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Resumen

El presente estudio busca evaluar la remediacion del suelo
contaminado con aceite crudo, utilizando
microorganismos de montafia. La metodologia aplicada
consiste en evaluar las propiedades fisicoquimicas del
suelo en campo: nitratos, pH y determinacién de grasas y
aceites; utilizando espectrofotometro Hach DR2010,
potenciometro Orion'y el método soxhlet respectivamente
antes y después del tratamiento con los microorganismos
de montafia, se evaluo dos muestras de suelo de 10y 20
ppm de aceite en un periodo de 60 dias. Los resultados
obtenidos en la primera muestra de 10 ppm se obtuvo una
concentracién final del 8.2 ppm por lo tanto se degrado
18% de aceite, para la segunda muestra de 20 ppm se
obtuvo una concentracion final de 13.1 ppm dando como
resultado una degradacion del 34.5% del aceite en suelo.,
en cuanto la concentracion de nitratos incremento la
concentracién de 2.7 a 3.5 mientras que el pH disminuyo
de 9.26 a 8.32 Por lo que se concluye que la presencia de
microorganismos de montana son un conjunto de
microorganismos (hongos, levaduras y bacterias) que
ademas de nutrir el suelo contribuye con la degradacion de
hidrocarburos pudiendo este ser utilizado para la
remediacidon cuando son impactados por grasas y aceites.

Microorganismos de montafia (MM), hidrocarburo,
composicién, degradacion

Abstract

The present study aims to evaluate the remediation of soil
contaminated  with  hydrocarbon for  agricultural
production using mountain microorganisms. The
physicochemical properties of the uncontaminated and
contaminated soil (nitrates, phosphates, pH and
determination of fats and oils by the soxhlet method) were
determined before and after treatment with the mountain
microorganisms. The differences in the characteristics of
both types of soils were evident, In the first sample, an
initial concentration of de 10 ppm was obtained with a
final counterpoint of 0. 8.2 ppm, thus 18% of the
hydrocarbon was degraded for the second sample, with an
initial concentration of 20 ppm of hydrocarbon and for the
final concentration 13.1 ppm, resulted in a degradation of
34.5% total in the sample studied, As the concentration of
nitrates increased the concentration of 2.7 to 3.5 while the
pH decreased from 9.26 to 8.32. It is concluded that the
presence of mountain microorganisms are a set of
microorganisms (fungi, yeasts and bacteria) that besides
nourishing The soil contributes to the degradation of
hydrocarbons and this can be used for remediation when
impacted by fats and oils.

Mountain microorganisms (MM), hydrocarbon,
composition, degradation

Citacion: SANDOVAL-REYES, Francisca, CORTEZ-PEREZ, Yuliana, REYES-RESENDIZ, Liliana y HERNANDEZ-
ROMERQO, Israel. Evaluacién de la remediacion del suelo contaminado con aceite crudo utilizando microorganismos de
montafa. Revista de Sistemas Experimentales 2017, 4-13: 25-32

“Correspondencia al Autor (Correo electrénico: sanrey_10@hotmail.com)
tInvestigador contribuyendo como primer autor.

© ECORFAN-Bolivia www.ecorfan.org/bolivia



Articulo

26
Revista de Sistemas Experimentales

Introduccion

Actualmente el suelo agricola es impactado
negativamente no solo al recibir fertilizantes,
pesticidas 'y otros productos quimicos
periédicamente, ademas se ve afectado por los
derrames de hidrocarburo, que a pesar de los
beneficios que tiene esta industria en la vida del
ser humano como fuente econémica en el pais,
suele dafiar el suelo haciéndolo infértil y con esto
provocando pérdidas economicas a los
agricultores o duefios de los predios.

Los hidrocarburos afectan severamente las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, como
la textura, el pH, su permeabilidad, la pérdida de
capacidad de soporte de crecimiento vegetal
entre muchas otras. Para limpiar las zonas
afectadas con hidrocarburos existen diferentes
tipos de tratamientos, fisicos, quimicos y
bioldgicos, siendo estos ultimos ambientalmente
seguros y econdmicamente accesibles a la hora
de realizar tratamientos de bioremediacién de
hidrocarburos.

