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Resumen.

En la actualidad el petroleo sigue siendo la fuente principal de energia y de
materiales a escala mundial. Entre los derivados del petréleo mas utilizados se
encuentran la gasolina, el diésel y el queroseno. Los ecosistemas terrestres y
marinos a escala mundial han sido afectados por la contaminacion causada por
derrames accidentales o provocados de estos hidrocarburos. Por lo tanto, se han
convertido en un tema preocupante debido a los dafios que causan tanto en

humanos como en el medio ambiente.

Desde el afio 2000 a la fecha se han derramado alrededor de 4 mil millones 457 mil
litros de petréleo crudo y refinado (diésel, gasolina, queroseno), teniendo como
principales causas las fallas en la operacion, accidentes, infraestructura deficiente
0 por sustracciones ilicitas (Velazquez 2017). Por estas razones, es que, en las
Ultimas décadas, se han desarrollado estrategias para la remocién de estos
compuestos. Entre las estrategias se encuentra la biorremediacion, en la cual se
emplean a los microorganismos o bien sus productos, esta puede implementarse
en conjunto con otras estrategias como son: la dispersion, adsorcion y volatilizacién
de los contaminantes, ademas de ser de bajo costo y amigable con el ambiente.

En estados del sureste de México, un problema preocupante es la alta cantidad de
derrames de gasolina tanto accidentales como causados (Comision Nacional de
Hidrocarburos 2014), por lo cual el presente proyecto tuvo como objetivo aislar
microorganismos capaces de crecer en presencia de derivados del petréleo y de
identificar a las cepas las cuales tengan la capacidad de remover a los hidrocarburos
y de esta forma poder contender de manera eficaz con las contaminaciones por

estos xenobidticos.



1. Marco tebrico.

1.1. Contaminacién por hidrocarburos.

Una de las principales fuentes de contaminacion ambiental es el uso del petroleo y
sus derivados. El petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos, los cuales son:
hidrocarburos mono y poliaromaticos, hidrocarburos alifaticos y ciclicos.

Cuando ocurre un derrame de petroleo o alguno de sus derivados, la mayoria de
los hidrocarburos alifaticos lineales se pierden en un periodo corto de tiempo por
volatilizacion, mientras que los policiclicos y los ciclicos persisten en la superficie,
generando un gran impacto en la biota (Jiménez et al., 2010).

El derrame de hidrocarburos del petréleo tiene efectos tanto en la microbiota como
en la flora y fauna que habitan el sitio contaminado (Zamora et al., 2012). Ademas,
los hidrocarburos presentes en los derivados del petréleo afectan severamente al
sector agricola, debido a que al derramarse disminuyen la permeabilidad del suelo
volviéndolo infértil. Por otro lado, también existen riesgos para la salud humana
debido a los efectos mutagénicos y/o carcinogénicos de los componentes del
petréleo (ver tabla 1; Cavazos et al., 2014). Se han observado efectos nocivos en
humanos que fueron expuestos a la gasolina, los que se atribuyen a componentes
individuales, tales como el benceno, que tiene un gran potencial carcinogénico
(Garcia et al., 2012). Otros estudios han reportado que la inhalacion de gasolina en
periodos cortos causa alteraciones del sistema nervioso, provocando sintomas

como mareos, dolor de cabeza, y dificultad para respirar (Aleemuddin et al., 2015).



Tabla 1. Efectos a la salud y al medio ambiente provocados por derrames de

hidrocarburos (Cavazos et al., 2014).

Afecciones Descripcion del dafio

Dafios al medio ambiente. Los hidrocarburos de mediano y alto peso molecular, tienen naturaleza hidrofabica, y son
adsorbidos en el suelo y sedimentos, o que asegura su permanencia en estos sitios.

Dafos a la salud. Los compuestos poliaromaticos presentes en el petroleo y sus derivados se consideran
potencialmente carcinogénicos para un amplia variedad de organismo, entre los que se
encuentran los mamiferos.

Dafos a suelos agricolas por Los hidrocarburos presentes en el petrleo y sus derivados, limitan la permeabilidad del

hidrocarburos. suelo, volviéndolo un suelo infértil,

Resistencia a la degradacion Las caracteristicas fisicoquimicas de los HPAS (BaP, benzo(a)antraceno, etc.), los hace
recalcitrantes.

1.1.2. Composicion de la gasolina y el diésel.

El petréleo es un producto de la degradacién anaerébica de la materia organica a lo
largo de millones de afios, y que bajo condiciones de alta temperatura y presion
puede convertirse en gas natural. El petroleo crudo es una mezcla compleja de
multiples compuestos organicos, principalmente hidrocarburos, los cuales
presentan un amplio rango de estructuras tales como cadenas lineales y ramificadas
(alcanos, alquenos y alquinos), asi como anillos sencillos, condensados o
aromaticos (Figura 1) (Torres 2009).

La gasolina es un compuesto derivado del petréleo y es uno de los primeros
combustibles liquidos que se obtienen en una refineria, ésta se compone de una
mezcla de hidrocarburos de bajo peso molecular (de C4 a C10) y aditivos quimicos,

con una coloracion rosada, pardo palido o incolora; posee una temperatura de



destilaciéon entre 30 a 300°C (API, 2004) y es sumamente inflamable, por su parte
la temperatura de destilacion del diésel es entre los 200-350 °C y su composicion
es de hidrocarburos que poseen entre 13 a 25 moléculas de carbono (API, 2004).
Alrededor del 70% de la composicion de la gasolina es de n-alcanos tales como:
butano, pentano, iso-alcanos como lo son el iso-octano y las iso-parafinas, el resto
de hidrocarburos presentes lo conforman los ciclo-alcanos (ciclo-butano, ciclo-
pentano, etc.), y los compuestos aromaticos. Entre estos ultimos estan presentes el
benceno, el tolueno y los xilenos (BTX's), los que pueden representar hasta el 24%
en peso de la gasolina. Dentro de estos compuestos se encuentra el benceno el
que causa diversos efectos nocivos para la salud humana, tales como
cancerigenos, mutagénicos y se les ha identificado también como disruptores
enddcrinos (Garcia et al., 2015). Asi mismo el diésel esta compuesto principalmente
por alcanos (parafinas =30% y naftenos =45%), el 25% restante es conformado por
hidrocarburos aroméaticos (Vifias 2005).

Dentro de los hidrocarburos aroméaticos presentes en la gasolina y diésel se
encuentran los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAS), los cuales estan
presentes en cantidades menores con excepcién del naftaleno que constituye hasta
un 0,5% en ambos combustibles (Salazar, 2015). Existen dos clases de HPAs los
de bajo peso molecular que son aquellos que tienen 2 o 3 anillos de benceno
(ejemplo: fenantreno y antraceno) y los de alto peso molecular lo cuales poseen 4
o mas anillos de benceno (ejemplo: benzo(a)pireno y criseno) (Cerniglia et al.,

2010).



Por otro lado, entre los aditivos que podemos encontrar en este combustible son el
éter metil-terbutilico (MTBE), el éter etil-terbutilico (ETBE), el éter metil-teramilico
(TAME), el éter di-isopropil (DIPE), los alcoholes (etanol, terbutilico, metanol,

butano.) y los metales tales como el plomo (Salazar 2015).

Alcanos Cicloalcanos Aromaticos
CH;CH,CH,CHACH,CH, CH, —C
X @
Hexano CHp
CHy CHj .
CHACHCH,CHCH,CH,CHy Ciclopropano Benceno
2 ,4-dimetilheptano lI li
CHy
1
CH;CCH,CHCHCH, CH,CH, Naftaleno
Hy HCHy
CHy

Ciclohexano

S-isopropil-2,2-metiloctano

Benzo(a)pireno

Figura 1: Estructura de los hidrocarburos presentes en el petréleo y sus
derivados.



1.2. Contaminacion por hidrocarburos en México

Debido a que México es un pais petrolero, frecuentemente ocurren derrames. La
contaminacion del suelo y el agua por derrames del petréleo o de sus derivados, ha
aumentado como resultado de las malas practicas en la exploracion, refinacion,
distribuciéon, mantenimiento, almacenamiento y transporte (Das y Chandran 2011;
Veldsquez 2017). Se estima que en los ultimos 20 afios estos derrames han
provocado peérdidas por mas de 50 mil millones de doélares, ademas de los dafios
ambientales y agricolas (Navarro y Machado, 2009). Estos compuestos resultan
toxicos porque influyen en el desarrollo de plantas y animales de interés agricola,
ademas de tener efectos toxicos en los microorganismos y animales que habitan la
zona dafada (Pifion et al., 2018). Adicionalmente, la salud humana se afecta por
los efectos tdxicos provocados por una exposicion prolongada tanto a los gases
como al contacto directo con los derivados del petrdleo, o bien por el consumo de
la bioabsorcién por parte de plantas y hongos de interés comercial que bioabsorben
a estos compuestos. (Pifion et al., 2018).

Los estados en México que han sido afectados por derrames de petréleo crudo
fueron: Veracruz (29,9 miles de barriles (mbls), Tabasco (37,5 mbls), Chiapas (17,1

mbls) y Puebla (6,9 mbls) (CNH 2014) (Tabla 2).



Tabla 2: Derrames reportados de petréleo entre los afios 2000-2014.

