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1. RESUMEN

Los microorganismos extremofilos se definen como agentes promisorios para la biodegradacion
de compuestos xenobidticos en condiciones extremas. En particular, las levaduras extremofilas,
han sido poco caracterizadas de acuerdo con su potencial biodegradativo y por tanto pocas
aplicaciones en biorremediacién se han implementado a partir de ellas. Durante este proyecto se
evalu6 el potencial de biodegradacion de una coleccion de levaduras extremofilas aisladas de
glaciares mexicanos y del Artico frente a compuestos xenobiéticos (hidrocarburos policiclicos
aromaticos). Se utiliz6 una aproximacién de cultorémica para identificar los aislados mas
promisorios y se implemento una estrategia de co-cultivos con el objetivo de identificar sinergias
0 consorcios microbianos con capacidades extraordinarias para la degradacion de estos
compuestos. Logramos seleccionar 5 cepas de levaduras y 2 condiciones de cultivos a partir de la
coleccion de las 14 cepas de levaduras por medio de anélisis estadistico multivariado, siendo
Rhodotorula sp. 1, Rhodotorula sp. 2, Rhodotorula sp. 3, Leucosporidium sp. y Z. obscura las
cepas que presentaban un mayor crecimiento, mientras que las condiciones que beneficiaban a las

cepas siendo medio minimo + YPD 0.5% y medio minimo + Glucosa 0.5% + NaCl 0.5M.



2. INTRODUCCION

1.1 ORIGEN DE LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAPs)

Los HAPs que existen en el ambiente (atmosfera, suelo y ecosistemas acuéaticos) pueden proceder
tanto de la naturaleza como de la actividad humana (Tabla 1). Basicamente las fuentes de HAPs
provienen de tres opciones: el petrdleo u origen petrogénico, la combustién u origen pirolitico (a
partir de combustibles fosiles, madera, erupciones, etc.) y por la sintesis por seres vivos (Borneff
et al. 1968; Haritash and Kaushik 2009; Suess 1976).

Estos compuestos se forman por la exposicion de moléculas organicas a elevadas temperaturas
(pirdlisis), asi como también por exposiciones a menor temperatura (100-150 °C) y a elevadas
presiones durante millones de afios en sedimentos, durante la formacion de petroleo (Dai et al.
2014).

TABLA 1. Combustion incompleta de madera y combustibles fosiles.

ANTROPOGENICAS NATURALES
Combustion de madera y combustibles fésiles
Emisiones de vehiculos, aviones y embarcaciones
Industria del petroleo
Prospecciones y extraccion
Accidentes de transporte
Almacenamiento
Refinado
Aguas de lastre
Residuos
Creosota
Utilizacion de petrdleo y derivados
Procesos industriales
Aguas residuales urbanas e industriales
Aguas de escorrentia urbanas y de carreteras
Humo de tabaco
Incineracion de residuos
Datos obtenidos de (Borneff et al. 1968; Suess 1976)

Fuegos forestales

Produccion por seres vivos

Filtraciones naturales de petréleo

Erupciones volcanicas




1.1.1 HAPs

Los HAPs se definen por ser estructuras formadas por dos o mas moléculas de benceno
fusionadas. Se conocen unos 100 tipos de HAPs diferentes ya que existe una elevada cantidad de
isomeros. La especial distribucion de electrones en los anillos aromaticos (resonancia) les
proporciona una alta estabilidad, caracteristica que los hace resistentes a la oxidacion tanto
quimica como biolégica. Debido a su amplia distribucion, toxicidad y persistencia han sido

considerados agentes contaminantes de gran interés (Kim et al. 2013).

Las caracteristicas mas importantes que condicionan el comportamiento de los HAPs en el
ambiente van ligadas a las caracteristicas fisicoquimicas propias de la estructura de cada HAP. La
hidrofobicidad es de gran importancia ya que aumenta cuanto mayor sea el nimero de anillos.
Debido a las propiedades hidrofobicas, los HAPs muestran una fuerte tendencia a adsorberse a las
superficies lo que dificulta su biodegradacion, asi como a acumularse en la cadena trofica
(Clements, Otis, and Wissing 1994; Sims and Overcash 1983).

El HAP mas simple es el naftaleno ya que sélo posee dos anillos y por lo tanto no es policiclico
en sentido estricto, como se observa en la figura 1. Con el aumento del nimero de anillos en la
molécula aumenta su hidrofobicidad y recalcitrancia, siendo menos biodisponibles para su

biodegradacion (Sims and Overcash 1983).



Naftaleno Fluoreno Antraceno
(ClOHS) (013H10) (C14H10)
Fenantreno Fluoranteno Pireno
(Cl4H10) (C16H10) (C16H10)
Benzo(a)antraceno Criseno Benzo(a)pireno
(C18H12) (C18H12) (CZOHIZ)

FIGURA 1. Estructura quimica de hidrocarburos aromaticos policiclicos de mayor presencia e importancia
ambiental.

En espacios contaminados, los HAPs se encuentran habitualmente formando parte de NAPLs
(Non Aqueous Phase Liquids) como consecuencia de vertidos de combustibles de origen

petrogénico o de productos derivados del carbdn (origen pirolitico) (Blumer 1976).

En 1979 la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) incluyo los 16
HAPs de 2 a 6 anillos méas frecuentes en su lista de contaminantes de investigacion prioritaria,
porque suponen un riesgo para la salud pdblica ver FIGURA 2 (Keith and Telliard 1979; Wise,
Sander, and Schantz 2015).

El efecto ambiental de los HAPs estd determinado por sus propiedades fisicoguimicas, como su
peso molecular, su configuracion estructural, el grado de solubilidad, ndmero de anillos
aromaticos y su volatilidad (Tabla 2). Los HAPs de bajo peso molecular (2 y 3 anillos) son mas
faciles de degradar debido a su naturaleza semivolatil y mayor solubilidad, por lo tanto, los de
elevado peso molecular (4 o més anillos) presenta una baja solubilidad en agua y se encuentran
en suelos asociados principalmente a la materia Organica, lo que limita notablemente su
biodegradacion (Harmsen 2004; Howsam and Jones 1998; Wild and Jones 1995).



TABLA 2. Estructuras y Propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs
pertenecientes a la lista de contaminantes prioritarios de la US-EPA.

COMPUESTO

Naftaleno

Acenaftileno

Acenafteno

Fluoreno

Antraceno

Fenantreno

Fluoranteno

Pireno

Criseno
Benzo(a)antraceno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno

Indeno(1,2,3-cd)pireno

Benzo(g,h,i)perileno

Dibenzo(a,h)antraceno

Ve

128

152

154

166
178

178

202

202

228

228

252

252

252

276

276

278

PUNTO

DE

FUSION
(°C)

80

92

96

116
218

101

110

150

256

159

168

217

179

162

278

267

PUNTO DE
EBULLICION
(°C)

218

265

279

298
342

340

375

404

448

435

ND

480

495

ND

ND

524

SOLUBILIDAD Estructuras

AGUA (mg I'1)?

30.0

16.1

3.47

1.8
0.073

1.29

0.260

0.135

0.0006
0.014
0.0012
0.00055
0.0038

0.062

0.00026

0.0005

guimicas

(469
SR

15

IPM: Peso molecular. 220° C. Datos obtenidos de (K&stner 2000; Nisbet and LaGoy 1992; Wise, Sander, and

Schantz 2015)



1.1.3 TOXICIDAD DE LOS HAPs

Los HAPs pueden persistir en el medio durante largos periodos sin modificar sus propiedades
toxicas, con el consecuente riesgo para la salud humana y el ecosistema; éstos presentan
toxicidad por inhalacién, contacto o ingestion, por lo que su eliminacion o contencion es esencial
para reducir la exposicion (Engraff et al. 2011; Guo et al. 2011; Tongo, Ogbeide, and Ezemonye
2017).

La baja hidrosolubilidad de los HAPs los convierte en compuestos altamente liposolubles que se
absorben con facilidad a través del tracto gastrointestinal de mamiferos distribuyéndose
rapidamente en los tejidos, preferentemente en el tejido adiposo (Twiss et al. 1999).

Lo antes mencionado aplica para compuestos con un elevado peso molecular como lo son el
benzo[a]pireno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, indeno[1,2,3-
cd]pireno y dibenzo[a, h]antraceno, los cuales poseen un potencial carcinogénico y mutagénico,

ya que forman aductos con el DNA tras su activacion biolégica (Goldman et al. 2001).
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k endoplasmatico )

FIGURA 2. Via de sefializacion para la activacion del receptor de hidrocarburos de arilo (AhR) en presencia

de benzo[a]pireno. Figura obtenida de (Vazquez-Gémez, Rubio-Lightbourn, and Espinosa-Aguirre 2016)



Entre los 16 HAPs incluidos en la lista de contaminantes de estudio prioritario de la US-EPA, el
benzo(a)pireno se encuentra descrito como uno de lo mas potentes carcindgenos debido a que los
metabolitos derivados de su biotransformacion como el benzo[a]pireno diol epodxido tiene

propiedades mutagénicas y carcinogénicas (Figura 3y 4).

De hecho, el potencial carcinogénico de los otros HAPs se representa en relacién con el del
benzo(a)pireno. Como efecto de una exposicion prolongada a estos compuestos se ha descrito un
incremento en la incidencia de canceres de piel, pulmén y vejiga, al igual que se han presentado
lesiones en rifiones e higado (George 1996; Juhasz and Naidu 2000; Ramesh et al. 2011; Tfouni
and Camargo 2012; Weis et al. 1998).

