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RESUMEN

El trabajo que se presenta tiene como objetivo conocer el efecto que la harina de sangre tiene en el crecimiento
y actividad de los microorganismos para el tratamiento de suelos de tipo vertisol contaminados con
hidrocarburos; y, de esta manera, confirmar que la harina de sangre es una solucion factible para reducir los
efectos contaminantes de pasivos ambientales que se presentan en el pais.

En este trabajo, se llevaron a cabo un total de seis experimentos, donde el experimento 1 consistio en
comprobar que la harina de sangre es favorable para el crecimiento de los microorganismos y, en
consecuencia, aumenta la biodegradacion de suelos contaminados con hidrocarburos. Para la realizacién de
este primer experimento, se utilizo el método de biolabranza a nivel laboratorio, donde se emplearon un total
de 9 charolas de plastico de diferentes tamafios para contener un kilogramo de suelo contaminado en cada
una, con diferentes cantidades de harina de sangre (HS) para realizar el experimento, estas se mantuvieron
con aireacién y agua constante.

En el segundo experimento, se probd la posible influencia de la volatilizacién y en el tercero el de la fotdlisis.
Para la realizacion de estos experimentos se utilizaron muestras de suelo contaminado, colocadas en 12
frascos de vidrio de 100 ml de capacidad. Para el experimento de volatilizacién, se utilizaron 6 frascos, de los
cuales tres se expusieron al ambiente manteniéndose abiertos y, los frascos restantes, permanecieron
cerrados. En el caso del experimento de fotdlisis, tres frascos se colocaron en un sitio donde las muestras
estaban exhibidas al ambiente; y las tres restantes, se cubrieron con papel de aluminio y se colocaron dentro
de una caja para evitar la exposicién a la luz.

Para analizar la actividad de los microorganismos del suelo del experimento 1, en sus diferentes etapas, se
realizaron tres experimentos adicionales que consistieron en analizar el nitrogeno Kjeldahl para la obtencion
de proteinas, solidos totales volatiles y carbono organico total.

Los resultados indican que la adicion de harina de sangre al suelo contaminado y el mantenimiento de una
oxigenacion continua y del contenido de agua, influyen en que la poblacién de microorganismos crezca,
observando una remocién constante de los hidrocarburos de fraccién media e hidrocarburos aromaticos
policiclicos.



Abstract

This work aimed to assess the effect that blood meal has on the growth and activity of microorganisms in a
vertisol soil contaminated with hydrocarbons; and to confirm that blood meal is a feasible solution to reduce
the adverse effects in this type of polluted soils.

A total of six experiments were carried out, where experiment 1 consisted of proving that blood meal is
favorable for the growth of microorganisms and, consequently, increases the biodegradation of soils
contaminated with hydrocarbons. For the realization of this first experiment, the biolabranch method was used
at laboratory level. Nine plastic trays were used to contain one kilogram of contaminated soil in each one, with
different amounts of blood meal (BM) to carry out the experiment, always with enough aeration and water
content.

In the second and third experiments, volatilization and photolysis were tested. In these experiments, simples
of contaminated soil were used, six for volatization and six for photolysis, with a capacity of 100 ml. For the
first experiment, three were exposed to the environment but remaining vials remained close. In the case of the
photolysis experiment, three vials were placed in contact with light and the remaining three were covered with
aluminum foil and placed inside a box to avoid exposure to light.

To analyze the activity of the soil microorganisms of experiment 1, in its different stages, three additional
experiments were carried out that consisted of analyzing Kjeldahl nitrogen for protein, total volatile solids and
total organic carbon.

The results indicate that the addition of blood meal to the contaminated soil and the maintenance of continuous
oxygenation and water content, influence the growth of the microorganisms population, observing a constant
removal of medium fraction hydrocarbons and polycyclic aromatic hydrocarbons.



GLOSARIO

= Bacterias. Organismos microscopicos unicelulares.

= Contaminantes. Materia, sustancia o combinaciones, de origen quimico o bioldgico que genera
alteracion o modificacion en cualquier elemento del ambiente o la salud.

= Coquizacién. Procesamiento de conversion térmica de carbon.

= Desequilibrio ecoldgico. Alteracion en las relaciones de interdependencia entre elementos de la
naturaleza que afecta negativamente el desarrollo de los seres vivos.

= Diésel. Hidrocarburo liquido obtenido mediante destilacion de petréleo a temperaturas entre 200 °C y
380 °C.

= Dilucion primaria. Solucion o suspension obtenida después de pesar o medir una cantidad de producto
bajo examinacion y mezclarla con una cantidad nueve veces en proporcion al diluyente.

= Diluciones decimales adicionales. Soluciones o suspensiones obtenidas al mezclar un volumen
determinado de dilucién primaria con el volumen nueve veces un diluyente y que, por repeticién de
esta accidn con cada dilucion preparada, se obtiene una serie de diluciones decimales adicionales.

= Electrodo. Metal o semiconductor, la cual lleva a cabo una reaccidn de oxidacion o reduccion en su
superficie.

= Fertilizante. Sustancias ricas en nutrientes, utilizadas para mejorar caracteristicas del suelo para la
mejora de cultivos.

= Hidrocarburos de fraccion media. Hidrocarburos con moléculas que contienen entre 10 y 28 atomos
de carbono.

= Humedad. Cantidad de agua que se encuentra en los poros del suelo o en su superficie.

= Materia organica. Elemento del suelo compuesto por diferentes fuentes organicas como deshechos
animales, vegetales o producto de actividades humanas.

= Microorganismos. Organismos microscopicos que participan en diversos procesos metabdlicos,
ecoldgicos y biotecnoldgicos.

= Muestra compuesta. Muestra que se forma por diferentes submuestras simples representativas de un
suelo.

= Nitrégeno total Kjeldahl. Suma del nitrdgeno amoniacal y organico, que son convertidos en sulfato de
amonio.

= NMP (Numero mas probable). Valor aproximado de bacterias en una muestra.

=  NMX (Norma Mexicana). Documentos técnicos de ambito voluntario elaboradas por un organismo
nacional de normalizacion o Secretaria de Economia.

= NOM (Normas Oficiales Mexicanas). Regulaciones técnicas de caracter obligatorio emitidas por
dependencias competentes.

= Remediacion. Medidas que se toman para eliminar o reducir contaminantes de sitios alterados.

= Permeabilidad. Capacidad de un material de transmitir un fluido a través de sus particulas.

= UFC (Unidades formadoras de colonias). Unidad con la que se reportan los resultados obtenidos del
conteo de bacterias aerobias en placa.

= Volatil. Propiedad de sustancias para cambiar de un estado liquido a uno gaseoso.



INTRODUCCION

A partir del crecimiento poblacional en México, fue necesario el incremento en las industrias textiles,
generacion de energia eléctrica, construccion, mineria, agua, gas, entre otras, para satisfacer las necesidades
basicas de las personas y, como consecuencia, el aumento de manera desmesurada del consumo de los
recursos naturales de los cuales dispone el pais, asi como la generacion exagerada de residuos de todas
estas industrias. La combinacion de estos sucesos tiene efectos graves tanto en el medio ambiente como en
la salud de las personas. Es por esta razon que a partir de la década de 1970, en México se comenzaron a
implementar leyes y normas para regular los temas relacionados a la contaminacion en el pais, aunque, debido
a la tardia respuesta politica acerca de temas ambientales e implementacion de estas, se presentaron
problemas como los pasivos ambientales que al ser sitios con un area de afectacién grande, contaminados
generalmente con residuos peligrosos y que no fueron remediados para impedir la dispersién de los
contaminantes.

El suelo es un elemento principal para el desarrollo de procesos como la agricultura, ganaderia, vivienda,
entre otros procesos. Por lo tanto, es necesario mantenerlo en condiciones 6ptimas para su buen desempefio;
por lo que, la prevencion y remediacion de emergencias y pasivos ambientales se ha vuelto un tema de gran
importancia en la actualidad. El desarrollar, llevar a cabo, concluir y verificar la limpieza de sitios contaminados
se volvio una tarea obligatoria para cuidar la salud de la poblacidn, ya que en los Ultimos afios se han estudiado
y observado los efectos negativos que los diferentes contaminantes tienen sobre el medio ambiente y la salud
de las personas.

En este trabajo se consider6 un suelo proveniente de un pasivo ambiental altamente contaminado con
hidrocarburos, para el cual se decidio probar el proceso de biorremediacion con la ayuda de harina de sangre
que es un polvo producto del procesamiento de sangre de res y que se utiliza como abono, para mezclas de
fertilizantes, cultivos agricolas o alimento de animales no rumiantes. La harina de sangre ha sido utilizada con
anterioridad para la degradacion de toxafeno y dicloro difenil tricloroetano (DDT), que son componentes de
insecticidas, en ensayos de laboratorio y ensayos a gran escala, mostrando resultados favorables (USEPA,
2010); asi mismo, Wang, et al (2017) estudiaron el comportamiento de un suelo contaminado con DDT y HAP
con el agregado de harina de sangre, concluyendo que el agregado del fertilizante mejora la remediacién del
suelo contaminado; por lo que, a pesar de que es poca la implementacion o informacion de este fertilizante,
el uso de este material como fuente de nutrientes para los microorganismos heterétrofos se expone como una
opcion viable para la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

Con los antecedentes antes mencionados, el presente escrito tuvo la finalidad de comprobar la efectividad y
desempefio de la harina de sangre por medio del anélisis del suelo contaminado durante y después del
agregado del abono, mediante el analisis de los hidrocarburos de fraccion media (HFM) e hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), asi como del anélisis del conteo de bacterias, proteinas, solidos totales volatiles
y carbono organico total.



I.  ANTECEDENTES

En este trabajo se considera un experimento con suelo proveniente de una zona minera, al norte del pais,
considerado un pasivo ambiental altamente contaminado con hidrocarburos. Debido a la falta de normatividad,
en la época de operacion, se volvid un pasivo ambiental que representa un gran problema, no solo para el
medio en el cual se encuentra el contaminante, sino también para la salud y calidad de vida de las personas
con viviendas aledafias a la zona contaminada.

El suelo de la zona consta de un tipo llamado vertisol, el cual se caracteriza por ser un suelo de tipo arcilloso
generalmente de color oscuro, siendo suelos mineralizados que tienen un elevado contenido de arcillas que
se expanden. En estado seco son muy compactos y pueden llegar a presentar grietas; contrario a esto, en
estado humedo, llegan a ser muy plasticos, aumentando el volumen de las arcillas, por lo que trabajar con
este tipo de suelo es muy complicado (Gisbert, et al., 2011). Aunque es dificil trabajar con este tipo de suelos,
su buen manejo y alta fertilidad natural, lo hacen un suelo ideal para cultivos.

Las caracteristicas del suelo utilizado fueron obtenidas en un estudio previo realizado en el Instituto de
Ingenieria en el grupo de Saneamiento de Suelos y Acuiferos, que se presentan en la siguiente table:

Tabla I.1 Resultados de la caracterizacion del suelo

Parametro Valor (suelo)
pH 8.03
Conductividad Eléctrica [dS/m] 1.19
Materia Organica [%] 5.87
Densidad Real (ps) [g/cm3] 2.39
Densidad Aparente (da) [g/cm3] 1.4
Porosidad 0.41
Capacidad de Campo [%] 42.04
Conteo de bacterias [NMP] 1,200,000
Nitrégeno (N) [mg/kg] 46.65
Fésforo (P) [mg/kg] 4.03

Dentro de la informacion obtenida acerca de la zona minera, se sabe que las actividades realizadas dentro
del area contaminada eran el proceso de coquizacion y el manejo de diésel; por lo que, en este trabajo, dado
los componentes contaminantes de estos compuestos, se decidio analizar los hidrocarburos de fraccion media
(HFM) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP).
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IIl. OBJETIVO

1.1 OBJETIVO GENERAL

Verificar que el uso de harina de sangre es un factor de influencia en la biorremediacién de suelos
contaminados con hidrocarburos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Verificar que el niumero de bacterias se incrementa con la cantidad de harina de sangre agregada.
Evaluar los efectos de la volatilizacion y la fotolisis en la remocion de hidrocarburos.
Confirmar que el crecimiento de bacterias y su actividad para la biorremediacion se debe al agregado de harina
de sangre en el suelo, mediante el estudio de proteinas, solidos totales volatiles y el porcentaje de carbono
organico.