No solo el centro y sur de México han sido afectados por estos contaminantes. En
el afio 2010, en Chihuahua se reporté un derrame de combustible No. 6 (FO6) en
una toma clandestina (PROFEPA 2010). Este es uno de los compuestos finales
obtenidos de la destilacion del petréleo, el cual contiene alrededor de 25% de

hidrocarburos saturados, 35% de hidrocarburos aroméatico, 20% de resinas y 20%

de asfaltenos (Pifion et al., 2018).

FEULIG LMY o onng 2007 2008 2009 0 2010 20M 12 213 2014 Ly
Demamado* {mhbls)
Zona Norte 21.39 1.37 0.72 0.56 7.90 2.67 1.88 077 0.19 37.46
Huevo Ledn 0.06 0 0 0 0 0 0 0 0 0.06
En tietra 0.06 0 0 0 0 0 0 0 0 0.08

En mar 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
Puebla 0.1 0 0.002 0.02 6,33 0.44 00z 0007 0023 B.83
En tierra 0.1 0 0.002 0.0z B33 0.44 002 0007 0023 B.43

En mar 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
Tamaulipas 0.5 0.0z 0ooot 0 0 0 0 0 0 0.54
En tierra 0.48 0oz 0oood 0 0 0 0 0 0 0.51

En mar 0.04 0 0 0 0 0 0 0 0 0.04
eracruz 20.71 134 072 0.54 1.57 2.24 187 0.76 017 29.92
En tietra 20.70 1.34 072 0.54 1.57 2.24 187 0.64 017 29.79
En mar 0.002 0 0 0 0 0 0 013 0 0.13
Zonha Sur 1244 1374 027 1806  O.13 0.02 184 0391 0252 | 5586
Campeche 1.22 0.002 0 0.003 0 0 0.002 0 0 1.22
En tierra 0.0z 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0z

En mar 1.20 0.002 0 0.003 0 0 0.002 0 0 1.20
Chiapas 177 0.20 013 1501 0.01 0 0 0 0 1742
En tierra 177 0.20 013 1501 0.01 0 0 0 0 1742
En mar 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
Tabasco 8,15 1355 014 105 0.12 0.0z 184 9334 0252 17,52
En tietra 8,14 0.84 014 203 0.12 0.0z 184 8334 0252 24.78
En mar 0.01 1271 0 0.01 0 0 0 0 0 12.74
T““:['r:"l;lazi)“"a' 33.53 15,11 0.99 18.62 803 2.69 1.73 10.17 045 93.32




1.3.- Legislacion ambiental de suelos contaminados con hidrocarburos.

La ley general del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA) dicta
ciertas normas para garantizar a toda persona, vivir en un entorno ambiental
adecuado para su desarrollo, salud y bienestar; y otras para la preservacion,
restauracion y mejoramiento del ambiente teniendo como principal objetivo la
prevencion y el control de la contaminacion de aire, suelo y agua. Algunos de los
articulos méas importantes de esta ley son los siguientes (Tomados de LGEEPA,
2012):

Art 134: Este articulo establece que los suelos contaminados por la presencia de
materiales o residuos peligrosos deben ser recuperados o reestablecer sus
condiciones, de tal manera que puedan ser utilizados en cualquier tipo de actividad.
Art 136: Los residuos que se acumulen y se depositen o infiltren en los suelos
deberan reunir las condiciones necesarias para prevenir 0 evitar:
l. La contaminacion del suelo;
II. Las alteraciones nocivas en el proceso biolégico de los suelos;
lll. Las alteraciones en el suelo que perjudiquen su aprovechamiento, uso o
explotacion,

IV. Riesgos y problemas de salud.

Art 140: La generacién, manejo y disposicion final de los residuos de lenta
degradacion debera sujetarse a lo que se establezca en las normas oficiales
mexicanas, que al respecto expida la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos

Naturales (SEMARNAT) en coordinacion con la Secretaria de Economia.



Por otro lado, en México la SEMARNAT ha establecido ciertos criterios de limpieza
para la restauracion de suelos contaminados. Estos criterios se encuentran
descritos en la norma NOM-138-SEMARNAT/SS-2012, en esta se establecen los
limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelos (Tabla 3), y ciertas
especificaciones para su remediacion.

Tabla 3: Limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelo (SEMARNAT
2012).

USO DE SUELO PREDOMINANTE

METODO ANALITICO
(mg/kg BASE SECA)

HIDROCA'RBUROS Agricola,
ESPECIFICOS forestal, Residencial y | Industrial y

pecuario y de recreativo comercial

conservacion
Benceno 6 6 15 NMX-AA-141-SCFI-2007
Tolueno 40 40 100 NMX-AA-141-SCFI-2007
Etilbenceno 10 10 25 NMX-AA-141-SCFI-2007
Xilenos (suma de isdmeros) 40 40 100 NMX-AA-141-SCFI-2007
Benzo[a]pireno 2 2 10 NMX-AA-146-SCFI-2008
Dibenzo[a,h Jantraceno 2 2 10 NMX-AA-146-SCF1-2008
Benzo[ a Jantraceno 2 2 10 NMX-AA-146-SCF1-2008
Benzo[b]flucranteno 2 2 10 NMX-AA-146-SCF1-2008
Benzo[k]fluoranteno 8 8 a0 NMX-AA-146-SCF1-2008
Indeno (1 ,2,3-cd)pireno 2 2 10 NMX-AA-146-SCFI-2008

_— —————



1.4. Biorremediacion.

Una vez que ha ocurrido el derrame de hidrocarburos, estos comienzan a cambiar
sus caracteristicas fisicoquimicas, los hidrocarburos sufren diversos procesos de
modificacion y dispersion tales como la disolucion, la oxidacién fotoquimica, la
adsorcién y la sedimentacion (Wasmund et al., 2009). Sin embargo, no todos los
hidrocarburos se eliminan facilmente, muchos de ellos principalmente los
hidrocarburos aromaticos persisten por tiempos prolongados en el medio ambiente
(Cerniglia et al., 2010), por lo que es necesario contar con estrategias viables para
disminuir la presencia de estos en el medio ambiente. Los tres principales métodos
de saneamiento son: los métodos fisicos, los quimicos, y los biolégicos. Entre los
procesos fisicos se encuentran: la extraccion de aire del suelo, la remocion del
contaminante mediante la volatizacion o evaporacion y su costo aproximado de 10
a 150 Doélares/m3. Entre los tratamientos térmicos, el mas utilizado es la
incineracion, donde se usan temperaturas entre los 750 a los 1000°C para volatizar
y oxidar los compuestos, dicho proceso conlleva un costo aproximado de 150 a 1
800 Dolares/m? (Hurtado 2009). El método quimico utilizado frecuentemente es el
uso de solventes organicos como el hexano, la acetona y el metanol para la
extraccién del hidrocarburo. Sin embargo, en este método suelen quedar trazas del
disolvente utilizado. Este tiene un costo aproximado de 120 a 450 Dolares/tonelada
de hidrocarburos (Hurtado 2009). En las ultimas décadas se han buscado otras
alternativas para la recuperaciéon de suelos y cuerpos de agua contaminados que

sean menos costosas y amigables con el ambiente.



Una alternativa es la biorremediacién, la cual utiliza microorganismos, hongos,
plantas y/o bien las enzimas que estos producen para restaurar el sitio contaminado
de acuerdo con las necesidades y las dimensiones del problema. Este tipo de

remediacion generalmente es menos costoso (Tabla 4) (Garzén et al., 2017)

Tabla 4: Costos estimados de las distintas estrategias de remediacion.

Bioestimulacién In situ 30-100
Bioaumentacion In situ 30-100
Bioventeo In situ 79-970
Biopilas Ex situ 130-260
Lanfarming Ex situ 30-70
Extraccion por vapor In situ 405-1485
Desorcion temica Ex situ 44-252

1.4.1. Factores que influyen a la biorremediacion.

Para que la biorremediacién sea eficiente se requiere conocer la movilidad y
biodisponibilidad del contaminante, ademas de controlar los siguientes parametros
(Figura 3): A) la temperatura, ya que las reacciones enzimaticas de cada organismo
requieren una temperatura O6ptima; donde el intervalo para el caso de los
organismos mesofilos se encuentra entre los 20-35°C; B) la concentracion de
oxigeno, del que se requiere al menos el 1% en el suelo, para favorecer la
proliferacion de organismos aerobios; C) el contenido de agua es un factor limitante,

debido a que el porcentaje de peso de agua en la célula oscila entre el 80-90%, ya
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gue la disponibilidad de ésta favorece para el crecimiento celular. D) el pH, es decir
mantener un pH cercano al 6ptimo de las cepas o de las enzimas aplicadas en el
tratamiento. E) la concentracidbn de nutrientes, se requiere mantener una
concentracion constante de macroelementos y de microelementos para asegurar la
proliferacion de los microorganismos (Argtelles 2010).

Una vez que se conocen las propiedades del sitio donde se llevarq a cabo la
biorremediacion, se procede a elegir si la biorremediacidn sera in situ o ex situ. En
la biorremediacion in situ existen principalmente dos estrategias, la bioestimulacion
y la bioaumentacion (Figura 2); La primera se refiere a la adicion de nutrientes,
principalmente fuentes de nitrogeno y fosforo, para favorecer el crecimiento y
desarrollo microbiano. Por otra parte, la bioaumentacién se entiende como la adicién
de microorganismos enddgenos o exdgenos a un lugar especifico (para este caso,
degradadores de hidrocarburos), con el fin de fomentar la degradacion y disminuir

el tiempo de reduccion del contaminante (Arguelles 2010).