Esto debido a que el benzo(a)pireno que se encuentra en el humo de cigarro asi como en el
alquitran de hulla, sufre una activacion metabdlica en el pulmén transformandose en un potente
mutageno que causa principalmente la conversion de las bases de guanina (G) a timina (T),

provocando asi una mutacion de transversion (Lodish et al. 2016).



Benzol[a]pireno ) )
Benzo[a]pireno 7,8-epoxido Benzo[a]pireno 7,8-diol
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FIGURA 3. Procesamiento enzimatico de benzo[a]pireno a un mutageno y carcindgeno mas potentes. Figura
modificada de (Lodish et al. 2016).

También se ha encontrado que la exposicion de HAPs como el Fenantreno pueden afectar la salud,
especialmente en relacion con el higado, ya que este compuesto activa eficazmente el receptor de
androstano constitutivo (CAR) en humanos y raton, causando asi hepatotoxicidad en ratones, esto debido
al consumo dietético de alimentos contaminados con HAPs la cual es una ruta de exposicién importante
(YYang et al. 2019).

De igual manera se ha encontrado que p-Benzoquinona inhibe a la DNA topoisomerasa Il causando asi la
formacién de translocaciones prejudiciales en el DNA las cuales pueden estar implicadas en el inicio de
leucemogénesis (Hutt and Kalf 1996).



1.2 HIDROCARBUROS EN EL AMBIENTE

Cuando los hidrocarburos son introducidos en el ambiente, pueden sufrir diferentes procesos
fisicos, quimicos y bioldgicos, como lo son su transformacion, eliminacion o transporte a otros
compartimentos ambientales. Estos procesos incluyen la evaporacién, dilucion, precipitacion,
reacciones abidticas (hidrolisis, fotooxidacion, oxidaciones quimicas, etc.) biodegradacion
microbiana, bioacumulacion y secuestro (Semple, Morriss, and Paton 2003).

En la mayoria de los casos, estos procesos tienen como resultado una redistribucion de los
contaminantes en el ambiente causando su acumulacion y afectando directamente al ambiente.
Sin embargo, la degradacion microbiana, catalizada por bacterias, algas, hongos y levaduras, es el
proceso Mas importante para evitar esta acumulacion, ya que interviene en la eliminacion total o
parcial de los contaminantes mediante su mineralizacion o transformacion (Saeed and Al-Mutairi
2000; Telli-Karakog et al. 2002; ZHANG et al. 2006).

1.3 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN EL AMBIENTE
MARINO

La presencia de HAPs en el ambiente marino pueden ser distribuidos por el movimiento del agua
la cual contiene estos compuestos disueltos, debido al escurrimiento urbano, los efluentes de
aguas residuales, desechos industriales, la deposicion atmosferica, los derrames y fugas durante el
transporte y produccion de combustibles fosiles. Se ha encontrado una mayor concentracion de
estos compuestos en los entornos costeros cercanos a los centros urbanos en donde los aportes de

las cuencas hidrograficas estdn mas localizados (Peter E. T. Douben 2003).

1.3.1 ESCURRIMIENTO URBANO Y HAPs

El agua que se lava de las superficies urbanas durante las tormentas, no se ha estudiado
ampliamente para los HAPs, sin embargo, se han reportado concentraciones <0.05-560 ug/L.
Algunos de los estudios mas extensos se realizaron en Narragansett Bay, donde la contribucién

total de HAPs proveniente del escurrimiento urbano se estimé en 681 kg/afio. Esto comprendid



casi el 40% del total estimado de insumos de HAPs a la bahia de Narragansett Bay en ese

momento (Hoffman et al. 1984).

Debido a estos escurrimientos urbanos, la calidad del agua de los rios, lagos y arroyos cercanos a
areas urbanas esta disminuyendo. Asi lo demuestra Brown and Peake en un estudio realizado en
el aflo 2006 donde comparaban la presencia de contaminantes provenientes del escurrimiento de
aguas pluviales en escombros de las carreteras que se acumulan en las zonas urbanas y en
componentes de sedimentos en suspension de una cuenca de captacidn mayoritariamente rural y
otra cuenca de captacion urbana en Dunedin, Nueva Zelanda. Observaron que los niveles en los
escombros de las carreteras variaron de 119-527 ug/g para el plomo, 50-464 pg/g para el cobre,
241-1,325 pg/g para el zinc y 1.20-11.6 pg/g para los 16 HAPs. Encontraron que el sedimento
suspendido de la cuenca de captacion mayoritariamente rural tenia concentraciones similares a
los escombros de la carretera, por lo tanto, el material urbano es la principal fuente de
contaminantes presentes en aguas pluviales, sin embargo, la cuenca de captacion urbana contenia
concentraciones de metales de 2 a 6 veces mas altas y 10 veces méas altos para los 16 HAPs
(Brown and Peake 2006).

1.3.2 ATMOSFERA

Los HAPs estan presentes en la atmdsfera, esto debido a la combustion de combustibles fosiles,
gasolina, madera y desechos. Ademas, la volatilizacién de ciertos componentes de HAPs de los
productos del petréleo a la atmdsfera también pueden ser una fuente. Estos contribuyen a los
escurrimientos que finalizan en el medio marino costero a través de la deposicion seca y himeda
en las cuencas hidrograficas costeras. Las concentraciones de los HAPs totales en el aire varian
notablemente en todo el mundo debido a las emisiones locales en los entornos urbanos. Las
concentraciones en las areas de América del Norte estan en el rango de 3.7-450 ng/m?3, con los
valores mas altos observados en entornos urbanos. Las concentraciones europeas son similares,
con valores que van desde 0.2 ng/m® (Alemania) a 137 ng/m?® (Londres). Las concentraciones
asiaticas tienden a inclinarse hacia niveles mas altos, con valores de 25-500 ng/m3 en China e

India; sin embargo las diferencias no son estadisticamente significativas (Zhu T, Sun R 1998).
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También N. Mishra, Ayoko, y Morawska que realizaron un estudio en el afio 2016, identificaron
y cuantificaron 16 HAPs en muestras de aire urbano tomadas de sitios de muestreo seleccionados
de Brisbane, Australia. Las concentraciones variaron entre 1.17 y 38 ng/m3 para los 16 HAPs,
reportando un aumento de estas concentraciones a lo ultimo reportado en Brisbane. Realizando el
analisis, se identificaron cuatro fuentes de emision de HAPs las cuales fueron emisiones
vehiculares, combustién de gas natural, emisiones de gasolina y evaporacion de petroleo sin
quemar, siendo la emision vehicular la mayor fuente con un 56% de las emisiones totales de
HAPs en el area de estudio (Mishra, Ayoko, and Morawska 2016).

1.4 BIORREMEDIACION

La biorremediacion es una tecnologia basada en la biodegradacion o transformacion de
contaminantes para eliminarlos o transformarlos en otros productos menos peligrosos para el
ambiente y la salud humana. En su mayoria, son transformado en CO., agua, sales inorganicas
y/o biomasa, pero a menudo una parte del contaminante se puede acumular como productos de

transformacion parcial (Vidali 2001).

Esta tecnologia incluye el uso de productos biolégicos como enzimas, estimulantes del
crecimiento, bacterias, hongos, levaduras, arqueas, plantas, entre otros organismos para degradar,
transformar, secuestrar o movilizar contaminantes organicos, inorganicos, o metales en el suelo,

agua o aire (Karigar and Rao 2011).

El uso de esta técnica disminuye los altos costos ya que en ocasiones es necesario el uso de
maquinaria pesada, mano de obra especializada y transporte del sitio al que recibe y confina
ademas del tramite para determinar el tipo de combinacién y el volumen por confinar lo cual no
es muy accesible a la economia. En la mayoria de los casos, el sitio se abandona quedando en
estado de pasivo ambiental por un tiempo indeterminado hasta que la autoridad consiga un

acuerdo para su tratamiento (Tyagi, da Fonseca, and de Carvalho 2011).

Los tratamientos bioldgicos se han utilizado a lo largo de los afios y cada vez reciben una mayor

relevancia en el tratamiento de aguas residuales, tanto industriales como urbanas, pero ha sido en
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los Gltimos tiempos cuando han empezado a implementarse de forma habitual en tratamiento de

aguas subterraneas y suelos (Tyagi, da Fonseca, and de Carvalho 2011).

1.5 ESTRATEGIAS DE BIORREMEDIACION
1.5.1 BIOAUMENTO

El bioaumento o biorefuerzo consiste en la adicién de poblaciones microbianas especializadas
(cepas individuales o consorcios), que generalmente se cultivan por separado en condiciones
definidas, para realizar una tarea especifica de remediacion en un ambiente dado. Esta técnica es
la més adecuada para emplazamientos que no posea las rutas metabdlicas necesarias para

metabolizar los contaminantes (Tyagi, da Fonseca, and de Carvalho 2011).

Los indculos utilizados para el bioaumento pueden ser de diferentes tipos de microorganismos,
incluyendo bacterias, hongos, levaduras e incluso consorcios microbianos. Los indculos més

utilizados para bioaumento incluyen:

1. Cultivos mixtos: Cultivos de microorganismos nativos que han sido altamente
enriquecidos utilizando el contaminante o los contaminantes de interés. El inoculo se
obtiene normalmente del propio suelo o de plantas de tratamiento de aguas residuales
contaminadas (Ulrich and Edwards 2003).

