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Resumen. 

En la actualidad el petróleo sigue siendo la fuente principal de energía y de 

materiales a escala mundial. Entre los derivados del petróleo más utilizados se 

encuentran la gasolina, el diésel y el queroseno. Los ecosistemas terrestres y 

marinos a escala mundial han sido afectados por la contaminación causada por 

derrames accidentales o provocados de estos hidrocarburos. Por lo tanto, se han 

convertido en un tema preocupante debido a los daños que causan tanto en 

humanos como en el medio ambiente.  

Desde el año 2000 a la fecha se han derramado alrededor de 4 mil millones 457 mil 

litros de petróleo crudo y refinado (diésel, gasolina, queroseno), teniendo como 

principales causas las fallas en la operación, accidentes, infraestructura deficiente 

o por sustracciones ilícitas (Velázquez 2017). Por estas razones, es que, en las 

últimas décadas, se han desarrollado estrategias para la remoción de estos 

compuestos. Entre las estrategias se encuentra la biorremediación, en la cual se 

emplean a los microorganismos o bien sus productos, esta puede implementarse 

en conjunto con otras estrategias como son: la dispersión, adsorción y volatilización 

de los contaminantes, además 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 (Comisión Nacional de 

Hidrocarburos 2014), por lo cual el presente proyecto tuvo como objetivo aislar 

microorganismos capaces de crecer en presencia de derivados del petróleo 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 xenobióticos. 
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1. Marco teórico. 

 

1.1. Contaminación por hidrocarburos. 

 

Una de las principales fuentes de contaminación ambiental es el uso del petróleo y 

sus derivados. El petróleo es una mezcla compleja de hidrocarburos, los cuales son: 

hidrocarburos mono y poliaromáticos, hidrocarburos alifáticos y cíclicos. 

Cuando ocurre un derrame de petróleo o alguno de sus derivados, la mayoría de 

los hidrocarburos alifáticos lineales se pierden en un periodo corto de tiempo por 

volatilización, mientras que los policíclicos y los cíclicos persisten en la superficie, 

generando un gran impacto en la biota (Jiménez et al., 2010). 

El derrame de hidrocarburos del petróleo tiene efectos tanto en la microbiota como 

en la flora y fauna que habitan el sitio contaminado (Zamora et al., 2012). Además, 

los hidrocarburos presentes en los derivados del petróleo afectan severamente al 

sector agrícola, 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 

petróleo (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 

(García et al., 2012). Otros estudios han reportado que la inhalación de gasolina en 

periodos cortos causa alteraciones del sistema nervioso, provocando síntomas 

como mareos, dolor de cabeza, y dificultad para respirar (Aleemuddin et al., 2015). 
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Tabla 1: Efectos a la salud y al medio ambiente provocados por derrames de 

hidrocarburos (Cavazos et al., 2014). 

 

 

1.1.2. Composición de la gasolina y el diésel.  

 

El petróleo es un producto de la degradación anaeróbica de la materia orgánica a lo 

largo de millones de años, y que bajo condiciones de alta temperatura y presión 

puede convertirse en gas natural. El petróleo crudo es una mezcla compleja de 

múltiples compuestos orgánicos, principalmente hidrocarburos, los cuales 

presentan un amplio rango de estructuras tales como cadenas lineales y ramificadas 

(alcanos, alquenos y alquinos), así como anillos sencillos, condensados o 

aromáticos (Figura 1) (Torres 2009). 

La gasolina es un compuesto derivado del petróleo y es uno de los primeros 

combustibles líquidos que se obtienen en una refinería, ésta se compone de una 

mezcla de hidrocarburos de bajo peso molecular (de C4 a C10) y aditivos químicos, 

con una coloración rosada, pardo pálido o incolora; posee una temperatura de 
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destilación entre 30 a 300ºC (API, 2004) y es sumamente inflamable, por su parte 

la temperatura de destilación del diésel es entre los 200-350 °C y su composición 

es de hidrocarburos que poseen entre 13 a 25 moléculas de carbono (API, 2004). 

Alrededor del 70% de la composición 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 aromáticos. Entre estos últimos están 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 

cancerígenos, mutagénicos y se les ha identificado también como disruptores 

endócrinos (García et al., 2015). Así mismo el diésel está compuesto principalmente 

por alcanos (parafinas ≈30% y naftenos ≈45%), el 25% restante es conformado por 

hidrocarburos aromáticos (Viñas 2005). 

Dentro de los hidrocarburos aromáticos presentes en la gasolina y diésel se 

encuentran los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPAs), los cuales están 

presentes en cantidades menores con excepción 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 más anillos de benceno (ejemplo: benzo(a)pireno y criseno) (Cerniglia et al., 

2010). 
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Por otro lado, entre los aditivos que podemos encontrar en este combustible son el 

éter metil-terbutílico (MTBE), el éter etil-terbutílico (ETBE), el éter metil-teramílico 

(TAME), el éter di-isopropil (DIPE), los alcoholes (etanol, terbutílico, metanol, 

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

 

Figura 1: Estructura de los hidrocarburos presentes en el petróleo y sus 
derivados. 
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1.2. Contaminación por hidrocarburos en México 

 

Debido a que México es un país petrolero, frecuentemente ocurren derrames. La 

contaminación del suelo y el agua por derrames del petróleo o de sus derivados, ha 

aumentado como resultado de las malas prácticas en la exploración, refinación, 

distribución, mantenimiento, almacenamiento y transporte (Das y Chandran 2011; 

Velásquez 2017). Se estima que en los últimos 20 años estos derrames han 

provocado pérdidas por más de 50 mil millones de dólares, además de los daños 

ambientales y agrícolas (Navarro y Machado, 2009). Estos compuestos resultan 

tóxicos porque influyen en el desarrollo de plantas y animales de interés agrícola, 

además de tener efectos tóxicos en los microorganismos y animales que habitan la 

zona dañada (Piñón et al., 2018). Adicionalmente, la salud humana se afecta por 

los efectos tóxicos provocados por una exposición prolongada tanto a los gases 

como al contacto directo con los derivados del petróleo, o bien por el consumo de 

la bioabsorción por parte de plantas y hongos de interés comercial que bioabsorben 

a estos compuestos. (Piñon et al., 2018). 