Bioestimulacién

Nutrientes

Tiempo
después

Introduccién
de
microorganismos

~ f/

—_—
==

Figura 2: Representacion de los procesos de
bioestimulacion y bioaumentacion.
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Dentro de las principales técnicas de biorremediacion ex situ resalta el uso de
biopilas, este método consiste en formar pilas con el suelo contaminado y estimular
la actividad microbiana, agregando aire, agua y fertilizantes que contengan
nitrégeno y fésforo, en un ambiente con temperaturas mayores a 15 °C (Arguelles

2010).

Contaminante
(sustrato)

Organismos ——p

Factores fisicoquimicos

Agua, temperatura, pH, nutrientes,
donadores y receptores de electrones.

Figura 3: Interrelacion de componentes que
determinan la eficiencia de la biorremediacion.
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1.5. Microorganismos que degradan hidrocarburos.

La degradacion de hidrocarburos por los microorganismos es un proceso de
descontaminacion natural (Torres 2009). Existen microorganismos (bacterias,
levaduras y hongos) conocidos como hidrocarbonoclastas, estos son capaces de
degradar diferentes hidrocarburos, ya que los utilizan como fuente de carbono
(Cerniglia et al., 2010; Hua y Wang 2013). Generalmente los microorganismos que
participan en la degradacion de estos compuestos forman parte de la biota nativa
de los sustratos organicos o del suelo. Estos pueden usarlos como fuente de
carbono, debido a que poseen la maquinaria enzimatica necesaria, por ejemplo las
oxigenasas (oxidando alcanos principalmente) (Tabla 5) (Stefani et al., 2015). Para
la degradacion de alcanos, primero se debe de oxidar al alcano en un alcohol, dicho
alcohol (alcohol primario) es convertido en un aldehido y subsecuentemente vio
oxidacion es transformado en un acido graso el cual sera mineralizado por R3-
oxidacion (Figura 4) (Fuentes et al., 2014).

Se ha reportado que bacterias Gram negativas son eficientes en la degradacion de
estos compuestos, entre ellas: Flavobacteriumdevorans, y Pseudomona sp, entre
otras. Estas han sido aplicadas en sitios contaminados con befinil-polilorinato y otros
hidrocarburos dénde se determind que fueron capaces de degradar el hidrocarburo

(Stefani et al., 2015).
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Tabla 5: Clasificacion de las enzimas oxidativas para degradar alcanos. El rango de los
sustratos es aproximado (Rojo 2010).

Enzima Caracteristicas Sustrato

PRM, propano monooxigenasa Monooxigenasa de hierro no heminico Cs
similar a sMMO

sBMO, butano monooxigenasa Monooxigenasa de hierro no heminico Co-Cg
similar a sMMO

pBMO, butano monooxigenasa Monooxigenasa que contiene cobre similar Cy-Cqg

a pMMO
CYP153 Citocromo P450 soluble C5-Cqo
Tipo AlkB Monooxigenasa de hierro no heminico C3-C13 0 C10-Cao
AlmaA Monooxigenasa unida a flavina Coo-Css
LadA Monooxigenasa termofila dependiente de Ci9-Csg
flavina
Dioxigenasa Dioxigenasa de cobre dependiente de Ci5-Cag
flavina

También se ha reportado que una gran cantidad de hongos y algunas levaduras,
pueden degradar distintos hidrocarburos. Existen dos vias principales por la cuales
los hongos pueden degradar estos compuestos (principalmente a los HPAS). La
primera es a través de las mono-oxigenasas citocromo p-450, mientras que la
segunda consiste en el uso de enzimas ligninoliticas entre las que se encuentran
las lacasas y las peroxidasas. Estas dos clases de enzimas pueden actuar
separadas o en sinergia, dependiendo de si el hongo es capaz de producir una o
ambas (Aranda et al., 2015). Los HPAs son oxidados por estas enzimas para formar
quinonas, las cuales son compuestos menos estables y susceptibles al ataque de
otras enzimas; sin embargo, aun se desconoce a las enzimas posteriores que logran
la mineralizacion del HPA (Ver figura 4). Por otro lado, aquellos microorganismos
sin enzimas ligninoliticas, metabolizan a los HPAs por una reaccion inicial de

dioxigenaciéon (por una dioxigenasa) formando un cis-diol, en contraste la via de
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degradacion de compuestos como el xileno y tolueno comienza con una
monooxigenacion en el grupo metilo. El cis-diol es rearomatizado por una dihidriol
deshidrogenasa. Después del rompimiento de un anillo, los hidrocarburos
aromaticos con al menos dos anillos dan lugar a distintos intermediarios
metabolicos, los cuales posteriormente seran transformados en intermediarios que
entran al metabolismo central del organismo, entre los cuales podemos encontrar al
catecol, protocatehuate y salicilato. Por otro lado, la activacion del sustrato original
puede originar moléculas con alta toxicidad conduciendo a la muerte del

microorganismo (Fuentes et al., 2014).

n- alcano

N- alcano monoxigenasa AN i_r::"l ~ Conjugates:
N H W S v VN
Alcohol primario s K Prencs

Alcohol deshidrogenasa N ’ e onides 3, H(‘\"Oh

v G T N7 Nl
Aldehido 4

Wi
¢ @a‘\\
«

trans Dihydrodiols
Aldehido deshidrogenasa

p 3 COOH
Y ‘.’.'ln-uu,\l.n;;u YY) Ringcleavage Y

A Ui, MnP, Laccase ', A enzymes? -0

.y
Ac.graso
COOH

PAHs ;
(o] Phthalic acids

B-oxidacién

Acetil CoA Ciclicos Aromaticos

v

CAT

Alcanos

Figura 4: Principales rutas de los hongos y bacterias para la degradacién de hidrocarburos
alifaticos y HPA's.

Dentro de este tipo de hongos se encuentran varios pertenecientes al género
Aspergillus, Cunninghamella, Pycnoporus, Trametes entre otros. Dichos
organismos utilizan enzimas poco especificas tales como peroxidasas (Manganeso
peroxidasa, versatil peroxidasa y ligninoperoxidasas) y lacasas (Tabla 6) (Cerniglia
et al., 2010).

15



1.5.1. Captura y transporte a través de la membrana de hidrocarburos del petréleo

por microorganismos.

Este fendbmeno ha sido ampliamente estudiado en células bacterianas y poco se ha
explorado en organismos eucariontes. La membranas celulares son hidrofébicas lo
cual hace a las células resistentes a la degradacion, por otro lado debido a esta
caracteristica, la absorcion de hidrocarburos de bajo peso molecular por la células
es por difusion simple a través de la membrana, sin embargo no es el Unico método
por el cual los microorganismos pueden adsorber hidrocarburos, estudios previos
realizados con fenantreno, naftaleno y n-hexadecano han demostrado que estos
atraviesan la membrana por difusién facilidad y transporte dependiente de energia
(Hua y Wang 2013).

Para que el hidrocarburo pueda ser tomado por las células, éste debe solubilizarse,
para ello los microorganismos producen metabolitos los cuales solubilizan al
hidrocarburo en la fase acuosa, dichos compuestos son llamados biosurfactantes,
ellos se adhieren al hidrocarburo formando micelas que ademas de solubilizarlo
participan en su adsorcion por las células (Hua y Wang 2013). Otros estudios han
demostrado que la absorcién de HPAs e hidrocarburos alifaticos de cadena larga,
es mediada por transportadores dependientes de ATP y se sugiere que puede ser
a través de las porinas, proteinas transmembranales que permiten la difusion de
moléculas de hasta 600 Da (Lepore et al., 2011). De manera relevante, el estudio
de las proteinas de membrana TodX y TubX provenientes de P. putida y Ralstonia

pickerttii mostro que estan implicadas en la importacion de hidrocarburos aromaticos

16



dentro de las células, ya que ambas forman un canal hidrofébico que permite su

entrada (Hearn et al., 2007).

2. Antecedentes.

La contaminacion por hidrocarburos derivados del petréleo se ha convertido en un
problema constante a nivel mundial tanto en ambientes marinos como terrestres.
Como se ha mencionado anteriormente, la remocién de los componentes
xenobidticos de este combustible fosil por métodos tradicionales resulta costoso.
Desde hace algunos afios, se ha considerado el uso de microorganismos para la
remocion de estos contaminantes, a lo que se le ha denominado, biorremediacion.
Esta dltima puede utilizarse para la rehabilitacion de cuerpos de agua y suelos
(Ukpaka 2016), ya que distintos microorganismos son capaces de adaptarse a
diversas condiciones fisicoquimicas (pH, humedad, temperatura, salinidad, etc.), asi
como a distintos xenobidticos (Grey 2017).

Se ha documentado que bacterias pertenecientes al género Pseudomonas,
degradan hidrocarburos alifaticos y aroméaticos policiclicos de bajo peso molecular.
Estas pueden crecer en concentraciones de hasta 100 ppm de naftaleno, como
Unica fuente de carbono (Grey 2017). Por otro lado, la utilizaciébn de
microorganismos fungicos en la biorremediacion particularmente de estos
contaminantes es escasa (Ghanem et al., 2016). Sin embargo, los estudios
reconocen las ventajas del uso de estos, debido a su rapida adaptacion en
ambientes contaminados tanto con hidrocarburos como con metales pesados

(Cerniglia et al., 2010).
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Se ha demostrado que muchos hongos degradan estos compuestos porque
producen enzimas extracelulares tales como lacasas y peroxidasas (Tabla 5), las
cuales tienen una baja especificidad por su sustrato. De manera natural, estas
enzimas les permiten a los hongos degradar a la lignina, la cual es un polimero
fendlico (Figura 5), con estructura y caracteristicas fisicoquimicas similares a una

amplia variedad de xenobidticos (Balcazar et al., 2016).

