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RESUMEN

Bacterias sulfato-reductoras como indicadoras de contaminacién en sedimentos de

los pantanos de Macuspana, Tabasco.

Palabras clave: bacterias sulfato-reductoras, potencial biotecnoldgico, bioindicador,

columnas Winogradsky, Pantanos de Macuspana.

En el estado de Tabasco se encuentra la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla, habitat
de especies registradas en riesgo y locacion de sitios arqueoldgicos. Con base en datos de
la Semarnat, esta zona cuenta con 15 areas de humedales considerados con mayor
extensién en el continente americano que comprende un total de 302,706 ha. Ademas,
cuenta con una rica variedad biolégica.

Sin embargo, debido a las actividades antropogénicas en el afio 2018, se registré un
fendmeno ocurrido en la zona de rio protegida conocida como “Los Bitzales”, comprendida
en los municipios de Centro, Centla y Macuspana. Acciones relacionadas con el sector
hidrocarburos, ocasionaron afectaciones a la salud y economia de los habitantes, asi como
la muerte y deterioro de flora y fauna, en particular de la especie protegida de manaties.

Debido al deterioro constante de la zona afectada, surge la propia resiliencia ecolégica del
ecosistema, que consiste en la capacidad del mismo para preservar su estructura y
funcionalidad, de esta manera conserva su estado original sin alterar sus caracteristicas.
Por tal motivo, es comin encontrar microorganismos presentes en el medio que se
encarguen de mantener el equilibrio, debido a esto es frecuente la presencia de bacterias
sulfato-reductoras.

Las bacterias sulfato-reductoras son microorganismos anaerobios que en su metabolismo
reducen los sulfatos a sulfuros de hidrégeno y al combinarse con metales pesados logran
precipitarlos del medio. Su fundamento bioquimico, se basa en las reacciones éxido-
reduccion que se producen en la cadena respiratoria o transportadora de electrones de las
células, cuyo fin es la obtencion de energia.

Al identificar la actividad sulfato-reductora en el medio se considera la presencia de
bacterias con esta capacidad, por lo tanto, la abundancia de su fuente de nutrientes.

Es por lo anterior que el presente proyecto de investigacion propone determinar la influencia
espacio-temporal de la actividad sulfato-reductora y su posible potencial como indicadoras
de contaminacién en sedimentos de los Pantanos de Macuspana, Tabasco.
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ABSTRACT

Sulfate-reducing bacteria as indicators of contamination in sediments of the
Macuspana swamps, Tabasco.

Key words: sulfate-reducing bacteria, biotechnological potential, bioindicator, Winogradsky
columns, Macuspana swamps

In Tabasco is located the Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla, habitat of registered
species at risk and location of archaeological sites. Based on Semarnat data, this location
has 15 wetland areas with the greatest extent in the American content, which comprises a
total of 302,706 ha. In addition, it has a rich biological variety.

However, due to anthropogenic activities in 2018, a phenomenon occurred in the protected
river area known as “Los Bitzales”, included in the municipalities of Centro, Centla and
Macuspana. Actions related to the hydrocarbon sector affected the health and economy of
the inhabitants, as well as the death and risk of flora and fauna, particularly the protected
species of manatees.

Due to the constant risk of the affected area, the ecological resistance of the ecosystem
arises, which consists in its capacity to preserve its structure and functionality, thus
preserving its original state without altering its characteristics. For this reason, it is common
to find microorganisms present in the environment that are responsible for maintaining
balance, since the presence of sulfate-reducing bacteria is frequent.

Sulfate-reducing bacteria are anaerobic microorganisms that in their metabolism, reduce
sulfates to hydrogen sulphides and when combined with heavy metals, they manage to
precipitate and separating them from the medium. Its biochemical foundation is based on
the oxide-reduction reactions that take place in the respiratory or electron transport chain of
cells, whose purpose is to obtain energy.

When identifying the sulfate-reducing activity in the medium, the presence of bacteria with
this capacity is considered, therefore, the abundance of its source of nutrients.

For this reason, this research project proposes to determine the spatio-temporal influence
of sulfate-reducing activity and its potential as indicators of contamination in sediments of
the Macuspana swamps, Tabasco.
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1. INTRODUCCION

El municipio de Macuspana se encuentra en la regidon del Usumacinta, en la zona de los
pantanos en el estado de Tabasco. Colinda con los municipios de Centro, Central, Jonuta,

Jalapa y Tacotalpa (Gobierno de Tabasco, 2019).

Con base en datos obtenidos de la Secretaria de Educacion Publica (2019), dentro de las
principales actividades econdémicas realizadas en el municipio de Macuspana se
encuentran: la fabricacién de productos a base de minerales no metdlicos, la industria

guimica, minera y, la extraccion de petréleo y gas.

Los modelos que rigen actualmente este desarrollo econémico ocasionan el deterioro de
los ecosistemas, de modo que, perjudican el equilibrio entre los procesos biofisicos y

humanos (Menchaca y Alvarado, 2011) originando un impacto antropogénico.

Como resultado, se obtiene, la pérdida y alteracion de ecosistemas, pérdida de
biodiversidad, contaminacion del agua, suelo y aire, disminuciéon de la disponibilidad de
agua (SEMARNAT, 2008) e incluso, dafios en la salud de los seres humanos (Santiago,
2018).

Sirva de ejemplo, el fendbmeno ocurrido en la zona de rio protegida conocida como Los
Bitzales, comprendida en los municipios de Centro, Centla y Macuspana, Tabasco, en el
afio 2018. Este fendmeno se suscitd a causa de actividades relacionadas con el sector
relacionado al uso de hidrocarburos (HC), lo que ocasiona afectaciones a la salud y
economia de los habitantes, asi como la muerte y deterioro de flora y fauna, en particular

de la especie protegida de manaties (Senado de la Republica, 2018).

Por tal motivo, se genera la necesidad de buscar métodos de evaluacion del estado
ambiental de los ecosistemas que sean precisos, econdmicos, faciles de implementar y que
permitan la deteccion de perturbaciones ambientales que pongan en peligro la
biodiversidad, la salud humana, el tiempo y el costo econémico, esto mediante el uso de

bioindicadores.
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Asi mismo, se definen a las especies indicadoras como “aquellas que por sus
caracteristicas como sensibilidad a las perturbaciones ambientales, distribucion,
abundancia, dispersion, éxito reproductivo, etc., pueden ser usadas como estimadoras del
estatus de otras especies o condiciones ambientales de interés”. Se consideran particulares
de muestras sedimentarias en los ecosistemas y de acuerdo a su concentracion pueden
referenciar la presencia de determinados contaminantes como: metales pesados,
pesticidas, HC (Gonzélez, et al., 2014) y drenajes mineros acidos (Sacaca, et al., 2009),
por lo tanto se estiman con uso potencial biotecnolégico para la realizacion de métodos de

evaluacion del impacto antropogénico.

La biota bacteriana considerada con uso potencial en biorremediacién de sistemas
acuaticos, son los microorganismos (MOOQ) naturales existentes en el medio, estos se
encargan de descomponer o degradar sustancias peligrosas a otras de caracter menos

toxico para el ambiente y la salud humana (Arroyo y Quesada, 2013).

De acuerdo con Arroyo y Quesada (2013), el fundamento bioquimico de los MOO sulfato-
reductores (SR), se basa en las reacciones de 6xido-reduccion que se producen en la
cadena respiratoria o transportadora de electrones de las células, cuyo fin es la obtencién

de energia.

La cadena inicia con un sustrato organico externo al MOO que actla como dador de
electrones, de modo que, la actividad metabdlica de la célula degrada y consume dicha
sustancia. Los aceptores mas utilizados por los MOO son el oxigeno, nitratos, hierro,

sulfatos y di6xido de carbono.

Al utilizar el oxigeno la respiracion microbiana se produce en condiciones aerobias, sin
embargo, si utiliza los sulfatos o diéxido de carbono la respiracion se producird en

condiciones anaerobias.