Una alternativa es el uso de los
microorganismos de montafia (MM), que son
una mezcla diversa de microbiologia
proveniente de ecosistemas poco 0 nada
perturbados, que inoculados ayudan a mejorar
suelos que han sido afectados con hidrocarburos.
Con esto se busca beneficiar a los agricultores
ubicados en zonas donde sus suelos hayan sido
contaminados con estos toXicos.

Con este proyecto lo que se busca es
utilizar una alternativa de bajo costo y de facil
aplicaciéon, como lo es el estudio de
Microorganismos de Montafia (MM), que son
organismos beneficiosos para el suelo ya que
contienen levaduras, bacterias fotosintéticas y
bacterias  acido lacticas.  Este tipo de
microorganismos ayudan a mejorar la calidad
del suelo, al aportar los nutrientes que éste
necesita y a su vez degradar contaminantes.
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La técnica de los MM fue utilizada por
primera vez en la Universidad de Ryukus,
Okinawa, Japon por el Doctor Teruo Higa quien
desarrolld las madltiples aplicaciones en la
agricultura como promotor del crecimiento de
las plantas y supresor de enfermedades en la
ganaderia. En el presente trabajo se evalua la
actividad de los Microorganismos de Montafia
(MM) en la remediacion del suelo agricola
contaminado con hidrocarburos, y demostrar que
el uso de Microorganismos de Montafia (MM)
pueden devolver las caracteristicas
fisicoquimicas necesarias para la produccion
agricola; ademas de contribuir con un proyecto
que es facil y econdmico de aplicar por los
propios campesinos siendo un proyecto
sustentable.

Hipotesis

La actividad de los Microorganismos de
Montafia (MM) favorece la remediacion de las
propiedades fisicoquimicas del suelo agricola
contaminado por hidrocarburos.

Marco teorico
Microorganismos de montafia

El concepto de microorganismos eficientes
(EM) o microorganismos de montaiia fue
desarrollado por el profesor Teruo Higa, en la
Universidad de Ryukyus, Okinawa, Japon (Higa,
1991; y Widiadana, 1991).

El profesor Higa inicié el desarrollo de los
MM en 1968 y fue hasta 1982 que este producto
se volvio mas desarrollado. “Los MM surgieron
como una alternativa en cuanto al uso de
agroguimicos. Actualmente su uso se ha
extendido a aplicaciones en los campos de medio
ambiente, industria y salud” (Higa y Wood,
2009)
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Los microorganismos de montafia
consisten en una mezcla de microorganismos
beneficiosos, que pueden ser aplicados como
inoculantes para incrementar la diversidad
microbiana de los suelos y plantas contienen una
mezcla de tres microorganismos principales
(levaduras, bacterias fotosintéticas y bacterias
acido lacticas). Como Almanzar (2012) nos
describe cada microorganismo como:

Levaduras: Degradan proteinas complejas
y carbohidratos. Producen sustancias bioactivas
(vitaminas, hormonas, enzimas) que pueden
estimular el crecimiento y actividad de otras
especies, asi como de plantas superiores.

Las levaduras son importantes por su
capacidad para realizar la descomposicion
mediante fermentacion (predominantemente
alcohdlica) de diversos compuestos organicos,
principalmente los azlcares o hidratos de
carbono, produciendo distintas sustancias.

La fermentacion es una forma de
obtener energia mediante el  metabolismo
sencillo de azucares, en el que se descompone en
otras sustancias mas sencillas y dioxido de
carbono en forma de gas Diaz-Plascencia
(2011).

