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1. INTRODUCCION.

Uno de los problemas mas serios a nivel mundial, es la contaminacion de suelos vy
acuiferos con petréleo y sus derivados. Aunado a los efectos tdéxicos que produce sobre
la flora y fauna de un habitat determinado, este contaminante puede ser transportado en
el ambiente por diversos mecanismos naturales (precipitaciones pluviales, lixiviacion,

etc.), incrementando el riesgo a la exposicion y a la salud.

El agua es imprescindible para la conservacién de la vida en el planeta. Actualmente la
contaminacion creciente de los cuerpos de agua, asi como la escasez de fuentes de
agua potable ,

son problemas que demandan urgente atencién desde varias aristas del conocimiento.
La aplicacion de la Biotecnologia, como herramienta que permite el uso sostenible de
organismos o sus bioproductos, constituye una alternativa para atender la contaminacion
de acuiferos. La restauracion de aguas residuales o contaminadas permitiria su
reutilizacion para diferentes sectores que consumen grandes volumenes, tales como el

uso doméstico, industrial y agricola.

Se considera que la liberacion de hidrocarburos en el medio ambiente ya sea accidental
o debido a actividades humanas es la causa principal de la contaminacion del agua y el

suelo.

La contaminacion del agua con hidrocarburos es un problema medioambiental que
ocasiona dafios ecologicos de un gran impacto en diferentes ambitos. Una de las
principales fuentes de contaminacién por estos contaminantes se genera por los

derrames o vertidos, los cuales pueden ser accidentales o provocados.

Las regiones con operacidon petrolera son vulnerables a contaminacioén por petréleo por
actividades de exploracion, transporte, y refinacién del crudo, y es por ello por lo que es
de vital importancia realizar investigaciones cientificas que busquen la soluciéon o
mitigacidn de la contaminacion por petréleo en los ecosistemas
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La contaminacién del suelo ha venido en gran parte como resultado de la exploracion,
explotacion, refinacion, almacenamiento y distribucion de petréleo crudo y sus derivados.
De acuerdo con lo anterior es necesario encontrar opciones factibles para tratamiento de

suelos contaminados.

Los hidrocarburos pueden generar dafnos de sistema local, ya que la acumulacion de
contaminantes en animales y tejidos vegetales puede causar la muerte o posibles

mutaciones.

Los compuestos en las diferentes fracciones de los hidrocarburos de petroleo afectan a
la salud de manera diferente. Algunos de ellos como el benceno, tolueno y xileno (que se
encuentran en la gasolina), pueden afectar el sistema nervioso de los seres humanos. La
inhalacion de concentraciones altas de benceno (100 ppm) durante varias horas puede
producir fatiga, dolor de cabeza nausea. La ingestion de algunos derivados de petrdleo
tales como la gasolina y keroseno, producen irritacion en la garganta y el estomago,
depresion en el sistema nervioso, dificultad para respirar y neumonia debido al paso de

liquido hacia los pulmones.

Los vertidos de hidrocarburos originan diferentes problemas fisioldgicos y/o bioquimicos
en los organismos afectados. Estos impactos van a tener consecuencias sobre su
viabilidad y éxito reproductivo, pueden provocar alteraciones genéticas. Todos estos
impactos determinan cambios en la eficacia bioldgica de los organismos afectados, y por
lo tanto generan respuestas demograficas (cambios en el tamafio y crecimiento de las
poblaciones de cada especie). Estos cambios en las poblaciones, junto con las
modificaciones en habitat en que se encuentran, generaran cambios en las relaciones
entre los diferentes componentes de los ecosistemas.

Los hidrocarburos aromaticos (tolueno, naftaleno, benzopireno, fenantreno) son los mas
toxicos: tienden a acumularse en las grasas y por ello son dificiimente eliminables por el

organismo.



Se considera que el petréleo es la fuente principal de energia para la sociedad, este
compuesto y sus productos de refinacion no son sustancias especificas y unicas, ya que
contiene una mezcla de hidrocarburos y otros compuestos cuyas propiedades fisicas y
quimicas son tan variadas, las cuales tienen un impacto ambiental en el cual se debe
realizar una investigacion y caracterizacion de la contaminacion para evaluar los dafios e

implementar una correlacion ambiental efectiva.

En México, la industria petrolera ha realizado diversas investigaciones en esta area en
los ultimos afos. Petrdleos Mexicanos (PEMEX), con ayuda del Instituto Mexicano del
Petréleo (IMP), ha sostenido una busqueda de medidas efectivas en términos de costo-
beneficio para recuperar algunos de los sitios contaminados mas problematicos en el
sureste mexicano, especialmente en los estados de Veracruz, Tabasco, Chiapas y
Campeche, en los cuales se ubica un gran numero de pasivos ambientales. Algunas de
estas medidas contemplan el uso de procesos que sean amigables con el ambiente, de
bajo costo y efectivos, como lo son los procesos de biorremediacion de suelos vy

acuiferos (Ledesma y col, 1994).

El proceso mas importante para eliminar los hidrocarburos no volatiles presentes en el
medio acuatico es la biodegradacion, en el cual, mediante la accion de algunos
microorganismos, se degradan los compuestos hasta la mineralizacion, obteniéndose

oxigeno, didéxido de carbono y agua (Paniagua y Rosales, 2015).

Es por esa razon que el estudio de microorganismos con potencialidades de degradar el
petréleo y sus derivados ha aumentado notablemente, mas si se trata de la busqueda de

cepas capaces de degradar compuestos recalcitrantes.

En términos generales se considera que la biorremediacion ha demostrado ser una
tecnologia de bajo costo, ademas de que no requiere técnicas sofisticadas para su
funcionamiento y ha demostrado su eficiencia en el tratamiento de contaminacién por
hidrocarburos, ya que esta técnica utiliza diferentes tipos de bacterias y hongos que son

capaces de sobrevivir y degradar a estos compuestos toxicos .



Dada la problematica que existe en México por la contaminacion de suelos y acuiferos
con hidrocarburos de petroleo, el presente trabajo de investigaciéon se centra en la
implementacion de un proceso de biodegradacion de estos contaminantes en un sistema
acuoso, utilizando cultivos secuenciales de hongos y bacterias. Se pretende obtener una
alternativa de solucién a la problematica ambiental en nuestro entorno, asi como
profundizar en el conocimiento de la diversidad microbiana y de la dinamica de sus

poblaciones en consorcios biodegradables.



2. ANTECEDENTES.

Desde la década de 1980, surgid el término de biorremediacion. Los cientificos
observaron que era posible aplicar estrategias de remediacion que fuesen bioldgicas,
basadas en la capacidad de los microorganismos de realizar procesos degradativos. Las
primeras experiencias que se tuvieron sobre biorremediacién fueron con el petroleo,
seguidas en su aplicacién a algunos compuestos organoclorados y otras observaciones
de los compuestos organofosforados. Posteriormente su aplicacion fue extendiéndose a
su uso para el tratamiento de suelos y acuiferos contaminados con un amplio espectro
de contaminantes.

Muchos autores han demostrado que los microorganismos, sobre todo algunas bacterias,
podian utilizar a los contaminantes como fuente de carbono y energia. Asimismo, el uso
de plantas es una alternativa debido a su asociacién con la rizosfera lo que permite

realizar procesos de remocion de diversos contaminantes y metales.

2.1. Biorremediacion.

La biorremediacion consiste en el uso de microorganismos o0 sus bioproductos para la
restauracion de ecosistemas impactados con xenobibdticos y/o contaminantes
emergentes. Esta tecnologia permite degradar parcial o totalmente los contaminantes
organicos presentes en matrices de suelo, agua o aire; o movilizar contaminantes
inorganicos, como los metales pesados, para garantizar procesos de mitigacion vy
restauracion ambientales. La biorremediacion es una biotecnologia poderosa que
permite frecuentemente la transformacion biolégica de moléculas organicas complejas
con elevada o potencial toxicidad, en moléculas organicas mas simples y menos tdxicas

(Alarcon y Ferrera, 2013).

La Biorremediacion es una herramienta que consiste en la explotacion de actividades
biolégicas para la mitigacion, y si es posible, la eliminacion completa de los efectos
nocivos causados por los contaminantes ambientales en un sitio determinado y puede
llevarse a cabo mediante el uso de diferentes organismos desde bacterias. (De Lorenzo y
Wood, 2008).



Otra definicion especifica de la biorremediacion consiste en un conjunto de metodologias
que utilizan microorganismos o parte de ellos seleccionados naturalmente o por
modificaciones de la ingenieria genética para degradar sustancias que se han trasladado
aun lugar que no corresponde o estan en cantidades no recomendables como resultante

de un proceso productivo mal manejado o de un incidente natural.

2.1.2. Potencial de la Biorremediacion.

La biorremediacion es un método especialmente atractivo de restauracion por varias
razones: 1) el costo es menos elevado en comparacion con otras tecnologias
alternativas; 2) es natural y normalmente no requiere el uso de agentes quimicos (como
solventes) y 3) tiene el potencial de transformar los contaminantes a productos no

peligrosos o los biodegrada completamente.

Para que la biorremediacion sea factible se debe considerar como de primordial
importancia a los microorganismos que son capaces de producir enzimas que degradan

al compuesto deseado.

También es importante considerar una fuente de energia, un aceptor de electrones (ya
que los microorganismos ganan su energia a través de reacciones redox), humedad
apropiada, el pH, la temperatura y los nutrientes necesarios para el crecimiento celular
(Cookson, 1995).

El uso de tecnologias de biorremediacion presenta varias ventajas respecto a otras
técnicas alternativas para eliminar los compuestos contaminantes como son los

tratamientos fisicos o quimicos tradicionales (Blasco y Castillo, 2014).

Dentro de las ventajas que podemos destacar en esta tecnologia de la Biorremediacion son
las siguientes:

e Los productos formados son generalmente inocuos o menos toxicos.

e Bajos costos de instalacion y operacion.
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e Tratamiento seguro con un minimo riesgo a la salud y al ambiente.

e Tecnologia aplicable y efectiva.

Las tecnologias de remediacién pueden clasificarse de diferentes maneras, con base
en los siguientes principios:

1. Estrategia de remediacion.

2. Lugar en que se realiza el proceso de remediacion.

3. Tipo de tratamiento.

Es importante mencionar que cada una de estas clasificaciones proporciona diferente

informacion acerca de las tecnologias de remediacion. (Van Deuren et al., 1997).

1. Estrategia de remediacion. Incluye tres estrategias basicas que pueden usarse

separadas o en conjunto, para remediar la mayoria de los sitios contaminados:

a) Destruccion o modificacion de los contaminantes. Este tipo de tecnologias busca

alterar la estructura quimica del contaminante.

b) Extraccion o separacion. Los contaminantes se extraen y/o separan del medio
contaminado, aprovechando sus propiedades fisicas o quimicas (volatilizacién,

solubilidad, carga eléctrica).

¢) Aislamiento o inmovilizacion del contaminante. Los contaminantes son

estabilizados, solidificados o contenidos con el uso de métodos fisicos o quimicos.

2. Tipos de remediacion. En general, se distinguen dos tipos de tecnologia.

a) In situ. Son las aplicaciones en las que el suelo contaminado es tratado, o bien,
11



b)

los contaminantes son removidos del suelo contaminado, sin necesidad de
excavar el sitio. Es decir, se realizan en el mismo sito en donde se encuentra la

contaminacion.

Ex situ. La realizacion de este tipo de tecnologias requiere de excavacion,
dragado cualquier otro proceso para remover el suelo contaminado antes de su

tratamiento que puede realizarse en el mismo sitio (on site) o fuera de él (off site).

3. Tipo de tratamiento. Esta clasificacion se basa en el principio de la tecnologia de

remediacion y se divide en tres tipos de tratamiento:

a)

b)

Tratamientos biolégicos (biorremediacién). Utilizan las actividades metabdlicas de
ciertos organismos (plantas, hongos, bacterias) para degradar (destruccion),

transformar o remover los contaminantes a productos metabdlicos inocuos.
Tratamientos fisicoquimicos. Este tipo de tratamientos utiliza las propiedades
fisicas y/o quimicas de los contaminantes o del medio contaminado para destruir,

separar o contener la contaminacion.

Tratamientos térmicos. Utilizan calor para incrementar la volatilizacion (separacion),

quemar, descomponer o fundir (inmovilizacion) los contaminantes en un suelo.
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de las tecnologias de remediacion, clasificadas de acuerdo con

Tratamiento
biolégico

Tratamiento
fisicoquimic
o

Tratamiento
térmico

el tipo de tratamiento. (Volke y Tania 2002)

Ventajas

= Son econémicos en
cuanto a costo.

= Son tecnologias mas
benéficas para el medio
ambiente.

= Los contaminantes son
totalmente destruidos.

= Se requiere un minimo o
ningun tratamiento
posterior.

= Son efectivos en cuanto
acosto.

= Pueden realizarse en
periodos cortos.

Tiempos rapidos de
limpieza.

2.2. Microorganismos biorremediadores:

Desventajas

Requieren mayores tiempos de
tratamientos.

Es necesario revisar la toxicidad
del intermediario y/o productos.
No pueden usarse si el tipo de
suelo no favorece al crecimiento
microbiano.

Los residuos generados por
técnicas de separacion deben,
tratarse o disponerse: aumento en
costos y necesidad de permisos.
Los fluidos de extraccién pueden
aumentar la movilizacion de los
Es el grupo de tratamiento mas
costoso.

Intensivos en mano de obra y
capital.