2. Cultivos puros: Inoculacion con una Unica cepa capaz de degradar el contaminante
(Hatzinger et al. 2001).

3. Elementos genéticos: Introduccion de genes mediante la utilizacion de vectores (por
ejemplo, plasmidos) que serdn incorporados por las bacterias nativas. Esta estrategia
permite introducir nuevas funciones catabdlicas minimizando las dificultades asociadas

con la inyeccion, distribucién y supervivencia de células bacterianas exdgenas.

El bioaumento es una técnica prometedora para resolver problemas practicos en sitios
contaminados con HAPs y asi, mejorar la eficiencia de eliminacion. Shi y colaboradores
realizaron un estudio en el afio 2020 sobre el comportamiento de degradacion de una comunidad
microbiana por bioaumentacion en agua de mar contaminado por petréleo, encontrando que la

tasa de degradacion del diesel por bioaumentacién fue de 71.86% en 45 dias, superando en un
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38% a la comunidad microbiana sin bioaumentacion, también observaron que durante un largo
periodo de bioaumentacion, hubo una tendencia a la recuperacién de la diversidad de la
comunidad en el agua del mar contaminada por petroleo (Herrero and Stuckey 2015; Shi et al.
2020).

(i st ((~~ 8~y )
3 P 1 rell
€ = >R i R
( o Vel 5
HW\ & &
o &
AL 1L DP9
\ R Z Z ) K R )
\ )
1
AMBIENTES MARINOS
Consorcios microbianos Cepas individuales \ | Hidrocarburos Arométicos Policiclicos

R
FIGURA 4. Diagrama de bioaumentacion de consorcios microbianos y cepas individuales de microrganismos

en ambientes marinos con presencia de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPS).

1.5.2 BIOESTIMULACION

La bioestimulacion consiste en incrementar la actividad de los microorganismos nativos de un
ambiente natural por medio de la adicién de nutrientes, humedad, aire u otros agentes destinados
a aumentar la velocidad de biodegradacion de los contaminantes en un emplazamiento
contaminado. Identificar las condiciones limitantes para que los microorganismos nativos puedan

llevar a cabo una remediacion es un paso critico (Swannell, Lee, and Mcdonagh 1996).
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FIGURA 5. Diagrama de bioestimulacién de microorganismos nativos en ambientes marinos con presencia de
Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (HAPS).

1.6 BIODEGRADACION

La biodegradacion es un proceso que se produce de forma natural en el ambiente y que puede
usarse para una biorremediacion de ambientes contaminados, puesto que los microorganismos
empleados usan los compuestos como una estrategia de supervivencia, disminuyendo las
concentraciones de los contaminantes, siendo ademas uno de los métodos mas empleados por su
bajo costo (Singh 2008).

Se han descrito diferentes estrategias para la biodegradacion de HAPs en las cuales se busca
romper los anillos aromaticos. Una estrategia que es utilizada por bacterias es el uso de mono y
dioxigenasas para la hidroxilacion de los anillos aromaticos, facilitando asi la ruptura para formar
compuestos intermediarios del metabolismo del ciclo de &cido tricarboxilico. Los hongos utilizan
mono-oxigenasas, lignina peroxidasas (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), versatil peroxidasa

(VP) y diferentes tipos de lacasas que son producidas por hongos de podredumbre de madera.

Los microorganismos tienen una funcion importante la cual es la eliminacién de los compuestos
xenobioticos, tales como pesticidas, plasticos, alifaticos, aromaticos, aromaticos policiclicos, los
cuales estan presentas en ecosistemas terrestres y acudticos, trayendo asi efectos beneficiosos
como desintoxicacion, descontaminacion, conversion de los compuestos a otros menos toxicos,

formacién de productos de valor agregado como combustibles, fibras o plasticas y la degradacion
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microbiana la cual es el principal proceso de descontaminacion natural (Haritash and Kaushik
2009).

1.6.1 BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS

La biodegradacion de los compuestos organicos en el ambiente esta condicionado por distintos
factores que incluyen la presencia de una poblacién microbiana degradadora potencialmente
activa, la disponibilidad de nutrientes (N y P principalmente) y aceptores de electrones para llevar
a cabo esta actividad, factores intrinsecos del contaminante, como son la estructura molecular, su
concentracion y biodisponibilidad, y factores ambientales como el pH, la temperatura, que

afectan la actividad metabdlica en general (Juhasz and Naidu 2000).

La estructura quimica del contaminante condiciona su biodegradabilidad, de modo que cuanto
mayor es el peso molecular de un compuesto y menor su solubilidad en agua mas lentamente sera
degradado. De las distintas familias de hidrocarburos, los n-alcanos y los alcanos ramificados de
cadena intermedia (C10-C20) son los substratos mas facilmente degradables, mientras que los
compuestos de cadena larga son mas dificiles de degradar. Los cicloalcanos a su vez se degradan
mas lentamente que las moléculas lineales. Entre los compuestos aromaticos la biodegradabilidad

disminuye a medida que aumenta el nimero de anillos.

La biodisponibilidad es un factor critico para la biodegradacién ambiental de los hidrocarburos,
es un proceso dindmico, determinado por la tasa de transferencia de masa del sustrato a las

células microbianas en relacion con su actividad catabdlica intrinseca.

La biodisponibilidad de un contaminante depende, ademas de sus propiedades fisicoquimicas
(solubilidad en agua, densidad), de las propiedades fisicoquimicas de lugar contaminado, como el

pH, textura y materia organica (Bamforth and Singleton 2005).
Microorganismos como bacterias, hongos y levaduras tienen la capacidad de degradar HAPs

mediante el uso de enzimas, transformando los compuestos a moléculas mas sencillas y

amigables con el ambiente, incluso si éstos son combinados podrian tener una mayor eficacia en
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la eliminacién de estos contaminantes (Bezalel and Hadar 1997; Davies and Evans 1964; Ghosal
et al. 2016).

1.6.2 ELEMENTOS IMPORTANTES EN LA BIODEGRADACION

El éxito de una biorremediacién microbiana de sitios contaminados depende mucho de factores
como: caracteristicas de los hidrocarburos presentes en estos sitios, la eleccion del consorcio
microbiano, asi como los factores que afectan a los mecanismos de biodegradacién (temperatura,
pH y humedad). Para hidrocarburos de bajo peso molecular (4-anillos 0 menos), la remocién por
evaporacion es la primera linea de eliminacion. A medida que los tamafios moleculares

aumentan, las tasas de biodegradacion se vuelven mas lentas (Bamforth and Singleton 2005).

1.6.2.1 TEMPERATURA

La temperatura es otra variable importante que influye en la biodegradacion debido a que la tasa
del metabolismo de los microorganismos y el patron de la comunidad microbiana en presencia de
HAPs ocurre a una temperatura optima (Brakstad and Bonaunet 2006; Eriksson, Jong-Ok, and
Mohn 2001; Leahy and Colwell 1990; R. Margesin, Zacke, and Schinner 2002; Wu and
Gschwend 1986).

1.6.2.2 pH

Los rangos de pH déptimos para el proceso de metabolizacién pueden ser muy variables, ya que
depende de las caracteristicas del medio contaminado y de la poblacion microbiana que alberga
(Dibble and Bartha 1979).

También se puede generar variaciones de pH durante el proceso, como consecuencia de los
metabolitos intermedios derivados de los HAP (Fernando Bautista et al. 2009; Habe and Omori
2003; Puntus et al. 2008).

1.6.2.3 OXIGENO
La biodegradacion aerdbica es las mas eficaz para la biorremediacidn esto debido a la presencia y
concentracion del oxigeno ya que es un factor importante para la velocidad en la que ocurre la

biodegradacion y el catabolismo de los hidrocarburos ciclicos y aromaticos realizado por los
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microorganismos. Esto debido a que son necesarias las oxigenasas para realizar el proceso de
degradacion de los HAPs (Van Hamme, Singh, and Ward 2003).

1.6.24 NUTRIENTES

El contenido de nitrégeno y fésforo afectan en gran medida la degradacion microbiana de
hidrocarburos. Se ha establecido que el ajuste de las proporciones de estos dos elementos en
forma de fertilizantes estimula la biodegradaciéon de los HAPs (Van Hamme, Singh, and Ward
2003).

1.7 MICROORGANISMOS MODELOS DE BIORREMEDIACION

En el ambiente se encuentran presentes bacterias, hongos, levaduras, algas unicelulares, plantas
vasculares. Existe una gran variedad de capacidades metabdlicas y debido a esto es que los
microorganismos logran asegurar la permanencia (continuidad) de los ciclos de los elementos en
la naturaleza. El efecto de sus actividades no solo es la mineralizacion de los compuestos
organicos, sino también los cambios de los compuestos minerales, los cuales tienen un gran

impacto sobre el desarrollo de la flora (Horvath 1972).

Para su uso en la biorremediacion, los microorganismos degradadores, idealmente deben
mineralizar y crecer sobre los HAPs, utilizandolos como unica fuente de carbono y energia. Esto
es importante para reducir al minimo la produccion de degradacion solubles en agua
subproductos téxicos y reducir el riesgo de los aislados no poder sobrevivir en sitios
contaminados, debido a la falta de sustratos de crecimiento adecuados (Belviso et al. 2005;
Boonchan, Britz, and Stanley 2000; Mao et al. 2012; Zucchi et al. 2003) .

Los mecanismos en los que los microorganismos degradadores de petréleo se benefician de
interacciones sinergéticas, pueden ser complejas; es posible que una especie remueva los
metabolitos toxicos de la otra especie. Asi también es posible que la segunda especie sea capaz de
degradar compuestos que la primera especie fue capaz de hacerlo parcialmente (Salleh et al.
2003).
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La literatura existente, dada a la probada capacidad degradadora de los microorganismos,
recomienda el uso de los siguientes microorganismos, cuando se trata de Hidrocarburos

Aromaticos Policiclicos (HAPS):

TABLA 3. Microorganismos con capacidad degradadora de HAPs.

