a diferentes
concentraciones de tolueno, xileno y el etilbenceno provocé alteraciones
histopatoldgicas en el clitelio, en el cual las células internas presentaron diferentes
niveles de ruptura, inflamacion, degeneracién celular, necrosis, y degeneracion del
endotelio. Wu et al. (2015) reportaron incluso que el benceno puro resulté ser mucho
mas toxico que el biodiesel, inhibiendo el crecimiento en organismos estudiados
tales como lombriz de tierra (Eisenia foelidae) y el pez cebra (Danie rerio). Con
respecto al efecto téxico de 2-butoxietanol en lombrices de tierra no se encontraron
investigaciones al respecto; sin embargo, de acuerdo a lo reportado por Starek et
al. (2008) y Lockley et al. (2004), la exposicion de ratas de laboratorio a diferentes
concentraciones de este tipo de sustancia (0.5, 0.75, and 1.25 mM kg*) provocé
efectos hematoldgicos, entre ellos la anemia hemolitica, la cual se encuentra

relacionada con la reduccion de glébulos rojos y la concentracién de hemoglobina.

-
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(A: Normal; B: Decoloracion; C: Adelgazamiento; D: Fraccionamiento).
Figura 1. Efectos de la exposicion al thinner sobre la morfologia de lombriz de
tierra Eisenia foetida.

Lo anterior es acorde con lo reportado por An & Lee (2008), quienes investigaron el
efecto y la toxicidad del tolueno y del metil ter-butil éter (MTBE) sobre la lombriz de
tierra Perionyx excavatus. Encontraron que el tolueno es dos veces mas toxico que
el MTBE, con valores de LC50 de 1305 y 1602 mg/kg de suelo en 24 y 48 horas
respectivamente. De igual manera, estos autores reportaron la aparicion de dafios
morfologicos tales como secreciones mucosas, adelgazamiento y fragmentacion.
Del estudio realizado por Liu et al. (2010), las sustancias tales como el tolueno,
etilbenceno y xileno provocaron un efecto genotéxico sobre la lombriz de tierra
Eisenia foetida, siendo el tolueno la sustancia que mas provoco6 dafio en el ADN de
estos organismos. De igual manera, estos autores explican que la exposicion a
estos contaminantes provoca un efecto relacionado con el estrés oxidativo, en el
cudl se generan especies reactivas de oxigeno tales como el perdxido de hidrégeno
(H202) y radicales de oxigeno (O2") los cuales producen alteraciones moleculares
gue llevan a la muerte celular. De acuerdo con Eseigbe et al. (2013), la generacion
de radicales de peroxidos se considera como el componente central de la

transduccion de la sefal que activa los genes responsables de las enzimas
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antioxidantes, las cuales actian sobre las formas oxidativas oxigenadas, pero se

inhiben conforme aumenta la concentracion de los contaminantes (Liu et al. 2010).

6.4. Cinéticas de mineralizacion

6.4.1 pH

Se encontr6é que el valor del pH para todos los tratamientos control y tratamientos
estériles no presento variaciones y permanecio relativamente constante (Figura 2).
No se presentaron diferencias significativas (p = 0.098) entre los tratamientos B
(Control), Be y BT. Por el contrario, el tratamiento BTZ fue diferente
estadisticamente a los demas tratamientos. Un comportamiento similar se encontré
en los tratamientos con suelo salino y vermicomposta, en donde los tratamientos
STZ y VTZ fueron diferentes estadisticamente a los demas tratamientos, entre los
cuales no se presento diferencia significativa (p=0.083) en suelo salino, a excepcién
del tratamiento Ve que fue significativamente diferente con respecto a los
tratamientos V (Control) y VT, entre los cuales no se presento diferencia significativa
(p=0.075). Se encontré que los tratamientos con adicién de residuo de zanahoria
presentaron un comportamiento diferente en comparacion con el control, con un
valor de pH que tuvo tendencia hacia la neutralidad en el suelo de bosque, y un

valor ligeramente basico (8.0) en los tratamientos con suelo salino y vermicomposta.
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Figura 2. Variacion de pH.

Ashraf & Bilal (2015) reportaron que el pH de los residuos de zanahoria (pieles) se
encuentra alrededor de 5.75, producto de la presencia de algunos acidos organicos
y azlcares. Lo anterior podria explicar por qué para el suelo salino (STZ) y la
vermicomposta (VTZ) adicionados con thinner y residuo de zanahoria, el valor de
pH disminuyd con respecto al valor de pH en el tratamiento control. Por su parte,
para el tratamiento BTZ en donde el pH aumentd, se puede asociar al valor de pH
de los productos de descomposicion de los residuos de zanahoria, los cuales
durante su descomposicion generan un pH ligeramente alcalino, debido a que en
su composicion de oligoelementos contiene calcio, magnesio y sodio (Reyes, 2014).
Wang et al. (2013) indican que el aumento en el valor de pH puede estar asociado
con la acumulacién de bases intercambiables tales como Ca*? y Na*?. Estas bases
se podrian liberar también en el proceso de descomposicion de la materia organica
proveniente de los residuos de zanahoria, provocando un ligero aumento en el valor
de pH.

6.4.2. Mineralizacién de Carbono (produccién de COz)

De acuerdo a Qi y colaboradores (2016) el incremento en la tasa de respiracion del
suelo y la cantidad total de carbono mineralizada se relaciona con la eficiencia y la
actividad de los microorganismos del suelo para utilizar las fuentes de carbono. En
la cinética de mineralizacibn de carbono se encontré6 que la concentracion de
produccion de CO:2 fue mayor para todos los tratamientos con vermicomposta,
seguido por los tratamientos con suelo salino y los tratamientos con suelo de bosque
(Figura 3). No se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos B
(Control), Be y BT (p = 0.171); sin embargo, el tratamiento BTZ si fue diferente
estadisticamente. En los tratamientos con suelo salino se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) entre todos los tratamientos evaluados. Por su parte en los
tratamientos con vermicomposta, se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
entre los tratamientos VT y VTZ con respecto al tratamiento V (Control) y el

tratamiento Ve (Figura 3).
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Figura 3. Comportamiento de las dinamicas de mineralizacién de carbono.

En todos los tratamientos control, se encontr6 que la concentracion de CO:2
producido se mantuvo relativamente constante durante los 56 dias de duracion de
la cinética. Por otra parte, se encontrd0 que en los experimentos que recibieron
tratamiento térmico, la concentracion de CO:2 presento un ligero incremento, siendo
mas evidente en los tratamientos con suelo de bosque y vermicomposta para todos

los dias de muestreo.

Segun lo reportado por Choromanska & Deluca (2002) se pueden encontrar altas
tasas de sobrevivencia de microorganismos en suelos sometidos a tratamientos
térmicos (120 - 160°C), los cuales se encontraban previamente secos, lo cual es el
resultado de la formacién de esporas como mecanismo de defensa y adaptacion a
las condiciones de sequedad en el suelo. Lo anterior puede relacionarse con las
concentraciones de COz obtenidas en los tratamientos Be, Se y Ve, si se tiene en
cuenta que los suelos y la vermicomposta utilizados se sometieron a secado a
temperatura ambiente antes de darles el tratamiento térmico, por lo cual los
microorganismos tenian activado su sistema de defensa. De esta manera, es
posible que los microorganismos con este tipo de mecanismo de defensa
sobrevivieran al tratamiento térmico y posteriormente reactivaran su metabolismo
cuando se ajustd la humedad de los suelos y la vermicomposta al 40% de su
capacidad de retencién de agua. Choromanska & DelLuca (2002). también indican
gue los tratamientos térmicos conllevan al desdoblamiento de macromoléculas que
contienen en su estructura sustancias como azucares solubles, los cuales son
facilmente asimilables por los microorganismos que pudieran quedar presentes. Por
otra parte, Keraval et al. (2016), sugieren que la persistencia de la generacién de
CO2 en suelos sometidos a tratamientos de altas temperaturas y presion
(esterilizacion) se debe a un conjunto de reacciones quimicas denominadas como
EXOMET, en donde los electrones se transfieren de la materia organica a
mediadores de reacciones redox como NAD*, NADH, Mn*3, Mn*?, y cuyas

reacciones se pueden catalizar con enzimas asociadas a la respiracion (glicolisis,
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descarboxilacion, transferencia de electrones), las cuales provienen del
rompimiento celular de los microrganismos, y que posteriormente se estabilizan por
las particulas del suelo. Acorde con esta investigacion, es posible que ademas de
que el tratamiento térmico no haya sido efectivo para eliminar por completo la flora
microbiana presente en los suelos y la vermicomposta, se estén llevando a cabo
reacciones extracelulares que emplean el oxigeno como aceptor de electrones y

generan emisiones de COa.

En los tratamientos con adicién de residuo de zanahoria y thinner se presenté la
mayor concentracion de CO:2 producido. Segun Aimaretti et al. (2012), la zanahoria
es uno de los productos que pueden acumular azucares reductores en sus vacuolas,
de los cuales el 99% corresponden a fructosa y glucosa. Este tipo de compuestos
son de facil asimilacion por los microorganismos presentes, los cuales pueden
mineralizarlos facilmente y usarlos como fuente de carbono, oxidandolos hasta COx.
Por otra parte, se encontr6 que para los tratamientos de suelo salino y
vermicomposta con adicion de thinner, se presentaron concentraciones mas altas
de CO2 producido en comparacién al tratamiento control, siendo los tratamientos
con vermicomposta los que mayor cantidad de CO2 produjeron. Por el contrario, se
observo que la concentracion de CO:2 producido fue similar entre los tratamientos B
y BT. Pathma y Sakthivel (2012) mencionan que en las vermicompostas, las
lombrices de tierra aumentan la biodisponibilidad de los nutrientes, lo cual beneficia
y aumenta la actividad y la diversidad de los microorganismos presentes. Por esta
razon, es posible explicar el por qué de la diferencia de concentraciones de CO:2
producidas entre los tratamientos con suelo y vermicomposta, al suponer que en la
vermicomposta hay un mayor nimero de microorganismos cuya actividad biolégica
es mayor. Asi mismo, se encontré que en los tratamientos de vermicomposta con
thinner (VT), la cantidad de CO:2 producida siempre fue mayor en todos los tiempos
de muestreo en comparacion con el tratamiento control (V), y también en
comparacion con los tratamientos ST y BT. De acuerdo con Tejada y Masciandaro
(2011), en el campo de la biorremediacién, el usar lombrices de tierra para la
promover el nimero de microorganismos asi como su diversidad y su actividad,

permite obtener beneficios relacionados con el aumento en los niveles de su
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actividad catabdlica, lo cual ayuda en la biodegradacion de los contaminantes
presentes. Lo anterior nos da un indicio de que probablemente en la vermicomposta
hay un mayor nimero de microorganismos, con una actividad metabdlica alta, que
tienen la capacidad de biodegradar los componentes del thinner, y utilizarlos como
fuente de carbono y oxidarlos hasta COx.

Por otra parte, en el tratamiento ST se encontré también que las concentraciones
de CO2 aumentaron con respecto al tratamiento control (S) a partir del dia 28 de
proceso. Betancur — Galvis et al. (2006) trabajaron con suelos salinos del exlago de
Texcoco contaminados con hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) tales como
antraceno, fenantreno y benzo(a)pireno y observaron que se llevaba a cabo una
degradacion de este tipo de compuestos, aunque en una menor proporcién en
comparacién con un suelo de tipo agricola. Asi mismo, estos autores reportaron que
la inclusion de un biosélido mejoré las tasas de remocion de estos contaminantes,
debido al aporte de ciertas moléculas que pueden estimular el crecimiento
microbiano y a su vez incidir sobre la actividad catabdlica de los microorganismos.
Estos resultados podrian explicar por qué se obtuvo mayor concentracién de CO2
en el tratamiento ST en comparacion con el tratamiento control S, ya que es posible
gue los microorganismos del suelo salino tengan la capacidad de biodegradar
también sustancias como el benceno y el tolueno presentes en el thinner, cuya
conformacion estructural y caracteristicas son similares a los HAP. De igual manera,
la adicion de residuos de zanahoria aportaria otro tipo de nutrientes como por
ejemplo azlcares reductores, los cuales aprovecharian los microorganismos,
ademas de otro tipo de compuestos aprovechables y que son producto de la
biodegradacion de los residuos de zanahoria. Adicionalmente, de acuerdo a lo
mencionado por Eweis (1999) y Betancur — Galvis et al. (2006), la suceptibilidad y
disponibilidad de un contaminante a la degradacion microbiana es proporcional al
grado de solubilidad en agua, por lo cual se puede llegar a inferir que si los
microorganismos del suelo salino tuvieron acceso y actividad catalitica sobre
compuestos como antraceno y fenantreno, con solubilidades de 0.045 y 1 mg/L

respectivamente, es probable que entonces también presenten actividad catalitica
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sobre compuestos tales como el benceno y tolueno, cuyas solubilidades son mucho

mas altas, con valores de 1.79 y 0.53 g/L respectivamente (Sieg et al. 2008).

6.4.3. Nitrogeno Amoniacal (NHs*)

Como se habia observado en la caracterizacién fisico - quimica, los tratamientos
con vermicomposta presentaron las concentraciones de NHs4* mas altas en
comparacion con los tratamientos en el suelo de bosque y suelo salino. Para el suelo
de bosque se presentaron diferencias significativas (p<0.05) de la concentracion de
nitrégeno amoniacal entre todos los tratamientos (Figura 4). Por su parte, en suelo
salino se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos S (control), Se
y ST, pero no se observo diferencia significativa (p = 0.868) entre los tratamientos
S y STZ. En la vermicomposta, se encontrd diferencia significativa entre el
tratamiento V (control) con respecto a Ve, VT y VTZ; sin embargo, entre estos
tratamientos no hubo diferencias significativas (p = 0.944). Se observé que en los
tratamientos control, la concentracion de NH4* permanecio constante practicamente
durante todo el desarrollo de le cinética, lo cual obedece a un comportamiento
normal, en donde en condiciones aerobias el NH4* se produce a partir de la
descomposicion de la materia organica llevada a cabo por microorganismos
amonificantes, se genera a partir del proceso de desnitrificacién, o se obtiene
producto del proceso de fijacién de nitrogeno (Shen et al. 2003). Posteriormente, el
ion NH4* se oxida hasta NO2" dando inicio al proceso de nitrificacion (Alrumman et
al. 2015).
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Figura 4. Comportamiento de la concentracion de NHa*.