Estos microorganismos, que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza,

poseen la capacidad de utilizar diferentes compuestos toxicos (xenobidticos) como

fuente de carbono, sin embargo, su densidad poblacional es limitada en sitios no

contaminados y se incrementa en ambientes impactados por un contaminante (Nufez,

2003).
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Entre los organismos vivos que se utilizan en las tecnologias de biorremediacion, las
bacterias representan el grupo microbiano mas activo por su variedad de géneros y
especies y por la versatilidad metabdlica que poseen. Las poblaciones mixtas,
denominadas consorcios o0 cohortes microbianas, demuestran mayor accion
biodegradativa por sus actividades especializadas y por la accion cooperativa de la
poblacion mixta. Los géneros bacterianos degradadores de xenobidticos mas comunes
tanto en suelos como en aguas son: Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Nocardia y

Pseudomonas spp. (Leahy y Colwell, 1990).

Los microorganismos pueden degradar los contaminantes en forma de cultivos puros,
mixtos o consorcios que generalmente resultan mas eficientes que un cultivo puro. En los
consorcios se establecen interacciones complejas entre las especies microbianas, por
ejemplo, en una mezcla de poblaciones microbianas, los consumidores primarios inician
el proceso de degradacion y los consumidores secundarios utilizan los productos
metabdlicos de los primeros para degradarlos, ademas pueden facilitar el crecimiento de
los primarios, suministrandoles productos metabdlicos (como factores de crecimiento),
eliminando téxicos mediante cometabolismo. La adaptacion o aclimataciéon de una
comunidad microbiana a un contaminante dado, determina la rapidez con la que el

compuesto puede ser transformado y mineralizado (Alexander, 1999).

Estos grupos, particularmente las bacterias y hongos, poseen la mayor diversidad
genética y metabdlica de los seres vivos (Su et al.,, 2008) y son capaces de habitar
practicamente cualquier ecosistema y adaptarse rapidamente a condiciones ambientales
andmalas y dinamicas, debido a su rapido crecimiento y estrategias adaptativas, como el
intercambio de elementos gendmicos. La habilidad para degradar HPs no esta
restringida a pocos géneros microbianos ni a ambientes especificos. Se ha demostrado
que un grupo diverso de bacterias, hongos y algas, poseen esta capacidad degradadora.
Ya en la década de los 70’s Bartha y Atlas (1977) encontraron 22 géneros de bacterias,
1 de algas y 14 de hongos, capaces de utilizarlos, todos ellos aislados de ambientes

acuaticos.
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Los géneros mas importantes que encontraron (de acuerdo con la frecuencia de
aislamiento), fueron Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter, Micrococcus, Nocardia,

Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Candida,

Rhodotorula y Sporobolomyces.

Tabla 2. Bacterias que degradan los hidrocarburos de petréleo.

Nombre de la bacteria

Fraccion que degradan

Autor

Aeromonas
Beijerinckia
Flavobacterium
Pseudomonas

Compuestos aromaticos
policiclicos

Cookson (1995)

Burkholderia cepacia

Hidrocarburos aromaticos

Rockne y Sanford (2000)

Pseudomona fluorescens | Naftaleno Rockne y Sanford (2000)
Asfaltenos

Micrococcus Hidrocarburos aromaticos | Altamirano y Pozzo
policiclicos (2000)

Mycobacterium Isooctano Floriane et al., (2000)

austroafricanum

Sphingomona wittichi

2,7 diclobenceno

Nannipiery et al., (2001)

Pseudomonas putidas Tolueno Nelson et al., (2002)
Xileno
Acinetobacter Alcanos Diaz y Grigson (2002)
Pseudomonas sp Alcanos Salleh et al., (2003)
Mycobacterium Mono-aromaticos
Poli- aromaticos
Gordona Pireno De Boer (2003)
Pseudomonas sp Compuestos Stabili y Cavallo (2004)

halogenados

Acinetobacter baumannii | Alcanos Tyagi et al., (2011)
M1
Desulfosporisinus sp Tolueno Sun et al., (2014)
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Bacillus sp Alcanos Garcia y Aguirre (2014)
Sphingomonas Fenantreno Zhao et al., (2017)
paucimobilis

Rhizobium tropici

Benzo (a) pireno

Wong et al., (2017)

Escherichia coli Alcanos Meng et al., (2018)
Streptomyces sp Polietileno Amobonye et al., (2021)
Enterobacter cloacae Polietileno Sarker et al., (2021)
AKS7

Tabla 3. Hongos reportados que degradan los hidrocarburos de petroleo

Nombre del hongo Fraccién que Autor
degradan
Penicillum
glaucum Parafina Zobell (1946)
Saccharomyces
sp Petrdleo Valderrama (2000)

P. chrysosporium

Compuestos organicos

Jagjit y Khajamohiddin
(2002)

P. cinnabarinus

Compuestos
xenobidticos

Mougin et al., (2002)

Fusarium

Fenol

Cai et al., (2007)

Pleurotus sp

Hidrocarburos
policiclicos aromaticos

Gobmez et al., (2009)

Asperqgillus fischeri Asfaltenos Uribe et al., (2011)

Trichoderma Gasolina Cazares (2013)

Pycnoporus sanguineus Pireno Zhang et al., (2015)
Antraceno
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Aspergillus niger Polietileno Acufia (2017)

Penicillium oxalicum NS4 | Polietileno Ojha et al., (2017)

Talaromyces sp Compuestos Varjani (2017)
hidrocarbonados

2.3. Cultivos secuenciales.

Los reportes de la mineralizacién total de HAP’s de 5 anillos o mas, frecuentes
componentes de las mezclas complejas de HP’s, utilizando cultivos puros, son pocos, no

obstante, la capacidad que algunos poseen para degradarlos.

Este hecho sugiere que la mineralizacién de estos compuestos en la naturaleza depende
de una degradacion metabdlica concertada entre las diversas poblaciones microbianas.

Existen algunos reportes que corroboran este hecho (Vifas et al., 2008).

La alternativa al uso de cultivos axénicos o cultivos puros es la obtencidn y utilizacion de
cultivos mixtos, es decir, cultivos microbianos en los que se encuentran presentes dos o
mas géneros diferentes de microorganismos. Los cultivos mixtos pueden ser de dos tipos:
definidos y no definidos. Los primeros se caracterizan por ser una combinacion de cepas
aisladas con capacidades degradativas conocidas que son complementarias entre si
(Foght et al., 2011). Estan bien caracterizados y por lo tanto siempre presentan la misma

composicién microbiana. Los cultivos no definidos presentan caracteristicas contrarias.

Los cultivos mixtos pueden adicionarse como tal desde el inicio de un proceso de
biodegradacion o pueden adicionarse al proceso en diferentes etapas como cultivos puros
que conformaran finalmente el cultivo mixto. A este tipo de cultivos se les conoce
comunmente como co-cultivos o como cultivos secuenciales. Pueden conformarse por

cultivos de bacterias, hongos, levaduras, etc. o por microorganismos del mismo género.

Saseck (2003), propuso que los hongos pueden jugar un rol importante en los procesos

de degradacion, al realizar un primer ataque sobre las moléculas de un contaminante que
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es poco biodisponible, detoxificandolas o convirtiéndolas en productos que son mas
susceptibles a la degradacion microbiana. Es decir, ciertas especies fungicas poseen el
potencial de transformar al contaminante en compuestos mas polares, que son mas

asequibles para la posterior accion bacteriana.

Con los cultivos secuenciales, se pretende concertar las actividades catabdlicas
individuales de estos microorganismos para lograr una mayor remocion del hidrocarburo
e incluso favorecer los procesos de mineralizacion. Estudios previos realizados en el
grupo de investigacién del Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Ambiental de esta
Universidad, han demostrado que efectivamente puede presentarse un efecto sinérgico
en la degradacion de HAP's, particularmente Benzo(a)pireno, cuando se utilizan cultivos

secuenciales en fase acuosa y en fase semisolida (Machin et al., 2010).

En los procesos de degradacion un microorganismo puede descomponer sélo un numero
limitado de componentes del petrdleo y es dificil encontrar microorganismos que puedan
degradar completamente una mezcla HAP's de contaminantes (Alexander 1999). Por lo
tanto, la construccion de consorcios microbianos es una alternativa innovadora para la

eliminacidn de sustancias complejas y mezclas de contaminantes.

2.3.1. Ventajas de emplear cultivos secuenciales en la degradacion
Hidrocarburos de Petréleo.

Cultivos secuenciales v/s Bacterias.

1.- Robustez: Vivir en comunidad hace que estos microorganismos sean mucho mas
resistentes a cualquier cambio que se produzca en el ambiente, promoviendo asi cierta
estabilidad para los miembros del consorcio.

2.- Pueden llevar a cabo tareas mas complejas: Las poblaciones mixtas tienen la
capacidad y los recursos necesarios para llevar cabo funciones muy complicadas o
incluso imposibles de realizar para una unica especie. Un consorcio se reparte el trabajo
de modo que cada poblacion del consorcio se dedica a sintetizar una de las enzimas
necesarias para obtener el producto final que se desea llegar.

3.- Cinéticas de degradacion mas eficientes y que toleran concentraciones mas altas que

el contaminante.
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4.- Habilidad para biodegradar contaminantes organicos, radica en la diversidad e

interacciones de las diferentes especies que conforman al consorcio.

Cultivos secuenciales v/s Hongos.

1.- Una alternativa innovadora para la eliminacion de sustancias complejas y mezclas de
contaminantes.
2.- Los consorcios degradadores de HAP’s (hidrocarburos aromaticos de petrdleo) son

adaptados en un medio enriquecido con altas concentraciones del contaminante.

3.- La importancia del uso de consorcios estriba en que en ocasiones un solo
microorganismo no es capaz de degradar completamente el contaminante, generando
metabolitos secundarios, que otra especie es capaz de transformar en metabolitos mas

simples o lograr la degradaciéon completa.

Tabla 4. Consorcios microbianos secuenciales que degradan los hidrocarburos de petréleo.

Nombre de los consorcios microbianos | Fracciéon que Autor
degradan

Cepa 1: Sphingomonas

paucimobilis HAP’s Sabaté et al.,

Cepa 2: Sphingomonas sp alquilados (2003)

Cepa 1: Pseudomonas pertucinogena . .

Cepa 2: Pseudomonas syringae Diésel Hernandez

Cepa 3: Sphingomonas paucimobilis (2005)

Cepa 4: Cultivo unialgal Chiorella sp

Cepas de bacterias
Cepa 1: Pseudomonas sp Petrdleo en el Cordova (2005)
Cepa 2: Serratia masrcescens suelo
Cepas de hongos

Cepa 3: Aspergillus sp
Cepa 4: Trichoderma sp

Cepas de bacterias .
Cepa 1: Pandoraea sp Compuestos Ozaki et al.,
Cepa 2: Hyphomicrobium facile aromaticos (2007)

Cepa 3: Burkhoderia multivorans

Cepas de bacterias .
Cepa 1: Acinetobacter baumannii Kim et al., (2009)
Cepa 2: Klebsiella oxytoca Fenantreno
Cepa 3: Stenotrophomonas
maltophilia

Cepas de hongos
Cepa 1: Phanerochaete
chrysosporium Hidrocarburos
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Cepa 2: Cuuninghamella sp
Cepa 3: Alternaria alternata
Cepa 4: Penicillium chrysogenum
Cepa 5: Aspergillus niger

Cepas de bacterias

Cepa 6: Bacillus sp

Cepa 7: Zoogloea sp

Cepa 8: Flavobacterium sp

de petroleo en
suelos .
contaminados

Li et al., (2009)

Cepas de hongos

Cepa 1: P. chrysosporium Hidrocarburos Qian y Chen
Cepa 2: T. versicolor de petroleo (2012)
Cepas de bacterias

Cepa 1: Achromobacter sp Naftaleno Patel et al.,
BAB239 (2012)
gfga 2: Pseudomonas sp DV-

Cepa 3: Enterobacter sp BAB240

Cepa 4: Pseudomonas sp

BAB241

Cepas de hongos . _ _
Cepa 1: Cladosporium Diesel Lizardi et al.,
Cepas de bacterias (2013)

Cepa 2: Pseudomonas
Cepa 3: Diplococcus
Cepa 4: Enterobacter
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3. MARCO TEORICO.

3.1. Contaminacién por HPs en México.

Uno de los problemas mas serios a nivel mundial, es la contaminacion de suelos vy
acuiferos con HP’s (hidrocarburos de petrdleo) y sus derivados. Aunado a los efectos
téxicos que produce sobre la flora y fauna de un habitat determinado, los HP's pueden
ser transportados en el ambiente por diversos mecanismos naturales (precipitaciones
pluviales, lixiviacidn, etc.), incrementando el riesgo a la explosion y generando graves
problemas de salud, ademas del deterioro en las caracteristicas fisicoquimicas del suelo

y acuiferos.

Se tiene un numero considerable de sitios contaminados con hidrocarburos como
resultado de fugas o descargas accidentales de petréleo crudo, combustéleo, gasodleo,
gasolina, diésel, asi como la disposicidon de panos contaminados, lodos aceitosos y
aceites lubricantes gastados, que se han producido dentro y fuera de las instalaciones
productoras y almacenandolas. En muchos casos estos derrames han dafado el
subsuelo y el agua subterranea y su saneamiento es complejo debido a que los

contaminantes se presentan en forma de mezclas.

En México, como en otros paises, el petrdleo es la principal fuente de energia y materia
prima para la elaboracion de una gran cantidad de productos terminados. Debido a esto,
se ha incrementado considerablemente su extraccion y la produccion de sus derivados.
Sin embargo, las malas practicas de su manejo, los accidentes durante el transporte de
combustible y otros productos procesados, la toma clandestina de combustibles en
gaseoductos, los derrames accidentales y la acumulacion de subproductos generados en
los procesos de refinacion del petréleo, han generado problemas ambientales en los que
se ha hecho evidente la contaminacién de grandes extensiones de suelo y cuerpos de

agua superficiales y subterraneos (Saval, 1997).

