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1. INTRODUCCION

Hoy en dia, uno de los problemas principales que aquejan al hombre es la contaminacion
del aire, agua y suelo. Este problema se debe principalmente al impacto ambiental
causado por descargas industriales de efluentes liquidos y sélidos sin un tratamiento
previo. Entre los principales contaminantes generados por el sector industrial se
encuentran los hidrocarburos, que estan presentes en una gran cantidad de residuos
liquidos, semisdlidos y solidos, como consecuencia de las diferentes actividades
realizadas por la industria petrolera. La contaminacion por hidrocarburos es el resultado
de las actividades de extraccion, refinacion, petroquimica, almacenamiento, distribucion
y transporte, asi como los derrames accidentales o provocados. El deterioro ambiental
causado por la presencia de hidrocarburos en el ambiente es muy grave, esto y se debe
a que en los sitios contaminados con hidrocarburos los procesos de descontaminacion
no alcanzan a cubrir todas las areas afectadas o se realizan mucho tiempo después de
que éstos han ingresado en los suelos, sedimentos y cuerpos de agua, dificultando su

eliminacion.

El petréleo crudo es una mezcla extremadamente compleja y variable de compuestos
organicos, donde la mayoria de ellos son hidrocarburos, que varian en peso molecular
desde el gas metano hasta alquitranes y bitumenes de altos pesos moleculares. Los
hidrocarburos pueden presentarse en un amplio rango de estructuras moleculares:
cadenas lineales y ramificadas, anillos sencillos, condensados o aromaticos. Estos
ultimos se clasifican con dos grupos de hidrocarburos aromaticos y poliaromaticos. En el
primer grupo se incluyen los monociclicos, el benceno, tolueno y xileno (BTEX). En el
grupo de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) se incluyen compuestos
aromaticos de mas numero de anillos los tales como el naftaleno, antraceno y fenantreno.
La degradacidén microbiana constituye el principal proceso de descontaminacion natural
(Torres; Zuluaga. 2009). Esta surge de la necesidad de disminuir el impacto ambiental,
con el fin de detoxificar contaminantes en los diferentes ambientes (agua y suelos)
usando microorganismos, plantas o enzimas de éstos. Gracias a la biotecnologia
ambiental se han desarrollado diversas estrategias con el fin de restaurar el suelo y la

calidad ambiental, de acuerdo con las necesidades y dimensiones del problema (Pao-



Wen et al., 2011). En este proyecto nos enfocaremos en la fraccion aromatica, ya que se
trata de la porcidn mas recalcitrante y toxica y menos volatil por lo tanto mas dificil de

eliminar del medio, por lo que se utilizaron diferentes estrategias biotecnolégicas.



2. ANTECEDENTES

El desarrollo tecnoldgico e industrial ha incrementado la introduccion de compuestos
quimicos toxicos en el ambiente como consecuencia de las actividad industriales, como
es el caso de la industria farmacéutica, quimica, petroquimica y textil, entre otras. Muchos
de los contaminantes que se encuentran incorporados en el ambiente han sido
descargados deliberadamente, en forma accidental o inadvertida en el agua, aire o suelo
después de que fueron generados o utilizados (Machin-Ramirez, 2010).

El manejo inadecuado de los materiales y residuos peligrosos ha generado a escala

mundial un problema de contaminacion de suelos, aire y agua (Benavides, 2006).

2.1 Contaminacion del suelo por hidrocarburos

Las malas practicas con el manejo de los hidrocarburos, los accidentes en su
almacenamiento y transporte han generado problemas ambientales en los que se ha
hecho evidente la contaminacion de grandes extensiones de suelo y mantos acuiferos
(Mayolo-Deloisa, 2007). Esto puede ser accidental o deliberadamente, lo que lleva a
graves problemas de contaminacion y dafos a la salud. La contaminacién del suelo por
petroleo es causada principalmente durante las actividades de explotacion petrolera,
fundicion, transporte y distribucién la disposicion clandestina asi como derrames y

accidentes (Tanga et al., 2012).

En el suelo los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la atmdsfera, iniciando
una serie de procesos fisico-quimicos simultaneos como evaporacion y penetracion, que
dependiendo del tipo de hidrocarburo, temperatura, humedad, textura del suelo y
cantidad vertida puede ser mas o menos lentos, ocasionando una mayor toxicidad.
Ademas los suelos por tener una moderada, alta o extrema salinidad, dificultando su
tratamiento. Altos gradientes de salinidad pueden destruir la estructura terciaria de las
proteinas, desnaturalizar enzimas y deshidratar células, lo cual es letal para muchos
microorganismos usados para el tratamiento de aguas y suelos contaminados.
(Benavides et al., 2006). Las propiedades fisico-quimicas de los suelos, asi como la
composiciéon dinamica de las comunidades microbianas se puede cambiar por

contaminacién de los hidrocarburos (Tanga et al., 2012).



En México existen extensas areas contaminadas con hidrocarburos del petréleo debido
principalmente a derrames, asi como a las actividades propias de la industria petrolera.
Este tipo de compuestos se acumulan en ecosistemas marinos y en suelos, siendo
responsables de su deterioro. Algunos suelos contaminados, principalmente en el sureste
de Meéxico, contienen concentraciones de hidrocarburos hasta de 450,000 mg/kg
(Velasco y Volke, 2003).

2.2 Causas de derrames por la actividad petrolera

Los eventos de contaminacion pueden tener una fuente o varias causas que participan
de una forma determinante al desastre o complican el problema por los elementos o
desechos que de forma independiente no tienen caracter contaminante, pero que por
combinacién o adicion con las fuentes procedentes de la misma u otras, llegan a
contaminar. Dentro de las materias que tratan este tema se define vertimiento al derrame
accidental; es decir, no provocado, no deseado, imprevisible, que afecta un recurso

natural (Ramirez-Islas,1998).

Las causas mas frecuentes de contaminacion en la industria petrolera por transporte del
mismo en oleoducto se deben a fallas de tipo operacional o fatiga de materiales.

La falla operacional se presenta por un desajuste o asincronismo en la actividad normal
de la operacién de un oleoducto, un poliducto o estacion, ya sea en la manipulacion de
los instrumentos o en la parte operativa por parte de los operadores, que ocasionan una
sobrepresion de la linea de transporte. Mientras que la fatiga de materiales es el resultado
de un inadecuado mantenimiento de las instalaciones, que pueden ser tubos, pozos de
multiple abastecimiento, provocando un pittinges, un orificio por el cual se genera una

fuga del liquido.



2.3 Produccién de petréleo en México

Como el golfo de México se situa geograficamente dentro de la cuenca del gran Caribe
es necesario mencionar que esta region es una de las mas grandes productoras de
petroleo en el mundo. Las principales areas de produccion incluyen Luisiana y costas de
Texas EEUU, bahia de Campeche, México; lago Maracaibo, Venezuela y Golfo de Paria
en Trinidad y Tobago, las cuales estan consideradas como zonas de alto riesgo para

accidentes petroleros (Ferrera-Cerrato et al., 2006).

La porcién sureste de México es altamente productiva de petroleo y contiene mas del
80% de las reservas totales del crudo mexicano. La exploracion de la cuenca del sureste,

que abarca Salina Cruz, Chiapas Tabasco Campeche y Macuspana (Botello et al., 2005).

Meéxico es reconocido a nivel mundial como productor de petréleo crudo, ya que
comercializa tres diferentes tipos de petrdleo que se clasifican en la siguiente manera ver
tabla 1.

La industria mundial de hidrocarburos liquidos clasifica el petréleo de acuerdo con su
densidad API (parametro internacional del Instituto Americano del Petr6leo) que
diferencia las calidades del crudo. La clasificacién y las propiedades de los diferentes

crudos mexicanos se presentan en la Tabla 1.