De ésta manera, las bacterias sulfato reductoras (BSR), reducen el sulfato hasta sulfuro de
hidrégeno en condiciones anaerobias. Posteriormente, éste se combina con metales
pesados precipitandolos como sales de sulfuro dando como resultado la reduccion de la
acidez del agua mediante la formacion de bicarbonato por la oxidacion de compuestos

organicos y a su vez, precipitan los metales pesados disueltos (Sacaca, et al., 2009).
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Dicho de otra manera, la importancia de la biorremediacién en los ecosistemas mediante el
uso de BSR, radica en la disminucion porcentual del contaminante presente y por
consecuencia, la reduccién del impacto ambiental ocasionado por las actividades

antropogénicas (Narvaez-Flérez, et al., 2008).

Por consiguiente, éste proyecto de investigacion propone el uso de BSR como indicadoras
de contaminacion en sedimentos de los Pantanos de Macuspana, Tabasco, asi como el

establecer la influencia del sitio y la temporada para su muestreo.
2. ANTECEDENTES

La contaminacién de suelos y cuerpos de agua es un problema ambiental comuin en México
y el mundo, por lo que es importante el estudio de bacterio biota con potencial de

biorremediacién (Sacaca, 2009).

En la literatura, diversos autores han relacionado la precipitacion de sulfatos y metales
pesados con microorganismos como las BSR, en donde, a través de su metabolismo logran

la reduccion del contaminante presente en el medio.

Estudios publicados por Soledad (2006); Gutierrez et al. (2009); Méndez (2010); Juarez
(2006); Neria (1998); Gelvez (2008); Sacaca (2009); Duque (2015) y Andrade (2010),
demuestran que las BSR juegan un rol importante en los ciclos biogeoquimicos,
principalmente en el ciclo de azufre, en donde reducen el sulfato a sulfuro de hidrégeno que

a su vez, se combina con los metales pesados precipitdndolos.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Ecosistemas acuaticos

Los ecosistemas acuaticos epicontinentales se definen como todas aquellas aguas
superficiales que se distribuyen en los continentes. Existen de tipo I6tico y léntico, los
primeros se caracterizan por ser aguas fluviales en constante movimiento, por otro lado, los
Iénticos abarcan aguas terrestres estancadas (Cervantes, 2018; Lopez, s.f.). Dentro de esta
clasificacion de ecosistemas acuaticos, existen los costeros que se definen a todos aquellos
cuerpos de agua que se encuentran en la zona litoral, manteniendo una comunicacién
permanente o temporal con el mar y que pueden o no, estar conectados a sistemas
dulceacuicolas. Se consideran dentro de este tipo los siguientes definidos en la siguiente

tabla.

Tabla 1. Tipos de ecosistemas acuaticos costeros.

Tipo Definicién

Terreno localizado a orillas del mar que se encuentra inundado por
Marismas mareas y sus sobrantes, o por el encuentro de las aguas marinas con la

desembocadura de los rios.

Es una depresion de la zona costera que tiene una comunicacion
Laguna Costera |permanente protegida de las fuerzas del mar por una barrera paralela a

la linea de costa.

Se denomina asi a un cuerpo de agua formado en un canal natural o en
Estero antiguos brazos de un delta de rio cerrado. Alterna sus periodos de

estancamiento y circulacion determinados por la marea.

Es un cuerpo de agua semicerrado, con una conexion libre con el mar,
Estuario dentro del cual el agua de mar se diluye con el agua dulce del drenaje

terrestre.

Fuente: elaboracion propia mediante informacién documental de Cervantes (1994)

La presente propuesta de investigacion, considera para su analisis los esteros y lagunas
ubicadas en el estado de Tabasco, las cuales en conjunto con albuferas, rios y arroyos,
tienen una superficie de 29,800 ha. Estas zonas estan siendo constantemente impactadas

en consecuencia a las actividades antropogénicas realizadas en los alrededores.
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Por lo anterior, se deriva que el objetivo principal de conservacion de estos ecosistemas,
es mantener sus entornos naturales en un estado 6ptimo de composicién de especies

nativas, su estructuracion, su funcionalidad y sus ciclos ambientales (Sanchez, 2018).

3.2 Indicadores de contaminacién en sedimentos

Considerando la literatura de Zuarth y Vallarino (2014), se define a un organismo
bioindicador, como una especie 0 grupo de especies que poseen caracteristicas
ambientales particulares como: sensibilidad a las perturbaciones ambientales, distribucion,
abundancia, dispersion y éxito reproductivo, con relacidn a un conjunto de variables fisicas
0 gquimicas. Estas especies pueden presentar cambios en su presencia y distribucion
espacial, morfologia o conducta cuando las condiciones del sistema ecoldgico se alteran

(Terneus-Jacome y Yanez, 2018; Rosenberg y Resh, 1993).

Los ecosistemas, al sufrir este tipo de modificaciones graduales en sus caracteristicas
fisicas y bioldégicas modelan su identidad. Sin embargo, el impacto de las actividades
antropogénicas tales como la fragmentacion de los habitats, la contaminacion ambiental y
la sobreexplotacion de recursos han ocasionado alteraciones drasticas sobre los

ecosistemas, lo que impide que los organismos se adapten (Zuarth y Vallarino, 2014).

De forma particular, los ecosistemas acuaticos, ya sean cuerpos de agua continentales,
costeros 0 marinos, presentan caracteristicas fisicas y quimicas a las que se les ha
denominado con el término calidad de agua. No obstante, dadas las actividades
antropogénicas los organismos sensibles se convierten en bioindicdores (De la Lanza y
Hernandez, 2014).

De la Lanza et al., (2011) afirman que el empleo de bioindicadores en diversos paises esta
enfocado no solo en medir la salud del ecosistema acuatico, sino también en determinar el
impacto econdmico de los seres humanos. Por lo tanto, se deben asociar al desarrollo
sustentable, mediante programas de monitoreo e indicadores sujetos al avance de su
conocimiento. Caracteristicas como la cantidad y tipo de organismos vivos 0 muertos,

puede ayudar a determinar el grado de impacto al que ha sido sometido un cuerpo de agua.
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Metcalfe (1989) enumerd los principales requisitos para el uso de indicadores bioldgicos:
deben ser sensibles y rapidos ante la presencia de distintos contaminantes con una amplia
respuesta frente a un variado espectro de clases y grados de estrés. Deben ser ubicuos,
abundantes y de facil muestreo, con un tamafio de muestra adecuado para su
determinacion en el laboratorio, relativamente sedentarios para reflejar las condiciones
locales. Ademas, los estadios del ciclo vital deben ser suficientemente largos para permitir

determinar un registro de la calidad del ambiente.

3.3 Bacterias sulfato-reductoras

Las bacterias sulfato reductoras son microorganismos anaerobios metabdlicamente
versatiles (Valenzuela, 2015.). Comprenden diversos grupos de bacterias y arqueas que
obtienen energia reduciendo compuestos que poseen azufre en su molécula, incluyendo
compuestos organicos e inorganicos con azufre oxidado (IVAMI, 2006). Son capaces de
formar sulfuros a partir de la reduccién de sulfatos, los cuales precipitan con metales
presentes en el ecosistema y, de ese modo, pueden ser separados del medio liquido,
ademas del sulfato, las BSR, pueden emplear otros compuestos oxidados de azufre como
aceptores finales de electrones, entre ellos sulfitos y tiosulfatos (Vicente, 2006; IVAMI,
2006.).

Se encuentran presentes en ecosistemas acuaticos y terrestres, algunos de los factores
ambientales que mas influyen en su crecimiento y desarrollo son: la temperatura, el
potencial de hidrégeno (pH) y la concentracion de Cl, O?, Fe3*, Mn*'y SO,* (Gelvez, et al.,
2008).

Con base en la literatura de Vicente (2006) y Gibson (1990), se consideran sus siguientes

caracteristicas:

» De acuerdo a su fisiologia, se pueden dividir en tres grupos: gram negativas, positivas y
arqueobacterias.