1.3 HIPOTESIS

En un suelo contaminado con hidrocarburos, la harina de sangre propicia el incremento de microorganismos
y, por tanto, favorece la biodegradacién.

lll. MARCO TEORICO

Contaminacién del suelo

Segun la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (2013) en la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-
2012, el suelo se define como: “material no consolidado compuesto por particulas inorganicas, materia
organica, agua, aire y organismos, que comprende desde la capa superior de la superficie terrestre hasta
diferentes niveles de profundidad”; por lo que se considera un sistema dindmico que, gracias a los factores
formadores de suelo, se pueden determinar las propiedades fundamentales que contribuyen al control,
cantidad y calidad de vida de la actividad bidtica que se encuentra en el suelo, ya que estan relacionadas con
el contenido de agua y la aireacion (Aguilar, 2023).

La contaminacién se puede definir como la presencia de sustancias o contaminantes que pueden ser nocivos
para la salud tanto del medio ambiente como para seres vivos causando un desequilibrio ecolégico. Estas
pueden tener diferentes origenes pudiendo ser fisicos, quimicos o biologicos, asi como también pueden variar
en sus concentraciones. También es importante considerar que hay elementos que se encuentran en la
naturaleza de manera natural que pueden ser considerados contaminantes si se encuentran fuera de un limite
de concentracion, generalmente alterada por actividades humanas. Los limites de concentracidn son llamados
limites maximos permisibles en la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, que es la norma oficial mexicana que
establece los limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelos y lineamientos para el muestreo en la
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caracterizacion y especificaciones para la remediacion por la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT, 2013).

Segun la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR, 2003), un sitio
contaminado es definido como: “lugar, espacio, suelo, cuerpo de agua, instalacion o cualquier combinacion
de éstos que ha sido contaminado con materiales o residuos que, por sus cantidades y caracteristicas, pueden
representar un riesgo para la salud humana, a los organismos vivos y el aprovechamiento de los bienes o
propiedades de las personas’. Y, considerando que el suelo es un recurso natural no renovable y que un gran
numero de actividades se realizan en este, tanto para la realizacidn de funciones naturales como para el dia
a dia de los seres vivos; es muy importante conservarlo de manera limpia y saludable.

Las actividades humanas son una de las principales razones por las que se presentan sitios contaminados en
México, segun el Programa Nacional de Remediacion de Sitios Contaminados, (SEMARNAT, 2021), algunas
de las actividades antropogénicas, son:
I, Actividades mineras
i Actividades del sector hidrocarburos
ii. Actividades agricolas

iv. Actividades industriales

V. Instalaciones de servicio

Vi. Uso de aguas residuales en irrigacion de campos agricolas
Vii. Depésito de residuos de manera irregular (a cielo abierto)

Muchas de las operaciones realizadas por estas industrias no cuentan con un manejo adecuado de sus
residuos producidos o de la utilizacién de materiales peligrosos que se utilizan en sus procesos, generando
un gran dafio en los recursos suelo y agua que se encuentran en las inmediaciones de los sitios donde se
realizan estas actividades, reduciendo la efectividad del suelo en la agricultura, degradando la biodiversidad
y causando enfermedades en los seres vivos.

Debido a estas actividades, se da la contaminacion del suelo cuando una sustancia o compuesto ingresa a él
y cambia una 0 mas de sus caracteristicas fisicas 0 quimicas que puede representar un riesgo para la salud
y el medio ambiente. Asimismo, la extension del contaminante en el suelo dependera de diversos factores
como el tipo de fuente de contaminacion, el tipo de contaminante y sobre todo de las caracteristicas del suelo.

Pasivo Ambiental

Segun la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (2021), se considera como pasivo ambiental
“aquellos sitios contaminados por la liberacién de materiales o residuos peligrosos, que no fueron remediados
oportunamente para impedir la dispersién de contaminantes y que implican una obligacion de remediacion”.
Donde se entiende que un pasivo ambiental es producido por la actividad constante del hombre y que, al cesar
esta productividad, ha impactado desfavorablemente el sitio en el que se realiza el trabajo; donde, al no
presentar un control de los residuos o materiales peligrosos, por desconocimiento o negligencia, se presenta
actualmente como un riesgo al ambiente y a los seres vivos. También se consideran pasivos ambientales a
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las emergencias ambientales que, al concluir sus actividades de remediacion, no hayan alcanzado los limites
maximos permisibles establecidos.

Hidrocarburos

La Secretaria de Energia de México (2015) define a los hidrocarburos como: “un grupo de compuestos
organicos que contienen principalmente carbono e hidrogeno. Son los compuestos organicos mas simples y
pueden ser considerados como las sustancias principales de las que se derivan todos los demas compuestos
organicos”; pudiéndose encontrar de manera liquida, gaseosa o sdlida. Algunas de sus caracteristicas
principales son: no suelen ser biodegradables; son insolubles en agua, pero solubles en disolventes organicos
(Noguera, 2020). Estos han sido aprovechados por la industria energética, utilizandolo para la creacion de
combustibles, asi como por la industria petroquimica ya que, al procesarlo, se puede utilizar como materia
prima para la produccién de plasticos, fibras, disolventes, productos quimicos industriales, entre otros. Pueden
ser clasificados segun el enlace quimico de sus atomos como:

o Alifaticos: Compuesto organico derivado de la degradacién quimica de grasas y aceites, que forman
cadenas abiertas y ramificadas de carbono. Estos al mismo tiempo se clasifican como:

o Alcanos. Estos son hidrocarburos saturados, unidos con enlaces sencillos de carbono e
hidrogeno. Es muy utilizado como metano, que es el principal elemento del gas natural; asi
como el propano, siendo el componente mas usado para la creacion del gas LP; o el butano,
que es generalmente utilizado para encendedores (Pizafa, 2013).

o Alquenos. Son hidrocarburos no saturados que presentan enlaces sencillos dobles de
carbono-carbono debido a la pérdida de hidrogenos; comunmente encontrados en la
naturaleza, donde su uso mas comun es en el polietileno de las bolsas plasticas (Pizafa,
2013).

o Alquinos. Se describen como hidrocarburos no saturados que presentan enlaces triples de
carbono-carbono; donde el uso mas comun es el del acetileno o etino, que es un gas utilizado
en soldaduras, ya que se pueden alcanzar altas temperaturas con este (Pizafia, 2013).

e Aromaticos: son hidrocarburos que tienen uno o mas anillos aromaticos, siendo el benceno el mas
simple y estable, continuando con los hidrocarburos aromaticos polinucleares o policiclicos (HAP),
que incrementan el numero de anillos dependiendo de sus propiedades; estos Ultimos con
compuestos organicos que son, generalmente, producto de una combustion incompleta; tienden a ser
no volatiles y tienen pesos moleculares altos. También, estos pueden reaccionar a algunos
contaminantes que se encuentran en el ambiente como lo son el 0zono, dxido de nitrdgeno y dioxido
de sulfato; pudiendo ser degradados por algunos microorganismos que se encuentran en el suelo
(Speight, 2017).

Biorremediacion
Para el tratamiento de suelos contaminados, existen técnicas de remediacion que pueden ser bioldgicas,

fisicoquimicas y térmicas. En este trabajo se refiere Unicamente a las bioldgicas, que implican la
biorremediacion.
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Segun lturbe, R. (2014), la biorremediacion es un tratamiento biologico que “utiliza la actividad metabdlica de
los microorganismos presentes en el suelo, como bacterias y hongos, para degradar, transformar o remover
los contaminantes a productos metabdlicos inocuos”. Siendo una técnica que biodegrada los contaminantes
organicos, transformandolos en un producto no toxico con ayuda de los microorganismos autoctonos del sitio
para degradar los contaminantes presentes en él; estos pueden ser realizados in situ o fuera del sitio. Donde
las ventajas més destacadas de este tipo de remediacion son: menores costos, tecnologias amigables con el
medio ambiente, generalmente los contaminantes se destruyen y el tratamiento posterior a la implementacion
es, muchas veces, minimo o nulo. En cuanto a las desventajas, se tiene: largos tiempos para el tratamiento,
se debe realizar una verificacion de la toxicidad de intermediarios y/o productos utilizados en el suelo a tratar;
ademas, no se puede realizar en cualquier tipo de suelo, ya que este debe favorecer el crecimiento de los
microorganismos.

Con lafinalidad de que las técnicas de biorremediacidn sean mas efectivas, se realizan dos procesos llamados
bioestimulacion y bioaumento; el primero se refiere a la ayuda que se le da a los microorganismos para que
puedan reproducirse, realizando la degradacion del contaminante mucho mas eficiente, donde es necesario
tener un control en la cantidad de agua, temperatura, pH, oxigeno y nutrientes, entre otros. En el caso del
bioaumento, se trata de la adicion de microorganismos externos al sitio contaminado, donde este proceso se
realiza, mayormente, cuando los microorganismos autoctonos es deficiente y la degradacion del contaminante
insatisfactoria; este tipo de proceso presenta una desventaja notoria y es que el implemento de
microorganismos externos puede afectar la competencia de los nativos que ya se encuentran adaptados al
suelo y al sustrato, pudiéndose presentar una disminucion en la poblacién que se adiciona o que no puedan
adaptarse adecuadamente.

La técnica de biorremediacion puede ser aplicada de diferentes formas, donde las principales son las biopilas,
biolabranza y fitorremediacion. En este trabajo se refiere Unicamente a la biolabranza.

Biolabranza

La biolabranza se trata de la estimulacion de la actividad microbiana aerébica mediante la aireacion, la adicion
de nutrientes y agua; ya que el movimiento de oxigeno a través del suelo promueve la degradacion de los
contaminantes organicos (USEPA, 2004).

Para que la técnica aplicada sea efectiva, es necesario tener en cuenta estos factores:
La densidad de poblacion microbiana debe ser de 10 UFC/g como minimo, aunque este factor puede ser
solucionado realizando los procesos de bioestimulacion o bioaumento si se presenta una menor densidad.

El valor de pH del suelo a trabajar debe estar entre 6 y 8 para facilitar el crecimiento bacteriano, ya que al
estar fuera de estos limites se tiene un efecto en la movilidad de los metales, la estructura del suelo y la
disponibilidad de nutrientes; por lo que se tendran que hacer ajustes de no presentarse el pH requerido
(USEPA, 2017).

La temperatura ideal que se debe mantener en el suelo para promover la actividad microbiana debe estar en
el rango de 10 a 45 °C, ya que fuera de este rango, los microorganismos suelen disminuir considerablemente.
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Aunque es importante considerar que, segun Al-Hawash, et al. (2018), la biodegradacion disminuye a medida
que lo hace la temperatura, por lo que las tasas mas altas de degradacion se encuentran cuando la
temperatura se encuentra en un rango de 30y 40 ° C.

Para el buen crecimiento de las bacterias es necesario un adecuado nivel de humedad en el suelo, ya que un
exceso de agua puede impedir el movimiento del aire sobre el suelo, lo cual reduce la disponibilidad de oxigeno
que es necesario para el metabolismo de los microorganismos. Por lo que el porcentaje de humedad ideal
debe encontrarse entre 40 y 85% de la capacidad de campo o entre el 12 'y 30% del peso del suelo. Durante
el proceso de biolabranza, el suelo suele secarse por la evaporacion y la aireacion de éste, por lo que es
importante mantener constante la humedad en el suelo (USEPA, 2017).