Mycobacter calcoaceticus
Pseudomonas paucimobilis
Naftaleno P. putida
Rhodococcus sp.
Bacillus thermoleovorans
P. paucimobilis
Rhodococcus sp.
Antraceno Mycobacterium sp.
Cycloclasticus pugetii
Stroharia rugosoannulata
Alcaligenes faecalis
Arthrobacter olychromogenes
Fenantreno Pseudomonas sp.
B. cereus
Rhodococcus sp.
Mycobacterium sp.
Fluoranteno P. paucinobilis
Rhodococcus sp.
Rhodococcus sp.
Pireno Sphingomonas sp.
Mycobacterium sp.
Rhodococcus sp.
Criseno Pseudomonas sp.
Sphingomonas sp.

Datos obtenidos de (Cerniglia 1997)
1.7.1 BACTERIAS

Diferentes bacterias se han adaptado a toda clase de climas y microambientes de la tierra.
Microorganismos halofilos crecen en los estanques de salmuera con incrustaciones de sal,
microorganismos termofilos crecen en las humeantes pilas de carbdén o en aguas termales
volcanicas, y los microorganismos barofilos viven bajo una enorme presion en las profundidades
de los mares (Glazer and Nikaido 2007; Haritash and Kaushik 2009).
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Bacterias del género Pseudomonas y Bacillus, son modelos de degradacion de HAP’s ya que
estos exhiben altos niveles de tolerancia a la exposicién de HAPs asi como a la mezcla de estos y
alcanzando hasta un 95% de eliminacién de los compuestos presentes de forma individual asi

como en mezclas de estos (Rabodonirina et al. 2019).

1.7.2 HONGOS FILAMENTOSOS

Los hongos son particularmente eficaces en la colonizacion de la madera seca y son responsables
de la mayor parte de la descomposicion de materiales vegetales mediante la secrecion de potentes
enzimas extracelulares para degradar biopolimeros (Cerniglia 1997).

Los hongos son incapaces de utilizar compuestos inorganicos distintos de oxigeno como
aceptores terminales de electrones en la respiracion. También son menos versatiles que las
bacterias en la gama de compuestos organicos que si pueden utilizar como Unica fuente de
carbono (Glazer and Nikaido 2007; Haritash and Kaushik 2009).

Hongos del género Aspergillus y Cladosporium, son buenos modelos de degradacion de HAP’s
ya que estos son capaces de degradar en gran medida los HAP’s alcanzando hasta un 70% de
eliminacion de estos mismos, inclusive se ha demostrado que hongos del genero Aspergillus
como Aspergillus sydowii tiene la capacidad para degradar a estos compuestos en altas

concentraciones de salinidad (Giraud et al. 2001; Peidro-Guzman et al. 2021).

1.7.3 LEVADURAS EXTREMOFILAS

Las levaduras son un grupo de microorganismos de hongos microscopicos que presentan una
gran diversidad de taxonomia, fisiologia y ecologia, por esto mismo es que no se pueden definir
como organismos “normales” ya que tienen la capacidad de proliferar y sobrevivir en una extensa
variedad de ecosistemas y estan adaptadas a diferentes temperaturas, sustratos, ubicaciones
geogréficas y altitudes, de esta forma, es posible encontrar levaduras en glaciares, lagos salinos,
aguas acidas, suelo, aire y profundidades marinas (Satyanarayana and Kunze 2009; Starmer and
Lachance 2011).
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En los ultimos afios las levaduras han sido microorgansimos de estudio importante en el area de
biotecnologia debido a su diversidad metabdlica, presentando amplias posibilidades de
aplicaciones biotecnoldgicas como las que se pueden observar en la Tabla 4.

TABLA 4. Aplicaciones de levaduras extremofilas en distintas areas.

AREA DE APLICACION PRODUCTOS Y/O APLICACIONES
) Biorremediacion, degradacion de
Ambiental :
contaminantes
Biologia Celular y Molecular, Gendmica
Investigacion basica en Ciencias Bioldgicas Funcional, Ingenieria de Vias Metabolicas,
Biologia de Sistemas.
Descubrimiento de medicamentos,
Investigacién en Ciencias Biomédicas metabolismo y resistencia a medicamentos,
elucidacion de mecanismos de enfermedades.
) Proteccion de cultivos, seguridad agropecuaria,
Biocontrol

probidticos.
Cerveza, vino, sake, salsa de soya y otros

Fermentacion tradicional _
alimentos fermentados.

Datos obtenidos de(Borneff et al. 1968; Suess 1976)

Una levadura puede considerarse como extremdfila si ha sido aislada en repetidas ocasiones de
un habitat extremo, si muestra capacidades fisiologicas que permiten superar el estrés ambiental
del que fueron aisladas, y si tiene un crecimiento 6ptimo en el intervalo correspondiente a las
condiciones encontradas en el habitat extremo (Buzzini, Turchetti, and Yurkov 2018; Raspor and
Zupan 2001).

Las levaduras son capaces de habitar y proliferar en ambientes con condiciones extremas como
los pueden ser de temperatura, salinidad, pH, presion, oxigenacion, disponibilidad de agua,
nutrientes y en presencia de sustancias toxicas; por esto mismo se han vuelto buenos modelos

para estudiar los mecanismos fisioldgicos y moleculares al interaccionar con compuestos
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xenobidticos ya que se ha demostrado que son mejores biosorbentes y degradan a estos
compuestos con mayor eficacia en comparacion con bacterias, hongos y microalgas, esto en
aguas residuales debido a su alta tasa de crecimiento y estructura de la pared celular (Bahafid et
al. 2017; Bajgai, Georgieva, and Lazarova 2012).

Levaduras pertenecientes a los géneros Candida, Cryptococcus, Pichia, Rhodosporidium,
Rhodotorula y Saccharomyces son modelos utilizados en el estudio los cuales son considerados
como degradadores potenciales de contaminantes organicos nocivos, como alifaticos y HAP's
(Boz et al. 2015; Hesham et al. 2012).

1.7.4 CONSORCIOS MICROBIANQOS

Con frecuencia, los hongos y las bacterias complementan las capacidades de cada uno en la
degradacion de materiales complejos. Un consorcio es un sistema de varios organismos
(generalmente son de 2 organismos) en los que cada organismo aporta algo necesario para los
demas. Muchos de los procesos fundamentales de la naturaleza son el resultado de esas
interacciones entre los microorgansimos que influyen en la biosfera a escala mundial. Por
ejemplo, consorcios de bacterias y hongos juegan un papel indispensable en el ciclo de la materia

organica (Belviso et al. 2005).

Al descomponer los subproductos organicos y los restos de plantas y animales, liberan nutrientes

que sustentan el crecimiento de todos los seres vivos.

Como aplicacién tecnoldgica, se emplean en la preparacion de bebidas, alimentos y en la
fermentacion de productos lacteos, asi como en los procesos de biotratamiento de las aguas
residuales. Ultimamente, los retos que plantea la necesidad de limpiar los derrames masivos de
petréleo y para descontaminar los sitios de desechos toxicos con el minimo dafio permanente en
el medio ambiente, han dirigido la atencién a las poderosas capacidades de degradacion de los

consorcios de microorganismos (Mao et al. 2012).
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En suelos contaminados, las comunidades microbianas tienden a estar dominadas por las cepas
que son capaces de sobrevivir a la toxicidad y a su vez, son capaces de utilizar la sustancia
contaminante en si, para su crecimiento. Como respuesta al tratamiento de biorremediacion, estas
poblaciones pueden comenzar a degradar activamente los contaminantes y desintoxicar el suelo,
permitiendo que otras poblaciones en reposo/inanicion, pueden aumentar su namero, lo que

conduce a un aumento de la comunidad microbiana en el suelo (Zucchi et al. 2003).

De acuerdo con la informacién antes presentada, sabemos que el uso de la biorremediacién como
estrategia presenta numerosas ventajas respecto a las estrategias de remediacion de indole
quimicas o fisicas. Estas ventajas son las siguientes: es una herramienta con poca demanda de
energia, es mas econdémica en comparacion con las otras estrategias posibles, puede funcionar
como complemento de otras técnicas, causa una perturbacion minima en el sitio de operacion,

resulta en operaciones sencillas y de bajos requerimientos.

2. ANTECEDENTES

Anteriormente se han utilizado microorganismos como bacterias y hongos filamentosos para la
degradacion de compuestos organicos tanto en suelos como en aguas subterraneas, sin embargo,
las levaduras se han usado menos o se han olvidado en su mayoria para experimentos de
biodegradacion. A continuacion, se mencionan ejemplos donde se demuestra la razon de porque
utilizar a las levaduras como modelos para la biodegradacion de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAPS):

En el afio 1998 M. C. Romero et al. aislaron cepas autdctonas de levaduras y bacterias de una
corriente cotaminada y se estudié el potencial que estas tenian para degradar el fenantreno
utilizandolo como Unica fuente de carbono y energia. Rhodotorula glutinis y Pseudomonas
aeruginosa fueron los microorganismos predominantes que utilizaron al fenantreno. Estos
microorganismos fueron inoculadas en medio basal mineral liquido a 25, 50, 100 y 200 ppm de
fenantreno en solucién etandlica. Observaron una degradacién casi completa del fenantreno
durante el periodo de incubacién de 1 mes. R. glutinis crecié exponencialmente hasta un maximo

de 9,5x10° unidades formadoras de colonias (UFC) ml?, con un breve lapso de tiempo en una
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concentracion de 200 ppm. La mayor densidad (1,4x10" UFC ml™) sin tiempo de retardo se
obtuvo con 50 ppm; se observaron nimeros de células méas bajos a 25 y 100 ppm Observaron una
reduccion a una décima parte del nimero de células de levadura en los niveles mas bajos de PAH
en el dia 28 de incubacion y se observo una disminucion de 100 veces con 200 ppm. Concluyeron
que R. glutinis fue tan activa como P. aeruginosa al crecer en fenantreno y que la degradacion de
hidrocarburos aromaticos se correlaciond directamente con la densidad microbiana y el aumento
de la biomasa (M. C. Romero et al. 1998).