Los estados en México que han sido afectados por derrames de petróleo 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). 
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No solo el centro y sur de México han sido afectados por estos contaminantes. En 

el año 2010, en Chihuahua se reportó un derrame de combustible No. 6 (FO6) en 

una toma clandestina (PROFEPA 2010). Este es uno de los compuestos finales 

obtenidos de la destilación del petróleo, el cual contiene alrededor de 25% de 

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

de asfáltenos (Piñón et al., 2018). 

 

 

 

Tabla 2: Derrames reportados de petróleo entre los años 2000-2014. 
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1.3.- Legislación ambiental de suelos contaminados con hidrocarburos. 

 

La ley general del Equilibrio Ecológico y la Protección 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 preservación, 

restauración y mejoramiento del ambiente teniendo como principal objetivo la 

prevención y el control de la contaminación de aire, suelo y agua. Algunos de los 

artículos más importantes de esta ley son los siguientes (Tomados de LGEEPA, 

2012): 

Art 134: Este artículo 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 

deberán reunir las condiciones necesarias para prevenir o evitar:  

I. La contaminación del suelo;  

II. Las alteraciones nocivas en el proceso biológico de los suelos;  

III. Las alteraciones en el suelo que perjudiquen su aprovechamiento, uso o 

explotación,  

IV. Riesgos y problemas de salud. 

Art 140: La generación, manejo y disposición final de los residuos de lenta 

degradación deberá 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 coordinación con la Secretaría de Economía. 
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Por otro lado, en México la SEMARNAT ha establecido ciertos criterios de limpieza 

para la restauración de suelos contaminados. Estos criterios se encuentran 

descritos en la norma NOM-138-SEMARNAT/SS-2012, en esta se establecen los 

límites máximos permisibles de hidrocarburos en suelos (Tabla 3), y ciertas 

especificaciones para su remediación. 

                                                                                                                                             

                                                                                                                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3: Límites máximos permisibles de hidrocarburos en suelo (SEMARNAT 
2012). 
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1.4. Biorremediación. 

 

Una vez que ha ocurrido el derrame de hidrocarburos, estos comienzan a cambiar 

sus características fisicoquímicas, los hidrocarburos sufren diversos procesos de 

modificación y dispersión tales como la disolución, la oxidación fotoquímica, la 

adsorción y la sedimentación (Wasmund et al., 2009). Sin embargo, no todos los 

hidrocarburos se eliminan fácilmente, muchos de ellos principalmente los 

hidrocarburos aromáticos 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 físicos, los químicos, y los biológicos. Entre los 

procesos físicos se encuentran: la extracción de aire del suelo, la remoción del 

contaminante mediante la volatización o evaporación y su costo aproximado de 10 

a 150 Dólares/m3. Entre los tratamientos térmicos, el más utilizado es la 

incineración, donde se usan temperaturas entre los 750 a los 1000ºC para volatizar 

y oxidar los compuestos, dicho proceso conlleva un costo aproximado de 150 a 1 

800 Dólares/m3 (Hurtado 2009). El método químico utilizado frecuentemente es el 

uso de solventes orgánicos como el hexano, la acetona y el metanol para la 

extracción del hidrocarburo. Sin embargo, en este método suelen quedar trazas del 

disolvente utilizado. Éste tiene un costo aproximado de 120 a 450 Dólares/tonelada 

de hidrocarburos (Hurtado 2009). En las últimas décadas se han buscado otras 

alternativas para la recuperación de suelos y cuerpos de agua contaminados que 

sean menos costosas y amigables con el ambiente. 
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Una alternativa es la biorremediación, 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 

remediación generalmente es menos costoso (Tabla 4) (Garzón et al., 2017) 

 

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

 

 

1.4.1. Factores que influyen a la biorremediación. 

 

Para que la biorremediación sea eficiente se requiere conocer la movilidad y 

biodisponibilidad del contaminante, además de controlar los siguientes parámetros 

(Figura 3): A) la temperatura, ya que las reacciones enzimáticas de cada organismo 

requieren una temperatura óptima; donde el intervalo para el caso de los 

organismos mesófilos se encuentra entre los 20-35ºC; B) la concentración de 

oxígeno, del que se requiere al menos el 1% en el suelo, para favorecer la 

proliferación 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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que la disponibilidad de ésta favorece para el crecimiento celular. D) el pH, es decir 

mantener un pH cercano al óptimo de las cepas o de las enzimas aplicadas en el 

tratamiento. E) la concentración de nutrientes, se requiere mantener una 

concentración constante de macroelementos y de microelementos para asegurar la 

proliferación de los microorganismos (Argüelles 2010). 

Una vez que se conocen las propiedades del sitio donde se llevará a cabo la 

biorremediación, se procede a elegir si la biorremediación será in situ o ex situ. En 

la biorremediación in situ existen principalmente dos estrategias, la bioestimulación 

y la bioaumentación (Figura 2); La primera se refiere a la adición de nutrientes, 

principalmente fuentes de nitrógeno y fosforo, para favorecer el crecimiento y 

desarrollo microbiano. Por otra parte, la bioaumentación se entiende como la adición 

de microorganismos endógenos o exógenos a un lugar específico (para este caso, 

degradadores de hidrocarburos), con el fin de fomentar la degradación y disminuir 

el tiempo de reducción del contaminante (Argüelles 2010). 

Figura 2: Representación de los procesos de 
bioestimulación y bioaumentación. 