OH H H
= =
CISH, H: OO OCH;
OH OH OH
P-cumarilico coniferilico sinapilico
CrgHyn o M Oy CpH1L Oy
bl Wt 15017 bl Wi 120,20 hicl. Wt 210,23

Figura 5: Polimeros que conforman la lignina.

Dentro del grupo de los organismos fungicos destacan los géneros Pleurotus,
Aspergillus, Penicillium y Trichoderma. Dichos hongos son capaces de crecer en
concentraciones de hasta 16% v/v (4ml de combustible/25ml de medio) de
hidrocarburos, llegando a degradar hasta un 90 a 94% de combustibles tales como

el diésel (Ghanem et al., 2016)
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Tabla 6: Descripcion de enzimas ligninoliticas.

Proteinas que pertenecen a la categoria de
las oxidorreductasas. Catalizan reacciones redox
Lignino-peroxidasas (LP) | en sustratos como la lignina y los HPAs como el
BaP, utilizando al peréxido como agente oxidante.
Fueron descritas por primera vez en
Phanaerochaete chrysospirum (Tien y Kira, 1983)
Es una hemoproteina identificada en P
Manganeso-peroxidasa chrisosporium (Gleen y Gold, 198%5). Ademas de
(MnP) peroxido de hidrogeno, requieren Mn?* para
generar iones Mn>"; estos iones son capaces de
oxidar fenoles y otros compuestos.
Peroxidasa-versatil Se le denomina peroxidasa versatil (VP). Debido a
que es capaz de oxidar MnP2* a MnP?**, y catalizar
reacciones sobre sustratos aromaticos en
ausencia de MnP?*

Lacasas También conocidas como fenol oxidasas, son
multicobre-oxidasas que catalizan la oxidacion de
compuestos fendlicos y aminas aromaticas; para
ello emplean al oxigeno molecular como aceptor
de electrones reduciéndoloa H,0.

No solo los hongos filamentosos han demostrado utilizar hidrocarburos del petréleo
como Unica fuente de carbono, una amplia variedad de levaduras también son
capaces de utilizar estos compuestos como Unica fuente de carbono. Algunas de
las levaduras reportadas han sido del género Yarrowia, Candida, Debaryomyces y
Rhodotorulla (Gargouri et al., 2014). Por ejemplo, la especie Y. lipolytica ha
demostrado degradar eficientemente sustratos hidrofébicos tales como;
triglicéridos, acidos grasos y alcanos, durante el mismo se observé que esta
levadura produce emulsificantes durante la degradacion de estos compuestos
(Hassanshahian et al., 2012).
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3. Justificacion.

En México se ha reportado el derrame de 100 mbls de petrdleo y sus derivados.
Particularmente en Morelos, durante los Ultimos afios se han presentado un gran
namero de derrames de gasolina, causados principalmente por el robo de los
nombrados “Huachicoleros” (Figura 6). Tan solo en el afio 2018 se han reportado
dos derrames de tomas clandestinas en el municipio de Cuernavaca (Diario el
Debate 2018). Debido a que los hidrocarburos presentes en la gasolina son
contaminantes con alto grado toxico-oncoldgico, es necesario removerlos del sitio
(Usemann et al., 2018). La restauracion de estos sitios exige el uso de alternativas

amigables con el medio ambiente.

Figura 6: Toma clandestina de gasolina en Cuernavaca Morelos
(Diario de Morelos 2018).

La prospeccion de microorganismos, aislados a partir de lugares contaminados con
hidrocarburos, para su uso en la biorremediacion resulta relevante, debido a que
estos se encuentran adaptados a las condiciones del sitio (Pernia et al., 2012). La
biorremediacion, se caracteriza por ser efectiva y de bajo costo en comparacion con
las técnicas fisicas o quimicas. Por otro lado, poco se ha explorado el uso de
consorcios para la degradacion de estos compuestos (Stefani et al., 2015). A pesar
de conocerse un gran numero de bacterias que pueden degradar hidrocarburos
presentes en los derivados del petréleo, poco se ha hecho con microorganismos

como las levaduras y hongos filamentosos.
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4. Hipotesis.

Las levaduras y los hongos filamentosos aislados de sitios contaminados removeran
derivados del petréleo y disminuiran su toxicidad, por lo que seran organismos

potenciales para bioaumentacion.

5. Objetivos.

5.1. Objetivo general.

Determinar la capacidad de remocion de hidrocarburos de levaduras y hongos de

sitios contaminados de derivados del petréleo.

5.2. Objetivos especificos.

¢ Aislar e identificar levaduras y hongos de sitios contaminados con derivados

del petréleo.

e Evaluar la remocion de hidrocarburos en cultivo liquido por las levaduras y

los hongos aislados.

e Evaluar la toxicidad de los medios tratados con los hongos y levaduras en

plantulas de pepino.
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6. Material y Métodos.

6.1. Colecta de muestra.

El sitio de muestreo fue el ejido de Gregorio Méndez del municipio de Cunduacéan
Tabasco (18°02'37.2"N 93°04'18.1"W).

Se tomaron muestras de suelos en regiones expuestas a derrames de derivados
del petrdleo (gasolina, aceite y diésel (75% de hidrocarburos saturados y 25% de
hidrocarburos ciclicos) en el estado de Tabasco, se seleccionaron aquellos sitios
con mayor tiempo de exposicidn a tales contaminantes.

Los sitios fueron nombrados como se muestra a continuacion: M1 Quemador zona
1 (Muestra colectada del suelo), M2 Quemador zona 1 (Muestra colectada en la
plataforma), M3 Quemador horizontal, M4 Derrame de diésel expuesto por 6 meses.
(Figura 7).

M1

2
&
:
8
N ppa—.

Figura 7: Sitios de toma de colectas.

Posteriormente se procedié a aislar a los microorganismos fangicos que se

encuentren en las muestras recolectadas.
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6.2. Aislamiento de los microorganismos.

1. Se coloco 1g de suelo recolectado en 10 ml de solucion isotonica.

2. Se realizaron diluciones seriadas 1:10, 1:100, 1:1000.

3. Se inocularon 100 pl de cada una de las diluciones en agar papa dextrosa
(PDA, Bioxon) suplementados con 3% de diésel, y se adicionaron 100 pg/ml
de kanamicina y 100 pg/ml de ampicilina para evitar el crecimiento bacteriano
(Gbémez et al., 2009).

4. Se incubaron por 20 dias a 28°C, revisando diario cada cultivo (Nota: cuando
el cultivo se satur6 de microorganismos, se tomaron azadas en distintas
zonas del cultivo, posteriormente se suspendieron en soluciébn osmética
estéril, y se realizaron las diluciones seriadas como en el paso 2).

5. Se aislaron las colonias en PDA y posteriormente se analizé el crecimiento
de las cepas en medio minimo (Formula para 1L: CuSO4*5H20 7.8mg;
FeS0O4*7H20 18mg; MgSO4*7H20 500mg; ZnSO4 10mg; KCI 50mg; K2HPO4
1g; NH4NOs 2g) con 3, 4, 5y 6% de diésel.

Se seleccionaron las cepas que crecieron usando Unicamente diésel como
fuente de carbono.
Posteriormente para evaluar las mejores condiciones de crecimiento de las cepas
se realizé el ensayo de goteo en placa, con las siguientes condiciones de cultivo
distinto pH (5, 6, 7, 8 ,10 y 12), temperatura (25, 32 y 40 °C) y salinidad (1, 2 y 3M
de NacCl).

6.3. Identificacién de las cepas aisladas.

1. Se extrajo el DNA de las cepas seleccionadas usando purificacion con fase
organica (Sambrook 2012). Para evaluar la integridad del ADN, se realizo
una electroforesis usando un gel de agarosa al 1%.

2. Se realizaron amplificaciones de la region ITS 2 usando los oligonucleotidos
ITS3 (5 GCA TCG ATG AAG AACGCA GC 3) e ITS4 (5 TCC TCC GCT
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TAT TGA TAT GC 3). El programa para llevar a cabo el PCR fue el
siguiente: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min,
seguida de 35 ciclos a 95 °C por 45 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 1 miny
una extension final a 72 °C por 7 min.

3. Se evaluo el producto del PCR usando una electroforesis en gel de agarosa
al 1%.

4. Los amplicones obtenidos se mandaron a secuenciar.

5. Con las secuencias obtenidas, se realizd un Blast
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). Para obtener las secuencias que son
similares a las obtenidas en el trabajo.

6. Se realizaron arboles filogenéticos para poder determinar la identidad a nivel

de género.