En el afio 2002 Romero et al. realizaron un estudio con hongos saprotréficos del suelo Fusarium
solani (Mart.) Sacc., Cylindrocarpon didymum (Hartig) Wollenw, Penicillium variabile Sopp. y
las levaduras Rhodotorula glutinis (Fresenius) Harrison y Rhodotorula minuta (Saito) Harrison
cultivandolas en medio mineral con pireno. Las concentraciones de pireno restantes fueron
determinadas peridédicamente durante 20 dias de incubacion mediante HPLC. Descubrieron que
F. solani y R. glutinis metabolizaban el pireno como Unica fuente de carbono. Las diferencias en
sus actividades al inicio de los cultivos desaparecian al final del experimento, cuando detectaron
32 y 37% de la concentracion original de pireno, para los hongos y levaduras del suelo,
respectivamente. Entre los hongos filamentosos, F. solani fue pireno altamente activo y oxidado;
ademas, observaron tasas de degradacion pequefias pero significativas en cultivos de C. didymum
y P. variabile. Mencionaban que los cultivos de R. glutinis y R. minuta mostraban una capacidad
similar para biotransformar el pireno, y el 35 % de la concentracién inicial se consumia al final
del ensayo. Y también mencionaban que se obtenian los mismos resultados en los experimentos

con o sin glucosa como cosustrato (M. Cristina Romero et al. 2002).

En el afio 2003 Rosa Margesin et al. evaluaron el potencial de 61 cepas bacterianas y 28 de
levaduras adaptadas al frio, para utilizar fracciones representativas de hidrocarburos de petréleo
(n-alcanos, hidrocarburos aromaticos monoaromaticos y policiclicos) para el crecimiento y para
producir varias enzimas a 10 °C. Compararon la eficiencia de las cepas bacterianas y de las
levaduras, encontrando que el rango de temperatura de crecimiento de las cepas de levadura fue
significativamente menor que el de las cepas bacterianas. Encontraron que solo el 6% de las
cepas bacterianas pero el 79% de las cepas de levadura utilizaban al n-hexadecano para el

crecimiento, mientras que el 13% de las cepas bacterianas y el 21-32% de las cepas de levadura
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utilizaron fenol, fenantreno o antraceno para su crecimiento y solo cuatro cepas de levadura, pero
ninguna de las cepas bacterianas, pudieron crecer con todos los hidrocarburos analizados. La
biodegradacion del fenol se investigo en cultivos discontinuos alimentados a 10°C. Tres cepas de
levadura degradaron concentraciones de fenol tan altas como 10 mM (una cepa) o 12,5 mM (dos
cepas). De ocho cepas bacterianas, dos degradaron hasta 10 mM de fenol. La temperatura 6ptima
para la degradacién del fenol fue de 20°C para las ocho cepas bacterianas y para dos cepas de
levadura. La biodegradacion de cinco cepas de levadura fue dptima a 10 °C y mas rapidaa 1 °C
que a 20 °C. Teniendo como conclusion que las cepas de levaduras pueden llegar a ser mejores
modelos para la biodegradacién de HAPs (Rosa Margesin et al. 2003).

En el afio 2004 Pan et al. aislaron a la levadura Pichia anomala 2.2540 de suelo contaminado por
pétroleo crudo, esta levadura utiliza naftaleno y fenantreno como Unicas fuentes de carbono, pero
también degrada el dibenzotiofeno y el criseno a traves del co-metabolismo Encontraron que
Pichia anomala 2.2540 degradd cuatro HAPSs, degrado a naftaleno y fenantreno por metabolismo
directo, mientras que degradd a dibenzotiofeno y criseno por co-metabolismo. También se
encontré que la levadura toler6 65 ppm de naftaleno y que degradd el criseno en presencia de
naftaleno, sin embargo, no se observo degradacion del criseno en soluciones que contenian los

cuatro PAHSs antes mencionados en un lapso de tiempo de 96 horas (Pan et al. 2004).

En el afio 2004 Potin, Veignie, and Rafin investigaron la capacidad de un hongo Deuteromiceto,
Cladosporium sphaerospermum, previamente aislado del suelo de una planta de fabricacion de
gas envejecido, para degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos. Encontrando que esta cepa
fue capaz de degradar los PAH en suelos no estériles (promedio del 23 %), incluidos los PAH de
alto peso molecular, después de 4 semanas de incubacion. En un experimento de microcosmos, el
agotamiento de PAH se correlaciond claramente con el establecimiento de hongos. En cultivo
liquido, esta cepa degrad6 rapidamente el benzo(a)pireno durante su primera fase exponencial de
crecimiento (18% después de 4 dias de incubacién). Entre las actividades de enzimas
ligninoliticas extracelulares que analizaron, detectaron solo actividad de lacasa en cultivo liquido
en ausencia o en presencia de benzo(a)pireno. Por lo tanto sugierene que C. sphaerospermum
podria ser un candidato potencial para una biorremediacion efectiva de suelos antiguos
contaminados con PAH (Potin, Veignie, and Rafin 2004).
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En el afio 2010 Sood, Patle, y Lal aislaron una nueva cepa de levadura la cual llamaron Candida
digboiensis TERI ASN6 con capacidad de degradar a los hidrocarburos el petr6leo a un pH = 3 en
condiciones de laboratorio. Por lo tanto, probaron a TERI ASN6 con varios tratamientos para la
remediacion de lodos aceitosos acidos, siendo el tratamiento con nutrientes el que mostré mayor
degradacion de los hidrocarburos en el lodo aceitoso. Encontraron que la nueva cepa de levadura
TERI ASN6 pudo degradar 40 mg de eicosano en 50 ml de medio minimo de sales en 10 dias y 72
% de heneicosano en 192 horas a un pH = 3. En el estudio que realizaron de factibilidad, la
aplicacion de TERI ASN6 con nutrientes mostré una reduccion de hidrocarburos de petroleo
totales extraibles con solvente (TPH) de 160 a 28,81 g kg™ de suelo en comparacién con una
reduccion de TPH de 183,85 a 151,10 g kg™ de suelo en el control no tratado en 135 dias. Con
estos datos concluyeron que la cepa C. digboiensis es capaz de degradar eficientemente los
hidrocarburos presentes en el lodo aceitoso acido en el sitio contaminado esto debido a la
exposicion prolongada a los contaminantes a la que ha estado expuesta la levadura (Sood, Patle,
and Lal 2010).

En el afio 2012 Hesham et al. realizaron experimentos de bioaumentacién para la eliminacion de
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) de las aguas residuales utilizando bacterias y
levaduras. Construyeron tres sistemas, uno donde se inoculaba el consorcio en lodo activado
(AS), la mezcla de cinco cepas de levaduras (MY) las cuales son AH1 Candida maltosa
(CGMCC No. 2.4173), AH2 Pichia anomala (CGMCC No. 2.4177), AH3 Sporidiobolus
salmonicolor (CGMCC No. 2.4175), AH4 Pichia guilliermondii (CGMCC No. 2.4174), y AH5
Rhodotorula dairenensis (CGMCC No. 2.4176), y la mezcla de AS y las cinco cepas de levadura
(SY), respectivamente, y su desempefio para la remocion de HAPs de alto peso molecular en un
lapso de tiempo de 10 semanas. Lograron establecer con éxito dos sistemas de bioaumento
estables, MY y SY, mediante la inoculacion de las cinco cepas no autoctonas y demostraron un

alto rendimiento en la eliminacion de HAPs de alto peso molecular(Hesham et al. 2012).

En el afio 2014 Behnood, Nasernejad, y Nikazar realizaron un estudio utilizando al hongo de
podredumbre blanca Phanerochaete chrysosporium en donde evaluaban la capacidad degradativa

en petroleo crudo presente en aguas residuales salinas, encontraron que P. chrysosporium tiene
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una alta capacidad de degradacién en sitios con alta salinidad debido a la sintesis de la enzima
manganeso peroxidasa (MnP) la cual presenta una baja actividad en concentraciones de salinidad
arriba de 30 y 40 g/L en comparacion con la enzima lignina peroxidasa (LiP) que presenta una
total inhibicion en concentraciones de salinidad arriba de 40 g/L. De igual forma reportan que la
adicion de los tensioactivos Tween80 y NAR-111-2 tiene un efecto positivo en la degradacion del
petroleo crudo, siendo NAR-111-2 el més eficiente. Behnood, Nasernejad, y Nikazar reportan
que la maxima eficiencia de degradacion al lapso de 12 dias para la contaminacién con una
concentracion de 600 ppm en presencia de Tween80 en concentraciones de salinidad de 0, 20 y
40 g/L, equivale a 63.3%, 64.8% y 38.7%, respectivamente. Mientras que para NAR-111-2
equivale a 82.8%, 75.5% y 40.3%, respectivamente. Por lo tanto, Behnood, Nasernejad, y
Nikazar consideran a P. chrysosporium como un potentente hongo para la degradacién una
amplia gama de contaminantes ambientales en petroleo en ambientes salinos ademas de poder

crecer en estas condiciones (Behnood, Nasernejad, and Nikazar 2014).