Por otra parte, en los tratamientos estériles se observé que la concentracion de NH4*
fue mayor con respecto al tratamiento control, y ademas permanecié constante.
Estos resultados fueron similares a lo reportado por Ai et al. (2012) en suelos
estériles. Lo anterior obedece a que, en el proceso de esterilizaciébn, componentes
nitrogenados presentes en el suelo y en la vermicomposta se desdoblan, liberando

formas nitrogenadas mas simples como el ion NH4* (Koebel & Elsener 1995).
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En este estudio se encontro que la adicion de thinner y residuo de zanahoria caus6
alteraciones en el desarrollo normal de los procesos de nitrificacion. Los resultados
obtenidos indicaron un incremento en la concentracion de NHa4*. Estos resultados
estuvieron acordes a lo reportado por Obire & Nwaubeta (2002), quienes
encontraron que la concentracion de amonio fue mas alta en los tratamientos con
inclusion de contaminantes tales como la gasolina. Segun John et al. (2016), la
presencia de altas concentraciones de NH4" es un indicativo de que se ha
estimulado la actividad de las bacterias amonificantes, lo cual a su vez se traduce
en un bajo nivel de nitrificacién. Osuji & Nwoye (2007) mencionan que la inclusion
de un contaminante en el suelo estimula el metabolismo microbiano, lo cual tiene
relacion con la mineralizaciéon de carbono (produccion de CO2), en donde se
encontré6 mayor produccién de CO:2 en los tratamientos con adicion de thinner y
residuo de zanahoria. De acuerdo a lo propuesto por Eweis (1999), el ion NH4* se
libera a partir de la degradacion de la materia organica del suelo por parte de las
bacterias amonificantes, y en este proceso se da la liberacibn ademas de una

molécula de CO2 por cada mol de NH4* producido.

El incremento en las concentraciones de NH4* representa uno de los mayores
indices de contaminacién en los suelos y en el ambiente. Las formas amoniacales
en el suelo se encuentran en un balance entre amoniaco (NHs) y amonio (NH4*), y
se ha reportado que estos compuestos tienen efectos sobre la salud humana y son
precursores de la formacion de smog en zonas urbanas (Spencer & Van Heyst
2013).

6.4.4. Nitritos (NO2)

Se encontré que la concentracion de NOz fue mayor en los tratamientos con
vermicomposta, y fue relativamente constante en los tratamientos control y
tratamientos estériles (Figura 5). No se presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos con suelo de bosque (p = 0.545). Por su parte, en el suelo salino
salino se presentd diferencia significativa (p<0.05) entre el tratamiento ST con
respecto a los tratamientos S (Control), Se y STZ. Entre los tratamientos S (Control)

y STZ no se presentaron diferencias significativas (p = 0.653). En los tratamientos
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con vermicomposta se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre todos

los tratamientos, a excepcion de los tratamientos V'y Ve (p = 0.061).

A o,

wv

[eT4]

jav4

=~

o

Z

=z

[sT]

€

0 7 14 21 28 35 42 49 56
Tiempo (Dias)
—@— B (Control) —@——Be eeMee BT = & —BTZ
10

B .,
(%]
[eTY]
a4
™~
o~
o
Z
=z
oo
€

Tiempo (Dias)

—®— S (Control) —@—Se eelee ST = & =STZ

(@)
(O]
o
o
»
N\
3
/
/

D
o
o

N
o
o

[ 1 mg N-NO,/kg SS
= w
8 8

Tiempo (Dias)

—@— \V/ (Control) —@—Ve eeMee VT = & =VTZ

52



A: Suelo de Bosque; B: Suelo Salino; C: Vermicomposta. (B: Bosque, Be: Bosque
estéril, BT: Bosque + thinner, BTZ: Bosque + thinner y residuo de zanahoria; S:
Salino, Se: Salino estéril, ST: Salino + thinner, STZ: Salino + thinner + residuo de
zanahoria; V: Vermicomposta, Ve: Vermicomposta estérii + thinner, VT:
Vermicomposta + thinner, VTZ: Vermicomposta + thinner + residuo de zanahoria)

Figura 5. Comportamiento de la concentracion de NO2-.

El aumento de concentracion de nitritos en suelo salino y vermicomposta es acorde
a lo reportado por Shen et al. (2003), quienes confirmaron que en ambientes
alcalinos y con altas concentraciones de NH4*, hay acumulacion de NOz alterando
el proceso de nitrificacion. Si bien el pH en los tratamientos con vermicomposta no
presentd cambios significativos, se observdé un aumento en la concentracion de
NH4* en los tratamientos con presencia de thinner. Ying et al. (2017) encontraron
un efecto positivo entre la concentracion de NH4* y la concentracion de bacterias
oxidadoras de NHa4*. De igual manera, Nicol et al. (2008) reportaron que las
bacterias oxidadoras de NH4* tienden a ser mas abundantes en condiciones de pH
alcalino. Segun Smith et al. (1997), para que el NO2 se acumule, la tasa de
oxidacion de NH4* debe ser mucho mas alta que la tasa de oxidacion de NO2 a NOz-
. Por otra parte, Inglett et al. (2005), indican que ademas del proceso de nitrificacion,
estan presentes otros procesos conocidos como reduccion desasimilatoria, en la
cual en un ambiente altamente reductor (anaerobiosis), un grupo de bacterias
heterotroéficas facultativas reducen NO3™ hasta NO2" y posteriormente éste se puede
reducir a NH4* o dar paso a la formacién de compuestos como 6xido nitrico (NO),
oxido nitroso (N20) y nitrdgeno molecular (N2). Wang et al. (2013) mencionan que
los hidrocarburos causan ambientes andxicos en el suelo obstruyendo los espacios
entre las particulas del suelo y bloquea la difusion de oxigeno, lo cual afecta a las
poblaciones microbianas presentes. Lo anterior concuerda con los resultados
obtenidos en las concentraciones de NHs4* y NO2", favoreciendo los procesos de

desnitrificacion causados por la presencia del thinner.
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6.4.5. Nitratos (NOs3)

El comportamiento se muestra en la. No se presentaron diferencias significativas en
la concentracion de NOs de los tratamientos con suelo de bosque (p = 0.545)
(Figura 6). En el suelo salino se encontro diferencia significativa entre el tratamiento
STZ con respecto a los demas tratamientos (S y ST), entre los cuales no se
presentaron diferencias significativas (p = 0.070). Por su parte, en los tratamientos
con vermicomposta se presentaron diferencias significativas entre todos los

tratamientos, excepto entre los tratamientos Ve y VT (p = 0.231).
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Figura 6. Comportamiento de la concentracion de NOs'.

En los tratamientos control se encontré un comportamiento de nitrificacién normal,
la concentracion de NOs aumenté en el dia 7 presentando algunas fluctuaciones
hasta el dia 56. Este comportamiento lo reportaron Akpan et al. (2013), la
concentracion de NOs™ presentaba ligeros cambios de aumento y disminucion, lo
que se debe al comportamiento propio de la nitrificacién, y a su vez a la
inmovilizacion de NO3 por parte de los microorganismos. En contraste, la
concentracion de NOs presentd una tendencia a la disminucion y fue menor en
presencia del thinner, comportamiento que fue significativo en el suelo salino y en
la vermicomposta hacia el dia 56. Lo anterior fue similar a lo reportado por Aciego -
Pietri & Brooks (2008), quienes encontraron que la concentracion de NOs™ disminuyo
en el tratamiento con inclusion de contaminantes, y a su vez present una relaciéon
negativa con los valores de pH. Asi mismo, se encontré que la inclusion de residuos
de zanahoria mostr0 un efecto significativo en la concentracion de NOg,
encontrandose concentraciones mas bajas con respecto al tratamiento control.

Margesin et al. (2000) reportaron que la presencia de grandes cantidades de
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carbono organico da como resultado la rapida disminucién de los nutrientes
inorganicos disponibles como el nitrogeno y el fésforo. De acuerdo con las
concentraciones de CO2 obtenidas en el tratamiento V + T, la poblacion microbiana
presente se estimulé y aumentd su actividad, consumiendo rapidamente fuentes
inorganicas disponibles como el NOz". Osuji & Nwoye (2007), mencionan que, como
resultado de la presencia de un contaminante, y de la estimulacion microbiana, el
oxigeno presente se convierte en un reactivo limitante, lo cual produce un ambiente
anaerobio (altamente reductor), lo cual obliga a los microorganismos a buscar
aceptores de electrones alternativos. Segun Inglett et al. (2005), el oxigeno es
termodinamicamente el aceptor de electrones preferido por los microorganismos;
sin embargo, ante la ausencia de esta molécula, el siguiente aceptor en la lista es
el NOs". John et al. (2016) mostraron en su estudio que la alteracién en la relacion
C:N altera la actividad de los microorganismos presentes, los cuales tienden a
consumir de manera mas rapida el nitrogeno disponible. Lo anterior esta acorde a
los resultados encontrados en este estudio, en donde el aumento en la
concentracion de materia organica producto de la inclusiéon de residuo de zanahoria
provocO un aumento en la relacion C:N, por lo cual, la concentracion de NOs™ fue
menor en comparacion con el tratamiento control. De igual manera, Beristain —
Cardoso et al. (2009), la inclusion de materia organica inhibe los procesos de
nitrificacién tanto en suelos y lodos, y esto obedece a la competencia que se genera
entre microorganismos heteroétrofos y autétrofos por utilizar NH4* y O2, ya que la
materia organica estimula la actividad de los microorganismos heterétrofos, los
cuales secuestran el ion NH4* para incorporarlo a su biomasa, limitando el proceso
de nitrificacion, ya que disminuye la disponibilidad de este ion para ser oxidado
hasta NOs'.

6.4.6. Variacién de la concentracion de los componentes del thinner

Los resultados de la variacion de concentracion de los componentes de thinner se
presentan en las tablas 12, 13 y 14. El tratamiento de extraccion no permitio
cuantificar el benceno. En todos los tratamientos estériles, se observo que en el dia
7 la concentracion de tolueno disminuyd entre el 85 y 90% con respecto a la

concentracion inicial, siendo este componente el que presentdé una tasa de
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volatilizacion mayor. Por su parte el metanol, 2 — butoxietanol y mezcla de hexanos
presentaron menores tasas de volatilizacion, encontrandose en el dia 7 de muestreo
disminucién en las concentraciones entre 67 - 76%, 10 — 33% y 56 — 80%
respectivamente, con respecto a la concentracion inicial. Para el dia 56, las
concentraciones de tolueno en los tratamientos estériles disminuyeron hasta mas
del 95%, metanol en 85 a 90% y 2 — butoxietanol en 77 a 82%. Por su parte no se
encontré mezcla de hexanos desde el dia 14 en suelo salino, y desde el dia 28 en
suelo de bosque y vermicomposta. Riffaldi et al. (2006) reportaron pérdidas por
volatilizacion de mas del 58% en tratamientos de suelos estériles contaminados con

HTP (hidrocarburos totales del petréleo) hacia el final de la dinAmica (100 dias).

Valores en las constantes de Henry menores a 107 indican que la sustancia se
puede considerar no volatil. Valores entre 10"y 10-°indican que la sustancia puede
llegar a volatilizarse lentamente y particionarse hacia la fase acuosa. Valores entre
10°y 103 indican una tasa de volatilizacién significativa, y valores superiores a 10
3 suponen que la mayoria de la masa de la sustancia se particionara hacia la fase
gaseosa (Alberta Enviroment, 2010). De acuerdo con los componentes encontrados
en el thinner, el metanol y el butoxietanol tienen constantes de Henry menores a
10 (4.6 x 10® y 2.08 x 108 respectivamente), lo que indica que estas sustancias
tienden a volatilizarse lentamente, lo cual esta acorde con los resultados obtenidos.
Por su parte, sustancias como benceno, tolueno y hexanos tienen valores de
constante de Henry iguales o mayores a 102 (5.49 x 103, 6.64 x 102 y 1.69
respectivamente), y fueron estas sustancias en donde se encontr6 mayores tasas

de volatilizacion en los tratamientos estériles.

Tabla 12. Variacién de la concentracion de los componentes de thinner en suelo de
bosque.

Tolueno (mg/kg ss)

0 7 14 28 56
Be 4686.78 +81.56 2 410.09 + 35412 121.99 £ 10.352 94.29 +3.212 90.96 +0.812
BT 4534.42 £ 99.782 122.12 +16.12° 112,62 + 3.382 91.59+1.862 88,22 +1.18°
BTZ 5049.98 + 196.72° 164.55 + 18.39° 126.38 +2.962 111.00 £ 0.55° 107.34 £ 0.32°¢

Metanol (mg/kg ss)

57



0 7 14 28 56

Be 5890.55 + 215.76 2 1375.66 £ 94.224 879.12 + 56.652 936.74 £ 64.782 770.26 £62.74 2
BT 5881.92 + 154.782 992,56 + 70.43° 825.89 + 34.89P 762.88 £ 69.292 785.69 + 28.432
BTZ 6811.01 +£191.092 1291.29+56.342  1238.90 £43.32°¢  1236.39 +63.53P  1101.97 £41.50°

2 — Butoxietanol (mg/kg ss)

0 7 14 28 56
Be 776.21 +36.022 519.05+41.862 373.25+24.10¢8 195.24 + 37.632 180.79 + 15.282
BT 764.12 £ 26.542 378.15 + 26.54° 360.80 £ 57.212 208.78 £29.44+2 197.05 + 33.502
BTZ 937.73 +£18.38° 566.86 + 18.382 419.52 £+ 34914 396.35 + 35.73° 381.48 +48.29°

Hexanos (mg/kg ss)

0 7 14 28 56
Be 1110.23 + 54.16 212.67 £ 14.26 165.81 £ 1.09 ND ND
BT 942.11 +41.26 172.75+0.86 158.52 + 1.58 ND ND
BTZ 1261.53 + 184.97 190.52 £ 1.84 188.81 £1.23 183.18 £ 3.60 ND

*Diferentes letras en cada columna indicaron diferencias significativas (p<0.05)
entre las concentraciones de Tolueno, Metanol y 2 — Butoxietanol respectivamente,
segun la prueba de Tukey, n = 3.

Tabla 13. Variacion de la concentracion de los componentes de thinner en suelo de
salino.