México posee extensas areas contaminadas con HP's , las cuales se encuentran
principalmente en sitios cercanos a las instalaciones de extraccion y procesamiento del

crudo, asi como en las zonas maritimas de exportacion.
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En México, Petroleos Mexicanos (PEMEX) es la empresa paraestatal responsable del
proceso petrolero. Sus actividades abarcan la exploracion y explotacion de HPs, asi
como la produccién, almacenamiento, distribucion y comercializacion de productos
petroliferos y petroquimicos. Esta problematica ambiental en México ha motivado el que
la paraestatal lleve a cabo tareas de restauracion desde hace varios afios. Sin embargo,
no existen estadisticas que permitan identificar claramente los trabajos realizados, las
tecnologias empleadas, las empresas contratadas ni los recursos asignados a estas
tareas Se desconoce la magnitud del problema de la contaminaciéon por petroleo en
México debido a la escasez de informacién. Sin embargo, se ha estimado que las areas
mas afectadas estan ubicadas al sureste del pais, principalmente en los estados de
Tabasco, Veracruz y Quintana Roo y en la region del Pacifico, en el estado de Oaxaca
(Saval, 1997).

Figura 1. Imagen de derrame de petroleo Achaca Pemex, Tabasco 2019.
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Los efectos de la contaminacién por hidrocarburos sobre los seres vivos pueden
clasificarse en tres categorias: Efectos directos letales(impiden la respiracion o modifican
la resistencia térmica como el caso de las aves provocando la muerte), efectos
subletales (se producen tras la ingestion de los hidrocarburos provocando alteraciones
genéticas, bioquimicas o fisiologicas que reducen la supervivencia y eficacia bioldgica) o
indirectos (provocando cambios en los ecosistemas que derivan en modificaciones de las
estructuras de las comunidades biologicas y de la red de interacciones existentes)
(MAPAMA, 2017).

Los hidrocarburos pueden entrar dentro de la cadena alimentaria, o que supone un
riesgo de intoxicacion para todos los miembros de esta, incluida la poblacién humana,

como se ha mencionado (Dellagnezze et al., 2014).

En lo que respeta a acuicultura y pesca, la presencia de hidrocarburos en el mar puede
provocar la disminucion y hasta la pérdida de ciertas especies de peces, mariscos y otros
organismos que no tienen la capacidad de degradarlos, utilizarlos o reciclarlos (Rodriguez
et al., 2014). En el ambito del turismo, obviamente el hecho de que un derrame se
produzca proximo a una zona de gran afluencia turistica supone un perjuicio econémico

ante el descenso de la afluencia de visitantes. (Rekadwad y Khobragade , 2015).

3.2. Contaminacion de acuiferos por hidrocarburos de petréleo

El principal problema que se considera en el uso del agua no consiste en su escasez,
como comunmente se cree, sino en la contaminacion que padece, las inadecuadas

estrategias gubernamentales para el manejo de los ecosistemas.

Una de las principales fuentes de contaminacion por HP’s son los derrames,
accidentales o intencionados, cuyo numero se esta incrementando en los ultimos afos
debido al aumento de los transportes y prospecciones petroliferas en aguas oceanicas
(Bao et al.,2014).
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La persistencia de los hidrocarburos en el medioambiente depende de sus propiedades
fisicoquimicas. Cuanto mas compleja es su estructura, mas halogenados e hidréfobos
son, mayor tendencia tienen a acumularse en sedimentos y asociarse a particulas (Perelo,
2010). Cuando un derrame llega a una masa de agua, deja de existir como una mezcla
de componentes y sufre una serie de procesos fisicoquimicos y microbiologicos. Si

embargo, el impacto ambiental que genera es enorme.

Figura 2. Imagen de la muerte de fauna (Delfines) a causa de derrames de Hidrocarburos de
Petréleo en las aguas marinas.

3.3. Contaminacion del suelo por hidrocarburos de petréleo

El suelo es un recurso natural definido generalmente como la capa superior de la corteza
terrestre, esta formado por particulas de minerales, materia organica, agua, aire y alli
nacen y se desarrollan miles de seres vivos, desde microorganismos hasta plantas y
animales superiores. Los suelos se clasifican en distintos tipos de acuerdo con el

porcentaje de cada uno de los componentes mencionados (Strawn et al., 2019).

Los suelos tienen una importancia crucial para la sociedad y el funcionamiento de los
ecosistemas por los beneficios que brindan a partir de sus funciones. Entre las

funciones que desempefan los suelos estan (Brady et al.,2008).
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Ser un medio para el crecimiento de las plantas. Una planta obtiene del suelo
soporte fisico, aire, agua, nutrientes, regulacion de la temperatura y proteccion
ante sustancias toxicas. De esta manera, los suelos son la base para la provision

de biomasa.

Ser un regulador del suministro de agua a partir de la infiltracién, retenciéon
y depuracion del agua, mejorando su calidad y cantidad, asi como la resistencia

a inundaciones.

Servir como un sistema de reciclaje natural y de almacenamiento de carbono.
Los suelos tienen la capacidad de asimilar grandes cantidades de residuos
organicos y transformarlos en suelo fértil (humus). De esta manera se hacen
disponibles los nutrientes minerales para que puedan ser utilizados por las plantas,

los animales y los microorganismos del suelo.

Ser un modificador de la atmésfera. Los suelos también respiran, es decir,
absorben y liberan oxigeno, didxido de carbono y otros gases. Tales gases,
intercambiados entre el suelo y la atmdsfera, tienen una influencia significativa en
la composicion de la atmodsfera. Por ejemplo, los suelos pueden absorber y
contener grandes cantidades de carbono, lo cual ayuda a mitigar, de manera

importante, la concentraciéon de gases de efecto invernadero.

Ser habitat para organismos. Un pufio de suelo puede ser el habitat de millones
de organismos, pertenecientes a miles de especies; incluso, es probable
encontrar predadores, presas, productores, consumidores y parasitos integrando

la cadena tréfica o alimenticia.

Ser medio para la ingenieria y la construcciéon. Los suelos son uno de los

materiales mas utilizados para la construccion.
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Figura 3. Composicion de un perfil tipico del suelo

Horizonte 0: Es la capa superior del suelo. Se compone de materia organica

desprendida de las plantas, como hojas y ramas. Alli viven insectos y animales.

Horizonte A: Es llamado zona de lado vertical (ya que arrastra agua con fragmentos de
tamano fino y compuestos solubles hacia el siguiente horizonte) es en el que enraiza la
vegetacion. Generalmente su color es oscuro por la abundancia de materia organica

descompuesta o humus elaborado.

Horizonte B: 0 zona de precipitado, posee un color (pardo o rojo). En él se depositan los
materiales como arcillas, 6xidos e hidroxidos metalicos, entre otros, que provienen del

horizonte A; también puede contener materiales calcareos.

Horizonte C: Aqui no existen depdsitos de materiales ni hay remocion, tampoco se

acumula materia organica.

Horizonte D: Es la capa mas profunda del suelo y la que le da origen. Esta compuesta

por rocas que no sufrieron alteraciones.

La matriz del suelo esta constituida por cinco componentes principales: agua, aire,
materia organica, minerales y organismos vivos. Aproximadamente un 50% del volumen

total del suelo lo constituyen los materiales minerales como aluminosilicatos hidratados,
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carbonatos, fosfatos, nitratos y iones metalicos, los cuales participan en los procesos de
adsorcion/desorcion e intercambio de iones en el suelo (Machin, 2000); un 25 a 50% lo
ocupan los gases (principalmente aire y diéxido de carbono) y agua en los espacios
intersticiales. De un 3 a 6% se conforma de material organico, y menos del 1% de

microorganismos.

Muchos de los contaminantes que se encuentran incorporados en el ambiente han sido
descargados deliberadamente, en forma accidental o inadvertidamente, en el agua, en el
aire 0 en el suelo después de que fueron generados o utilizados. Sin embargo,
cualquiera que sea su origen, biogénico o antropogénico, estos compuestos provocan la
contaminaciéon del ambiente y ocasionan un gran impacto en el ecosistema. Los
contaminantes se pueden encontrar, por lo general, formando mezclas simples o
complejas asociadas al tipo de procedencia y a su origen. Las concentraciones de los
compuestos individuales varian apreciablemente, y pueden ser tan elevadas como 1 gL’
de agua o kg de suelo, o tan bajas como un ugL' de agua o por kg de suelo (Alexander,
1999).

El efecto de estos compuestos sobre el ambiente depende de varios factores: si son o no
biooxidados rapidamente; si son recalcitrantes (permanecen en la Naturaleza); si
persisten en los cauces de agua; si son adsorbidos hacia los sedimentos y particulas de
lodo y si son bioacumulados a través de diversos procesos biologicos. Algunos de ellos
son toxicos para animales y humanos, son fisiolégicamente activos, asi como
potencialmente carcinogénicos, pudiendo ocasionar severos dafos a la salud (Tabak et
al., 2003).

3.4. Hidrocarburos de petréleo (HP's ).

El petrdleo es una mezcla compleja de hidrocarburos que contiene en su composicion
quimica principalmente C e H, en cantidades que varian entre un 83-86% y un 11-13%,
respectivamente. Su nombre proviene del latin petra que significa roca y éleo, aceite. Su

color varia entre el negro y el ambar.
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La composicién de los hidrocarburos del petréleo varia ampliamente, y cada componente
tiene sus propiedades especificas fisicoquimicas (viscosidad, solubilidad y capacidad de
absorcion, biodisponibilidad o toxicidad elevados y suelen clasificarse en base a sus
caracteristicas quimicas (McGenity et al., 2009). El petréleo varia mucho en su

composicién, lo cual depende principalmente del tipo de yacimiento de donde provenga.

La Naturaleza produce una gran variedad de HP’s como resultado de la actividad
biosintética de animales, plantas y microorganismos, y por la accion fisicoquimica en la
descomposicion de la materia organica, durante el transcurso de largos periodos de
tiempo. Normalmente, estos HP’s permanecen en depdsitos naturales de petrdleo crudo
y gas. Mediante procesos de filtracién natural o como consecuencia de los procesos de
extraccion y purificacion realizados por el hombre, pueden quedar en contacto con un
amplio rango de ambientes y no solo con aquellos en los cuales se formaron, pudiendo

generar un gran impacto ambiental.

Tabla 5. Clasificacion general de los componentes del petréleo Speight, 1991.

Nombre Férmula Gral.| Algunos compuestos representativos.

Hidrocarburos CnHon+2 Metano, etano, butano, hexano.

saturados.

Hidrocarburos CnH2n Ciclopentano, ciclohexano

nafténicos.

Hidrocarburos Variable Benceno, tolueno, xileno, etilbenceno,

aromaticos. naftaleno. fenantreno.

Resinas. Variable Piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos,

Asfaltenos. Variable Agregados de poliaromaticos, como acido
nafténico, metaloporfirinas.

Durante los procesos de refinacion, se genera una gran cantidad de desechos y se
liberan elevadas concentraciones de contaminantes en forma de emisiones atmosféricas.

La separacion principal de los componentes del petrdleo consiste basicamente en una
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destilacién, la cual se basa en la diferencia en el punto de ebullicion de los componentes
que lo conforman. Estas fracciones, de acuerdo con el rango de ebullicion, permiten

obtener una nueva clasificacién de los componentes del petréleo (tabla 5).

Algunos de los componentes del petréleo son muy volatiles, por o que se evaporan aun
a temperatura ambiente. Ejemplo de ello son los hidrocarburos de bajo peso molecular,
que pueden volatilizarse hacia la atmésfera y ser descompuestos por procesos de
fotooxidacidon (Jarsjo et al., 1994). Sin embargo, otros componentes del petréleo son
fuertemente adsorbidos al suelo, lo que dificulta su remocion y ocasiona que persistan en

el ambiente.

Existe una diferencia entre las tasas de degradacion de los contaminantes en estado
puro y aquellos que forman parte de una mezcla de hidrocarburos, como en el caso del
diesel y la gasolina (Greene et al., 2000). Algunas pruebas han permitido verificar que
mezclados, el tolueno es degradado antes que el benceno (fendbmeno llamado
preferential biodegradation) (Franzmann et al., 2002). Para una degradacion mas rapida y
completa es preferible degradarlos a partir de su forma pura antes que en presencia de

otros hidrocarburos (Greene et al., 2000).

3.4.1. Queroseno

Es un derivado del petréleo, una mezcla insoluble de hidrocarburos alifaticos vy
aromaticos toxicos ambientales, como el benceno, n-hexano, tolueno, xileno, al igual que
otros aromaticos policiclicos como el naftaleno y n-propilbenceno, susceptibles al ataque
microbiano de acuerdo con el metabolismo que poseen, asi como de las condiciones

ambientales que existen en la naturaleza o laboratorio.

Cuando el queroseno impacta ambientes naturales como el suelo, induce la seleccién de
una amplia diversidad de microorganismos que pueden ser procariotas con géneros y
especies de bacteria comunes en este ambiente. Ademas de los eucariotas

heterotroficos, aerobios como los hongos filamentosos y algunos géneros de levaduras
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que tienen la capacidad de biodegradar el queroseno al utilizarlo como unica fuente de

carbono y energia.

Desde el comienzo de la industria petrolifera, el keroseno se llamoé «petroleo para

alumbrado» o, simplemente, «petroleo», ya que era el producto principal de la destilacion

del crudo y se empleaba casi exclusivamente para alumbrado privado y publico.