Otro aspecto para considerar es la textura del suelo, ya que afecta la permeabilidad, humedad y densidad del
suelo, por lo que es necesario conocer el tipo de suelo con el que se trabajara; por ejemplo, los suelos
arcillosos, que tienden a agruparse cuando estdn humedos, son dificiles de airear y de distribuir
uniformemente los nutrientes. En el caso de suelos con grava, la humedad y nutrientes no son retenidos por
el alto volumen de aire en este tipo de suelos, por lo que no son adecuados para la biorremediacion (USEPA,
2017).

Los microorganismos requieren de nitrégeno y fosforo para poder mantener su crecimiento y hacer posible la
biodegradacion; por lo que, a pesar de que el suelo tenga los nutrientes suficientes, en muchas ocasiones es
necesario agregar nutrientes adicionales; por lo que es recomendable tener un rango de relacion de nutrientes
carbono:nitrégeno:fosforo de 100:10:1 0 100:10:0.5, dependiendo de lo que se necesite a partir de un analisis
de muestras del suelo (USEPA, 2017).

Harina de sangre (HS)

Con el fin de realizar un proceso de bioestimulacion en el suelo contaminado, se llevara a cabo el agregado
de harina de sangre en el suelo. Segun Scandroglio, R. y Barrionuevo, M. E. (2020), la harina de sangre (HS)
es un polvo seco, producto del procesamiento de sangre bovina mediante la vaporizacién o hervido con el fin
de eliminar patégenos u otras impurezas que puedan encontrarse en la sangre. Este es generalmente utilizado
como abono o para mezclas de fertilizantes para cultivos agricolas, de igual manera se emplea para la
alimentacién de animales no rumiantes, ya que proporciona una gran cantidad de hierro y nitrégeno; siendo
una de las mejores opciones como fertilizante, ya que su concentracion de nitrdgeno (generalmente de 14%)
es similar a la de fertilizantes quimicos y muchas veces superior a otros residuos organicos de origen animal.

Volatilizacion

Durante el proceso de biolabranza es importante tener en cuenta la posible volatilizacién de los contaminantes
que se puedan encontrar en el suelo, ya que, durante el proceso de aireacion del suelo, los componentes
volatiles tienden a evaporarse teniendo un efecto directo con el ambiente. Algunos productos del petréleo,
como la gasolina, queroseno y diésel, presentan componentes con un peso ligero que presentan diferentes
grados de volatilidad. Por lo que, si se presenta volatilizacion del contaminante, es importante detectar el
porcentaje para posteriormente considerarlo en el porcentaje de biodegradacion al final de la experimentacién;
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ademas de considerar el tratamiento especifico para las emisiones por volatilizacién que se puedan producir
(USEPA, 2017).

Fotdlisis

Segun Fraga, I. (2016), “la fotoquimica estudia las reacciones quimicas inducidas por la radiacion
electromagnética”; donde solo se analizan los efectos producidos por la absorcién de radiacion en el espectro
visible y ultravioleta; generalmente este estudio es realizado en agua, ya que se trata de un medio transparente
por el cual la luz solar es mejor transmitida.

Conociendo que las energias asociadas a los fotones de 700, 400 y 300 nm, que son las longitudes de onda
de la radiacion que llega a la superficie de la tierra, son 170, 300 y 390 kJ/mol, respectivamente; y que las
energias de enlaces como C-C y C-H son de 420 y 340 kJ/mol; se considera que la energia producida puede,
a su vez, producir cambios en los enlaces quimicos de los hidrocarburos, convirtiendo a la luz en un reactivo
limpio y abundante que puede ser de ayuda para la degradacién de los compuestos contaminantes (Fraga,
2016). Conociendo estos datos, es importante conocer el porcentaje de degradacion de hidrocarburos por
fotolisis en el suelo de estudio para realizar las correcciones necesarias una vez obtenidos los resultados
finales de biodegradacién.

Carbono organico

El carbono orgénico es definido como “la cantidad de carbono en varios estados de oxidacion” (DOF, 2020).
Segun Fernandez, L. C., et al. (2006) el carbono organico se considera como el 50% del peso seco de la
materia organica, siendo esta Ultima la fraccion organica que incluye residuos vegetales y animales, células y
tejidos de organismos que se encuentran en el suelo y de sustancias producidos por estos; asi como de
compuestos organicos que provienen de la actividad del hombre. Este parametro, al exponerse como una
serie variada de componentes de la materia organica, donde una parte de este se relaciona con la actividad
microbiana, es importante enriquecer este factor, proporcionando estudios que nos ayuden a determinar con
mas precision la labor de las colonias.

Como se menciond anteriormente, se presenta una relacion entre la cantidad de microorganismos vy la
concentracion de carbono organico en el suelo; Liang, C., et. al. (2019) proporciona los datos iniciales para
realizar el estudio cuantitativo de la contribucién de necromasa microbiana a la materia organica del suelo,
donde se expone la influencia de los diferentes factores que pueden impedir o influenciar la medicién de
microorganismos 0 necromasa a partir del carbono organico; permitiendo que se pueda afirmar que existe la
influencia de la masa microbiana en la concentracion de carbono organico del suelo.

Proteinas

Las proteinas se relacionan en general con la comida, ya que son muy importantes en el metabolismo de los
organismos, por lo que, para conocer la efectividad de la harina de sangre y su relacién con el crecimiento de
las colonias de los microorganismos presentes en el suelo estudiado, es necesario determinar este parametro.
Para conocerlo es comun obtener, en primera instancia, el valor del nitrogeno total mediante la realizacion del

16



método de nitrégeno Kjeldahl para, a continuacion, multiplicar el valor porcentual obtenido en la
experimentacion con un factor de conversion de 6.25, que es el factor generalizado para la mayoria de las
proteinas.

El nitr6geno Kjeldahl representa la suma de los valores de nitrogeno organico y amoniacal, siendo este un
elemento indispensable para plantas, animales y microorganismos. Para que una poblacién microbiana pueda
ser eficiente, es necesario que el nitrogeno esté presente y en un equilibrio recomendado de
Carbono:Nitrégeno cercana a 10:1 para que no se afecte el crecimiento de los microorganismos presentes en
el suelo.

Soalidos totales volatiles

La norma NMX-AA-034-SCFI-2015 establece el método para la medicion de sélidos y sales disueltas en aguas
naturales, residuales y residuales tratadas, donde define a los sélidos totales volatiles como la materia
organica e inorganica que se volatiliza por calcinacion a 550 °C; y aunque estos son principalmente calculados
para el estudio de agua, lodos o biosolidos y su tratamiento; permitira relacionar y comparar los resultados
obtenidos de las muestras analizadas, ya que, la materia organica esta directamente relacionada con el
movimiento de los microorganismos y puesto que no existe un método exacto para poder calcular el porcentaje
del resultado de la actividad microbiana que se presenta en la materia organica del suelo, es importante
relacionar los resultados obtenidos de diferentes métodos o préacticas que proporcionen valores relacionados
a la materia organica presente en el suelo.
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IV. METODOLOGIA

IV.1 CARACTERIZACION DEL SUELO

Las propiedades y caracteristicas de un suelo se ven definidas por el tipo de material del cual esta compuesto,
el clima, la vegetacion que crece en él y el tiempo que tard6 en formarse (Miguel, 2003), estos elementos
representan un factor importante al momento de estudiar el suelo, por lo cual, para poder comenzar con el
andlisis del suelo con el que se experimentaria, se realizaron las siguientes pruebas para caracterizar el suelo:

IV.1.1 Obtencion de pH

Este parametro cuantifica que tan acido o basico es un liquido, sustancia acuosa o suelo, transformando los
valores de la concentracion de los iones de hidrogeno en nimeros que van del 0 al 14. Por lo que, se hace
uso de la tabla 1V.1:

TABLA V.1 Clasificacién de los valores de pH (NOM-021-RECNAT-2000)

Clasificacion pH
Fuertemente acido <50
Moderadamente acido 51-6.5

Neutro 6.6-7.3
Medianamente alcalino 74-85
Fuertemente acido >8.5

Para conocer el pH en el suelo contaminado se utilizé el método descrito en Ia norma NOM 021-RECNAT-
2000, que permite hacer la determinacion del pH en muestras —~SHE 4= : ‘ ‘

de suelo en una solucion de agua pura utilizando un electrodo.
El método se inicia con el pasado de 10 gramos de suelo en
un matraz de 50 ml de capacidad, posteriormente se agregan
20 ml de agua destilada y se pone en agitacién mecénica
durante 30 minutos, para después dejarlo reposar 15 minutos;
una vez pasado este tiempo y, calibrado el medidor de pH con
soluciones reguladoras y enjuagado con agua destilada, se
comienza la medicion, realizando dos mediciones: una del
agua suspendida que se encuentra en el frasco después del
reposo de la suspension y otro después de agitar la
suspension. Las lecturas que se deben registrar son las que
aparecen en el medidor una vez que el dispositivo se :
encuentra estabilizado. Para tener un control de las pruebas, " by

el experimento se realiz por duplicado. FIGURA IV.1 Lectura de medidor de pH para
muestras de suelo
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IV.1.2 Densidad real

Esta se define como la relacion entre el peso y el volumen de la fase sélida del suelo, se puede conocer a
partir de dos parametros: la masa y el volumen de una cierta cantidad de suelo.

Para determinar la densidad real del suelo, se utilizd el método del
picnémetro descrito en la norma NOM-021-RECNAT-2000. Para
poder realizar este procedimiento es necesario someter la muestra
a una destruccion de la materia organica, pero ya que se trata de un
suelo contaminado con hidrocarburo, este pretratamiento no fue
llevado a cabo. Continuando con el experimento, se inicia con el
pesado de un picnometro limpio y seco (1), anotando el valor para
poder agregar 5 gramos de suelo con ayuda de un embudo (2), se
debe tratar de evitar el contacto directo del picnometro con las
manos, manteniéndolo lo mas limpio que se pueda durante el
proceso. Posteriormente, se agrega agua destilada recientemente
hervida y fria hasta la mitad del volumen del picndmetro, girandolo
entre los dedos para unificar el agua con el suelo y colocarlo en un
desecador de vacio; en este, se hace vacio durante 15 minutos para
eliminar el aire retenido en el suelo, realizando este procedimiento
de manera paulatina para evitar pérdidas de material.

FIGURA IV.3 Picnémetros en desecador

Luego, se deja reposar en el desecador por 30 minutos, eliminando el vacio del desecador paulatinamente;
una vez transcurrido este tiempo, se saca el picndmetro del desecador para poder llenarlo hasta aforo con
agua destilada hervida y fria, secando el exterior lo mejor que se pueda para poder pesarlo en una balanza
analitica (3), anotando este valor. Se toma la temperatura de la suspension. Después de terminar las
mediciones antes descritas, se vacia el picnometro y se limpia adecuadamente para poder llenarlo con agua
destilada hervida y fria; y a continuacion, pesar el picnémetro (4) y tomar la temperatura, anotando los valores.
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Una vez realizado el experimento, se realizan los calculos para poder obtener la densidad real del suelo:
. ps
Densidad real (ps) = Vs
S

Donde:

ps=(2)-()
ps: peso de las particulas del suelo

_@W-1 3-@
 pw pw

Vs: Volumen de las particulas del suelo
pw: Densidad del agua

IV.1.3 Densidad aparente

Se define como el peso de una unidad de volumen del suelo, con este es posible conocer el movimiento del
aire, agua y compactacion en un suelo.