* Llevan a cabo el proceso de reduccion desasimilatoria de sulfato, el ion resultante es
utilizado como un oxidante para la degradacion de una fuente organica de carbono.

» Considerando sus caracteristicas morfoldgicas pueden identificarse como bacilos, vibrios,

cocos, espirilos, entre otros.
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* Sus capacidades oxidativas y metabdlicas varian de acuerdo al género.

* Requieren ausencia de oxigeno para su crecimiento y un potencial redox bajo,
aproximadamente 0 a -100 mV.

» Crecen bajo condiciones leves alcalinas, en un rango de pH entre 7 a 7.8, no obstante,
se han reportado BSR capaces de tolerar un pH de 4, y algunas especies en ambientes
de 9.5.

* La mayoria de las BSR se consideran mesdfilas, es decir, con un crecimiento 6ptimo en

el rango de temperatura de 25 a 40 °C.

3.4 Bioquimica de reduccion

Con base en Parra (2008), la reduccién de sulfatos (SO,4-?) a sulfuro de hidrégeno (H,S),
ocurre en tres diferentes fases en donde, a causa de las reacciones de 6xido-reduccion, se

reducen ocho electrones para realizar la conversion.

El principio bioquimico de reduccion, se basa en que la enzima adenosin trifosfato (ATP)
sulfurilasa cataliza la unién del ion sulfato a un fosfato del ATP, originando la formacion de
adenosin fosfosulfato (APS) y pirofosfato inorganico Ppi (1). En la desasimilatoria del
sulfato, la porcion sulfato de la APS se reduce directamente a sulfito (SOs-2 ) con la

separacion de adenosin monofosfato AMP (2).

SOs2+ATP +2H- =APS +PPi ............ (1)
APS + 2e- + 2H = HSOs- + AMP ........... 2)

En la reduccion asimilatoria se afiade otro fésforo al APS para formar fosfoadenosin

fosfosulfato (PAPS), lo que reduce la porcidn sulfato.

En ambos casos, el primer producto de la reduccion del sulfato es el sulfito. Una vez

formado el sulfito, las reducciones siguientes se producen con mayor rapidez (3).

HSOs- + 6e- + 6H- = HS + 3H.0........... (3)
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Algunos organismos incapaces de llevar a cabo la reduccion desasimilatoria de sulfato, son
capaces de realizar la reduccién desasimilatoria de sulfito, probablemente porque, aunque
son capaces de convertir el sulfito a sulfuro hidroégeno, carecen del sistema APS, por tanto,
son incapaces de reducir el sulfato a sulfito.

Las BSR realizan un transporte de electrones basado en citocromos, transfiriendo
electrones desde la fuente de energia al ion sulfato en el APS y al sulfito. El citocromo de
las BSR se caracteriza como “c’ electronegativo, llamado citocromo c3. Este no se

encuentra en organismos que utilizan otros aceptores de electrones.

El hidrogeno molecular (H;) generado de algunos donadores de electrones o procedente
del medio, transfiere electrones a la enzima hidrogenasa, situada en el periplasma y
asociada con el citrocomo ¢3. Cuando los atomos de hidrégeno (H) del H, se oxidan, los
protones H+ permanecen fuera de la membrana, mientras que los electrones se transfieren
a través de ella generando un gradiente de protones que puede ser usado para la sintesis
de ATP.

3.5 Tecnologias Emergentes

Acorde con estudios realizados por la Universidad San Martin (2017) se sabe que, los
procesos redox, son los que se consideran como las tecnologias aplicadas a la
descontaminacion de sistemas contaminados. Este proceso, consiste en reacciones
guimicas en las que un agente oxidante produce una oxidaciéon a un agente reductor al
captar los electrones que éste libera (Narvaez-Florez, (2008), en general, este tipo de
reacciones son aceleradas por microorganismos de manera natural en ecosistemas
contaminados, ésta microbiota se puede considerar como bioindicador de la situacién actual

en la que se encuentre el ecosistema.

Los microindicadores habitan en todos los ecosistemas, siendo una parte importante en la

funcionalidad de los mismos.

Por ejemplo, las bacterias y hongos edaficos descomponen la materia organica liberando
dibxido de carbono y agua, ademas de energia y nutrientes (Diaz, et al., 2017),
caracterizandose por el comportamiento de los microorganismos procedentes de los

sistemas contaminados.
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Considerando la literatura de Luptakova (2007),

la importancia biotecnoldgica de las BSR

radica en las reacciones metabdlicas que realizan en el ambiente, mostradas en la Tabla

No. 2, asi como el impacto econémico que

ecolégicas.

tienen en sectores industriales y zonas

Tabla 2. Reaccion e interpretacién del metabolismo sulfato-reductor.

Reaccidon

Interpretacion

4 H, + SO,-2 —> S2 + 4 H,0

Reduccioén autotréfa de sulfatos.

Fuente de energia: hidrogeno gaseoso.

2 CH3CHOHCOO- + SO4-2 —> 2 CH;COO0- + 2
HCO;- + H,S

Reduccion heterétrofa de sulfatos

Fuente de energia: sustancias organicas

4 CH3;COCOONa + 5 MgSO, —> 5 MgCO; + 2
Na,CO; + 5 H,S + 5CO, + H,O

simples
Considerando la oxidacién heterotrofa

incompleta (a) y la completa (b)

Me2* + H,S —> MeS + 2H*

En la respiracion anaerdbica de BSR, se
produce una considerable cantidad de H,S
gaseoso, el cual reacciona facilmente en
agua con los cationes de metales pesados

formando sulfitos.

Fuente: elaboracion propia mediante literatura

Rehm y Reed (1981), dicen que el rol ecolégico
el ciclo biogeoquimico del azufre (Figura 1),

metabdlicas asimilatorias o desasimilatorias.

de las BSR, resulta de su participacion en

en donde ocurren las transformaciones
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Figura 1. Ciclo del azufre. Fuente: elaboracion propia mediante literatura
1. Reduccién asimilatoria de sulfato por plantas, hongos y bacterias; 2. Muerte y
descomposicién por hongos y bacterias; 3. Asimilacion de sulfuro por bacterias y plantas;
4. Excrecién de sulfato por los animales; 5. Bacterias reductoras de sulfato desasimilatorio;
6. Bacterias desasimiladoras reductoras de azufre; 7. Bacterias oxidantes de sulfuro

fototrofico y quimiotrofico; 8. bacterias oxidantes de azufre fototréfico y qumiotrofico.

Cabe destacar que, la mayoria de los organismos, como plantas, hongos y bacterias son
capaces de realizar una reduccién asimilatoria de sulfato a sulfuro, sin embargo, pocos son
los organismos que realizan el metabolismo anaerébico desasimilatorio del azufre. Estos
grupos incluyen MOO como: Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfomonas (Neria,
1998); fototdficos anaerdbicos oxidantes: Thiobacillus, Sulfolobus, Thiospira v,

quimiotroficos: Thibacillus denitrificans, Thiomicrospira denitrificans, entre otros.

Por lo anterior, se considera que la actividad de las BSR de reducir el sulfato dentro de su
metabolismo es parte importante de los procesos bioenergéticos, representando un papel
como MOO activo dentro de los ciclos ambientales y las tecnologias industriales
(Luptakova, 2007).
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4. JUSTIFICACION

A raiz de las afectaciones ambientales que se han suscitado a causa de las actividades
antropogénicas, los biondicadores de contaminacién juegan con un papel sumamente

importante para la evaluacién de los ecosistemas en donde se encuentran.

Considerando lo mencionado anteriormente, el problema de investigacion en el cual se
enfoca el presente protocolo de investigacién consiste, en la aplicacion de métodos de
evaluacion del estado ambiental de los ecosistemas que sean precisos, econémicos, faciles
de implementar y que permitan la deteccién de perturbaciones ambientales que pongan en

peligro la biodiversidad, la salud humana, el tiempo y el costo econdémico.

Lo anterior, logrdndose a través del uso de bioindicadores con potencial biotecnolégico en
sistemas acuaticos, e identificando, mediante la comparacion de resultados, la variacion
espacio-temporal de la actividad sulfato-reductora en sedimentos procedentes de los sitios

de estudio.