6.4. Evaluacion de hidrocarburos.

Para determinar la degradacion de los compuestos presentes en los derivados del
petréleo, se realiz6 una mezcla de hidrocarburos con las siguientes proporciones:
0.1% de benceno, 0.8% de tolueno, 0.22% de xilenos (meta, orto y paraxilenos), y
0.1% de una mezcla de HPAs (Fenantreno y BaP) (la seleccion de estos
compuestos fue tomando en cuenta su recalcitrancia) (Salazar 2015). Se tomo6 como
100% las mediciones del dia 0. El procedimiento para obtener la muestra que se
inyectd al HPLC se llevo a cabo como se explica a continuacion: se realizdé una
extraccion liquido:liquido de la muestra con hexano (Hexano 70:30 medio de
cultivo), se recolectd el hexano a través de una bureta, separando ambas fases y
se tomo la fase orgéanica; este paso se llevd a cabo dos veces por matraz para
extraer la mayor cantidad de hidrocarburos. Posteriormente, el hexano colectado se
evapordé en una campana de extraccion de gases hasta obtener un volumen
aproximado de 3 ml, y se afladié un mililitro de metanol:agua, la fase mévil que se
utilizé en la columna. La separacion se realiz6 usando una columna C-18 (0,25 mm

de diametro por 30 m de longitud, 0,25 um de espesor de pelicula) utilizando una
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fase movil Metanol:H20 (70:30) con un bombeo de 0,8 ml/minuto, con temperatura
de 40 °C (Zhuet al., 2016; Bahrami et al., 2011).

6.5. Evaluacion de la toxicidad en semillas de pepino.

Para determinar si las cepas fueron capaces de remover de manera eficiente y
determinar la toxicidad los hidrocarburos se realizaron ensayos de toxicidad. En
nuestro estudio se utilizo el ensayo de germinacion de semillas de pepino (Cucumis
sativus), el cual se ha utilizado para evaluar la toxicidad de distintos compuestos y
se ha reportado en distintos laboratorios y en nuestro grupo de trabajo (Critto et al.,
2007; Roig et al., 2005). Los ensayos de germinacion se realizaron en agar agua,
en dicho agar se colocaron los sobrenadantes extraidos en cada uno de los

experimentos realizados.

A partir de los sobrenadantes obtenidos en los dias 0, 6, 15y 21, se les realizd una
extraccion liquido:liquido como se explicé en el ensayo para HPLC para verificar la
remocion de los contaminantes. Los hidrocarburos recuperados, se resuspendieron
en 6 ml de hexano 100%. 2 ml de la solucién de hexano con los hidrocarburos
recuperados se mezcl6 con 10 ml de agar agua para alcanzar un volumen final de
12 ml. Se depositaron 7 semillas de pepino cada caja de Petri y se incubaron en
oscuridad por 7 dias a 25 °C. Posteriormente se contaron las semillas germinadas
y se obtuvo el promedio. Los controles utilizados en este experimento fueron los
siguientes: como control negativo (agua destilada) y como control positivo
(sobrenadantes con la mezcla de hidrocarburos sin inocular).
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7. Resultados y discusion.

7.1. Aislamiento de cepas fungicas a partir de sitios contaminados con derivados

del petréleo.

Con el objetivo de aislar cepas flungicas con capacidad de remocion de
hidrocarburos, se obtuvieron muestras de sitios cercanos a una tuberia que

transporta distintos productos derivados del petréleo en la comunidad de Gregorio

Méndez, Cunduacéan, Tabasco (Figura 8).

Figura 8: Vista satelital de las zonas de toma de muestras (Google aps). 1=
Quemador de refineria, 2= Derrame de diésel.

A partir de estas superficies de suelo contaminadas, se aislaron un total de 12
morfotipos distintos (Tabla 7) los cuales fueron crecidos en PDA con 3% de diésel.
Once de estos mostraron crecimiento levaduriforme. Mientras que la cepa
nombrada como CR, mostré una morfologia similar a la de un hongo filamentoso,

con textura gelatinosa. Para probar que las cepas aisladas eran capaces de utilizar
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a los hidrocarburos se sembraron en medio minimo con 3% de diésel, en este

experimento todas las cepas aisladas crecieron en presencia de esta condicion.

En estudios previos se han obtenido resultados similares, un ejemplo de ello es el
trabajo de Acosta y colaboradores en el 2012, en dicho trabajo aislan un total de 16
microorganismos, a partir de 12 muestras de sedimentos contaminados con
hidrocarburos, de los que 15 fueron bacterias y solo uno era un hongo. Por otro
lado, aun cuando se han reportado un gran numero de organismos fungicos
hidrocarbonoclastas, pocos de estos han sido aislados de sitios contaminados

(Pernia et al., 2012).

Posteriormente, para restringir las cepas a caracterizar se crecieron en medio
minimo con 3% de diésel y 10 ppm de fenantreno y BaP como Unica fuente de

carbono.

Tabla 7: Cepas aisladas de distintas muestras de sitios contaminados con derivados
de petréleo crecidas con 3% diésel en PDA (Las cepas que crecieron en estas
condiciones se indican en color rojo).

MUESTRA CEPAS

M1 QUEMADOR SUELO L3, L6, L4, L1,L6%, L5, L4°, CR

M2 QUEMADOR PLATAFORMA L7,L3".
M3 QUEMADOR HORIZONTAL —
M4 DIESEL (DERRAME DE 6 MESES) L2, L5

TOTAL 12
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Posteriormente, con el objetivo de seleccionar a aquellas cepas con mayor
tolerancia a los derivados del petroleo, se cultivd a las cepas aisladas en agar con
medio minimo suplementado con 3% diésel y con 10 ppm de fenantreno y BaP. Se
eligieron estos HPAs debido a que son recalcitrantes, siendo altamente toxicos y
mutagénicos. Las cepas L3, L3, L2, L6 y CR fueron las Unicas que crecieron bajo
estas condiciones. El porcentaje de diésel utilizado (3%) estuvo de acuerdo a
reportes previos (Buendia 2012), sin embargo, se aumento el porcentaje de diésel
a 4, 5y 6% para restringir el nUmero de aislados a los mas robustos. Bajo estas
condiciones solo dos aislados (L3" y CR) crecieron (Tabla 8). Este resultado es
relevante ya que la mayoria de los reportes usan 3% de derivados del petréleo
(gasolina, diésel, petréleo ligero) como maxima concentracion (Buendia 2012,
Ameen et al., 2016; Zhang et al., 2018). En este sentido, se ha documentado que la
concentracion de hidrocarburos totales detectados en sitios contaminados, varian
del 2% al 5% (Buendia 2012; Barbosa 2016). Lo que sugiere que nuestras cepas

toleran un porcentaje elevado de hidrocarburos.
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Tabla 8: Cepas crecidas por 7 dias en presencia de distintos porcentajes de diésel
(1= crecimiento, 0= sin crecimiento visible).

Cepa 3% diésel 4% diésel 5% diésel 6% diésel
L2 1 0 0 0
L3 1 0 0 0
L3’ 1 1 0 0
L6 1 0 0 0
CR 1 1 1 1

Los resultados en la tabla 8 muestran que solo la cepa CR fue capaz de crecer en
concentraciones de hasta 6% de diésel, por otro lado, de las cepas con crecimiento
levaduriforme Unicamente la cepa L3 crecié en una concentracion mayor al 3% de

diésel.

Para verificar que todos los aislados fuesen organismos fungicos se observaron al
microscopio usando contraste de fases (Anexo 1), y de esta manera observar a las
células sin tincion. La cepa L3" tiene un tamafio mayor al de las cepas L3, L2y L6
(Figura 9). En cambio, las cepas L3, L2 y L6 tienen un tamafo pequefio y no se
observé el ndcleo, lo que sugiere que se trata de bacterias, que son resistentes a
distintos antibioticos (kanamicina, ampicilina y gentamicina). Ademas, no se obtuvo
amplificacion del marcador molecular ITS de eucariontes utilizando el DNA
gendmico de estas. Por otro lado, en las imagenes microscopicas del hongo
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nombrado como CR se observan hifas septadas y los conidioforos, (estructuras de

reproduccion asexual).

L3’

L6

CR

Figura 9: Morfologia macroscépica y microscopica
(microscopia de contraste de fases 1000x) de las cepas
aisladas.
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7.2. Pruebas de pH, temperatura y halotolerancia.

Con el fin de conocer las condiciones éptimas de crecimiento de las cepas se
realizaron pruebas de crecimiento en distintas condiciones de pH, temperatura y
salinidad. Se utiliz6 la técnica de goteo en placa para determinar las condiciones de
crecimiento de las cepas con crecimiento levaduriforme, (figura 10). (Lugo et al.,

2012).

1.5x 105 -

Pixeles/cm?

Figura 10: Determinacion del pH Optimo de las distintas cepas (72 horas de
crecimiento a 32 °C Two-way ANOVA p<0,05).
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Las cepas L3’y CR son pH tolerantes, ya que crecen en un rango de pH de 5 a 12,
mientras que las cepas L2, L3, y L6 crecen en un rango de pH 5 a 8. El mejor
crecimiento se observa cuando las cepas crecen en pH=6 sobre placas de PDA
(Figura 10). Al evaluar el crecimiento de la cepa L3 en medio liquido con distintos
pHs (5, 6, 10 y 12), se observé que esta tiene un mejor crecimiento a pH 6 y pH 10;
donde el tiempo de duplicacién fue de 2.338 h y 2.136 h respectivamente (Figura
11). Alfinal de la cinética se observa que la densidad 6ptica vuelva a subir, este se
debe a que la cepa L3 produce pigmentos que podrian estar absorbiendo a esa
longitud de onda. Ademas de obtener la curva de crecimiento midiendo densidad
optima, también se conto el nimero de células, donde el resultado se muestra como
sigue: pH 5 a las 54 hrs: 13X10° células/ml, 138 hrs: 11X10° células/ml; pH 6 a las
54 hrs: 16X108 células/ml, 138 hrs 16X108 células/ml; pH 10 54 hrs: 16,5e6
células/ml, 138 hrs 16,6e6 células/ml; pH 12 54 hrs: 13e6 células/ml, 138 hrs 13e6

células/ml.