Para la obtencion de este parametro se utilizd como referencia el manual de précticas de Edafologia de la
Universidad de la Rioja (Andrades et al., 2015). En este se describe el procedimiento necesario para la

. €Stimacion de la densidad aparente con el método
aproximado de la probeta. Se comienza con el pesado de 10
gramos de suelo seco, lo cuales se introducen en una probeta
de 10 ml, agregando el suelo paulatinamente procurando que
no queden espacios sin rellenar en la probeta, una vez se
comprueba que la muestra se encuentra homogénea, se
anota el volumen que ocupa la muestra (V1). A continuacion,
poco a poco se agregan 0.5 ml de agua con ayuda de una
bureta al centro de la probeta; una vez agregada el agua, se
cubren las probetas con aluminio para evitar la evaporacion.
Se deja reposar un periodo de 24 horas para dejar que el agua
drene adecuadamente, cuando haya transcurrido este tiempo,
se mide el volumen de suelo seco en la probeta (V2) y se
puede continuar con el calculo numérico.

FIGURA IV .4 Agregado de agua en bureta para
estimacion de densidad aparente

Para conocer el valor estimado de la densidad aparente en el suelo, se realizan los siguientes célculos:

Peso del suelo seco[ g de suelo ]
@ 4 cm3 de suelo

*Ya que en este método la medicién de los volimenes V1y V2 son tomados a partir de los criterios de las
personas que realizan el experimento, estos pueden no ser exactos.
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A partir de la siguiente tabla, se puede interpretar la valoracion obtenida con base en el experimento:

TABLA V.2 Clasificacion del suelo a partir de su densidad aparente (NOM-021-RECNAT-2000)

Tipos de suelos [g/cm?]
Organicas y volcanicos <1.00
Minerales
Arcillosos 1.0-1.19
Francosos 1.20-1.32
Arenosos >1.32

IV.1.4 Porosidad

Segun el manual de practicas de Edafologia de la Universidad de la Rioja, es posible estimar el porcentaje de
porosidad del suelo a partir del conocimiento de la densidad aparente y real, por lo que se puede calcular
como:

dq
%P = (1——) %X 100
ps

IV.1.5 Materia Organica

De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000, la materia organica del suelo se determina a través del contenido
de carbono organico; por lo que, a partir de los resultados obtenidos en el apartado 5.6.2 Carbono Organico
Total de este escrito, se tiene que:

% Materia Organica = % C.Organico X 1.724

Donde el valor 1.724 es el factor de Van Benmelen, que supone que la materia organica contiene un
aproximado de 58% de carbono en su composicion.

IV.2 CONTEO DE BACTERIAS

Para el experimento principal no es necesario conocer la variedad de microorganismos que se encuentran
presentes en el suelo, ya que se sabe que el suelo contiene una cantidad variada de microorganismos
heterétrofos y que entre esta diversidad se encuentran bacterias biodegradadoras que, al aumentarlas, haran
posible el proceso de biodegradacion. Por lo que, la realizacion del conteo de bacterias se desarrollé a partir
del procedimiento descrito en la norma NOM-092-SSA1-1994, que proporciona el método para estimar la
cantidad de microorganismos presentes en distintos medios por la cuenta de colonias en un medio solido
incubadas aerébicamente y el procedimiento descrito en la NOM-110-SSA1-1994, que proporciona las guias
generales para la preparacion de diluciones para el analisis microbiolégico (DOF, 1995).
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Como primer paso, se deben tener preparados los medios de cultivo, que son hechos con una mezcla de
extracto de levadura, triptona, dextrosa, agar y agua; donde se disuelven los ingredientes en un litro de agua
que se lleva a hervor, vertiendo la mezcla en recipientes de vidrio esterilizados hasta la mitad de su capacidad;
para después esterilizarlos en autoclave a 121 £ 1°C durante 15 minutos. Como segundo procedimiento, se
debe realizar la solucién diluyente, la cual se distribuye en tubos de ensayo con tapa, estilizados y limpios,
con ayuda de una pipeta se vierten 9 mililitros en cada tubo, para, a continuacion, esterilizarlos durante 15
minutos.

Una vez teniendo estos dos componentes, se colocan las cajas en la mesa de trabajo para realizar la
inoculacion, marcando las tapas de éstas de manera que se identifique la dilucién que se realizara. Para
obtener la dilucion primaria, se pesa 1 gramo de muestra a analizar, que seré agregado al tubo de ensayo con
la solucién diluyente, tapandola y sosteniendo firmemente la tapa para, con ayuda de un agitador,
homogeneizar por un minuto y medio hasta que se tenga una suspension completa, procurando tomar la parte
liquida de la suspension para las diluciones restantes, dejando que las particulas grandes de la muestra se
sedimenten. Una vez que se tiene la dilucidn primaria, se preparan las diluciones decimales adicionales; para
la primera dilucion adicional, se agrega un mililitro de la dilucién primaria en un tubo con solucion diluyente
con ayuda de una pipeta, procurando que la pipeta no toque el diluyente; con ayuda del agitador,
homogeneizar por un minuto y medio. Las diluciones decimales adicionales restantes se realizan de la misma
manera, utilizando pipetas diferentes para cada dilucion.

R, = = W

FIGURA IV.5 Homogenizacién FIGURA IV.6 Dilucién primaria y diluciones decimales
de diluciones adicionales

Ya que el tiempo maximo para la inoculacion del medio de cultivo con las diluciones preparadas es de 20
minutos, la inoculacién se realiza una vez terminado el proceso de homogeneizacion de cada dilucién. La
inoculacion se realiza con ayuda de una pipeta, agregando 1 mililitro de dilucion en las cajas Petri, donde se
encuentra el medio de cultivo, y mezclandolo con 6 movimiento de derecha a izquierda, 6 en sentido de las
manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras a adelante, logrando la completa incorporacion del
indculo con el medio de cultivo. Los procedimientos descritos anteriormente se realizaron de manera que los
medios de cultivo no se vieran contaminados.
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FIGURA IV.7 Inoculacion del medio de cuItivo'
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Después de realizar las inoculaciones necesarias, las cajas Petri se colocan dentro de una incubadora con
termostato durante 24 horas; una vez transcurrido este tiempo, se realiza el conteo de las colonias en las
placas, realizando el conteo hasta llegar a un maximo de 250 unidades formadoras de colonias (UFC).

FIGURA IV.8 Conteo de colonias en placas
IV.3 PRIMERA ETAPA DEL EXPERIMENTO 1

El suelo extraido del sitio y trasladado al sitio del experimento, se triturd y tamiz6 con una malla nimero 4;
después de homogeneizarlo, se obtuvieron tres muestras, a las cuales se les realizd un anélisis de
hidrocarburos fraccién media (HMF), hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y conteo de bacterias.
Posteriormente, este suelo se distribuyd en nueve recipientes plasticos de diferente tamafio, colocando 1
kilogramo en cada uno.

Los recipientes se denominaron, de acuerdo con el tratamiento que se realizaria en el suelo de cada recipiente,
de la siguiente manera:

A1, A2 y A3; contenedores con 1 kg de suelo con hidrocarburo;

A4, A5y AB; contenedores con 1 kg de suelo contaminado con adicién de 50 gramos de HS; y

A7, A8 y A9; contenedores con 1 kg de suelo contaminado y adicion de 100 gramos de HS.
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Antes del inicio del experimento, se tomd una muestra de cada contenedor para realizar anélisis de HFM, HAP
y conteo de bacterias.

FIGURA IV.9 Contenedores con 1 kg de suelo contaminado

Los contenedores tienen dimensiones de 14 x 13.7 cm y 11.5 cm de alto; 44 x 24 cm con una altura de 15 cm;
y 33.5x 20.2 cm de base y 11.5 cm de altura. En todos ellos se agregd la misma cantidad de suelo.

Posteriormente, con ayuda de una espatula y un vaso de precipitados de 150 ml, cada 3 dias se agregaron
100 ml de agua a cada contenedor, mezclando el suelo con la espatula para distribuir uniformemente el liquido
y mantener la humedad en el suelo.

Antes de agregar el bioestimulante (HS) al suelo, se tomaron muestras para conocer las concentraciones
iniciales de HFM y HAP de cada charola con las que se iniciaria el experimento. Posteriormente, se agregd la
cantidad correspondiente de harina de sangre a los contenedores A4 a A9; agregando 50 g de HS a los
primeros tres contenedores, y adicionando 100 g de HS a los recipientes A7 a A9, continuando con la aireacién
y mantenimiento de humedad.

FIGR I0 otenedres aI‘i-hiiar el experiment6
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FIGURA IV.11 Equipo utilizado para airear y mantener humedad en el experimento

Tres semanas después, se realizd una segunda toma de muestras para conocer las concentraciones de HFM
y HAP, asi como realizar el conteo de bacterias.

IV.4 SEGUNDA ETAPA DEL EXPERIMENTO 1

Después de realizar la segunda toma de muestras y obtener los resultados de las concentraciones de los
hidrocarburos, se decidié realizar una adicién de harina de sangre a los recipientes A4 a A9; agregando 50 g
de HS a los primeros tres contenedores que, para fines practicos, se renombraron como A2-4, A2-5 y A2-6;
de igual manera, se adicionaron 100 g de HS a los contenedores A7 a A9, a los que también se renombraron
(A2-7, A2-8 y A2-9). Se continua con la aireacion y mantenimiento de humedad en el suelo de los
contenedores.

FIGURA IV.12 Contenedores A1, A2 y A3
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FIGURA IV.14 Contenedores A2-7, A2-8 y A2-9

Después de 15 dias del inicio de la segunda etapa del experimento, se realiza la tercera toma de muestras
para conocer las concentraciones finales del hidrocarburo, analizando los valores de las concentraciones de
HFM, HAP y conteo de bacterias.
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IV.5 EXPERIMENTO 2: VOLATILIZACION
Este experimento consistié en agregar el suelo con la concentracion inicial de HFM en 6 frascos donde se
colocaron 100 gramos de suelo en cada uno. Tres de los frascos se mantuvieron abiertos en un lugar ventilado;
mientras que los tres restantes se conservaron cerrados con aluminio en la boca del frasco para evitar el
ingreso de aire. Una semana después, se recolectaron los frascos para analizarlos y determinar las
concentraciones de HFM y HAP finales, corroborando si existié algun cambio debido a la volatilizacion.

FIGURA IV.15 Frascos para experimento 2

IV.6 EXPERIMENTO 3: FOTOLISIS
Este experimento se realizd al mismo tiempo que el experimento 2, tanto en su inicio como en su término.
Utilizando 6 frascos de vidrio donde se agregd 100 gramos de suelo contaminado en cada uno. Estos frascos
se mantuvieron cerrados con sus tapas correspondientes, pero tres de estos fueron envueltos en papel
aluminio, colocados en una caja para evitar la exposicidn a la luz; los tres restantes fueron colocados a la
intemperie expuestos a la luz. Al terminar el experimento, los frascos fueron enviados al laboratorio para la
determinacién de los valores de HFM y HAP para conocer si existe efecto por fotdlisis.

FIGURA IV.16 Frascos expuestos a luz para experimento 3
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FIGURA IV.17 Frascos ocultos de la luz para experimento 3

IV.7 EXPERIMENTO 4

El experimento 4, tiene como objetivo verificar que ha existido biodegradacién, para lo cual, se determinaron
los siguientes parametros: carbono organico total, proteinas y sélidos totales volatiles. Cada uno de estos
parametros indican la presencia de bacterias y su vinculacion con la biodegradacion mediante su actividad en
el suelo, pero ya que estudiar estos parametros por si solos no proporciona la informacion necesaria para
conocer la influencia de los microorganismos en la biorremediacion del suelo contaminado, es necesario
realizar estas tres pruebas en conjunto que permiten tener una representacion mas certera en los resultados
obtenidos.