Cabe destacar que, en la literatura consultada diversos autores concuerdan en que, uno de
los métodos que cumple con las caracteristicas necesarias para éste tipo de evaluacién, es
el uso de microorganismos indicadores de contaminacién con potencial biotecnoldgico en

biorremediacion, dada su aplicacion y su uso bioindicador.

Por lo que el presente protocolo de investigacion, propone determinar la influencia de las
temporadas y los sitios sobre la actividad sulfato-reductora, su posible potencial como
indicador de contaminacién en sedimentos de los sitios de estudio y, el realizar una

identificacién bioquimica de las BSR presentes en el analisis de sedimentos.
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5. OBJETIVOS
5.1 General

Determinar la influencia de las temporadas y los sitios sobre la actividad sulfato-reductora

y su posible potencial como indicador de contaminacion en sedimentos de los Pantanos de
Macuspana, Tabasco.

5.2 Particulares
» Analizar la actividad sulfato-reductora en sedimentos de los Pantanos de Macuspana.

+ Evaluar la variacion espacio-temporal de la actividad sulfato-reductora.

» Estimar el uso potencial de las bacterias sulfato-reductoras como indicadoras de
contaminacion.

26



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de Estudio

e Macrolocalizacion

El &rea de estudio se encuentra ubicada en el pais México, municipio de Macuspana, en el
estado Tabasco, ubicado en la regién sureste de la Republica Mexicana sus coordenadas
geograficas extremas son: 18°39'03", 17°15'03" de latitud norte y 90°59'15", 94°07°48" de
longitud oeste, en donde se asientan sus 17 municipios. Colinda al norte con el Golfo de
México y Campeche; al este con Campeche y la Republica de Guatemala; al sur con
Chiapas; al oeste con Veracruz de Ignacio de la Llave (SEMARNAT, 2018).

¢ (o
Heroica Cardenas¥ \/jllahermosasis

Tabasco

=
Macuspana

Figura 2. Ubicacion de Tabasco

Fuente: Google Earth
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e Microlocalizacién

En la Figura 6, se muestra parte de la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla (RBPC)
y el Rio Bitzal. La RBPC cuenta con una superficie total de 302, 706 hectareas (ha) y 6,280
ha que corresponden a Macuspana. Como se observa, se encuentra en color azul verdoso
la ubicacion de la RBPC y en contraste, de color lila, se observa la superficie de 25.27 km?2
del estado Tabasco (Gobierno del Estado, 2019) y sus municipios en division politica,
resaltando en color amarillo a Macuspana con 2.437 km? de superficie (Gobierno del
Estado, 2019). De color azul se observan las ramificaciones en cuanto a la hidrologia de la

Zona.

Hidrologia de Tabasco, RBPC

£
o | B
&
-
- Simbologia
g i — Hidrologia |
~ . RBPC
-l

Macuspana

[ TMunicipios de Tabasco 2612.5 0 25 50 75 100
Tabasco .
e e (il ometers
94°0'0"W 93°0'0"W 92°0'0"W 91°0'0"W

Figura 3. Ubicaciéon de Macuspana, hidrologia y RBPC.
Fuente: elaboracién propia mediante SIG
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6.2 Tipo de Investigacion

Para definir el tipo de la presente investigacion, se considerd la literatura de Monje (2011),
la cual nos indica que, la investigacion cuantitativa es un proceso sistematico con una
metodologia especifica, como el definir las fases implicadas en la investigacion, tales como:
fase conceptual, planeacion, empirica, analitica y de difusién. Debe realizarse con una
estructura l6gico-numérica que oriente a la obtencién de respuestas adecuadas a los

problemas de investigacion.

Por otro lado, Rodriguez y Garcia (2011), dicen que la investigacion cualitativa plantea que
observadores competentes y cualificados puedan informar con objetividad, claridad y
precision acerca de sus propias observaciones, experiencias, opiniones, valores, entre

otros.

Ademas, clasifican cuatro fases para éste tipo de investigacion: preparatoria, de campo,

analitica e informativa.

Al mismo tiempo, se deben considerar el tipo de variables que se van a utilizar para realizar

cada fase de la investigacion, ya sea cualitativa o cuantitativa.

Cienfuegos M.A. y Cienfuegos A. (2016), dicen que las variables cualitativas o discretas,
presentan sus datos de forma categoérica, denotando atributos clasificados en categorias o
clases, mientras que, las variables cuantitativas 0 numéricas se conforman por la
experimentacion, mediante el uso de operaciones aritméticas y la aplicacion de la

estadistica paramétrica.

Por lo anterior mencionado, se considera que ésta investigacién sera de tipo cuantitativa y
cualitativa. Ya que se tomaran en cuenta tanto variables cualitativas como cuantitativas para
la resolucion del problema de investigacion, desde el disefio de la investigacion,
metodologia, andlisis de campo, experimentacion, observacion, estadistica, hasta la

obtencidn y analisis de resultados y, por ultimo, su difusion.
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6.3 Metodologia

Para determinar la influencia de las temporadas y los sitios sobre la actividad sulfato-
reductora y su posible uso potencial como indicador de contaminacién en sedimentos de
los Pantanos de Macuspana, Tabasco, se realizaron las siguientes actividades del

diagrama metodolégico (Fig. 4).

Determinacion Seleccion del oz ;.2
% oy Recoleccion Preparacion
del tamano de sitio de
de muestra de la muestra
muestra muestreo

\4

Obtencic’mde* Analisis de * Desarrollo
resultados datos experimental

Figura 4. Diagrama metodoldgico de bloques

Fuente: elaboracion propia

6.3.1 Tamafio de Muestra
El tamafio de muestra se determin6 considerando la disponibilidad de sedimento para la

realizacién del desarrollo experimental, resultando de 41 a 300 gramos (g) de muestra

colectada en sitio, por cada punto de muestreo.
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6.3.2 Selecciéon de Sitios de Muestreo

En especifico, se consideraron nueve sitios para realizar el muestreo. Los puntos

mencionan en la Tabla a continuacion.

Tabla No. 3 Sitios de muestreo

se

ID Sitio de muestreo Localizacion
Latitud Longitud
1 Canal Valencia 18°01'46.90” -92°35’36.99”
2  |Pozo “Cabo 4~ 18°03'44.50” -92°19'48.90”
3 |Arroyo El Llano (Salida) 18°05'30.40” -92°17'56.40”
4 Arroyo El Llano (Bifurcacion) 18°04’45.60” -92°17°22.90”
5 Arroyo El Llano (Boca) 18°05’43.80” -92°18°12.00”
6 Pozo El Hormiguero 18°04°39.10” -92°16’60.00”
7 Pozo El Chipote 18°07°11.40” -92022'21.70”
8 Pozo Quemador 18°07°13.80” -92°23'18.80”
9 Naranjos 18°07°35.60” -92°19'17.30”

Fuente: elaboracion propia

Por otra parte, la ubicacién de los puntos de muestreo se observan en la siguiente Figura.
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Figura 5. Sitios de muestreo

Fuente: elaboracion propia mediante SIG
De igual manera, para realizar la variacion de las condiciones en la actividad sulfato-
reductora de sedimentos, se realizard una comparacion entre los sitios anteriormente

mencionados y las siguientes temporadas.

Tabla No. 4 Periodos de muestreo por temporada

Temporada Periodo (mes)
Estiaje Noviembre-Mayo
Lluvia Junio-Octubre

Fuente: Coras-Merino, et al., 2005
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6.3.3 Métodos e Instrumentos de Recoleccidn

Para la recoleccion de muestras, se consideraron los criterios establecidos en el
Anteproyecto de Norma Mexicana PROY-NMX-AA-121-SCFI-2005, que delimita “Aguas

naturales epicontinentales, costeras y marinas - muestreo”.