En el afio 2014 Fan, Xie, y Qin demostraron la eficiencia de biorremediacion por medio de
bioaumentacion con la cepa de levadura Candida tropicalis SK21 aislada de suelo contaminado
con petrdleo, usandola en suelo arcilloso contaminado con 16.300 mg/kg de hidrocarburos totales
de petroleo (HTP), que comprendia un 51% de hidrocarburos saturados y un 31% de
hidrocarburos aromaticos. Encontraron que Candida tropicalis SK21 podia crecer en un rango de
pH de 3 a 9 en cultivo liquido, y se encontré que el pH éptimo era 6 tanto para el crecimiento
como para la produccion de biosurfactantes. A pH 6, el 96 % y el 42 % de HTP fueron
degradados por la cepa a las concentraciones iniciales de gaséleo de 0,5 % y 5 % (v/v),
respectivamente. La remediacion a través de la inoculacién de la levadura eliming el 83 % de
TPH en 180 dias, mientras que el experimento con los microorganismos autdctonos solo eliminé
el 61 %(Fan, Xie, and Qin 2014).

En el afio 2014 Cong et al. utilizaron tres cepas de levadura formadoras de biofilms, las cuales
fueron Candida viswanathii TH1, Candida tropicalis TH4 y Trichosporon asahii B1, estas fueron
aisladas de muestras de agua y sedimentos contaminados con aceite recolectadas en las zonas
costeras de Vietnam. El biofilm formado por una mezcla de estos organismos degradd 90, 85, 82

y 67% de fenol, naftaleno, antraceno y pireno, respectivamente, en un tiempo de incubacion de 7
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dias usando una concentracion inicial de 600 ppm de fenol y 200 ppm de cada uno de los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos. Ademas, este biofilm degrad6 por completo a los HAPs
que se encontraban en las aguas residuales recolectadas de los tanques de petrdleo en Do Xa,
Hanoi, después de 14 dias de incubacién segin el andlisis de espectrometria de masas por
cromatografia de gases (Cong et al. 2014).

En el afio 2014 Leelaruji et al. estudiaron la biodegradacion de cuatro tipos de HAPs (naftaleno,
antraceno, pireno y benzo[a]pireno) por lacasa producida a partir de la levadura Aureobasidium
pullulans var. melanogenum, sacado de un screening de la isla de Sichang (Tailandia). La
condicion éptima para el cultivo de A. pullulans var. melanogenum y su produccién de lacasa fue
evaluada por primera vez revelando que la produccién de lacasa se podia inducir con guayacol 2
mM y CuSO4 0,5 M en el medio de crecimiento de malta de levadura (YM). Despues de esto
liofilizaron la lacasa y se almaceno en forma de cépsula a +4 °C para mantener la actividad
enzimatica. La capacidad posterior para degradar naftaleno, antraceno, pireno y benzo[a]pireno
fue determinada mediante cromatografia liquida de alta resolucion. Los resultados revelaron que
la actividad lacasa de una capsula (0,16 g) de lacasa liofilizada era de 711 U mL-1 (4,4 U mg-1) y
podia degradar una mezcla de benzo[a]pireno (37 ug mL-1), antraceno (7.5 ug mL-1), pireno (99
ug mL-1) y naftaleno (90 ug mL-1) en 45.33, 38.16, 25.38 y 24.35 % después de 48 horas de
incubacion respectivamente. Ademas, el resultado también revel6 que la lacasa (5 g) de A.
pullulans puede degradar el naftaleno y el antraceno en muestras de suelo en un 51,34 y un 85,06

% respectivamente, después de una incubacion de 9 dias (Leelaruji et al. 2014).

En el afio 2015 Boz et al. obtuvieron 100 aislados de levadura de cuatro muestras diferentes. Tras
la incubacion que realizaron en medios que contenian diferentes compuestos de Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (naftaleno, fenantreno, pireno a 10 ppm) y petréleo crudo, se detectaron
12 aislados de levadura que degradaban mas de un hidrocarburo poliaromatico. Los analisis de
secuencias de las regiones de ARNr revelaron que las levaduras identificadas representaban 10
especies pertenecientes a 6 géneros. Los aislados fueron identificados como Candida
parasilopsis, Candida sinolaborantium, Cryptococcus albidus, Cryptococcus diffluens,
Cryptococcus uzbekistanensis, Pichia kudriavzevii, Rhodosporidium diobovatum, Rhodotorula

glutinis, Rhodotorula muciloginosa y Saccharomyces cerevisiae. (Boz et al. 2015)

27



En el afo 2015 Gargouri et al. aislaron dos cepas de levaduras (Candida tropicalis y
Trichosporon asahii) de aguas residuales de refinerias industriales, fueron seleccionadas en
funcién de su capacidad para utilizar varias clases de sustratos de hidrocarburos de petréleo,
como n-alcanos e hidrocarburos aromaticos como Unica fuente de carbono. Midieron diariamente
durante doce dias la capacidad de biodegradacion y la cantidad de biomasa mediante analisis
gravimétrico y cromatografia de gases junto con técnicas de espectrometria de masas. Las dos
cepas crecieron en n-alcanos de cadena larga, petroleo diesel y petréleo crudo, pero no lograron
crecer en n-alcanos de cadena corta e hidrocarburos aromaticos. Los atributos de medicion del
crecimiento de los aislamientos, utilizando n-hexadecano, aceite diesel y petréleo crudo como
sustratos, mostraron que la cepa Candida tropicalis tuvo una mejor degradacién de los sustratos
de hidrocarburos que la cepa Trichosporon asahii. Concluyendo que estas cepas de levaduras
pueden ser Utiles para el proceso de biorremediacion y disminuir la contaminacion por petréleo

en aguas residuales contaminadas con hidrocarburos de petrdleo (Gargouri et al. 2015).

En el afio 2016 Romero et al. aislaron levaduras de muestras contaminadas con hidrocarburos, los
aislamientos se crecieron en placas con presencia de antraceno. Realizaron la caracterizacion
molecular mediante un anélisis de secuencias de las regiones ITS1-5.8S rRNA-ITS4 y 26S
rRNA. Encontrando cepas de Candida parasilopsis, Pichia anomala y Rhodothorula
mucilaginosa siendo las levaduras prevalentes. La degradacion de antraceno se evalud en
sistemas de suelo con 0, 50, 100, 150, 200 y 250 ug An/l, 3 tipos diferentes de sorbentes, carbono
organico, nitrégeno organico, PAHSs, arena:limo:arcilla, pH y capacidad de intercambio cationico.
Encontraron que la transformacion de antraceno fue mayor en la fase liquida organica que en las
absorbidas por el suelo. Al final concluyen que C. parasilopsis y R. mucilaginosa presentan una

mayor desorcién de antraceno (Romero et al. 2016).

En el afio 2016 Mao y Guan descubrieron que una cepa fungica PZ-4 aislada de un suelo
contaminado con Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHsS) tenia la capacidad de
degradarlos. Esta cepa fungica fue identificada como Scopulariopsis brevicaulis segun la
secuencia del gen 18S rRNA. Encontraron que PZ-4 pudd eliminar fenantreno (60 %),

fluoranteno (62 %), pireno (64 %) y benzo[a]pireno (82 %) en medio liquido después de 30 dias
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de incubacion. Ellos establecieron microcosmos para evaluar el potencial de biorremediacion de
PZ-4 en un suelo contaminado con PAHSs. Después de la incubacion durante 28 dias, el 77 % del
total de PAHs se eliminaba del suelo con la adicion de la suspension de PZ-4, la mayor
eliminacion de PAHSs se produjo en fenantreno (89 %) y benzo[a]pireno (75 %). Concluyendo
que esta cepa fungica podria ser un candidato prometedor para la biorremediacion de suelos
contaminados con PAHs (Mao and Guan 2016).

En el afio 2017 Hadibarata y colaboradores recolectaron y seleccionaron a Candida sp. S1 del
bosque tropical de Malasia para degradar pireno, esto en funcion de la capacidad de decolorar
RB5 (Reactive Black 5) el cual es un colorante reactivo utilizado para industrias, principalmente
en las productoras del papel, por lo tanto, si son capaces de decolorar estos reactivos son capaces
de degradar hidrocarburos. Colocaron a Candida sp. S1 en distintas condiciones las cuales
incluyeron temperatura, agitacion, pH, concentracion de glucosa, salinidad y concentracion
inicial de pireno. Encontraron que Candida sp. S1 tiende a tener una alta capacidad de
degradacion sobre el pireno y crecimiento en una temperatura optima de 28°C en una agitacion
de 80 RPM, sin embargo, reportan que hubo un beneficio de estos efectos en condiciones acidas
y que Candida sp. S1 no puede utilizar al pireno como Unica fuente de carbono y energia, por lo
tanto, la adicion de glucosa mejora la tasa de crecimiento y degradacion. También mencionan que
el crecimiento de Candida se ve favorecida por el aumento de la salinidad mientras que la
degradacion maxima de pireno alcanzé los 24 g L. Por lo tanto, Hadibarata y colaboradores
consideran a Candida sp. S1 como un potente hongo para la degradacion de pireno en un

ambiente acido y salino (Hadibarata et al. 2017).