1.6

1.4

1.2

1

0.8
+pH5

& pHE
=-pH 10
==pH 12

oD

0.6

0 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 138

Horas

Figura 11: Cinética de crecimiento de la cepa L3" a pH distintos en PDB.
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Una vez que determinamos el pH 6ptimo de crecimiento de las cepas L3y CR, se
procedio a evaluar el crecimiento de las cepas en las siguientes temperaturas: 25,
32y 37 °C. La cepa L3’ crecio a 25y 32 °C, sin embargo, su crecimiento fue menor
a 37 °C. En contraste las cepas L2 y L3 crecieron a 32 °C, mientras que la cepa L6

crecié a 32 y 37 °C (Figura 12). La cepa CR crece mejor a 32 °C que a 37 °C.

1.5x107% 4

1.0x105 -
[y
E
o
0
[}
[ €3 L3
o @ CR
5.0x10 O L
= L3
&a L6

Temperatura
(°C)

Figura 12: Determinacion de la temperatura optima de
crecimiento de las distintas cepas (72 horas de
crecimiento Two-way ANOVA p<0.05).
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Como se menciono anteriormente, la salinidad es una de las principales limitantes
del crecimiento de distintos organismos, por los cual se procedid a evaluar si las
cepas son halotolerantes. Se determind que las cepas L3y CR toleran hasta 1M de
NaCl de acuerdo a las mediciones radiales que se obtuvieron del crecimiento en
caja y evaluando distintas concentraciones de NaCl (Tabla 9). Por otro lado, se
observo que la cepa CR en presencia de cloruro de sodio, presentd crecimiento

levaduriforme (Figura 13).

Tabla 9: Determinacion del diametro de la colonia (en cm) de las cepas L3" y CR

Strain No Na(Cl IM NaC(Cl 2M Na(l
L3’ 19 +03cm 0.5+0.1cm 0cm
CR 1.7+ 02cm 0.54+0.1cm 0cm
Ctr 1.2+0.lcm 0cm 0cm

Inéculo de 10 mil células en caja de Petri con agar PDA y distintas concentraciones

de NacCl (5 dias de crecimiento). Ctr= Bacteria no tolerante a NaCl.
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Figura 13: Morfologia macroscépica (1,2) y microscopica (3,4) de la cepa CR crecida
PDA sin NaCl y PDA con 1M de NaCl.

En la imagen de microscopia con contraste de fases (3) se observa que en la
condicién sin NaCl los conidioforos se encuentran unidos en las hifas, sin embargo,
en presencia de NaCl (4) las células conidibgenas estan separadas

independientemente.
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Se ha determinado que la presencia de acidos organicos (acidos humicos y fumicos)
en un suelo, provoca que el pH sea ligeramente acido (pH6 + 0,5). Sin embargo,
cuando hay un derrame de hidrocarburos, el pH del sitio se vuelve més basico (pH8
+ 0,5) (Pardo et al., 2011; Barbosa 2016). Los resultados que hemos obtenido
indican que nuestras cepas crecen en un pH acido, pero también en uno basico,
esto resulta interesante para técnicas de biorremediacion, ya que Loya en el 2012
y Buendia en el 2013, mencionan que es necesario un rango de pH de 6 - 8 y una
temperatura mayor a los 30 °C para que los procesos de biorremediacion puedan
ser eficaces. La salinidad es otro factor importante a considerar en los procesos de
biorremediacion, se ha descrito que los sitios contaminados con hidrocarburos,
aumentan la concentracion de sales y de metales divalentes (Loya 2012). Es
importante mencionar que distintos estudios en los que se evalla la remocion de
hidrocarburos por microorganismos no consideran evaluar estos parametros para
llevar a cabo una remocion mas eficaz del hidrocarburo (Ramirez et al 2010;
Marchand y colaboradores en el 2017; Ameen y colaboradores en el 2015), Tales
estudios solo reportan si las cepas aislados (hongos y bacterias) son o0 no capaces

de degradar estos hidrocarburos bajo condiciones éptimas de los microorganismos.
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7.3. Identificacién de las cepas aisladas.

Para la identificacién molecular, se purificé el ADN genémico de las cepas aisladas

crecidas en PDB (Figura 14).

L2 L3 L3’ L6 MPM
A
1 kb
MPM CTR- CR1
B
1kb—»

Figura 14: DNA genomico obtenido de las cepas aisladas. A) gDNA de las distintas
cepas L2, L3, L3 y L6. B) gDNA de la cepa CR. Se corri6é un gel de agarosa al 1%,
y se utilizé el marcador de peso molecular de 1 kb (ThermoScientific).

En la imagen se observa que el gDNA se encuentra integro y no muestra ningin

tipo de degradacion.
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Una vez purificado el gDNA, se realizaron reacciones de PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa), para amplificar la region ITS (utilizando a los oligos ITS3-4) de
las cepas (Figura 15). Solo se obtuvieron amplicones de las cepas L3’y CR. Se
realizaron varios intentos de amplificacion para las cepas L3, L2 y L6, partiendo de
diferentes purificaciones de ADN gendmico, sin embargo, todos fueron negativos.
Este resultado y la morfologia y el tamafio de las células observadas por
microscopia nos sugirieron que eran bacterias. Por lo que se procedio a amplificar

el marcador para este grupo de organismos con el rDNA 16S.

1 kb —»

Figura 15: Amplificacion del marcadores ITS para eucariontes Productos de PCR
de la region its 2 usando los primer its 3 y 4. Carriles 2-5 gDNA NUMERAR LOS
CARRILES de las cepas L2, L3. L3"y L6, carriles 6-10 producto de PCR de la
region ITS de las cepas L3y CR.

En la imagen del gel se observan que Unicamente las cepas L3’y CR amplificaron
para el marcador ITS2, dichos amplicones tienen un tamafio aproximado de 500 pb.

Los amplicones se purificaron y se secuenciaron. Teniendo las secuencias de las
cepas, se realizé un blast en la base de datos del NCBI. Los resultados del blast

arrojaron que la cepa CR tiene un 99,8% de identidad con la cepa KP959255.1
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(Exophila heteromorpha), mientras que la cepa L3 tuvo un 99,8% de identidad con

la cepa NR_073296 (Rhodotorula mucilaginosa) (Anexo 2).

Se realizé la construccion de los arboles filogenéticos, usando el método de
distancias BioNeigbor junin (BioNJ) con el modelo K2P (Kimura 2 parametros).
Como se muestra en la figura 16, la cepa CR se encuentra filogenéticamente
cercana a la cepa E. heteromorpha antes mencionada. Esta pertenece al orden
Chaetothyriales y al género Exophiala del que se conoce poco y se relaciona con
las levaduras negras, el cual pertenece al orden (Blasi et al., 2016). Este género de
hongos ha sido poco reportado para la remocion/degradacion de hidrocarburos. En
los ultimos 4 afios, solo existen dos reportes del aislamiento de cepas del género
Exophiala en sitios con alto contenido de hidrocarburos (Zhang et al., 2019; Blasi et
al., 2016). En décadas recientes se ha propuesto el grupo de levaduras negras
(Capronia spp., Cladophialophora spp., Phialophora spp., etc) como agentes de
biorremediacién, ya que estos son encontrados principalmente en lugares
contaminados como: residuos industriales, tanques de gasolina de autos, v filtros
de aire (Blasi et al., 2016), aunado a esto, este grupo de levaduras puede sobrevivir
a condiciones extremas (un pH acido o basico, temperatura altas y bajas, baja
actividad de agua, etc.), esta caracteristica de extremo-tolerancia favorece su uso
para técnicas de biorremediacién (Blasi et al., 2016). Sin embargo, pocos estudios
han demostrado que estos microorganismos puedan remover hidrocarburos como

los BTX's (Zhang et al., 2019).
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La relacion filogenética de la cepa L3" resultd cercana a la cepa KY495729
clasificada como Rhodotorula pacifica (Figura 17). En contraste con las cepas del
género Exophiala, las cepas del género Rhodotorula han sido mas estudiadas.
Hashem y colaboradores en el 2017, mencionan que cepas del género pueden
crecer en compuestos tales como gasolina y diésel y utilizandolo como Unica fuente
de carbono y energia. Ellos reportaron que R. taiwanensis fue la mejor degradando

hidrocarburos alifaticos, y R. ingeniosa la mejor para degradar HPAs.
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Figura 16: Filograma de la familia Herpotrichiellaceae BioNJ modelo K2P 1000 bootstrap
Seaview version 3,2.
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Cabe destacar, que los ITS son marcadores moleculares con los que se pueden
realizar arboles filogenéticos que nos permiten resolver a nivel de género. Sin
embargo, para llevar a cabo la identificacion a nivel de especie es necesario usar
marcadores especificos tales como el gen para el factor de transcripcion 1-a (TEF1)

y el gen para B-tubulina (TUB2) (Zhang et al., 2019).

KY106946.1_Colacogioea_phityla
KY110214.1_Yunzhangia_auriculariae
KY109661 1_Slooffia_tsugae

] Pseudohyphozyma spp.

Sampaiozyma spp.

- K¥110051 1_Vonanwia_javanica
Helicogloea spp.
MF461292.1_Atractidochivm_hillariae

- ltersonifia spp.
KY¥109988.1_Udeniomyces_pyricola
MG333372.1_Heterocephalacria_bachmannii
KY108934 1_Piskurozyma_taiwanensis
NG_058375.1_Piskurozyma_taiwanensis
Sporidiobolus sp.