De cada sitio se recolecté una muestra de 1000 g, es decir, 9000 g en total, considerando
de 10 a 20 centimetros (cm) de profundidad para cada sitio. Las muestras fueron
almacenadas en bolsas de polietileno (PE) y etiquetadas segun corresponda con los
siguientes datos: fecha, hora, localidad, muestreador, coordenadas, colector y
observaciones. Posteriormente, fueron nuevamente almacenadas en bolsas de plastico
color negro, evitando asi la fotodegradacion de los componentes. Para su transporte al
Instituto Tecnoldgico de Boca del Rio, Laboratorio de Investigacion de Recursos Acuaticos

(LIRA) fueron retenidas en una hielera a una temperatura de 4°C.

6.3.4 Desarrollo experimental

* Objetivo 1. Analizar la actividad sulfato-reductora en sedimentos de los Pantanos de

Macuspana.

La actividad sulfato-reductora se determind mediante la aplicacion del método de
Winogradsky. Para su desarrollo se utilizaron columnas de plastico y vidrio de diferentes
capacidades dependiendo de la cantidad de sedimento a utilizar. Primero se determiné el
peso de la muestra considerando la disponibilidad del sedimento, resultando de 41 a 300

gramos (g) de muestra colectada en sitio por cada punto de muestreo.
Con base en la literatura, se decidié utilizar en promedio 4 g de una base sulfato (CaS0O4)

y 4 g de un agente tamponador de pH (CaCO3). Como fuente de carbono se selecciond el

papel bond debido a su eficiencia para el crecimiento de las bacterias sulfato reductoras.
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Para comenzar el armado de las columnas en primera instancia se pesé el sedimento a
utilizar en una balanza granataria marca Adam, modelo TBB 2610T, posteriormente en una
balanza de precision marca Adam, modelo CQT202, se peso el agente tamponador y la
base de sulfato considerando la cantidad de sedimento que se iba a someter al periodo de

enriguecimiento.

De igual manera se peso la fuente de carbono papel bond considerando la cantidad de

sedimento.

Ya con los materiales necesarios, se procedi6 a adicionarlos a la columna. Primeramente
se acomodo el sedimento en el fondo de cada columna utilizando la presiéon necesaria para
evitar espacios vacios evitando las burbujas de aire.

Posteriormente se coloco la fuente de carbono y se llené la columna a media capacidad de
agua destilada esterilizada en la autoclave marca Man-olve, modelo M-35DC, para asi
poder adicionar el agente tamponador y la base de sulfato previamente disueltos en agua

destilada esterilizada.

Para finalizar, se aumentd el nivel de agua de cada columna dejando aproximadamente 5
cm de aire en la parte superior y, para crear condiciones aproximadas a un ambiente

anaerobio, la columna se sellé con papel aluminio y kraft.

Antes de comenzar con el armado de todas las columnas, se realiz6 una prueba piloto del
sitio de muestreo “Canal Valencia” en sus dos temporalidades con el objetivo de analizar
su comportamiento; la cual tuvo un periodo de enriquecimiento de 7 meses y 10 dias,

comenzando el dia 3 de marzo y finalizando el dia 13 de octubre del afio 2020.
A continuacion se muestra la evidencia fotografica obtenida durante el periodo de

enriquecimiento, en donde “A” corresponde a la toma de muestra con fecha 4 de abril 2019
(estiaje); “B” 18 julio 2019 (lluvia) y “C” 4 de diciembre 2019.
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Tabla 5. Evidencia fotografica de prueba piloto

A

B

6 de marzo

10 de marzo

17 de marzo
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B

12 de mayo

22 de septiembre

13 de octubre
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Como se puede observar, en la evidencia “A” se presentd el compartamiento de una

reaccion o6xido reduccion debido a la coloracién rojiza resultante, la cual comenzé a

destacar a partir de 11 dias en el enriquecimiento.

Asi mismo, en las otras dos columnas se presenta la singular coloracion negra que denota

la liberacién de agentes azufrados.

A continuacion se muestran los pesos utilizados de cada temporada para cada punto asi

como la cantidad de agua esterilizada, las sales utilizadas y el peso de la fuente de carbono.

Tabla No. 6 Datos del desarrollo experimental

Punto de muestreo Agua.1 .destilada Sedimento () Ccacos Fuente de
esterilizada (ml) CaS04 (g) | carbono (g)
Temporada 1
Pozo Cabo 4 1,270 300 4 8
Arroyo Salida 1,160 300 4 7.83
Arroyo Bifurcacion 1,050 133 15 3
Arroyo Boca 3,000 300 4 10
Hormiguero 3,050 300 4 10
Chipote 930 60 1 2
Quemador 3,020 300 4 10
Naranjos 3,090 300 4 10
Temporada 2

Pozo Cabo 4 1,840 200 2 6
Arroyo Salida 910 100 1 3
Arroyo Bifurcacion 2,910 300 4 10
Arroyo Boca 540 41 0.5 15
Hormiguero 840 300 4 10
Chipote 3,150 300 4 10
Quemador 3,000 157 15 3
Naranjos 2,000 186 2 6

Fuente: elaboracion propia, 2020
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Con base en la literatura el periodo de enriquecimiento se considera de aproximadamente

6 semanas, sin embargo, debido a las circunstancias de salud y la disposicién del tiempo,

las columnas asimilaron un periodo de enriquecimiento de 8 a 11 semanas dependiendo

de la fecha en la que fue ensamblada.

A continuacion en la tabla se enlistan las fechas de ensamble y de muestreo.

Tabla No. 7 Periodos

Punto de Periodo de
Fecha de ensamble Fecha de muestreo ; -
muestreo enriguecimiento
Temporada 1 Lluvia
Pozo Cabo 4 28 de septiembre 2020 | 4 de diciembre 2020 9 semanas 4 dias

Arroyo Salida

28 de septiembre 2020

7 de diciembre 2020

10 semanas

Arroyo

Bifurcacion

28 de septiembre 2020

8 de diciembre 2020

10 semanas 1 dia

Arroyo Boca

1 de octubre 2020

9 de diciembre 2020

10 semanas 2 dias

Hormiguero

1 de octubre 2020

10 de diciembre 2020

10 semanas 3 dias

Chipote

1 de octubre 2020

11 de diciembre 2020

10 semanas 4 dias

Quemador

1 de octubre 2020

12 de diciembre 2020

10 semanas 5 dias

Naranjos

1 de octubre 2020

14 de diciembre 2020

11 semanas

Temporada 2 Estiaje

Pozo Cabo 4

22 de Septiembre 2020

19 de Noviembre 2020

8 semanas 2 dias

Arroyo Salida

22 de Septiembre 2020

20 de Noviembre 2020

8 semanas 3 dias

Arroyo

Bifurcacion

22 de Septiembre 2020

24 de Noviembre 2020

9 semanas

Arroyo Boca

24 de Septiembre 2020

25 de Noviembre 2020

9 semanas 1 dia

Hormiguero

24 de Septiembre 2020

27 de Noviembre 2020

9 semanas 3 dias

Chipote

24 de Septiembre 2020

1 de Diciembre 2020

10 semanas

Quemador

24 de Septiembre 2020

2 de Diciembre 2020

10 semanas 1 dia

Naranjos

24 de Septiembre 2020

3 de Diciembre 2020

10 semanas 2 dias

Fuente: elaboracion propia, 2020
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Para realizar la toma de muestras de agua de cada columna, primero se reunieron los
materiales, fue necesario esterilizar 16 pipetas de 10 ml para tomar la muestra, una pipeta

se utilizé por columna.

De igual manera, disponer de minimo 3 matraces aforados de 25 ml con tapa para depositar
la muestra debido a que el muestreo se realiz6 de 3 alturas diferentes para cada columna,
de la parte superior, media e inferior, posteriormente se llevo al aforo hasta alcanzar los 25

ml.

Se utilizaron en total 48 matraces para el muestreo. Asi mismo, se utilizd una piseta con
agua destilada esterilizada y una piseta con alcohol ambas para los enjuagues, un

pipeteador, cinta masking, papel y un vaso de precipitado.

Los matraces aforados se etiquetaron dependiendo de su altura, es decir 1 para la parte

superior, 2 para la parte media y 3 para la parte inferior.