En el afio 2018 Kamyabi, Nouri, y Moghimi realizaron un estudio con la levadura Basidiascus
persicus EBL-C16 para degradar al pireno en presencia de sales al igual que se analizaba la via de
degradacion del pireno. Encontraron que esta levadura tiene una alta capacidad para degradar al
pireno en altas concentraciones y en presencia de sales. También hicieron un co-cultivo de B.
persicus con Pseudomonas y ramnolipido arrojando un buen rendimiento de degradacion de
HAPs. Por lo tanto, Kamyabi, Nouri, y Moghimi consideran a B. persicus EBL-C16 como una
potente levadura halotolerante en la degradacidén de pireno y otros HAPs presentes en medios

salinos y naturales contaminados (Kamyabi, Nouri, and Moghimi 2018).
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En el afio 2018 Mandal y Das estudiaron la degradacion de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos de alto peso molecular (Benzo(a)pireno, perileno y benzo[ghi]perileno en el suelo
utilizando consorcios de levaduras conformado por Rhodotorula sp. NSO1, Hanseniaspora
opuntiae NS02, Debaryomyces hansenii NSO3 y Hanseniaspora valbyensis NSO4 en diversas
matrices convencionales y materiales de desecho bioldgico. Encontraron que habia una
biodegradacion mejorada cuando utilizaban consorcios de levaduras inmobilizadas en polvo de
aserrin (SDP) que fue quimicamente modificadé (M-SDP), esta modificacion provocd la
destruccion de los anillos de benceno en la celulosa y mejor6 la porosidad del polvo de aserrin al
disminuir la cristanilidad de la biomasa. La aplicacion del M-SDP mostrd una mayor degradacion
de benzo[a]pireno (82,5 %), sequida de perileno (75,1 %) y benzo[ghi]perileno (63,4 %) después
de 40 dias de incubacion (Mandal and Das 2018).

En el aflo 2018 Hashem et al. probaron 67 cepas de levaduras para determinar su potencial de
crecimiento  en hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Las seis cepas mas eficaces se
identificaron mediante el andlisis de secuencias del dominio variable D1/D2 de la subunidad
grande 26S del ADN ribosomal. La identidad de estas cepas se confirmé como Yamadazyma
mexicana KKUY-0160, Rhodotorula taiwanensis KKUY-0162, Pichia kluyveri KKUY-0163,
Rhodotorula ingeniosa KKUY-0170, Candida pseudointermedia KKUY-0192 y Meyerozyma
guilliermondii KKUY-0214. Todas las cepas mencionadas fueron capaces de utilizar y crecer en
ambos hidrocarburos, sin embargo, Rhodotorula taiwanensis KKUY-0162 surgié como el mejor
degradador de octanaje, y Rhodotorula ingeniosa KKUY-170 fue el mejor degradador de pireno.
Realizaron un analisis cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas el cual aprobd
la presencia de muchos compuestos quimicos que podrian ser metabolitos de transicion o

secundarios durante la utilizacion de los hidrocarburos (Hashem et al. 2018).

En el afio 2021 Martinez Avila y colaboradores realizaron un estudio con la levadura
poliextremotolerante Rhodotorula mucilaginosa EXF-1630 para degradar fenantreno vy
benzo(a)pireno en condiciones salinas, encontraron que R. mucilaginosa EXF-1630 utiliza a estos
hidrocarburos como Unica fuente de carbono, inclusive lo comparan con la glucosa como fuente

de carbono y mencionan que tiene la misma eficacia en cuanto al crecimiento del hidrocarburo.
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Ademaés realizaron estudios toxicoldgicos en bacteria, planta y 2 tipos de células humanas para
saber si auin se tenia presente alguno de estos 2 hidrocarburos, sin embargo, no se encontré algun

efecto citotoxico en alguno de estos organismos (Martinez-Avila et al. 2021).

Teniendo en cuenta la evidencia antes presentada en distintos estudios cientificos de

biorremediacién con levaduras es que nos planteamos la siguiente hipotesis:

3. HIPOTESIS

Las levaduras extremoéfilas/extremotolerantes tienen la capacidad de utilizar a los Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (HAPs) como Unica fuente de carbono para aumentar la biomasa en
condiciones salinas.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad de una coleccion de levaduras extremofilas/extremotolerantes para la

degradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar el crecimiento de levaduras extreméfilas en medio minimo con Fenantreno y
p-Benzoquinona como unica fuente de carbono.
2.- Evaluar el crecimiento de levaduras extremofilas Fenantreno y p-Benzoquinona en medio

minimo suplementado con variaciones de nutrientes y salinidad conocida.

6. MATERIALES Y METODOS
Microorganismos y reactivos

Las cepas de levaduras a utilizar durante este trabajo se muestran en la siguiente tabla:

TABLA 5. Coleccion de levaduras extremofilas.

Origen Cepa
Repositorio de la Universidad de Mrakia sp.
Querétaro. Donadas por la Dra. Cystofilobasidium sp.
Rosa Paulina Calvillo Medina. Protomyces sp.
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Phenoliferra sp.

Leucos poridium sp.

Basidiomycota sp.

Tausonia sp.

Aureobasidium sp.

Centro de Investigacion en
Biotecnologia (CEIB) Donado por
el Dra. Irén Tapia Vazquez

Rhodotorula sp. 1

Rhodotorula sp. 2

Rhodotorula sp. 3

Rhodotorula sp. 4

Naganishia sp.

Universidad de Liubliana,
Eslovenia. Donadas por la Dra.

Nina Gunde-Cimerman

Naganishia liquefaciens EXF. 3435

Naganishia diffluens EXF. 150

Naganishia friedmani EXF. 14968

Naganishia albida EXF. 1599

Naganishia albidosimilis EXF.
1563

Sporobolomyces ruberrimus EXF.
8989

Sporobolomyces roseus EXF. 3791

Hortaeae werneckii EXF. 2000

Aureobasidium subglaciale EXF.
2481

Exophiala dermatitidis EXF. 5573

Zalaria obscura EXF. 1936

Sporobolomyces salmonicolor EXF.
300

Sporobolomyces sp. EXF. 12342

Sporobolomyces lactosus EXF.
10135

Aureobasidium pullulans EXF. 150
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Estas cepas se conservaron en placas Petri a 4°C. Adicionalmente, se conservaron colonias de
estas cepas en una solucién de glicerol 20% a -80°C.
Todos los reactivos por utilizar en este trabajo fueron adquiridos de las firmas: Sigma-Aldrich

(Fenantreno y p-benzoquinona).

Medios de cultivo y soluciones

Medio salino: Para la preparacion de medio salino se utilizaron los siguientes reactivos a las
concentraciones indicadas para 400 mL de agua destilada: 3.12 mg de CuSOg4, 7.2 mg de FeSOs,
200 mg de MgSOs, 4 mg de ZnSO4, 20 mg de KCI, 400 mg de KoHPO4 y 800 mg de NH4NO:s.
Medio extracto de levadura (YPD): Para la preparacion del medio YPD se utilizaron los
siguientes reactivos a las concentraciones indicadas para 100 mL de agua destilada: 1 gramo de
extracto de levadura, 2 gramos de peptona, 2 gramos de agar y dextrosa al 20%.

Medio agar de dextrosa y papa (PDA): Para la preparacion del medio PDA se disolvieron 11.7
gramos del reactivo en un volumen de 300 mL de agua destilada.

Medio agar extracto de malta (MEA): Para la preparacion del medio MEA se utilizaron los
siguientes reactivos a las concentraciones indicadas para 300 mL de agua destilada: 6 gramos de
malta, 6 gramos de dextrosa, 0.3 gramos de peptona y 6 gramos de agar.

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs): En acetona se realizaron las diluciones del

fenantreno y p-benzoquinona a una concentracion de 10,000 ppm.

Crecimiento de levaduras en presencia de fenantreno y p-benzoquinona

Se obtuvo un cultivo fresco (4 dias) de cada cepa sobre medio YPD. El preindculo se incubo6 a
28°C. Se recolectaron las células y se centrifugaron a 6,000 RPM por 5 minutos. Se desecho el
sobrenadante en hipoclorito de sodio (NaClO). Se realizé un lavado con solucion salina (NaCl al
1%) para eliminar el medio YPD. Centrifugacion de nuevo a 6,000 RPM por 5 minutos. Se
desechd de nuevo el sobrenadante en NaClO. Una vez hecho el lavado se resuspendieron las
células en MM. Se adicion6 fenantreno y p-benzoquinona en concentraciones de 100 ppm y 25
ppm, a partir de una solucién stock de 10,000 ppm de los HAPs en acetona. Se dejaron incubando
en tubos de ensayo en el lapso de 0, 7 y 14 dias a 28°C, se hicieron lecturas en los dias antes

mencionados.
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Tolerancia al NaCl y utilizacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos por la coleccion

de levaduras

Se obtuvo un cultivo fresco (4 dias) de cada cepa sobre medio YPD. EIl preindculo se incub6 a
28°C. Se recolectaron las células y se centrifugaron a 6,000 RPM por 5 minutos. Se desecho el
sobrenadante en hipoclorito de sodio (NaClO). Se realiz6 un lavado con solucién salina (NacCl al
1%) para eliminar el medio YPD. Centrifugacion de nuevo a 6,000 RPM por 5 minutos. Se
desecha de nuevo el sobrenadante en NaCIlO. Una vez hecho el lavado se resuspenden las células
en MM.