IV.7.1 Carbono organico total

Este parametro se analiz6 en el Laboratorio de Edafologia Ambiental del Laboratorio Nacional de Geoquimica
y Mineralogia del Instituto de Geologia de la UNAM, que realizé la destruccion de los carbonatos presentes
en el suelo con ayuda de HCI 5N y utilizando un analizador elemental CNHS/O, Thermo Scientific Flash 2000.
Se analizaron las siguientes cinco muestras de 100 g cada una:

1: suelo con hidrocarburo con concentracién inicial;

2: suelo con hidrocarburo y el equivalente a 50 gramos de HS;

3: suelo con hidrocarburo y el equivalente a 100 gramos de HS;

4: suelo con hidrocarburo y 100 gramos de HS, muestra compuesta de recipientes A2-4, A2-5y A2-6; y
5: suelo con hidrocarburo y 200 gramos de HS, muestra compuesta de contenedores A2-7, A2-8 y A2-9

IV.7.2 Obtencion de proteinas totales a partir del método de nitrogeno Kjeldahl

Para la realizacion de este experimento, se utilizd como base el método Micro-Kjeldahl mencionado en el
Manual de técnicas de andlisis de suelos de Fernandez, L. C., et al. (2006), asi como una adaptacién de la
norma NMX-AA-026-SCFI-2010 proporcionada por académicos del instituto de ingenieria. El método consta
de dos etapas: digestion, que consiste en la transformacion de compuestos nitrogenados en nitrégeno
amoniacal.; y destilacion, para el cual se utiliza el método de determinacion de amonio por destilacion.
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Para iniciar con el experimento, se prepararon las siguientes soluciones: solucién de sulfato de cobre al 10%
(CuS045H20), solucién de NaOH al 32%, solucion indicadora mixta con &cido borico, solucion estandar de
acido sulfarico 0.02 N y una solucion de carbonato de sodio 0.05 N. Una vez preparadas las soluciones
requeridas, se inicia con la preparacion de la muestra; se utilizaron un total de 11 muestras de suelo, que
fueron trituradas con un mortero, las cuales se describen a continuacion:

0: blanco necesario para el calculo del nitrégeno;

1'y 2: suelo con hidrocarburo con concentracion inicial;

3y 4: suelo con hidrocarburo y el equivalente a 50 gramos de HS;

5y 6: suelo con hidrocarburo y el equivalente a 100 gramos de HS;

7'y 8: suelo con hidrocarburo y 100 gramos de HS, muestra compuesta de suelo de las charolas A2-4, A2-5y
A2-6;y

9y 10: suelo con hidrocarburo y 200 gramos de HS, muestra compuesta de suelo de las charolas A2-7, A2-8
y A2-9.

Se agregan 0.5 g de cada muestra en un tubo BUCHI; se agrega 1 g de reactivo de selenio y 5 ml de solucién
de sulfato de cobre al 10% para, a continuacion, introducir el tubo BUCHI a un digestor por un aproximado de
2 horas 0 hasta que la muestra cambiara a un color verde esmeralda; una vez transcurrido este tiempo, se
dejé enfriar la muestra.

FIGURA IV.19 Tubos BUCHI con muestras enrdigestor
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Mientras la muestra se enfriaba, se prepard un matraz con 25 ml de solucién indicadora de acido bdrico. Ya
enfriado el tubo BUCHI, se introdujo en el destilador, el cual se configuré para agregar 50 ml de agua destilada,
50 ml de solucién de carbonato de sodio al 32%, y que el proceso de destilacion tuviera una duracion de 4
minutos. Ya que el matraz contiene el destilado del proceso, se tituld con la solucion de &cido sulfarico 0.02

N, donde la solucién debe virar a un color violeta, anotando el volumen gastado.

220
Il \-zooig

S X @
L %)50‘

FIGURA IV.21 Titulacion de destilado

Para obtener el valor del porcentaje del nitrégeno Kjeldahl contenido en cada muestra, se utiliz6 la siguiente

formula:
(T—B)XNx14

Nitrégeno Kjeldahl [%] = 5

Donde:

T: ml de &cido sulfurico gastado en la muestra
B: ml de &cido sulfarico gastado en el blanco
N: normalidad exacta el acido sulfurico

S: peso de la muestra de suelo

Con ayuda de la tabla IV.3, se puede interpretar el valor obtenido de nitrogeno Kjeldahl:
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TABLA 1V.3 Clasificacion del suelo a partir de su contenido de nitrdgeno total (manual de técnicas de analisis
de suelos, 2006)

Categoria Valor (%) de nitrégeno en suelo
Extremadamente pobre <0.032
Pobre 0.032-0.063
Medianamente pobre 0.034 - 0.095
Medio 0.096 - 0.126
Medianamente rico 0.127 - 0.158
Rico 0.159 - 0.221
Extremadamente rico >0.221

Una vez obtenido el valor porcentual del nitrégeno Kjeldahl, como se mencioné anteriormente, es necesario
multiplicar por el factor de conversion de 6.25, por lo tanto:

Proteina total = Nitrdogeno Kjeldahl [%] X 6.25

IV.7.3 Obtencion de sélidos totales volatiles (STV)

Segun la norma NMX-AA-034-SCFI-2015, como primer paso para iniciar con el experimento, se deben
acondicionar las capsulas de porcelana; para esto, las capsulas deben estar limpias para poder introducirlas
a un horno a una temperatura aproximada de 105 °C durante 30 minutos; posteriormente se introducen a una
mufla con una temperatura de 550 °C £ 50 °C durante 30 minutos. Después de transcurrido ese tiempo, se
introducen nuevamente al horno por 30 minutos; luego, para que estas se enfrien, se dejan en un desecador
por 30 minutos como minimo; pasado este tiempo, se pesan las capsulas. Este método se debe repetir hasta
que, al pesar las capsulas, sélo haya una diferencia de + 0.0005 gramos, y se registra la ultima pesada como
m1. Durante todo el procedimiento es necesario utilizar pinzas, ya que se debe evitar tocar las capsulas con
las manos para evitar que estas se manchen con la grasa de los dedos o para prevenir accidentes.

FIGRA IV.22 Pesado de capsulas de porcelana
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Se utilizaron un total de 10 muestras para realizar este método, las cuales fueron:

1'y 2: suelo con hidrocarburo con concentracion inicial;

3y 4: suelo con hidrocarburo y el equivalente a 50 gramos de HS;

5y 6: suelo con hidrocarburo y el equivalente a 100 gramos de HS;

7'y 8: suelo con hidrocarburo y 100 gramos de HS, muestra compuesta de suelo de charolas A2-4, A2-5 y A2-
6,y

9y 10: suelo con hidrocarburo y 200 gramos de HS, muestra compuesta de suelo de charolas A2-7, A2-8 y
A2-9.

Una vez obtenido m1, se pesd 1 g de muestra de suelo contaminado en la capsula, el cual se registra como
V, para introducirlo al horno a una temperatura de 105 °C £ 2 °C durante 30 minutos, una vez transcurrido
este tiempo, se dejo enfriar en un desecador al menos 30 minutos para posteriormente pesar la capsula con
la muestra. Se registro el peso y se repitié el procedimiento nuevamente hasta que se obtuvo una diferencia
de + 0.0005 g entre pesadas; el ultimo registro se denomind ms.

Continuando con el experimento, se introdujo la capsula de porcelana a un horno durante 30 minutos v,
posteriormente, se coloc6 en una mufla a 550 °C + 50 °C durante 30 minutos; transcurrido este tiempo, con
ayuda de unas pinzas, se coloco la capsula una vez mas en el horno durante 30 minutos y, finalmente, se dej6
enfriar en un desecador por 30 minutos aproximadamente. Finalmente, se pesé la capsula con el suelo,
registrando el valor como ma.

FIGURA IV.23 Muestras calcinadas

Se realizé el siguiente calculo para conocer el contenido de sélidos totales volétiles:

STV = (mslg] —malgD) 1000000

Vig]

Donde:

mses la masa de la capsula con el residuo después de la evaporacion

m4 es la masa de la capsula con el residuo después de la calcinacion

V que en este caso es la masa de la muestra pesada al inicio del experimento
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 CARACTERIZACION DEL SUELO
Los resultados obtenidos a partir del anélisis del suelo para su caracterizacion son:

TABLA V.1 Parametros iniciales del suelo para su caracterizacion

Parametro Valor obtenido
pH 6.4
Densidad Real (ps) [g/cm3] 2.20
Densidad Aparente (da) [g/cm3] 1.17
Porosidad [%] 46.96
Conteo de bacterias [NMP] 1,200,000

Nitrogeno Kijeldahl [%)] 0.16
Carbono organico [%] 6.46
Materia organica [%)] 11.14

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas y de acuerdo con la norma NOM-021-RECNAT-2000, se
interpreta que el valor de pH clasifica al suelo como moderadamente acido. Asimismo, el valor de la densidad
aparente corresponde a un suelo arcilloso, y de acuerdo con el manual de técnicas de analisis de suelos, se
clasifica como rico en nitrégeno. Con respecto al valor de carbono organico, se tiene un suelo con una
concentracion muy alta de materia organica.

Analizando los resultados de la tabla 1.1y tabla V.1, se tiene una disminucion de pH de 1.6, la densidad real
disminuy6 0.19 y la densidad aparente 0.23. La porosidad aument6 mas del 5%; y la materia organica aumenté
5.27%, que se considera como un suelo con alto contenido de materia orgénica. Analizando los resultados,
se observa que las caracteristicas en el suelo son diferentes en ambos casos, debiéndose a que, segun
Martinez, E., et al. (2008), la concentracion de materia organica del suelo tiene influencia en el comportamiento
de las caracteristicas fisicas y quimicas del mismo; disminuyendo el valor de pH cuando el suelo es alcalino,
ya que se menciona que al mezclarse el CO2 de la atmdsfera con agua se forma acido carbdnico que, al
disolverse, genera H+ que lo acidifica; lo cual pudo presentarse ya que el suelo se mantuvo expuesto al
ambiente y con un agregado de agua constante antes de la toma de muestras en las que se obtuvieron los
resultados presentados en la tabla V.1 antes mencionada. Martinez también menciona que la materia organica
del suelo tiene efectos en la porosidad de este, aumentando esta caracteristica, pues se sabe que la porosidad
se obtiene mediante la relacion de la densidad real y la densidad aparente, conociendo que la materia organica
disminuye ambos parametros. El aumento de la materia organica en el suelo se debe a la actividad de los
microorganismos, ya que, a pesar de registrarse que el conteo de bacterias en las tablas 1.1 y V.1 no
presentaron cambios, las bacterias dentro del suelo después de realizar su trabajo en el suelo, mueren y se
convierten en parte de la materia organica del suelo, pero al mismo tiempo, se siguen reproduciendo, debido
a que, antes de tomar las muestras, como se mencion¢ anteriormente en la metodologia del experimento 1,
se inicio con el triturado y tamizado del suelo, este proceso tuvo una duracién de aproximadamente 2 semanas,
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tiempo en el cual el suelo se mantuvo expuesto al ambiente, permitiendo una oxigenacion limitada, pero que

contribuyo al mantenimiento de los microorganismos existentes en el suelo a pesar de su almacenamiento
antes del inicio del experimento.