 

12 
 

Dentro de las principales técnicas de biorremediación 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 

nitrógeno y fósforo, en un ambiente con temperaturas mayores a 15 °C (Argüelles 

2010). 

 

 

 

  

 

 

                                   

 

 

Figura 3: Interrelación de componentes que 
determinan la eficiencia de la biorremediación. 
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1.5. Microorganismos que degradan hidrocarburos. 

 

La degradación de hidrocarburos por los microorganismos es un proceso de 

descontaminación 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 degradación de estos compuestos forman parte de la biota nativa 

de los sustratos orgánicos o del suelo. Estos pueden usarlos como fuente de 

carbono, debido a que poseen la maquinaria enzimática necesaria, por ejemplo las 

oxigenasas (oxidando alcanos principalmente) (Tabla 5) (Stefani et al., 2015). Para 

la degradación de alcanos, primero se debe de oxidar al alcano en un alcohol, dicho 

alcohol (alcohol primario) es convertido en un aldehído y subsecuentemente vio 

oxidación es transformado en un ácido graso el cual será mineralizado por ß-

oxidación (Figura 4) (Fuentes et al., 2014). 

Se ha reportado que bacterias Gram negativas son eficientes en la degradación de 

estos compuestos, entre ellas: Flavobacteriumdevorans, y Pseudomona sp, entre 

otras. Estas han sido aplicadas en sitios contaminados con befinil-polilorinato y otros 

hidrocarburos dónde se determinó que fueron capaces de degradar el hidrocarburo 

(Stefani et al., 2015). 
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También se ha reportado que una gran cantidad de hongos y algunas levaduras, 

pueden degradar distintos hidrocarburos. Existen dos vías 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 ligninolíticas 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 cuáles son compuestos menos estables y susceptibles al ataque de 

otras enzimas; sin embargo, aún se desconoce a las enzimas posteriores que logran 

la mineralización del HPA (Ver figura 4). Por otro lado, aquellos microorganismos 

sin enzimas ligninolíticas, metabolizan a los HPAs por una reacción inicial de 

dioxigenación (por una dioxigenasa) formando un cis-diol, en contraste la vía de 

Tabla 5: Clasificación de las enzimas oxidativas para degradar alcanos. El rango de los 
sustratos es aproximado (Rojo 2010). 
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degradación de compuestos como el xileno y tolueno comienza con una 

monooxigenación en el grupo metilo. El cis-diol es rearomatizado por una dihidriol 

deshidrogenasa. Después del rompimiento de un anillo, los hidrocarburos 

aromáticos con al menos dos anillos dan lugar a distintos intermediarios 

metabólicos, los cuales posteriormente serán transformados en intermediarios que 

entran al metabolismo central del organismo, entre los cuales podemos encontrar al 

catecol, protocatehuate y salicilato. Por otro lado, la activación del sustrato original 

puede originar moléculas con alta toxicidad conduciendo a la muerte del 

microorganismo (Fuentes et al., 2014).  

 

Dentro de este tipo de hongos se encuentran varios pertenecientes al género 

Aspergillus, Cunninghamella, Pycnoporus, Trametes entre otros. Dichos 

organismos utilizan enzimas poco específicas tales como peroxidasas (Manganeso 

peroxidasa, versátil peroxidasa y ligninoperoxidasas) y lacasas (Tabla 6) (Cerniglia 

et al., 2010). 

Figura 4: Principales rutas de los hongos y bacterias para la degradación de hidrocarburos 
alifáticos y HPA´s. 
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1.5.1. Captura y transporte a través de la membrana de hidrocarburos del petróleo 

por microorganismos. 

 

Este fenómeno ha sido ampliamente estudiado en células bacterianas y poco se ha 

explorado en organismos eucariontes. La membranas celulares son hidrofóbicas lo 

cual hace a las células resistentes a la degradación, por otro lado debido a esta 

característica, la absorción de hidrocarburos de bajo peso molecular por la células 

es por difusión simple a través de la membrana, sin embargo no es el único 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 difusión facilidad y transporte dependiente de energía 

(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 además de solubilizarlo 

participan en su adsorción por las células (Hua y Wang 2013). Otros estudios han 

demostrado que la absorción de HPAs e hidrocarburos alifáticos de cadena larga, 

es mediada por transportadores dependientes de ATP y se sugiere que puede ser 

a través de las porinas, proteínas transmembranales que permiten la difusión de 

moléculas de hasta 600 Da (Lepore et al., 2011). De manera relevante, el estudio 

de las proteínas de membrana TodX y TubX provenientes de P. putida y Ralstonia 

pickerttii mostró que están implicadas en la importación de hidrocarburos aromáticos 
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dentro de las células, ya que ambas forman un canal hidrofóbico que permite su 

entrada (Hearn et al., 2007). 

2. Antecedentes. 

 

La contaminación por hidrocarburos derivados del petróleo se ha convertido en un 

problema constante a nivel mundial tanto en ambientes marinos como terrestres. 

Como se ha mencionado anteriormente, la remoción de los componentes 

xenobióticos de este combustible fósil por métodos tradicionales resulta costoso. 

Desde hace algunos años, se ha considerado el uso de microorganismos para la 

remoción de estos contaminantes, a lo que se le ha denominado, biorremediación. 

Esta última puede utilizarse para la rehabilitación de cuerpos de agua y suelos 

(Ukpaka 2016), ya que distintos microorganismos son capaces de adaptarse a 

diversas condiciones fisicoquímicas (pH, humedad, temperatura, salinidad, etc.), así 

como a distintos xenobióticos (Grey 2017). 

Se ha documentado que bacterias pertenecientes al género Pseudomonas, 

degradan hidrocarburos alifáticos y aromáticos policíclicos de bajo peso molecular. 