Tolueno (mg/kg ss)

0 7 14 28 56
Se 3060.42 + 162.592 233.66 +43.062 167.74 + 453 57.99 +1.19% 56.72 £3.192
ST 2966.49 + 186.602  104.34 +13.50° 78.82+2592 65.60 +2.724 61.20+9.272
STZ 3397.41+213.71%2 98.92 +2.56P 97.15+9.52b 73.77 £8.12° 73.77 £8.122

Metanol (mg/kg ss)
0 7 14 28 56
Se 4105.60 £ 155.688 882.70+£33.032 635.76 52.98 @ 429.72 £ 145902 397.52+74.60 2
ST 4014.32 +366.442 694.20 + 86.73P 465.31 + 28.78P 392.98 + 86.142 363.84 +79.172
STZ 4597.45+419.682 952.49+49.182 791.26+78.40°¢ 645.56 + 46.36 2 596.53 + 53.37 P

2 — Butoxietanol (mg/kg ss)
0 7 14 28 56
Se 541.74 +41.352  450.38 £35.242 226.31+18.982  114.61+1.972 112.61 + 14.462
ST 514.89 + 82.632 512.10+8.942 194.74+18.092  110.39+2.722 107.16 + 16.252
STZ 594.81 +89.352  497.66 +51.722 259.07 + 75.992 142.44 £ 8.12" 147.50 + 33.80°

Hexanos (mg/kg ss)
0 7 14 28 56
Se 840.61 + 39.84 233.11 +21.13 125.39 £ 2.42 ND ND
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ST 684.13 + 43.58
STZ 783.50 + 49.92

129.46 +1.71 ND
146.48 £ 1.68 145.86 £ 1.03

ND
ND

ND
ND

*Diferentes letras en cada columna indicaron diferencias significativas (p<0.05) para
las concentraciones de Tolueno, Metanol y 2 — Butoxietanol respectivamente, segun

la prueba de Tukey, n = 3.

Tabla 14. Variacion de la concentracion de los componentes de thinner en

vermicomposta.

Tolueno (mg/kg ss)

0 7 14 28 56
Ve 2981.67 £66.962 452.33 £52.492 262.37 +11.76 2 7250+5.172 71.76 £5.172
VT 3101.89 £ 150.792 175.83 +7.96° 109.49 + 14.742 69.18 £1.532 67.70 £ 1.53P
VTZ 3651.76 + 170.77P 408.04 + 46.312 172.16 £ 31.81° 93.85 £ 6.39P 79.31+1.722
Metanol (mg/kg ss)
0 7 14 28 56

Ve 4361.11 £ 151.242
VT 4511.64 £ 233.752
VTZ 5377.52 342.53b

1404.23+ 301.912
922,90 + 43.78°
1571.35+75.72°¢

994.40 £ 43.992
884.40 £ 67.602
1483.11 + 54.79b

2 - Butoxietanol (mg/kg ss)

55157 £72.502
356.47 + 96.10°
955.16 +29.31°

530.86 + 23.932
265.48 +13.12°b
934.85 +20.86 ¢

0 7 14 28 56
Ve 542.29 +45.162 483.65 +44.482 237.27 14562 98.77 £4.172 97.49 £6.392
VT 541.36 +39.862 469.85 + 52.152 175.39 £19.972 89.50£4.242 85.11 +11.20°

VTZ 651.63 £ 35.422 589.90 + 37.48P 464.39 + 23.56"

148.79 + 18.82°

119.81 £9.47°¢

Hexanos (mg/kg ss)

0 7 14 28 56
Ve 831.40 + 24.46 365.48 + 36.91 361.03 £ 69.16 165.83 + 26.02 ND
VT 905.09 * 60.20 153.72 £ 8.16 137.40 £1.52 ND ND
VTZ 1016.21 + 32.70 402.59 + 49.22 225.31 £52.92 173.53 + 25.06 ND

*Diferentes letras en cada columna indicaron diferencias significativas (p<0.05) para
las concentraciones de tolueno, metanol y 2 — butoxietanol respectivamente, segin
la prueba de Tukey, n = 3.

De manera general, la concentracion encontrada de todos los componentes fue
mayor en los tratamientos con suelo de bosque y en vermicomposta. Asi mismo, en
la mayoria de los casos se encontr6 diferencia significativa en la concentracion de
los componentes entre los tratamientos con y sin adicién de residuo de zanahoria.

Lo anterior sugiere que, ademas de la tasa de volatilizacion propia de los
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componentes, y la mineralizacién de los componentes del thinner, existe otro factor
qgue incide sobre la retencion de los componentes de thinner en el suelo y la
vermicomposta. Segun Prokop et al. (2016) la materia organica tiene gran afinidad
por los compuestos organicos presentes, de tal manera que los retiene, pero a su
vez reduce la movilidad y disponibilidad de los mismos. Lo anterior concuerda con
los resultados obtenidos, ya que se encontré que la concentracion retenida de los
compuestos fue mayor en los tratamientos con mayor contenido de materia organica
(bosque: 106.71; salino: 24.42; vermicomposta: 133.51 g/kg ss), y cuyo efecto se
observd mas claramente con adicion de residuo de zanahoria como materia
organica adicional, en donde se encontré6 mayor retencion de los componentes en

todo el desarrollo de la dinamica.

Ademas de la volatilizacion de los componentes del thinner, la disminucién en la
concentracion puede obedecer también a la mineralizacion de estas sustancias al
utilizarlas como fuente de carbono por algunos microorganismos. Lo anterior se
relaciona con la variacion en las concentraciones de CO2 que se mostraron
previamente, en donde se encontr6 que en los tratamientos ST y VT se presentaba
una concentracion de CO2 mas alta en relacion con el tratamiento control. Asi mismo
la concentracion de CO:2 en los tratamientos con thinner y adicién de residuo de

zanahoria también fue mas alta.

Segun Ceccanti et al. (2006), la actividad microbiana representa uno de los
mecanismos bioldgicos primarios en la remocion de contaminantes en el suelo tales
como derivados de petréleo, alifaticos y solventes. Por su parte, Osuji & Nwoye
(2007), indican que los procesos de descomposicion de materia organica e
hidrocarburos son propios de microorganismos heterétrofos; sin embargo, es muy
probable que estos microorganismos se estimulen fuertemente por la presencia de
un contaminante, por lo que su proliferacion no esta en funcién de descomponer el
exceso de carbono proveniente de los hidrocarburos. Lo anterior podria indicar que
las concentraciones de CO2 obtenidas en los tratamientos con adicion de thinner no
provienen precisamente de la mineralizacion de sus compuestos, no obstante,
algunos estudios reportan la biodegradacion de este tipo de compuestos por

microorganismos presentes en el suelo. Segun Das & Chandran (2011) los
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contaminantes derivados de hidrocarburos los pueden biodegradar tanto bacterias,
levaduras y hongos, en un proceso que principalmente es aerobio y en el que actian
principalmente enzimas tales como las oxigenasas. En la figura 7 se presenta un

esquema del principio de degradacion aerobia por parte de microorganismos.
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(Das & Chandran, 2011).

Figura 7. Ruta metabdlica microbiana principal para la degradacién aerobia de

hidrocarburos

Por otra parte, Eweis (1999) indica que la biodegradacién de moléculas aromaticas
como el tolueno, involucran la activacion de las mismas a través de la inclusion de
oxigeno produciendo una molécula conocida como dihidrodiol, el cual se oxida
nuevamente para producir moléculas como el catecol, el cual es precursor de acido
muconico y 2 — hidroximucoénico semialdehido, los cuales se pueden degradar
facilmente para formar acidos empleados por los microorganismos para sintesis

celular y como fuente de energia (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de la ruptura de una molécula de tolueno hasta la formacion de

catecol y posterior incorporacion al ciclo de Krebs

Diferentes estudios han mostrado el potencial que tienen algunos microorganismos
del suelo para la degradacion de contaminantes organicos. Nicholson & Fathepure
(2005) demostraron la capacidad de mineralizacion de cepas nativas de suelos hiper
salinos del estado de Oklahoma (USA), encontrando altas tasas de mineralizacion
de benceno y tolueno en microcosmos con duracion de 1 a 4 semanas. Por su parte,
Betancur — Galvis et al. (2006) encontraron que en suelos salinos del exlago de
Texcoco se llevaba a cabo una degradacién de contaminantes tales como

antraceno, fenantreno y benzo(a)pireno, aunque en una menor proporcion en
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comparacién con un suelo de tipo agricola. Kim et al. (2008), reportaron el
aislamiento de una cepa de Pseudoxanthomonas spadix perteneciente al género
Pseudoxanthomonas, con capacidad para la degradacion aerobia de BTEX. Asi
mismo, Chao et al. (2004) reportaron que, en suelos contaminados con tolueno, las
mayores poblaciones microbianas correspondieron a Bacillus sp., Pseudomonas
sp., Acinetobacter sp. y Alcaligenes sp., con actividad catabdlica reconocida sobre
compuestos xenobidticos y recalcitrantes. Por otra parte, Lee et al. (2010),
reportaron la degradacion de hexano en condiciones aerobias por una bacteria
(Rhodococcus sp. EH831) aislada de un suelo contaminado con hidrocarburos,
encontrando que este microorganismo podia mineralizar aproximadamente el 49%
del hexano presente y llevarlo hasta COz2, y podia aprovechar el 46% en su propia
biomasa microbiana. De igual manera este microorganismo demostré poder
degradar compuestos como metanol, acetona y BTEX. Con respecto al metanol; sin
embargo, no se encontraron estudios relacionados con degradacion aerobia en

suelo.

Se ha reportado que la concentracion de materia organica influye sobre la retencion
y biodisponibilidad de los contaminantes organicos en suelo; sin embargo, autores
como Kim et al. (2008) encontraron que algunos componentes insolubles presentes
en la materia organica favorecen las tasas de degradacion de BTEX, debido a que
la materia organica provee lo que denominaron factores de crecimiento, lo cual
promueve la actividad y el desarrollo de los microorganismos. Teniendo en cuenta
lo anterior, en vermicomposta y suelos de bosque, cuyo contenido de materia
organica es mas alto, es posible que los microorganismos presentes que tengan la
capacidad de degradar compuestos del thinner, se vean aun mas favorecidos por
elementos presentes en la materia organica y puedan acelerar las tasas de
degradacion de los mismos. En la literatura no se han reportado casos de
vermicomposta contaminada con derivados de petrdleo; sin embargo, hay reportes
de técnicas como el vermicomposteo para el tratamiento de este tipo de
contaminantes. Ekperusi & Aigbodion (2015), determinaron el potencial de la técnica
de vermicomposteo empleando la lombriz de tierra Hyperiodrilus africanus para su

uso en la degradacion de compuestos derivados del petrdleo en el suelo, y
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determinaron los porcentajes de biodegradacién y bioacumulacién del contaminante
en sus tejidos. Segun Ceccanti et al. (2006) el uso de vermicompostas tiene un
doble efecto, ya que ademéas de proveer nutrientes y materia organica para los
microorganismos autoctonos del suelo, también se introducen nuevos
microorganismos con suficiente actividad microbiana, lo cual estimula los procesos
metabodlicos del suelo y asegura mejores resultados en la biodegradacion de
contaminantes organicos. Lo anterior permite suponer que la vermicomposta
presenta el potencial para utilizarse como tratamiento de biorremediacion en suelos
contaminados con sustancias similares a las de este estudio. Al respecto, se han
encontrado algunos estudios como por ejemplo He et al. (2017), quienes reportaron
la utilizacién de vermicomposta como agente adsorbente en suelos contaminados
con metales pesados (Pb y Cd) y contaminantes organicos como la tetraciclina. Fu
et al. (2011) emplearon la vermicomposta como material biofiltrante para la
remocion de etileno (C2Hs), un compuesto organico volatil generado de plantas

petroquimicas.

6.4 Dinamicas de mineralizacién en vermicomposta y efecto de thinner y
adicion de materia organica.

6.4.1Variacion de mesofilos aerobios.

Se encontré diferencia significativa (p < 0.05) de la concentracién de mesdfilos
aerobios entre el tratamiento 1 (control) y los tratamientos 5 y 6; sin embargo, no se
presentd diferencia significativa (p = 0.073) entre los tratamientos 1 y 4, y los
tratamientos 5y 6 (p = 0.328) (Figura 9). Se observé que en el tratamiento control
la poblacibn microbiana se mantuvo relativamente constante durante todo el
desarrollo de la cinética. La adicion de residuo de zanahoria estéril (tratamiento 5)
estimuld la poblacion microbiana de la vermicomposta, incrementandose hasta 2
unidades logaritmicas por encima del tratamiento control. De igual manera se
aprecia como en el tratamiento con vermicomposta y adicion de residuo de
zanahoria (tratamiento 6), la poblacion microbiana fue mayor en comparacion al
tratamiento control. En el tratamiento 4 con vermicomposta estéril y residuo de

zanahoria (tratamiento 4) se presento un incremento de una unidad logaritmica
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hacia el dia 7 de la cinética; sin embargo, fue similar al tratamiento control hacia el
dia 14y 28.
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Figura 9. Variacién de mesdfilos aerobios en vermicomposta.

Por otra parte, se presento diferencia significativa (p < 0.05) entre el tratamiento
control y los tratamientos con adicion de thinner y residuo de zanahoria; sin
embargo, entre los tratamientos 2, 8, 9 y 10 no se presento diferencia significativa
(p = 0.147). Se observé que en todos los tratamientos con adicion de thinner y
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thinner con residuo de zanahoria se present6 una disminucion en la concentracion
de la poblacién microbiana entre 1 y 2 unidades logaritmicas; sin embargo, se
encontré que después la concentracidon de microorganismos aumenta hacia el dia
14 y se mantiene hasta 1.5 unidades logaritmicas por encima del tratamiento control
hasta el fin de la cinética. Lo anterior posiblemente se debe al efecto tdxico y a su
vez estimulante que tiene el thinner sobre la poblacién microbiana, ya que en
comparacion con los tratamientos 4, 5y 6 (con solo adicidon de residuo de zanahoria)
no se observo este efecto. Posteriormente, se observo como después del dia 7 hay
un efecto de estimulacion en los microorganismos, los cuales aumentaron su
actividad metabdlica y su concentracion, efecto que ha sido reportado por autores
como Osuji & Nwoye (2007), quienes mencionan que la inclusion de un
contaminante en el suelo estimula el metabolismo microbiano. En el tratamiento 10
se encontr6 una concentracibn de microorganismos hasta casi 2 unidades
logaritmicas por encima del tratamiento control, lo que se relaciona con la
concentracion y actividad microbiana tanto de la vermicomposta como de los
residuos de zanahoria, y se aprecia como en los tratamientos que tienen solo
vermicomposta mas thinner (tratamiento 2), o tratamiento de esterilizacion de
residuo de zanahoria 0 vermicomposta (tratamientos 8 y 9, respectivamente), la
concentracion de microorganismos es menor (aproximadamente 1 unidad
logaritmica) con respecto al tratamiento 10, en donde el aporte a la concentracion

de microorganismos proviene de una sola fuente.