V.2 PRIMERA ETAPA DEL EXPERIMENTO 1

Como se menciond en la metodologia del experimento 1, después del tamizado del suelo, se recolectaron un
total de 3 muestras, cuya concentracion se muestra en la siguiente tabla:

TABLA V.2 Concentraciones inicial de hidrocarburos

M1 M2 M3 PROMEDIO
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
HFM 16176.0 16036.3 17252.5 16488.3
HAP
Benzo(a)antraceno 235.85 319.33 262.79 272.66
Benzo(a)pireno 299.33 253.31 322.18 291.61
Benzo(b)fluoranteno 409.66 441.31 415.6 422.19
Benzo(k)fluoranteno 154.41 157.8 144.31 152.17
Dibenzo(a,h)antraceno 79.5 75.29 80.33 78.37
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 264.39 276.57 265.14 268.70
Conteo de bacterias [NMP] 1,200,000

En la tabla V.2, se observa que los resultados de HFM para M1 y M2 son similares, al contrario de M3 que
presenta un aumento de mas de 1,000 [mg/kg]; esto puede deberse a que, a pesar de procurar la uniformidad
en las muestras mezclando el suelo tamizado, es posible que éstas fueran extraidas de zonas distintas y no
se obtuvo una homogeneizacion completa de las muestras de suelo. Es evidente que las concentraciones

tanto para HFM como para HAP sobrepasan los limites maximos permisibles establecidos en la norma NOM-
138-SEMARNAT/SSA1-2012.

Partiendo de lo descrito anteriormente en la metodologia, se tiene que las concentraciones iniciales de HFM,
HAP y conteo de bacterias son las siguientes:

TABLA V.3 Resultados obtenidos antes del inicio del experimento!

Contenedores | Contenedores | Contenedores
A1,A2yA3 A4, A5yA6 | A7,A8yA9
mg/kg mg/kg mg/kg
HFM 13165.0 13631.3 11283.9
HAP
Benzo(a)antraceno 285.99 ‘ 266.95 ‘ 232.78 \

! Los resultados de HFM y HAP de los contenedores A1 a A9, se pueden consultar en el anexo 1.
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Benzo(a)pireno 332.76 346.81 246.89
Benzo(b)fluoranteno 496.73 525.38 345.92
Benzo(k)fluoranteno 133.65 137.51 103.40

Dibenzo(a,h)antraceno 84.73 96.45 60.27
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 269.73 304.24 200.34
Conteo de bacterias [NMP] 2,700,000 1,600,000

La diferencia de las concentraciones promedio de HFM entre las tablas V.2 y V.3 es de 3794 [mg/kg]; como
se menciond anteriormente, puede deberse a la heterogeneidad del suelo de estudio, pero también es muy
probable que las variaciones presentadas se deban a la oxigenacion constante y el mantenimiento de la
humedad en el suelo durante el proceso de mezclado en la distribucidn del suelo en los nueve recipientes.
Las variaciones para HAP son menores, por lo que se puede decir que no se presenta un cambio significativo.

Una vez iniciado el experimento y agregada la harina de sangre en los contenedores correspondientes, se
observa un incremento en la cantidad de microorganismos, principalmente en los contenedores en los que se
agregaron 50 g de HS, observandose una preferencia de los microorganismos por la cantidad mas pequefia
de HS, ya que el crecimiento en mas notorio en los contenedores A4, A5y AG.

En el transcurso del experimento, después de unos dias de agregar agua y remover el suelo con el
contaminante y la harina de sangre, es perceptible un cambio en el olor y color de las muestras, percibiendo
el aroma incluso en los cultivos que se realizaron para el conteo de bacterias, esto se le atribuye a la harina
de sangre, ya que al ser un producto de origen animal y tener un color tan caracteristico e intenso, modifico
estas caracteristicas del suelo.

Continuando con el experimento, se realiza la toma de muestras 3 semanas después del agregado de la
harina de sangre en las charolas correspondientes donde se obtuvieron los siguientes resultados:

TABLA V.4 Concentraciones de hidrocarburos después de 3 semanas de iniciar el experimento?

Muestras Muestras con | Muestras con

testigo (A1, A2 | 50 g de HS 100 g de HS

y A3) (A4, A5y A6) | (A7,A8Yy A9)
mg/kg mg/kg mg/kg
HFM 10657.2 10492.5 8756.2

HAP

Benzo(a)antraceno 213.09 219.12 209.38
Benzo(a)pireno 242.40 244.78 224.79
Benzo(b)fluoranteno 321.74 316.47 291.07
Benzo(k)fluoranteno 94.85 92.32 83.14
Dibenzo(a,h)antraceno 55.65 61.40 54.61

2En el anexo 2 se muestran las concentraciones de HFM y HAP de cada contenedor.
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Indeno(1,2,3,c-d)pireno 177.87 195.15 175.62
Conteo de bacterias [NMP] 1,800,000,000 | 910,000,000

En la tabla V.5, se presentan los resultados de porcentaje de remocion del experimento después de tres
semanas de duracién del experimento, comparando los resultados de las tablas V.3 y V.4, durante el cual se
mantuvieron la humedad y la aireacion en el suelo.

TABLA V.5 Porcentaje de remocion después de 3 semanas del inicio del experimento

Muestras Muestras con | Muestras con

testigo (A1, A2 | 50 g de HS 100 g de HS

y A3) (A4, A5y A6) | (A7,A8yA9)

% % %
HFM 19.0 23.0 224
HAP

Benzo(a)antraceno 25.5 17.9 10.1
Benzo(a)pireno 27.2 294 8.9
Benzo(b)fluoranteno 35.2 39.8 15.9
Benzo(k)fluoranteno 29.0 32.9 19.6
Dibenzo(a,h)antraceno 34.3 36.3 94
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 341 359 12.3

En la tabla V.5, se observa mayor remocion en las muestras con 50 g de HS, tanto en HFM como en HAP. De
igual manera, se observa una relacion entre la cantidad de microorganismos presentes en el suelo de los
contenedores de control y el porcentaje de remocién de HFM ya que, al presentarse un mayor nimero de
microorganismos en las muestras con 50 gramos de HS, se espera un mejor rendimiento de los
microorganismos. Aunque es notable que, a pesar de tener un mayor porcentaje de remocion y casi el doble
de microorganismos presentes en el suelo, la diferencia de remocién entre los contenedores con 50 g de HS
y 100 g de HS es de 0.6%, por lo que, es notable que la actividad microbiana es muy activa en las muestras
de suelo con 100 g de HS.

V.3 SEGUNDA ETAPA DEL EXPERIMENTO 1
Los resultados obtenidos hasta este punto del experimento 1 indican valores aun muy por encima del limite
permisible establecido en la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, por lo que, para intentar aumentar el
porcentaje de remocion en el suelo, se decidio realizar un aumento de la cantidad de harina de sangre en el
suelo de cada contenedor. En la tabla V.6 se muestran los resultados:
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TABLA V.6 Resultados obtenidos 7 semanas después de iniciar el experimento?

Muestras Muestras con 100 | Muestras con 200 g
testigo (A1, A2y | g de HS (A2-4, A2- | de HS (A2-7, A2-8 y
A3) 5y A2-6) A2-9)
mg/kg mg/kg mg/kg
HFM 12198.5 10342.4 6313.0
HAP
Benzo(a)antraceno 206.60 183.58 113.53
Benzo(a)pireno 228.63 209.56 122.96
Benzo(b)fluoranteno 289.56 255.09 156.21
Benzo(k)fluoranteno 98.14 83.49 52.21
Dibenzo(a,h)antraceno 50.44 55.29 33.34
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 153.18 129.58 72.52
Conteo de bacterias [NMP] 2,200,000 2,200,000,000 4,000,000,000

Calculando el porcentaje de remocidn respecto a las concentraciones presentadas en la tabla V.3, se tiene:

TABLA V.7 Porcentaje de remocion después de 7 semanas del inicio del experimento

Muestras Muestras con 100 | Muestras con 200 g
testigo (A1, A2 | g de HS (A2-4, A2- | de HS (A2-7, A2-8 y
y A3) 5y A2-6) A2-9)
% % %
HFM 7.3 24.1 44.1
HAP
Benzo(a)antraceno 27.8 31.2 51.2
Benzo(a)pireno 31.3 39.6 50.2
Benzo(b)fluoranteno 417 514 54.8
Benzo(k)fluoranteno 26.6 39.3 49.5
Dibenzo(a,h)antraceno 40.5 42.7 44.7
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 43.2 57.4 63.8

Al examinar las tablas V.6 y V.7 se observa que se presenta un cambio de preferencia de los microorganismos,
ya que anteriormente la mayor remocion de hidrocarburos ocurrid con la menor concentracion de harina de
sangre y para este caso se obtiene mayor remocién con 200 gramos de harina de sangre.

Aun cuando no se obtiene la concentracién maxima permisible de 5000 mg/kg de HFM, se observa una
aproximacién con la concentracion de 200 gramos de harina de sangre. Esto corresponde, ademas, al
aumento considerable del numero de bacterias.

3 Las concentraciones obtenidas de cada contenedor con suelo se pueden observar en el anexo 3.
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En las siguientes figuras, se presentan los resultados de las concentraciones de HFM y la relacion con el
numero de bacterias:

Muestras vs bacterias
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12000.0
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FIGURA V.1 Concentracion de HFM y conteo de bacterias para muestras testigo

Se observa en la figura V.1 que se presenta una mayor remocion del hidrocarburo después de 3 semanas de
iniciar el experimento y, a pesar de mostrarse remocion en las muestras, al pasar las semanas se observa un
repentino aumento en la concentracién del contaminante, notdndose un cambio en el comportamiento
registrado anteriormente, pese a presentarse un aumento en el contenido de microorganismos, por lo que,
segun De los Cobos, D. (2024), comenta que esto puede deberse al fendomeno de transferencia de los
microorganismos o0 bioacumulacion, que se presenta cuando un microorganismo acumula el hidrocarburo y
no lo procesa, por lo que se puede observar un incremento en la concentracion del contaminante.

Muestras vs bacterias
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FIGURA V.2 Concentracion de HFM y conteo de bacterias con 50 y 100 gramos de harina de sangre

En la figura V.2 se observa que la remocién del contaminante es significativa después de 3 semanas en las
que se realiz6 el experimento, mostrandose el mayor porcentaje de remocidn, presentado una congruencia
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con el conteo de bacterias realizado, ya que en este triplicado se vio el mayor nimero de microorganismos;
pero al observar el analisis realizado para la semana siete, se ve una disminucién en la actividad microbiana,
mostrando un bajo rendimiento y, por lo tanto, una menor remocién del contaminante.

Muestras vs bacterias
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FIGURA V.3 Concentracion de HFM y conteo de bacterias con 100 y 200 gramos de harina de sangre

Al observar la figura V.3 se aprecia que el comportamiento del experimento fue el esperado, ya que la remocion
del contaminante fue aumentando con el paso de las semanas, mostrando el mayor porcentaje de remocion
del contaminante. A pesar de no llegar al limite maximo permisible sefialado en la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012 se infiere que la concentracion del contaminante disminuira si se realiza el
experimento durante un periodo de tiempo mas largo.