Para cada altura se realizaron como minimo 3 diluciones en un volumen de 25 ml, las
cuales fueron etiquetadas, D1, D2, y D3 segun corresponda su dilucién partiendo de 10 ml

de la original y asi sucesivamente.

Antes de realizar la lectura de las muestras en el espectrofotometro UV-VIS a 430 nm, con
base en la literatura, fue necesario elaborar una curva de calibracion para poder comparar
los resultados obtenidos de las muestras con una solucién patron de acido sulfdrico a

diferentes concentraciones.

Después de varias experimentaciones, se determiné que se utilizarian los patrones de 0.5,
10 y 10 mg/L de concentracidn ya que en esta combinacién, el coeficiente de correlacién

resulté de 0.9969, es decir, las variables se correlacionan directamente.

Posteriormente para realizar la lectura en el espectrofotdmetro, se tomaron 10 ml de
muestra de cada matraz aforado y se depositaron en frascos de vidrio, con base en la
literatura, a cada frasco se le afiadieron 0.5 ml de una solucién acondicionara con el objetivo
de que proporcionara un medio para que los iones sulfato se mantuvieran en suspension

mientras se realizaba la lectura.
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Esta solucion se compuso de 15 ml de agua destilada esterilizada, 1.5 ml de &cido
clorhidrico, 5 ml de alcohol isopropilico, 3.75 ml de cloruro de sodio y 2.5 ml de glicerol.

Finalmente la muestra se coloco en celdas de cuarzo para su lectura.

» Objetivo 2. Evaluar la variacidon espacio-temporal de la actividad sulfato-reductora.

Para la evaluacion de la variacién espacio-temporal de la actividad sulfato-reductora en la
muestra sedimentaria, se realiz0 la estadistica descriptiva para con los resultados obtenidos
de la experimentacion mediante el uso del software Statistics, considerando las dos

temporadas del ciclo anual y cada sitio de muestreo.

Finalmente, en el sitio y temporada en donde se encontr6 una mayor actividad sulfato-

reductora, se considerd como el sitio con mayor tasa poblacional de BSR.

» Objetivo 3. Estimar el uso potencial de las bacterias sulfato-reductoras como indicadoras

de contaminacion.

Para realizar esta estimacion, fue necesario analizar las caracteristicas de cada sitio y
comparar parametros tales como la presencia o aumento de la poblacion bacteriana, su

acumulacion, la capacidad degradativa y la adaptacion a las perturbaciones ambientales.
6.3.5 Técnicas de Analisis de Datos

Los datos resultantes del desarrollo experimental, se analizaron considerando la estadistica
descriptiva. Ya que ésta se encarga de realizar la recopilacién, organizacion,

procesamiento, analisis y la interpretacion de cada resultado. No obstante, para su

visualizacién se elaboraron graficos, tablas e imadgenes representativas.
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7. RESULTADOS

» Objetivo 1. Analizar la actividad sulfato-reductora en sedimentos de los Pantanos de
Macuspana.

Metodologia. Preparacion de materiales para el armado

Figura 6. Pesaje de sedimento Figura 7. Pesaje de sales

Figura 8. Agua destilada esterilizada Figura 9. Disolucion de sales
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Armado de las Columnas de Winogradsky

Figura 10. Materiales para la columna Figura 11. Sedimento y f. carbono

Columnas ensambladas

Figura 12. Columnas ensambladas de las 2 temporadas
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Pozo Cabo 4

A continuaciéon se presentan las evidencias fotograficas del procedimiento experimental
realizado para el sitio “Pozo Cabo 4”7, en donde la figura 13 muestra la primera fotografia
tomada 2 dias despues de su ensamble. Posteriormente, la figura 14 muestra el avance

obtenido 6 dias despues en donde ya se presenta la actividad sulfato reductora.

Figura 13. 24 de septiembre 2020

Fgura 14. 28 de septiembre 2020
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Tabla 8. Periodo de enriquecimiento Pozo Cabo 4

Estiaje Lluvia
Pozo Cabo 4

1 de octubre 1 de octubre

13 de octubre

LN
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29 de octubre 29 de octubre

g
D

Como se puede observar en la tabla 8, la columna de estiaje tuvo un periodo de
enriquecimiento del 22 de septiembre al 19 de nioviembre del 2020, un total de 8 semanas
y 2 dias de enriquecimiento. Mientras que la temporada de lluvia tuvo un periodo del 28 de
septiembre al 4 de diciembre del mismo afio, cumpliendo un total de 9 semanas y 4 dias en

enriguecimiento.

En comparaciéon con ambas temporadas, se puede observar una mayor actividad sulfato
reductora en el sedimento de la temporada de estiaje, ya que en la temporada de lluvia
Unicamente se observo la presencia de un precipitado de metales pesados en consecuencia

a una reaccion de 6xido reduccion.
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Arroyo Salida

A continuaciéon se presentan las evidencias fotograficas del procedimiento experimental
realizado para el sitio “Arroyo Salida”, en donde la figura 15 muestra la primera fotografia
tomada 2 dias despues de su ensamble. Posteriormente, la figura 16 muestra el avance

obtenido 6 dias despues.

Figura 15. 24 de septiembre 2020

Fugura 16. 28 de septiembre 2020
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Tabla 9. Periodo de enriquecimiento. Arroyo salida

Estiaje

Lluvia

Arroyo

Salida

1 de octubre

1 de octubre

8 de octubre

13 de octubre

13 de octubre

o
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29 de octubre

Como se puede observar en la tabla 9, la columna de estiaje tuvo un periodo de
enriquecimiento del 22 de septiembre al 20 de nioviembre del 2020, un total de 8 semanas
y 3 dias de enriquecimiento. Mientras que la temporada de lluvia tuvo un periodo del 28 de
septiembre al 7 de diciembre del mismo afio, cumpliendo un total de 10 semanas en

enriquecimiento.
En ambas temporadas se puede observar una actividad sulfato reductora debido a la

presencia de un precipitado de metales pesados en consecuencia a una reaccion de éxido

reduccion.
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Arroyo Bifurcacién

A continuaciéon se presentan las evidencias fotograficas del procedimiento experimental
realizado para el sitio “Arroyo Bifurcacion”, en donde la figura 17 muestra la primera
fotografia tomada 2 dias despues de su ensamble. Posteriormente, la figura 18 muestra el

avance obtenido 6 dias despues.

e -

Figura 18. 28 de septiembre 2020
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Tabla 10. Periodo de enriquecimiento. Arroyo bifurcacién

Estiaje Lluvia

Arroyo Bifurcacion

1 de octubre 1 de octubre

8 de octubre 8 de octubre




29 de octubre 29 de octubre

Como se puede observar en la tabla 10, la columna de estiaje tuvo un periodo de
enriquecimiento del 22 de septiembre al 24 de nioviembre del 2020, un total de 9 semanas
de enriquecimiento. Mientras que la temporada de lluvia tuvo un periodo del 28 de
septiembre al 8 de diciembre del mismo afio, cumpliendo un total de 10 semanas y 1 dia en

enrigquecimiento.

En ambas temporadas se puede observar una actividad sulfato reductora debido a la
presencia de un precipitado de metales pesados en consecuencia a una reaccion de 6xido
reduccion.

Ademds, en a temporada de estiaje se puede observar un comportamieto SR en el

sedimento.
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Arroyo Boca

A continuaciéon se presentan las evidencias fotograficas del procedimiento experimental
realizado para el sitio “Arroyo Boca”, en donde la figura 19 muestra la primera fotografia
tomada 4 dias despues de su ensamble. Posteriormente, la figura 16 muestra el avance
obtenido 7 dias despues.

S

Figura 20. 1 de octubre 2020
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Tabla 11. Periodo de enriquecimiento. Arroyo Boca

Estiaje

Lluvia

Arroyo Boca

8 de octubre

13 de octubre

29 de octubre

29 de octubre

53



14 de diciembre 14 de diciembre

Como se puede observar en la tabla 11, la columna de estiaje tuvo un periodo de
enriquecimiento del 24 de septiembre al 25 de nioviembre del 2020, un total de 9 semanas

y 1 dia de enriquecimiento.