6.4.2 Variacion de la concentracion de CO2

Se encontré diferencia significativa (p < 0.05) de la variacion de la concentracion de
COz2 entre el tratamiento 1, y los tratamientos 4, 5y 6 (con adicion de residuo de
zanahoria), entre los cuales no se encontré diferencia significativa (p = 0.828)
(Figura 10). La concentracion de CO2 fue mayor en los tratamientos 4, 5y 6 en
comparacion al tratamiento control y el tratamiento 3 (control abidtico), cuya
concentracion permanecio relativamente constante. Estos resultados estuvieron en
concordancia con la concentracion de poblacion microbiana (Figura 10 A), en donde
en los tratamientos 5 y 6 se encontr0 un incremento con respecto al tratamiento

control; sin embargo, en el tratamiento 4, el aumento de la poblaciéon microbiana no
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fue significativo. Estos resultados también indicaron que no existe un efecto
significativo con respecto a la forma de adicion de vermicomposta y residuo de

zanahoria (estéril o no), ya que la contribucion de CO: entre estos tratamientos fue
similar.
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Figura 10. Variacién de la concentracion de CO2 en vermicomposta.

En los tratamientos con adicion de thinner y residuo de zanahoria se encontraron
diferencias significativas (p < 0.05) entre el tratamiento 1 y los tratamientos 2, 8,9y
10. Asi mismo, se encontro que los tratamientos 8 y 10 fueron significativamente

diferentes a los tratamientos 2 y 9. En todos los tratamientos con adicion de thinner
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y residuo de zanahoria se encontrd que la concentracion de CO2 obtenida fue mayor
en comparacion al tratamiento control, a excepcion del tratamiento 7 (control
abidtico), en donde la concentracion de CO: fue menor a la obtenida en el
tratamiento 1 y permaneci6 relativamente constante. Estos resultados estuvieron
relacionados con los obtenidos en la concentracion de poblacion microbiana (Figura
9 B), en donde se observo una estimulacion de la actividad microbiana por efecto
de la adicion de thinner y residuo de zanahoria con thinner, lo que provocé un
aumento en la concentracion de microorganismos. En el tratamiento 9
(vermicomposta estéril + residuo de zanahoria + thinner) se observd que la
concentracion de CO2 aumento desde el dia 14, pero presentd concentraciones mas
bajas en comparacién con el tratamiento 10 (vermicomposta + residuo de zanahoria
+ thinner), lo que se debe al efecto de esterilizacion en la vermicomposta en el
tratamiento 9, por lo cual solo se present6 actividad por los microorganismos
presentes en los residuos de zanahoria, ademas de la contribucion de las
reacciones abidticas sugeridas por Keraval et al. (2016), quienes mencionaron que
la persistencia de la generacion de CO: en suelos estériles se debe a un conjunto
de reacciones quimicas llevadas a cabo por enzimas liberadas al ambiente en el
momento de la ruptura celular. De igual manera, la concentracién de CO:2 obtenida
puede atribuirse a la mineralizacion de los compuestos del thinner por parte de los
microorganismos presentes en la vermicomposta como se observa en el tratamiento
2.

6.4.3 Nitrogeno amoniacal (NH4*) y concentracion de microorganismos
amonificantes (R-NHz2 = NH4*).

Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en la variacién de concentracién
de NH4* y concentracion de microorganismos amonificantes entre el tratamiento
control y los tratamientos 3, 4, 5 y 6, entre los cuales se presentd diferencia
significativa excepto entre los tratamientos 4 y 6 (p = 0.343) (Figuras 11y 12). Se
observé que la concentracion de NHs4* en el tratamiento control permanecio
constante durante todo el desarrollo de la cinética, tal como se habia observado
previamente en la figura 4 C. De igual manera, la concentracion de NH4* en los

tratamientos estériles (tratamientos 3 y 7) fue méas alta en comparacién con el
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tratamiento control y permanecié relativamente constante en una concentracion
entre 300 y 400 mg NHa4*/kg ss, cuyo comportamiento estuvo acorde a lo reportado
previamente por Koebel & Elsener (1995), en donde el proceso de esterilizacion

desdobla la materia organica y libera el ion NH4*.
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(A) NH4* y (B) microorganismos amonificantes (R - NH2 = NH4*)
Figura 11. Variacion de la concentracion de NHs4* y microorganismos

amonificantes en vermicomposta con inclusiéon de residuo de zanahoria.

En el tratamiento con vermicomposta y residuo de zanahoria estéril (tratamiento 4)
se observo que la concentracion de NH4* fue més alta respecto al tratamiento control
y permanecio relativamente constante. Un comportamiento similar se observé en el

tratamiento con vermicomposta y adicion de residuo de zanahoria (tratamiento 6),
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el cual presenté concentracidon mayor con respecto al control; sin embargo, presentd
mayores fluctuaciones en la concentracion de NH4*. Por su parte, en el tratamiento
con vermicomposta estéril y adicion de residuo de zanahoria (tratamiento 5) se
encontré una concentracion alta de NH4* en el dia cero y siete, producto del proceso
de esterilizacion en la vermicomposta, pero posteriormente se aprecia una
disminucién. Lo anterior indica que posiblemente los microorganismos heterétrofos
presentes en el residuo de zanahoria emplean el ion NH4* disponible para su

actividad microbiana, tal como lo menciona Beristain—Cardoso et al. (2009)

De manera general, se encontré que la adicion de materia organica incrementé la
concentracion de NH4*, comportamiento que estuvo acorde con la concentracion de
microorganismos amonificantes encontrada, la cual fue mayor al tratamiento control
(Figura 11 B). Se encontré diferencia significativa (p < 0.05) entre el comportamiento
del tratamiento 1 con respecto a los tratamientos 4, 5y 6 entre los cuales no se
presentd diferencia significativa (p = 0.112). Se observo que en el tratamiento
control la concentracion de microorganismos amonificantes disminuy6 alrededor de
dos unidades logaritmicas con respecto al dia cero y permanecié constante hasta
el fin de la cinética. De igual manera, se observé que la concentracién en el
tratamiento control siempre fue menor en comparacion con los tratamientos con

adicién de materia orgéanica.

En el tratamiento con vermicomposta y residuo de zanahoria estéril (tratamiento 4)
se observé una fluctuacion de la concentracion de microorganismos amonificantes,
siendo mayor por una unidad logaritmica con respecto al tratamiento control en el
dia 28. Por su parte, se aprecia que en el tratamiento con vermicomposta estéril y
residuo de zanahoria (tratamiento 5), la concentracion de amonificantes fue menor
con respecto al tratamiento control; sin embargo, hacia el dia 7 y 14 aumento hasta
tres unidades logaritmicas por encima, y permanecio dos unidades por encima en
el dia 28, lo que indica que en los residuos de zanahoria se encuentran
microorganismos degradadores de materia organica y que pueden liberar NHs*
como parte de su actividad metabdlica. Por su parte, en el tratamiento con

vermicomposta y residuo de materia organica (tratamiento 6) la concentracion de
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amonificantes fue mayor al tratamiento control, y permanecié dos unidades

logaritmicas por encima en un comportamiento constante hasta el dia 28.
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(A) NH4* y (B) microorganismos amonificantes (R - NHz = NH4").

Figura 12. Variacion de la concentracion de NHs* y microorganismos

amonificantes en vermicomposta con inclusion de thinner y residuo de zanahoria
mas thinner.

Por otra parte, se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre el
tratamiento control y los tratamientos 2, 7, 8, 9 y 10, entre los cuales se presento

diferencia significativa entre si, con excepcion entre los tratamientos 7y 9 (p =
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0.088) y 8y 10 (p = 0.876). Todos los tratamientos con adicién de thinner y adicién
de residuo de zanahoria mas thinner presentaron una concentracion de NHs4* mucho
mas alta (hasta 500 mg NH4* en los tratamientos estériles y 300 mg/kg ss en
tratamientos sin esterilizacién), en comparacion con el tratamiento control, cuya
concentracion no fue mayor a 10 mg NH4*/kg ss durante todo el desarrollo de la
cinética. Asi mismo, en los tratamientos con soélo adicion de residuo de zanahoria la
concentracion de NH4* alcanzé un maximo de 300 mg/kg ss (en los tratamientos
con vermicomposta estéril) y sélo hasta 50 mg/kg ss en los tratamientos sin
esterilizacion. Lo anterior demuestra que si bien la materia organica tiene un efecto
sobre el incremento en la concentracion de NH4*, este efecto se ve potencializado
con la inclusion de un contaminante como el thinner. El tratamiento con adicion de
thinner (tratamiento 2) present6 un incremento en la concentracion de NH4* de 200
mg/kg ss en el dia 7 y aument6 hasta 300 mg/kg ss en el dia 28. Estos resultados
fueron similares con lo reportado por Obire & Nwaubeta (2002), quienes encontraron
gue la concentracion de amonio fue mas alta en los tratamientos con inclusién de
contaminantes similares tales como la gasolina. Segun John et al. (2016), la
presencia de altas concentraciones de NH4" es un indicativo de que se ha
estimulado la actividad de las bacterias amonificantes, comportamiento que se
puede corroborar en la figura 12 B. En los tratamientos con vermicomposta y residuo
de zanahoria mas thinner (tratamiento 10) y vermicomposta y residuo de zanahoria
estéril mas thinner (tratamiento 8) se observdé un comportamiento similar, en el cual
la concentracion de NH4* aumento en el dia 7 hasta concentraciones alrededor de
200 mg/kg ss, y posteriormente disminuy6 hasta aproximadamente 50 mg/kg ss en
el dia 28, indicando que la manera como se incluye la materia organica (estéril o no)
no influyé de manera significativa en la concentracion de NH4*. Por otra parte, en el
tratamiento con vermicomposta estéril con inclusion de residuo de zanahoria mas
thinner (tratamiento 9) inicialmente se encontré una concentracién inicial de NHa*
de aproximadamente 250 mg/kg ss (por efecto de la esterilizacion de la
vermicomposta) y posteriormente aumento hasta duplicarse en el dia 28 de la
dinamica, lo que indica que, ademas del NH4" liberado por la esterilizacion, los

microorganismos amonificantes presentes en los residuos de zanahoria se vieron
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estimulados por la inclusion del thinner, aumentando su actividad microbiana y
liberando NH4* a partir de la materia organica presente. Este comportamiento se
puede corroborar con lo mostrado en la figura 11 B, en donde se aprecia que, Si
bien la concentracion de microorganismos amonificantes en este tratamiento fue
similar al tratamiento control hasta el dia 14, a partir de este momento se observa
un incremento en la concentracion de estos microorganismos hasta llegar incluso a

dos unidades logaritmicas por encima en el dia 28.

En los tratamientos con adicién de thinner y adicion de residuo de zanahoria mas
thinner, se encontré diferencia significativa (p < 0.05) en la concentracion de
microorganismos amonificantes entre el tratamiento 1 y el tratamiento 2, 8 y 10, sin
embargo, no se encontrd diferencia significativa entre los tratamientos 1y 9 (p =
0.980). En el tratamiento con adicion de thinner (tratamiento 2) se observo que la
concentracion de amonificantes presenté variacion entre una y dos unidades
logaritmicas por encima del tratamiento control, indicando una estimulacion de estos
microorganismos por efecto de la adicion de thinner (John et al. 2016). Un
comportamiento similar se encontrd en el tratamiento con vermicomposta y adicion
de residuo de zanahoria (tratamiento 10), en donde la concentracion de
amonificantes estuvo hasta dos unidades logaritmicas por encima del tratamiento
control y permanecio relativamente constante durante todo el desarrollo de la
cinética. Los resultados anteriores indican que la inclusion de un contaminante y la
adicibn de materia organica incrementa la concentracibn de microorganismos
amonificantes. En el tratamiento con vermicomposta estéril y residuo de zanahoria
mas thinner (tratamiento 9, Figura 12 B), se observa que la concentracion de
microorganismos amonificantes fue similar a la del tratamiento control hasta el dia
14, y posteriormente se aprecia un incremento en la concentracion de hasta dos
unidades logaritmicas hacia el dia 28, a diferencia del tratamiento con
vermicomposta estéril y residuo de zanahoria (tratamiento 5, Figura 11 B) en donde
se observo un incremento de la poblacién amonificante desde el dia 7, lo que indica
gue el thinner tuvo un efecto negativo sobre las poblaciones amonificantes de los

residuos de zanahoria retrasando su crecimiento.
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6.4.4 Nitritos (NO2) y microorganismos nitritantes (NHs* 2 NO2).

En los tratamientos con adicion de residuo de zanahoria se encontraron diferencias
significativas en la concentracion de NO2" y los microorganismos nitritantes entre el
tratamiento control y los tratamientos 3, 4, 5 y 6; sin embargo, no se presento
diferencia significativa entre los tratamientos 5y 6 (p = 0.471) (Figura 13 - a). Se
observé que en el tratamiento control la concentracion de NO2 se mantuvo
relativamente constante y no se presentd acumulacidon, presentando

concentraciones por debajo de 10 mg/kg ss (Zepeda et al. 2006)
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Figura 13. Variacion de la concentracion de NO2™ y microorganismos nitritantes

en vermicomposta con inclusion de residuo de zanahoria.
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En el tratamiento con vermicomposta estéril y residuo de zanahoria estéril
(tratamiento 3, Figura 13 A) se observo que la concentracion de NO2  permanecio
constante como era lo esperado, demostrando que no se presentaron efectos
abidticos en la concentracion de NO2z. En el tratamiento con vermicomposta y
residuo de zanahoria estéril (tratamiento 4), se presentaron fluctuaciones en la
concentracion de NOz2, cuya variacion estuvo en un rango entre 0 y 40 mg/kg ss
aproximadamente. De otro lado, el tratamiento con vermicomposta estéril y residuo
de zanahoria (tratamiento 5) presentdé un aumento en la concentracién de NO2
hasta 100 veces por encima con respecto al tratamiento control en el dia 7, y
posteriormente disminuyd hasta una concentracion final de aproximadamente 60
mg/kg ss. Un comportamiento similar se observd en el tratamiento con
vermicomposta y residuo de zanahoria (tratamiento 6), en donde se presentd un
incrementd hacia el dia 7 de la dindmica y posteriormente disminuyé hasta 40 mg/kg
ss aproximadamente. Este comportamiento esta relacionado con la acumulacion de
NHs* obtenida (figura 11 A), de acuerdo con Shen et al. (2003), con altas
concentraciones de NHs* hay acumulacion de NO:2, alterando el proceso de
nitrificacién. De igual manera, se encontré que la materia organica provoca una
disminucién en la concentracion de NOs" y se ha reportado que la materia organica
modifica la dinAmica de las poblaciones microbianas presentes favoreciendo la
actividad de los microorganismos desnitrificantes (Jie & Daping 2008), proceso en

el cual el NO3™ se reduce a NO2 favoreciendo su acumulacion.

