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CRUDO
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RESUMEN

Los derrames de petrdleo ocurren continuamente en las tierras bajas del estado de
Tabasco, los suelos mas afectados pertenecen al grupo organico Histosol. Los efectos
negativos que puede causar el petréleo derramado en los suelos son poco conocidos en
los ecosistemas tropicales. Una técnica prometedora para la degradacion del petrédleo
en suelos contaminados con petrdleo es el uso de microorganismos. La eficiencia de
biodegradacion del petroleo se mide por métodos gravimétricos y cromatograficos, sin
embargo, estas técnicas requieren de un tiempo prolongado para la extraccion de los
compuestos derivados del petréleo y el uso de estos solventes quimicos son dafinos para
el ambiente y la salud humana. El objetivo general de esta investigacién fue,
implementar la espectrometria VIS-NIR-SWIR y cromatografia de gases con un
generador de espacio de cabeza para la deteccion de hidrocarburos del petroleo,
contribuyendo a reducir los costos analiticos, tiempo de operacion y evitar el uso de
solventes quimicos como el hexano, diclorometano, acetona o éter de petrdéleo como
extractantes de los compuestos derivados del petréleo. La investigacion se realizd
durante un proceso de biorremediacion en los meses de septiembre-diciembre 2020.
Primero se aislaron cepas bacterianas que degradan el petrdleo y, se evalud su
desarrollo en dos fertilizantes agricolas como fuente de nitrégeno. También, se
determiné el efecto de la relacién carbono/nitrogeno (C/N) de 20 y 25 en el desarrollo
de los microrganismos. Un consorcio microbiano fue elaborado con las cepas

bacterianas y se evalud su potencial para degradar hidrocarburos del petréleo en un
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suelo Histosol. Para evaluar el proceso de biodegradacion, se realizé6 un muestreo cada
15 dias y se midieron algunas propiedades como pH, hidrocarburos fracciéon pesada
(HFP), hidrocarburos fraccion media (HFM) y conteo de células viables. Para la
realizacion de modelos de clasificacion y cuantificacion de HFP, y deteccion de
compuestos derivados del petrodleo, se utilizaron medicién con el NIRS y cromatografia

de gases-espectroscopia de masas con generador de espacio de cabeza (HS-GC-MS).

Como resultado se obtuvo un consorcio microbiano con potencial para biodegradar el
petroleo crudo. Se demostré que el consorcio microbiano produce sustancias
biotensioactivas a base de lipopéptido. También se demostré que los fertilizantes
nitrofoska y triple 17 pueden ser utilizados como fuente de nitrégeno para aumentar
la densidad celular bajo una buena relacion C/N de 20. En cuanto a la espectrometria
VIS-NIR-SWIR se generaron modelos de regresion de minimos cuadrados parciales
(PLS) con altos coeficientes de correlacion entre el valor de referencia y valor estimado
en HFP y conteo de células viables. Se demostré que la técnica de HS-GC-MS posee
alta selectividad y sensibilidad para detectar compuestos derivados del petrodleo

reduciendo el uso de sustancias quimicas y costos analiticos.

Palabras claves: biorremediacion, espectrometria NIR, contaminacién, petréleo.
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MODELS FOR THE CHEMOMETRIC CLASSIFICATION AND
QUANTIFICATION OF HEAVY FRACTION HYDROCARBONS DURING THE
BIOREMEDIATION OF A HISTOSOL CONTAMINATED WITH CRUDE OIL

Claudio Ulises, Mena Sanchez, MC

Colegio de Postgraduados, Campus Tabasco, 2021

ABSTRACT
Oil spills occur continuously in the lowlands of the state of Tabasco, the most affected

soils belong to the organic group Histosol. The negative effects that spilled oil can cause
on soils are poorly understood in tropical ecosystems. A promising technique for oil
degradation in oil-contaminated soils is the use of microorganisms. The biodegradation
efficiency of petroleum is measured by gravimetric and chromatographic methods,
however, these techniques require a long time for the extraction of petroleum-derived
compounds and the use of these chemical solvents are harmful to the environment and
human health. The general objective of this research was to implement VIS-NIR-SWIR
spectrometry and gas chromatography with a headspace generator, for the detection of
petroleum hydrocarbons, contributing to reduce analytical costs, operating time and
avold the use of chemical solvents such as hexane, dichloromethane, acetone or
petroleum ether, as extractants of compounds derived from petroleum. The research

was carried out during a bioremediation process in the months of September-December

2020, first, bacterial strains that degrade oil were isolated, their growth in agricultural
fertilizers as a nitrogen source was evaluated, and the effect of the carbon / nitrogen
ratio was evaluated. (C/N) of 20 y 25 in the development of microorganisms, a microbial
consortium was also generated and its potential to degrade petroleum hydrocarbons in
a Histosol soil was evaluated. To evaluate the biodegradation process, a sampling was
carried out every 15 days and some properties such as pH, heavy fraction hydrocarbons

(HFP), medium fraction hydrocarbons (HFM) and viable cell count were measured. To
1X



perform HFP classification and quantification models, and detection of petroleum-
derived compounds, measurement with NIRS and gas chromatography-mass

spectroscopy with headspace generator (HS-GC-MS) were used.

As a result, a microbial consortium with the potential to biodegrade crude oil was
obtained. The microbial consortium was shown to produce lipopeptide-based
biotensurfactants. It was also shown that nitrophoska and triple 17 fertilizers can be
used as a nitrogen source to increase cell density under a good C/N ratio of 20.
Regarding the VIS-NIR-SWIR spectrometry, partial least squares (PLS) regression
models were generated with high correlation coefficients between the reference value
and the estimated value in HFP and viable cell count. The HS-GC-MS technique was
shown to have high selectivity and sensitivity to detect petroleum-derived compounds

reducing the use of chemicals and analytical costs.

Keywords: bioremediation, NIR spectrometry, pollution, oil. Keywords: bioremediation,

NIR spectrometry, pollution, oil.
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INTRODUCCION GENERAL

El petréleo es una mezcla de hidrocarburos formados en su mayoria por atomos de
carbono, hidréogeno y otros elementos trazas, su composicion varia de acuerdo con las
condiciones geoldgicas del yacimiento (Fingas, 2020). Es el recurso natural no
renovable y la principal fuente de energia a nivel mundial, tan solo en el ano 2019
México aporto una produccion anual de 1.7698 miles de barriles diarios, siendo Tabasco
la entidad federativa a nivel nacional con la mayor aportaciéon de petrdleo crudo en
tierra (190.837 Mbd) (PEMEX, 2019). Sin embargo, la extracciéon de petrdleo y las
actividades asociadas tienen como consecuencia la diseminacion de los hidrocarburos
del petréleo en el ambiente (Hernandez et al., 2017). Los efectos toxicos y la persistencia
de los compuestos del petrdleo en el ambiente dependen del grado de contaminacién y
las propiedades fisicas, quimicas y biolbgicas del sitio contaminado (Butnariu y Butu,
2020). Para contrarrestar los efectos nocivos causados por los derrames de petréleo en
suelos, se han desarrollados técnicas quimicas y bioldgicas, la biorremediacion es una
de ellas, siendo la alternativa mas utilizada y menos costosa empleada para remover
el mayor porcentaje de contaminantes en sitios impactados por derrames de petroleo,
la biorremediacién emplea microorganismos como bacterias, hongos y levaduras con la
capacidad de acelerar la degradacién de los compuestos toxicos presentes en el suelo

(Szulc et al., 2014).

Para determinar la concentracion y la composiciéon de hidrocarburos del petréleo en los
suelos contaminados, existen métodos analiticos (gravimétricos e instrumentales) que
resultan costosos por el uso de insumos (reactivos quimicos) utilizados para el analisis,
ademas, requieren de un tiempo de medicion prolongado para su determinacién
(Adipah, 2019). Entre los métodos mas usados, se encuentra la extraccion Soxhlet que
requiere un tiempo de extraccién sin considerar las propiedades fisicas y quimicas del
suelo (Pons-Jiménez et al., 2011); por otra parte, la cromatografia de gases (GC)
equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y cromatografia de gases con

deteccion de espectrometria de masas (GC-MS), son métodos rapidos, pero requieren el



tratamiento previo de la muestra contaminada para su evaluacién (Christensen y

Tomasi, 2007).

Los métodos analiticos son herramientas disponibles para aplicar en estrategias
multidisciplinarias y desarrollar procedimientos alternativos (Douglas et al., 2017).
Las técnicas multivariante o quimiométricas aplicadas en datos espectrales han
mejorado notablemente la calidad de los analisis, especialmente en la identificacién de
parametros fisicos y quimicos de muestras de suelo (Mejia-Ospino et al., 2011). La
espectrometria NIR es un método rapido para la detecciéon y cuantificacion de
hidrocarburos derivados del petrdleo. El escaneo de muestra solo toma unos minutos,
no se requiere preparacion de muestras y no necesita de productos quimicos. La
cromatografia de gases combinada con estadisticas multivariantes también puede
proporcionar una herramienta mas completa y precisa para monitorear los cambios en
los perfiles de hidrocarburos del petréleo durante su evaluacion (Tomasi y Christensen,

2009).

Cuando las propiedades fisico-quimicas se determinan con los métodos convencionales,
el tiempo de mediciéon es considerable, por lo que se requieren de una apreciable
cantidad de muestra y el analisis suele ser costosos debido a la cantidad de reactivos
quimicos utilizados, ademas, cuando los productos presentan pequenas diferencias o
anomalias en su composicién quimica, estas no son facilmente detectables. Por lo que
los objetivos de esta investigacién fueron: a) evaluar la biodegradacion de petrodleo
crudo utilizando un consorcio microbiano aislado de suelo contaminado con petréleo, y
b) modelar y correlacionar espectrometria NIRS y cromatografia de gas (GC) para la

deteccion y cuantificacion rapida de hidrocarburos derivados del petroleo.



REVISION DE LITERATURA
El suelo

El suelo es un recurso indispensable para el ser humano, desde el punto de vista
agricola, el suelo es un sistema dinamico y complejo formado por una capa superficial
delgada que se ubica sobre la litosfera. De acuerdo con el sistema de clasificacion de
suelos de los Estados Unidos de América (Soil Survey Staff, 2003), “Es un cuerpo
natural formado por sélidos (minerales y materia organica), liquidos y gases que
ocurren sobre la superficie de las tierras, ocupa un espacio y tiene una o ambas de las
sigulentes caracteristicas: horizontes o capas que se diferencian del material inicial
como resultado de adiciones, pérdidas, transferencia y transformaciones de energia y

materia, o por la habilidad de soportar raices de plantas en un ambiente natural”.

El proceso de formacion del suelo esta determinado por la interaccion de cinco factores
de formacion: clima, organismos, topografia, material parental y tiempo; sin embargo,
el ser humano tiene una gran influencia sobre el suelo, tanto por las practicas agricolas
y ganaderas como a través del desarrollo urbano e industrial. El suelo es muy sensible
a las practicas de fertilizacion, laboreo, desforestaciéon y drenaje, por lo que puede

degradarse con facilidad e incluso desaparecer (Figueroa et al., 2018; Aparicio, 2015).