Mientras que la temporada de lluvia tuvo un periodo del 1 de octubre al 9 de diciembre del

mismo afio, cumpliendo un total de 10 semanas y 2 dias en enriquecimiento.
En ambas temporadas se puede observar una actividad sulfato reductora debido a la

presencia de un precipitado de metales pesados en consecuencia a una reacciéon de 6xido

reduccién sin cambios significativos en el sedimento.
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Hormiguero

A continuaciéon se presentan las evidencias fotograficas del procedimiento experimental
realizado para el sitio “Hormiguero”, en donde la figura 21 muestra la primera fotografia
tomada 4 dias despues de su ensamble. Posteriormente, la figura 22 muestra el avance

obtenido 7 dias despues.

Figura 22. 1 de octubre 2020
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Tabla 12. Periodo de enriquecimiento. Hormiguero

Estiaje Lluvia

Hormiguero

8 de octubre 8 de octubre
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14 de diciembre 14 de diciembre

e .

Como se puede observar en la tabla 12, la columna de estiaje tuvo un periodo de
enriquecimiento del 24 de septiembre al 27 de nioviembre del 2020, un total de 9 semanas

y 3 dias de enriquecimiento.

Mientras que la temporada de lluvia tuvo un periodo del 1 de octubre al 10 de diciembre del

mismo afo, cumpliendo un total de 10 semanas y 3 dias en enriguecimiento.
En ambas temporadas se puede observar una actividad sulfato reductora debido a la

presencia de un precipitado de metales pesados en consecuencia a una reaccion de éxido

reduccién sin cambios significativos en el sedimento.
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Chipote

A continuaciéon se presentan las evidencias fotograficas del procedimiento experimental
realizado para el sitio “Chipote”, en donde la figura 23 muestra la primera fotografia tomada
4 dias despues de su ensamble. Posteriormente, la figura 24 muestra el avance obtenido 7
dias despues.

Figura 24. 1 de octubre 2020
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Tabla 13. Periodo de enriquecimiento. Chipote

Estiaje Lluvia
Chipote

8 de octubre 8 de octubre
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14 de diciembre 14 de diciembre
) - i ~ T W

Como se puede observar en la tabla 13, la columna de estiaje tuvo un periodo de
enriquecimiento del 24 de septiembre al 1 de diciembre del 2020, un total de 10 semanas

de enriguecimiento.

Mientras que la temporada de lluvia tuvo un periodo del 1 de octubre al 11 de diciembre del

mismo afo, cumpliendo un total de 10 semanas y 4 dias en enriquecimiento.

En ambas temporadas se puede observar una actividad sulfato reductora debido a la
presencia de un precipitado de metales pesados en consecuencia a una reaccion de 6xido
reduccion, de igual forma podemos observar un cambio minimo en la coloracion del

sedimento de la temporada de estiaje.
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Quemador

A continuacion se presentan las evidencias fotograficas del procedimiento experimental
realizado para el sitio “Quemador”, en donde la figura 25 muestra la primera fotografia
tomada 4 dias despues de su ensamble. Posteriormente, la figura 26 muestra el avance
obtenido 7 dias despues.

Figura 26. 1 de octubre 2020
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Tabla 14. Periodo de enriquecimiento. Quemador

Estiaje Lluvia

Quemador

8 de octubre 8 de octubre

13 de octubre

29 de octubre 29 de octubre
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14 de diciembre 14 de diciembre

Como se puede observar en la tabla 14, la columna de estiaje tuvo un periodo de
enriquecimiento del 24 de septiembre al 2 de diciembre del 2020, un total de 10 semanas y

1 dia de enriguecimiento.

Mientras que la temporada de lluvia tuvo un periodo del 1 de octubre al 12 de diciembre del

mismo afio, cumpliendo un total de 10 semanas y 5 dias en enriquecimiento.
En ambas temporadas se puede observar una actividad sulfato reductora debido a la

presencia de un precipitado de metales pesados en consecuencia a una reaccion de éxido

reduccion.
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Naranjos

A continuaciéon se presentan las evidencias fotograficas del procedimiento experimental
realizado para el sitio “Naranjos”, en donde la figura 27 muestra la primera fotografia tomada
4 dias despues de su ensamble. Posteriormente, la figura 28 muestra el avance obtenido 7

dias despues.

Figura 28. 1 octubre 2020
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Tabla 15. Periodo de enriquecimiento. Naranjos

Estiaje

Lluvia

Naranjos

8 de octubre

8 de octubre
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14 de diciembre 14 de diciembre

TR~ e

o T

Como se puede observar en la tabla 15, la columna de estiaje tuvo un periodo de
enriguecimiento del 24 de septiembre al 3 de diciembre del 2020, un total de 10 semanasy

2 dias de enriquecimiento.

Mientras que la temporada de lluvia tuvo un periodo del 1 de octubre al 14 de diciembre del

mismo afo, cumpliendo un total de 11 semanas en enriquecimiento.
En ambas temporadas se puede observar una actividad sulfato reductora debido a la

presencia de un precipitado de metales pesados en consecuencia a una reaccion de 6xido

reduccion.
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Solucién patrén y curva de calibracion

Figura 29. Patrones

Curva de calibracion
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Figura 30. Curva de calibracién
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Toma de muestra de las columnas y diluciones

Figura 33. Diluciones

Lectura en espectrofotémetro UV-VIS

=

Figura 34. Materiales para lectura Figura 35. Preparacion de muestra
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Figura 37. Preparacion de la muestra

Resultados obtenidos

Figura 38. Toma de lectura

Con base en la ecuacién de la linea recta de tipo y = m X + b, su resultante de la curva
de calibracién y =0.0001 x + 0.0004, sustituyendo y dado el valor de su absorbancia,
se despejo la variable x considerada como la concentracion de sulfatos en la
muestra. De esta manera se completé la Tabla 7, en donde se reporta la

concentracion en promedio de las dos temporadas junto con su desviacion estandar.

Tabla No. 16 Concentracion de sulfatos promedio (mg/L)

P.Cabo 4| A.Salida [Bifurcaciéon| A.Boca [Hormiguero| Chipote |Quemador| Naranjos
Lluvia [72.05%0.5| 104+0.176 | 52.37+0.176 | 4+0.466 | 37.75%0.113 [ 52.62+0.00|16.6+0.282|25.78+2.220
Estiaje|3.67+0.00/29.05+0.21{48.45+0.070(30.81£2.036 0+0 7+0.466 |41.55%1.060| 2.16+0.233

Fuente: desarrollo experimental, 2020.
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En la Figura 39 se muestra la grafica resultante de la temporada de lluvias (T1), en la cual
se puede observar la variacion en la concentracion de los diferentes sitios de muestreo, de
igual manera en la Figura 40 para la temporada de estiaje (T2).

Temporadade lluvia
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Figura 39. Variacion en las concentraciones de la T1

Temporada de Estiaje
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Figura 40. Variacion en las concentraciones de la T2.
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Determinacién de pH

En la tabla a continuacion se muestran los resultados obtenidos de la medicién de pH para

cada punto de muestreo.

Tabla No. 17 Resultados de pH promedio
P. Cabo 4|A.Salida|Bifurcacién| A.Boca |Hormiguero| Chipote |Quemador| Naranjos

Lluvia|6.23+0.02 [6.33+0.04 6.30+0.07 | 6.56+0.15 | 6.99+0.17 | 7.26+0.13 | 7.03+0.11 | 6.86+0.04

Estiaje] 6.92+0.05|6.69£0.11 6.87x0.17 | 6.73x0.03 | 6.60+0.27 | 6.94+0.06 | 6.98+0.09 | 6.81+0.05

Fuente: desarrollo experimental, 2020.

En la Figura 41, se muestra la variabilidad en los resultados de pH obtenidos para cada

temporada.