Estas pueden crecer en concentraciones de hasta 100 ppm de naftaleno, como 

única fuente de carbono (Grey 2017). Por otro lado, la utilización de 

microorganismos fúngicos en la biorremediación particularmente de estos 

contaminantes es escasa (Ghanem et al., 2016). Sin embargo, los estudios 

reconocen las ventajas del uso de estos, debido a su rápida adaptación 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 polímero 

fenólico (Figura 5), con estructura y características fisicoquímicas similares a una 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Dentro del grupo de los organismos fúngicos 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)  

 

 

Figura 5: Polímeros que conforman la lignina. 
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No solo los hongos filamentosos han demostrado utilizar hidrocarburos del petróleo 

como única fuente de carbono, una amplia variedad de levaduras también son 

capaces de utilizar estos compuestos como única 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 hidrofóbicos tales como; 

triglicéridos, ácidos grasos y alcanos, durante el mismo se observó que esta 

levadura produce emulsificantes durante la degradación de estos compuestos 

(Hassanshahian et al., 2012).  

Tabla 6: Descripción de enzimas ligninolíticas. 
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3. Justificación. 

 

En México se ha reportado el derrame de 100 mbls de petróleo y sus derivados. 

Particularmente en Morelos, durante los últimos años se han presentado un gran 

número de derrames de gasolina, causados principalmente por el robo de los 

nombrados “Huachicoleros” (Figura 6). Tan solo en el año 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 tóxico-oncológico, es necesario removerlos del sitio 

(Usemann et al., 2018). La restauración de estos sitios exige el uso de alternativas 

amigables con el medio ambiente. 

 

 

La prospección de microorganismos, aislados a partir de lugares contaminados con 

hidrocarburos, para su uso en la biorremediación resulta relevante, debido a que 

estos se encuentran adaptados a las condiciones del sitio (Pernia et al., 2012). La 

biorremediación, se caracteriza por ser efectiva y de bajo costo en comparación con 

las técnicas físicas o químicas. Por otro lado, poco se ha explorado el uso de 

consorcios para la degradación de estos compuestos (Stefani et al., 2015). A pesar 

de conocerse un gran número de bacterias que pueden degradar hidrocarburos 

presentes en los derivados del petróleo, poco se ha hecho con microorganismos 

como las levaduras y hongos filamentosos.  

 

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

 

Las levaduras y los hongos filamentosos aislados de sitios contaminados removerán 

derivados del petróleo y disminuirán su toxicidad, por lo que serán organismos 

potenciales para bioaumentación. 

  

5. Objetivos.  

 

5.1. Objetivo general. 

 

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

sitios contaminados de derivados del petróleo. 

 

5.2. Objetivos específicos. 

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

del petróleo. 

 Evaluar la remoción de hidrocarburos en cultivo líquido por las levaduras y 

los hongos aislados. 

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

plántulas 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 Cunduacán 

Tabasco (18°02'37.2"N 93°04'18.1"W). 

Se tomaron muestras de suelos en regiones expuestas a derrames de derivados 

del petróleo (gasolina, aceite y diésel (75% de hidrocarburos saturados y 25% de 

hidrocarburos cíclicos) en el estado de Tabasco, se seleccionaron aquellos sitios 

con mayor tiempo de exposición a tales contaminantes. 

Los sitios fueron nombrados como se muestra a continuación: 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). 

 

Posteriormente se procedió a aislar a los microorganismos fúngicos que se 

encuentren en las muestras recolectadas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Sitios de toma de colectas. 
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6.2. Aislamiento de los microorganismos. 

 

1. Se colocó 1g de suelo recolectado en 10 ml de solución isotónica. 

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

3. Se inocularon 100 μl de cada una de las diluciones en agar papa dextrosa 

(PDA, Bioxon) suplementados con 3% de diésel, y se adicionaron 100 μg/ml 

de kanamicina y 100 μg/ml de ampicilina para evitar el crecimiento bacteriano 

(Gómez et al., 2009). 

4. Se incubaron por 20 días a 28ºC, revisando diario cada cultivo (Nota: cuando 

el cultivo se saturó de microorganismos, se tomaron azadas en distintas 

zonas del cultivo, posteriormente se suspendieron en solución osmótica 

estéril, y se realizaron las diluciones seriadas como en el paso 2). 

5. Se aislaron las colonias en PDA y posteriormente se analizó el crecimiento 

de las cepas en medio mínimo (Formula para 1L: CuSO4*5H2O 7.8mg; 

FeSO4*7H2O 18mg; MgSO4*7H2O 500mg; ZnSO4 10mg; KCl 50mg; K2HPO4 

1g; NH4NO3 2g) con 3, 4, 5 y 6% de diésel. 

Se seleccionaron las cepas que crecieron usando únicamente diésel como 

fuente de carbono. 

Posteriormente para evaluar las mejores condiciones de crecimiento de las cepas 

se realizó 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 ºC) y salinidad (1, 2 y 3M 

de NaCl).    

 

 

6.3. Identificación de las cepas aisladas. 

 

1. Se extrajo el DNA de las cepas seleccionadas usando purificación con fase 

orgánica (Sambrook 2012). Para evaluar la integridad del ADN, se realizó 

una electroforesis usando un gel de agarosa al 1%. 

2. Se realizaron amplificaciones de la región ITS 2 usando los oligonucleótidos 

ITS3 (5’ GCA TCG ATG AAG AAC GCA 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 desnaturalización 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 min y 

una extensión final a 72 °C por 7 min.  

3. Se evaluó 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 realizó un Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Para obtener las secuencias que son 

similares a las obtenidas en el trabajo.  

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

de género. 