Con respecto al efecto de la materia organica sobre la concentracion de
microorganismos nitritantes, no se presentaron diferencias significativas (p = 0.953)
entre el tratamiento control y los tratamientos 4 y 6; sin embargo, si se presenté
diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al tratamiento 5. Se observé que la
concentracion de microorganismos nitritantes en el tratamiento control disminuyé
con respecto al dia cero y permanecio relativamente constante hasta el final de la
dinamica. Un comportamiento similar se presentd en los tratamientos con
vermicomposta y residuo de zanahoria estéril (tratamiento 4) y vermicomposta con
residuo de zanahoria (tratamiento 6), indicando que la adicion de materia organica

no influye en la concentracion de microorganismos nitritantes, lo que confirma que
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la acumulacién de NO2 se debe al proceso de desnitrificacion. Por otro lado, se
observd en el tratamiento con vermicomposta estéril y residuo de zanahoria
(tratamiento 5) una concentracion de microorganismos nitritantes por debajo de la
encontrada en el tratamiento control, lo que indica que los residuos de zanahoria
aportan microorganismos con capacidad de oxidar NH4*, pero en concentraciones
mas bajas con respecto a la vermicomposta. Lo anterior no presentd una relacion
directa con la concentracion de NO2 obtenida (figura 13 A), ya que en este
tratamiento se encontrd una concentracion alta de NO2". En este mismo tratamiento,
la concentracion de NH4* también resultd ser mayor con respecto al tratamiento
control, lo que podria explicar la concentracion de NO2  encontrada en este
tratamiento, segun lo que sugiere Shen et al. (2003). Asi mismo, los residuos de
zanahoria aportan microorganismos heterotrofos, los cuales compiten por el
oxigeno disponible, favoreciendo los procesos de desnitrificacion (Beristain —
Cardoso et al. 2009), ya que como se observa en la figura 15 A, la concentracion de

NOs en este tratamiento fue significativamente mas baja con respecto al tratamiento

control.
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(A) NOz', (B) microorganismos nitritantes (NH4* - NO2).
Figura 14. Variacién de la concentracién de NO2™ y microorganismos nitritantes

en vermicomposta con inclusion de thinner y residuo de zanahoria més thinner.

Por otra parte, se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre la
concentracion de NOz2 entre el tratamiento control y el tratamiento 2, 8, 9 y 10; sin
embargo, no fue significativamente diferente con respecto al tratamiento 7 (p =
0.146) (Figura 14 A). En el tratamiento con adicion de thinner (tratamiento 2) se
observé un efecto similar al encontrado previamente (Figura 5), en donde la
concentracion de NOz fue significativamente méas alta con respecto al tratamiento
control, alcanzando concentraciones cercanas a los 230 mg/kg ss. Resultados
similares fueron reportados previamente por Wang et al. (2013), quienes indican
que los hidrocarburos causan una disminucion en la disponibilidad de oxigeno, y sus
vapores bloguean los espacios favoreciendo un ambiente altamente reductor.
Segun Zepeda et al. (2006), en suelos con concentraciones de benceno y tolueno
entre 20 y 50 mg/kg ss, se manifiesta no solo la inhibicion de los microorganismos
oxidadores de NHs*, sino también la inhibicion de la actividad de las bacterias
oxidadoras de NO2z, disminuyendo el rendimiento de NOs. Estos resultados no
estuvieron acordes a los obtenidos en este estudio, ya que se observo (Figura 14
B) que la concentracion de microorganismos nitritantes fue significativamente

superior (p < 0.05) a la concentracion obtenida en el tratamiento control, lo que
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indica que estos microorganismos se estimulan por la alta concentracién de NHa4*
tal como lo reportan Ying et al. (2017), quienes encontraron un efecto positivo entre
la concentracion de NH4* y la concentracion de bacterias oxidadoras de NH4*. Deni
& Penninckx (1999) reportaron que en experimentos in vitro las bacterias oxidadoras
de NH4" tienen la capacidad de oxidar hidrocarburos de manera incompleta, y este
proceso se da por una inhibicion competitiva de la amonio oxigenasa, la cual es la
primer enzima relacionada con la nitrificacion, pero también es la enzima encargada
de la oxidacién de hidrocarburos. De igual manera, y de acuerdo con Osuji & Nwoye
(2007) e Inglett et al. (2005), la disminucion en la disponibilidad de oxigeno favorece
las condiciones de un ambiente reductor, favoreciendo los procesos de
desnitrificacion, lo que conlleva a la formacion y acumulacion de NOz2 y NH4*, como

se observo en las figuras 14 Ay 12 A respectivamente.

Con respecto al tratamiento con vermicomposta y residuo de zanahoria estéril
(tratamiento 8) y vermicomposta con residuo de zanahoria (tratamiento 10), se
encontraron comportamientos similares entre estos dos tratamientos, presentando
un aumento en la concentracion de NO2 hasta 100 y 250 mg/kg ss respectivamente,
hacia el dia 7 de la dindmica, y posteriormente se observd una disminucién hasta
por debajo de 50 mg/kg ss (Figura 14 A). Estos resultados indican que la adicién de
residuo de zanahoria estéril no presenté un efecto significativo en la acumulacion
de NOz, ya que al comparar los comportamientos de los tratamientos 4 y 8, se
aprecia que en el tratamiento 4 (sin adicién de thinner), la concentracion de NO2 no
fue superior a los 30 mg/kg ss; sin embargo, la concentracion de NO2 en el
tratamiento 8 (con adicién de thinner) fue hasta 5 veces mayor en el dia 7 y dos
veces mayor hacia el dia 28, lo cual indica que los componentes del thinner son los
que favorecen la acumulacion de NO2 en estos tratamientos. Por su parte, el
comportamiento entre el tratamiento 6 (vermicomposta con residuo de zanahoria)
(Figura 13 A) y el tratamiento 10 (vermicomposta con residuo de zanahoria mas
thinner) (Figura 14 A) fue similar; sin embargo, la adicion de thinner provoco una
acumulacion de NO2 de hasta 100 mg/kg ss por encima de la obtenida en el
tratamiento 6 en el dia 7, por lo cual la presencia de los componentes de thinner

favorecieron aun mas el efecto de acumulacion de NO2. De igual manera, se
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observa que al final de la dinAmica la concentracién de NO2 disminuye en los
tratamientos con adicion de residuo de zanahoria; sin embargo, la concentracion de
NH4* sigue siendo mas alta (Figura 11 Ay 12 A), lo que indica que también se
inhiben los procesos de oxidacion de NH4* resultando en su acumulacion, a la cual
también contribuye la desnitrificacion de NOs", al observarse la disminucion en su

concentracion (Figura 15 Ay 16 A).

Con respecto a la concentraciébn de microorganismos nitritantes, no se presenté
diferencia significativa (p = 0.436) entre el tratamiento control y los tratamientos 8,
9 y 10 (Figura 14 B). En el tratamiento con vermicomposta estéril y residuo de
zanahoria mas thinner (tratamiento 9) se observé una concentracion inicial de estos
microorganismos mas baja en comparacion con el tratamiento control (por efecto de
la esterilizacion de la vermicomposta), y posteriormente se observé un aumento en
su concentracion hacia el dia 14 de la cinética, posiblemente por la estimulacion de
algunos microorganismos heterotrofos presentes en los residuos de zanahoria 'y con

capacidad de oxidar NH4*.

6.4.5 Nitratos (NO3) y microorganismos nitratantes (NO2 = NOs3).

La variacion en la concentracion de NOs y microorganismos nitratantes se presenta
en las figuras 15 y 16. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre el
tratamiento control y los tratamientos 3, 4, 5 y 6, sin embargo no se presenté
diferencia significativa entre los tratamientos 4, 5y 6 (p = 0.282) (Figura 15 A). De
manera general, se encontré que la inclusion de materia organica afecta de forma
significativa la concentraciéon de NOgs’, cuyas concentraciones siempre estuvieron
muy por debajo con respecto al tratamiento control, en el cual las concentraciones
de NOs se mantuvieron en un intervalo entre 1500 a 2000 mg/kg ss. En el
tratamiento con vermicomposta estéril y adicion de residuo de zanahoria estéril
(tratamiento 3) se encontrd que la concentracion de NOs  se mantuvo relativamente
constante, como era de esperarse por ser un tratamiento abiotico. En los
tratamientos de vermicomposta con adicion de residuo de zanahoria estéril
(tratamiento 4), vermicomposta estéril con residuo de zanahoria (tratamiento 5) y

vermicomposta con residuo de zanahoria (tratamiento 6) se observdé un
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comportamiento similar, en donde la concentraciéon de NOs™ disminuy6 a partir del
dia 0 y se mantuvo por debajo de 1000 mg/kg ss hasta el dia 28, donde se
encontraron concentraciones por debajo de 500 mg/kg ss. Lo anterior indica que la
manera de incluir la materia organica (estéril 0 no) no tiene influencia sobre el
comportamiento en la concentracion de NOs", asi mismo, que los microorganismos
presentes en el residuo de zanahoria no tienen una gran contribucion en el proceso
de nitrificaciéon; sin embargo, pueden consumir el NH4* 6 el NOs™ disponible para su
metabolismo celular. Segun Beristain—Cardoso et al. (2009), la inclusion de materia
organica inhibe significativamente los procesos de nitrificacion, ya que los
microorganismos heterotrofos consumen fuentes nitrogenadas como el NHs* y lo
incorporan a su biomasa, limitando la disponibilidad de esta molécula para ser
oxidada hasta NOs'.
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Figura 15. Variaciéon de la concentracién de NOs™ y microorganismos nitratantes

en vermicomposta con inclusion de residuo de zanahoria.

En la figura 15 B, se observa la variacion en la concentracion de microorganismos
nitratantes (NO2 a NOg3’) por efecto de la adicion de materia organica. Los resultados
estuvieron acorde a lo encontrado en la concentracion de NOs". En el tratamiento
control, se encontré6 una concentracion de microorganismos nitritantes
relativamente constante durante todo el desarrollo de la dinamica. Por otra parte, en
el tratamiento con vermicomposta e inclusidon de residuo de zanahoria estéril
(tratamiento 4), la concentracion de microorganismos nitritantes disminuy6é con
respecto al dia cero y al tratamiento control, o que indica que la inclusion de materia
organica afecta el desarrollo de estos microorganismos, y esto a su vez se traduce
en una disminucién de la concentracion de NOs™ obtenida, como se muestra en la
figura 15 — A. Por otro lado, en el tratamiento con adicion de residuo de zanahoria
(tratamiento 6), se observo una concentracion de NOs™ significativamente menor con
respecto al tratamiento control; sin embargo, la concentracién de microorganismos
nitratantes fue similar entre ambos tratamientos. Lo anterior indica que los residuos
de zanahoria pueden aportar microorganismos con capacidad para llevar a cabo la
oxidacion de NOz a NOs, tal como se muestra en la figura 15 B, en el
comportamiento del tratamiento con vermicomposta estéril y residuo de zanahoria
(tratamiento 5), en donde se encontrd concentracion de microorganismaos nitritantes,
aungue en una concentracién significativamente menor con respecto al tratamiento
control. Asi mismo, es posible inferir que producto de la esterilizacién de los residuos
de zanahoria en el tratamiento 4, se liberen algunos compuestos que puedan

resultar toxicos para el desarrollo de los microorganismos nitratantes presentes.

Por otra parte, se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre el
tratamiento control y los tratamientos 7, 8, 9 y 10 (figura 16 A). Asi mismo, no se
presentd diferencia significativa entre los tratamientos 7, 8 y 10 (p = 0.0503), asi
como entre los tratamientos control y 2 (p = 0.101). En el tratamiento con

vermicomposta estéril y residuo de zanahoria estéril mas thinner (tratamiento 7) se
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presentd una concentracion de NOsz™ constante durante el desarrollo de toda la
cinética. Se observo que la inclusion de thinner con residuo de zanahoria estéril
(tratamiento 8) y thinner con residuo de zanahoria (tratamiento 10) presentaron un
efecto similar en la concentracion de NOs, la cual disminuy6 hacia los dias 7y 14
respectivamente, y se mantuvo constante hasta el dia 28 en una concentracion
menor a los 250 mg/kg ss. Un efecto diferente se present6 en el tratamiento con
vermicomposta estéril y adicion de residuo de zanahoria mas thinner (tratamiento
9), en donde la concentracion de NOs™ fue en aumento. Lo anterior indica que los
microorganismos presentes en los residuos de zanahoria. Por otro lado, se observo
que la concentracion de NOs™ entre el tratamiento control y el tratamiento con adicion
de vermicomposta con adicion de thinner (tratamiento 2) tuvo un comportamiento
similar; sin embargo, la concentracion de NOs™ fue siempre menor en el tratamiento
2, y tuvo tendencia a disminuir hacia el dia 28. Este comportamiento coincide con lo
reportado por Aciego-Pietri & Brookes (2008), en donde la concentracion de NOs

se vio afectada por la presencia de un contaminante organico.

[] mg NO3/kg SS

Tiempo (Dias)

1(Control) «+@:+2 == :.7 ock=-8 —@l—9 = &= 10
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(A) NOs, (B) microorganismos nitratantes (NO2" - NO3)
Figura 16. Variacion de la concentracion de NOs™ y microorganismos nitratantes

en vermicomposta con inclusion thinner y residuo de zanahoria més thinner.