KX525703 1_Rhodotorula_kratochvilovae
KY109048 1_Rhodotorula_kratochvilovae
K¥1091451_Rhodotorula_paludigena
AB2174781_Rhodosporidium_diobovatum
AB217480.1_Rhodosporidium_diobovatum
K¥Y109022 1_Rhodotorula_diobovata
AB217485.1_Rhodosporidium_diobovatum
KY109012 1_Rhodotorula_diobovata
KY109033 1_Rhodotorula_diobovata
K¥109041.1_Rhodotorula_giutinis
KP196361 1_Rhodosporidium_toruloides
KY109163 1_Rhodotorula_taiwanensis
Rhodotorula_mucilaginosa
. . . . . . . -~ Rhodotoruia_Glutinis spp.
KY495729.1_Rhodotorula_pacifica
KU179838.1_Kriegeria_eriophori

95

0.08

Figura 17: Filogenia de la cepa L3" BioNJ modelo K2P 1000 bootstrap Seaview
version 3,2.

Dados los resultados de los filogramas la cepa L3 se clasifico como Rhodotorula sp.

y la cepa CR como Exophiala sp.

41



7.4. Remocion de hidrocarburos aromaéticos.

Para evaluar la capacidad de Exophiala sp (CR) y de Rhodotorula sp (L3") para
remover hidrocarburos, se generd una gasolina artificial la cual tiene la siguiente
composicién: benceno (0.1%), xilenos (0.22%), tolueno (0.8%), fenantreno (0.5%) y
BaP (0.5%). Se utilizé6 HPLC para determinar la remocion de estos hidrocarburos en
el sobrenadante de los cultivos (Anexo 3). Se determind que la cepa identificada
como Rhodotorula sp fue capaz de remover el £100 % de xilenos, benceno y tolueno
en 15 dias, esto se puede deducir porque que los picos que corresponden a cada
uno de ellos no se detectan. Sin embargo, al dia 18 de la cinética se vuelven a
detectar, la cuantificacion muestra la presencia de 28.57% para el tolueno, 33.03%
para el benceno y +2% para los xilenos en relacion a la concentracién inicial.
Posteriormente al dia 21 de la cinética ya no fueron detectados. De manera
relevante, en ningun punto de los dias evaluados se observa remocion del BaP o

del fenantreno (Figura 18).

De manera paralela, se evalué el crecimiento de la cepa en las mismas condiciones
y se pudo determinar que la fase exponencial tiene su maximo a los 15 dias de la
cinética. Al dia 18 la cantidad células fue similar a las obtenidas al dia 15, este dato
coincide con el dia en que los picos de los hidrocarburos evaluados volvieron a

detectarse. Esto sugiere que los hidrocarburos monociclicos estaban adsorbidos en
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la pared celular y que, fueron desadsorbidos al dia 18. Para el dia 21 hubo
crecimiento celular y los picos de los HMA no se detectaron (Figura 18).
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Figura 18: Remocion de hidrocarburos por Rhodotorula sp.

A partir de una mezcla artificial de gasolina A) Remocién de BTXs tomando como
100% la concentracion inicial (0.1 Benceno, 0.22% de Xilenos y 0.8% de tolueno) y
0.1% de HPAs (0.05% Fenantreno y 0.05% de BaP). B) Crecimiento de Rhodotorula
sp. en presencia de BTXs y HPAs (Fenantreno y BaP). En la imagen se muestra
gue la cepa evaluada es capaz de disminuir el porcentaje de los hidrocarburos la

cual contrasta con el aumento en el nimero de células.
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El ensayo de remocion utilizando la cepa de Exophiala sp. se realiz6 utilizando las
mismas condiciones de crecimiento y la misma técnica para su evaluacién. Esta
cepa muestra preferencia por el uso de los HPAs ya que removio un 80% de BaP y
un 63,6% de fenantreno a los 21 dias. Aunado a esto, la cepa removioé un 50% de
xilenos. Por otro lado, la cepa removi6 un 25% del benceno y del tolueno a los 18 y
21 dias respectivamente. De manera paralela se monitoreo el crecimiento de
Exophiala sp. bajo las mismas condiciones, a través del conteo celular en los
mismos dias que se tomaron para evaluar la remocion. La figura 19 muestra que la
cepa tiene una fase de adaptacion en los primero seis dias, y la fase exponencial
inicia a partir del dia 9. Esto coincide con lo observado con Rhodotorula sp. ya que,
en el dia 3y 6 se detecta un 69% y 56.5% de fenantreno, mientras que para el dia
nueve hay un 84.7% de fenantreno, en los dias siguientes la disminucion de
fenantreno disminuyé gradualmente (Figura 19). Es importante mencionar que los
resultados son consistentes con el modelo de crecimiento microbiano el cual
menciona que la concentracion de sustrato suele ser limitante, es por ello que a
medida que disminuyen los hidrocarburos hay un aumento en la biomasa (Gémez

et al., 2017)
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Figura 19: Remocion de BTXs y PHAs por Exophiala sp.

A) Remocion de BTXs tomando como 100% la concentracion inicial (0.1 Benceno,
0.22% de Xilenos y 0.8% de tolueno) y 0.1% de HPAs (0.05% Fenantreno y 0.05%
de BaP). B) Crecimiento de Exophiala sp. en presencia de BTXs y HPAs
(Fenantreno y BaP). En la imagen se muestra que la cepa evaluada es capaz de

disminuir el porcentaje de los hidrocarburos la cual contrasta con el aumento en el
namero de células.

45



Cabe mencionar que en distintos trabajos se han reportado cepas de organismos
fungicos capaces de degradar HPAs (fenantreno, pireno, BaP etc) y BTXs (Pernia
et al., 2012). Entre estos microorganismos podemos encontrar a los pertenecientes
a los géneros Aspergillus, Penecillium y recientemente levaduras tales como
Yarrowia y algunos géneros pertenecientes a las levaduras negras (Ameen et al.,

2015).

En trabajos como el de Araujo en el 2015, se evalu6 la capacidad de Aspergillus
niger y Aspergillus flavus, para remover hasta 20 ppm de HPAs, y que estas cepas
pueden remover hasta de 5 ppm de estos compuestos en un periodo de 60 dias.
Ademas, cepas bacterianas y microrganismos fungicos donde destacan los géneros
Rhodococcus spp y Pseudomonas sp. y los hongos Trichoderma tomentosum y
Fusarium oxysporum, remueven antraceno, fenantreno, fluoreno y pireno en 7
semanas, mostrando una disminucion del 33,55%, 43,25%, 49,85% y 77,45% para
cada compuesto (Marchand et al., 2017). Aunado a esto Visitacién y colaboradores
en el 2016 obtuvieron remocion de un 80 al 90% de distintos HPAs en 120 dias
usando compost, mencionando que dicha remocion fue influenciada por la
presencia de microorganismo que puede degradar estos compuestos. De manera
relevante, la cepa Exophiala sp. del presente trabajo mostré la capacidad de
remover hasta 62 ppm de HPA's (BaP y fenantreno) en un periodo de 21 dias,
demostrando que nuestra cepa remueve HPA’s mas eficientemente en
comparacion con los organismos fangicos mencionados por Araujo en el 2015 y

Marchand y colaboradores en el 2017.
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Por otro lado, dado que los organismos pertenecientes a los géneros Exophiala y
Rhodotorula generalmente presentan la capacidad de sobrevivir en condiciones
hostiles, se han propuesto a estos como organismos con potencial para de
biodegradacion in situ, principalmente para su uso en biorremediacion de sitios
contaminados con hidrocarburos, en la siguiente tabla se muestran reportes de afos

recientes sobre el aislamiento de cepas de los géneros antes mencionados.

Tabla 10: Reportes del aislamiento de levaduras del género Exophiala y
Rhodotorula.

Levadura Sitio de aislamiento Hidrocarburo utilizado
en el estudio

Exophiala sp. Mar rojo (Arabia Ameen et al. 2016
saudita)
E. macquariensis Contaminacionde Zhang et al.,2018
diésel (Antartico)

E mesophﬂa Humano (USA) Tclueno y hexadecano Blam etal.,2016

E. xenobiotica Agua contaminada con Benceno Blasx et al.,2016
benceno (Brasil)

Rhodotoru]a sp Katpadl Indla Mandal Y Das 2017

R. calyptogenae y R. Tanques de gasolina BTX s, fenentrenoy Delgadillo et al., 2017
diarenensis (Colombia) pireno
R. taiwanensis y R. Dato no publicado Alcanosy Hashem et al., 2017
ingeniosa (Arabia saudita) Hidrocarburos
aromaticos
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7.5. Ensayos toxicologicos.

Con el objetivo de evaluar la toxicidad de los medios liquidos con gasolina artificial
tratados con las cepas aisladas, se realizaron ensayos toxicologicos usando como
modelo la germinacion de semillas de pepino (Cucumis sativus) y los sobrenadantes
de los dias 0, 6, 15y 21 de los medios tratados independientemente con la cepa

Rhodotorula sp y la cepa Exophiala sp.

Las semillas de C. sativus han sido ampliamente usadas para estudios toxicologicos
no solo de dafios toxicos por hidrocarburos, sino también para evaluar la toxicidad

de metales pesados (Cu, Mg, etc.) (Hussain, et al., 2015).