Suelos Histosols de Tabasco

El estado de Tabasco cuenta con una extension territorial de 2, 466, 100) ha y forma
parte de dos provincias fisiograficas: Planicie Costera del Golfo Sur (PCGS) y la Sierra
de Chiapas y Guatemala (SCHG). Cuenta con 12 paisajes geomorfologicos que
contribuyen a la distribucién geografica de los suelos del estado. Los grupos de suelos
predominantes se formaron sobre sedimentos no consolidados en planicies fluviales,
palustres, lagunares y costeras que datan del periodo Cuaternario Holoceno (Zavala-
Cruz et al., 2016). Palma-Lopez et al. (2017) reportan que el estado de Tabasco tiene 19
grupos de suelo con base en sus caracteristicas fiscas, quimicas y factores de formacién
(Figura 1). Los grupos de suelos predominantes son Histosols, Gleysols y Fluvisols, los

cuales ocupen un 13.4, 20.5 y 10.4 % de la superficie total del estado.
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Figura 1. Grupos mayores de suelo del estado de Tabasco, México (Palma-Lépez et
al., 2017)

En el trépico hiimedo uno de los requisitos indispensables para que se acumule la
materia organica es que exista un anegamiento que no permita la circulacién de
oxigeno. Las condiciones solo pueden darse en lugares muy bajos sujetos a inundacion
durante la mayor parte del afio, de tal forma, que estos suelos solo estan libres de manto
freatico en la superficie por 30 a 40 dias, en los cuales el manto freatico desciende a

veces hasta 50 cm de profundidad (Palma-Loépez et al., 2007).

En el caso de los suelos Histosols el material parental se forma por el proceso de
paludizacién, que consiste en la acumulacion de materiales organicos con el paso del
tiempo, en zonas con drenaje restringido, la actividad de los microrganismos es baja y
como consecuencia los residuos organicos experimentan una transformaciéon muy lenta.
En cuanto al relieve, la formacién de los Histosols se relaciona con la curvatura del
terreno y la altitud, una situacién favorable es una pendiente céncava con baja o nula

permeabilidad donde el agua pueda quedar retenida o estancada, en zonas con climas
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himedos la precipitaciéon y la temperatura favorecen la acumulaciéon de material

organico en diferentes estados de descomposicion (Ibanez et al., 2014; Buol et al., 2011).

En el estado de Tabasco, México. Los Histosoles ocupan el (13.4 %) de la superficie del
estado, son formados por la acumulacién de materiales organicos (30 % o mas de
materia organica) dentro de los primeros 80 cm de profundidad, geomorfolégicamente
se forman en planicies bajas de inundacion lagunar, que se caracteriza por tener un
relieve concavo, el suelo permanece inundado por las corrientes de agua salobre
durante casi todo el afno o a través de la desembocaduras de rios al mar, que comunican
a las lagunas costeras con el Golfo de México. También puede desarrollarse en planicie
palustre donde los suelos Histosols permanecen inundados con agua dulce la mayor
parte del afo, el material organico es aportado por la vegetacién hidréfila, el cual se
deposita sobre sedimentos aluviales finos, son conocidos como turbas o pantanos
(Zavala-cruz et al., 2016; Palma-Loépez et al., 2017). Los suelos Histosols se clasifican
por el grado de descomposiciéon de la materia organica: Fibrico, Hémico, Saprico, y
Salico, y se caracterizan por tener un horizonte histico (del griego hitos que significa
tejido) saturado con agua freatica y agua de escurrimiento superficial que inicia desde

los primeros 40 cm de profundidad.

Histosol Fibrico. Son los Histosoles que se desarrollan en zonas hiimedas en las cuales
los materiales organicos estan escasamente descompuestos. Mas de dos tercios (en
volumen) del suelo, esta formado por fibras que persisten después de someterlas a
friccién entre los dedos dentro de los primeros 40 cm de profundidad, el origen vegetal
de los restos organicos es facilmente reconocible, ademas poseen una capa freatica

proxima a la superficie del suelo (Ibanez-Asensio et al., 2014).

Histosol Rhéico-Hémico. Son suelos con saturaciéon de agua desde la superficie,
presentan colores que van desde negro a gris oscuro, el calificador hémico indica que el
material organico después de frotarlo tiene entre dos tercios y un sexto en volumen de
tejido vegetales dentro de los 100 cm de profundidad, se ubican en depresiones
palustres con pendientes concavas menores al 1 %, altitud entre 1 y 2 metros sobre el

nivel mar (msnm), son pobremente drenados y su vegetaciéon es hidroéfila (popal, tular
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y molinillo), se localizan entre la Venta, campo petrolero Sanchez Magallanes, terraza

Benito Juarez y la planicie costera (Zavala-Cruz., et al., 2012).

Histosol Rhéico-Sdaprico. Son suelos que en los primeros 35 cm de profundidad se
componen de material organico poco descompuesto y el contenido en fibra es
dominante, pero en capas subyacentes prevalecen los materiales sapricos con mayor
grado de descomposicién, esto indica que después de frotarlo entre los dedos tienen
menos de un sexto del material organico dentro de los primeros 100 cm de profundad,
descansan sobre sedimentos aluviales, palustres y marinos, y se asocian a vegetacion

es hidroéfila de popal y tular, matorral inundable y manglar (Palma-Lépez et al., 2007).

Histosol sdlico. Son suelos que se caracterizan por tener un horizonte salico en los
primeros 100 cm de profundidad, presentan una alta concentraciéon de sales y una
conductividad eléctrica mayor de 15 dS.m-1, se localizan en la planicie de inundaciéon
lagunar cerca de los rios Chico Zapote y Tonala asociados a vegetacion de manglar, son
afectados por correnties de agua salobre que comunican a los rios con el Golfo México

(Zavala-Cruz et al., 2012; Dominguez-Dominguez et al., 2011).

Hidrocarburos del petroéleo
Origen del petrodleo

La palabra petréleo proviene del latin petra (piedra o roca) y Oleum (aceite), en su
estado natural es un liquido oleaginoso e inflamable constituido por una mezcla de
hidrocarburos que se originaron por descomposicion de organismos animales y
vegetales que se sedimentaron en el fondo de los mares, lagos y pantanos en edades
geoldgicas muy antiguas, se encuentra formado principalmente por atomos de carbono

(C) e hidrogeno (H) y otros elementos traza (Garcia y Velera, 2014).
Composiciéon quimica del petroleo

La composicion del petréleo varia de un yacimiento petrolifero a otro, esta compuesto

por un 84-87 % (en peso) de carbono, 11-14 % (en peso) de hidrégeno, y otros elementos
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presentes en el petréleo crudo, como azufre 0-8 % (en peso), oxigeno y nitréogeno 0-4 %

(Valdéz-Zegarra, 2008; Garcia y Valera, 2014).

Clasificacion del petréleo

La industria del petréleo utiliza como indice de clasificacién del crudo de petrdleo la
densidad expresada en °API (parametro internacional American Petroleum Institute).
La unidad de °API representa una fracciéon del crudo (ligero, mediano y pesado)
contenido en el petrdleo, entre mayor °API mas ligero el crudo; con base en esta

caracteristica se pueden clasificar en cinco distintos tipos de petréoleo (Tabla 1.)

Tabla 1. Clasificacion del petréleo de acuerdo con su densidad °API.

Aceite crudo Densidad (g/cm?) Densidad (°API)
Extrapesado >1.0 10.0
Pesado 1.0-0.92 10.0 — 22.3
Mediano 0.92 —0.87 22.3-31.1
Ligero 0.87-0.83 31.1-39
Superligero <0.83 >39

La NOM-138-SEMARNAT-2012 (SEMARNAT, 2012) clasifica a los hidrocarburos del
petréleo de acuerdo con el numero de atomos en la molécula; hidrocarburos fraccién
ligera (HFL), mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas contengan entre 5 y 10 atomos
de carbono (C5 a C10). Hidrocarburos fraccion media (HFM), mezcla de hidrocarburos
cuyas moléculas contengan entre 10 y 28 atomos de carbono (C10 a C28).
Hidrocarburos fraccion pesada (HFP), mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas

contengan entre 28 y 40 atomos de carbono (C28 a C40).



Produccion de petréleo en México

La industria petrolera es la principal fuente de energia y economia mas importante a
nivel nacional, en México la produccion de petroleo en el ano 2019 fue de 1.7698 miles
de barriles diarios (Mbd), siendo las aguas territoriales con la mayor aportaciéon de
petréleo crudo (1.388. Mbd), el estado de Tabasco reporté6 una extracciéon de 190.837
Mbd de petrodleo crudo en tierra (Tabla 2) (Pemex, 2019; SENER, 2019).

Tabla 2. Produccién petréleo en México

Entidad federativa Produccién (Mbd)

Aguas territoriales 1388.367
Tabasco 190.837
Veracruz 84.206
Chiapas 15.872
Tamaulipas 12.307
Puebla 8.885
San Luis Potosi 0.223

Total 1700.698

México produce tres variedades de petréleo crudo y se clasifican de acuerdo sus grados
API: Olmeca, petréleo super ligero con densidad de 39.3 °API y 0.8 % de azufre en peso;
Istmo, petréleo ligero con densidad de 33.6 °API y 1.3 % de azufre en peso, y Maya,
petréleo pesado con densidad de 22 °’API y 3.3 % de azufre en peso.

La industria petrolera en Tabasco y su impacto ambiental

El estado de Tabasco México, es el mayor productor de petrdleo en tierra, a nivel
nacional, tan solo en el afio 2019 tuvo una produccién de 190.837 Mbd que representan

el 11.22 % del total de producciéon del pais de 1388.367 Mbd (PEMEX, 2019). Es preciso
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senalar que Tabasco se encuentra dentro de la provincia petrolera del sureste, conocida
como la mas productora de aceite y gas del pais. La provincia se encuentra dividida en
tres cuencas: la cuenca salina del Istmo, Pilar Reforma—Akal y Macuspana (Figura 2),
que ocupan parte del estado de Veracruz, Chiapas, Campeche y casi todo el estado de

Tabasco (Pemex, 2013).

La industria petrolera en Tabasco ocupa mas de 12 mil ha, entre las principales
instalaciones petroleras sobresalen Activo integral Bellota-jujo, Muspac, Samaria-
Luna, Macuspana y Cinco Presidentes, extendiendo una amplia red de oleoductos (8206
km de ductos) interconectados por 14 municipios del estado (Cardenas, Huimanguillo,
Comalcalco, Cunduacan, Teapa, Jalapa, Nacajuca, Centro, Jalpa de Méndez, Centla,
Tacotalpa, Paraiso, Macuspana y Jonuta), los ductos son utilizados para la extraccién

y transporte de petréleo crudo y sus derivados (Fitz-Mendoza, 2016).

Figura 2. Cuencas petroleras del sureste de México (PEMEX, 2013)



La extraccion de petréleo y las actividades asociadas tienen impactos negativos sobre
el ambiente (Pérez-Munoz, 2019). Los impactos generados por la industria inician en
las practicas operacionales de exploracion y producciéon que incluyen la compactacion
del suelo, destruccion de la rizésfera y suelo superficial, erosiéon y pérdida de suelo
(Morales et al., 2020). Cuando ocurre un derrame de petrdleo en suelo, genera efectos
nocivos en la flora y fauna que se encuentre en la superficie de suelo (Bravo, 2011), los
efectos toxicos dependen de las caracteristicas fisicas y quimicas del petrdleo y del
grado de contaminacion, el petréleo tiende a formar una capa impermeable sobre la
superficie del suelo causando danos irreversibles en las plantas, arboles pequenos y la
microfauna, las propiedades del suelo como textura, estructura y porosidad, también
son afectadas por la contaminacion, sin embargo, los compuestos mas pesados del
petréleo se desplazan hasta llegar a la base del acuifero donde se mueve en direccién
al flujo del agua ocasionando contaminacién en toda su profundidad por efecto de
arrastre (Arenas-Piza). En 2015, se registraron 159 derrames en el suelo, afectando
1162 hectareas, los estados con mayor incidencia de derrames fueron Tabasco (40.2 %),

Veracruz (32.1 %) y Chiapas (18.3 %) (PEMEX, 2016).