 

 

6.4. Evaluación de hidrocarburos. 

 

Para determinar la degradación de los compuestos presentes en los derivados del 

petróleo, se realizó 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 selección de estos 

compuestos fue tomando en cuenta su recalcitrancia) (Salazar 2015). Se tomó como 

100% las mediciones del día 0. El procedimiento para obtener la muestra que se 

inyectó al HPLC se llevó a cabo como se explica a continuación: se realizó una 

extracción líquido:líquido de la muestra con hexano (Hexano 70:30 medio de 

cultivo), se recolectó el hexano a través de una bureta, separando ambas fases y 

se tomó la fase orgánica; este paso se llevó a cabo dos veces por matraz para 

extraer la mayor cantidad de hidrocarburos. Posteriormente, el hexano colectado se 

evaporó en una campana de extracción de gases hasta obtener un volumen 

aproximado de 3 ml, y se añadió un mililitro de metanol:agua, la fase móvil que se 

utilizó en la columna. La separación se realizó usando una columna C-18 (0,25 mm 

de diámetro por 30 m de longitud, 0,25 µm de espesor de película) utilizando una 
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fase móvil Metanol:H2O (70:30) con un bombeo de 0,8 ml/minuto, con temperatura 

de 40 ºC (Zhuet al., 2016; Bahrami et al., 2011). 

 

 

6.5. Evaluación 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 utilizó el ensayo de germinación 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 germinación se realizaron en agar agua, 

en dicho agar se colocaron los sobrenadantes extraídos en cada uno de los 

experimentos realizados.  

A partir de los sobrenadantes obtenidos en los días 0, 6, 15 y 21, se les realizó una 

extracción líquido:líquido como se explicó en el ensayo para HPLC para verificar la 

remoción de los contaminantes. Los hidrocarburos recuperados, se resuspendieron 

en 6 ml de hexano 100%. 2 ml de la solución de hexano con los hidrocarburos 

recuperados se mezcló 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 días a 25 
º
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 discusión. 

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

del petróleo. 

 

Con el objetivo de aislar cepas fúngicas con capacidad de remoción de 

hidrocarburos, se obtuvieron muestras de sitios cercanos a una tubería que 

transporta distintos productos derivados del petróleo en la comunidad de Gregorio 

Méndez, Cunduacán, Tabasco (Figura 8). 

Figura 8: Vista satelital de las zonas de toma de muestras (Google maps). 1= 
Quemador de refinería, 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, mostró una morfología similar a la de un hongo filamentoso, 

con textura gelatinosa. Para probar que las cepas aisladas eran capaces de utilizar 

1 

2 
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a los hidrocarburos se sembraron en medio mínimo con 3% de diésel, en este 

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

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 aíslan 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 número de organismos fúngicos 

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 

mínimo con 3% de diésel y 10 ppm de fenantreno y BaP como única fuente de 

carbono. 

 

 

Tabla 7: Cepas aisladas de distintas muestras de sitios contaminados con derivados 
de petróleo crecidas con 3% diésel en PDA (Las cepas que crecieron en estas 
condiciones se indican en color rojo). 
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Posteriormente, con el objetivo de seleccionar a aquellas cepas con mayor 

tolerancia a los derivados del petróleo, se cultivó a las cepas aisladas en agar con 

medio mínimo suplementado con 3% diésel y con 10 ppm de fenantreno y BaP. Se 

eligieron estos HPAs debido a que son recalcitrantes, siendo altamente tóxicos y 

mutagénicos. Las cepas L3, L3´, L2, L6 y CR fueron las únicas que crecieron bajo 

estas condiciones. El porcentaje de diésel utilizado (3%) estuvo de acuerdo a 

reportes previos (Buendía 2012), sin embargo, se aumentó el porcentaje de diésel 

a 4, 5 y 6% para restringir el número de aislados a los más robustos. Bajo estas 

condiciones solo dos aislados (L3´ y CR) crecieron (Tabla 8).  Este resultado es 

relevante ya que la mayoría de los reportes usan 3% de derivados del petróleo 

(gasolina, diésel, petróleo ligero) como máxima concentración (Buendía 2012; 

Ameen et al., 2016; Zhang et al., 2018). En este sentido, se ha documentado que la 

concentración de hidrocarburos totales detectados en sitios contaminados, varían 

del 2% al 5% (Buendía 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 días en presencia de distintos porcentajes de diésel 
(1= crecimiento, 0= sin crecimiento visible). 

 

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 únicamente la cepa L3´creció en una concentración mayor al 3% de 

diésel.  

Para verificar que todos los aislados fuesen organismos fúngicos se observaron al 

microscopio usando contraste de fases (Anexo 1), y de esta manera observar a las 

células sin tinción. La cepa L3´ tiene un tamaño mayor al de las cepas L3, L2 y L6 

(Figura 9). En cambio, las cepas L3, L2 y L6 tienen un tamaño pequeño y no se 

observó el núcleo, lo que sugiere que se trata de bacterias, que son resistentes a 

distintos antibióticos (kanamicina, ampicilina y gentamicina). Además, no se obtuvo 

amplificación del marcador molecular ITS de eucariontes utilizando el DNA 

genómico de estas. Por otro lado, en las imágenes microscópicas del hongo 
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nombrado como CR se observan hifas septadas y los conidióforos, (estructuras de 

reproducción asexual).  

 

Figura 9: Morfología macroscópica y microscópica 
(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 óptimas de crecimiento de las cepas se 

realizaron pruebas de crecimiento en distintas condiciones de pH, temperatura y 

salinidad. Se utilizó la técnica de goteo en placa para determinar las condiciones de 

crecimiento de las cepas con crecimiento levaduriforme, (figura 10). (Lugo et al., 

2012).  