Como se observa en la figura 16 B, la concentracion de microorganismos nitratantes
estuvo acorde a lo encontrado con la concentracion de NOs™ en los tratamientos
control, vermicomposta con adicién de residuo de zanahoria estéril mas thinner
(tratamiento 8), y vermicomposta con adicion de residuo de zanahoria mas thinner
(tratamiento 10). En el tratamiento control la concentracion de microorganismos
nitratantes se mantuvo relativamente constante durante todo el desarrollo de la
dindmica, sin embargo, en los tratamientos 8 y 10 la concentracion de
microorganismos nitritantes fue significativamente menor, con una disminucién de
dos unidades logaritmicas en el final de la dinamica con respecto al dia cero y a lo
encontrado en el tratamiento control, comportamiento que corrobora los resultados
encontrados en la concentracion de NOgs', lo que indica que ademas de que el NOs’
se asimile en la biomasa de los microorganismos, y que sea utilizado como aceptor
final de electrones (Inglett et al. 2005), la materia organica afecta el desarrollo de
estos microorganismos, lo que inhibe el proceso de nitratacion (NO2" = NO3). Jie &
Daping (2008) reportaron con base en un analisis de PCR-DGGE del gen 16s que,

con el incremento en la concentracion de materia organica, las poblaciones
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dominantes en el suelo se modificaban pasando de microorganismos autétrofos a

heterotrofos y a microorganismos desnitrificantes.

Con respecto al tratamiento con adicién de thinner (tratamiento 2), se observd un
comportamiento diferente en la concentracion de microorganismos nitratantes con
respecto a los tratamientos con adicion de residuos de zanahoria, ya que se observo
un aumento en la concentracién con respecto al tratamiento control; sin embargo,
la concentracién de NOs en este tratamiento estuvo por debajo del tratamiento
control, y tuvo tendencia a disminuir hacia el dia 28 de la dinAmica. De acuerdo con
lo reportado por Deni & Penninckx (2004), en experimentos con suelos
contaminados con hidrocarburos como el diesel, no se encontrd inhibicion del
crecimiento de las bacterias nitratantes, y por el contrario, géneros como el de
Nitrobacter pueden utilizar los productos organicos excretados por bacterias
heterotréficas como producto del metabolismo de hidrocarburos. De acuerdo a Scott
et al. (2014), en un experimento de analisis metagendmico en sedimentos
contaminados con hidrocarburos en el golfo de México, se encontré que las rutas
metabolicas del ciclo del nitrdgeno evidencian un incremento en los procesos de
desnitrificacion, oxidacion anaerobia del amonio (anammox), y que tanto el NO2" y
otras sustancias como el 6xido nitroso tienden a acumularse, y por el contrario el

NOz" se consume en el metabolismo microbiano.

6.4.6 Concentracion de los compuestos del thinner

La variacion de los compuestos del thinner se presenta en la tabla 15 (dinamicas en
frasco abierto) y 16 (dinamicas en frasco cerrado). En la tabla 15 se puede observar
que el compuesto més volatil fue el tolueno, en donde se encontré volatilizacion de
cerca del 90% en el tratamiento 7 (vermicomposta estéril con adicion de residuo de
zanahoria estéril). Con respecto a los demas compuestos, se observo que en el dia
14 de la dindmica no se detectdé hexanos en los tratamientos 2, 8 y 9. De igual
manera, se encontro que el 95.94% del tolueno se habia volatilizado hacia el dia
28, seguido por el metanol con 69.26% y el 2 — butoxietanol con 49.26%, resultados
similares a los reportados por Riffaldi et al. (2006) con pérdidas de mas del 58% de

hidrocarburos por volatilizacion en tratamientos estériles.
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Tabla 15. Variacion de la concentracion de los compuestos del thinner en

vermicomposta (frasco abierto).

Tolueno (mg/kg ss)

Tratamiento 0 7 14 28
2 2127.33 £197.99° 164.09 + 15.392 107.08 +2.782 ND
7 2384.22 +292.72° 436.07 £ 22.444 214.35+£0.81°¢ 116.62 £ 1.422
8 2574.78 £ 104.632 225.52 £ 1.14° 132.76 +3.32° ND
9 2212.67 +199.07° 336.43 £+ 11.14°¢ 258.95 +9.154¢ 99.77 £ 0.43°
10 2049.70 + 68.90° 337.54 £31.63° 189.01 + 3.68° 91.96 £2.55¢

Metanol (mg/kg ss)
Tratamiento 0 7 14 28

2 3190.45 +296.38°  1269.16 + 75.102 1040.12 +94.352 597.64 £ 43.962
7 3139.34 £+51.55° 152552 +140.52°  1233.38 + 90.85° 964.73 + 66.09°
8 3738.32+255.912 1618.47 +104.81°>  1106.38 + 73.152 663.30 £ 62.342
9 3248.59 +203.06°  1827.51 +91.33° 1472.83 + 41.39° 1099.67 + 29.06 ¢
10 2819.23 +143.04> 2057.52 + 147.64¢  1061.34 + 30.782 908.68 + 61.11°

2 - Butoxietanol (mg/kg ss)

Tratamiento 0 7 14 28
2 454.28 + 28.93" 158.66 + 22.282 87.70+£1.172 ND
7 509.38 £35.15¢ 378.66 £ 11.97° 311.21 £8.16° 258.49 +£18.182
8 562.27 £39.782 435.86 +9.10¢ 112.83 +21.09° ND
9 434.61 +15.19° 346.18 £ 7.62°¢ 337.52 +5.19" 279.50 £6.432
10 483.98 +16.03°¢ 451.93 +13.864 276.85 £ 18.95¢ 261.34+£14.772

Hexanos (mg/kg ss)

Tratamiento 0 7 14 28
2 557.41 + 29.47° 98.23 £ 2.452 ND ND
7 638.15 £ 10.952 114.83 +9.96° 110.40 £ 1.142 ND
8 631.41 +£63.282 103.68 + 3.50° ND ND
9 549.26 + 38.17° 115.61 +4.11° ND ND
10 589.88 + 29.63" 146.14 £+ 6.34°¢ 107.81 +3.052 ND

*Diferentes letras en cada columna indicaron diferencias significativas (p<0.05) para
las concentraciones de tolueno, metanol, 2-butoxietanol y Hexanos
respectivamente, segun la prueba de Tukey, n = 3.
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Como se habia encontrado anteriormente, la adicion de residuo de zanahoria
provocoé un efecto de retencion en los compuestos del thinner (Prokop et al. 2016),
ya que de manera general se encontr0 que para todos los compuestos la
concentracion en el tratamiento con vermicomposta mas residuo de zanahoria y
thinner siempre fue mas alta que la encontrada en el tratamiento con thinner sin
adicion de residuo de zanahoria (tratamiento 2). Anteriormente (Tabla 14) se habia
observado que de acuerdo al comportamiento observado en los tratamientos con
vermicomposta + thinner (VT) y vermicomposta estéril méas thinner (Ve), parte de la
concentracion de CO:2 encontrada en el tratamiento VT provenia de la degradacién
de algunos de los compuestos del thinner por accion de microorganismos
heterotrofos (Osuji & Nwoye 2007) a través de la accion de enzimas como las

oxigenasas (Das & Chandran 2011).

Tabla 16. Variacibn de la concentracion de los compuestos del thinner en

vermicomposta (tratamientos en frasco cerrado).

Tolueno (mg/kg ss)

Tratamiento 0 7 14 28
B 2658.91 + 48.502 943.08 +40.042 844.07 £ 14.192 736.43+17.912
G 3325.71+168.19° 1338.16 £191.92° 1245.64 + 146.92° 1032.79 £ 69.22°¢
H 3889.43 £224.86°¢ 1359.49 + 124.78> 1386.52 + 166.26 ¢ 962.68 +21.21°
I 3531.91 £ 73.67°¢ 1212.63 +103.29 ° 1083.00 + 15.47° 1081.99 + 30.92 ¢
J 4344.45 + 90.62 ¢ 1496.81 + 90.32° 1148.41 + 87.70° 874.37 £ 53.54"

Metanol (mg/kg ss)

Tratamiento 0 7 14 28
B 449527 +43.872 5107.50 £211.9328 4748.67 £90.7228  4987.90 = 239.582
G 4785.49 + 44955  4793.40 +£151.942 4962.49 +119.812 4924.66 £ 95.762
H 5361.57 £270.64 ¢ 5638.10 £ 199.06¢ 5798.19 + 164.46 °© 5528.01 + 27.73°
I 4765.78 + 106.75° 5202.52 + 166.26 2 5288.24 + 64.96" 4908.48 + 44.322
J 5682.17 +131.30¢ 5661.10 + 254.97¢ 5947.16 + 281.30°¢ 5682.39 +79.12 b

2 - Butoxietanol (mg/kg ss)

Tratamiento 0 7 14 28
B 546.89 + 28.68 2 628.79 + 57.862 588.16 + 9.332 452.28 +14.662
G 610.54 +2.17" 602.55 + 51.78"° 637.43 +27.10° 589.08 + 3.05°
H 719.16 £ 16.28° 740.83 £ 25.98°¢ 723.25 £ 57.59° 637.33 £16.92°
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625.87 £11.94°
769.86 + 14.68¢

655.58 £ 57.292
661.07 £ 19.062

657.22 +31.41°
669.56 + 42.32°

577.79 + 24.04°
636.15+31.48°¢

Hexanos (mg/kg ss)

Tratamiento

0

7

14

28

I
J

571.23+64.712
676.81 £ 132422
713.90 + 54.55°
816.92 + 47.40°
1005.86 + 58.31°¢

393.85+6.332
420.60 * 30.56°
357.02 £ 25.372
391.17 +17.57¢2
440.09 + 14.32°

325.14+12.71¢%
390.92 + 26.35°
381.61 + 34.14°
360.58 + 12.23°
371.50 + 29.36°

317.69 +8.482
346.46 £ 40.982
336.57 £ 15.842
336.69 + 26.64 2
318.61 £21.432

* Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<0.05) para
las concentraciones de tolueno, metanol, 2 butoxietanol y hexano respectivamente,
segun la prueba de Tukey, n = 3.

Por su parte, con los tratamientos en frasco cerrado se comprob6 que la principal
via de transporte de estos componentes como contaminantes del suelo es la
volatilizacion, ya que comparativamente con el experimento en frascos abiertos, en
los frascos cerrados se pudo encontrar una mayor concentracion de cada uno de
los componentes. Se observé que en la medicién del headspace de los tratamientos
con frasco cerrado solo se encontrd tolueno y mezcla de hexanos durante todo el
desarrollo de la dinamica. Segun Berkowitz et al. (2014), el potencial de
volatilizacion de un compuesto se relaciona con su presion de vapor, la cual a su
vez influye en otra propiedad como la constante de Henry (H), cuyos valores son
mayores en tolueno y hexano (6.64 x 103 y 1.69 respectivamente) en comparacion
con (metanol y 2-butoxietanol 4.6 x 10® y 2.08 x 10 respectivamente), en donde a
mayor valor de H, mas volatil es una sustancia (Alberta Enviroment 2010). Teniendo
en cuenta lo anterior, es posible suponer que, por las caracteristicas de estos
componentes, los vapores del tolueno y la mezcla de hexanos saturaron el espacio
vacio de los frascos cerrados, limitando la volatilizacién (aunque mucho mas lenta)
de los otros componentes, por lo cual la mayor parte de metanol y 2—butoxietanol
permanecio en la vermicomposta como se aprecia en la tabla 16. Con respecto al
tolueno se observé que la inclusidon de residuo de zanahoria favorece la retencion
de una mayor concentracion de este compuesto, en comparacion con el tratamiento

B (sin residuo de zanahoria). De igual manera, se observo diferencia significativa (p
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< 0.05) en el dia 28 entre el tratamiento con vermicomposta estéril y residuo de
zanahoria estéril + thinner (tratamiento G) con respecto a los tratamientos H y J
(vermicomposta con residuo de zanahoria estéril + thinner y vermicomposta con
residuo de zanahoria + thinner, respectivamente), encontrdndose menores
concentraciones de tolueno en estos dos tratamientos. Lo anterior permite suponer
gque ademas de la volatilizacién, la disminucion en la concentracion de tolueno
obedece también a la mineralizacion del mismo. Con respecto al tratamiento con
vermicomposta estéril y residuo de zanahoria + thinner (tratamiento I), no se
encontraron diferencias significativas con respecto al tratamiento G, lo que supone
que no hubo utilizacidbn de este compuesto por parte de los microorganismos

presentes en la vermicomposta.

Un comportamiento distinto se observo con respecto a la mezcla de hexanos, en
donde no se observé diferencias significativas en el dia 28 entre los tratamientos
con adicién de residuo de zanahoria y el tratamiento B. Asi mismo no se observaron
diferencias significativas entre la concentracion obtenida de hexano entre los
tratamientos con adicion de residuo de zanahoria, o que supone que no hubo una
utilizacién de este compuesto por parte de los microorganismos presentes, y que la

disminucién en la concentracion de este compuesto obedece sélo a la volatilizacion.

Con respecto al metanol, la concentracion de este compuesto durante el desarrollo
de la dinAmica permanecié relativamente constante en todos los tratamientos,
indicando en primer instancia que no se presentaron pérdidas por volatilizacién. En
el dia 28 se encontro diferencia significativa entre el tratamiento G y los tratamientos
Hy J, lo que en principio podria indicar utilizacion de esta sustancia por parte de los
microorganismos presentes; sin embargo, como se mencioné previamente, la
concentracion de este compuesto permanecio relativamente constante durante toda
la dindmica, lo cual supone un efecto mas relacionado con la retencion. Por el
contrario, no se presenté diferencia significativa entre los tratamientos G e I, lo que
indica que, de manera similar con la mezcla de hexanos, los microorganismos
presentes en los residuos de zanahoria, en las condiciones descritas, no consumen

el metanol como fuente de carbono.
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Por su parte, la concentracion de 2 — butoxietanol presentd una ligera disminucion
con respecto a la concentracion inicial en el tratamiento B, y al no encontrarse entre
los compuestos volatilizados en el headspace, se puede suponer que la disminucion
obedece al consumo por parte de los microorganismos de la vermicomposta. Con
respecto a los tratamientos con inclusion de residuo de zanahoria, se encontraron
mayores concentraciones (por efecto de la retencion) y que fueron estadisticamente
diferentes con respecto al tratamiento B. Entre los tratamientos con inclusion de
residuo de zanahoria, se encontré diferencia significativa (p<0.05) entre los

tratamientos H y J con respecto a los tratamientos G e | en el dia 28.