Tabla 1. Clasificacion de petréleo mexicano segun su gravedad APl y propiedades de los

crudos mexicanos.

Petroleo Superligero Ligero Pesado
Nombre Olmeca Istmo Maya
Gravedad API > 39 31.1-39 10.0 - 22.3
Composicion
Densidad ( g/ cm3) <0.83 0.87-0.83 1.0-0.92
Azufre total % peso 1.20 1.68 3.60
Nitrogeno total, ppm 780 1461 3400
Procedencia Sonda de Sonda de Sonda de
Campeche Campeche Campeche
Toxicidad Alta aguda Potencial y crénica
Corto plazo a largo plazo
Contaminacién
Solubilidad Alta Baja Muy baja
Evaporacion Rapida y completa Media No hay perdida
Tratamiento
Tasa de degradacion Rapida Media Lenta

PEMEX (Petréleos Mexicanos), 2000.

2.4 Composicion del petréleo

El petréleo es una mezcla de compuestos que se obtiene de las transformaciones que
sufre la materia organica producida por la muerte de los seres vivos. La composicién
fisica del petréleo varia en color, viscosidad, gravedad especifica y otras propiedades

dependiendo de la fuente geoldgica y geografica, a las distintas proporciones de las



fracciones de hidrocarburos, y a la variacion en la concentracion de azufre, nitrégeno y
metales (Alexander, 1999). La composicién quimica del petroleo varia dependiendo del
tipo de hidrocarburo que lo conforma y estos se clasifican por el numero de atomos de

carbono que contienen en su estructura (Vias Canals M., 2005).

Los hidrocarburos estan formados por carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno y azufre.
La composicion media del petréleo es 85%C, 12%H y 3% mezcla de S,O,N y K ademas

de varios elementos metalicos.

Para evaluar la composicion de los petréleos crudos es necesario realizar
fraccionamiento de sus diferentes componentes (Wauquier 2004). Uno de los métodos
de analisis mas utilizados para separar los diferentes compuestos que conforman el
petroleo se conoce como SARA, que separa los componentes en cuatro fracciones
(saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos). En la figura 1 se presentan las diferentes

estructuras quimicas de las principales fracciones que conforman el petréleo.
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Figura 1. Estructuras quimicas de diferentes compuestos mayoritarios del petroleo
(Speight, 1991).

De acuerdo a su persistencia en el ambiente y su toxicidad, la fraccion del petréleo mas
importante es la fraccion aromatica, constituida frecuentemente por Hidrocarburos

Aromaticos Policiclicos (HAP's).

2.5 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP’s)

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos son sustancias que contienen carbono e

hidrégeno, sus atomos de carbono arreglados en una serie de anillos bencénicos



fusionados, algunos estan constituidos con sustituyentes alquilo o como moléculas
heterociclicas que contienen oxigeno, nitrdgeno o azufre.

Son compuestos formados por la union de dos o mas anillos aromaticos fusionados
(Park; Park, 2010), que en general muestran baja volatilidad y baja solubilidad en agua
(Machin-Ramirez, 2010). Son un grupo de compuestos altamente hidrofébicos,
persistentes y recalcitrantes, por lo que tienden a bioacumularse. Existen mas de 100
grupos de HAP's diferentes, se consideran compuestos organicos persistente por lo que
pueden permanecer en el medio ambiente durante largos periodos de tiempo sin alterar

sus propiedades toxicas (Jiménez C, 2001).

Debido a estas caracteristicas, la Agencia de Proteccion Ambiental de Norteamérica
(EPA) en los Estados Unidos clasifica a 16 hidrocarburos aromaticos polinucleares como
contaminantes prioritarios (figura 2). Debido a su potencial toxico agudo y crénico, el
potencial carcinogénico se asocia con HAP's de alto peso molecular, como los mas
importantes en términos ambientales y como representativos de este grupo de sustancias
(Dost; Ideli, 2012; Corona; lturbe, 2004).
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Figura 2. Hidrocarburos aromaticos policiclicos clasificados como contaminantes
prioritarios por la EPA (ASTDR, 1995).

2.6 Situacion en México

En México no se cuenta con un estimado de las emisiones totales de HAP al ambiente
tanto fijas y moviles. Los HAP's pueden ser generados por diversas actividades
agroindustriales. Una de las actividades importantes en México que pueden emitir HAP's
son las quemas agricolas y las practicas de roza, tumba y quema pueden contribuir de
manera importante a la carga de HAP's en el ambiente. Se sabe que el 26% de la
superficie de la republica es quemada anualmente para limpiar el terreno previo a la
siembra (CENICA, 2001). Otra de las actividades que generan contaminacion por HAP's
es la produccion de energia; El petroleo como fuente de energia primaria (70%). En la
generacion de energia secundaria se utiliza sobre todo combustéleo (22.5%), gas natural
(21%), gasolinas (17.6%), esta ultima el (2.9%) no representa un porcentaje importante

del total de generacion de energia, no obstante es fuente de energia en muchos hogares,
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donde generalmente se quema dentro de los hogares, condiciones pésimas de

ventilacion y las personas se exponen a esas emisiones de humo.

Asi mismo durante la explotacién, extraccion y transporte de petréleo muchas veces se
originan derrames accidentales ocasionando la contaminacion de suelos y aguas
superficiales el 97% de estas actividades se lleva a cabo en Tabasco y Campeche
(Delgado; col., 2004). Muchas de las investigaciones que se han realizado en México
han sido para cuantificar el grado de contaminacion en diferentes matrices. En la mayoria
de los trabajos se han reportado los 16 HAP definidos por la EPA (Agencia de proteccion

ambiental EU) como prioritarios por lo que la frecuencia no se determina.
2.7 Toxicidad de los HAP's

Los principales impactos de los HAP s en la salud humana se centran en sus propiedades
genotodxicas, es decir causan dafos al material genético (teratogénicas, mutagénicas y
carcinogénicas). Los mas potentes carcindbgenos son el Benzo(a)Antraceno,
Benzo(a)Pireno y el Dibenzo(ah)Antraceno (Owabor et al., 2012). Otros efectos en
organismos terrestres estan poco probados pero pueden incluir efectos adversos en la
reproduccion, desarrollo e inmunidad. Segun IARC (Agencia Internacional De
Investigacion Del Cancer), dependiente de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud),
que cataloga las sustancias segun el conocimiento de su carcinogenicidad, los
hidrocarburos estan catalogados como posibles carcinégenos de humano, algunos

hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP s) analizados son los siguientes:

Benzo(a)Antraceno 2A Probable carcinbgeno humano
Benzo(b)Fluoranteno 2B Posible carcinbgeno humano
Benzo(k)Fluoranteno 2B Posible carcinégeno humano
Benzo(a)Pireno 2A Posible carcinégeno humano
Dibenzo(ah)Antraceno 2A Posible carcindgeno humano
Indeno (1,2,3-cd) Pireno 2B Posible carcinégeno humano
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Estos seis compuestos forman parte de los 16 HAP’s designados por la Agencia
Americana de Proteccion Ambiental (USEPA) como contaminantes Prioritarios (ATSDR,
1995).

Durante el metabolismo, la biotransformacién de los HAP's, los metabolitos diol epoxidos
generados forman enlaces covalentes con una guanina del ADN. Estos enlaces y son
los responsables de inducir cambios estructurales y roturas en el ADN, que bloquean la
actividad de los sistemas enzimaticos de reparacion y/o provocan errores en su
replicacion. Como consecuencia de su actividad biolégica los HAP's pueden inducir el
desarrollo de células cancerosas en diferentes érganos. Los HAP’s desarrollan tumores
en piel, pulmones, huesos (osteosarcomas), mamas (adenosarcomas) y estdbmago
(Boelsterli, 2003). De acuerdo a lo anterior, es necesario establecer estrategias de
biodegradacion de las HAP's presentes en la fraccion aromatica de los crudos de petréleo
en forma selectiva (ASTDR, 1995).