 

 

 

 

Figura 10: Determinación del pH óptimo de las distintas cepas (72 horas de 
crecimiento a 32 ºC 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 líquido con distintos 

pHs (5, 6, 10 y 12), se observó que esta tiene un mejor crecimiento a pH 6 y pH 10; 

donde el tiempo de duplicación fue de 2.338 h y 2.136 h respectivamente (Figura 

11). Al final de la cinética se observa que la densidad óptica vuelva a subir, este se 

debe a que la cepa L3´ produce pigmentos que podrían estar absorbiendo a esa 

longitud de onda. Además de obtener la curva de crecimiento midiendo densidad 

optima, también se contó el número de células, donde el resultado se muestra como 

sigue: pH 5 a las 54 hrs: 13X106 células/ml, 138 hrs: 11X106 células/ml; pH 6 a las 

54 hrs: 16X106 células/ml, 138 hrs 16X106 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.   

Figura 11: Cinética de crecimiento de la cepa L3´ a pH distintos en PDB. 
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Una vez que determinamos el pH óptimo de crecimiento de las cepas L3´y CR, se 

procedió a evaluar el crecimiento de las cepas en las siguientes temperaturas: 25, 

32 y 37 ºC. La cepa L3´creció a 25 y 32 ºC, sin embargo, su crecimiento fue menor 

a 37 ºC. En contraste las cepas L2 y L3 crecieron a 32 ºC, mientras que la cepa L6 

creció a 32 y 37 ºC (Figura 12). La cepa CR crece mejor a 32 ºC que a 37 ºC. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Determinación de la temperatura óptima de 
crecimiento de las distintas cepas (72 horas de 
crecimiento Two-way ANOVA p<0.05). 
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Como se mencionó anteriormente, la salinidad es una de las principales limitantes 

del crecimiento de distintos organismos, por los cual se procedió a evaluar si las 

cepas son halotolerantes. Se determinó que las cepas L3´y 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 

observó que la cepa CR en presencia de cloruro de sodio, presentó crecimiento 

levaduriforme (Figura 13).  

 

Tabla 9: Determinación del diámetro de la colonia (en cm) de las cepas L3´ y CR  

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

de NaCl (5 días de crecimiento). Ctr= Bacteria no tolerante a NaCl. 
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En la imagen de microscopia con contraste de fases (3) se observa que en la 

condición sin NaCl los conidióforos se encuentran unidos en las hifas, sin embargo, 

en presencia de NaCl (4) las células conidiógenas están separadas 

independientemente. 

 

 

 

3 4 

Figura 13: Morfología macroscópica (1,2) y microscópica (3,4) de la cepa CR crecida 
PDA sin NaCl y PDA con 1M de NaCl. 
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Se ha determinado que la presencia de ácidos orgánicos (ácidos húmicos y fúmicos) 

en un suelo, provoca que el pH sea ligeramente ácido (pH6 ± 0,5). Sin embargo, 

cuando hay un derrame de hidrocarburos, el pH del sitio se vuelve más básico (pH8 

± 0,5) (Pardo et al., 2011; Barbosa 2016). Los resultados que hemos obtenido 

indican que nuestras cepas crecen en un pH ácido, pero también en uno básico, 

esto resulta interesante para técnicas de biorremediación, ya que Loya en el 2012 

y Buendía en el 2013, mencionan que es necesario un rango de pH de 6 - 8 y una 

temperatura mayor a los 30 ºC para que los procesos de biorremediación puedan 

ser eficaces. La salinidad es otro factor importante a considerar en los procesos de 

biorremediación, se ha descrito que los sitios contaminados con hidrocarburos, 

aumentan la concentración de sales y de metales divalentes (Loya 2012). Es 

importante mencionar que distintos estudios en los que se evalúa la remoción de 

hidrocarburos por microorganismos no consideran evaluar estos parámetros para 

llevar a cabo una remoción más eficaz del hidrocarburo (Ramírez 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 o no capaces 

de degradar estos hidrocarburos bajo condiciones óptimas de los microorganismos.  
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7.3. Identificación de las cepas aisladas. 
 

Para la identificación molecular, se purificó el ADN genómico de las cepas aisladas 

crecidas en PDB (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

En la imagen se observa que el gDNA se encuentra íntegro y no muestra ningún 

tipo de degradación. 

L2                   L3                   L3´             L6               MPM 

A 

B 

1 kb 

1 kb 

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

MPM               CTR-              CR1          
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Una vez purificado el gDNA, se realizaron reacciones de PCR (reacción en cadena 

de la polimerasa), para amplificar la región 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 amplificación para las cepas L3, L2 y L6, partiendo de 

diferentes purificaciones de ADN genómico, sin embargo, todos fueron negativos. 

Este resultado y la morfología y el tamaño de las células observadas por 

microscopía nos sugirieron que eran bacterias. Por lo que se procedió a amplificar 

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

En la imagen del gel se observan que únicamente las cepas L3´y CR amplificaron 

para el marcador ITS2, dichos amplicones tienen un tamaño aproximado de 500 pb. 

Los amplicones se purificaron y se secuenciaron. Teniendo las secuencias de las 

cepas, se realizó 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 

 

L2        L6       L3´     L3        L2       L3      L3´    L6    CR        
L6     CR

1 kb 

Figura 15: Amplificación del marcadores ITS para eucariontes Productos de PCR 
de la región 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 
región ITS de las cepas L3´y CR. 
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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 realizó la construcción de los árboles filogenéticos, usando el método de 

distancias BioNeigbor junin (BioNJ) con el modelo K2P (Kimura 2 parámetros). 

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 remoción/degradación de hidrocarburos. En 

los últimos 4 años, 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 

biorremediación, ya que estos son encontrados principalmente en lugares 

contaminados como: residuos industriales, tanques de gasolina de autos, y filtros 

de aire (Blasi et al., 2016), aunado a esto, este grupo de levaduras puede sobrevivir 

a condiciones extremas (un pH ácido o básico, temperatura altas y bajas, baja 

actividad de agua, etc.), esta característica de extremo-tolerancia favorece su uso 

para técnicas de biorremediación (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 relación filogenética de la cepa L3´ resultó 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 más estudiadas.  