Determinacion de pH
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Figura 41. Variacion en los resultados de pH
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g

Figura 42. Determinacion de pH

« Objetivo 2. Evaluar la variacién espacio-temporal de la actividad sulfato-reductora.

Estadistica descriptiva

Para estimar la variacion espacio-temporal se realizé un analisis estadistico. Primero se
comprobd si los datos cumplian con los dos supuestos principales del analisis de varianza,
la prueba de levene y la curva de normalidad, con base en los resultados se determino que
los datos son de comportamiento no parametrico, debido a esto se optd por realizar la
prueba de Kruskal Wallis en donde la variable respuesta fue la concentracion de sulfato y

los factores a considerar fueron los sitios y las temporadas
Durante la temporada de estiaje la concentracion de sulfatos tuvo un valor medio de 20.33

+18.71 mg/L. Por otra parte, la temporada de lluvia obtuvo una concentracién de 45.834 +
30.932 mg/L.
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Tabla No. 18 Resultados de la estadistica descriptiva de los datos y su duplicado

Concentracion SO42- mg/L |pH
N 32 32
Media 33.086 6.760
Mediana 29.285 6.845
Moda 3.67 multiple
Suma 1,058.740 216.350
Minimo 0.000 6.210
Maximo 104.370 7.270
Varianza 800.3234 0.0837
Desviacion estandar(28.289 0.289
Error estandar 5.001 0.051

Fuente: Obtenido de analisis estadistico mediante Statistics, 2021.

Datos no paramétricos

Tabla No. 19 Resultados de la prueba de Levene

Efecto de cuadro medio 0.467899
Error de cuadro medio 0.000000
Valor de F 4.562559
Valor de P 0.000000

Fuente: Obtenido de andlisis estadistico mediante Statistics, 2021

Como se puede observar el valor de P en la prueba de levene resulté ser menor a 0.05 por
lo que se acepta la hipotesis alterna y se rechaza la hipotesis nula, el supuesto nos indica
que si existen diferencias estadisticas significativas en las observaciones.

Sip 20.05 . H, = No existen diferencias estadisticas significativas entre las observaciones
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Figura 44. Diagrama de cajas y bigotes

Se puede observar que los sitios arroyo salida y bifurcacion son los que presentan la mayor
concentracion, siendo este ultimo el que cuenta con una menor dispersion entre sus datos,
por el contrario se observa que el sitio hormiguero es el que cuenta con una dispersion
mayor.

Ademas, se logra apreciar que el pozo cabo 4 no presenta una diferencia significativa con
arroyo salida, bifurcacion, y arroyo boca, lo mismo se observa con hormiguero, chipote y
guemador.

Por otra parte el sitio arroyo boca y naranjos no expresan diferencias estadisticas
significativas.
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Tabla No. 20 Resultados de los sitios de muestreo

Sitios Media

1.-P. Cabo 4 37.862 + 39.4832°
2.-A.Salida 66.522 + 43.2707
3.-Bifurcacion 50.412 + 2.268%
4.-A.Boca 17.405 + 15.525°
5.-Hormiguero 18.875 + 21.795%
6.-Chipote 29.810 + 26.3402°
7.-Quemador 29.075 + 14.418%
8.-Naranjos 14.722 + 14.557°

Fuente: Obtenido de analisis estadistico mediante Statistics, 2021

Temporadas.

Por lo que se refiere a las temporadas, visualmente se observa que hay una diferencia
estadistica significativa entre las concentraciones de estiaje y lluvias, siendo esta en la que
se aprecia una mayor concentracion de sulfatos.

Esto puede deberse al acarreo de sedimentos y con este al traslado de microorganismos,
de igual manera a los deslaves y el desbordamiento propio de la temporada de lluvias.

Ademas, de acuerdo a la literatura los sulfatos se pueden encontrar en casi todas las aguas
naturales y es uno de los principales componentes disueltos de la lluvia.
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Se considerd un nivel de confianza del 95%.

Tabla No. 21 Resultados de las temporadas de muestreo

Temporadas Media
1.-Estiaje 20.336 + 18.7192
2.-Lluvias 45.834 + 30.932°

Fuente: Obtenido de analisis estadistico mediante Statistics, 2021
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» Obijetivo 3. Estimar el uso potencial de las bacterias sulfato-reductoras como indicadoras

de contaminacion.

Para dar cumplimiento al objetivo 3 se analizaron los criterios establecidos en la
metodologia, los cuales fueron los siguientes:

1. Presencia o aumento en la poblacién

Se observo un crecimiento constante de las BSR en algunos de los sitios durante el periodo
de enriquecimiento que asimilaron las columnas.

2. Acumulacion

De acuerdo a lo esperado, se observo una acumulacion de las sulfato reductoras en la parte
inferior de la columna, zona predominante de las bacterias dada su naturaleza y las
condiciones ambientales del medio.

3. Adapatacion

Con base en el analisis visual de las columnas se infiere que las BSR lograron adaptarse
al medio condicionado.

4. Analisis espacio-temporal

Considerando los resultados obtenidos se estima una menor influencia de la variable
espacial en comparacion con la temporal.
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8. DISCUSION

Se demostr6 que en la temporada de lluvia la concentracion de sulfatos mas alta fue en el
sitio de Arroyo Salida de 272 mg/L, el cual tuvo un periodo de enriquecimiento de 2 meses
y 16 dias.

A través de la coloracién negro intenso que se observo en las columnas durante el periodo
de enriquecimiento se denota la presencia de mircoorganismos reductores de sulfato
debido a la precipitacion de sulfuro de metales pesados (enlace entre el azufre y un
elemento metéalico) como hierro o0 manganeso.

Esto sucede en consecuencia, a una relacion de oxido reduccién en donde el agente
oxidante que es el sulfato pierde sus electrones al donarlos al agente reductor que es el

sulfuro.

Por otra parte, el valor mas bajo fue de 0 mg/L en el sitio Quemador con un periodo de
enriquecimiento de 2 meses y 13 dias. Aunque se observa la presencia de metales pesados
en los valores minimos, puede deberse a la presencia de tiosulfato (S2032-) como agente

oxidante en lugar del sulfato (SO42-).

En la temporada de estiaje, la concentracion de sulfatos mas alta fue en el sitio de

Bifurcacion, el cual tuvo un periodo de enriquecimiento de 2 meses y 16 dias con 237 mg/L.

El valor mas bajo se obtuvo en el sitio Hormiguero, en el cual todas las mediciones
realizadas en promedio, fueron menores a 0 mg/L a pesar de que tuvo el mismo periodo de
enriquecimiento que el sitio Bifurcacion, esto puede deverse a la naturaleza del sitio de

muestreo, o0 a las actividades antropolégicas realizadas en el mismo.

Considerando los resultados del analisis estadistico descriptivo, se demostré que hubo
mayores niveles de concentracion en la temporada de lluvias con un resultado de 45.83 +
30.93 en comparacion a la temporada de estiaje, en donde se obtuvo un valor de 20.33 +
18.71 naturalmente, el sulfato es un componente disuelto en el agua de lluvia y dada la
naturaleza del sitio de muestreo en donde se presenta el acarreo de sedimentos y deslaves,

es comun encontrar este tipo de mircoorganismos.
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Debido a lo anterior, la influencia de las temporadas y los sitios sobre la actividad sulfato
reductora se ve impactada por diversos factores de la zona de muestreo, ya sean las

condiciones naturales o las actividades antropolégicas.

9. CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos, existe un efecto en la variabilidad de las
concentraciones bacterianas en consecuencia a la temporalidad, lo que provoca que los

sitios no se vean expresados en las concentraciones.

Ademas, se puede determinar que en esta region en donde la temporada de lluvia tiene
una mayor influencia sobre la temporalidad, se compromete el uso de las BSR como

posibles bioindicadoras de contaminacion.

En otras palabras, las BSR cumplen con la mayoria de los criterios analizados para
considerar su uso como bioindicadoras de contaminacion, sin embargo se demostro que en
sitios como tabasco en donde la lluvia causa gran influencia no sean consideradas

adecuadas.
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