En respuesta a la problematica de contaminacién por la industria petrolera, las
investigaciones relacionadas con la biorremediacién de suelos con petrdleo son cada vez
mas 1importantes, como alternativa para la recuperacion de los mismos. La
biorremediacion es una técnica que emplea microorganismos o sus productos para

degradar o inactivar compuestos toxicos (Buendia, 2012).

Biorremediacion

Es una técnica utilizada para reducir la concentraciéon de compuestos téxicos en un
sitio contaminado, el sistema de tratamiento biolégico tiene la ventaja de acelerar y
transformar los contaminantes para integrarlos a los ciclos biogeoquimicos naturales
(Boopatia, 2000). La biorremediacion del petrdleo en los ecosistemas naturales es
proceso complejo, el éxito depende de una serie de parametros ambientales como:

temperatura, pH, humedad, nutrientes como el nitréogeno (N) y fosforo (P), la
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composicion quimica del petréleo y la naturaleza de la comunidad bacteriana que se ve

afectada por un componente desconocido que podra o no metabolizar (Leys et al., 2005).
Atenuacion natural

La atenuacion natural se refiere a la degradacién natural de los contaminantes en el
ambiente, el proceso es realizado por los procesos biolégicos, fenémenos fisicos y
quimicos que tienen lugar en el suelo (Yong y Mulligan, 2003). Los microorganismos
nativos son un factor importante en la degradaciéon natural de los contaminantes, la
adaptabilidad que poseen les permitira asimilar los contaminantes y reducir su

concentraciéon (Kumar et al., 2018).
Bioestimulacion

Es un método de biorremediacién que se utiliza para estimular las concertaciones
microbianas presentes en un suelo contaminado. El método modifica las condiciones
del suelo al adicionar agua, oxigeno, nutrientes y otros parametros que permitan
activar el desarrollo microbiano y acelerar la biodegradacion. Los nutrientes mas
importantes son nitréogeno y foésforo, intervienen en la produccion de aminoacidos,
enzimas y compuestos energéticos que los microorganismos utilizan en los procesos de

reproduccién y degradacion (Leys et al., 2005).
Bioaumentacion

La bioaumentacién es una técnica utilizada para la recuperaciéon de suelos
contaminados con petroéleo, y se basa la introduccién de especies microbianas externas
o nativas al suelo contaminado (Tyagi et al.,, 2011). Los microorganismos utilizados
estan adaptados o genéticamente modificados para degradar los contaminantes
(Fantroussi y Agathos, 2005). Los avances tecnolégicos han permitido aislar y producir
en masa microorganismos degradadores de hidrocarburos que superan la degradacién
natural de los contaminantes (Rayu et al., 2012). Las estructuras quimicas de los
contaminantes son tan complejas que hacen dificil su transformacién, por lo que resulta
necesario la adicion de consorcios microbianos para facilitar su biodegradacion (Kumar

et al., 2018).
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Métodos para el analisis de hidrocarburos derivados del petroéleo
Extraccion gravimétrica

Los métodos gravimétricos se utilizan generalmente para la cuantificacion de
hidrocarburos en suelos, el método mas utilizado es la extraccién de grasas y aceites
con n-hexano descrito en la norma mexica NMX-AA-134-SCFI-2006 (DOF, 2006).
Donde, el extracto pasa por un sorbente de silica gel para extraer materiales biogénicos
y después evaporar el disolvente. Se pesa el residuo y la diferencia de peso se expresa

como porcentaje del peso total de la muestra de suelo

Extraccion Soxhlet. En la norma mexicana NMX-AA-134-SCFI-2006 (DOF, 2006) se
especifican los lineamientos para extraer hidrocarburos no volatiles y semivolatiles
mediante la recirculaciéon de un disolvente en ebullicién a través de la muestra de suelo,

con un tiempo requerido de 24 horas.

Extraccion por ultrasonido

Es un método basado en el efecto de vibracién provocada por una onda actstica que
atraviesa la fase liquida de la muestra con una frecuencia igual o mayor a 16 kHz. Este
es un método rapido para extraer hidrocarburos del petrdleo, pero requiere una
correccion profunda de la potencia utilizada (Pikovskii et al., 2017). E1 método requiere
de una purificacién extra para concentrar los compuestos en rotavapor a 40 °C £ 5 °C
hasta un volumen final aproximado de 10 mL, el extracto final se concentra a 2 mL

empleando una columna Snyder NMX-AA-145-SCFI-2008 (DOF, 2008).

Espectrometria de infrarrojo cercano (NIRS)

La espectrometria infrarroja es una técnica analitica no destructiva que se emplea para
determinar cualitativa y cuantitativamente los compuestos moleculares de muestras
solidas, liquidas e incluso gases (Roggo et al., 2007). Proporciona informacién
estructural de una gran variedad de moléculas de manera simultanea, incluso estando
dentro de mezcla complejas. Existen diferentes técnicas analiticas en el estudio de

suelos contaminados, sin embargo, las técnicas espectroscopicas son de mayor
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relevancia debido a la necesidad de buscar metodologias que sean amigables con el

ambiente (Rodriguez et al., 2016).

La técnica requiere una minima preparacion de muestra, lo que la convierte en una
técnica analitica rapida, directa y respetuosa con el ambiente, por lo que resulta muy

ventajosa para ser utilizada en el control de procesos de rutina (Manley, 2014).

La espectrometria NIR implica la interaccion de la radiacion infrarroja comprendida
entre las microondas y la luz visible dentro del espectro electromagnético. La mayor
energia de radiacion es producida por el infrarrojo cercano NIR, donde, las longitudes

de ondas se generan en un rango de 750 y 2500 nm (Okparanma et al., 2014).

La técnica NIRS se puede utilizar para identificar y estudiar sustancias quimicas
inorganicas. Para una muestra determinada, que puede ser sélida, liquida o gaseosa,
el método o técnica de espectroscopia infrarroja utiliza un espectrémetro infrarrojo
para producir un espectro infrarrojo en funcién de su composicion, es decir, de la
naturaleza de los enlaces de sus moléculas, absorbera una cierta cantidad de energia
(Figura 3). La forma mas habitual de cuantificar dicha absorcién de energia es a partir
de la medida de la energia reflejada (A= log (1/R)) o transmitida (A= log (1/T)) por la
muestra, donde R y T son el valor de reflectancia o transmitancia respectivamente
(Speight, 2017). Se ha demostrado que la espectroscopia de reflactancia (VIS-NIR-
SWIR) es un método rapido y no destructivo en la deteccién de hidrocarburos derivados
de petréleo en suelos (Douglas et al., 2018; Wartini et al.,2019) a nivel analitico se
convierte en un método popular para el analisis quimico debido al bajo costo que
significa su utilizacién, asi como la capacidad de realizar un analisis no destructivo y

no invasivo de las muestras de manera muy rapida y sencilla (Ozdemir y Ozturk, 2007).
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Figura 3. Ejemplo ilustrativo de espectros de suelo en el infrarrojo cercano y visible
(VIS-NIR) a lo largo del tiempo: suelo Control (TC) y suelo contaminado
después de 48 h (T2 d), 12 meses (T12 m) y 20 meses (T20 m) (Douglas et
al., 2018).

Cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas y un

generador por espacio de cabeza HS-GC-MS

El principio basico de la cromatografia de gases implica el calentamiento de la muestra,
posteriormente se realiza una extraccion de la fase gaseosa en la muestra, y los
componentes de la muestra gaseosa son separados en una columna cromatografica
(Sparkman et al., 2011). La técnica de cromatografia por HS-GC-MS es eficaz para la
deteccion de compuestos volatiles en muestras sélidas y liquidas (Wei y Jen, 2007). Es
un método muy limpio y de preparacion muy simple al no requerir de un tratamiento
previo de las muestras antes del analisis (Shariati-Feizabadi et al., 2003). La muestra
se coloca en un vial a temperatura ambiente dejando un espacio libre sobre la muestra.

El vial es llevado a calentamiento para generar moléculas volatiles a una temperatura
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determinada en el generador de espacio de cabeza, los compuestos volatiles se
introducen en el cromatografo a través de la linea de transferencia hasta la columna
capilar y son analizados por detector (Figura 4). Esta técnica ha sido utilizada en
diversos estudios para la deteccion de hidrocarburos derivados del petréleo (Pérez-

Pavon et al., 2004; Serenjeh et al., 2020; We1 y Jen, 2007).
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Figura 4. Esquema simplificado de configuracién de un generador

espacio de cabeza-cromatografia de gases-espectrémetro de
masas (HS-GC-MS) (Shinde y Ormond, 2020).

Quimiometria

La quimiometria fue introducida por primera vez en 1971 por el cientifico sueco Svante
Wold, es una herramienta que se utiliza para extraer informacién de datos quimicos
multivariados, es decir, todas las variables se consideran al mismo tiempo (Lavine y
Workman, 2008). Actualmente, la quimiometria se considera como una disciplina que
utiliza métodos estadisticos, matematicos y légica formal en la quimica, que permite
un tratamiento mas avanzado de los datos derivados de mezclas quimicas complejas
(Sena et al., 2017), tiene la capacidad de analizar y modelar una amplia variedad datos

que incluyen ajustes de curvas, procesamiento de sefales, calibracién simple y
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multivalente, reconocimiento de patrones, disefio factorial y redes neuronales entre
otros, los modelos utilizados permiten estudiar el efecto de las variables de respuesta

con el nimero de experimentos posibles.

Modelos de calibracion

El proceso de calibracion esta relacionado con la respuesta de una técnica instrumental
(absorbancia, area de un pico cromatoégrafo, diferencia potencial, etc.) utilizada para
identificar o predecir la propiedad de una muestra (Cavado-Osorio et al., 2014). Las
técnicas espectroscopicas son las mas utilizadas para este tipo de calibracién, debido a
que un espectro es una forma rapida y simple de generar cientos de medidas y multiples
variables por cada muestra, por ello, el desarrollo de técnicas de calibracién
multivariantes tienen la finalidad de relacionar las variables con la propiedad a
estudiar, tienen la ventaja de cuantificar una propiedad de interés a partir de medidas
no selectivas (en presencia de interferencias) y detectar muestras discrepantes en

prediccion (Tanaka et al., 2011).

Los modelos multivariantes tienen como objetivo realizar un analisis de calibracién o
de clasificacién, los cuales poseen la caracteristica de predecir las propiedades
modeladas de muestras desconocidas, para la realizaciéon de un modelo de calibracién

multivariado se debe seguir el siguiente procedimiento (Porcel-Garcia, 2001).

1. Seleccion del conjunto de calibracion. El primer paso es adquirir el nimero de
muestras de las que se desconoce la propiedad a determinar, es también denominado
conjunto de entrenamiento y se debe contemplar que las muestras sean representativas
de toda la variabilidad quimica y fisica del sistema. En modelos cualitativos se incluye
el tamano de particula, densidad, viscosidad etc., en lo que respecta a los modelos
cuantitativos, ademas de la variabilidad, deberan de incluir el valor del parametro a

determinar.