Figura 4. . Hidrocarburo de petréleo (queroseno)

Tabla 6. Principales derrames de petroleo en el mundo. La Jornada Ecolégica (2010)

Cantidad de
petréleo Ecosistema
Aiho |pais Fuente derramado afectado
Taponamiento Mar y
Estados unidos de la plataforma |210 millones de costas del
1910 | (Macondo) Macondo galones de petroleo | Golfo de México

1971

Estados Unidos

(cien millas de

Naufragio del

barco petrolero

32900 toneladas de

crudo

Mar
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cabo Hatteras)

Texaco
Oklahoma

Encallamiento
del

29 millas nauticas

Estados Unidos barc d
(Isla de | o petrolero ' € mar
Nantucket, Argo 7.7 millones de
1976 | Massachusetts) Merchant galones de petrdleo
Encallamiento Mar, 340
k
de't | Barco | 68 7 millones de m de costa de
petrolero Bretaf
1978 | Bretafia Amoco Céadiz galones de petréleo retana
. 140 millones de
o ] Explosion del | ggjones de Mar
México (Bahia de | Pozo petrolero ]
1979 | Campeche) Ixtoc | petroleo
El choque del
Mar

Estados Unidos

barco petrolero
Burmah Agate

(Galveston, contra el [10.4 millones de
1979 Texas) carguero Mimos | galones de petroleo
Encallamiento El arrecife bligh
del barco y costa no
Alaska  (Prince | petrolero 10.8 millones de continua de
1989 William Sound) Exxon Valdez galones de petréleo Alaska
1990 Explosiéon  del
Barco Mar
Estados Unidos | Petrolero
(Linden, Nueva | Cibro 127 mil galones de
Jersey) Savannah petréleo
1990 | Estados Unidos | Explosion del |No calculado Rio Saginaw

(Bay City,
Michigan)

Buque tanque
jupiter

1991

Kuwait

Destruccion de
barcos
petroleros,
terminales
petroleras vy

pozos de
petroleo

900 millones de
barriles de petrdleo

Costas y suelo

1993

Estados Unidos

Choque entre

336 mil galones de

Bahia de
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(Tampa, Florida) | labarcaza fuente oil Tampa
Bouchard 155,
el
carguer
oBalsa 37,y
el
barco Ocean
255
1994 Rompimiento Entre 200000 y
de oleoducto 300000 Suelo
toneladas de
Rusia (Komi) petréleo
2009 Rompimiento 450 toneladas Mar
Australia-Asia de de crudo
(Mar de Timor Oleoducto
2010 BP Deepwater| 779 mil Mar y
Horizon toneladas de costas del
Estados Unidos crudo Golfo de
(Luisiana) México
2015 | Estados Unidos | Rompimiento 400000 litros de Costas y mar de
(Santa de oleoducto petroleo la bahia
Barbara
California)

Tanto los BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos) como los HAP’'s
(hidrocarburos poliaromaticos), componentes del petréleo, son considerados por la EPA
como contaminantes peligrosos. Los HAP's mas comunes e identificados como
prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de EUA son los siguientes:
naftaleno ( 10 8), acenafteno ( 12 10), fluoreno ( 13 10), fenantreno ( 14 10), antraceno
( 14 10), fluoranteno ( 16 10), pireno ( 16 10), benz(a)antraceno ( 16 10), criseno ( 16 10),
benzo(b)fluoranteno ( 20 12), benzo(k)fluoranteno ( 20 12), benzo(a)pireno ( 20 12),
dibenzo(ah)antraceno ( 22 14). El criterio establecido para la remocion o tratamiento de

estos HAPs varia ampliamente entre las distintas naciones (Wilson y Jones, 1993).

La Organizacion Mundial de la Salud (1983) ha definido a los HAP’s como cancerigenos
y mutagénicos. Estos son muy estables, recalcitrantes, y relativamente dificiles de

degradar en suelos y aguas contaminadas, y mas dificiles aun los que poseen mayor

32



peso molecular y numero de anillos bencénicos en su estructura.

Se ha comprobado que son compuestos muy toxicos con alto potencial de
mutagenicidad y carcinogenicidad. Ademas, se ha demostrado que la exposicion
continua a hidrocarburos alifaticos puede ocasionar diversos trastornos a nivel
cardiovascular, renal, ocular, gastrointestinal, asi como efectos sistémicos en humanos
(Gogate et al., 2004). También son considerados como contaminantes persistentes debido
a su naturaleza recalcitrante a la biodegradacion, su bioacumulacion en el medio

ambiente y sus efectos nocivos para la salud cuando existe una exposicidén a los mismos.

Figura 5. Estructuras quimicas de diferentes compuestos mayoritarios del petréleo (Speight, 1991).
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En la mezcla que constituyen, los HP’s coexisten en fases sdlida, liquida y gaseosa y
pueden presentar, ademas, en su composicidon, pequefias proporciones de
heterocompuestos con presencia de N, S, O y algunos metales. Entre los compuestos
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que lo constituyen se pueden encontrar desde el metano, hidrocarburo de bajo peso

molecular, hasta aquellos con pesos moleculares muy elevados.
La baja solubilidad de los hidrocarburos en medio acuoso necesita la accion de

surfactantes para incrementar su biodisponibilidad y su metabolizacion por los

microorganismos (Harris,1917).

Tabla 7. Principales fracciones del petréleo (rango de ebullicion).

RANGO DE
PRODUCTO EBULLICION No. DE CARBONOS
(°C)
Gas licuado (LP). 3-4
Gasolinas. 25-150 5-12
Kerosenos. 150 — 200 10 —
16
Gasoleo. 160 — 250 11—
20
Diesel. 182 — 350 12 —
20
Lubricantes, 315 -600 20 —
parafinas. 35
Gasoleo pesado. 25—
600 35
Asfaltenos. 39
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La contaminacién de suelos y agua con derivados de petréleo es un problema ambiental
a nivel mundial, especialmente en los paises productores y exportadores del crudo,

teniendo consecuencias muy perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana.

En las ultimas décadas, se ha demostrado que una de las mejores alternativas de
remediacion de suelos y acuiferos contaminados con un amplio espectro de
contaminantes es la aplicacion de métodos biolégicos, como la biorremediacion, por
tratarse de una tecnologia amigable con el medio ambiente y por sus costos mas

accesibles en comparacién con técnicas fisicas y quimicas.

Los HP’s y otros componentes del petréleo pueden entrar a las aguas de superficie a
través de las descargas de plantas industriales y de tratamiento de aguas residuales y
pueden ser liberados a los suelos a partir de desechos peligrosos si éstos se escapan de
los contenedores de almacenamiento. En el suelo los HP’s se unen a otras particulas y
algunos pueden contaminar los acuiferos. La degradacion de los HP’s en el suelo y en
el agua puede llevar semanas y meses y es causada principalmente por la accion de

microorganismos.

Es por ello por lo que se requiere establecer estrategias que permitan explotar los
recursos cuidando el impacto ambiental que ocasionan, tratando de prevenir o mitigar la
contaminacion en el medio ambiente que nos rodea. No obstante, la generacién de

contaminantes ha generado un gran pasivo ambiental y México no es la excepcion.

Considerando la magnitud del problema que existe en México asociado a la
contaminacidon con HP's , principalmente en el sur del pais, surge el interés por realizar
estudios para desarrollar tratamientos y estrategias de remediacion ad hoc, que sean
rapidos, efectivos, de bajo impacto ambiental y que permitan restaurar los sitios

contaminados en nuestro pais.
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En ese contexto, el presente proyecto pretende contribuir a proponer una solucion a tal
problematica, mediante la evaluacion e implementacién a nivel laboratorio de un proceso
de biodegradacion de HP's , en fase acuosa, utilizando el potencial efecto sinérgico de

diferentes cepas de bacterias y hongos mediante el uso de cultivos secuenciales.

En el sureste mexicano no se estan realizando tipos de estudios de factibilidad. Las
empresas que estan saneando sitios tipicamente usan su experiencia empirica ganada
en otros sitios cuyas caracteristicas parecen similares. En la actualidad se ha observado
que frecuentemente se encuentran problemas con el manejo de la biorremediacion, los
cuales generalmente tienen fundamento en la falta de experiencia en el manejo de
materiales con tan altas concentraciones de materia organica o arcilla, concentraciones
de hidrocarburos muy altas, y condiciones climaticas tropicales (sobre todo la alta
precipitacion). Debido a estos problemas es comun que no se logren disminuir las
concentraciones de hidrocarburos hasta el nivel especificado por contrato, y/o que se

atrasen los proyectos hasta 50 % o mas).
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5. JUSTIFICACION.

Los ambientes contaminados por derrames o volcado de efluentes con hidrocarburos y el
tratamiento de residuos de la actividad industrial en general y de la petrolera en particular
reportan presencia de concentraciones variables de grasas y aceites, gasolinas,
kerosene, diesel y fueloil, residuos de fondos de tanques y de piletas API, derrames de
crudo (lixiviados y pesados), mezclas de hidrocarburos aromaticos (HAP's ), BTEX y

compuestos inorganicos con aptitud para la biodegradabilidad.

Durante décadas no se habia considerado que la industrializacion, ademas de propiciar
beneficios para el bienestar de la poblacion, producia también una degradacion de los
sistemas naturales, en México se estima una generacion de ocho millones de toneladas
por afo de residuos peligrosos. No se sabe cuantas toneladas acumuladas existen. La
infraestructura existente para su manejo es muy limitada; se estima que s6lo se controla
adecuadamente el 12% del total de los residuos peligrosos generados. Tradicionalmente,
desde el inicio de la industrializacion en México, la industria minera, la quimica basica, la
petroquimica y de extraccién y refinacion del petroleo, han producido cantidades muy
grandes y dificiles de cuantificar, de residuos peligrosos. En muchos casos éstos han sido
depositados abiertamente en el suelo sin ningun tipo de control. Esto implica importantes
riesgos sanitarios para la poblacion y un gran riesgo de contaminacion de suelos y

acuiferos a consecuencia de la lixiviacion o escorrentia de los contaminantes.

El problema de los suelos y aguas contaminadas con hidrocarburos radicaba en que no
existia conciencia de las técnicas y costos de la biorremediacién, pero gracias al
desarrollo tecnolégico ahora se cuenta con diversos estudios que han definido

metodologias y sus diferentes aplicaciones.

En cuanto a la presencia de los contaminantes en los suelos, ha ocasionado que muchas

bacterias ahi presentes hayan desarrollado la capacidad bioquimica para degradarlos.

Ante esta problematica y considerando que los procesos fisicoquimicos para su
tratamiento son muy costosos y de gran impacto ambiental, la biorremediacion se perfila

como la opcion ambiental mas ecoamigable para fines de tratamiento. La estrategia de
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restauracioén ecologica mediante el uso de microorganismos ofrece respuestas efectivas

y de menor costo a la remocion de xenobidticos de muchos sitios contaminados.

En general, la justificacion de utilizar la biorremediacion como una potencial alternativa en

México, es patente debido a que:

e Los contaminantes son realmente transformados y algunos completamente
biodegradados.

e Es una tecnologia segura y economica.

e Las bacterias y hongos perecen cuando los nutrientes y los contaminantes

organicos se agotan.

El estudio de la diversidad microbiana y de la dindmica de sus poblaciones en consorcios
biodegradados, esta creciendo notablemente en el area de la ecologia microbiana, lo
cual ha permitido profundizar en el conocimiento acerca de la composicion de las
comunidades presentes en suelos contaminados, asi como su evolucién durante los
procesos de biodegradacidn, para determinar cuales son los microorganismos capaces

de adaptarse y de explorar los habitats contaminados.

Este proyecto se enfoca en atender una de las necesidades mundiales mas apremiantes
de nuestros tiempos, el manejo y gestion eficiente de las aguas con residuos de

hidrocarburos provenientes de diferentes ambitos.

En general, los estudios realizados muestran que las bacterias y los hongos poseen
mecanismos diferentes para metabolizar los compuestos xenobidticos, particularmente ,
por lo que la accion combinada de sus actividades catabdlicas en la remocion de HP's
puede ser una alternativa para incrementar su biodegradabilidad. . El uso de cultivos
secuenciales con tal proposito no ha sido explorado ampliamente y existen muy pocos

reportes sobre su uso reportados en la literatura.

Por todo ello, con el objeto de evaluar el potencial del uso de diferentes cultivos

secuenciales conformados por cepas de bacterias y hongos (aislados de un suelo
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contaminado del sur de nuestro pais) en la biodegradacion de HP's , se decidio

proponer la realizacion del presente estudio.

6. HIPOTESIS:

El uso de cultivos secuenciales conformados a partir de cepas aisladas de suelo
contaminado favorecera la degradacion de hidrocarburos de petroleo en fase acuosa, en

comparacion al uso de cultivos de cepas puras.

7. OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar la eficiencia, a nivel laboratorio el proceso de biodegradacion en fase acuosa,
mediante el uso de cultivos secuenciales, para la degradacién de hidrocarburos de

petroleo.

7.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Realizar el aislamiento, caracterizacion y conservacion de las cepas fungicas y
bacterianas cultivables en laboratorio, a partir de un suelo contaminado con HP's,
para producir los inéculos a emplear en los ensayos de biodegradabilidad.

e Realizar ensayos de biodegradabilidad de HP's utilizando cepas puras de hongos
y bacterias aisladas del suelo contaminado, para evaluar su eficiencia.

e Seleccionar los cultivos microbianos que presenten una mayor eficiencia en la
degradacion de HPs para conformar los cultivos secuenciales.

e Evaluar la eficiencia en la degradacion de HP’s mediante el uso de los cultivos
secuenciales definidos y compararla con la eficiencia alcanzada por el uso de los

cultivos puros.
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8. DISENO EXPERIMENTAL

Se realizara una prueba de t de student en donde se evaluan las medias de uno o dos
grupos mediante pruebas de hipotesis. La prueba t pareada es util para analizar el

mismo conjunto de elementos que se midieron bajo dos condiciones diferentes.