Hashem y colaboradores en el 2017, mencionan que cepas del género pueden 

crecer en compuestos tales como gasolina y diésel y utilizándolo como única fuente 

de carbono y energía. Ellos reportaron que R. taiwanensis fue la mejor degradando 

hidrocarburos alifáticos, y R. ingeniosa la mejor para degradar HPAs.   

 

Figura 16: Filograma de la familia Herpotrichiellaceae BioNJ modelo K2P 1000 bootstrap 
Seaview versión 3,2. 
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Cabe destacar, que los ITS son marcadores moleculares con los que se pueden 

realizar árboles filogenéticos que nos permiten resolver a nivel de género. Sin 

embargo, para llevar a cabo la identificación a nivel de especie es necesario usar 

marcadores específicos tales como el gen para el factor de transcripción 1-α (TEF1) 

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

 

 

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

y la cepa CR como Exophiala sp. 

 

Figura 17: Filogenia de la cepa L3´ BioNJ modelo K2P 1000 bootstrap Seaview 
versión 3,2. 
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7.4. Remoción de hidrocarburos aromáticos. 
 

Para evaluar la capacidad de Exophiala sp (CR) y de Rhodotorula sp (L3´) para 

remover hidrocarburos, se generó una gasolina artificial la cual tiene la siguiente 

composición: benceno (0.1%), xilenos (0.22%), tolueno (0.8%), fenantreno (0.5%) y 

BaP (0.5%). Se utilizó HPLC para determinar la remoción de estos hidrocarburos en 

el sobrenadante de los cultivos (Anexo 3). Se determinó que la cepa identificada 

como Rhodotorula sp fue capaz de remover el ±100 % de xilenos, benceno y tolueno 

en 15 días, esto se puede deducir porque que los picos que corresponden a cada 

uno de ellos no se detectan.  Sin embargo, al día 18 de la cinética se vuelven a 

detectar, la cuantificación muestra la presencia de 28.57% para el tolueno, 33.03% 

para el benceno y ±2% para los xilenos en relación a la concentración inicial. 

Posteriormente al día 21 de la cinética ya no fueron detectados. De manera 

relevante, en ningún punto de los días evaluados se observa remoción del BaP o 

del fenantreno (Figura 18).  

De manera paralela, se evaluó el crecimiento de la cepa en las mismas condiciones 

y se pudo determinar que la fase exponencial tiene su máximo a los 15 días de la 

cinética. Al día 18 la cantidad células fue similar a las obtenidas al día 15, este dato 

coincide con el día en que los picos de los hidrocarburos evaluados volvieron a 

detectarse. Esto sugiere que los hidrocarburos monocíclicos estaban adsorbidos en 
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la pared celular y que, fueron desadsorbidos al día 18. Para el día 21 hubo 

crecimiento celular y los picos de los HMA no se detectaron (Figura 18).  

 

 

A partir de una mezcla artificial de gasolina A) Remoción de BTXs tomando como 

100% la concentración 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 

que la cepa evaluada es capaz de disminuir el porcentaje de los hidrocarburos la 

cual contrasta con el aumento en el número de células.  

Figura 18: Remoción de hidrocarburos por Rhodotorula sp. 
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El ensayo de remoción utilizando la cepa de Exophiala sp. se realizó utilizando las 

mismas condiciones de crecimiento y la misma técnica para su evaluación. Esta 

cepa muestra preferencia por el uso de los HPAs ya que removió un 80% de BaP y 

un 63,6% de fenantreno a los 21 días. Aunado a esto, la cepa removió un 50% de 

xilenos. Por otro lado, la cepa removió un 25% del benceno y del tolueno a los 18 y 

21 días respectivamente. De manera paralela se monitoreo el crecimiento de 

Exophiala sp. bajo las mismas condiciones, a través del conteo celular en los 

mismos días que se tomaron para evaluar la remoción. La figura 19 muestra que la 

cepa tiene una fase de adaptación en los primero seis días, y la fase exponencial 

inicia a partir del día 9. Esto coincide con lo observado con Rhodotorula sp. ya que, 

en el día 3 y 6 se detecta un 69% y 56.5% de fenantreno, mientras que para el día 

nueve hay un 84.7% de fenantreno, en los días siguientes la disminución de 

fenantreno disminuyó gradualmente (Figura 19). Es importante mencionar que los 

resultados son consistentes con el modelo de crecimiento microbiano el cual 

menciona que la concentración de sustrato suele ser limitante, es por ello que a 

medida que disminuyen los hidrocarburos hay un aumento en la biomasa (Gómez 

et al., 2017)  
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A) Remoción de BTXs tomando como 100% la concentración 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 

número de células. 

Figura 19: Remoción de BTXs y PHAs por Exophiala sp. 
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Cabe mencionar que en distintos trabajos se han reportado cepas de organismos 

fúngicos 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 evaluó 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 días. 

Además, cepas bacterianas y microrganismos fúngicos 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 disminución del 33,55%, 43,25%, 49,85% y 77,45% para 

cada compuesto (Marchand et al., 2017). Aunado a esto Visitación y colaboradores 

en el 2016 obtuvieron remoción de un 80 al 90% de distintos HPAs en 120 días 

usando compost, mencionando que dicha remoción fue influenciada por la 

presencia de microorganismo que puede degradar estos compuestos. De manera 

relevante, la cepa Exophiala sp. del presente trabajo mostró la capacidad de 

remover hasta 62 ppm de HPA´s (BaP y fenantreno) en un periodo de 21 días, 

demostrando que nuestra cepa remueve HPA´s más eficientemente en 

comparación con los organismos fúngicos 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 

biodegradación in situ, principalmente para su uso en biorremediación de sitios 

contaminados con hidrocarburos, en la siguiente tabla se muestran reportes de años 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Con el objetivo de evaluar la toxicidad de los medios líquidos con gasolina artificial 

tratados con las cepas aisladas, se realizaron ensayos toxicológicos usando como 

modelo la germinación de semillas de pepino (Cucumis sativus) y los sobrenadantes 

de los días 0, 6, 15 y 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 toxicológicos 

no solo de daños tóxicos 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 tóxicos para el modelo a estudio en los primeros días 

de tratamiento. Sin embargo, las semillas que se inocularon con el sobrenadante 

obtenido en el sexto día del experimento de remoción de hidrocarburos, mostraron 

un porcentaje de germinación del 84%, indicando un buen porcentaje de remoción 

de la toxicidad del medio (Tabla 11). 