En el caso de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), se tiene:

Tabla V.8 Remocién de HAP: Benzo(a)antraceno

Remocion de HAP [mg/kg] REMOCION
Benzo(a)antraceno [%]
INICIAL | 3 SEMANAS | 7 SEMANAS
Aireacion y humedad | 285.99 213.09 206.60 27.8
Adicién de 50 g de HS | 266.95 219.12 -
Adicién de 100 g de HS | 232.78 209.38 183.58 31.2
Adicién de 200 g de HS - - 113.53 51.2
Tabla V.9 Remocion de HAP: Benzo(a)pireno
Remocién de H,.AP [mglkg] REMOCION
Benzo(a)pireno [%]
INICIAL | 3 SEMANAS | 7 SEMANAS
Aireacion y humedad | 332.76 242.40 228.63 31.3
Adicion de 50 g de HS | 346.81 244.78 -
Adicién de 100 g de HS | 246.89 224.79 209.56 39.6
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Adicion de 200 g de HS \ ‘ 122.96 50.2
Tabla V.10 Remocion de HAP: Benzo(b)fluoranteno
Remocidn de HAP [mg/kg] REMOCION
Benzo(b)fluoranteno %]
INICIAL | 3 SEMANAS | 7 SEMANAS
Aireacién y humedad | 496.73 321.74 289.56 41.7
Adicion de 50 g de HS | 525.38 316.47 -
Adicion de 100 g de HS | 345.92 291.07 255.09 514
Adicion de 200 g de HS - - 156.21 54.8
Tabla V.11 Remocién de HAP: Benzo(k)fluoranteno
Remocidn de HAP [mg/kg] REMOCION
Benzo(k)fluoranteno [%]
INICIAL | 3 SEMANAS | 7 SEMANAS
Aireacién y humedad | 133.65 94.85 98.14 26.6
Adicién de 50 g de HS | 137.51 92.32 -
Adicién de 100 g de HS | 103.40 83.14 83.49 39.3
Adicion de 200 g de HS - 52.21 49.5
Tabla V.12 Remocion de HAP: Dibenzo(a,h)antraceno
Rerrlomon de HAP [mg/kg] REMOCION
Dibenzo(a,h)antraceno [%]
INICIAL | 3 SEMANAS | 7 SEMANAS
Aireacion y humedad | 84.73 55.65 50.44 40.5
Adicién de 50 g de HS | 96.45 61.40 -
Adicion de 100 gde HS |  60.27 54.61 55.29 42.7
Adiciéon de 200 g de HS 33.34 44.7
Tabla V.13 Remocion de HAP: Indeno(1,2,3,c-d)pireno
Remocion de HAP [ll'nglkg] REMOCION
Indeno(1,2,3,c-d)pireno [%]
INICIAL | 3 SEMANAS | 7 SEMANAS
Aireacion y humedad | 269.73 177.87 153.18 43.2
Adicion de 50 g de HS | 304.24 195.15 -
Adicion de 100 g de HS | 200.34 175.62 129.58 57.4
Adiciéon de 200 g de HS - - 72.52 63.8

En las tablas V.8 a V.13, se observa que, en todos los casos analizados, la mayor remocién de HAP se
presenta en el suelo con 200 gramos de harina de sangre a las siete semanas de experimentacion en la que
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se presenta un porcentaje de remocion promedio de 50%, donde se observa el mayor numero de poblacion
bacteriana. A pesar de que la remocion de HAP fue alta, no cumple con los limites maximos permisibles
establecido en la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012.

V.3 CONTEO DE BACTERIAS

Enlafigura V.4, se aprecia que el crecimiento de microorganismos fue mucho mayor en la muestra A5 después
del transcurso de 3 semanas del inicio del experimento, mostrando una preferencia de las bacterias por una
cantidad menor de harina de sangre, pero a partir de la segunda etapa del experimento, es notable un cambio
por un contenido mas grande del fertilizante, donde se observa que A2-8 muestra un incremento de mas de
cuatro veces el contenido mostrado en el contenedor A8 a las 3 semanas, debido, muy probablemente, a la
adaptacion de los microorganismos a la harina de sangre y a la aireacion que se realizé durante las siete
semanas del experimento.

Conteo de bacterias

4000.00
3750.00
3500.00
3250.00
3000.00
= 2750.00
S 2500.00
w 2250.00
& 2000.00
; 1750.00
& 1500.00
-2 1250.00
% 1000.00
< 750.00
S 500.00
ﬁj 250.00
§ 0.00 — — — —
. {\\-G'z\ é)\'g’\ &,gg\ &fa\ Q,g} Q,b%\ xgi':) @%)
Q\?, e ¥ QD% \,5':} ,\\"J
S KON
@
&
Contenedores

FIGURA V.4 Conteo de bacterias
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V.4 EXPERIMENTO 2: VOLATILIZACION

En cuanto a las concentraciones de HFM de las muestras de suelo utilizadas para el experimento de
volatilizacién, se compararon los resultados obtenidos de los frascos abiertos y cerrados expuestos al
ambiente, por lo que se obtuvo:

TABLA V.14 Promedio de resultados de experimentacion de volatilizacién para frascos abiertos y frascos
cerrados*

VOLATILIZACION
F. ABIERTOS | F. CERRADOS

mg/kg mg/kg

HFM 11649.2 12137.7
HAP

Benzo(a)antraceno 147.21 152.66
Benzo(a)pireno 187.64 197.55
Benzo(b)fluoranteno 246.98 255.30

Benzo(k)fluoranteno 78.14 86.02

Dibenzo(a,h)antraceno 49.63 46.52
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 115.17 109.85

Al analizar la tabla V.14 que muestra que no se presenta un cambio significativo en los valores de las
concentraciones de HFM y HAP; se concluye que la volatilizacion no contribuye significativamente a la
eliminacion del contaminante; sin embargo, la mezcla continua correspondiente al método de biorremediacion
que genera una aireacion, ademas de la adicion de agua, si constituye un factor de gran importancia para que
la remocion del contaminante sea mas eficiente, ya que se trata de distribuir de manera uniforme la
oxigenacion en la totalidad del suelo, es por esto que se presenta un grado de disminucion en la concentracion
de HFM y HAP en los primeros dos muestreos.

4 Las concentraciones de HFM y HAP de los frascos utilizados, pueden observarse en los anexos 4 y 5.
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V.5 EXPERIMENTO 3: FOTOLISIS
En la tabla V.15, se presentan las concentraciones obtenidas para el experimento de fotdlisis, se compararon
los resultados logrados a partir de los frascos expuestos a la luz solar y los que se mantuvieron cerrados y
cubiertos con papel aluminio, por lo que se tiene:

TABLA V.15 Promedio de los resultados de experimentacion de fotdlisis para frascos expuestos y frascos
cerrados y cubiertos®

FOTOLISIS
F. CERRADOS |F. EXPUESTOS

mg/kg mg/kg

HFM 11673.3 11995.8
HAP

Benzo(a)antraceno 135.88 143.74
Benzo(a)pireno 175.24 183.86
Benzo(b)fluoranteno 196.14 238.59

Benzo(k)fluoranteno 79.70 79.85

Dibenzo(a,h)antraceno 28.42 43.10
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 89.03 101.94

Al calcular el porcentaje de remocidn para ambos hidrocarburos, se presentan valores muy pequefios, por lo
que se concluye que no hay efecto por fotolisis, y las diferencias mostradas en los resultados pueden deberse
a la heterogeneidad del suelo. Ademas, el suelo al tratarse de un material solido, la transmision de la luz es
casi nula entre sus particulas, por lo que la degradacion de los contaminantes en este tipo de elemento es
casi nula.

V.6 EXPERIMENTO 4

V.6.1 Carbono organico total
Los resultados presentados por el Laboratorio de Edafologia Ambiental se presentan a continuacion:

TABLA V.16 Promedios de porcentaje de carbono organico total®

Muestra % C org
1 6.46
2 8.06
3 1.77
4 13.33
5 14.89

5 Los resultados de las concentraciones de HFM y HAP para los frascos analizados se pueden observar en los anexos 6y 7.
6 En el anexo 8 se pueden observar los resultados de los duplicados analizados.
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En la figura V.5, se presenta la relacion entre el contenido de carbono y el conteo de bacterias:

Carbono organico total y conteo de bacterias
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FIGURA V.5 Carbono organico total y conteo de bacterias

El carbono organico del suelo se compone de diversos elementos, donde se conoce que el propio hidrocarburo
que contamina el suelo constituye una parte de este; asi como la materia organica presente en el suelo y los
mismos microorganismos, ya sean vivos 0 muertos; por lo que, se puede suponer que a mayor numero de
bacterias existe una mayor concentracion de carbono organico total. Esto se observa en la figura V.5, donde
se muestra que el porcentaje de carbono organico aumenta a medida que aumenta el numero de
microorganismos en las muestras estudiadas.
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V.6.2 Obtencion de proteinas totales a partir del método de nitrégeno Kjeldahl

A continuacién, se presentan los promedios de los resultados para proteinas, que se obtuvieron a partir de los
calculos descritos en la metodologia, por lo que se tiene:

Proteina y Conteo de bacterias
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FIGURA V.6 Proteinas presentes en las muestras analizadas’

Segun Singleton, et al (2003, como se cita en Verdenelli, et al, 2019), demostraron que las proteinas
representan el 50% de la biomasa microbiana, por lo que se entiende que al aumentar la cantidad de
microorganismos presentes en el suelo, las proteinas tendran un aumento proporcional, como se observa a
partir de la figura 5.6, el porcentaje de proteina que se presenta en las muestras de suelo va en aumento,
manteniendo un comportamiento similar al incremento presentado para el conteo de bacterias realizado.
Ademas, se observa que la muestra 5, que corresponde a las muestras de suelo con 200 gramos de HS,
presenta un incremento de casi el doble de proteinas comparadas con los resultados obtenidos para las
muestras de 100 gramos de harina de sangre.

Al analizar los resultados obtenidos para las proteinas (anexo 9), se entiende que existe una estrecha relacion
entre el nitrogeno del suelo y los microorganismos que habitan en él, ya que se conoce que los
microorganismos al realizar el proceso de mineralizacion de la materia organica producen diferentes nutrientes
como nitrégeno, fésforo o potasio (Pascual & Venegas, s.f.); por lo que es correcto afirmar que al presentarse
un mayor nimero de microorganismos, €l porcentaje de nitrdgeno en el suelo incrementara por lo que las
proteinas iran en aumento igualmente. Aunque es importante considerar algunos factores de influencia para
el calculo de este parametro, como el agregado de harina de sangre en las muestras de suelo, ya que se sabe
que la HS es un fertilizante rico en hierro y nitrégeno.

7 Los resultados obtenidos para proteinas de las muestras y sus duplicados analizadas pueden observarse en el anexo 9.
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V.6.3 Obtencion de sdlidos totales volatiles (STV)

Con respecto al célculo de STV en las muestras examinadas, se obtuvo lo siguiente:

STV y Contero de bacterias
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FIGURA V.7 Solidos totales volatiles®

Se conoce que los solidos totales volatiles son una parte de la materia orgénica e inorganica de una muestra
que se calcina al estar a altas temperaturas; en consecuencia al presentarse un aumento en el porcentaje de
STV, la cantidad de materia organica en el suelo tendrd un aumento; por lo que, aunque por si sélo este
parametro no nos proporciona la informacién necesaria para afirmar que la materia organica aumenté debido
al aumento de los microorganismos, si se puede suponer que una parte de este incremento se debe a la

actividad de las bacterias y su necromasa.

A pesar de que la obtencion de los STV se presenta como una manera mas directa para determinar la materia
organica e inorganica de una muestra, es dificil determinar con exactitud el calculo de este pardmetro, ya que
se trabaja con un suelo que presenta diferentes componentes que pueden intervenir en la interpretacion de

los resultados.

8 Los resultados de sélidos totales volatiles de las muestras se pueden observar en el anexo 10.
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VI.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

V.1 CONCLUSIONES

Analisis microbiologico

Después de analizar los resultados, es evidente que existe una baja concentracion en la poblacion de bacterias
heterétrofas al inicio del experimento (1,200,000 [NMP]) en comparacion con los resultados obtenidos al
término del experimento 1; observandose un aumento de mas del doble de la poblacién bacteriana (2,700,000
[NMP]) después de la adicion de 50 gramos de HS; y para los contenedores con suelo con 100 gramos de
HS, que mostrd un incremento de 1,600,000 [NMP].

A tres semanas de iniciado el experimento 1, el incremento de la poblacion microbiana en los contenedores
de suelo con 50 gramos de HS es de 667 veces mas a partir del segundo muestreo, con un total de
1,800,000,000 [NMP]; en el caso del suelo con 100 gramos de HS, se observa que el crecimiento es menor
con 910,000,000 [NMP], siendo casi la mitad del conteo de bacterias presentado en comparacién con los
contenedores con 50 gramos de HS, donde parecia existir preferencia de las bacterias por una cantidad menor
de HS.