Comparativamente entre los resultados presentados en las tablas 17 y 18, y con lo
mostrado en la tabla 16 con respecto a la variacion de los componentes del thinner
en los tratamientos Ve (vermicomposta estéril + thinner) y VT (vermicomposta +
thinner), se puede indicar que ademas de presentarse una utilizacion de los
compuestos del thinner de manera aerobia, en los tratamientos con frasco cerrado
se limita la disponibilidad de oxigeno, y por lo tanto se puede presentar también una
utilizacion de estos compuestos de manera anaerobia, como podria ser el caso del
tolueno y el 2—-butoxietanol. En la figura 17 se presentan los diferentes mecanismos

de degradacion aerobia y anaerobia para hidrocarburos.
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Figura 17. Posibles mecanismos verificados experimentalmente para la utilizacién

de hidrocarburos por microorganismos

Segun Widdel & Rabus (2001) hay tres tipos de reacciones por las cuales se puede
llevar a cabo la utilizacién de hidrocarburos por microorganismos. En todas las
reacciones quimiotroficas, una parte de los hidrocarburos se oxida para la
conservacion de energia (catabolismo) y otra parte se asimila como parte de la
biomasa microbiana. Por otra parte, en la degradacion anaerobia de hidrocarburos,
el oxigeno no es el Unico aceptor terminal de electrones, pero es estrictamente
necesario para las reacciones de oxigenasas. Finalmente, las reacciones
anaerobias comprenden varios mecanismos de activacion de hidrocarburos
diferentes a los de la activacion aerobia, mediante la utilizacibn de aceptores

alternos de electrones.

Al respecto, Spormann y Widdel (2000), reportaron el aislamiento de
microorganismos desnitrificantes con capacidad para la degradacion de tolueno en
condiciones anaerobias, los cuales utilizan NOs', Fe*® y sulfatos como fuente de

electrones.
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1: tolueno; 2: fumarato; 3: bencil succinato; 4: succinato: 5, fenilitaconato; 6: 2 —
carboximetil — 3 — hidroxifenilpropionil — CoA; 7: succinil CoA; 8: benzoil — CoA.
(Spormann y Widdel 2000).

Figura 18. Ruta de degradacion anaerobia para tolueno y m — xileno en bacterias

desnitrificantes.

En la figura 18 se aprecia la ruta bioquimica de degradacién anaerobia de tolueno
y m-xileno en con condiciones anaerobias llevada a cabo por bacterias
desnitrificantes. Segun Spormann y Widel (2000), en ambientes anaerobios se
requiere de la presencia de grupos funcionales como los hidroxilos, carbonilos y
carboxilos presentes en los compuestos organicos, como prerrequisito para llevar a
cabo reacciones siguientes que permiten llevar los sustratos hasta la ruta central
oxidativa (ciclo de Krebs). De manera similar, Beristain—Cardoso et al. (2009)
reportan que, en condiciones anaerobias, el anillo de compuestos aromaticos como
el fenol es desestabilizado por ataques reductivos, en donde la ruta bioquimica mas
estudiada en la oxidacion anaerobia es la del benzoil-CoA, con la cual se obtienen
los productos necesarios para ingresar al ciclo de Krebs (Figura 19).

SCoA SCoA /BC oA
- /
coo ATP + c=o c—o c-o
® co, © HSCoA (3 2 [H) ® 4w ®
v
AMP + H20
OH 0 OH PP, OH
phenol phenolate 4-hydroxy- 4-hydroxy- benzoyl-CoA cyclohex-
anion benzoate benzoyl-CoA 1-enecarboxyl-
CoA

1, 2: fenol carboxilasa; 3: 4—hidroxibenzoato—COoA ligasa; 4: 4—hidroxibenzoil-CoA
reductasa (dehidroxilasa); 5: benzoil-CoA reductasa (reduccion del anillo
aromatico). Berinstain — Cardoso et al. (2009).

Figura 19. Intermediarios y enzimas envueltas en el metabolismo anaerobio de

fenol por un microorganismo desnitrificante (Pseudomonas).
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De acuerdo con los resultados obtenidos en las dinamicas de mineralizacion de
nitrdgeno, la variacion en la concentracion de los componentes del thinner obedece
tanto a procesos aerobios como anaerobios, en donde en condiciones de buena
disponibilidad de oxigeno, la degradacion se llevdé a cabo por mecanismos que
involucran mono y di — oxigenasas (Das & Chandran 2011). Posteriormente, una
vez agotado el oxigeno tanto por la estimulacion microbiana, asi como por la
saturacion de la atmosfera por la volatilizacion de los compuestos del thinner, se
dieron las condiciones para un ambiente desnitrificante, en el cual se activaron los
mecanismos de degradacion anaerobios, con la utilizacion de aceptores de
electrones como el NOs'. Esta informacion se puede corroborar con los resultados
obtenidos en las dindmicas de mineralizacion, en donde las concentraciones de
NOs en presencia de los compuestos del thinner siempre fueron menores al
tratamiento control, y por el contrario se presentd la acumulacion de NO2™y NH4™.

6.4.7 Aislamiento e identificacion de microorganismos asociados al proceso

de nitrificacion

A través de siembras en medios de crecimiento selectivos, se lograron aislar 23
microorganismos, con morfologia y coloracion especifica como se muestra en la

figura 20. En el anexo 8 se presenta la caracterizacion de la morfologia colonial.

Agar fase (I) (NH4s" > Agar fase (Il) (NOz2 = Agar amonificantes (R
NO2 NOs — NH2 2>NH4*

Figura 20. Siembra y aislamiento en medios selectivos.
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Por medio de la amplificacion del fragmento 16S del gen rrs utilizando la técnica de
PCR y posterior secuenciacion, se identificaron 11 de 23 microorganismos aislados
y se obtuvo el género y especie de cada uno. Del total de los microorganismos, 83%
fueron gram+, y el 85% fueron bacilos. En la tabla 17 se presentan las

caracteristicas de los microorganismos aislados.
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Tabla 17. Identificacién y caracteristicas de los microorganismos aislados.

0,
Clave Identificacion Morfologia colonial Morfologia microscépica % de similitud /0 .
Complementariedad
>
o § OB
9N Arthrobacter rhombi s = 98.51 99.7
Bacilos cortos gram +
5R Microbacterium 98.36 99.6
maritypicum
. i
BENE d X
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¥ ‘.\" = % T
& sgA ’ “,;‘" 2
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Tabla 17. Continuacion.

%

thuringiensis

[

Bacilos gram +

Clave Identificacion Morfologia colonial Morfologia microscépica % de similitud .
‘ Complementariedad
oA Pseudochrobgctru 98.71 99.5
m saccharolyticum
8N Bacillus cereus i 98.97 99.3
= U
" y
1N Bacillus 98.97 99.0
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Tabla 17. Continuacion.

subsp. phenolicus

[

Bacilos cortos gram -

Clave Identificacion Morfologia colonial Morfologia microscépica % de similitud %
Complementariedad
15A Ochrobactrum 98.85 99.6
pituitosum
: d
Bacilos gram‘+
I N
) )
<
ot
13N Bacillus wiedmannii Q \ A 98.84 99.5
¥
7A Alcaligenes faecalis 99.50 99.2
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Tabla 17. Continuacion.

Clave Identificacion Morfologia colonial Morfologia microscépica % de similitud %
Complementariedad

& L
! Ly
. 7 ‘s : ‘1

Brachybacterium :
16N paraconglomeratu Y8 98.18 99.6
m N - ]
%ﬂ_ ‘f"‘ ;; 3
Cocos gram +

v R 7
r-“/ A ’u\.% «}\ \ t ]

)\ % '"‘Qu: ¥ {:, l}\"
= A l”'}: \1_"\.‘&{:"a

1IN Microbacterium : ,cf‘;\ N ) 97.70 99.4
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De los microorganismos identificados, Arthrobacter rhombi, Microbacterium
maritypicum, Glutamicibacter soli, Brachybacterium paraconglomeratum vy
Microbacterium esteraromaticum pertenecen al filo actinobacteria. Por su parte
Pseudochrobactrum saccharolyticum, Ochrobactrum pituitosum y Alcaligenes
faecalis subsp. Phenolicus pertenecen al filo de las proteobacterias. Bacillus
wiedmannii, Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis pertenecen al filo de los

firmicutes.

Alvarez et al. (2017) indicaron que las actinobacterias son un grupo de
microorganismos distribuidos en muchos ambientes y tienen un papel muy
importante en el reciclaje de diferentes sustancias, degradacion de polimeros y
produccion de moléculas bioactivas, y se ha demostrado que tienen la capacidad
de remover contaminantes organicos e inorganicos, por lo cual representan un gran
potencial biotecnolégico y son fuertes candidatos para ser usadas en tratamientos

de biorremediacion.

Bacterias del género Arthrobacter son tipicas representantes de la microflora del
suelo, y son conocidas por su capacidad para degradar hidrocarburos y otro tipo de
contaminantes como PHA, pesticidas, monoaromaticos, fenoles, entre otros
(Plotnikova et al. 2011). Con respecto a A. rhombi, este microorganismo fue
inicialmente reportado por Osorio et al. (1999) aislado a partir de musculo de
Reinherdtius hippoglossoides, un pez que habita en aguas subterraneas del
atlantico norte, y las caracteristicas reportadas coinciden con lo encontrado en este
estudio (Gram +, bacilos cortos, diametro +/- 1 mm y coloracién amarillo tenue).
Taha et al. (2017) reportaron el aislamiento de Arthrobacter rhombi, y encontraron
gue este microorganismo tiene propiedades halotolerantes, y ademas puede

degradar PHA vy utilizarlo como su fuente de carbono.

Por otra parte, basado en la agrupacion filogenética, en la similitud de la
secuenciacion del gen rRNA 16s y homogeneidad en los tipos de peptidoglicano,
sistemas de quinonas y perfil lipidico, la especie Arthrobacter soli fue reclasificada
en el género Glutamicibacter gen nov (Busse 2016). La especie A. soli fue reportada
inicialmente por Roh et al. (2008), quienes aislaron este microorganismo a partir de
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los sedimentos de aguas residuales en Corea, y encontraron que este
microorganismo tiene la capacidad para llevar a cabo la reduccién de NOs™ a NO27;
asi mismo, las caracteristicas reportadas coinciden con las encontradas en este
estudio (Gram +, colonias de pigmentacién amarilla, 2 a 4 mm de didmetro). De
manera similar, Bassin et al. (2012) reportaron el aislamiento e identificacion de
Arthrobacter soli a partir de los lodos de una planta de tratamiento de aguas
residuales en Rio de Janeiro — Brasil, y encontraron que este microorganismo
también se encuentra envuelto en la nitrificacion heterotréfica, al demostrar su
capacidad de oxidar NHs4* a hidroxilamina y NO2. Lo expuesto anteriormente
demuestra que este microorganismo juega un papel importante en la movilizaciéon
del nitrégeno inorganico en los diferentes ambientes donde se encuentra. Verstraete
& Alexander (1972) indicaron que la desnitrificacion heterotréfica llevada a cabo por
bacterias del género Arthrobacter es un proceso mas estable y presenta menos
inhibicion frente a compuestos organicos e inorganicos que pueden resultar
contaminantes, en comparacion con los microorganismos que llevan a cabo el

proceso de desnitrificacién autotrofica.

De otro lado, Al — Mailem et al. (2015) reportaron el aislamiento e identificacién de
Microbacterium maritypicum a partir de un sedimento marino, y fue clasificada como
una bacteria hidrocarbonoclasta por su capacidad para degradar compuestos
derivados de hidrocarburos entre los que se encuentran tolueno, naftaleno y alcanos
con cadenas de 16 a 20 atomos de carbono en su estructura. Lin et al. (2012)
mencionan que el género Microbacterium esta siendo estudiado como un agente
potencial en biotecnologia ambiental y proyectos de bioingenieria, y en su trabajo
reportaron el aislamiento de Microbacterium 16SH a partir de cafa de azucar,
encontrando que este microorganismo tiene la capacidad de fijar N2 atmosférico, y
ademas promueve el crecimiento del cultivo de cafia de azlcar, lo cual lo hace

potencialmente util en agricultura.

Wongbunmakyv et al. (2017) reportaron la bacteria Microbacterium esteraromaticum
SBS1-7 aislada de un sedimento estuarino en Tailandia, y con capacidad para la

degradacion de BTEX de manera individual o en mezcla, y también mostro
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tolerancia en un gran rango de hidrocarburos con capacidad de utilizar alcanos y
naftaleno como fuente de carbono. Por su parte, Liu et al. (2016) mostraron en su
estudio la produccion de un biofloculante empleando una bacteria alcali — tolerante
identificada como Microbacterium esteraromaticum C26. Los biofloculantes son
sustancias poliméricas extracelulares y que se pueden emplear en el tratamiento de

aguas residuales y contaminadas con compuestos organicos.

La bacteria Brachybacterium paraconglomeratum fue descrita por primera vez por
Takeuchi et al. (1995) y fue aislada a partir de licor de maiz. Este microorganismo
tiene la capacidad de reducir nitrato y produce ureasas, por lo cual puede desdoblar
materia organica nitrogenada para la produccién de NHs4*. Djuric et al. (2017)
aislaron una cepa de Brachybacterium paraconglomeratum a partir de un consorcio
de microorganismos degradadores de hidrocarburos aislados de los sedimentos de
un canal de aguas residuales en Pancebo — Serbia, y encontraron que este
microorganismo puede producir sustancias poliméricas extracelulares (SPE), con
potencial utilizacion como biosorbentes, floculantes y remocién de metales pesados

en el tratamiento de aguas residuales.

Las bacterias pertenecientes al filo proteobacteria han sido reportadas en la ruta de
degradacion de hidrocarburos, sin embargo, no se encontraron referencias del
papel que juegan estos microorganismos en los procesos de mineralizacion de
nitrdgeno. Yu et al. (2011) encontraron que las bacterias pertenecientes a este filo
representaban el grupo dominante en la degradacion de los constituyentes
recalcitrantes restantes de la degradacion primaria de hidrocarburos, sin embargo,
bacterias pertenecientes a las Gamma — proteobacterias eran las responsables de
la degradacion inicial de estos compuestos. Por el contrario, autores como Gao et
al. (2014) indicaron que las bacterias pertenecientes a la clase Beta y Gamma —
proteobacteria fueron los principales degradadores de HTP (Hidrocarburos totales
de petroleo), y que por el contrario las bacterias pertenecientes al filo Alpha —

proteobacteria no tuvieron incidencia en la degradacién de TPH.