Por otro lado, cuando se usaron los sobrenadantes de medios con BTXs y HPAs a 

los días 6 y 15 del tratamiento con la cepa de Exophiala sp, el porcentaje de 

germinación de las semillas fue de un 92.3%. Curiosamente, las semillas inoculadas 

con los medios obtenidos del día 21 de tratamiento sólo alcanzaron un 76.9% de 

germinación (Tabla 11), sugiriendo que tratamientos muy largos podrían generar 

sustancias otras tóxicas.  
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(Control-=Agar agua; control hexano=agar agua+ 20%hexano (solvente utilizado 

para la extracción de la mezcla de hidrocarburos); control+=agar agua+ gasolina 

artificial disuelta en hexano; D6, D15, D21 son los días 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 observó que el tamaño de la radícula se veía afectado 

de acuerdo con el tratamiento. En los sobrenadantes obtenidos del experimento con 

Rhodotorula sp. Las semillas que germinaron obtuvieron un tamaño promedio de 

1.67 cm (Figura 20). Así mismo se evidenció que el tamaño de la radícula de las 

semillas con los medios tratados con Exophiala sp. en los días 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 día 21 mostraron una longitud de radícula menor 

comparada con la del control negativo (figura 20). Este comportamiento ya se ha 

observado en otros estudios, por ejemplo, en un ensayo germinación de semillas 

Lactuca sativa (lechuga) inoculadas en sobrenadantes obtenidos durante la 

degradación de una mezcla de HPAs tratados con compost. Este presenta un 

comportamiento al que ellos llaman anormal, debido a que el índice de germinación 

Tabla 11: Porcentaje de germinación de las semillas de C. sativus 
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disminuye al ser inoculado en el sobrenadante obtenido en el día 28 en comparación 

con el control negativo (sobrenadantes del día 0), adjudicando que dicho 

comportamiento puede deberse a la formación de productos intermediarios con 

mayor toxicidad como los son epóxidos y dihidrioles (Visitación 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 días, en los 

sobrenadantes tratados por A. sydowii las semillas de C. sativus, mostraron 7.7 

±0.42 cm de longitud de radícula, 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 tamaño de la 

radícula fue similar al del sobrenadante con hidrocarburos sin inocular.  

 
Figura 20: Gráfica del tamaño de radícula de los germinados de semillas de C. 
sativus inoculadas en Agar agua con los sobrenadantes tratados (6,15 y 21 días) 
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 petróleo, todos ellos toleran 3% de diésel. De 

estos aislados únicamente cinco de ellos poseen capacidades metabólicas para 

usar derivados del petróleo como fuente de carbono, sin embargo, únicamente las 

cepas identificados como Rhodotorula sp y Exophila sp pueden crecer en mayor 

concentración de diesel (4% para Rhodotorula sp y >4% para Exophiala sp), 

además de crecer en presencia de fenantreno y BaP.  

Por otro lado, las cepas antes mencionadas mostraron ser poliextremófilas 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 ºC. 

La cepa de Rhodotorula sp mostró la habilidad de remover el 100% de las 

concentraciones usadas de BTXs en un periodo de 21 días, sin embargo, no se 

observó remoción HPA´s. Por su parte la cepa Exophiala sp removió 62% de la 

combinación de fenantreno y BaP, 100% de benceno, ±50% de xilenos y 10% de 

tolueno durante el mismo tiempo. 

Los ensayos toxicológicos con C. sativus, demostraron que los sobrenadantes 

obtenidos en los días 6, 15 y 21 del tratamiento con Rhodotorula sp, son más tóxicos 

que el sobrenadante colectado el día 0. En cambio, los sobrenadantes obtenidos en 

los días 6 y 15 con el tratamiento con Exophiala sp, son menos tóxicos en 

comparación con el control positivo (sobrenadante del día 0), sin embargo, el 

sobrenadante colectado el día 21 fue más tóxico que los colectados en días 

anteriores. 
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9. Perspectivas. 
 

Realizar los PCR de los marcadores moleculares específicos β-tubulina (TUB2), 

posteriormente se elaborarán los filogramas de las cepas. 

Realizar transcriptoma de las cepas Exophiala sp y Rhodotorula sp. usando BTXs y 

HPAs como única fuente de carbono, así como PCR en tiempo real para evaluar la 

expresión génica de estas cepas. 

Realizar ensayos de remoción de hidrocarburos con consorcios de las cepas 

aisladas. 
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Anexos. 
 

Anexo 1. 

Metodología de microscopía de contraste de fases. 

Sin incubaron la cepas en PDA y en PDA con 0.5M de NaCl durante 5 días, 

posteriormente utilizando una asa microbiológica se tomó una muestra de cada 

cepa. La muestra de la cepa se colocó en un portaobjetos en cual se colocaron 10 

µL de azul de lactofenol y 10 µL de agua destilada. Finalmente las muestras se 

observaron utilizando el microscópio de contraste de fases (Axio observer) con un 

plano-apocromático utilizando el objetivo 100x. Las fotos se tomaron utilizando la 

cámara ORCA-Flash 4.0 y el software ZenPro2012. 

Anexo 2. 

Tabla del resultado del Blast de las cepas L3´y CR. 
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Anexo 3. 

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

artificial. 
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