2. Registro de la informaciéon analitica. La informacion quimica puede extraerse de
métodos o instrumentos los cuales contienen el conocimiento previo de las variables a

determinar, los valores proporcionados deben ser precisos y exactos ya que de ellos
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depende la calidad del modelo, el conjunto de muestras utilizadas para calibracion y
prediccion deben seguir el mismo protocolo de analisis. La espectroscopia NIR suele ser
util para la realizacion de modelos quimiométricos por las caracteristicas de sus bandas
(anchas y solapadas), de manera que se requiere un tratamiento matematico de los

datos para obtener la informacién.

3. Pretratamiento de los datos. Para realizar un analisis de calibracion lo primero que
se debe realizar es el pretratamiento de los datos, el cual consiste en manipulaciones
matematicas que se utilizan para reducir o eliminar variabilidad de los datos, ruido o
cualquier fenémeno fisico que no esté relacionado con una propiedad de interés

(centrado, suavizado, correccion, linea base, etc.)

4. Construccion del modelo. El calculo del modelo quimiométrico, sea cualitativo o
cuantitativo, se realiza con un conjunto de muestras denominadas muestras de
calibracién, donde se evaluan los distintos parametros implicados en el calculo

(pretratamiento, intervalo espectral, numero de factores etc.)

5. Evaluacion del modelo quimiométrico. La evaluacion se realiza con la aplicacion del
modelo a un conjunto de muestras conocidas para los modelos cualitativos se conoce la
identidad de la propiedad, mientras que para los modelos cuantitativos se conoce la

concentracion

Analisis de componentes principales (PCA)

El propésito de los analisis de datos multivariados es descomponer los datos para
detectar y modelar los "fenémenos ocultos". Al representar los datos como una matriz,
el punto de partida es una matriz (X) con (n) objetos y (p) variables, los objetos pueden
ser observaciones, muestras, experimentos, etc., mientras que las variables suelen ser
"medidas" para cada objeto (Mackiewicz y Ratajczak, 1993). El analisis de componentes
principales (PCA) es un método de analisis exploratorio multivariado, util para separar
la variacion sistematica del ruido. Permite definir un espacio de dimensiones reducidas
que conserva la informaciéon relevante de los datos originales y permite la visualizacion

de objetos (puntuaciones) y variables (Geladi y Linderholm, 2020). La idea central del
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PCA es reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos que consta de grandes

cantidades de variables interrelacionadas (Douglas et al., 2018).

Regresion por minimos cuadrados parciales (PLS)

La regresiéon por minimos cuadrados parciales (PLS), es una técnica de relacion de
variables introducida en 1975 por Svante Wold. El PLS es una técnica multivarante
que se utiliza para modelar la relaciones entre variables dependientes e
independientes, es una forma rapida y sencilla de realizar ecuaciones de prediccion
(Garthwaite, 1994). Las técnicas multivariantes se han utilizado en la actualidad para
realizar estimaciones de compuestos derivados del petroleo. Mejia-Ospino et al. (2011)
realizaron modelos de calibraciéon PLS para estimar la composicién del petrodleo,
compuestos saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA). Douglas et al. (2018)
utilizaron espectrometria VIS-NIR para realizar modelos de cuantificaciéon rapida de
hidrocarburos totales de petréleo (HTP), comparando el rendimiento de una regresion

lineal de minimos cuadrados parciales (PLSR) con una regresion aleatoria no lineal

(RF).
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CAPITULO 1. BIODEGRADACION DE PETROLEO CRUDO POR UN
CONSORCIO MICROBIANO PRODUCTOR DE BIOSURFACTANTE
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1.1 RESUMEN

Las malas practicas antropogénicas tienen como consecuencia la diseminaciéon del
petroleo provocando impactos negativos al ambiente. Una alternativa para la
recuperacion de los suelos es la biorremediacion, aunque en ocasiones no es rentable
por los costos elevados de productos quimicos utilizados en la produccion de biomasa
microbiana. Por lo que, en esta investigacion se evalud el uso de dos fertilizantes como
fuente de nitrégeno para la produccion de biomasa microbiana. Para ello se evalto el
crecimiento por densidad optica (DO) de cuatro cepas bacterianas aisladas de suelo
contaminado con petrdleo, como fuente de nitréogeno se utilizaron los fertilizantes
nitrofoska y triple 17 bajo dos relaciones de carbono/nitrégeno (C/N) de 20 y 25, también
se prepar6 un consorcio con las cuatro cepas y se evaludé su potencial en la
biodegradacion del petréleo. Los resultados demostraron que el fertilizante triple 17
estimula el crecimiento poblacional microbiano, sin embargo, el mejor crecimiento
microbiano fue a una relacién C/N igual a 20 con una DO de 0.39. El consorcio
microbiano elaborado con las cuatro cepas degradd hasta un 53 % del petrdleo en
Hidrocarburos Fraccion pesada (HFP), siendo mejor que la atenuacion natural con una
remocion del 32 %. También se demostré que el consorcio microbio es capaz de

sintetizar lipopéptidos.

Palabras claves: biorremediacién, fertilizante, petréleo, suelo
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1.2. ABSTRACT

Bad anthropogenic practices have as a consequence the dissemination of oil causing
negative impacts to the environment. An alternative for soil recovery is bioremediation,
although it is sometimes not profitable due to the high costs of chemicals used in the
production of microbial biomass. Therefore, in this research the use of two fertilizers
as a nitrogen source for the production of microbial biomass was evaluated. For this,
the growth by optical density (OD) of four bacterial strains isolated from oil-
contaminated soil was evaluated, as a nitrogen source the fertilizers nitrofoska and
triple 17 were used under two carbons / nitrogen (C / N) ratios of 20 and 25, a
consortium was also prepared with the four strains and their potential in the
biodegradation of oil was evaluated. The results showed that triple 17 fertilizer
stimulates microbial population growth, however, the best microbial growth was at a
C / N ratio equal to 20 with an OD of 0.39. The microbial consortium made with the
four strains degraded up to 53% of the oil into Heavy Fraction Hydrocarbons (HFP),
being better than natural attenuation with a removal of 32%. The microbe consortium

was also shown to be capable of synthesizing a lipopeptide-based substance.

Keywords: bioremediation, fertilizer, oil, soil
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1.3 INTRODUCCION

La explotacion, refinacién, almacenamiento y transporte inadecuado de los
hidrocarburos del petréleo figuran entre las principales fuentes de contaminaciéon de
suelo y agua (Pérez-Munos et al., 2019). En Tabasco, las actividades de la industria
petrolera han generado fugas y derrames de petréleo que afectan considerablemente

los suelos de la region (Ojeda-Morales y Juarez-Palacios, 2019).

Las afectaciones mas severas por derrames de petréleo ocurren en campos petroleros
ubicados en zonas pantanosas, manglares y selvas inundables, donde, los ductos de los
pozos conectados a las baterias de separacién se han corroido debido a la acciéon de
bacterias reductoras de sulfato. Los suelos mas afectados se encuentran en zonas bajas
del estado, mayormente planicies palustres, donde predominan suelos del grupo
organico Histosol que se caracterizan por tener alto contenidos en materia organica

(Zavala-Cruz et al., 2005; De Mesa et al., 2006).

Cuando ocurre un derrame de petrdleo en suelo inicia una serie de procesos fisico-
quimicos que, dependiendo de la cantidad vertida, tipo de petrdleo y tipo de suelo,
pueden ser muy lentos, ocasionando una mayor toxicidad para las plantas y las
comunidades microbianas (Butnariu y Butu, 2020). Los contaminantes que pueden
causar mayor impacto son los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), los cuales

tienen un alto potencial cancerigeno y mutagénico (Pérez-Munos et al., 2019).

Existen diversas tecnologias aplicadas a la remediacion de sitios contaminados con
petréleo, los métodos fisicoquimicos y térmicos pueden remover, aislar o transformar
los contaminantes a productos menos peligrosos, pero sus altos consumos de energia

los hacen no sustentables para su aplicacién (Singh y Haritash, 2019).

La biorremediacion es una técnica utilizada para la recuperacion de suelos
contaminados con petroleo, emplea microorganismos con la capacidad de acelerar la
degradacion o inactivar los compuestos toxicos (Szulc et al., 2014). Las estrategias de
biodegradacion del petrdleo en suelo incluyen la bioestimulacion, que requiere la

adicién de nutrientes para estimular las poblaciones microbianas autdctonas del sitio
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contaminado, o bioaumentacion que se basa en la inoculaciéon de una cepa o consorcio
microbiano dentro del ecosistema para degradar el contaminate (Butnariu y Butu,

2020; Lin et al., 2010).

La eficiencia de la degradaciéon del petrdleo resulta ser mas eficiente al utilizar
comunidades bacterianas mixtas, a diferencia de una sola poblacién, los consorcios
microbianos son capaces de sintetizar compuestos que otras especies no pueden
transformar (Tirado-Torres et al., 2015). Los microorganismos son capaces de producir
biosurfactantes que mejoran la biodisponibilidad de los contaminantes optimizando la
biorremediacién; los biosurfactantes son moléculas que tienen dominios tanto
hidr6fobos como hidréfilos y son capaces de reducir la tensién superficial en el medio
de crecimiento; poseen diferentes estructuras quimicas: lipopéptidos, glicolipidos y
lipopéptidos que presentan una fuerte emulsificacion de compuestos hidr6fobos (Abdeli

et al., 2019).

La bioaumentacion es una forma de proporcionar microorganismos especificos en
cantidades suficientes para completar la biodegradacion. Sin embargo, la generacién
de un medio de cultivo econémico se convierte en un factor importante a la hora de
producir un inoculante bacteriano; principalmente, por los elevados costos de los
nutrientes grado reactivo que son utilizados; por lo que, es necesario tener en cuenta

los requerimientos nutricionales de las poblaciones microbianas.

Los nutrientes deben estar en proporciones adecuadas para asegurar una elevada
viabilidad y concentracion de los microorganismos. Es por ello, que los objetivos de esta
investigacion fueron: a) evaluar el efecto de la relacion C/N en el desarrollo de los
microrganismos utilizando dos fertilizantes agricolas como medio de cultivo, y b)
evaluar la biodegradacion del petrdleo crudo utilizando un consorcio microbiano

elaborado con bacterias aisladas de un suelo Histosol contaminado con petroleo.
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1.4 OBJETIVOS

» Utilizar los fertilizantes agricolas (nitrofoska y triple 17) como fuente de
nitrégeno para el desarrollo de los microrganismos bajo dos relaciones de C/N 20

y 25

» Evaluar la biodegradacion del petréleo crudo utilizando un consorcio microbiano

elaborado con bacterias aisladas de un suelo Histosol contaminado con petroleo.

» Determinar la produccién de lipidos polares asociados a la accion surfactante

1.5 HIPOTESIS

» Los fertilizantes nitrofoska y triple 17 pueden utilizarse como fuente nitrégeno

para estimular el desarrollo microbiano.

» El consorcio microbiano puede biodegradar los hidrocarburos del petréleo en

suelo Histosol.