Se realiza el analisis de varianza de un factor para realizar una prueba de
comparaciones multiples de Tukey (p <0.05) permitird establecer y determinar las
diferencias significativas en cada uno de los ensayos para los diferentes tratamientos. De
esta forma, se seleccionaran aquellos cultivos puros que presenten una mejor eficiencia
en la degradacion del contaminante. Posteriormente se construira un cultivo secuencial
para evaluar su eficiencia en la remocién de los hidrocarburos de petroleo, para

finalmente seleccionar el mejor proceso.
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9. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El presente proyecto de investigacion consta de varias etapas:

.

Analisis Gravimétrico y
Cromatografico

L

[ Analisis Estadistico

ETAPA I ETAPAII ETAPA Il
fBusqueda y recopilacién\ Aislamiento y Ensayos preliminares de
de informacién relativa a caracterizacion de los biodegradacion
las técnicas de microoraanismos. empleando cultivos
aislamiento y l
caracterizacion de l
microorganismos. ) h
l Aclimatacion. Extraccion
. J
Analizar los casos de
aplicacion y estudio de la
biorremediacion. o R
Ensayos preliminares de Cuantificacié
degradacion por cultivos uantificacion
puros de hongos vy
- ¥ '
Extraccion Andlisis Gravimétrico y
i Cromatografico
Cuantificacion l

Analisis Estadistico

Figura 6. Estrategia experimental propuesta para el proyecto.
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1.- Localizacion de la Investigacion:

Los ensayos de biodegradaciéon se realizaran en el laboratorio de Microbiologia y

Biotecnologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria.

2.- Poblacion de Estudio:

Se evaluara la actividad biolégica de hongos y bacterias cultivables obtenidas de

muestras de suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo, a nivel laboratorio.

3.- Puntos de muestreo del sitio contaminando:

La muestra fue extraida de un suelo contaminado con hidrocarburos de Poza Rica, Veracruz.
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10. MATERIAL Y METODOS

El suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo intemperizado se obtuvo de una
muestra recolectada de una zona que es usada como vertedero de residuos
provenientes de las actividades de extraccion de petréleo, conocido como Campo X en
Poza Rica, Veracruz, México. Dicho muestreo se llevd a cabo por personal del
Laboratorio de Biotecnologia Ambiental del Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CEIB) de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM) a través de un
proyecto realizado en forma conjunta con el Instituto Mexicano del Petréleo (IMP) y otras

universidades.

10.1. Caracterizacion fisicoquimica del suelo

10.1.2. Tamizado

Debido a que el suelo no era homogéneo en cuanto a la estructura granular, se procedid
a tamizarlo para retirar las particulas voluminosas, rocas y hojarasca. El tamafo de
particula que se utilizdé en el estudio fue de 0.5 mm, debido a que un suelo asi de fino

permite un mayor contacto para la friccion y la desorcion del contaminante.

Figura 7. Suelo tamizado.

La caracterizacion de las propiedades fisicas del suelo contaminado por hidrocarburos

de petroleo fue previamente realizado y cuantificado por un estudiante de la facultad.

43



Estas propiedades fueron: textura y tipo de suelo, humedad, densidad aparente,
densidad real y las propiedades quimicas como son: determinacion de pH, nitrégeno

organico, nitrégeno total, fésforo total y materia organica.

10.2. Caracterizacion microbioldgica

Los microorganismos dependen de los nutrientes disponibles y de condiciones

ambientales favorables para su sobrevivencia y crecimiento.

En el laboratorio, las preparaciones de nutrientes que se usan para cultivar a los
microorganismos se denominan medios de cultivo. Los microorganismos pueden
cultivarse utilizando medios quimicamente definidos, para los cuales se conocen las
cantidades exactas de los compuestos que los integran, o bien medios complejos, los

cuales incluyen materiales, como extracto de levadura, de carne, peptonas, etc.

a) Agar nutritivo
Es un medio de uso general para el cultivo de una amplia variedad de organismos

bacterianos. El agar nutritivo utilizado tiene la siguiente formulacion:

Peptona. 5.0g
Extracto de 3.0g
Carne. Agar 15.0g

bacterioldgico.
Para su preparacion, se disuelven 23 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada, remojando unos 15 minutos, mezclar y calentar a ebullicién de 1 a 2 minutos

hasta disolver el producto. Distribuir y esterilizar en autoclave por 15 min, a 121°C.

b) Caldo nutritivo
Medio usado para el cultivo de varias especies de microorganismo no fastidiosos vy

para analisis microbiolégico de agua.

Para su preparacion, se disuelven 8 g del medio en 1 Litro de agua destilada,
remojando unos 15 minutos, mezclar y calentar a ebullicion de 1 a 2 minutos hasta

disolver el producto. Distribuir y esterilizar en autoclave por 15 min, a 121°C.
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c) Agar dextrosa sabouraud

Es una modificaciéon a la férmula original del agar de dextrosa desarrollado por
Raymond Sabouraud. Este medio es utilizado para el cultivo de hongos patégenos y no
patdbgenos que se logra mediante la adicion de cloranfenicol, particularmente de
aquellos asociados con infecciones de piel. La alta concentracion de dextrosa y la

acidez del pH hacen a éste un medio selectivo parahongos.

Dextrosa. 40.0g
Peptona de 5.0g
Carne. 5.0g
Peptona de 15.0g

Caseina. Agar

Para su preparacion disolver 65 g del medio deshidratado en 1 litro de agua destilada,
remojar de 10 a 15 minutos, mezclar bien hasta que se obtenga una suspension
uniforme. Calentar agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto. Distribuir y

esterilizar en autoclave por 15 minutos, a 121°C.
d) PDA (Agar dextrosa y papa)

Es un medio utilizado para el cultivo de hongos y levaduras. La base del medio es

altamente nutritiva y permite el crecimiento y esporulacion de los hongos.

Agar. 15.0g
Dextrosa. 20.0g
Infusién de papa 4.0g

Para su preparacion rehidratar 39 g del medio en 1 Litro de agua destilada. Reposar 10
a 15 minutos. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1
minuto para disolverlo por completo. Distribuir y esterilizar en autoclave por 15 minutos,
a121°C.
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e) Caldo papa dextrosa

Es un medio de cultivo liquido que es utilizado para promover el crecimiento de hongos

y levaduras.

Se preparo a partir de 200 g de papa natural y 2 g de dextrosa, el cual se hierve durante
30 minutos y el caldo posteriormente se esteriliza en la autoclave hasta alcanzar una

temperatura de 121°C

10.2.1. Cuenta viable. (Unidades Formadoras de Colonias).

La cuenta viable de una poblacion microbiana es la concentracion absoluta de los
organismos viables presentes en una muestra, se utiliza para el analisis de muestras de

suelo y esta es la técnica que se empleara en este proyecto. (Lorch et al.,1995).

Se considera que cada colonia que desarrolla en el medio de cultivo de eleccidon después
de un cierto tiempo de incubacion a la temperatura adecuada. Para que las colonias
puedan contarse de manera confiable, se hacen las diluciones seriales necesarias de la

muestra, antes de ponerla en el medio de cultivo.

El procedimiento se realiza en una campana estéril de flujo laminar. Con la ayuda de una
espatula se tomo 1g de la muestra tanto de un suelo contaminado con hidrocarburos de
petroleo, como un suelo sin contaminar esto para hacer una comparacion en cuanto al
microbiota presente en cada uno de ellos y se adiciono a tubo de ensayo conteniendo 9

ml de solucion fisiolégica (NaCl). Este tubo constituyo la dilucion 1070,
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Figura 8. Realizacion del conteo en placa

Utilizando un vortex y agitando por 20 s se transfirio del tubo 10°, un volumen de 100 pl
al tubo rotulado como 107'. Se cambio la punta de la micropipeta por una limpia, se agito

el tubo de dilucion y se transfirid 100ul del contenido al tubo rotulado 1072. Se repiti6 el

mismo procedimiento hasta concluir con todas las disoluciones seriales hasta (1078).

Posteriormente se transfieren 100 pyl de cada una de las diluciones a cajas Petri

conteniendo agar nutritivo(estériles).
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esparcio por estriado en la superficie del agar.

10.2.2 Bacterias totales por dilucion en placa.

La cuenta de bacterias totales de un sistema se refiere a las bacterias heterétrofas
presentes en el suelo, es decir, aquellas que obtienen su fuente de carbono a partir de
compuestos organicos. En este grupo de bacterias se puede encontrar la gran mayoria
de la poblacién microbiana del ambiente. Los medios de cultivo usados y recomendados
para su desarrollo son el agar nutritivo que es un medio relativamente simple, rico en

fuentes de carbono y/o proteinas (peptona).

El método usado fue el de la cuenta viable por dilucion en placa petri con agar nutritivo

como el medio de crecimiento.

Inicialmente se preparé 450 ml de medio con agar (10.35 g) y se diluyo con agua
destilada, se esterilizo a 121°C durante 15 minutos. Una vez estéril, el agar se vertio en

cajas petri previamente esterilizadas y se dejo enfriar en condiciones estériles.

En cuanto a la preparacién de la solucion fisiolégica al 0.9% lo cual se utilizé para
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realizar las disoluciones debido a que evita el choque osmotico (ruptura de la membrana

plasmatica y perdida del contenido celular) de las células de las bacterias.

En 1 L de agua destilada se diluyeron 9 g de NaCl de esta solucioén se transfirieron 900
ML a tubos de ensayos con tapdn para esterilizarlos de igual manera que el agar nutritivo.
Una vez teniendo el material listo, las cajas petri con agar gelificado y los tubos con

solucion fisiologica estéril, se procedié con lo siguiente:

En condiciones estériles, en campana de flujo laminar, se pes6 1 g de suelo
contaminado de hidrocarburos de petroleo y 1g de suelo sin contaminar y se adicioné a
un tubo de ensayo conteniendo 9 ml (disolucion de solucion fisioldgica estéril). Utilizando
el vortex se agité el tubo con la muestra durante 20 segundos, y se transfirieron con
micropipeta y puntas estériles 100 pL de su contenido en un tubo con 900 uL de solucion
fisiolégica, rotulando -1, el cual se agitd en el vortex el mismo tiempo que el primer tubo,
para transferir 100 uL de la disolucién -1 a un tubo rotulado con la disolucién -2 y asi

sucesivamente.

Una vez hecho esto, se transfirieron 100 pL de cada una de las disoluciones a cajas petri
que contenian agar nutritivo, esparciendo por estriado con un asa de vidrio estéril sobre
la superficie del agar. Finalmente, las cajas petri se incubaron a 37 °C por 48 horas, .
Seleccionando aquellas que permitian tener una cuenta mayor a 30 y menor a 300

colonias.

Los resultados obtenidos se reportan como UFC/g/suelo (Unidades Formadoras de

Colonias/gramo de suelo) utilizando el factor de disolucién correctamente.

10.2.3. Aislamiento de Bacterias

Inicialmente se preparé 300 ml de medio con agar nutritivo (9.2 g) y se diluyo con agua
destilada, se esterilizo a 121°C durante 15 minutos. Una vez estéril, el agar se vertioé en

cajas petri previamente esterilizadas y se dejo enfriar en condiciones estériles.

Se realiza una primera y segunda resiembra de bacterias que tengan caracteristicas
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visibles diferentes con el fin de poder identificar cada una de ellas este procedimiento se
realiza esterilizando un asa bacterioldgica en el mechero, y ya que seleccionamos la
colonia se procede a extenderla en la caja petri, se procede a colocar el agar cerrado en

la incubadora, durante 24 horas a una temperatura ambiente de 37°C.

Por ultimo, realizamos una siembra por agotamiento con la finalidad de obtener las
colonias de bacterias puras, siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente,
solo que ahora se divide el area del agar en cuatro cuadrantes y dibujando con el asa
impregnada, estrias en distintas direcciones en cada cuadrante, siguiendo la secuencia

de las manecillas de reloj, sin recargar el asa para cada recorrido.

10.2.4. Hongos totales por dilucién en placa.

Los hongos tienen habitats muy diversos; sin embargo, la mayoria son terrestres y
habitan en el suelo, desempenando una actividad importante en la mineralizacion del
carbono organico. Tienen requerimientos nutricionales muy simples, pero su desarrollo es

mas lento, por lo que requieren mayor tiempo de incubacion para su cultivo.

Para determinar este parametro, el método utilizado fue el de cuenta viable por dilucién
en placa, utilizando agar dextrosa Sabouraud. En cuanto a su preparacion se diluyeron
29.25 g de Agar dextrosa Sabouraud en 450 ml de agua destilada y se esterilizo a 121°C
durante 15 minutos. Una vez estériles se vertid en las cajas petri estériles y se espero a
que gelificara. El procedimiento de dilucion y estriado fue el mismo que con el de las

bacterias. El conteo de los hongos totales se llevé al acabo de 7 dias.

10.2.5. Aislamiento de hongos

Inicialmente se preparé 300 ml de medio con agar de dextrosa y papa (11.7g) y se diluyo
con agua destilada, se esterilizo a 121°C durante 15 minutos. Una vez estéril, el ag%r se

vertié en cajas petri previamente esterilizadas y se dejo enfriar en condiciones estériles.

Se realiza resiembra de hongos que tengan caracteristicas visibles diferentes con el fin

de poder identificar cada una de ellas, este procedimiento se realiza esterilizando un asa
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bacteriologica en el mechero, y ya que seleccionamos la colonia se procede a colocarla
enel centro en la caja petri, y se procede a colocar el agar cerrado, la incubacion sellevo

durante 7 dias a una temperatura de 30°C.