Se prepararon 8 condiciones para el cultivo de las levaduras, siendo medio minimo el que se
encontraba presente en todas las condiciones. Agregando los diferentes nutrientes a las

condiciones como se muestra a continuacion:

Condicionl: Fentreno/p-benzoquinona

Condicion 2: Glucosa al 0.5% + Fentreno/p-benzoquinona

Condicion 3: YPD 0.5% + Fentreno/p-benzoquinona

Condicion 4: Extracto de levadura 0.5% + Fentreno/p-benzoquinona

Condicion 5: NaCl 0.5 M + Fentreno/p-benzoquinona

Condicion 6: Glucosa al 0.5% + NaCl 0.5 M + Fentreno/p-benzoquinona

Condicion 7: YPD 0.5% + NaCl 0.5 M + Fentreno/p-benzoquinona

Condicion 8: Extracto de levadura 0.5% + NaCl 0.5 M + Fentreno/p-benzoquinona

Se adiciono fenantreno y p-benzoquinona en concentracion de 100 ppm, a partir de una solucion
stock de 10,000 ppm de los HAPs en acetona. Se dejaron incubando en tubos de ensayo en el

lapso de 0, 7 y 14 dias a 28°C, se hicieron lecturas en los dias antes mencionados.

Andlisis estadistico multivariado

Los analisis estadisticos multivariados (U de Mann-Whitney y Kurskal wallis) fueron realizados

con el software IBM SPSS statistics 22 y el grafico fue hecho en Rstudio.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento de 14 cepas de levadura en presencia de fenantreno y p-benzoquinona en

medio minimo en tubos de vidrio de ensayo.

Las células preinoculadas en medio YPD se recolectaron, se realizaron lavados con solucién
salina para después ser resuspendidas en medio minimo para asi ser incubadas en tubos de vidrio

de ensayo por 14 dias a 150 rpm a 28°C.

Se evalud el crecimiento de la coleccion de las 14 cepas levaduras extremdfilas para crecer en
medio minimo en presencia de p-Benzoquinona o Fenantreno como Unica fuente de carbono. La
tabla 6 muestra la eficiencia de crecimiento durante el ensayo, en la cual se puede observar que
hay un mayor crecimiento para Rhodotorula sp. 2 y Rhodotorula sp. 4 en presencia de
Fenantreno, mientras que Rhodotorula sp. 2, Rhodotorula sp. 4, Z. obscura, Naganishia albida y

Naganishia sp tuvieron un mayor crecimiento en presencia de p-Benzoquinona.

Los resultados de otros grupos de investigacion han demostrado que las levaduras del género
Rhodotorula como Rhodotorula glutinis, Rhodotorula muciloginosa (Boz et al. 2015),
Rhodotorula taiwanensis KKUY-0162 y Rhodotorula ingeniosa KKUY-0170 (Hashem et al.
2018), son consideradas como uno de los géneros con mayor capacidad para crecer en presencia
de contaminantes organicos, como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (Hesham et al. 2012;
Mandal and Das 2018).
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TABLA 6: Evaluacion del crecimiento de 14 cepas de levadura en presencia de
fenantreno y p-benzoquinona en medio minimo en tubos de vidrio de ensayo.

Fenantreno p-Benzoquinona
0
Levaduras OOQ
o]
Day 7 Day 14 Day 7 Day 14
Rhodotorula sp. 1 + + + ++
Rhodotorula sp. 2 + ++ ++ 4+
Rhodotorula sp. 3 + + + ++
Rhodotorula sp. 4 + ++ + 4+
Hortaea werneckii
EXF-2000 ¥ * * +
Zalaria obscura
EXF-1936 ¥ * * ++
Leucosporidium sp. + + + +
Cystofilobasidium sp. + + + +
Protomyces sp. + + + +
Aureobasidium sp. + + + +
Naganishia albida
EXF-1599 ¥ * * +
Aureobasidium pullulans
EXF-150 * * T+ +
Naganishia sp. + + + ++
Sporobolomyces ruberrimus
EXF-8989 ¥ * * +
+++: Yeast Growth = 8.1 - 12 (D.O. 600 nm day 7 or 14 / D.O. 600 nm day 0)
++:YG=4.1-8
+ YG=0-4
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Tolerancia al NaCl y utilizacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos por la coleccion
de levaduras

Las células preinoculadas en medio YPD se recolectaron, se realizaron lavados con solucion
salina para después ser resuspendidas en medio minimo suplementado con cada una de las
condiciones y colocar 200 uL en placa de 96 pozos para asi ser incubadas por 14 dias a 150 rpm a
28°C.

Se analiz6 el crecimiento de la coleccion de las 14 cepas levaduras extremofilas para crecer en 8
condiciones distintas en presencia de p-Benzoquinona o Fenantreno como Unica fuente de
carbono. La figura 6A y 6B muestran el aumento de biomasa durante el ensayo, en la cual se
puede observar que para Rhodotorula sp. 1, Rhodotorula sp. 3 y Naganishia sp. presentan alta
tasa de crecimiento celular en la condicion de medio minimo + YPD 0.5% y medio minimo +
extracto de levadura al 0.5% en presencia de p-Benzoquinona, mientras que Sporobolomyces
ruberrimus, Hortae werneckii, Naganishia sp. y Rhodotorula sp. 2 presentan alta tasa de

crecimiento celular en las condiciones salinas (NaCl) en presencia de fenantreno.

Los experimentos se realizaron por triplicado para después promediarlos y hacer una relacion
(division de promedios) de Dia 7 y 14 entre el Dia 0, obteniendo asi un rango de D.O. minimo de
1 representado por el color cyan y un maximo de 6 representado por el color amarillo en el

heatmap (ver Figura 6B).
Mientras que en la Figura 6A se representan los mismos datos, pero en un grafico de esferas

donde la D.O. minima se representa de color azul con esferas pequefias hasta la D.O. maxima que

es representada con el color amarillo y esferas grandes.
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FIGURA 6. Se prepararon inoculos de las 14 cepas de levadura y se colocaron en 8 condiciones en presencia de fenantrenoy en

presencia de p-benzoquinona a una concentracion de 100 ppm. A: Representacion en gréfico de esfera, B: Mismos resultados presentados
en mapa de calor
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FIGURA 7. Analisis estadistico multivariado realizado con la prueba de Kruskal-wallis y de U de Mann-
Whitney por medio del programa IBM SPSS statistics 22 y representado en scatterplot. A. Se observan
condiciones de crecimiento celular de menor a mayor de acuerdo a la D.O. 600.m. B. Se observan las cepas de

levaduras de acuerdo a las que presentaron mayor D.O. 600nm.

Por medio de analisis estadistico multivariado con el programa IBM SPSS Statistics haciendo la
prueba de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney logramos seleccionar 5 cepas de levaduras y 2
condiciones de cultivos a partir de la coleccion de las 14 cepas de levaduras, siendo Rhodotorula
sp. 1, Rhodotorula sp. 2, Rhodotorula sp. 3, Leucosporidium sp. y Z. obscura las cepas que
presentaban un mayor crecimiento en presencia de Fenantreno y p-Benzoquinona, mientras que
las condiciones que beneficiaban a las cepas fueron medio minimo + YPD 0.5% y medio minimo

+ Glucosa 0.5% + NaCl 0.5M.
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Los resultados anteriores (figura 6 y 7) son similares a los que han obtenido en otros grupos de
investigacion como los resultados de Martinez-Avila et al. quienes estudiaron la respuesta que
tiene Rhodotorula mucilagenosa EXF-1630 (Martinez-Avila et al. 2021) a condiciones
hipersalinas y encontrando que el crecimiento de esta levadura no se vio afectado por el aumento
de la salinidad debido a su tolerancia. Por lo tanto, estos resultados indican que Rhodotorula sp.
1, Rhodotorula sp. 2, Rhodotorula sp. 3, Leucosporidium sp. y Z. obscura pueden ser levaduras
con la capacidad de biodegradar compuestos aromaticos y de esta forma utilizarlas para la
biorremediacién de HAPS en aguas Yy suelos con salinidad (Hadibarata et al. 2017; Kamyabi,
Nouri, and Moghimi 2018).
8. CONCLUSIONES

X2 Determinamos que las levaduras extremofilas Rhodotorula sp. 1, Rhodotorula sp.
2, Rhodotorula sp. 3, Rhodotorula sp. 4, Z. obscura. N. albida y Naganishia sp. crecieron

en medio minimo con Fenantreno y p-Benzoquinona como Unica fuente de carbono.

X Determinamos que las levaduras Rhodotorula sp. 1, Rhodotorula sp. 2,
Rhodotorula sp. 3, Leucosporidium sp. y Z. obscura crecen en presencia de Fenantreno y
p-Benzoquinona en medio minimo suplementado con variaciones de nutrientes y

salinidad.
9. PERSPECTIVAS
Los siguientes pasos por seguir en la investigacion seran:
¢+ Evaluar el crecimiento de las levaduras Rhodotorula sp. 1, Rhodotorula sp. 2,
Rhodotorula sp. 3, Rhodotorula sp. 4, Naganishia sp, S. ruberrimus, H. werneckii,
Leucosporidium sp. y A. pullulans a distintas temperaturas, pH, condiciones de salinidad

y en combinacion con los compuestos aromaticos.

¢+ Evaluar el crecimiento de consorcios de levaduras en presencia de Fenantreno y p-

Benzoquinona.
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% Evaluar la degradacion de los compuestos aromaticos Fenantreno y p-Benzoquinona

mediante la técnica de HPLC.
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