Han sido numerosas las investigaciones realizadas para determinar los efectos toxicos
de HAP’s en animales de diferentes especies, de los cuales son clasificados como
carcinégenos  humanos  potenciales (Benzo(a)Antraceno, Benzo(b) vy
Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(a)Pireno, Dibenzo(a,h)Antraceno, Indeno(1,2,3-cd)Pireno).
Se ha demostrado que la administracion con Benzo(a)Antraceno en el alimento a
ratones, indujo la formacion de papilomas en el estbmago. Asimismo, se observd un
efecto en la reproduccion de ratones y sus crias, cuando fueron alimentados con altos
niveles de HAP's durante el periodo de gestacion. Estas crias también tuvieron altas
tasas de defectos de nacimiento y bajo peso. Otros estudios en animales han demostrado
que los HAP's pueden producir efectos nocivos a la piel, fluidos corporales y a la habilidad
para combatir infecciones después de las exposiciones ya sea de corta o de larga
duracion. Ciertos HAP's han producido cancer en animales de laboratorio que respiraron
aire (cancer de pulmon) o comieron alimentos contaminados (cancer de estbmago) o se

les aplicaron HAP’s en la piel causando cancer de piel (IARC, 1983; 2010).
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2.8 Vias de exposiciéon

El recorrido de los HAP’s en el medio ambiente depende mucho de la forma y modo en
que se incorporan en aguas freaticas, como resultado de la migracion directa de aguas
superficiales contaminadas o como consecuencia de suelos contaminados. Los
compuestos de mayor persistencia se acumulan en plantas, peces e invertebrados

terrestres y acuaticos (Zavala et al., 2005).

Los mamiferos pueden absorber los HAP’s por inhalacién, contacto dérmico, o en menor
frecuencia por ingestion (Owabor et al., 2012). Las plantas pueden absorberlos a través
de las raices en suelos contaminados. Los HAP’s de menor peso molecular se absorben
mas rapidamente que los de mayor peso molecular. La adsorcion de HAP’s en suelo es
directamente proporcional al contenido de materia organica y al mayor peso molecular
del HAP’s e inversamente proporcional al tamafo de las particulas del suelo (Alexander,
1999). Los HAP’s con menor peso molecular se volatilizan con mayor facilidad (Jiménez
Cisneros, 2001).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los HAP’s tienen influencia directa en su sorcion en
el suelo debido al contenido de materia organica, en cambio cuando se encuentran
solubles tienden a volatilizarse y/o a ser biodegradados. Los hidrocarburos se pueden
clasificar con base a tres mecanismos ambientales: volatilizacion, adsorcion vy
biodegradacion (Mikkonen et al., 2012). En general los HAP’s tienden a permanecer
sorbidos en la matriz del suelo al aumentar su peso molecular (aumento en el numero de
anillos), esta tendencia los hace menos biodisponibles, dificultando su degradacién; en
solucion, los HAP’s de 2 y 3 anillos pueden volatilizarse, pero este mecanismo se
presenta en menor proporciéon comparado con la sorcion y biodegradacion (Owabor et
al., 2012; Wiszniowski et al., 2011). Los procesos de sorcion son mas importantes que la
biodegradacion; esto ha sido particularmente observado en suelos con alto contenido de
materia organica y en materiales constituidos del 10 al 20% de arenas finas: arcillas y

limos (Ramirez-Islas, 1998).

Los HAP’s se encuentran presentes en el petréleo crudo entre un 1 a un 20% en peso,

sus concentraciones dependen de su fuente geoldgica, también se encuentran en
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productos refinados tales como: gasolina, queroseno, diésel y aceite de motor (Montes
de Oca, 2001). Sus pesos moleculares se encuentran entre los 128 y 278 g/mol, por lo
general al aumentar el numero de anillos, su solubilidad y volatilidad disminuyen (Jiménez
Cisneros, 2001).

Ademas de formar parte del petrdleo, los HAP’s pueden encontrarse como producto de
la combustion incompleta de: combustibles fésiles, alquitran de los cigarrillos, alimentos
carbonizados, madera o carbdn, asi como de otros procesos industriales y naturales
(Mayolo - Deloisa, 2007). Las actividades industriales asociadas a la generacion de los
HAP’s incluyen las de la manufactura de gas, tratamiento de madera, refinacién del

petréleo, entre otros (Dost; Ideli, 2012).

En las ultimas décadas del siglo XX y primeros anos del siglo XXI, se comenzaron a
utilizar organismos capaces de degradar hidrocarburos para remediar sitios
contaminados, a este proceso se lo denomind biorremediacion (Marroquin-Sanchez,
2007).

2.9 Biorremediacion

El término biorremediacion se utiliza para describir una variedad de sistemas que utilizan
organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.) para degradar, transformar o remover
compuestos organicos toxicos a productos metabdlicos menos téxicos (Tanga et al.,
2012; Alexander, 1999). Esta estrategia bioldégica depende de las actividades catabolicas
de los organismos, y por consiguiente de la utilizacion de los contaminantes como fuente
de alimento y energia. Para que esto ocurra, es necesario favorecer las condiciones para

el crecimiento y la biodegradacion (Volke; Velasco, 2003).

El objetivo de la biorremediacion es la mineralizacion del contaminante, es decir, la
completa degradacion de una molécula organica hasta compuestos inorganicos (CO2,
agua y formas inorganicas de N, P y S) como una estrategia de limpieza viable, en
muchos casos, depende de sus costos. La biorremediacion es una tecnologia rentable,
ya que los cultivos microbianos que se utilizan en este proceso tienen un rendimiento

eficaz y los productos finales no son nocivos a la salud (Das et al., 2008; Ferrato, 2006).
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Uno de los factores mas importantes en el intemperismo es el fendmeno de la
volatilizacion, cuya proporcidn depende de las condiciones ambientales y del tipo de
hidrocarburo, ya que la velocidad de pérdida de hidrocarburos disminuye
exponencialmente con el tiempo, y el material remanente es rico en ceras, asfaltenos y
moléculas de mayor punto de ebullicion que los sustancias volatiles; las pérdidas en peso
por este fendmeno se encuentran entre 20 al 40%. Los microorganismos eucariontes y
procariontes tienen la capacidad enzimatica para oxidar sustratos aromaticos desde el

benceno al Benzo(a)Pireno (Mikkonen et al., 2012).
2.10 Biodegradacion de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.

Algunas bacterias oxidan inicialmente los hidrocarburos aromaticos por la incorporacion
de dos atomos de oxigeno para formar un dihidrodiol con una configuracién cis, esta
reaccion es catalizada por una dioxigenasa la cual es un sistema enzimatico
multicomponente, que consiste en una flavoproteina, una proteina que contiene fierro y
azufre y una ferredoxina. La posterior oxidacion de los cis-dihidrodioles tiende a la
formacion de catecoles que son sustratos para otras dioxigenasas que realizan una fision
enzimatica del anillo aromatico. Las dioxigenasas dependientes de NAD catalizan la
primera reaccion del catabolismo de hidrocarburos aromaticos, formando los cis-
dihidrodioles; los cuales son transformados a dioles por enzimas alcohol
deshidrogenasas y el diol es escindido por la accion de otra dioxigenasa no dependiente
de NAD, (que rompe el anillo), para continuar por la ruta de los catecoles. Estas vias
bioquimicas se conocen como vias periféricas que consisten en modificar los diferentes
anillos aromaticos en protocatehuato y catecol (Montes de Oca, 2001).
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Figura 3. Reacciones iniciales del metabolismo aerobio de los HAP’s (Owabor et al.,
2012).
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Finalmente, enzimas como el citocromo P450 pueden jugar un papel importante en la

degradacion de hidrocarburos, tanto en microorganismos eucariotas como procariotas.
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Figura 4. Primeras reacciones de la degradacién y/o transformacion de los hidrocarburos

aromaticos por bacterias y hongos (Kastner, 2000).