10.2.6. Morfologia de bacterias

Las bacterias son microorganismos que se reproducen mediante fision binaria, y que
presentan tres formas basicas: las bacterias esféricas o cocos, las alargadas o bacilos y
las bacterias curvadas o espirilos que pueden ser también comas, espiroquetas y vibrias
(Vargas et al.,2014).

a) Cocos:

Estas bacterias presentan formas casi esféricas y sus agrupaciones son homogéneas. El
tamano de los cocos oscila entre los 0,8 a 1,0 mm. Y pueden presentar y tomar diversas
formas, producto de dos factores importantes como son la tendencia de las células a

mantenerse unidas, una vez sucedida la division y el o los planos de division celular.

- Diplococos:

Estos, después de su division, permanecen en pares, por ejemplo, la Neisseria (Meningococo)

-Tétradas:

Estos cocos se dividen en dos direcciones perpendiculares, formando una agrupacién
de cocos en una disposicidon cuadrada.

- Sarcinas:

Producto de la division de los cocos en tres direcciones perpendiculares, formando
una agrupacion de cocos con una disposicion cubica.
- Estreptococos:

Estos cocos se dividen en un solo plano, formando una secuencia de cuatro o mas
células como si se tratase de una cadena.

-Estafilococos:

Formados por la agrupacion irregular de cuatro o mas cocos, en ocasiones se asemejan a las

uvas.
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b) Bacilos

Estas bacterias forman agrupaciones bastante heterogéneas por su variedad de subtipos
morfolégicos, que pueden ser cilindricos, en forma de baston, largos y delgados,
pequefios y gruesos, también pueden presentar variaciones en sus extremos pudiendo

ser rectos, afilados o redondeados.

-Diplobacilos:
Formados por bacilos agrupados en pares.
-Estreptobacilos:
Agrupaciéon semejante a una cadena formada por cuatro o mas bacilos.
-Empalizado:
Son bacilos agrupados lado a lado como palitos de fosforo.
-Formas filamentosas:
Son bacilos que crecen en forma de fibras y toman distintas disposiciones por lo que esta

formacién se denomina también letras chinas.

c) Espirilos
Dentro de este tipo de bacterias se encuentran aquellas que en su forma presentan una o

mas curvaturas, algunas pueden presentar forma de hélices.

-Vibriones:
Son espirilos bastante cortos, por lo general presenta la forma de una coma.

-Espirilos:
Estas bacterias, relativamente rigidas, presentan una forma helicoidal; se mueven a través
de flagelos externos dando una o mas vueltas alrededor de su propio eje.

-Espiroquetas:
Presentan una forma helicoidal, pero a diferencia de los espirilos, poseen un cuerpoflexible,
se mueven con la ayuda de filamentos axiales que son flagelos periplasmaticos, lo que les

permite dar varias vueltas completas alrededor de su propio eje.

Las colonias son la manera macroscopica de observar la morfologia que constituye una
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agrupacion de bacterias, que se constituyen en agrupaciones formadas por la
reproduccién de las bacterias en un medio en el cual son incubadas por espacio de 24

horas aproximadamente.

La morfologia de una colonia dependera del borde y la forma en que se eleva sobre el

medio de cultivo. Asi, se menciona que la forma de una colonia puede ser:

Circular: Pueden medir hasta 4,0 mm.

Puntiforme: Denominados también en “cabeza de alfiler”.
Irregular: No representan una forma geométrica.
Rizoide: Presentan una forma helicoidal.

Fusiforme: En forma de husos

En cuanto a los bordes estos pueden ser:
Enteros: Son homogéneos en todo su recorrido.

Ondulados: Presentan pequefas fenestraciones.

Lobulados: Sus bordes son curveados de manera irregular.

Filamentosos: Presentan finos filamentos alrededor de toda la colonia.

La elevacion de la colonia puede ser:
Plana

Convexa

Elevada

Las colonias pueden presentar diferentes texturas, estas pueden ser:

Lisas: Presentan una superficie homogénea.

Concéntricas: Su textura se extiende de manera circular, por lo general de afuera hacia adentro.
Arrugadas: Su superficie presenta pequefas areas sobresalientes y leves depresiones.

Con curvas: Llamadas también sinuosas, presenta una textura similar a la concéntrica, la

diferencia radica en que este presenta un contorno mas irregular.

Las bacterias en conjunto presentan también otras caracteristicas como:
Pigmentacion: Que puede ser verde, amarillo o grisaceo.
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Olor: frutal o putrefacto.
Consistencia: mucoide, liso o rugoso.
Comportamiento optico: frente a luz transmitida estos pueden ser opacos, translucidos

o transparentes;

10.2.7. Identificacion de bacterias

Para la identificacion de las bacterias en el laboratorio es importante conocer sus
caracteristicas morfologicas, la reaccidn a la tincion de gram, agrupacion, propiedades,

morfologia colonial.

La tincion de Gram es el método mas utilizado de caracter diferencial para el examen
microscopico de las bacterias. Agrupa a las bacterias en Gram positivas y en Gram
negativas. Las primeras poseen una capa gruesa de peptidoglicano y carecen de
membrana externa, mientras que las Gram negativas tienen una capa mas delgada de

peptidoglicano y poseen una membrana externa (Rodriguez et.al.,2005).

Procedimiento para realizar la tincidon

1.-Se fija la muestra mediante calor
2.-Cristal violeta (tifie todas las bacterias, gram +, gram -) durante

1minuto

3.- Se fija con lugol durante 1 minuto.
4.-Se decolora con una mezcla de alcohol y cetona (Los gram — se
decoloran)

5.-Safranina (colorante de contraste, que tifie a los gram -) 1minuto.
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Figura 10.Esquema de la tinciéon de Gram es un tipo de tincién diferencial

10.2.8. Morfologia de hongos

Microorganismos eucarioticos no fotosintéticos, la mayoria son aerobios, utilizan materia
organica para alimentarse (puede ser materia que descomponen O seres Vivos),
inmoviles, pueden ser unicelulares o pluricelulares. A pesar de que como grupo pueden
alimentarse de una gran cantidad de compuestos, tienen requerimientos nutricionales

sencillos.

Las caracteristicas macroscoépicas que se pueden considerar son:
Velocidad de crecimiento: Rapida, Lenta, Moderada

Tamano (mm)

Forma: Circular, irregular

Elevacién: Plana, Convexa y Elevada

Borde: Ondulado, lobulado, entero, flamentoso, rizoide
Superficie: Con surcos radiales, cerebriformes, sectorizada
Textura: Lisa, rugosa, cremosa, aterciopelado

Color

La microscopia confirma la especie por tipo de hifas, el cuerpo fructifero y las conidias,
que son propias de cada especie. Muchas veces una observacion microscopica permite
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la identificacion del hongo, por ejemplo, cuando se hace un frotis de epitelio del pie se

puede determinar la especie del hongo que causa el pie de atleta (micosis superficial).

Tipos de hifa:
Cenocitica, Septada o tabicada, Septada multicluneada, Crenada (hay divisiones vy

canales de comunicacion).
-Conidiéforo:

Especializada en la produccién asexual de miles de esporas llamadas conidios. Se
localizan en el extremo de hifas las cuales levantan la conidiofora en el aire con el fin de

esparcir las esporas con mas eficiencia.

- Septos:

A través de sus aberturas proporcionan nutrientes para células, que se almacenan en

las paredes de las hifas en forma de glucégeno.
- Fialide:

Célula conidiégena (cualquier célula, en la cual o dentro de la cual se producen
directamente los conidios) que originan las fialosporas.
- Esporas:

Formas de propagacidn producidas por reproduccion sexual.

10.2.9. Identificacion de hongos

La tincidon de azul de lactofenol se emplea para observar hongos. Es una tincién simple (un solo
colorante) y como tal esta basada en la afinidad del colorante por componentes de las células, en

este caso por las estructuras fungicas.

El azul de lactofenol tiene tres caracteristicas que lo hacen especial para observar dichas

estructuras en los hongos del tipo moho obtenidos en los cultivos por aislamiento.

El fenol destruye la flora acompanante (algunas veces en los cultivos, juntos a los

hongos pueden crecer colonias de bacterias).
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El acido lactico conserva las estructuras fungicas al crear, por decirlo de algun modo,
una pelicula que las protege provocado por un cambio de gradiente osmatico entre el
interior y el exterior de dicha estructura.

El azul de algodon tiene la capacidad de adherirse a las hifas y conidios de los hongos

MiCroscopicos.

Procedimiento para realizar la tincidon
1. Sobre un porta limpio y seco depositaremos 2 gotas de azul de lactofenol.
2.Cortaremos un trozo de cinta celo y la pegaremos en el extremo del asa

estéril.

3.Con cuidado pasaremos el extremo del celo por el borde exterior de la colonia.
4.Pegaremos la cinta celo en el portaobjetos que tiene el colorante retirando con cuidado
el asa.
5.ARadiremos una gota de colorante sobre el celo.
6.Cubriremos la preparacién con un cubreobjetos.

7.0Observaremos al microscopio

Figura 11.Tincién de hongos

10.3. Preparacion del inéculo

Para mantener la bacteria viable se prepararon indculos en un medio liquido con caldo
nutritivo un dia antes de iniciar el experimento el cual se esterilizo a 121°C durante 15

minutos, para este proyecto seleccionamos las Bacteria 1(B1), Bacteria 2 (B2) y Bacteria
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6 (B6) que fueron aisladas y caracterizadas a partir de un suelo contaminado con
hidrocarburos de petroleo identificadas en la morfologia y tincion gram, Se tomé un asa
de la caja Petri donde se encontraba las bacterias, y cada una se introdujo
cuidadosamente al matraz conteniendo el caldo nutritivo estéril, se tapd, se rotulo. y

posteriormente, el cultivo se puso en agitacion orbital durante 24 h.

Figura 12. Iné6culo de las bacterias

Las cepas de bacterias B1, B2 y B6 fueron conservadas con glicerol al 80% para tener la

Figura 13. Conservacioén de las bacterias

Para el hongo se prepararon inéculos en medio liquido con PDA (papa dextrosa agar).
Unos 4 dias antes de iniciar el experimento el cual se esterilizo a 121°C durante 15 minutos
para este proyecto seleccionamos los hongos H1, H2, H4, H5, H6, H7, que fueron
aislados y caracterizados a partir de un suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo

e identificados en la morfologia y tincién de hongos, se tomé un corte de cada hongo de
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cada caja Petri y se introdujo cuidadosamente al matraz conteniendo el caldo dextrosa papa

(PDA) previamente estéril, se tapd, se rotuld, el cultivo se puso en agitacion orbital durante 5 dias.

Figura 14. Preparacion de inéculos fungicos

Cada una de las cepas de hongos fueron conservadas con aceite mineral para preservar

sus caracteristicas por congelacion. Se realizo por duplicado

Figura 15. Preparacion de muestras de biomasa bacteriana para su conservacion
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10.4. Aclimatacion

10.4.1. Bacterias

Para la aclimatacion se adiciono 2 ml del caldo enriquecido de cada bacteria al medio mineral que se
empled en este experimento el cual esta constituido (g/L): por 2.13 de fosfato disédico anhidro
( 2 4), 1.3 de fosfato de potasio monobasico (

sulfato de magnesio (

4), Y como fuente de carbono la fraccién aromatica del petréleo que en

este caso se empled el queroseno a una concentracién de 100 ppm.

Bacteria 1 (B1)

2 ml del inoculo (Bacteria)+20 ml de medio

mineral +100 ppm queroseno

Control abidtico

2ml del inoculo (Bacteria 1) +20ml de medio

mineral

Bacteria 2 (B2)

2 ml del inoculo (Bacteria 2) +20 ml de
medio
mineral +100ppm queroseno

Control abiético

2 ml del inoculo (Bacteria 2) +20 ml de
medio
mineral

Bacteria 6 (B6)

2 ml del inoculo (Bacteria 6) +20 ml de
medio
mineral +100 ppm queroseno

Control abidtico

2 ml del inoculo (Bacteria 6) +20 ml de
medio
mineral

Una vez que se adicionan el inoculo y la fraccion de hidrocarburo (queroseno) se puso

en agitacion orbital durante 30 dias. Para poder seleccionar las mejores bacterias que se

aclimatan en este medio y asi iniciar los ensayos de tolerancia del contaminante.
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Figura 16. Aclimatacién de las bacterias

10.4.2. Hongos

Para la aclimatacion se adiciono 2 ml del caldo enriquecido de cada hongo al medio
mineral que se empled en este experimento el cual estd constituido (g/L): por 2.13 de
fosfato disdédico anhidro ( 2 4), 1.3 de fosfato de potasio monobasico ( 2 4), 0.5
cloruro de amonio ( 4Cl) y 0.2 de sulfato de magnesio ( 4), y como fuente de
carbono la fraccion aromatica del petroleo que en este caso se empled el queroseno a

una concentracion de 100 ppm.

2 ml del inoculo (Hongo 1) +20 ml de

Hongo 1 (H1) medio mineral +100 ppm queroseno
Control abidtico 2 ml del inoculo (Hongo 1) +20 ml de
medio mineral

Hongo 2 (H2) 2 ml del inoculo (Hongo 2) +20 ml de
medio mineral +100 ppm queroseno
Control abidtico 2 ml del inoculo (Hongo 2) +20 ml de

medio mineral

2 ml del inoculo (Hongo 4) +20 ml de
Hongo 4 (H4) medio mineral +100 ppm queroseno
Control abidtico 2 ml del inoculo (Hongo 4) +20 ml de
medio mineral

2 ml del inoculo (Hongo 5) +20 ml de
Hongo 5 (H5) medio mineral +100 ppm queroseno
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Control abidtico

2ml del inoculo (Hongo 5) +20ml de
medio mineral

Hongo 6 (H6)

2 ml del inoculo (Hongo 6) +20 ml de
medio mineral +100 ppm queroseno

Control abidtico

2 ml del inoculo (Hongo 6) +20 ml de
medio mineral

Hongo 7 (H7)

2 ml del inoculo (Hongo 7) +20 ml de
medio mineral +100 ppm queroseno

Control abidtico

2 ml del inoculo (Hongo 7) +20 ml de
medio mineral

Una vez que se adicionan el inoculo y la fraccion de hidrocarburo (queroseno) se puso
en agitacion orbital durante 30 dias. Para poder seleccionar las mejores cepas de

hongos que se aclimatan en este medio y asi iniciar los ensayos de tolerancia del

contaminante.