De acuerdo con la investigacion del
Aislamiento e Identificacion de bacterias y
levaduras resistentes a petroleo por Ismael
Acosta Rodriguez de la Universidad autbnoma
de San Luis Potosi se estudiaron las bacterias
Rhodococcus aetherivorans y E. wratislaviensis,
Streptomyces spp y Pseudomonas aeruginosa
sp , las levaduras Saccharomyces cerevisiae y
Candida albicans y los hongos filamentosos
Penicillium sp y Aspergillus sp, Trichoderma
asperellum, con objetivo de la identificacion de
bacterias  tolerantes a  petréleo  crudo
encontrando que todas las bacterias crecen mejor
en presencia del hidrocarburo.
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Se aislaron 15 bacterias y una levadura
resistentes a petroleo, con el potencial para
degradarlo. Ademas en presencia de petrdleo
crudo como fuente de carbono, presentan una
gran actividad de alcohol oxidasa, la cual puede
utilizar metanol, etanol y petréleo crudo como
sustratos, por lo cual pueden utilizarse para
eliminar el hidrocarburo presente en aguas y
suelos contaminados.

Bacterias fotosintéticas: Pueden fijar el
Nitrogeno atmosférico y el bidxido de Carbono
en moléculas organicas tales como aminoacidos
y carbohidratos, también sintetizan sustancias
bioactivas. Llevan a cabo una fotosintesis
incompleta, lo cual hace que la planta genere
nutrimentos, carbohidratos, aminoécidos, sin
necesidad de la luz solar, eso permite que la
planta potencialice sus procesos completos las
24 horas del dia.

Las bacterias 4cido lacticas: Las bacterias
acido lacticas (Lactobacillus) producen &cido
lactico a partir de azucares y otros carbohidratos
desarrollados por las bacterias fotosintéticas y
las levaduras. El acido lactico, como agente
altamente esterilizador, suprime
microorganismos patdgenos e incrementa y
acelera la transformacion de la materia orgénica.

Un estudio realizado en Costa Rica por
Castro, Murillo, Uribe y Mata Chinchilla (2012)
acerca de  “Pseudomonas  fluorescens,
Azorpirillum oryzae, Bacillus subtilis y MM,
obtuvieron un mayor crecimiento vegetativo
ademas de una gran cantidad de fosforo,
magnesio y potasio, con este articulo se puede
reforzar que la utilizacion de MM ayuda al suelo
brindandole una gran cantidad de nutrientes.
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En el articulo de “Alternativas de manejo
de la fertilidad del suelo en ecosistemas
agropecuarios” de Sanchez, Hernandez & Ruz
(2011) mencionan que los efectos de los
microorganismos en el suelo estan enmarcados
en el mejoramiento de las caracteristicas fisicas
y bioldgicas y en la supresion de enfermedades.
Entre estos, segun Correa (2008), se pueden
mencionar:

Efectos en las condiciones fisicas del
suelo: mejoran la estructura y la agregacion de
las particulas del suelo, reducen su
compactacion, incrementan los espacios porosos
y mejoran la infiltracion del agua. De esta
manera se disminuye la frecuencia de riego; los
suelos son capaces de absorber 24 veces mas el
agua proveniente de la lluvia y se evita la erosion
por el arrastre de las particulas.

Efectos en la microbiologia del suelo:
suprimen o controlan las poblaciones de
microorganismos patégenos que se desarrollan
en el suelo; incrementan la biodiversidad
microbiana, lo que genera las condiciones
necesarias para que los microorganismos
benéficos nativos prosperen.

En el articulo “Microorganismos
benéficos como biofertilizantes eficientes para el
cultivo del tomate (Lycopersicon esculentum,
Mill)” de Terry, Leyva y Hernandez (2005)
hacen mencion de la capacidad que tienen los
MM para nutrir no solo el suelo, ademéas de
ayudar como plaguicida en las plantas, suprimen
enfermedades de las plantas, tienen la capacidad
de fijar el nitrégeno atmosférico, y descomponen
con mayor facilidad residuos organicos.
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En este articulo “Alternativas de manejo
de la fertilidad del suelo en ecosistemas
agropecuarios” Sanchez, Hernandez, & Ruz
(2011) nos dicen que al usar Microorganismos
incrementan las cosechas y mejoran las
propiedades del suelo, a diferencia de los
fertilizantes quimicos que reducen la
productividad de la tierra.