Para desestabilizar el anillo aromatico, los microorganismos han desarrollado una
estrategia comun que consiste en la activacion mediante la introducciéon de uno o dos
grupos hidroxilo, mediante reacciones catalizadas por mono- o dioxigenasas,
respectivamente (Harayama; Rekik, 1989). Las diferentes estrategias de degradacion
existentes en la naturaleza pueden observarse en la figura 4. Debido a las caracteristicas
fisicoquimicas de los HAP’s, estos prevalecen como parte de los residuales de
hidrocarburos intemperizados, su presencia crea un riesgo a la salud publica y al
ambiente, por lo que es necesario llevar a cabo acciones de remediacién que reduzcan
los niveles de concentracion de los HAP's, dentro de valores normativamente aceptables

0, que minimicen su exposicién al ambiente (Owabor et al., 2012).
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2.11 Biodisponibilidad de los HAP's

La baja solubilidad de los HAP's favorece la adsorcion a la materia organica dificultando
su degradacion. Con la finalidad de incrementar la biodisponibilidad de estos compuestos
se han desarrollado moléculas que permiten reducir la tension superficial, incrementando

la biodisponbilidad para ello se usan biosurfactantes.

Los biosurfactantes son moléculas complejas las cuales involucran un amplio rango de
estructuras quimicas como péptidos, fosfolipidos, glicolipidos lipopéptidos. Estos
compuestos tensoactivos se sabe que son inducidos por sustratos insolubles
(hidrocarburos) para facilitar su difusion dentro de la célula. Son moléculas antipaticas
que presentan en su extremo hodrofilico: carbohidratos péptidos, un grupo carboxilico de
acidos grasos o aminoacidos, un grupo de fosforilo de fosfolipidos o un grupo hidroxilo
de los insaturados, ramificados y algunos hidroxilados o también suelen encontrarse con

un anillo esterol (Morikawa et al., 2000).
2.12 Benzo(a)Pireno

Benzo(a)Pireno fue considerado por tres Grupos de Trabajo (IARC, 1973; 2010). Como
un compuesto que produce tumores en todas las especies estudiadas (raton, rata,
hamster, cobaya, conejo, pato, tritbn y mono) bajo diferentes rutas de exposicion (oral,
cutanea, inhalacion, intratraqueal intrabronquial, subcutanea, intraperitoneal,
intravenosa). El BaP tiene un efecto cancerigeno tanto local como de manera sistémica,
también fue un iniciador de la carcinogénesis de piel en ratones en estudios de
exposiciones con dosis unica en condiciones tras prenatal y transparentaria (IARC
,1973).

2.13 Metabolismo del Benzo(a)Pireno

El Benzo(a)Pireno es metabolizado por enzimas para formar una serie de oéxidos,
dihydrodioles, fenoles, y quinonas y sus conjugados polares, sulfato y glucurénido
(Osborne y Crosby, 1987). Benzo(a)Pireno - 7,8 - diol es un metabolito clave que se forma

por la accion de la epdxido hidrolasa en Benzo(a)Pireno - 7,8 - epoxido. Este dihidrodiol
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puede ser metabolizado por el citocromo P450 mas a una serie de Benzo(a)Pireno - 7,8

- diol 9,10 -epoxidos , que forman una clase de final metabolitos cancerigenos del BaP.

2.14 Factores que afectan la biodegradacion de los contaminantes

Teniendo en cuenta que la biorremediacion depende de la velocidad de biodegradacion
de los contaminantes, es necesario considerar los factores que afectan la
biodegradacion, como los factores abidticos y bidticos, siguiendo un proceso que puede
durar horas, dias, meses o afios segun las condiciones (Owabor et al., 2012). Los factores
abidticos o fisico quimicos agrupan aquellos que se relacionan con el contaminante
(estructura quimica, concentracion y biodisponibilidad) y las condiciones
medioambientales (pH, humedad, temperatura, disponibilidad de oxigeno y nutrientes);
mientras que los bidticos dependen de los microorganismos (poblacién microbiana y

cometabolismo) (Barrios, 2011).

Algunos compuestos como glucosa, extracto de levadura, acetato, piruvato, etanol y
metanol, etc. han sido descritos en la literatura como co-sustratos en la degradacién de
hidrocarburos. Generalmente, la presencia de estos sustratos podria incrementar la
cantidad de bacterias y como consecuencia aumentar la degradacion de los
hidrocarburos contaminantes .También el co-sustrato puede hacer variar la relacién C:N
en el medio favoreciendo el crecimiento microbiano e incrementando la produccién de
enzimas involucradas en la degradacién de hidrocarburos y sus intermediarios (chang et
al., 2008).

Por otra parte el efecto de los co-sustratos también puede ser adverso al competir como
fuente de carbono y energia con el contaminante presente en el medio (Quantin et al.,
2005)

2.15 Serratia marcescens

Serratia marcescens es un bacilo pequefio (0.9-2um de largo y 0.5-0.8um de diametro)
de la Familia Enterobacteriaceae, no esporulador, Gram negativo, anaerobio facultativo,
oxidasa negativo, ubicuo y quimiorganotréfico con metabolismo fermentativo (Zhang et

al., 2010). Dentro del género Serratia se encuentran también algunas otras especies
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como S. liquefaciens, S. rubidea, S. fonticola, S. marinorubra, S. grimessi, S. entomophila,

S. odorifera, S. plymuthica, S. ficaria, S. proteamaculans, S. quinivorans y S. ureilytica.

Las especies de Serratia son capaces de colonizar una amplia gama de superficies (por
ejemplo: suelos, agua, superficies de plantas, tracto respiratorio y urinario en animales),
pueden crecer a una temperatura que oscila entre 5-40°C, en niveles de pH que varian

entre 5y 9 y es causante de septicemia letal en insectos (Rosas-Galvan, 2011).

S. marcescens secreta diversas proteinas extracelulares durante la etapa de crecimiento,

entre estas se encuentran proteasas, nucleasas y quitinasas.

Asi mismo se ha demostrado que son capaces de producir compuestos tensoactivos
lipopéptidos como la Serrawettin W1, que es un exolipido tensoactivo que modifica la
tension superficial, y forma 2,3-butanodiol. La cepa S. marcescens H30 es una cepa

potencial para la produccion eficiente de 2,3-butanodiol (2,3-BD) (Zhang et al., 2010).

Rosas-Galvan, (2011) demostré que S. marcescens y sus mutantes quimicas fueron

capaces de reducir la tension superficial.

19



3. ANTECEDENTES DE GRUPO

Existen reportes realizados en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental que indican que
un grupo diverso de microorganismos como bacterias hongos y levaduras pueden

degradar cometabolicamente o mineralizar algunos HAP's a productos menos téxicos.

Generalmente los estudios de biodegradacion con bacterias se basan en la inoculacion
de consorcios bacterianos que se obtienen por el aislamiento de cepas degradadoras de

suelos contaminados con HAP's.