Después de la aclimatacion se observé el crecimiento en la Bacteria 1, Bacteria 2 y
Bacteria 6 asi como en el Hongo 1, Hongo 2 y Hongo 5 en comparacién con los demas,

para poder seleccionar la mejor cepa de bacteria y hongo se realizé la extraccion vy

Figura 17. Aclimatacion de los hongos

cuantificacion gravimétrica y cromatografia de gases.
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Figura 18. Bacterias y hongos que presentaron mayor crecimiento en la aclimatacion

10.5. Técnicas analiticas para la cuantificacion de la biorremediacién de hidrocarburos de
petréleo

Los hidrocarburos de petréleo constituyen un numero muy grande de compuestos
quimicos, los mismos se pueden agrupar segun su funcionalidad de compuestos o bien
productos industriales. Para determinar esta diversidad de compuestos se pueden utilizar
varias técnicas analiticas. Tanto en suelo como en agua los hidrocarburos deben ser
extraidos con un solvente adecuado y posteriormente los compuestos que han sido

solubilizados son analizados por varios métodos.

10.5.1. Degradacion del hidrocarburo queroseno por las cepas de bacterias y hongos

Para evaluar la biodegradacion del queroseno, por cada una de las cepas de bacterias y
hongos se utilizaron como fuente de carbono 100 ppm del hidrocarburo, asi como 20 mi

del in6culo de bacterias y hongos una vez ya aclimatadas.

Los experimentos fueron realizados en matraces de 50ml, los cuales se dejaron en
agitacion durante 9 dias. Una vez transcurridos los dias de degradacion se extrajo el

queroseno con diclorometano una vez evaporado, se analizé por cromatografia de gases.
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10.5.2. Extraccion organica y cuantificacion de HAP's

Una vez concluidos los tiempos de biodegradacidon de los experimentos se realizd una
extraccion organica con diclorometano (DCM). Para ello se utilizaron 3 volumenes del
disolvente, el primer volumen fue de 10 ml, mientras que los 2 restantes fueron de 5 ml
cada uno. La emulsion formada entre cada adicion del disolvente se separd por
centrifugacion a 10,000 rpm durante 20 minutos. Las fases organicas fueron reunidas y
secadas por filtracion con sulfato de sodio anhidro. El filtrado se recuperé en un matraz,
para que se eliminara el disolvente con ayuda de un evaporador rotatorio Buchi. El
extracto organico residual se transfirid a un vial previamente etiquetado y tarado. El
extracto de hidrocarburos obtenido se mantuvo en un desecador hasta la obtencion del

peso constante del vial.

La extraccion de queroseno para los cultivos hongos se realizé utilizando un ultrasonic-
procesador en cual nos permite triturar el hongo por si contiene hidrocarburo
concentrado en él y asi poder tenerlo en una solucién y facilitar su extraccion una vez

asi se procede el mismo procedimiento antes mencionado.

La cuantificacion del porcentaje de biodegradacion por gravimetria se realizé utilizando

Formula:

_ [(HC's T (ps)) — (HC'sF (ps)]

% [AC's T (ps)]

10.5.3. Analisis por cromatografia de gases

GC-FID se prefiere principalmente para aplicaciones de laboratorio porque proporciona
selectividad y sensibilidad relativas (Aparicio-Ruiz et al., 2018) y esta reconocido por la
EPA, la British Standard Institution (BSI) e ISO. El método EPA 8015 (EPA, 1996b) se

usa para determinar TPH, BS ISO 15009: 2002 (ISO/TC 190/SC 3, 2007a) es para
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hidrocarburos volatiles aromaticos y halogenados, y BS ISO 16703: 2004 (ISO/TC
190/SC 3, 2007b) se usa para determinar el contenido de hidrocarburos en el rango de
C10 a C40 (n-alcanos) en sdlidos, incluidos suelos y desechos. GC-FID se utiliza para
aplicaciones cuantitativas y cualitativas, incluido el cribado de muestras ambientales
(Saari et al., 2007; Snape et al., 2005; Vallejo et al., 2001), el tipo y la identidad del aceite
fresco a ligeramente degradado en muestras ambientales para el reconocimiento de
patrones de hidrocarburos de petréleo (Risdon et al., 2008; Wang & Fingas, 2003) y
caracterizar y resolver el perfil de mezclas complejas no resueltas en sedimentos

contaminados con petréleo (Frysinger et al., 2003).

La constante de velocidad de biodegradacién de los hidrocarburos de petréleo en un sitio
contaminado es muy variable y dificil de evaluar debido a las condiciones variables del
sitio. Sin embargo, GC-FID se ha utilizado para desarrollar un modelo de correlacion
simple para estimar la constante de velocidad de degradacion de bioventilacion de la
gasolina en varios suelos sin tener que realizar experimentos largos y costosos . Los
limites de deteccion para GC-FID dependen del método y la matriz de la muestra con

valores tipicos de 10 mg/kg en el suelo (Weisman, 1998).

Sin embargo, los altos costos analiticos y el tiempo operativo, los problemas de
calibracion del instrumento los efectos de la matriz de muestra y el impacto de las
condiciones operativas del GC son algunos de los desafios del método (Aparicio-Ruiz et
al., 2018). Aun asi, GC- FID ha sido utilizado desde hace tiempo para ayudar a cuantificar
la taza de biodegradacion de TPH, como se evidencia en los trabajos de Yeung y
colaboradores (P. Y. Yeung et al., 1997; P. Y. P. Yeung et al., 1994).

Una vez seleccionado la mejor cepa de bacterias y de hongos, se procede a formar el
cultivo secuencial, en donde se coloca en un matraz de 50ml primero adicionando la
bacteria y a los 7 dias el hongo, y se realiza viceversa, en otro matraz se coloca la
mezcla de ambos para comparar y ver en cual se efectua una mayor degradacién del
hidrocarburo.
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Una vez transcurrido el tiempo de degradacion, se realiza el mismo procedimiento de
extraccion, cuantificacion y analisis cromatografico para comparar con cual se obtiene

mejores resultados.

11. RESULTADOS
11.1 Caracterizacion microbiolégica

11.1.1 Bacterias totales por dilucién en placa

De acuerdo con la férmula, UFC/ml o UFC/g= [(No. de colonias por placa X el factor de
dilucién) / volumen de la muestra sembrada], se determinaron las unidades formadoras

de colonias para los microorganismos.

Parametro Resultado (UFC’s/g suelo)

Bacterias (UFC/g suelo) 6.7 X 106

Suelo sin contaminar

Suelo contaminado

67 colonias contables a partir
de la dilucion -5
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11.1.2 Hongos totales por dilucién en placa

Conteo de colonias de hongos

Parametro Resultado (UFC’s/g suelo)

Hongos (UFC/g suelo) 45X10°

Suelo sin contaminar

Suelo
contaminado

45 colonias contables a
partir de la dilucién -2

11.2 Morfologia y Tincion Gram

Las comunidades microbianas de ambientes contaminadas tienden a seleccionar a los
microorganismos que son capaces de utilizar y/o sobrevivir a los compuestos téxicos.
Como resultado de esto, dichos microorganismos tienden a ser menos abundantes y su
diversidad puede ser influenciada por la complejidad de las mezclas quimicas en las que

se encuentran inmersas y por el cual han sido expuestos.

Los resultados de la morfologia colonial y de la tincién de Gram, se muestra en la tabla 8.

En ella, puede observarse notablemente el predominio de las bacterias Gram negativas.
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11.2.1 Bacterias

Colonia Forma

1 Irregular
2 Circular
3 Irregular
4 Circular
5 Circular
6 Circular
7 Irregular
8 Circular

Tabla 8. Caracteristicas macroscopicas

Elevacion

Plana

Convexa

Plana

Plana

Convexa

Elevada

Plana

Plana

Borde

Ondulado

Ondulado

Ondulado

Ondulado

Entero

Ondulado

Ondulado

Ondulado

68

Color

Beige

Beige

Amarillo

Beige

Beige

Amarillo

Beige

Beige

Aspecto

Seco

Cremoso

Viscoso

Seco

Humedo

Brillante
humedo

Seco

Seco

Gram



Tabla 9. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de bacterias.

Colonias Macroscopica Microscopica lente Caracteristicas
100x
Bacteria 1
Bacilos Gram
+ en forma de
cadena
Bacteria 2
Bacilos Gram —
Bacteria 3

Bacilo Gram
— muy
dispersos
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Bacteria 4

Bacilos Gram-
muy pequenos

Bacteria 5
Bacilos Gram -
Bacteria 6
Son Gram -
negativas
Presenta
bacilos
encapsulados
Bacteria 7

Bacilos Gram -

70




Bacteria 8

Cocos Gram -

11.2.3 Hongos

Cepas

Aisladas

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

Tabla 10. Tabla de morfologia macroscépica de cepas de hongos

Tiempo de
Crecimient
o

Rapido

Rapido

Moderado

Rapido

Rapido

Rapido

Rapido

Lento

Forma

Circular

Irregular

Irregular

Irregular

Circular

Irregular

Irregular

Irregular

Elevacion

Elevado
en el
Centro
Elevado
en el
centro
Elevado
en el
centro
Elevado

en el
Centro

Plana 'y
extendida
Elevada
en el
centro
Elevada
en el
centro
Convexa

Borde o

Margen

Filamentoso

Filamentoso

Filamentoso

Rizoide

Filamentoso

Filamentoso

Filamentoso

Encorvado
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Superficie

Sectorizada

Surcos

radiales

Sectorizada

Surcos
radiales

Lisa

Sectorizada

Sectorizada

Plegada

Pigmento
adverso

Verde
con
Blanco

Verde
con
blanco
Blanco
con
amarillo
Rojo con
blanco

Beige con
café
Marron
con
blanco
Café con
amarillo

Blanco
con
amarillo

Textura

Polvorienta

Aterciopelado

Aterciopelado

Aterciopelado

Aterciopelado

Aterciopelado

Aterciopelado

Algodonosa

Tamaio
(mm)
45

14

20

60

31

35
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H9

Moderado

Irregular

Elevada

Filamentoso

Blanco
con
amarillo

Invasiva

Belloso 18

Tabla 11. Tabla de morfologia microscépica de cepas de hongos

Cepa de Macroscopicamente Microscopicamente Nombre
Hongo 100x
H1 : Trichoderma
Crecimiento rapido de
borde filamentoso’ y 'gonldloforos son
- : ’ | ramificados.
superficie sectorizada
de color verde con
blanco y de textura
polvorienta.
H2 Cladosporium
. Sphaerospermum
Crecimiento rapido de o
forma irregular con | LOS conidios en
elevacion en el centro, | c@denas  forman una
borde filamentoso, | cOmpacta columna
superficie surcos | sobre la vesicula, son
radiales de color verde | 9¢ color verde,
con blanco y de |finamente rugosos,
textura aterciopelada. | 9/0b0s0s o subglobosos
y de 2 a 3 uym de
diametro.
H3 Aspergillus
J Flavus

Crecimiento moderado
de forma irregular con
elevacion en el centro,
borde filamentoso,

Las endosporas libres
crecen 'y producen
endoesporulantes.
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superficie sectorizada
de color amarillo con
blanco y de textura

aterciopelada.

H4 Aureobasidium
pullulans
Crecimiento rapido de | Conidios formando
forma irregular | cadenas acropetal,
con elevacion al | hifas aseptadas,
centro, borde rizoide, | ausencia de
superficie surcos | clamidosporas.
radiales de color rojo
con blanco y de
textura aterciopelada.
H5 Aspergillus
terreus

Crecimientg rapido de

forma circular con
elevacion plana vy
extendida, borde

filamentoso, superficie
lisa de color beige con
café y de textura
aterciopelada.

Micelio septado,
hialino,
microsifonado,
presenta hifas en
raquetas, con
NUMErosos

macroconidios largos
(hasta 100 pm),
ahusados, de pared
gruesa

, equinulados  con
extremos puntiagudos.
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H6 Syncephalastrum
racemosum
Crecimiento rapido de |La  presencia  de
forma irregular con | €sporangiéforos
elevacion en el centro, | ramificados.
borde filamentoso, | Terminando cada rama
superficie sectorizada | €N una vesicula que
de color marrén con | Produce
blanco y de textura merosporangios en toda
aterciopelado. su superficie. Presenta
hifas septionadas.
H7 Aspergillus sp
Micelio septado, hialino,
Crecimiento rapido de | microsifonado,
forma irregular con | ramificado, con
elevacion en el centro, | Presencia de
borde filamentoso, | clamidoconidios
superficie sectorizada | intercalares y
de color café con |terminales, y algunas
amarillo y de textura | hifas en raquetas.
aterciopelada.
H8 Aspergillus flavus

Crecimiento lento de
forma irregular con
elevacioén en el centro,
borde encorvado,
superficie plegada de
color amairrillo .