» Kl consorcio microbiano tiene la capacidad de producir lipidos polares asociados

a la accion surfactante
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1.6 MATERIALES Y METODOS
1.6.1 Sitio de muestreo y recoleccion de muestras

Para el presente estudio se seleccioné un suelo Histosol en el area de influencia del
Activo Integral Cinco Presidentes del estado de Tabasco, México, ubicado en el paisaje
geomorfolégico de planicie palustre (Zavala-Cruz et al., 2016 y Palma Lobpez et
al.,2017). Las muestras de suelo se recolectaron en un derrame de petréleo a orillas de
la carretera Sanchez Magallanes del municipio de Cardenas Tabasco, en las
coordenadas 400823.0X — 2013574.7Y, Zona 15Q. El suelo contaminado con petréleo
fue recolectado a 0-30 y 30-60 cm de profundidad (30 kg por cada capa de muestreo),
de la misma manera se recolectaron 30 kg de suelo libre de contaminacién a una

distancia de 30 m de donde ocurrid el derrame. El muestreo del suelo se realizo con

base en la norma oficial mexicana NOM-138-SEMARNAT-2012 (SEMARNAT, 2012).

1.6.2 Aislamiento y caracterizacion de colonias bacterianas

El aislamiento de los microorganismos se preparé de la siguiente manera. En 90 mL
de agua destilada se prepard una suspensiéon madre con 10 g de suelo contaminado con
petréleo, después se realizaron diluciones seriadas de 10-1, 10-2 y 10-3. Posteriormente,
una alicuota de 0.1 mL de cada dilucién se verti6é en placas con Agar Bushnell Haas
utilizando petréleo como fuente de carbono (2 mL.L). La alicuota se extendié por el
método de extensién en placa y las placas se incubaron a 30 °C por 7 dias (Madigan et

al., 2017).

Terminado el tiempo de incubacién se seleccionaron siete unidades formadoras de
colonias (UFC) identificadas como: B1, B2, B3, B4, B5, B6 y B7. Posteriormente, por el
método de estriado en superficie fueron sembradas en placas con agar nutritivo y
aisladas por el método de diluciones seriadas para su identificacion morfolégica a nivel
colonia (Ramirez et al., 2015; Madigan et al., 2017). Las UFC fueron inoculadas en
placas con Agar Bushnell Has e incubadas a 30 °C por 14 dias para observar su

potencial en la degradacion del petrdleo.
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1.6.3 Diseno experimental

El disefnio de experimento se estableciéo para identificar el efecto del factor sobre el
crecimiento microbiano y consistié en un arreglo factorial no balanceado de 3 factores
(4x2x2). Los factores fueron: tipo de cepa bacteriana (B2, B3, B5 y B7), fertilizante
(nitrofoska y triple 17) y relacion C/N de 20 y 25. Un total de 16 experimentos fueron
desarrollados por triplicado. El monitoreo de la densidad éptica (DO) de las unidades
experimentales (u.e.) se midi6 cada 12 horas a una longitud de onda de 600 nm
(espectrofotometro TermoSpectronic.4001/4). Los datos obtenidos fueron analizados
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos-vias y prueba de medias Tukey a

un 95 % de confianza usando el Software estadistico Statgraphic Centerion-6.0.

1.6.4 Preparacion e inoculacion de las unidades experimentales (u.e)

Las u.e. fueron preparadas en matraces Erlenmeyer de 500 mL con volumen de trabajo
de 300 mL. Se utiliz6é como fuente de nitrégeno nitrofoska y triple 17 (1 g.Li'Y) y como
fuente de carbono glucosa. Para obtener la relacion la relacion C/N de 20 y 25 en cada
fertilizante, la glucosa se adicion6 de acuerdo al porcentaje de carbono que contiene 1
gramo de glucosa (Tabla 3). Después, las u.e. fueron selladas con tapén de hule y

esterilizadas en autoclave a 121°C durante 20 min a 1,3 kg/cm?.

Tabla 3. Porcentaje de nitrégeno (N) y carbono (C) utilizados en las u.e.

Fertilizantes Relacién N Glucosa
C/N (%) (g.L)
Nitrofoska C/Nzo 12 8.5
C/Nas 12 10.625
Triple 17 C/Nso 17 6
C/Nas 17 7.5
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Las cepas bacterianas B2, B3, B5 y B7 fueron aclimatadas en medio de cultivo kim
(Kim et al., 2000) por 16 horas con el objetivo de tener células potencialmente maduras
(Rueda-Puente et al., 2009). Después, se extrajo un indculo de cada cepa bacteriana a
una DOegoo =1 que se adicioné en cada tratamiento (nitrofoska C/N2o Y C/Ngs, triple 17
C/N32o C/N3s). Posteriormente, las u.e. fueron selladas con un tapén de hule No 5 con 3
horadaciones. En cada horadacién se introdujo tubos de vidrio con un diametro interno
de 3 mm; los tubos se utilizaron para las siguientes funciones: suministro de aire

estéril, liberacion de presiéon y toma de muestra (Ojeda Morales et al., 2009).

1.6.5 Elaboracion del consorcio

Las cepas bacterianas B2, B3, B5 y B7 fueron aclimatadas en biorreactores con medio
de cultivo kim hasta alcanzar una DO de 1 a 600 nm. Para asegurar que las
concentraciones de las cepas fueran homogéneas en la elaboracion del consorcio, se
extrajo un inéculo de 10 mL de caldo con medio kim de cada biorreactor. Cada volumen
de 10 mL del indculo fue introducido en un matraz Erlenmenyer de 250 mL hasta
obtener una mezcla de 40 mL de caldo. Posteriormente, una muestra de 10 mL de la
mezcla se inocul6 en un biorreactor utilizando como fuente de nitrogeno el fertilizante
triple 17 a una relaciéon C/N del 20. La curva de crecimiento del consorcio microbiano

se construyé por DO a 600 nm.

1.6.6 Extraccion e identificacion de lipidos polares

Un biorreactor fue disefiado con un matraz Erlenmeyer de 1000 mL, el cual contenia
un consorcio microbiano suspendido en un caldo compuesto por fertilizante (triple 17 a
una C/Ngo. El biorreactor se dejé en reposo durante 96 horas para el crecimiento
poblacional microbiano, después, se retiré la biomasa microbiana utilizando el método
de filtracién con succion (Silva, 2011) para eliminar las sustancias no tensoactivas, el
caldo libre de biomasa se mezclé con acetona ACS a 4 °C empleando una relaciéon
caldo/acetona 1:1.2 (Almazan et al., 2000), la acetona ACS se eliminé del caldo
utilizando wun rotavapor marca ECISHEL; posteriormente, la extraccion se realizd
lavando el caldo con una mezcla de cloroformo/metanol relacion 2:1, la mezcla de
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solventes se anadid al caldo en relacién 1:1 a flujo constante y se mezcl6 durante 15
minutos, después, el caldo se separé del sobrenadante por diferencias de densidades en
embudos de separacion (Almazan et al., 2000; Mulligan et al., 1989). El sobrenadante
fue purificado en rotavapor a 30 °C y 30 rpm hasta obtener la muestra pura libre de

solventes.

1.6.7 Cromatografia en capa fina y espectroscopia de infrarrojo con
trasformadas de Fourier (FT-IR)
La cromatografia en capa fina se realiz6 para identificar lipidos polares (glicolipidos,

lipopéptidos y fosfolipidos) asociados a la accién surfactante, con base en Halmilton y

Halmilton (1992).

El analisis de infrarrojo con trasformadas de Fourier (FT-IR) se utiliz6 para la
1dentificaciéon de los grupos funcionales, para ello, se utiliz6 un espectrofotometro
marca Shimadzu Modelo IRAffinity-1, la lectura espectroscépica se realizé en rango

espectral comprendido entre de 1000 a 4000 cm-1.

1.6.8 Caracterizacion de las muestras de suelo

La caracterizaciéon de las muestras de suelo se realizé midiendo los siguientes
parametros: pH, humedad, materia organica, nitrégeno total y fésforo disponible con
base en lo establecido en la NOM-021-SEMARNAT-2002 (SEMARNAT, 2002),
hidrocarburos fraccion pesada (HFP) e hidrocarburos fracciéon media (HFM) de acuerdo
con la NOM-138-SEMARNAT-2012 (SEMARNAT, 2012), y conteo de células viables
(Madigan et al., 2017).

1.6.9 Diseno experimental

Para evaluar el proceso de biodegradacion del petrdleo se establecié un experimento
con arreglo factorial de 2x2. El factor 1 fue la concentracién de petréleo en el suelo con
dos niveles (Al = 262,000.2 g/kg y B1= 123,594.1 g.kg'! en HFP) y el factor 2 fue

atenuacion natural (A2 y B2) mas un control (suelo sin contaminacién).
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1.6.10 Inoculacion de las unidades experimentales y monitoreo del

experimento

Las u.e. experimentales fueron establecidas en botes de plastico con 5 kg de suelo
preparado de la siguiente manera: suelo contaminado con petrdleo a una concentracién
de 262,000.2 y 123,594.11 g.kg'! en HFP con tres réplicas mas un testigo (atenuacién
natural) y un blanco (suelo libre contaminacién). Posteriormente, las u.e con suelo
contaminado fueron saturados con el inoculante triple 17-C/N3o, las u.e testigo y blanco

se saturaron con agua de grifo previamente estéril.

El monitoreo del experimento se llevé acabo realizando un muestreo de las u.e cada 15
dias por 3 meses, tiempo durante el cual se realizaron los siguientes analisis: pH,
humedad, HFP y HFM, y conteo de células viables en placas con agar bushnell hass
utilizando petréleo como fuente de carbono para los microorganismos. Los resultados
fueron analizados mediante un ANOVA y pruebas de medias Tukey con 95 % de

confianza.

1.7 RESULTADOS Y DISCUSION

1.7.1 Caracterizacion de los microorganismos

Se aislaron cutro unidades formadoras de colonias (UFC) del suelo contaminado con
petréleo. En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas morfologicas de cada una de las
cepas bacterianas. El estudio microscépico permitié observar que la UFC clasificada
como: B2 tiene forma de cocos, las UFC: B3, B5 forma de bacillos, mientras que la UFC

B7 forma de estreptobacilo.
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Tabla 4. Caracteristicas morfolégicas y microscopicas de las UFC aisladas de suelo
contaminado con petréleo

UFC  Forma Borde Elevacion Superficie  Observacién Gram
microscopica

B2  Circular Entero Plana Cremosa Cocos +

B3  Circular Entero Elevada Brillante Bacilos +

B5  Rizoide Lobulado convexa Cremosa Bacilos +

B7  Irregular Ondulado Plana Rugosa Estreptobacilo +

En la biorremediacién de suelo contaminado con petrdleo suelen utilizarse bacterias
autéctonas del sitio contaminado. En un estudio realizado por Nasser-AlKaabi et al.
(2020) aislaron y emplearon bacterias autoctonas del género Bacillus, Virgibacillus y

Pseudomonas para remediar un sitio contaminado con petroéleo.

1.7.2 Crecimiento microbiano en medios de cultivo enriquecidos con

fertilizantes

La comparacion estadistica de la fuente de nitrégeno con respecto al desarrollo de las
cepas bacterianas por DO mostré diferencias significativas (p < 0.01). En la Figura 5 A
se observa que el crecimiento poblacional maximo lo registré la UFC B7 en triple 17 a
una DO de 0.88, y de 0.43 en nitrofoska. De la misma manera, las UFC B2 y B3
alcanzaron su maximo desarrollo poblacional en triple 17, mientras que, la UFC B5

tuvo un mejor crecimiento poblacional en nitrofoska a una DO de 0.22.