Sin embargo, a las siete semanas de continuar con el experimento, es notable que la mayor poblacion de
bacterias se obtuvo en los contenedores de suelo con 200 gramos de HS; donde el crecimiento se registro
como 4.4 veces mayor al presentado en el muestreo anterior y 1.82 veces mayor que el registrado para los
contenedores con 100 gramos de harina de sangre (Figura V.4).

De acuerdo con los resultados obtenidos para proteinas, STV, carbono organico y comparandolo con el conteo
de bacterias realizado, es notable una relacidn entre los valores conseguidos, ya que a medida que aumenta
la cantidad de HS e incrementan los dias del experimento, estos parametros van en aumento.

Los resultados de esta tesis muestran claramente la relacion entre la comunidad bacteriana, las proteinas, los
solidos totales volatiles y el carbono orgénico total.

Analisis de remocion de hidrocarburos

Con respecto al analisis de los resultados obtenidos para el experimento 1 de las concentraciones de
hidrocarburos de fraccion media (HFM) mostrados en los resultados de las tablas 5.3, 5.4y 5.6, se determina
que la mayor remocidn obtenida se presenta en el suelo con 200 gramos de harina de sangre, siendo esta de
44.1% con base en la concentracion inicial del experimento (11283.9 [mg/kg]). En el caso del suelo con 100
gramos de harina de sangre se presenta una remocién de HFM del 24.1% y las muestras testigo presentan
un porcentaje de remocion bajo de 7.3%.

Se concluye que existe una remocién de HFM significativa (44%) a las siete semanas de la experimentacion

con la adicién de 200 gramos de HS al suelo contaminado; interpretandose que existe una adaptacién de los
microorganismos, tanto a las condiciones del suelo como de la harina de sangre que se agregé; donde se
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presenta que a mayor cantidad de harina de sangre se observa un mayor nimero de microorganismos, por lo
que se obtiene una mayor remocion de HFM.

Para el caso de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), al analizar los resultados mostrados en las
tablas V.8 a V.13, se presenta que existe una mayor remocion de los hidrocarburos a mayor cantidad de harina
de sangre que corresponde a una mayor poblacién de microorganismos, observandose un promedio de
remocién de casi el 50% en los HAP analizados.

Se concluye que los microorganismos heterdtrofos contenidos en el suelo estudiado poseen una alta
adaptabilidad a las condiciones del medio, logrando no solo su adaptacién, crecimiento y mantenimiento en el
suelo inicial, sino también al agregado de la harina de sangre, que facilito el desarrollo de estos, asi como su
capacidad de degradacidn y, en consecuencia, la remocidn de los hidrocarburos, tanto HFM como HAP, estos
ultimos dificiles de degradar como lo muestra la literatura.

Con respecto a los resultados de volatilizacién, se obtuvo que el promedio del porcentaje de remocién de HFM
fue de 4.02%, y como se mencion6 anteriormente, este porcentaje no presenta un cambio representativo en
los resultados obtenidos.

Con respecto a los resultados obtenidos para el experimento de fotolisis, se observa un cambio poco
significativo para la remocion del hidrocarburo ya que, al analizar los datos, se tiene un porcentaje de remocion
de HFM de menos del 3%; por lo que se considera que la exposicidn a la luz del ambiente no presenta una
influencia en la remocion de HFM.

Al analizar los procesos de volatilizacion y fotolisis, se concluye que las pérdidas no son considerables en
ninguno de los hidrocarburos analizados; y la remocién presentada puede ser atribuible al manejo de la
muestra, a las pérdidas en la extraccion y cuantificacion, asi como al porcentaje de recuperacién.

Asi mismo, se concluye que el conjunto de la biorremediacion mediante la bioestimulacion con harina de
sangre y con la constante adicion de oxigeno a los microorganismos mediante la aireacion continua y la
humedad son factores de influencia en la remocién de HFM y HAP en el suelo estudiado; indicando que existe
una correlacion entre la harina de sangre, la cantidad de microorganismos y la remocion de hidrocarburos.

V.2 RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados, es recomendable llevar a cabo un experimento de continuidad, donde el suelo
contaminado sea similar al analizado, con una cantidad de harina de sangre de 200 gramos por cada kilogramo
de suelo y con un tiempo de experimentacion mayor de, al menos, 15 semanas.

De igual manera, es recomendable llevar a cabo un experimento donde se realice un estudio de bacterias

degradadoras mediante un analisis de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, con el fin de identificar
este tipo de bacterias existentes en el suelo y su posible incremento.
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ANEXOS

Anexo 1 Concentraciones de hidrocarburos en muestras de suelo contaminado al inicio del experimento

Muestras testigo Muestras con 50 g de HS Muestras con 100 g de HS
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9
mgl/kg mglkg mgl/kg mglkg mglkg mglkg mglkg mglkg mglkg

HFM 11541.5 10856.1 17097.4 11351.7 18022.0 11520.1 10395.5 12186.8 11269.4

HAP
Benzo(a)antraceno 305.45 266.53 266.95 179.21 286.35
Benzo(a)pireno 313.98 351.53 346.81 200.71 293.06
Benzo(b)fluoranteno 448.31 545.14 525.38 292.55 399.28
Benzo(k)fluoranteno 127.88 139.42 137.51 83.31 123.48
Dibenzo(a,h)antraceno 72.5 96.96 96.45 52.37 68.16
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 228.97 310.48 304.24 174.69 225.98

Conteo de bacterias [NMP] 2,700,000 1,600,000

Anexo 2 Concentraciones de hidrocarburos en muestras de suelo contaminado 3 semanas después del inicio

del experimento

Muestras testigo Muestras con 50 g de HS Muestras con 100 g de HS
Al A2 A3 A A5 A6 A7 A8 A9
ma/kg mg/kg mg/kg mg/kg mgl/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

HFM 8237.9 9443.4 14290.3 10376.3 12279.7 8821.5 5871.8 10193.1 10203.8

HAP
Benzo(a)antraceno 199.64 244.49 195.13 250.68 184.48 222.21 99.49 279.18 249.48
Benzo(a)pireno 214.28 261.71 251.20 259.18 240.61 234.55 117.86 298.11 258.41
Benzo(b)fluoranteno 289.43 330.36 345.44 330.88 320.31 298.23 150.49 388.57 334.16
Benzo(k)fluoranteno 87.50 100.96 96.10 99.12 88.81 89.04 38.83 112.85 97.75
Dibenzo(a,h)antraceno 50.08 44.36 72.50 59.47 71.62 53.12 35.69 69.32 58.81
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 153.74 143.43 236.44 188.60 224.40 172.45 113.10 223.05 190.72

Conteo de bacterias [NMP] 1,800,000,000 910,000,000

Anexo 3 Concentraciones de hidrocarburos en muestras de suelo contaminado 7 semanas después del inicio

del experimento

Muestras testigo Muestras con 100 g de HS Muestras con 200 g de HS
A A2 A3 A24 A2-5 A2-6 A2-7 A2-8 A29
ma/kg mg/kg mg/kg mg/kg mgl/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

HFM 10475.4 11024.9 15095.3 8314.5 14599.4 8113.2 4285.6 6760.6 7892.7

HAP
Benzo(a)antraceno 199.84 213.36 160.96 206.19 63.08 126.46 151.05
Benzo(a)pireno 217.61 239.64 170.95 248.16 69.58 137.17 162.14
Benzo(b)fluoranteno 273.62 305.50 190.44 319.74 91.95 165.91 210.77
Benzo(k)fluoranteno 97.28 98.99 67.50 99.48 29.07 62.94 64.61
Dibenzo(a,h)antraceno 45.63 55.24 35.37 75.2 25.41 36.68 37.92
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 150.20 156.15 104.15 155.01 53.79 77.35 86.43

Conteo de bacterias [NMP] 2,200,000 2,200,000,000 4,000,000,000
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Anexo 4 Concentraciones de hidrocarburos para experimento de volatilizacion con frascos abiertos

VOL-1 VOL-2 VOL-3 |PROMEDIO

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
HFM 13043.0 11037.8 10866.7 11649.2

HAP

Benzo(a)antraceno 145.82 148.6 147.21
Benzo(a)pireno 185.26 190.02 187.64
Benzo(b)fluoranteno 241.47 252.48 246.98
Benzo(k)fluoranteno 81.82 74.45 78.14
Dibenzo(a,h)antraceno 49.32 49.93 49.63
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 114.72 115.62 115.17

Anexo 5 Concentraciones de hidrocarburos para experimento de volatilizacion con frascos cerrados

VOLC-1 VOLC-2 VOLC-3 |PROMEDIO

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
HFM 13074.9 10972.2 12366.0 12137.7

HAP

Benzo(a)antraceno 152.27 153.04 152.66
Benzo(a)pireno 200.47 194.63 197.55
Benzo(b)fluoranteno 258.06 252.54 255.30
Benzo(k)fluoranteno 86.06 85.97 86.02
Dibenzo(a,h)antraceno 48.43 44.61 46.52
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 111.37 108.33 109.85

Anexo 6 Concentraciones de hidrocarburos para experimento de fotdlisis con frascos expuestos

FOT-1 FOT-2 FOT-3 |PROMEDIO

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
HFM 11969.8 11740.4 12277.3 11995.8

HAP

Benzo(a)antraceno 143.74 143.74
Benzo(a)pireno 183.86 183.86
Benzo(b)fluoranteno 238.59 238.59
Benzo(k)fluoranteno 79.85 79.85
Dibenzo(a,h)antraceno 43.1 43.10
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 101.94 101.94
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Anexo 7 Concentraciones de hidrocarburos para experimento de fotdlisis con frascos cerrados y cubiertos

FOTC-1 FOTC-2 FOTC-3 |PROMEDIO
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
HFM 11958.5 11750.2 11311.2 11673.3
HAP
Benzo(a)antraceno 135.88 135.88
Benzo(a)pireno 175.24 175.24
Benzo(b)fluoranteno 196.14 196.14
Benzo(k)fluoranteno 79.70 79.70
Dibenzo(a,h)antraceno 28.42 28.42
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 89.03 89.03
Anexo 8 Resultados de porcentaje de carbono organico
Muestra % C org
1 6.32
6.59
7.98
2 8.13
11.68
3 11.86
13.56
4 13.09
14.70
> 15.07
Anexo 9 Resultados de proteina presente en muestras
Muestras S [g] Acido sulfarico gastado [ml] | NK [%] | Proteina [%)]
Blanco1 0 0.7
Blancoz 0 0.4
1 0.5018 3.3 0.15 0.91
2 0.5006 3.5 0.17 1.08
3 0.5018 9 0.46 2.89
4 0.5002 12 0.65 4.06
5 0.5013 16.4 0.88 5.48
6 0.5012 16.4 0.89 5.59
7 0.5001 23.2 1.26 7.87
8 0.5011 23.4 1.29 8.03
9 0.5009 44 242 15.13
10 0.5013 37.3 2.06 12.88




Anexo 11 Resultados del calculo de sélidos totales volatiles para muestras

Capsulas m1 [g] m1 +V [g] V[g] ms [g] ms [g] STV [%]
1 41.9346 42.9345 0.9999 42.9101 42.8143 9.5810
2 50.5728 51.5730 1.0002 51.5522 51.4547 9.7481
3 41.4505 42.4500 0.9995 42.3762 42.2405 13.5768
4 49.2682 50.2686 1.0004 50.2044 50.0598 14.4542
5 38.7250 39.7258 1.0008 39.6597 39.496 16.3569
6 38.0871 39.0874 1.0003 39.0047 38.8541 15.0555
7 42.1709 43.1765 1.0056 43.0537 42.8635 18.9141
8 42.7005 43.7040 1.0035 43.5912 43.4003 19.0234
9 42.5742 43.5753 1.0011 43.4584 43.2322 22.5951
10 41.4245 42.4554 1.0309 42.3683 42.1341 22.7180