Conidioforos regulares
y rugosos, conidios
piriformes o globulosos,
vesiculas ovaladas,
conididosporas multiples,
hifas hialinas.
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11.3 Cuantificacién y Extraccién de las Cepas de Bacterias y Hongos

Tabla 12. Resultados de la biodegradacion de cepas de las bacterias aisladas a los 7 y 15 dias de

incubacion.
. 7das_ |
Promedio (dos Degradacion %Degradacion
repeticiones)
Bacteria 1 0.018515 0.254029 25.40
Bacteria 2 0.014813 0.403183 40.31
Bacteria 6 0.021235 0.14440 14.44

Promedio (dos Degradaciéon
repeticiones)

Bacteria 1 0.015435 0.378122
Bacteria 2 0.012155 0.510274
Bacteria 6 0.017815 0.282232

%Degradacion

37.81
51.02
28.22

Tabla 13. Resultados de la biodegradacion de cepas de los hongos aislados a los 7 y 15 dias de incubacién

%Degradacion

50.19
26.95

. 7das |
Promedio (de Degradacion
duplicados)
Hongo 1 0.0123615 0.501954069
Hongo 2 0.0183000 0.269540693
Hongo 5 0.0103500 0.582796132

58.27

Promedio (de Degradacion

duplicados)
Hongo 1 0.010675 0.569903304
Hongo 2 0.011800 0.524576954
Hongo 5 0.008285 0.661966160

75

%Degradacion

56.99
52.45
66.61



11.4 Perfiles cromatograficos obtenidos de la biodegradacion de los HPs por hongos y bacterias

b FID1A, (SILVIA60622004.D)
a HD1A, (SILVIAG06Z2013.L) counts |
counts 4
CONTROL BACTERIA 1
200000
1750004 (7 DIAS)
i 150000+
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100000 75000
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25000
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LMJ T 3 P 0 E) ) n
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Figura 19. Perfil cromatografico de la fraccion aromatica a) control abiético, b) perfil cromatografico de la
remocién de la fraccidbn aromatica por la cepa de la bacteria 1 (7 dias) y c) perfil cromatografico de la
fraccion aromatica por la cepa de la bacteria 1 (15 dias).
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Figura 20. Perfil cromatografico de la fraccion aromatica a) control abiético, b) perfil cromatografico de la
remocioén de la fraccion aromatica por la cepa de la bacteria 2 (7 dias) y c¢) perfil cromatografico de la
remocién de la fraccion aromatica por la cepa de la bacteria 2 (15 dias).
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Figura 21. Perfil cromatografico de la fracciéon aromatica a) control abiético, b) perfil cromatografico de la
remocién de la fraccidn aromatica por la cepa de la bacteria 6 (7 dias) y c) perfil cromatografico de la
remocion de la fraccion aromatica por la cepa de la bacteria 6 (15 dias).
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Figura 22.Perfil cromatografico de la fraccion aromatica a) control abidtico, b) perfil cromatografico de la
remocién de la fraccién aromatica por la cepa del hongo 1 (7 dias) y c¢) perfil cromatografico de la remocion
de la fraccion aromatica por la cepa del hongo 1 (15 dias).
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Figura 23. Perfil cromatografico de la fraccién aromatica a) control abiético, b) perfil cromatografico de la
remocién de la fraccion aromatica por la cepa del hongo 2 (7 dias) y c¢) perfil cromatografico de la
remocion de la fraccién aromatica por la cepa del hongo 2 (15 dias).
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Figura 24. Perfil cromatografico de la fraccién aromatica a) control abiético, b) Perfil cromatografico de
la remocion de la fraccion aromatica por la cepa del hongo 5 (7 dias) y c) Perfil cromatografico de la
remocién de la fraccién aromatica por la cepa del hongo (15 dias).
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11.5 Cuantificacion y Extraccion del Cultivo Secuencial

Tabla 14. Resultados de la biodegradacion de cepas del cultivo secuencial.

2

Bacteria 2 + Hongo 0.00649667 0.738248724

5

Bacteria 2 Hongo 5

Promedio
Hongo 5 + Bacteria 0.00644670 0.740263229

0.0073967

11.6 Analisis cromatografico de cultivo secuencial
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Figura 25. Perfil cromatografico de la fraccién aromatica a) control abiético, b) perfil cromatografico

de la remocion de la fraccidon aromatica por el cultivo secuencial (hongo 5 + bacteria 2) 15 dias y ¢)

perfil cromatografico de la remocién de la fraccién aromatica por el cultivo secuencial (bacteria 2 + hongo 5)
15 dias y d) perfil cromatografico de la remocion de la fraccién aromatica de (bacteria 2+ hongo 5) 15 dias.

11.7 Prueba t de Student: muestras relacionadas

11.7.1 Estadistico de prueba:

Tabla 15. Prueba t para medias de dos muestras

emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 0.359250333 0.4878455
Varianza 0.027543852 0.01864394
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.918998669
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
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Estadistico t 4.676584057

P(T<=t) una cola 0.002725132
Valor critico de t (una cola) 2.015048373
P(T<=t) dos colas 0.005450264
Valor critico de t (dos colas) 2.570581836

Resultado: Hay un cambio significativo y se concluye con un nivel de significancia (0.05) que
se obtienen mejores resultados de degradacion en un intervalo de mayor tiempo.

11.7.2 Comparaciones multiples

Tabla 16. Analisis de varianza de un factor

ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Valor critico
variaciones Suma C. G.L  Promedio C. F Probabilidad  para F
Entre grupos 0.219597138 5 0.043919428 4.32334719 0.05158765 4.38737419
Dentro de los grupos 0.060951979 6 0.010158663
Total 0.280549117 11

11.8 Prueba de Tukey

La prueba de Tukey declara que dos medias son significativamente diferentes si el valor absoluto de
sus diferencias muestrales exceden.

a = total de tratamientos
= grados de libertad asociados

De tablas se obtiene este valor ( , ) =5.63
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es

=0.010158663

7 dias 15 dias Yi 1

Bacteria 1 0.25403| 0.37812| 0.63215| 0.31607 1=2

Bacteria 2 0.40318| 0.51027| 0.91346| 0.45673 2 =2

Bacteria 6 0.14400| 0.28223| 0.42623| 0.21211 3=2

Hongo 1 0.50195| 0.56990| 1.07186| 0.53593| ,=2
Hongo 2 0.26954| 0.52458| 0.79412| 0.39706| s5=2
Hongo 5 0.58280| 0.66197| 1.24476| 0.62238| =2
1 5 2. 4 6
Comparacion
3. v/s 6.
(,) 1
= (—+—)
V2

_ 563

1, 1\ _
> \/0.010158663(E+5) = 0.401246

6.l =0.41027 > 5 36, son estadisticamente diferentes, donde la degradacion del Hongo 5

mayor que la Bacteria 6.
41 =0.21986 < (5 14) SON estadisticamente iguales, donde la degradacion del Hongo 1 es
mayor que la Bacteria 1.
6.1= 0.30631 < (45 1) SOn estadisticamente iguales, donde la degradacion del Hongo 5 es
mayor que la Bacteria 1.
5/=0.18495 < o5 35) son estadisticamente iguales, donde la degradacion del Hongo 5 es
mayor que la Bacteria 6.
4|=0.32382 < 5 34y Son estadisticamente iguales, donde la degradacion del Hongo 1 es
mayor que la Bacteria 6.
11 =0.10396 < (45 31y son estadisticamente iguales, donde la degradacion de la Bacteria 1
es mayor que la Bacteria 6.
2|=0.24462< (5 3, son estadisticamente iguales, donde la degradacion de la Bacteria 2
es mayor que la Bacteria 6.
5/=0.08099 < 5 15) son estadisticamente iguales, donde la degradacion del Hongo 2 es
mayor que la Bacteria 1.
»|1=0.14066 < (5 12) son estadisticamente iguales, donde la degradacion de la Bacteria 2
es mayor que la Bacteria 1.
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| 5. — 2|=0.05967< 5 5,y son estadisticamente iguales, donde la degradacion del Hongo 2

es mayor que la Bacteria 2.
| 2 — 4]70.0792<< 45,5 son estadisticamente iguales, donde la degradacion del Hongo 1 es

mayor que la Bacteria 2.
| 4 — 6/=0.08645< (546 son estadisticamente iguales, donde la degradacion del Hongo 5 es

mayor que el Hongo 1.
| 5. — 6/70.22532< 5 56 son estadisticamente iguales, donde la degradacion del Hongo 5 es

mayor que el Hongo 2
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12.DISCUSION

En los ultimos afios, el transporte del petroleo se ha realizado en grandes
embarcaciones debido a la gran demanda que se requiere para distribuirlo hacia
diferentes lugares. Si bien, como se sabe los accidentes de buques petroleros no
son tan frecuentes, pero cuando ocurren causan derrames, que generan un gran
impacto ambiental en el suelo y en el agua, por tal razén se ha desarrollado el

estudio de microorganismos con capacidad de degradarlos.

El proceso de degradacion de HAP's es lento por la flora nativa. Por ello el
aislamiento e identificacion de microorganismos nativos responsables de la
biodegradacién de contaminantes y su caracterizacion se han reportado como
elementos necesarios para la evaluacion, desarrollo y aplicacion de estrategias de

biorremediacion in situ (Echeverri et al. 2010, Mrozik y Piotrowska 2010).

Los HAP's de bajo peso molecular son facilmente degradados por varios tipos de
microorganismos (bacterias -hongos), sin embargo, la velocidad de degradacién
se reduce al aumentar su peso molecular. Es por ello por lo que para los
compuestos que son recalcitrantes se han planteado diferentes estrategias en
cuanto a la aclimatacion para preservar las cepas, ya que esto permite alcanzar

mayores niveles de biodegradacion que las cepas no aclimatadas.

En este proyecto se realizd la degradacion del queroseno mediante el uso de
bacterias y hongos las cuales fueron aclimatadas a partir de un suelo contaminado,
previo a la parte experimental se revisé la bibliografica en cuanto a la mejor
seleccidén de cepas de bacterias y hongos que han sido estudiadas por diferentes

investigadores.

Los hongos que presentan como mejores degradadores de hidrocarburos de
cadena larga de acuerdo con Martinez-Vazquez et al. 2011 quienes mencionan a

Aspergillus y Penicillum como los géneros que se encuentran en mayor proporcion
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en suelos contaminados con hidrocarburos, utilizandolos para estudios de
biorremediacion de petréleo crudo y sus derivados, asi como la mineralizacion de
aromaticos policiclicos.

April et al. 2000 mencionan que en sus estudios el aislamiento de hongos de
muestras de suelos contaminados en Canada en donde aislaron una gran
variedad de hongos de géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Rhizopus como
degradadores utilizando preferentemente como fuente carbono las fracciones de

petroleo de cadenas entre n-  an-

Pérez Silva, 2008 obtuvo un 57% de biodegradacion de petrdleo con la cepa de
Pseudomona AT18, mostr6 un mayor crecimiento sobre petréleo como unica

fuente de carbono y energia al obtenerse 1,83 g/L de biomasa celular.

Salleh et al., 2003 Observo las cepas de bacterias Acinetobacter sp,
Pseudomonas sp. Y Mycobacterium sp. Las cuales degradan alcanos, mono-
aromaticos y poliaromaticos respectivamente.

El uso de co-cultivos fungicos- bacterianos definidos ara degradar los HAP fue

informado por primera vez por Boonchan et al. (2000).

Es por que este proyecto se establecio el aislamiento y caracterizacion de cepas
de bacterias y hongos a partir de un suelo contaminado por HAPs , los cuales
fueron aclimatados ya que permite una adaptacidn microbiana que esto
incrementara la velocidad de de degradacion del compuesto por los
microorganismos por un tiempo de 30 dias en donde logramos seleccionar
trabajar con 3 bacterias y 3 hongos , los cuales fueron sometidos a una
biodegradacién, una vez concluidos los tiempos se realiz6 la extraccion y
cuantificacion de HAPs para poder seleccionar la mejor bacteria (bacteria 2)
donde se logr6é una degradacion del 51% y el mejor hongo (hongo 5 ) 66% , y una
vez asi formar el cultivo secuencial para tener una mejor eficiencia de degradacion
del 74%, en donde al comparar con otros trabajos experimentales hay una

similitud en el porcentaje de degradacion.
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13. CONCLUSIONES

El proceso de degradaciéon de HAPs en los suelos es lento por la flora nativa, por
ello el aislamiento de los microorganismos con capacidad de degradarlos se
vuelve una tecnologia muy eficiente ya que al bioaumentar un suelo se incrementa

la velocidad de degradacion del contaminante.

Diversos estudios muestran que un solo microorganismo no es capaz de degradar
completamente los contaminantes de suelo contaminado, llegando a veces a la
generacion de metabolitos secundarios por lo que las cepas de bacterias y hongos
aislados que han mostrado tolerancia a hidrocarburos se emplearan para

potencializar la eficacia de un cultivo secuencial.

De los aislados bacterianos encontrados en el suelo contaminado, la gran mayoria
corresponde a bacterias Gram — en donde la bacteria 2 presento un mejor
potencial de degradacion del 51 % y es por ello por lo que se seleccioné para
formar el cultivo secuencial al igual que el hongo 5 (Aspergillus terreus) logro una
degradacion del 58 % en donde también se seleccion6 para formar el cultivo

secuencial en donde se pretende alcanzar una mejor degradacion de los HAPs.

Perspectivas
e Deberan realizarse estudios adicionales que permitan identificar cuales son
las enzimas que participan en la biodegradacion de los hidrocarburos.
e Evaluar la adicion de un biosurfactante para poder observar los posibles
efectos que este conlleva en el crecimiento y degradacién de la fraccion
aromatica.

e Se requerira incrementar el tiempo del proceso de degradacion.
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e Evaluar el efecto de la composicion del medio de cultivo y la aeracion sobre
la biodegradacion.

o |dentificar los metabolitos producidos durante la biodegradacion por las diferentes cepas
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