Habitat

De acuerdo con Ramos, F (2016) para que la
accion de los microorganismos sea eficiente se
debe conocer los requerimientos ambientales,
entre ellos se consideran la humedad,
temperatura y pH. Existe mayor diversidad de
microorganismos en ambientes de pH neutro
entre valores de 6 a 8 y con temperaturas entre
15 y 45°C. La reproduccion o inoculacion de
MM se realiza bajo fermentacion anaerdbica.

Importancia

Los microorganismos  eficientes, como
inoculante microbiano, reestablece el equilibrio
microbiologico del suelo, mejorando sus
condiciones fisico-quimicas, incrementando la
produccién de los cultivos y su proteccion;
ademas conserva los recursos naturales,
generando una agricultura sostenible

Contaminacidn por aceites

Los aceites usados vertidos en suelos producen
la destrucciéon del humus y contaminacion de
aguas superficiales 'y subterraneas. La
eliminacion por Vertido de los aceites usados,
origina graves problemas de contaminacion de
tierras, rios y mares. En efecto, los hidrocarburos
saturados que contiene el aceite usado no son
degradables biolégicamente, recubren las tierras
de una pelicula impermeable que destruye el
humus vegetal y, por tanto, la fertilidad del
suelo.
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Los aceites tienen tendencia en acumularse
en el entorno, todo aquel aceite que se pierde por
las calles, montes, cuando llueve se arrastra a
rios, lagos, acumulandose en sus sedimentos.

Metodologia

El enfoque utilizado es el cuantitativo porque es
un enfoque que permite conocer de manera clara
e imparcial los factores del problema a analizar,
puesto que se recogen y analizan de manera
objetiva datos a través de diferentes
experimentos.

El primer método que se selecciond fue el
comparativo ya que se realizaron las
comparaciones de diferentes muestras de suelo
agricola contaminado con aceite adicionados
con MM, para analizar las caracteristicas
fisicoquimicas y verificar si  hay un
mejoramiento en la calidad del suelo agricola y/o
degradacion del contaminante en el suelo
agricola contaminado con hidrocarburo.

El segundo método que se utilizo es el
cuasi-experimental ya que no se controlan todas
las variables, por ejemplo la cantidad exacta de
los microorganismos de montafia.

Las técnicas que se utilizaron en el
presente proyecto son; la extraccion de aceite
por el método Soxhlet realizando la destilacion
con rotavapor marca Yamato, utilizando el
espectrofotometro Hach DR2010 se determind
nitratos, asi mismo utilizando el potenciémetro
Orion se determin6 el pH. En la Figura 1. Se
muestra el diagrama de bloques del proceso de
la investigacion.
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Ubicacidn del Cultivo de los
drea de estudio MM

Preparacion de la
muestra
problema

ez
e
=
e

Figura 1 Metodologia del proyecto

Ubicacién del sitio

Utilizando un posicionador geogréafico se ubicé
la localidad el Palmar Km.40, carretera Cazones
del municipio de Papantla, Veracruz, México
con las coordenadas: latitud  norte
20°38°39.807” y longitud oeste 97°21°58.76”.
Figura 2, fue la zona en la que se recolecto
hojarasca del suelo, bajo los arboles viejos, su
tipo de clima es célido-subhimedo segln
Gbémez, D. (2011). Este es el habitat de los
microorganismos de montana.

Se eligio esta zona ya que gran parte del
suelo de la comunidad aun no ha sido
contaminado con pesticidas y agroquimicos y
cuenta con gran variedad de arboles en donde se
pudo encontrar la hojarasca con
microorganismos.
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Figura 2 Ubicacién del sitio de captra dels M Palar
Km.40

Fuente: INEGI

Cultivo de microorganismos

Fase solida

Para la obtencién de los microorganismos de
montafia se aplico el protocolo artesanal
elaborada por el Dr. Teruo Higa, Ramirez

(2012).

Los materiales utilizados para elaborar la
fase solida de los MM se describen en la tabla 1.