Los resultados indican que los sobrenadantes de los medios tratados con la cepa
Rhodotorula sp. mostraron ser toxicos para el modelo a estudio en los primeros dias
de tratamiento. Sin embargo, las semillas que se inocularon con el sobrenadante
obtenido en el sexto dia del experimento de remocion de hidrocarburos, mostraron
un porcentaje de germinacion del 84%, indicando un buen porcentaje de remocion

de la toxicidad del medio (Tabla 11).

Por otro lado, cuando se usaron los sobrenadantes de medios con BTXs y HPAs a
los dias 6 y 15 del tratamiento con la cepa de Exophiala sp, el porcentaje de
germinacion de las semillas fue de un 92.3%. Curiosamente, las semillas inoculadas
con los medios obtenidos del dia 21 de tratamiento solo alcanzaron un 76.9% de
germinacion (Tabla 11), sugiriendo que tratamientos muy largos podrian generar

sustancias otras toxicas.
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Tabla 11: Porcentaje de germinacion de las semillas de C. sativus

% de germinacion D.E

Controles - 100,0 0,58
Hexano 92.3 0,00

+ 61,5 0,58

D6 92,3 0,00

Exophiala sp. D15 92,3 0,00
D21 76,9 0,00

D6 84,6 0,58

Rhodotorula sp. D15 0.0 0,00
D21 0,0 0,00

(Control-=Agar agua; control hexano=agar agua+ 20%hexano (solvente utilizado
para la extraccion de la mezcla de hidrocarburos); control+=agar agua+ gasolina
artificial disuelta en hexano; D6, D15, D21 son los dias en que las muestras de los
cultivos de hongos de los medios con la mezcla de AH (como fuentes de carbono)
se recogen y extraen con hexano.)

Durante este experimento se observo que el tamafio de la radicula se veia afectado
de acuerdo con el tratamiento. En los sobrenadantes obtenidos del experimento con
Rhodotorula sp. Las semillas que germinaron obtuvieron un tamafio promedio de
1.67 cm (Figura 20). Asi mismo se evidencié que el tamafio de la radicula de las
semillas con los medios tratados con Exophiala sp. en los dias 6 y 15, mostraron un
crecimiento mayor que las semillas germinadas usando el sobrenadante del control
positivo (medio con BTXs y HPAs sin inocular), sin embargo, las semillas
germinadas en el sobrenadante del dia 21 mostraron una longitud de radicula menor
comparada con la del control negativo (figura 20). Este comportamiento ya se ha
observado en otros estudios, por ejemplo, en un ensayo germinacion de semillas
Lactuca sativa (lechuga) inoculadas en sobrenadantes obtenidos durante la
degradacion de una mezcla de HPAs tratados con compost. Este presenta un

comportamiento al que ellos llaman anormal, debido a que el indice de germinacién
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disminuye al ser inoculado en el sobrenadante obtenido en el dia 28 en comparacion
con el control negativo (sobrenadantes del dia 0), adjudicando que dicho
comportamiento puede deberse a la formacion de productos intermediarios con

mayor toxicidad como los son epéxidos y dihidrioles (Visitacion et al., 2016).

En contraste con nuestro trabajo, Gonzales en el 2018 reporta que en
sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos suplementados con fenantreno y BaP
tratados con Aspergillus sydowii y A. destrudens durante 12 dias, en los
sobrenadantes tratados por A. sydowii las semillas de C. sativus, mostraron 7.7
+0.42 cm de longitud de radicula, dicha longitud fue mayor a la mostrada por las
semillas germinadas en el control positivo (agua). Sin embargo, las semillas
germinadas en los sobrenadantes tratados con A. destrudens el tamafio de la

radicula fue similar al del sobrenadante con hidrocarburos sin inocular.

10-
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3 4 d
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e 24
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AG - HX AG-D6 AG-D15 AG-D21 AG-D6 AG-D15 AG-D21

Rhodotorula sp. Exophiala sp.

Figura 20: Gréafica del tamafo de radicula de los germinados de semillas de C.
sativus inoculadas en Agar agua con los sobrenadantes tratados (6,15 y 21 dias)
por Exophiala sp (AG-D6, AG-D16, AG-D21) y Rhodotorula sp. (AG-D6, AG-D15,
AG-D21). -= Agar agua, AG = Agar agua + BTXs y HPAs, HX= Agar agua + Hexano.
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8. Conclusiones.

En el presente trabajo se aislaron 12 microorganismos levaduriformes a partir de
sitios contaminados con derivados del petréleo, todos ellos toleran 3% de diésel. De
estos aislados Unicamente cinco de ellos poseen capacidades metabdlicas para
usar derivados del petréleo como fuente de carbono, sin embargo, Unicamente las
cepas identificados como Rhodotorula sp y Exophila sp pueden crecer en mayor
concentracion de diesel (4% para Rhodotorula sp y >4% para Exophiala sp),
ademas de crecer en presencia de fenantreno y BaP.

Por otro lado, las cepas antes mencionadas mostraron ser poliextremaofilas debido
a que toleran un amplio rango de pH (pH 4-12), pueden crecer hasta en 1M de NaCl
y en temperaturas entre los 25 a 37 °C.

La cepa de Rhodotorula sp mostré la habilidad de remover el 100% de las
concentraciones usadas de BTXs en un periodo de 21 dias, sin embargo, no se
observo remocién HPA's. Por su parte la cepa Exophiala sp removié 62% de la
combinacion de fenantreno y BaP, 100% de benceno, +50% de xilenos y 10% de
tolueno durante el mismo tiempo.

Los ensayos toxicologicos con C. sativus, demostraron que los sobrenadantes
obtenidos en los dias 6, 15y 21 del tratamiento con Rhodotorula sp, son mas téxicos
gue el sobrenadante colectado el dia 0. En cambio, los sobrenadantes obtenidos en
los dias 6 y 15 con el tratamiento con Exophiala sp, son menos téxicos en
comparacion con el control positivo (sobrenadante del dia 0), sin embargo, el
sobrenadante colectado el dia 21 fue mas téxico que los colectados en dias

anteriores.
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9. Perspectivas.

Realizar los PCR de los marcadores moleculares especificos B-tubulina (TUB2),

posteriormente se elaboraran los filogramas de las cepas.

Realizar transcriptoma de las cepas Exophiala sp y Rhodotorula sp. usando BTXs y
HPAs como unica fuente de carbono, asi como PCR en tiempo real para evaluar la

expresion génica de estas cepas.

Realizar ensayos de remocion de hidrocarburos con consorcios de las cepas

aisladas.
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ANnexos.

Anexo 1.
Metodologia de microscopia de contraste de fases.

Sin incubaron la cepas en PDA y en PDA con 0.5M de NaCl durante 5 dias,
posteriormente utilizando una asa microbiolégica se tomd una muestra de cada
cepa. La muestra de la cepa se coloc6 en un portaobjetos en cual se colocaron 10
uL de azul de lactofenol y 10 puL de agua destilada. Finalmente las muestras se
observaron utilizando el microscépio de contraste de fases (Axio observer) con un
plano-apocromatico utilizando el objetivo 100x. Las fotos se tomaron utilizando la
camara ORCA-Flash 4.0 y el software ZenPro2012.

Anexo 2.

Tabla del resultado del Blast de las cepas L3y CR.

Strain Max Score Total Score Query Cover E value Per. Ident Accession
Rhodotorula mucilaginosa strain JYC2617 665 665 0,99 0.0 98.93% MNG648T03.1
Rhodotorula sp. strain SMO3UFAM2 665 665 0,99 0.0 98.93% MN268779.1
Rhodotorula mucilaginosa stram JYC529 665 665 0,99 0.0 98.93% MN244371.1
Rhodatorula mucilaginosa YE-171 665 665 0,99 0.0 98.93% LC486532.1
Rhodotorula mucilaginosa strain WUT 167 665 665 0,99 0.0 98.93% MNOD6R1E.1
Rhodotorula sp. stram DAMBI1 665 665 0,99 0.0 98.93% MEK968443.1
Rhodotorula mucilaginosa strain IMUFRJ 665 665 0,99 0.0 98.93% MK263185.1
Rhodotorula mucilaginosa strain JYC2514 665 665 0,99 0.0 98.93% MEK044011.1
Rhodotorula mucilaginosa strain JYC2513 665 665 0,99 0.0 98.93% MEK044010.1
Strain Max Score Total Score Query Cover E value Per. Ident Accession

Exaphiala heteromorpha strain IFRC 762 640 640 0,99 2E-179 99.43% KP959253.1
Exaphiala sp. DAOM 216391 640 640 0,99 2E-179 99.43% AF050267.1
Exophiala heteromorpha stram CBS 137222 634 634 0,99 RE-178 99.15% KJ522800.1
Exophiala sp. strain TC201 630 630 0,99 1E-176 98.87% MEK465183.1
Exophiala heteromorpha isolate 21 630 630 0,99 1E-176 99.15% KC349856.1
Exaphiala heteromorpha strain IFRC 686 623 623 0,99 2E-174 98.58% KP959252.1
Exaphiala heteromorpha strain IFRC 761 617 617 0,98 RE-173 98.57% KP959251.1
Exaphiala heteromorpha strain IFRC 813 612 612 0,95 4E-171 99.41% KP959255.1
Exophiala heteromorpha stram CBS 137223 612 612 0,99 4E-171 98.02% KI522801.1
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Anexo 3.

Cromatogramas de los BTX's y HPA's utilizados en la mezcla de la gasolina

Xileno B Tr=13.643 min LO= 215 nm

artificial.
. |
i -
£ 300 -
b .
f= e = = =
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