La fuente de nitréogeno que permitié un mejor desarrollo en las UFC fue el fertilizante
triple 17 con una relaciéon C/N de 20 (Figura 5 B). De acuerdo con Upadhyay et al.
(2020), la concentracion de los nutrientes que contienen los medios de cultivo influyen
en la fisiologia microbiana, nutricién, multiplicacién celular, produccién de metabolitos

primarios y secundarios. Los microorganismos necesitan una fuente de carbono para
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satisfacer sus demandas energéticas y construir biomasa microbiana, por lo que un
balance estequiométrico carbono/nutrimentos puede reflejar la demanda energética y
nutricional de los microorganismos (Soong et al., 2020). Ademas, la biodisponibilidad
del C en la relacion C/N de 25 favorece la actividad microbiana y regula la capacidad
para inmovilizar el N, no obstante, la biomasa microbiana disminuye cuando la fuente

N es limitante (Montano et al., 2016).
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Figura 5. Medicion de las DO de los microorganismos. A) DO maxima de las cepas
bacterianas utilizando los fertilizantes como fuente de nitrégeno B)
efecto de la DO en los fertilizantes bajo la relacién de C/N de 20 y 25.
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1.7.3 Curva de crecimiento microbiano

El consorcio microbiano alcanzo la fase estacionaria después de las 96 horas de la
inoculaciéon a una DO de 0.55 nm (Figura 6), de acuerdo con Rosales et al. (2020) las
curvas de crecimiento microbiano por DO son una herramienta til para determinar la
respuesta de los microrganismos en condiciones variables, y para estimar los
parametros 6ptimos de crecimiento como es la densidad celular y el calculo del tiempo
de duplicacién bacteriana. Zhang et al. (2021) han reportado curvas de crecimiento de
consorcios microbianos por DO durante la biodegradacion de hidrocarburos alifaticos

de bajo peso molecular como el n-decano, n-dodecano y n-hexadecano.
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Figura 6. Curva de crecimiento del consorcio microbiano utilizando el fertilizante
triple 17 a una relaciéon C/N de 20.

1.7.4 Lipidos polares asociados a la accion surfactante

La determinacion de lipidos polares realizada por cromatografia en capa fina, permitié
la identificacion de lipopéptidos asociados a la acciéon surfactante, los lipopéptidos

aparecieron como una mancha color rojo-violeta sobre la placa de cromatografia (Figura
32
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7), estos resultados son similares a los reportados por Ibrar y Zhang (2020) quienes
obtuvieron y caracterizaron dos biosurfactantes de consorcios microbianos con base en
lipopéptidos, y que demas poseian la capacidad de generar emulsiones estables y
aumentaban la solubilidad de algunos compuestos como los hidrocarburos policiclicos

aromaticos (HPA), mejorando su biodegradacion.

Figura 7. Identificacién de lipidos polares, a) fosfolipidos, b) lipopéptidos y c)
glicolipidos

1.7.5 Espectroscopia de infrarrojo con trasformadas de Fourier (FT-IR)

En la Figura 8 se muestra el espectro FT-IR del biosurfactante por el consorcio
microbiano, las bandas caracteristicas de absorcién pertenecen a los grupos funcionales
formados por los lipopéptidos, los picos mas importantes fueron localizados a una
longitud de onda de 3270 cm-! (enlaces O-H caracteristicos de los polisacaridos), 2118
cm! (picos de enlaces C-H: cadenas de hidrocarburos alifaticos) y 1630 cm-! (enlaces

CO-N de grupos y radicales alquilos en a una longitud de onda de 1023 cm-1). El
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espectro de IR del biosurfactante producido por el consorcio fue similar a la estructura
del biosurfactante producido por B. licheniformis publicado por Joshi et al., (2016),
quienes obtuvieron estructuras de lipopéptidos similares a las surfactinas reportados
como excelentes agentes tensioactivos con potencial en la aplicacion de la recuperacion

mejorada de petroéleo.
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Figura 8. Espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier
(FT-IR) del biosurfactante producido por el consorcio
microbino.

1.7.6 Caracterizacion inicial de las muestras de suelo

La muestra de suelo Histosol se utiliz6 para establecer los tratamientos de
biorremediacion, para ello, se caracterizé de forma inicial con el fin de monitorear el

experimento, las variables analizadas se muestran en la Tabla 5.
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Las muestras de Histosol libre de contaminacion registraron un porcentaje muy alto
en materia organica (MO) y fésforo (P), los valores de N fueron clasificados como bajos
de acuerdo con las especificaciones para fertilidad y clasificacién de suelos de la NOM-
021-RECNAT-2002 (SEMARNAT, 2002). El analisis de microorganismo presentes en
el suelo fue en promedio de 240 UFC.mL! y un pH moderadamente acido (5.5). De
acuerdo con Zavala-Cruz y Garcia-Lépez (2012), los Histosoles se encuentran saturados
con agua durante casi todo el afio y el drenaje muy lento contribuye a la acumulacién
de la materia organica bajo condiciones anaerobias, principalmente por el bajo

contenido de oxigeno presente en el agua.

La muestra de suelo contaminada con petréleo registré6 una concentracién de HFP por
encima del limite maximo permisible establecido por la NOM-138-SEMARNAT-2012
(SEMARNAT, 2012), la concentraciéon de HFM fue de 59.086 y 82.856 mg.kg-! valores
que se encuentran por debajo del limite maximo permisible. La concentraciéon HFP son
muchos mas elevadas que los reportados por Dominguez-Dominguez et al, 2011 en
suelos influenciados por el campo cinco presidentes. El analisis de microorganismos
presentes en suelo fue de 37x102y 24x102 UFC.mL!, el pH fue moderadamente acido (5.5)
y el contenido en MO fue muy elevada 93 y 89 % (SEMARNAT, 2002).

Tabla 5. Variables analizadas en las muestras de suelo

Muestrade  Muestreo MO N P HFP HFM  pH (UFC.mL%Y)
suelo (cm) (%) (%) (mgkg?) (mgkg?) (mgkg?)

Contaminado 030 93 178 291 _ 262000 59086 55  37X102
CON Petioleo g e e TR 533 123504 83856 BB 2AXi0l

No 0-30 88 2.64 12.99 824.73 ND 6.5 40X10!

contaminado
30-60 68 2.84 21.76 695.12 ND 5.5 38X10?
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1.7.7 Determinacion de pH

Durante el proceso de biorremediaciéon el pH registrado fue moderadamente acido, el
tratamiento A1l tuvo un valor de 5.5, mientras que el tratamiento A2 y el tratamiento
B1 mantuvieron un valor estable de 6.0 durante los 90 dias del tratamiento, sin
embargo, el tratamiento B2 fue en aumento durante el proceso de biorremediacion,
variando de 5.5 hasta 6.5 (Figura 9). El pH es una variable que influye en la
biorremediacion de suelos contaminados con petréoleo, Romero et al. (2008) mencionan
que valores de pH fuertemente acidos o fuertemente alcalinos pueden afectar las

poblaciones microbianas haciendo la biodegradacion lenta.

0 15 30 45 60 75 90

Tiempo (dias)

m Testigo A2 (atenuacion natural) Tratamiento Al (consorcio)
m Testigo B2 (atenuacion natural) m Tratamiento B1 (consorcio)

Figura 9. Observacion del pH durante la biorremediacién del suelo contaminado con
petroleo.

1.7.8 Poblacién microbiana presente en los tratamientos

Las UFC microbianas presentes en suelo es otro de los factores biéticos que condicionan
a la biorremediaciéon (Ojeda-Morales y Juarez-Palacio, 2019). En la Figura 10 se
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observa el crecimiento poblacional de los microorganismos degradadores de petréleo
crudo, desde el dia cero hasta los 90 dias de experimentacion, en donde, los
tratamientos con bioaumentaciéon (Al y B1) utilizando el consorcio microbiano y
atenuacion natural (sin bioaumentaciéon) mantuvieron una actividad microbioldgica en
constante crecimiento; sin embargo, el tratamiento con el consorcio microbiano (Al y
B1) registr6 la mayor carga microbiana durante el proceso de biorremediacién (2E+04
y 2.5 E+04 UFC.mL-! respectivamente), mientras la atenuaciéon natural (Testigo A2y
B2) tuvieron una actividad microbiana baja (5.4E+03 y 1.5E+4 UFC.mL) en

comparacion con la bioaumentacion.

3.0E+04
2.5E+04
2.0E+04

1.5E+04

UFC.mL"!

1.0E+04 E

5.0E+03 ,&..‘%, P s

.\"'

0.0E+00 %
0 20 40 60 80 100

Tiempo (dias)

- X= Testigo A2 (atenuacion natural) —O=— Tratamiento A1 (consorcio)
---Ac-- Testigo B2 (atenacion natural) —=— Tratamiento B1 (consorcio)

Figura 10. Grafica de crecimiento poblacional de los microorganismos degradadores de
hidrocarburos
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En los procesos de biorremediacion, los nutrientes son los factores que aumentan la
actividad microbiana, los mas importantes son: carbono, nitrégeno, fésforo y potasio
que son necesarios para la produccion de aminoacidos, proteinas, enzima, y otros
constituyentes celulares como los fosfolipidos, que son futiles para acelerar la
biodegradacion (Romero et al., 2008). El triple 17 utilizado tiene una concentracion de
nutrientes en N, Py K (17-17-17), elementos que fueron incorporados al suelo durante
la bioaumentacion con el consorcio microbiano, estimulando al mismo tiempo el

desarrollo de microrganismos degradadores de petrodleo.

1.7.9 Degradacion de Hidrocarburos de Fraccion Pesada (HFP)

La comparacion estadistica de la remocion de petréoleo con respecto al tiempo presento
diferencias significativas (p < 0.01) en un intervalo de confianza de 95 % de medias
Tukey. Durante el proceso de biorremediacion, en los tratamientos se registré6 una
disminucion de los hidrocarburos del petrdleo en su fracciéon pesada (HFP) utilizando
el consorcio microbiano y atenuacién natural (Figura 11). Donde la biorremediacion
con el consorcio microbiano en los tratamientos testigo Al y Bl registraron una
disminucién de los HFP de 38 y 52 % respectivamente; por otra parte, los tratamientos
sin bioaumentaciéon (atenuacién natural) A2 y B2 registraron un porcentaje de

remocion de los HFP de 23 % y de 30%.
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Figura 11. Porcentaje de remocion de hidrocarburos fracciéon pesada (HFP)
durante el proceso de biorremediacién.