Cantidad | Unidad | Producto utilizado
de
medida
3 Kg Hojarasca fina del suelo de
montafia
3 Kg Maiz finamente molido
90 mL Piloncillo liquido
10 mL Agua
1 Cubeta | Una cubeta con tapa hermética
con capacidad de 19 L

Tabla 1 Materiales para elaborar la fase solida de los MM
Fase liquida

Activacion de los microorganismos de
montana

Los materiales para la activacion de los MM en
fase liquida se muestran en la tabla 2:
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Muestras | Concentracion de | componentes
aceite crudo
(ppm)
Blanco 0 Suelo sin aceite
+ MM
M1 10 Suelo + aceite
+MM
M2 20 Suelo + aceite
+MM

Tabla 2 Materiales para activacion de los MM

Preparacion de las muestras de suelo para
el estudio se indica en la tabla 3.

Cantidad | Unidad | Producto utilizado
de
medida
750 ar. MM s6lido
1 L. Piloncillo liquido
7.250 L. Agua
1 Garrafa con capacidad
para 10 L

Tabla 3 Preparacion de muestras en estudio
Evaluacion quimica

Transcurridos 60 dias del tratamiento al suelo
con MM. Se le realiza extraccién de grasas y
aceites por el método soxhlet, utilizando para la
destilacion el rotavapor YAMATO, Ila
determinacion de nitratos mediante equipo
HACH DR2010, la determinacion de fosfatos
mediante equipo HACH y el pH con el
poteneciometro marca Orion

Resultados

Del anélisis de los datos, se identificé la
evaluacion quimica y se utilizé un indicador
fisico.

En cuanto a la evaluacion quimica se
realizd la extraccion de aceites para conocer
cuél fue la degradacion del aceite en el suelo
grafico 1.
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En el grafico 2 se observa que la mayor
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Grafico 1 Extraccion de aceite crudo en suelo 2
0

En el grafico 1 se puede observar la
concentracion del aceite después del tratamiento
con los microrganismos de montafia, se observa
que en la primera muestra con 10 ppm se
degradd un 18% del aceite en el suelo, mientras
que en la segunda muestra la degradacion fue de
34.5%, ambas en 60 dias con el tratamiento de
microorganismos de montana.

En el grafico 2 se observa la
determinacion de nitratos en el equipo HACH
DR2010.

67 53 Nitratos
5 -
4 3,5
— -
w3 -
€ .
2 1 b M Inicial
14 M Final
O 4
Suelo M1 -10 M2-20
blanco ppm ppm
Muestra

Gréficos 2 Determinacidn de nitratos en el suelo
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Suelo blanco M1-10 ppm M2-20 ppm

Muestras

Grafico 3 Determinacién de pH en suelo

De acuerdo con los resultados en la figura 4 se
muestra que el tratamiento con microrganismos
de montafa disminuy6 en la M1y M2 en
similar proporcién mientras que en la muestra
(blanco) suelo sin aceite crudo con tratamiento
de MM disminuyé el pH de 8.6 a 7.11, quedando
el suelo cerca del pH de un suelo fértil sin
tratamiento establecido en 7.11-7.5.

Conclusiones

Con base a los resultados obtenidos se concluye
que la hipotesis se cumple, ya que al analizar las
dos muestras de suelo contaminadas por aceite,
se obtuvo en la primera muestra de 10 ppm se
degrado 18% de aceite, para la segunda muestra
de 20 ppm se obtuvo una concentracion final del
34.5% del aceite en suelo.
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La concentracion de nitratos aumento en
las tres muestras, observando mayor incremento
en el blanco, lo que confirma que en suelo que
que no contiene  contaminante los MM
representan una fuente de nutrientes que hacen
mas fértil a éste, pudiendo ser una alternativa a
utilizar en el campo agricola como abono
organico. En las dos muestras de suelo (M1 y
M2) la concentracién increment6 0.8 mg/L, con
esta investigacion se confirma que puede ser
utilizado como alternativa sustentable para la
remediacion de suelos contaminados con aceites.

Los microorganismos de montafia también
favorecen a la regulacion del pH y al igual que
en la concentracidn de nitratos se ve que en suelo
contaminado (M1 y M2) y no (blanco)
disminuye acercandose a un pH de 7.11 7.5
recomendado para suelo fértil
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