Con respecto a la bacteria Pseudochrobactrum saccharolyticum, perteneciente a la
clase Alpha — proteobacteria, ha sido reportada en estudios anteriores para la
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biorremediacion de ambientes contaminados con metales toxicos. Long et al. (2013)
reportaron la reduccion de Cr(VI) a Cr(lll) empleando P. saccharolyticum aislada de
un suelo contaminado con Cr(lV), e inmovilizada en biopeliculas insaturadas, y asi
mismo reportaron que este microorganismo puede producir SPE, conformadas
principalmente por polisacéridos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, indicando
que la reduccién de Cr(lIV) esta relacionada con la produccion de SPE, y que
ademas puede haber un efecto sorcion, ya que el Cr(lll) puede unirse a través de
grupos fosfatos con las sustancias que conforman los SPE. Ochrobactrum
pituitosum también es una bacteria perteneciente a la clase Alpha — proteobacteria,
y su fue reclasificada inicialmente por Huber et al. (2010). Este microorganismo que
ha sido reportada en la degradacibn de compuestos organicos como el
triclorocarbano (TCC), un antimicrobiano sintético utilizado en productos para el
aseo personal y de belleza, y se ha reportado como contaminante en sedimentos y
que puede afectar el crecimiento de algunas plantas (Sipahutar et al. 2017). Asi
mismo, este microorganismo se ha catalogado como promotor del crecimiento de
plantas, lo que lo convierte en un microorganismo versétil para la biorremediacion.
Por otra parte, Alcaligenes faecalis subsp. Phenolicus pertenece a la clase de las
Beta — proteobacterias y fue propuesto por primera vez por Refhuss & Urban (2005),
quienes la aislaron de un bioprocesador de aguas grises, y encontraron que este
microorganismo tiene la capacidad de degradar fenol de manera aerobia, ademas
posee una nitrito reductasa, por lo cual es capaz de llevar a cabo la reduccién de
nitrito hasta N20. Bharali et al. (2011) reportaron una cepa de Alcaligenes faecalis
aislada de un suelo contaminado con petrdleo crudo en la India, con capacidad para
la produccién de biosurfactantes en un medio de cultivo con 2% v/v de diesel como
anica fuente de carbono, siendo los biosurfactantes una alternativa de
biorremediacion importante para aumentar la solubilidad de contaminantes

hidrofébicos como algunos derivados del petréleo.

De manera general, Bacillus sp. ha sido identificado como uno de los géneros con
potencial para la degradacién de hidrocarburos, con actividad reconocida sobre
sustancias como el naftaleno y pireno, entre otros. (Darsa et al. 2014). Borah &

Yadav (2014) reportaron el aislamiento de Bacillus cereus DRDU1 a partir de
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residuos de hidrocarburos presentes en los motores de automoviles, y que tenia la
capacidad de crecer en un medio con 2% v/v de aceite para motor usado como
Unica fuente de carbono, ademas de mostrar biodegradacion de sustancias como el
diesel, keroseno y petroleo crudo. Por su parte, Markande & Nerurkar (2016)
reportaron el aislamiento de Bacillus thuringensis con capacidad de producir

bioemulsificantes para contribuir en la degradacion de BTEX.

Por la informacion reportada en trabajos previos con respecto a estos
microorganismos, y por lo encontrado en este estudio, la vermicomposta representa
un gran potencial como producto biotecnolégico para ser empleada en el tratamiento
de suelos afectados por la presencia de hidrocarburos y otro tipo de contaminantes

como los metales téxicos.

A través estrategias como la bioaumentacién y la bioestimulacion, se puede llevar
a cabo el disefio e implementacibn de aplicaciones in situ empleando la
vermicomposta como alternativa de biorremediacion, en donde ademés de llevar
flora microbiana con capacidad para el tratamiento de estos contaminantes, se
aporten nutrientes esenciales presentes en la vermicomposta para favorecer los

procesos microbianos y recuperar nutricionalmente los suelos contaminados.
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7 Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

De los componentes evaluados del thinner, se observo que los mas volatiles
fueron el tolueno y el hexano y los menos volatiles fueron el metanol y el 2—
butoxietanol.

El valor de la concentracion letal media de thinner fue de 12.45 ml por
kilogramo de suelo seco. Los principales efectos observados en la lombriz de
tierra Eisenia foetida fueron decoloracion, adelgazamiento y fraccionamiento.
Se encontr6 que la vermicomposta presentd mayor concentracion de
nutrientes como carbono, nitrégeno total, nitratos y fosforo. El suelo salino
fue el mas limitado nutricionalmente.

La mayor produccion de CO: se presento en los tratamientos con adicion de
thinner y thinner mas residuo de zanahoria en comparacion con el tratamiento
control, entre los cuales la mayor producciéon de CO: fue en los tratamientos
con vermicomposta.

Se encontrdé que la adicién de thinner y residuo de zanahoria mas thinner
provoco el aumento y la acumulacion de las concentraciones de NHa* y NO2
y por el contrario provoco la disminucién en la concentracion de NOs'.

Se detectd que el contenido de materia organica y la adicion de materia
organica adicional ejercen un efecto de retencion sobre los componentes del
thinner, observandose mayores concentraciones retenidas en los
tratamientos con suelo de bosque y vermicomposta.

A través de la comparacion de los tratamientos sin adicion de thinner,
tratamientos estériles con adicion de thinner y los tratamientos con adicion
de thinner sin esterilizacion, se observo que parte del CO2 producido proviene
de la mineralizacion de algunos de los componentes del thinner.

Se encontré que en el tratamiento control de las dinamicas de mineralizacién
con vermicomposta, las concentraciones de mesdfilos, microorganismos
amonificantes, nitritantes y nitratantes permanecieron constantes durante

todo el desarrollo del experimento.
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9) Laadicién de residuo de zanahoria mas thinner en la vermicomposta provoco
un aumento en la concentracion de mesofilos aerobios, asi como en la
concentracion de CO:2 producido, lo que obedece a un efecto de estimulacion.

10)Se encontré que tanto la inclusion de residuo de zanahoria y residuo de
zanahoria + thinner provocaron el incremento y la acumulacion de NH4*, y a
su vez estimularon la actividad de las poblaciones microbianas
amonificantes.

11)Se observo que la inclusién de residuo de zanahoria y residuo de zanahoria
mas thinner provoco la acumulacion e incremento en la concentracion de
NO2z, sin embargo, no se observo efecto sobre la poblacion microbiana
nitritante.

12)Se encontr6 que la adicion solamente de thinner provocé el aumento en la
concentracion tanto de NO2  y de poblacion nitritante y nitratante, sin
embargo, provoco la disminucion en la concentracién de NOs'.

13)Se detectd que la concentracion de NOs™ y de poblacién microbiana nitratante
disminuy6 tanto en los tratamientos con residuo de zanahoria y residuo de
zanahoria mas thinner disminuyé con respecto al tratamiento control,
indicando que estas condiciones favorecen el desarrollo de los procesos de
desnitrificacion.

14) Se confirmo a través del desarrollo de las dindmicas en frasco cerrado que
la principal ruta de movilizacion de los compuestos presentes en el thinner
es la volatilizacion, sin embargo, se observé que hay utilizacion de estos
compuestos tanto de manera aerobia como anaerobia.

15)Se aislaron 23 microorganismos de los cuales se identificaron 11, en su
mayoria gram +, pertenecientes al filo actinobacteria, y a los géneros
arthrobacter y microbacterium, con actividad previamente reportada sobre el
tratamiento de contaminantes organicos e inorganicos, y con participacion en
la mineralizacion de nitrogeno tanto en el suelo como en ambientes

acuaticos.

104



8 Prospectivas

1)

2)

3)

Emplear la técnica de cromatografia de gases y espectrometria de masas
para confirmar la composicion del thinner comercial empleado, y a su vez
identificar posibles productos de degradacion de estos compuestos, como
por el ejemplo el catecol y &cido muconico, y confirmar la degradacion de los
compuestos del thinner.

Emplear técnicas para la determinacién de compuestos volatiles como el NO,
N20 con el fin de confirmar que se estan favoreciendo los procesos de
desnitrificacion por efecto de la inclusion de materia organica y thinner.
Someter a los microorganismos aislados a diferentes a las pruebas que sean
pertinentes con el fin de evaluar su potencial como degradadores de
hidrocarburos, y a su vez evaluar el potencial que tienen como

microorganismos nitrificantes.
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10 Anexos

Anexo 1. Diagrama de clases texturales para la determinacion de textura

empleando el método de Bouyoucos.

100

CLASES TEXTURALES a0 10

francoarcillo arenoso

franco atenaso

100
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Anexo 2. Curvatipo parala determinacién de la concentracion de nitrato (NOs
), amonio (NH4") y fosforo soluble (POa)
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Anexo 3. Curva tipo para la determinacion de concentracion de
componentes del thinner en configuracion de equipo con rango 20.
Metanol Hexanos
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Anexo 4. Curva tipo para la determinaciéon de concentracion de
componentes del thinner en configuracion de equipo con rango 1.
Metanol Hexanos
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Anexo 5. Composicién de medios selectivos para la determinacion de

microorganismos amonificantes (R — NH2 2 NH4"),
nitratantes (NO2" = NO3’) y reactivo de Griess | y Il

Amonificantes

nitritantes (NHs* > NO2) y

Componente Cantidad (g)**
Urea 20
KH2PO4 1
NaH2POa4 1
Extracto de levadura 0.1
Rojo de fenol 0.01
Agar bacterioldgico* 15
Nitritantes
Componente Cantidad (g)**
KH2PO4 1
NH4SO4 0.5
NaCl 0.3
CaCOs 0.75
MgS0a4.7H20 0.3
FeSOa4 0.03
Agar bacterioldgico* 15

Nitratantes

Componente Cantidad (g)**
KNO:2 0.3
KH2PO4 1
NaCl 0.3
CaCOs 0.75
MgS0Oa4.7H20 0.3
FeSOa4 0.03
CaClz 0.3
Agar bacteriolégico* 15
Reactivo de Griess |
Componente Cantidad
Acido sulfanilico (g) 0.6
Acido acético 30% (ml) 100
Reactivo de Griess |l
Componente Cantidad
Alfa — naftilamina (g) 0.6
Acido acético 30% (ml) 100

*Preparacion en medio solido
**Cantidad para 1 litro de medio
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Anexo 6. Tabla de Mc Graddy para una serie de tres tubos.

N° N° N°

Caracteristico NMP Caracteristico NMP Caracteristico NMP
000 <0.3 111 1.1 222 3.5
001 0.3 112 15 223 4.2
002 0.6 113 1.9 230 2.9
003 0.9 120 1.1 231 3.6
010 0.3 121 15 232 4.4
011 0.61 122 2.0 233 53
012 0.92 123 2.4 300 2.3
013 1.2 130 1.6 302 3.9
020 0.62 131 2.0 302 6.4
021 0.93 132 2.4 303 9.5
022 1.2 133 2.9 310 4.3
023 1.6 200 0.91 311 7.5
030 0.94 201 1.4 312 12
031 1.3 202 2.0 313 16
032 1.6 203 2.6 320 9.3
033 1.9 210 1.5 321 15
100 0.36 211 2.0 322 21
101 0.72 212 2.7 323 29
102 1.1 213 3.4 330 24
103 1.5 220 2.1 331 46
110 0.73 221 2.8 332 110
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Anexo 7. Coloracién de medios selectivos para microorganismos nitrificantes.

Medio selectivo para el crecimiento de amonificantes (R-NHz 2 NHaz*)
Amarillo: Negativo; Rosa: Positivo

Medio selectivo para el crecimiento de nitritantes (NH4* 2 NO2)
Después de agregar reactivos de Griess | y Il
Rojo/Café intenso: Negativo; Blanco: Positivo

Medio selectivo para el crecimiento de nitratantes (NO2 = NOg3’)
Después de agregar reactivos de Griess 1 y Il:
Blanco: Negativo; Rosa/Rojo intenso: Positivo
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Anexo 8. Caracterizacion colonial de los aislados.

Clave
Caracteristica 2A 5A 4A 7A 9A 11A 12A 15A
Tamafo (mm) 2 2-3 2 12 1 2.5 3 1.5
Aspecto Humedo Seco Humedo Humedo Humedo Seco Seco Humedo
Borde Entero Entero Entero Irregular Entero Entero  Irregular Entero
Luz o , .
o Traslicida Opaca Opaca Traslucida Opaca Opaca Opaca Traslucida
transmitida
Luz reflejada  Brillante Mate Brillante  Brillante  Brillante Mate Mate Brillante
_ ] Amarilla ) _ _
Color Beige Naranja Beige Beige Blanco Blanco Beige
crema
Elevacion Convexa Convexa Concava Convexa Concava Concava Concava Concava
Superficie Lisa Lisa Umbilical Rugosa Lisa Rugosa Lisa Lisa
Forma Redonda Redonda Redonda Irregular Redonda Redonda Redonda Redonda
Pigmento No No No No No No Si No
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Anexo 8. Caracterizacion colonial de los aislados. (Continuacion)

Clave
Caracteristica 11N 8N 13N 7N ON 16N 6N
Tamafo (mm) 2 4 3 2 3 1 1
Aspecto Humedo Seco Seco Seco Seca Humedo Seco
Borde Entero  Irregular Entero Irregular  Entero Entero Entero
Luz . .
o Opaca Opaca Opaca Opaca Opaca Traslucida Traslucida
transmitida
Luz reflejada  Brillante Mate Mate Brillante  Brillante  Brillante Mate
Amarillo ) _ ) _ Amarillo _
Color Beige Beige Naranja Amarillo Beige
claro claro
Elevacion Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
Forma Redonda Redonda Redonda Irregular Redonda Redonda Redonda
Pigmento No No No No No No
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Anexo 8. Caracterizacion colonial de los aislados. (Continuacion)

Caracteristica 5R 9R 11R 10R 4R 3R 13R
Tamafo (mm) 2 3 0.5 2 8 2 0.5
Aspecto Humedo Seco Humedo Humedo Humedo Humedo Seco
Borde Entero Entero Entero Entero Entero Entero Entero
Luz . .
o Traslucida Opaca Traslucida Opaca Opaca Opaca Opaca
transmitida
Luz reflejada  Brillante Mate Brillante  Brillante Brillante  Brillante Mate
_ _ _ Amarillo  Amarillo  Amarillo
Color Amarillo  Salmon Beige Amarillo
claro crema claro
Elevacion Concava Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa
Superficie Plana Plana Lisa Lisa Plana Lisa Lisa
Forma Redonda Redonda Redonda Redonda Ovalada Redonda Redonda
Pigmento No No No No No No No
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