1.8 CONCLUSION

En el presente estudio se demostro que los fertilizantes nitrofoska y triple 17 pueden
ser utilizados como fuente de nitrégeno para aumentar la densidad celular de los
microrganismos, ademas, una buena relaciéon C/N refleja la actividad enzimatica de los
microorganismos para producir biomasa microbiana. Kl consorcio microbiano
elaborado de cepas bacterianas aisladas de suelo contaminado con petréleo, demostro
su efectividad para biodegradar hasta un 52 % de hidrocarburos del petréleo en el suelo
Histosol, y se demostr6 que el consorcio tiene la capacidad de producir un compuesto
en base a lipopéptidos, sustancia que puede aumentar la solubilidad de los

contaminantes y mejorar la biodegradacion.
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CAPITULO 2.- ESTUDIO DE SUELO HISTOSOL CONTAMINADOS POR PETROLEO
MEDIANTE ESPECTROMETRIA NIR, CROMATOGRAFIA DE GASES-MASAS y
GENERADOR DE ESPACIO DE CABEZA
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2.1 RESUMEN

El petréleo es la fuente de contaminacion mas comun de los suelos con impactos
negativos sobre la flora y fauna. Los efectos toxicos dependen del grado de
contaminacion y el tiempo de persistencia de los compuestos quimicos que componen a
cada hidrocarburo. Los métodos mas utilizados en la deteccién y cuantificaciéon de
petrodleo en suelos son: 1) extraccion gravimétrica y 2) detecciéon por cromatografia de
gases con detectores de espectrometria de masas (GC-MS). Ambos métodos se
caracterizan por requerir de la extraccion de los compuestos derivados del petroleo con
solventes quimicos, lo que resulta en acumulacion de residuos quimicos peligrosos,
operacion prolongada y costosa para el analisis de muestras contaminadas con petroleo.
En esta investigacion se realiz6 un modelo de regresion de minimos cuadrados
parciales (PLS) para detectar y estimar las concentraciones de hidrocarburos de
petréleo en suelos Histosoles, empleando espectrometria VIS-NIR-SWIR vy
cromatografia de Gases-Masa con generador espacio de cabeza (headspace). El
coeficiente de calibracion R2 y el error estandar de calibraciéon (SEC) para el modelo de
calibraciéon NIR fue de una R2=0.9998 y SEC = 1585.34. Mediante la cromatografia de
gases acoplada a espectroscopia de masas y generador de espacio de cabeza (HS-GC-
MS), se identificaron los compuestos presentes en los suelos contaminados alcanos
lineales y ramificados como: tetradecano, nonadecano, heptadecano, dodecano y

dimetildecano en las muestras de suelos contaminados con petroéleo.

Palabras claves: espectrometria, cromatografia, petroéleo, suelo
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2.2 ABSTRACT

Oil is the most common source of soil contamination with negative impacts on flora and
fauna. The toxic effects depend on the degree of contamination and the persistence time
of the chemical compounds that make up each hydrocarbon. The most used methods in
the detection and quantification of oil in soils are: 1) gravimetric extraction and 2)
detection by gas chromatography with mass spectrometry detectors (GC-MS). Both
methods are characterized by requiring the extraction of petroleum-derived compounds
with chemical solvents, which results in accumulation of hazardous chemical residues,
prolonged and expensive operation for the analysis of samples contaminated with
petroleum. In this investigation, a partial least squares (PLS) regression model was
performed to detect and estimate the concentrations of petroleum hydrocarbons in
Histosol soils, using VIS-NIR-SWIR spectrometry and headspace generator
chromatography. The calibration coefficient R2 and the standard error of calibration
(SEC) for the NIR calibration model was R2 = 0.9998 and SEC = 1585.34. By means of
gas chromatography-mass spectroscopy coupled to a headspace generator (HS-GC-
MS), the compounds present in contaminated soils linear and branched alkanes were
identified as: tetradecane, nonadecane, heptadecane, dodecane and dimethyldecane in

oil-contaminated soil samples.

Keywords: spectrometry, chromatography, oil, soil
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2.3 INTRODUCCION

Las malas practicas en la produccion, almacenamiento y transporte de los
hidrocarburos del petréleo son las principales causas de contaminacion del suelo, agua
y aire (Pérez-Munos et al., 2019). La incorporacién del petréleo al suelo modifica las
propiedades fisicas y quimicas de los suelos, como la densidad y foto toxicidad, y altera
las comunidades microbianas (Butnariu y Butu, 2020). De los métodos analiticos
empleados para la caracterizaciéon y cuantificaciéon de hidrocarburos derivados del
petréleo en suelos, el mas utilizado es la extracciéon Soxhlet descrita en la norma oficial
mexicana NMX-AA-134-SCFI-2006 (DOF, 2006). El método indica un tiempo de
extraccion prolongado y puede utilizarse como disolvente hexano, diclorometano, éter
etilico, acetona, metanol o la combinacion entre ellos; sin considerar las propiedades
fisicas y quimicas del suelo (Pons-Jiménez et al., 2011). Se ha implementado la
cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (GC-MS) para la deteccién
y cuantificacion de compuestos especificos derivados del petréleo, el método
proporciona selectividad y sensibilidad reduciendo el tiempo de operaciéon, pero no
reduce la manipulaciéon de solventes quimicos como agentes extractantes de los

compuestos derivados del petréleo (Pollo et al., 2018).

Por otra parte, la espectrometria de infrarrojo cercano (NIRS) y la Quimiometria hacen
posible establecer modelos para identificar y cuantificar compuestos moleculares de
muestras sélidas y liquidas (Alomar y Fuchslocher, 1998). La técnica requiere una
minima cantidad de muestra que se somete a una fuente de radiacién infrarroja para
producir un espectro con la informacion correspondiente a la composicion quimica de
la muestra de contaminado con petréleo crudo. Con la caracteristica de ser una
alternativa rapida, directa y respetuosa con el medio ambiente (Sun, 2009). El escaneo
de las muestras no requiere la manipulaciéon de solventes quimicos, y la preparacion
solo toma unos minutos (Moro et al., 2021). El NIR se ha implementado en la deteccion

rapida de hidrocarburos totales del petrdleo en suelos minerales (Basile et al., 2021).

El espectro obtenido por instrumentacion NIR puede correlacionarse con la
composicion quimica conocida de la muestra mediante modelos de calibracién
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multivariante (Moro et al., 2021), el modelo puede predecir una propiedad de la
muestra analizada: viscosidad, concentracién de contaminantes, densidad, etc.
(Cavado-Osorio et al., 2014). Las técnicas quimiométricas mas utilizadas en la
espectrometria NIR son: el analisis de componentes principales (PCA); como un método
de analisis exploratorio multivariado, Gtil para separar la variaciéon sistematica del
ruido, permite la identificaciéon de similitudes y diferencias de grandes conjuntos de
datos (Geladi y Linderholm, 2020). La regresion lineal de minimos cuadrados parciales
(PLS) como una técnica multivariante que se utiliza para modelar la relaciones entre
multiples variables de respuesta, es una forma rapida y sencilla de establecer una
ecuacion de prediccion (Garthwaite, 1994). En la actualidad estudios realizados por
Mejia-Ospino et al. (2011) y Douglas et al. (2018) han utilizado la espectrometria NIR

en la deteccion y cuantificaciéon de compuestos derivados del petroleo.

En estudios de Pérez-Pavon et al. (2004) y Jaén-Gonzalez et al. (2021), se utilizé la
cromatografia de gases — espectrometria de masas con acoplamiento directo de la
muestra un generador de espacio de cabeza. El objetivo de la técnica fue la
identificacién rapida de compuestos derivados del petrdleo, ya que es una técnica
simple, limpia y amigable con el ambiente al no requerir de un tratamiento previo de
las muestras antes del analisis (Shariati-Feizabadi et al., 2003).

El presente estudio se desarrollé para proponer modelos de cuantificaciéon y deteccion
rapida de hidrocarburos del petréleo en suelo Histosol y de UFC mediante
espectrometria VIS-NIR-SWIR y la identificaciéon de compuestos derivados del petréleo

en un proceso de biorremediacién mediante HS-GC-MS.

44



2.4 OBJETIVOS

» Analizar Hidrocarburos Fraccion Pesada (HFP) e Hidrocarburos Fraccién Media
(HFM) en suelo Histosol contaminado con petroéleo utilizando un espectrometro
de infrarrojo cercano (NIRS) y un cromatografo de gases-masas (CG-MS) con

generador de espacio de cabeza (HS)

» Construir modelos de clasificaciéon y cuantificaciéon quimiométrica de los

hidrocarburos del petrdleo con la informacién generada del NIRS.

2.5 HIPOTESIS

» Los espectros VIS-NIR y los cronogramas (GC-MS-HS) pueden detectar los

hidrocarburos del petrdleo.

» Los modelos de clasificacion y cuantificaciéon generados por los espectros VIS-

NIR pueden predecir la concentraciéon de hidrocarburos del petréleo
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2.6 MATERIALES Y METODOS
2.6.1 Muestreo de suelo

Las muestras de suelo proceden del proceso de biorremediacién del suelo Histosol
realizado en el capitulo 1. Las muestras de suelo se colectaron cada 15 dias, por un

periodo de tres meses, con un total de 70 muestras de suelo.

2.6.2 Determinacion de Hidrocarburos Fraccion pesada (HFP)

El analisis de Hidrocarburos Fracciéon Pesada (HFP) se realiz6 por el método de
extraccion por sonicacion siguiendo las especificaciones de la norma mexicana NMX-
AA-134-SCFI-2006 (DOF, 2006). Para ello, una muestra de 10 g de suelo fue
homogenizada con sulfato de sodio anhidro hasta adsorber humedad. Posteriormente
se adicionaron 30 mL de hexano y se llevé a zonificacién por 20 minutos (Powersonic
45. Modelo: LUC-405), el material extractable con hexano se filtr6 en un matraz baldn,
previamente llevado a peso constante, y se utilizé papel filtro Whatman del No 40, el
hexano fue retirado del matraz en un rotavapor a 70 °C y 30 rpm, posteriormente, el
matraz se llevé a peso constante a 110 °C para la cuantificaciéon de los materiales
extractable con hexano (HEM). El extracto final fue disuelto con 30 mL de hexano y
filtrado en papel Whatman y a través de silica gel (3 g de silica gel por cada 1000 mg
de HEM). El exceso de disolvente fue retirado del rotavapor y llevado a peso constante

a 110 °C. El extracto final se cuantificé como hidrocarburos fraccion pesada (HFP) con

base en la NMX-AA-134-SCFI-2006 (DOF, 2006).

2.6.3 Analisis con NIRS

Para eliminar el efecto del contenido de humedad en el analisis espectral, las muestras
de suelo fueron secadas a la sombra a una temperatura de 27 °C, molidas y tamizadas
a través de malla de 1 mm de diametro (Pons-Jiménez et al., 2011). Para la medicion
Optica, una muestra suelo fue colocada en una celda porta muestra de 24 cm3 con
ventana de cuarzo, para aproximadamente 50 g de suelo, la celda fue colocada en un

espectrofotometro de reflectancia en el infrarrojo cercano NIRS (marca Foss, modelo
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6500 System II Vertical Type 461008). Las lecturas de reflectancia se realizaron en un
rango espectral de 400 hasta 2498 nandémetros (nm) en intervalos de 2 nm. Por cada
muestra se registré un total de 1050 datos con el programa ISIscan (Infrasoft. 2008.
ISIscan, Quick Start Guide for System II Analyzer. Version 2.81. Infrasoft
International LLC. State College, PA USA).

2.6.4 Analisis con HS-GC-MS

La medicién cromatografica se realizé utilizando la técnica de espacio de cabeza, para
ello, una muestra de 5 g de muestra de suelo fue colocada en un vial con dimensiones
de 22.5 x 50 mm y volumen de 10 mL, y se sellaron los viales. Posteriormente el vial
fue colocado en el HS-GC-MS (marca Varian, modelo 3900) y calentado a 95 °C, se
aplicé una inyeccion split con un volumen de muestra de 1 pl. Los compuestos volatiles
fueron separados mediante una columna capilar compuesta en 95 % metilpolisiloxano
y 5 % fenil (30 m x 0.25 mm x 0.25 DF). El gas acarreador fue helio (99.99 %). La rampa
de temperatura del horno fue de 60 °C a 250 °C en intervalos de 10 °C min-1, y la
temperatura se mantuvo durante 30 min (Guerrero-Pena, 2006). Los resultados del
HS-GC-MS fueron procesados en el software Workstation toolbar, libreria espectral

MS-Search. versién 2.0.