Machin-Ramirez, en 2010, evalud diferentes estrategias bioldgicas y quimicas para la
degradacion y mineralizacion del Benzo(a)Pireno (BaP), un hidrocarburo policiclico
aromatico (HAP) seleccionado como un compuesto representativo de la fraccidn mas

recalcitrante de un suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo.

Se realizaron ensayos de biodegradabilidad utilizando tres concentraciones diferentes del
BaP (25, 50 y 75 mg/L) en fase acuosa, empleando cultivos puros de bacterias y hongos,
en combinacién de ambos, para obtener cultivos secuenciales fungico bacteriano
definidos. Las cepas empleadas fueron: Aspergillus niger, Penicilium sp, Trichoderma
harzianum, Saccharomyces cerevisiae, Serratia marcescens y Bacillus mycoides. Los
porcentajes de degradacién obtenidos variaron entre el 9 al 84% en las cepas fungicas,
y entre el 1 al 35 % de las cepas bacterianas. Los mejores porcentajes fueron obtenidos

con S. marcescens.

Por otra parte, en estudios recientes por Rosas-Galvan (2011) Se demostré que la cepa
SM3 S. marcescens y sus mutantes quimicas fueron capaces de producir biosurfactante,
lo que le permitid a S. marcescens incrementar la biodisponibilidad del BaP para su

posterior biodegradacion.

Los resultados previos demuestran la capacidad de las cepas de Serratia y sus mutantes
quimicas en la biodegradaciéon de HAP’s. Por lo anterior se propone realizar el estudio

de la biodegradacion de la fraccion aromatica del crudo Maya.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad se sabe que el suelo tiene grandes problemas de desgaste, debido a
que presenta una rapida degradacién y una lenta regeneracion, como consecuencia de
la contaminaciéon de suelo por la presencia de diferentes compuestos xenobidticos
frecuentemente plaguicidas e hidrocarburos. Numerosos estudios se han enfocado en
estudiar las vias metabdlicas de bacterias aerobias y anaerobias que pueden llegar a

degradar alcanos, ciclo alcanos, hidrocarburos aromaticos y policiclicos.

Debido a las propiedades fisicoquimicas de los HAP, como son una baja solubilidad en
agua, toxicidad microbiana y una alta sorcion sobre la materia organica del suelo, los
procesos de biorremediacion como el composteo, digestion anaerobia, entre otros, han
resultado en una baja eficiencia de remocién de los HAP's, por lo que es necesaria la

busqueda de técnicas alternativas que favorezcan la degradaciéon de esta sustancias.

Algunos microorganismos son capaces de producir sustancias tensoactivas que facilitan
el proceso de emulsificacion de hidrocarburos en fase acuosa por micelas formadoras,
mejorando asi su disponibilidad para la absorcion y la degradacién microbiana. Por lo
tanto tienen aplicaciones potenciales en el campo de la biorremediacion de los

contaminantes organicos persistentes y recalcitrantes.

En este proyecto se pretende estudiar la biodegradacion de la fraccién aromatica del
petréleo que representa a la fraccion mas recalcitrante y toxica (constituida por HAP's).
Lo anterior conducira a reducir el deterioro progresivo de la calidad del ambiente por la

contaminacion de hidrocarburos de alta persistencia y toxicidad.
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5. HIPOTESIS

Se ha demostrado que las cepas de Serratia marcescens pueden degradar petroleo
crudo y compuestos poliaromaticos, por lo tanto seran capaces de degradar la fracciéon

aromatica del petroleo en forma eficiente.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

» Degradar la fraccion aromatica del petroleo crudo Maya utilizando cepas de

Serratia marcescens
6.2 Objetivos Particulares

» Establecer las condiciones de fraccionamiento del crudo Maya utilizando
diferentes métodos para la obtencion de la fraccion aromatica.

» Cuantificacion y caracterizacion de la fraccion aromatica.

» Evaluar la biodegradabilidad de la fraccion aromatica en diferentes condiciones
ambientales y nutricionales utilizando cepas silvestres de Serratia marcescens
SM3y SM4 y la mutante quimica SMRG-5.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En el presente proyecto de investigacién se dividié en tres etapas: la primera fue el

fraccionamiento del petréleo crudo Maya, que permitira obtener la fraccion aromatica, la

segunda fue la aclimatacion de los microorganismos de estudio a diferentes

concentraciones de la fraccion aromatica y por ultimo se realiz6 la biodegradacion de la

fraccion aromatica.
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Figura 5. Esquema de la estrategia experimental.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Microorganismos

El laboratorio de Biotecnologia Ambiental del CEIB cuenta con cepas de Serratia
marcescens, que fueron aislados de suelos contaminados con hidrocarburos
provenientes de Veracruz, asi como la mutante blanca de Serratia marcescens obtenida
previamente por mutacién quimica (Rosas-Galvan, 2011) estas cepas son capaces de

producir biosurfactante.

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo.

Cepas Descripcion Fuente

Serratia marcescens

SM3 Cepa silvestre (Roja) pigmentada aislada de suelos | CEIB, LBA
contaminados con hidrocarburos.
SM4 Cepa silvestre (Blanca) no pigmentada aislada de | CEIB, LBA

suelos contaminados con hidrocarburos.
SMRG-5 | Mutacion quimica al azar (EMS) no pigmentada blanca. | CEIB, LBA

8.2 Medios de conservacion

Las bacterias fueron crecidas en placas con medio solido LB a 37 °C y posteriormente

fueron conservadas en refrigeracion 4 °C.
8.3 Medios de cultivo

El precultivo de las cepas de estudio se utilizd medio LB y se incubaron de 18-24 horas.
Para ello se utilizdé 10 % del precultivo como inéculo para los estudios de biodegradacion.
Para estos experimentos se emple6 un medio mineral que esta constituido (g/L): por 2.13
de fosfato disédico anhidro (Na2HPOs4), 1.3 de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4),
0.5 cloruro de amonio (NH4Cl) y 0.2 de sulfato de magnesio (MgSOQa), y como fuente de
carbono la fraccion aromatica del petrdleo crudo Maya a diferentes concentraciones (50

y 100ppm).
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8.4 Petréleo crudo Maya

Se empled petrdleo crudo Maya que presenta un color negro, apariencia viscosa,
densidad de 0.87g/cm3, gravedad API 22.0, Viscosidad (cp) a 20 °C 5300ppm de

nitrégeno total.

Se establecié el protocolo de fraccionamiento para aislar la fraccion aromatica del
petréleo crudo. Posteriormente se caracterizd la fraccion aromatica del crudo por
cromatografia de gases (perfil cromatografico inicial). Una vez caracterizado por
cromatografia cada fraccibn aromatica se procedié a establecer las condiciones de
degradacion de la fraccidon aromatica. En este caso se evalud la degradacién de la
fraccion aromatica utilizando bacterias del Cepario del Laboratorio de Biotecnologia

Ambiental (CEIB-UAEM) en condiciones de medio minimo.
8.5 Eliminacién de la porcion de asfaltenos del petréleo crudo Maya.

Para la eliminacion de la porcidn asfaltenica del crudo Maya por precipitacion hexanica,
en una relaciéon, por cada gramo de petroleo crudo se utilizdé 15mL de hexano.
Adicionando 15 mL a la muestra que es agitada vigorosamente y posteriormente
centrifugada en una centrifuga durante 25 minutos a 3500 rpm a temperatura ambiente.
La mezcla de HC's del crudo Maya es transferida a un matraz para la eliminacién del

solvente por extraccion.
8.6 Fraccionamiento de Hidrocarburos

El crudo que se utiliz6 en el presente proyecto corresponde a un tipo de petréleo
mexicano (Maya). La caracterizacion de la composicion del crudo se realizd por el

procedimiento SARA (Saturados, Aromaticos, resinas y Asfaltenos).