2.6.5 Analisis de componente principales (PCA)

Los espectros de reflectancia de las 70 muestras de suelo fueron sometidos a un analisis
de componentes principales (PCA) para identificar agrupaciones, similitudes y
diferencias en las muestras de suelo. El analisis de PCA permite transformar la
variable (longitudes de onda) en componentes principales (PC) para reducir la
dimensionalidad del conjunto de datos, los espectros procesados fueron mostrados en

una figura bidimensional generada con el Software Pirouette 4.5.
2.6.6 Regresion de minimos cuadros parciales (PLS)

Los espectros VIS-NIR-SWIR de las 70 muestras suelo se sometieron a un tratamiento
matematico para eliminar el ruido, alinear y mantener los espectros a una misma

escala. El procedimiento incluyo: suavizado, primera derivada, segunda derivada,
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logaritmo de base 10 (log 10) y variable normal estandar (SNV). Los datos procesados
se utilizaron para realizar un modelo lineal multivariado para relacionar dos conjuntos
de datos (variables predictoras X y variable de respuesta Y). En este estudio se
desarroll6 una base de datos combinado los espectros VIS-NIR-SWIR de las 70
muestras de suelo y datos referencia elaborados por métodos gravimétricos;
hidrocarburos fraccién pesada (HFP) y cuantificacion de microrganismos presente en
el suelo durante el proceso de biorremediacion. Los datos espectrales VIS-NIR-SWIR
se definieron como variables predictoras (Y) y los datos de referencia como variables de
respuesta (X). Los modelos de prediccion PLS fueron desarrollados en el software
estadistico Pirouette 4.5 y evaluados mediante una validaciéon cruzada utilizando como

coeficiente de prediccion la R2 (Tabla 6).

Tabla 6 Indicadores estadisticos para seleccionar y evaluar el modelo de calibracion.

Validacion interna

Calificadores estadisticos Ecuacion
RSQ (coeficiente de correlacion multiple) R2 = 1 SEC?
B SD2
SEC (error estandar de calibracién ViV
( : SEC = Y200
SECV (error estandar de validacién cruzada) SECY — \/W
n

2.5

PRESS (suma del error residual predicho) — 1
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2.7 RESULTADOS Y DISCUSION

2.7.1 Espectrometria de infrarrojo cercano VIS-NIR-SWIR de las muestras

de suelo

La Figura 12 muestra los espectros de las 70 muestras de suelo, los cuales se obtuvieron
sin procesamiento previo, (56 espectros para muestras contaminadas con petréleo
crudo y 14 muestras no contaminadas). Las muestras contaminadas con petroleo
presentan un patron de respuesta de reflectancia entre 2000 y 2300 nanémetros, por
lo que pueden asociarse al estiramiento del enlace C-H vinculados a los hidrocarburos
totales del petréleo (TPH). En estudios realizados por Douglas et al. (2018) reportaron
bandas de absorcion a 2207 nanémetros que se atribuyen a los espectros tipicos de suelo
con petroéleo crudo. Las muestras de suelo no contaminadas no presentan bandas de
absorcion de energia en esas longitudes de ondas. Las bandas de absorciéon entre 1300
y 1500 segtn dJia et al. (2021) suceden por la presencia de humedad en las muestras de
suelo. Estudios realizados por Jarquin-Sanchez et al. (2012) reportaron espectros NIR
con picos de absorcion a 1700 nanémetros relacionados con la presencia de nitrégeno

(N) en suelo.
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Figura 12 Espectros VIS-NIR-SWIR sin procesar de 70 muestras de suelo (56 contaminadas
con petrdleo y 14 sin contaminacién).
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2.7.2 Clasificacion mediante analisis de componentes principales (PCA)

Se utilizo el analisis de PC por ser un método exploratorio multivariado util para
separar la variacién sistematica del ruido, conservar la informaciéon relevante de los
datos originales y permitir la visualizacion de puntuaciones y variables (Geladi y
Linderholm, 2020). Con la técnica no supervisada de PC, las muestras son separadas
en tres grandes grupos: 1) el grupo A las muestras que pertenecen a las no
contaminadas con petréleo, 2) las del grupo B, y C pertenecen a muestras contaminadas
con petrdleo. La separacion de los grupos B y C se debe principalmente a la
concentracion de petréleo en cada grupo (Figura 13). Estos resultados evidencian que
los espectros generados por espectrometria VIS-NIR-SWIR proporcionan informacion
suficiente para identificar y clasificar muestras de suelo Histosol contaminadas y no

contaminadas con petroleo.
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Figura 13 Analisis de componentes principales PCA: grupo A) suelo libre de
contaminacion, grupos B) y C) suelos contaminados con petroleo.
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2.7.3 Modelos de regresion de minimos cuadrados parciales (PLS)

Para construir el modelo PLS se utilizaron las concentraciones de los HFP y los datos
espectrales VIS-NIR-SWIR de las 70 muestras de suelo Histosol, el desempeno del
modelo PLS se evalué mediante una validacién cruzada, para ello, se dejaron fuera los
datos de una muestra cada vez, mientras que, con el resto de los datos de las muestras,
se obtuvo el conjunto de entrenamiento. La prediccion para los HFP tuvo un coeficiente
de determinacién en la calibraciéon R2=0.9998 con un porcentaje de error promedio 1.3
%. El error estandar de calibracion (SEC) resulto de 1585.34 (Figura 14). Los resultados
fueron mejores que los reportados por Douglas et al. (2018) en TPH (R2 = 0.83), y

similares con los obtenidos por Mejia Ospino et al. (2011).
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Figura 14 Modelos de prediccion de los hidrocarburos fraccion pesada en un Histosol
mediante modelacion de espectros VIS-NIR-SWIR.

En este estudio se propuso realizar el mejor modelo calibracién VIS-NIR-SWIR para
determinar las concentraciones microbianas presentes en suelos Histosoles

contaminados con petréleo. La Figura 15 representa un modo lineal PLS con validacién
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cruzada para estimar las UFC en los espectros VIS-NIR, el coeficiente R2=0.9998 con
porcentaje de error 1.8 %, el error estandar de calibraciéon SEC fue 0.0078. Hasta la
fecha no existen estudios donde hayan realizado espectros VIS-NIR-SWIR de muestras
de suelo Histosol contaminado con petroéleo crudo para predecir las con contracciones
microbianas. Sin embargo, se pueden establecer algunas comparaciones en el infrarrojo
medio y lejano. Como por ejemplo los resultados reportados por Jaureguiberry et al.
(2016) quienes utilizaron espectrometria de infrarrojo con trasformada de fourier
(FTIR) para identificar bacterias patégenas en vacas lecheras. En otro estudio, Cuéllar-
Gil et al. (2011) utilizaron la espectrometria de infrarrojo para diferenciar especies
bacterianas mediante un analisis exploratorio de componentes principales, y demostré
que puede utilizarse en analisis microbiolégicos para construir modelos que estimen

las concentraciones microbianas.
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Figura 15. Modelo de regresion PLS para UFC de las muestras de suelo
contaminadas con petroleo con coeficiente de Variacion R2= 0.9998
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2.7.4 Cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas y

generador de espacio de cabeza (HS-GC-MS)

Los resultados de la HS-GC-MS permiti6é la identificaciéon de los alcanos lineales
tetradecano, nonadecano, heptadecano y alcanos ramificados como: dodecano y
dimetildecano. En la Figura 16 se muestran los cromatogramas obtenidos con el HS-
GC-MS durante el proceso de biorremediacién en suelo Histosol contaminado con
petroleo crudo, donde, se puede visualizar la degradacion de ciertos compuestos
derivados del petrodleo, lo que demuestra la eficiencia de la técnica de HS-GC-MS para
1dentificar hidrocarburos del petrdleo en suelos complejos como los Histosoles. El
cromatograma 1 representa la concentracién inicial de los contaminantes, mientras
que el cromatograma 8 la fase final de la biorremediacién.

Estudios realizados por Pérez-Pavon et al. (2004), Serenjeh et al. (2004) y Wei et al.
(2007) han demostrado que el método es una alternativa para la cuantificacion de
hidrocarburos, la técnica posee alta sensibilidad y selectividad; ademas de que se
elimina: 1) el proceso de extraccion, 2) el uso de solventes para la extraccion y 3) el

tiempo de analisis (Christensen, 2002; Tomasi y christensen, 2009).
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Figura 16 Degradacién de los compuestos derivados del petrdleo representados por cromatografia con generaciéon

de espacio de cabeza



2.8 CONCLUSION

La tecnologia NIR genera informacion util y suficiente para obtener modelos de
regresion PLS con altos coeficientes de correlacion entre el valor de referencia y el valor
estimado por el modelo, la prediccion de los HFP tuvo una R2=0.9998 con un porcentaje
de error promedio 1.3 %, la prediccion de la carga microbiana expresada en UFC.mL-1
tuvo un coeficiente R2= 0.9998 con porcentaje de error 1.8 %. El analisis cualitativo de
los compuestos derivados del petréleo durante la biorremediacién se realizé mediante
HS-GC-MS, los resultados demostraron la presencia de alcanos lineales como:
tetradecano, nonadecano, heptadecano y alcanos ramificados como: dodecano y
dimetildecano. Las analiticas pueden utilizarse como procedimiento para el estudio de
muestras problema en analisis de rutina de los laboratorios, para la deteccion y
cuantificaciéon rapida de petrdleo en suelos. La espectrometria VIS-NIR-SWIR y la
técnica de HS-GC-MS son métodos que presentan sensibilidad, selectividad y son
amigables con el ambiente, en comparacién con las técnicas convencionales, la
espectrometria VIS-NIR-SWIR y la técnica de HS-GC-MS tienen la ventaja de no
requerir solventes quimicos para extraer compuestos derivados del petroleo, ademas
de que se reducen los tiempos de operacion, costos analiticos y manipulaciéon de las
muestras, y por lo tanto el error analitico y el uso de infraestructura y personal de

laboratorio.
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CONCLUSIONES GENERALES

El fertilizante triple 17 puede ser utilizado como alternativa de medio de cultivo para
la reproduccion microbiana. Es una fuente alta en nitréogeno que puede ser utilizada
para estimulante de las poblaciones microbianas en suelos contaminados con petréleo.
El consorcio microbiano inoculado en el triple 17 como fuente de nitrégeno resulto tener

la capacidad de degradar el petroéleo en suelo Histosol.

La espectrometria VIS-NIR demostré que los suelos Histoles contaminados con
petréleo crudo tienen una firma espectral entre 2000 y 2300 nanémetros caracteristica
de los enlaces C-H atribuidos a los hidrocarburos del petréleo. La técnica de HS-GC-
MS resulto ser efectiva para detectar compuestos especificos de los hidrocarburos del
petroleo como alcanos lineales y ramificados, ademas, en comparacién con los métodos
gravimétricos se redujo completamente la utilizaciéon de solventes quimicos y por lo

tanto resultan ser mucho méas econémicos.

El modelo de calibraciéon PLS para correlacionar los hidrocarburos fracciéon pesada con
los espectros NIR, resulto ser muy bueno para estimar las concentraciones de petroleo

en suelos Histosol.
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