La cantidad de compuestos presentes en el petréleo crudo hace dificil la identificacion
individual de cada uno de ellos. Por lo que se realizé su fraccionamiento para evaluar el
impacto de la biodegradacién en las fracciones que lo componen. Se realizé una
cromatografia en columna con silica gel donde se separaron las fracciones utilizando

solventes de diferente polaridad.
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La silica gel fue previamente tratada por 3 volumenes de acetona, n-hexano y
diclorometano. Después del lavado se seco en la campana de extraccion de humos. Para

Su uso, la silica gel seca se activé a 180°C por 20 horas.

El fraccionamiento de hidrocarburos se realizé en una columna de vidrio (30cm de largo
por 1cm de diametro interno). Al soporte se le coloco fibra de vidrio, se adicionaron 3 g
de silica gel y 1.5 g de sulfato de sodio anhidro. Se acondicioné la columna con 20 ml de
n-hexano y justo antes de la exposicion del Na2SO4 al aire, se agregaron 300 pl de la

fraccion de maltenos (100 mg/ml en n-hexano).

Las eluciones empezaron a partir de este punto, con 3 volumenes de 21 ml de cada
solvente en el siguiente orden: n-hexano (cadenas de alifaticos y aquilaromaticos), 50%
de benceno en n-hexano para los aromaticos. Con diclorometano se obtuvieron resinas
no acidas, mientras que con metanol resinas débilmente acidas, y por ultimo con
cloroformo se obtuvieron los materiales remanentes en la columna. Las fracciones
eluidas se secaron y pasaron a viales ambar de 2 ml. Se determinaron pesos de secos

de las fracciones y se realiz6 la cuantificacion por cromatografia de gases.

Una vez caracterizada cada fraccion del petréleo crudo Maya en el cromatografo de
gases y obtenido un lote suficiente de la fraccion aromatica, se procedio a llevar acabo el

ensayo de biodegradacion.
8.7 Técnicas analiticas

8.7.1 Analisis cromatografico de hidrocarburos poliaromaticos

Para la cuantificacion de HAP's se realizé una extraccion de HC's, y su caracterizacion
por cromatografia de gases. Se inyectd una alicuota de 1 uL del extracto de HC’s en un
Cromatoégrafo de Gases Hewlett Packard, modelo HP5890 Series |l equipado con
detector de ionizacion de flama (FID), con una columna ultra 1 crosslinked/metilsilicone
(25.5m largo x 0.32mm de diametro interior; proporcion de fase 150 y un espesor de
0.52um) marca Hewlett Packard. La velocidad del flujo del gas acarreador Helio
0.55mL/min, con un tiempo de corrida de 31.5 minutos a una velocidad de entre 10 y 20
°C/min a 150 y 300°C.
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8.7.2 Ensayos de aclimatacion de las cepas bacterianas a la fraccion aromatica.

La adaptacion de las cepas a la fuente de carbono fraccidén aromatica obtenida por
cromatografia en columna. Para el cultivo se emple6 MM vy las cepas fueron aclimatadas
mediante la incorporacién sucesiva de diferentes concentraciones de fuente de carbono,
donde cada 8 dias se les incrementaba la concentracion de fraccidon aromatica alifatica y
la adicion de fuente de nitrogeno, el crecimiento de la biomasa de determino por UF-
C/mL.

8.7.3 Ensayos de biodegradacion de la fraccion aromatica

El efecto de la concentracion de la fraccion aromatica y del glicerol que se evaluaron
utilizando un disefio factorial 22 para cada cepa de estudio. Los niveles evaluados fueron
(50 y 100) ppm para la fraccion aromatica y (8 y 12) g/L para el glicerol.

Tabla 3. Matriz experimental factorial 22.

Matriz experimental factorial 22

Factor Factor Factor Factor Respuesta
A B Fraccion Glicerol
(ppm) (g/L)
-1 -1 50 8 % Remocién
0 0 75 10
+1 +1 100 12

Los experimentos de biodegradacion se llevaron a cabo en medio liquido en matraces
de 250 ml con 50 ml de medio mineral (Bifosfato de sodio 2.13g/L, fosfato de potasio
monobasico1.3g/L, Cloruro de amonio 0.5g/L, sulfato de magnesio 0.02g/L). Se
inocularon 10* UFC/mL de las cepas bacterianas, los cultivos y controles experimentales

se llevaron a cabo por triplicado a 30 °C y 175 rpm durante 10 dias de incubacién. Los
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experimentos se realizaron por triplicado y debido a la complejidad de las fracciones se

sacrificaron matraces para cada tiempo de muestreo.

8.7.4 Degradacion del Benzo(a)Pireno y la fraccion aromatica del petréleo crudo

Maya por la cepa SMRG-5.

Para evaluar la biodegradacién del Benzo(a)Pireno y la a la fraccién aromatica del
petréleo crudo maya, por la cepa mutante SMRG-5 se utilizaron 25 ppm de BaP y
100ppm de la fraccion aromatica. Los experimentos fueron realizados en matraces de
250 mL, con 50 mL de medio mineral los cuales se dejaron en agitacion durante 9 dias.
Una vez transcurridos los dias de degradacion se extrajo el BaP mas la fraccion aromatica

con diclorometano una vez secado se analizé por cromatografia de gases.

8.7.5 Biodegradacién del Benzo(a)Pireno por la cepa SMRG-5.

Para el ensayo de la biodegradacion del BaP se realizé en medio liquido en matraces
de 250 ml con 50 ml de medio mineral (Bifosfato de sodio 2.13g/L, fosfato de potasio
monobasico1.3g/L, Cloruro de amonio 0.5g/L, sulfato de magnesio 0.02g/L) con 25 ppm
de BaP como fuente de carbono. A los matraces se le inocularon 10* UFC/mL de la cepa
mutante SMRG-5, los cultivos y controles experimentales se llevaron a cabo por triplicado
a 30 °C y 175 rpm durante 9 dias de incubacion, se sacrificaron matraces para cada
tiempo de muestreo. EI BaP fue extraido con diclorometano y cuantificado por

cromatografia de gases.

8.8 Técnicas analiticas

8.8.1 Cuantificacion del crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano fue determinado utilizando el procedimiento de Cuenta Viable
(Unidades formadoras de colonias) en diluciones seriadas. Posteriormente se agregaron
de 15 a 20 mL de agar nutritivo en cajas Petri, se mezcld, hasta lograr una completa

incorporacion del indculo en el agar y se dejé solidificar.
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Se incluy6 una caja sin indculo por cada evaluacion como testigo de esterilidad. El tiempo
que transcurrié desde el momento en que la muestra se incorpora al diluyente hasta que
finalmente se adiciona el medio de cultivo a las cajas, no debe exceder mas de 20

minutos.

Se incubaron las cajas en posicion invertida por 24 + 2 horas a temperatura de 37 £ 2 °C.

Después de la incubacion, se contaron las placas en un intervalo de 30 a 300 colonias.

8.8.2 Extraccién organica y cuantificacion de HAP's

Una vez concluidos los tiempos de biodegradacion de los experimentos se realizé una
extraccion organica con diclorometano (DCM). Para ello se utilizaron 3 volumenes del
disolvente, el primer volumen fue de 10mL, 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 10 minutos. Las fases organicas fueron reunidas y secadas por
filtracidn con sulfato de sodio anhidro. El filtrado se recuper6 en un matraz, para que se
eliminara el disolvente con ayuda de un evaporador rotatorio. El extracto organico
residual se transfiri6 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 cuantificacién del porcentaje de biodegradaciéon por gravimetria se realizé utilizando

la formula:

[(HC's | (ps)) -- (HC's F (ps)]

% degradacioén =

[HC's | (ps)]

Para ello se determind el peso seco de los hidrocarburos previamente recuperados de

los tratamientos iniciales y finales. Debido a que las cantidades de trabajo de la fraccion
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aromatica fueron bajas y el error fue elevado se decidié considerar también los resultados

obtenidos utilizado la cuantificacion por cromatografia de gases.
8.7.3 Analisis estadistico por cromatografia de gases

Se realiz6 un analisis estadistico de comparacion de medias ANOVA (analisis de

varianza) utilizando el programa DesignExpert 7.0.
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9. RESULTADOS

El presente trabajo de investigacion fue dividido en tres etapas para evaluar la
biodegradacion de la fraccion aromatica del crudo Maya. La primera etapa consistié en
el aislamiento de la fraccidon aromatica presente en el petrdleo crudo Maya, utilizando
solventes organicos en base a su polaridad. La segunda etapa consistié en realizar la
aclimatacion de las cepas de Serratia marcescens y su mutante quimica a la fraccién
aromatica, y en la tercera etapa se estudiaron las variables que afectan la biodegradacion
de la fraccion aromatica utilizando disefios experimentales con las cepas silvestres de
Serratia marcescens SM3, SM4 y la mutante quimica SMRG-5 y en la cuarta etapa se
evalu6 la capacidad de la cepa seleccionada en la biodegradacion de la fraccidon

aromatica y BaP como mezcla y BaP como unica fuente de carbono.
9.1. Fraccionamiento del petréleo crudo Maya

El primer objetivo del presente trabajo fue el fraccionamiento del petréleo crudo Maya,
siguiendo el protocolo de fraccionamiento antes propuesto por Dutta; Harayama (2001)
donde se fraccioné el petrdleo y se aislé la fraccion aromatica que representa una las
fracciones mas toxicas y de baja biodegradabilidad presentes en el petréleo.

En la figura 6 se presenta el perfil cromatografico del petrdleo crudo Maya antes del
fraccionamiento. Se observa la presencia de una gran diversidad de componentes que

eluyen a diferentes tiempos de retencion.
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Figura 6. Perfil cromatografico del Petréleo crudo Maya.
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El perfil cromatografico muestra la presencia de una mezcla compleja de compuestos de
elevado peso molecular. Debido a la compleja composicidon del petrdleo y a la presencia
de diferentes fracciones se utilizaron diferentes solventes organicos que permitieron su
separacion. La primera fraccion que fue separada del crudo fue la fracciéon de asfaltenos,
la cual fue precipitada con hexano, esta fraccion asfalténica corresponde al 17 £ 2 % del

crudo Maya.
9.2. Eliminacion de asfaltenos del petréleo crudo Maya.

En la figura 7 se presenta el perfil cromatografico obtenido de la fracciéon de petréleo

crudo Maya libre de asfaltenos.
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Figura 7. Perfil cromatografico del petréleo crudo Maya libre de asfaltenos

Esta fraccion concentrada de hidrocarburos solubles en n-hexano posee un perfil
diferente con respecto a crudo original. Se observa disminucion de compuestos volatiles
que se presentan entre 5 y 10 min de tiempo de retencion, asi como una mayor
concentracion de los HC's de menor volatilidad, entre los que se encuentran los
aromaticos. Esta fraccion de HC's libre asfaltenos, que contiene las diferentes fracciones
entre ellas (alifatica, aromatica y las resinas), fue sometida a un protocolo de
fraccionamiento en columna con solventes de diferente polaridad, para la separaciéon y
cuantificacion.

Se obtuvieron 98 fracciones que fueron reunidas, por su similitud en los perfiles obtenidos
por cromatografia de gases, en cuatro fracciones que fueron clasificadas en: fraccion

alifatica, fraccion aromatica y fraccion de resinas débilmente acidas y resinas acidas. El
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revelado con luz UV de la cromatografia en columna como primer paso permitio identificar
las fracciones que contenian los compuestos que presentan en su estructura dobles
enlaces conjugados, ya que fluorecen con luz UV. Los anillos bencénicos se caracterizan
por presentar enlaces de este tipo en su estructura. En la figura 8 se muestra la
comparacioén de los grupos alifaticos y aromaticos, donde solo los aromaticos migran con
benceno y fluorecen muy bien con luz UV. La intensidad de fluorescencia de la fraccion
de benceno-hexano comparada con la fraccion eluida con hexano fue un factor

determinante en el seguimiento de los hidrocarburos aromaticos.

Figura 8. Hidrocarburos aromaticos revelados con luz UV

Los porcentajes obtenidos de cada fraccion se muestran en la tabla 4. Se observa que
las fracciones aromatica y alifatica son las mas abundantes en el petréleo crudo Maya,
con porcentajes de 32 + 2% para los aromaticos y 21+1.5 % para la fraccion de alifaticos,

respectivamente.

33



Tabla 4. % de abundancia de cada fraccién del petréleo crudo Maya.

Solvente Fraccion % de abundancia
Hexano Asfaltenos 17+£2%
Hexano Alifaticos 21+£1.5%
Hexano-benceno Aromaticos 32+2%
Diclorometano Resinas no acidas 12+1.8%
Metanol Resinas débilmente acidas 18+ 1%

Una vez realizado el fraccionamiento del petréleo crudo Maya, de acuerdo al protocolo
propuesto por Dutta; Harayama (2001), se obtuvieron tres fracciones diferentes alifaticas,
aromaticas y resinas. Cuando se realiz6 la ultima elucion con cloroformo no se

recolectaron materiales remanentes en la columna.

En la figura 9 se muestran los perfiles cromatograficos de cada una de las fracciones

obtenidas del fraccionamiento que se le realizé al petréleo crudo Maya libre de asfaltenos.

Las fracciones obtenidas presentan perfiles cromatograficos diferentes para cada una
de las diferentes fracciones, puesto que cada uno de los compuestos presentan

diferentes tiempo de retencion debido a su peso y estructura quimica.

Las fracciones aromaticas recolectadas se caracterizaron para realizar los experimentos
de aclimatacion de las cepas de estudio y su posterior biodegradacion. Debido a la
complejidad de la fraccidén, asi como la probable toxicidad de la misma, se utilizé una

concentracion definida de la fraccion y se evalué el crecimiento de las cepas.
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Figura 9. Perfiles cromatograficos de las fracciones obtenidas del petr6leo crudo sin

asfaltenos. A) Alifaticos; B) Aromaticos; C) Resinas débilmente acidas y D) Resinas

acidas.
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A pesar de la baja concentracion utilizada no se observo crecimiento indicando una alta
toxicidad de la fraccidn aromatica, por lo que se procedio a utilizar la fraccién alifatica

como fuente de carbono adicional para favorecer el crecimiento.

Con la finalidad de identificar dentro del perfil los poliaromaticos se le realizé una co
elucion con los estandares de HAP's junto con la fraccion aromatica (figura 10).
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Figura 10. Perfil cromatografico de la fraccion aromatica con la mezcla de estandares
SV Calibration Mix No. 5, (1) Fluoranteno, (2) Pireno, (3) Criceno, (4) Benzo(k)
Fluoranteno y (5) Benzo(g,h,i)Peryleno.

En este perfil cromatografico podemos observar como la fraccion de aromaticos se
encuentra dentro de los tiempos de retencion de 15 minutos y 30 minutos, donde los
HAP's de bajo peso molecular eluyen a tiempos de retencién a partir 16 minutos, mientras

que los de peso molecular alto eluyen hasta los 28 minutos aproximadamente.

9.3 Aclimatacion de las cepas bacterianas a diferentes concentraciones de

fraccion aromatica y alifatica.

Una vez que se obtuvo la fraccion aromatica separada mediante cromatografia en
columna, y se determiné su perfil por cromatografia de gases; se procedié a aclimatar las
diferentes cepas bacterianas de Serratia marcescens roja SM3, Serratia marcescens
blanca SM4 y la cepa mutante SMRG-5, con diferentes cantidades de la fraccion

aromatica y alifaticos. La adicion de la fraccién de alifaticos nos asegurd que las cepas
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pudieran crecer, ya que la concentracion de aromaticos en algunos casos es tan toxica

que inhibe el crecimiento bacteriano.

La aclimatacion de las cepas bacterianas a la fraccion aromatica-alifatica se llevé a cabo
durante 26 dias, en los cuales se adicionaron diferentes concentraciones de la fraccion
aromatica-alifatica (50, 100 y 150 ppm). En la figura 11, se presenta la cinética de
crecimiento (cuenta viable) durante el periodo de aclimatacién. Se observé un incremento
de la poblacién bacteriana al aumentar la concentracién de la fraccidon aromatica. Una
disminucién de la poblacion fue observada a partir de los 20 dias, indicando un efecto

inhibitorio. Por lo que se detuvo el proceso de aclimataciéon hasta los 150 ppm.

1.00E+08 -
1.00E+07 -
1.00E+06 -
1.00E+05 - 100 ppm

1.00E+04 4
50 ppm
1.00E+03 - —+—SM3

150 ppm

Biomasa UFC/mL

1.00E+02 -
1.00E+01 -

1.00E+00 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (Dias)

Figura 11. Cinética de crecimiento durante la aclimatacion de la cepa SM3.

La disminucion de crecimiento puede deberse en primer lugar a la toxicidad de la fraccion
y a la concentracion de la misma, asi mismo por la disminucion de los nutrientes
inorganicos, disminucion de la poblacion microbiana, baja disponibilidad y condiciones

fisicoquimicas desfavorables.

Una vez transcurridos los 26 dias de aclimatacion se sacrificaron matraces para extraer
la fraccion aromatica remanente en el medio y llevarlo a cromatografia de gases, y asi
comparar los perfiles cromatograficos obtenidos con el control. En la figura 12 se
presentan los cultivos durante diferentes dias del proceso de aclimatacion de las

bacterias a la fraccion aromatica.
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Figura 12. Matraces experimentales en los que se observa el crecimiento microbiano de
la cepa SM3, con la fraccion aromatica durante la aclimatacién. A) dia 0, B) dia 10,

C) dia 20 de la aclimatacion.

En la figura 13 se presentan los perfiles cromatograficos de la fraccion aromatica después
del proceso de aclimatacion de las bacterias transcurridos los 26 dias y el control

(abidtico).

A)

1.0e5 7

9.0e4 - ’-
8.0¢d4 -
7.0e4 =
6.0ed -
5.0ed
4.0¢4 -
3.0e4 -
2.0e4
1.0e4

0

—

A

20 30

=
—
=

Time (min.)

1.0e5
B) 904 3

8.0e4 |
7.0ed -
6.0e4 -
5.0e4 1
4.0e4 -
3.0e4 -
2.0e4
1.0¢4 - l )

0 10 Time (min.) 2 30

Figura 13. Perfil cromatografico de la fraccion aromatica. A) Control abiético y B)

Fraccion aromatica degradada por la cepa SM3.
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Transcurridos los 26 dias de aclimatacion de la cepa silvestre SM3 a la fraccion
aromatica, se comparan los perfiles cromatograficos obtenidos de la fraccion aromatica
y el control, se observan diferencias en el numero de picos y el area bajo la curva entre
ambas condiciones. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el estudio
realizado por Machin Ramirez (2010), donde demostré degradacién del Bap con la cepa
SM3. Los matraces experimentales utilizados durante la aclimatacién a la fraccion
aromatica de la cepa de Serratia marcescens SM3 (roja) permiten ver como la FA va
incorporandose indicando su degradacion. El proceso de aclimatacion se llevo para las

tres cepas de estudio en las mismas condiciones.

La cepa silvestre de Serratia marcescens SM4 (blanca) se dejé crecer en medio minimo
mineral con la fraccidon aromatica, llegando a tolerar niveles de la fraccion aromatica de
150 ppm después de 26 dias de aclimatacion. La cepa SM4 presentd un incremento en
las UFC/mL, y un crecimiento de 10*a 107 que transcurridos los 26 dias, en donde los
primero diez dias se llevd el mayor crecimiento microbiano. Posteriormente no se
observa el crecimiento permanece constante y no se observa cambio al adicionar la

siguiente concentraciéon de fraccion aromatica (50 ppm).

Después de diez dias de incubacidén durante la aclimatacién fue necesario adicionar

fuente de carbono y nitrégeno (figurai4).
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Figura 14. Cinética de crecimiento durante la aclimatacién de la cepa SM4, a las

100 ppm 150 ppm

—o—SM4

50 ppm

Biomasa UFC/mL

diferentes concentraciones de la fraccién aromatica, a una temperatura (30 °C) y

agitacion de 175 rpm.
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Figura 15 Se presentan los cultivos durante diferentes periodos del proceso de

aclimatacion de la cepa SM4 a la fraccidon aromatica.

Figura 15. Matraces experimentales en los que se observa el crecimiento microbiano de
la cepa SM4, con la fraccion aromatica durante la aclimatacion A) dia 0, B)dia 10, y

C) dia 20 de la aclimatacion.

En la figura 16 se presentan los perfiles cromatograficos de la fraccion aromatica
después del proceso de aclimatacion de la cepa SM4, transcurridos los 26 dias y el

control (abiotico).
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Figura 16. Perfil cromatografico de la fraccion aromatica. A) Control abidtico y B) Perfil

cromatografico de la remocion de la fraccion aromatica por la cepa SM4.

Se observa una reduccion significativa del tamafio de los picos comparando ambos
perfiles cromatograficos. La cepa SM4 fue capaz de remover la fraccion aromatica

durante los 26 dias de la aclimatacion.

Paniagua Meza (2008) obtuvo una degradacion del 30% para la fraccion aromatica por

bacterias haldfilas, demostrando que la fraccién aromatica es la mas dificil de degradar.

La aclimatacién de la cepa mutante blanca SMRG-5 se llevé a cabo bajo las mismas

condiciones que las otras dos cepas silvestres estudiadas SM3 y SM4.
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A continuacion se muestra la cinética de crecimiento durante los 26 dias de aclimatacion

(figura17).
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Figura 17. Cinética de crecimiento durante la aclimatacion de la cepa SMRG-5.

Se observa que la cepa SMRG-5 presentd mejor crecimiento (108 UFC) con la fraccion

aromatica en concentraciones mas altas, en comparacion con las otras dos cepas

silvestres estudiadas. Figura 18 se presentan los cultivos durante diferentes periodos del

proceso de aclimatacion de la cepa SMRG-5 a la fraccion aromatica.

Figura 18. Matraces experimentales en los que se observa el crecimiento microbiano de

la cepa mutante SMRG-5, con la fraccion aromatica durante la aclimatacion A) dia 0, B)

dia 10, y C)dia 20 de la aclimatacion.
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En la figura 19 se presenta el perfil cromatografico obtenido de la fraccién aromatica de

la cepa SMRG-5 y el control, una vez transcurridos los 26 dias de la aclimatacion.
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Figura 19. Perfil cromatografico de la fraccién aromatica. A) Control abidtico y B) Perfil

cromatografico de la remocion de la fraccion aromatica por la cepa SMRG-5.

Todas cepas estudiadas fueron capaces de degradar la fraccidn aromatica y resistir
concentraciones de hasta 150 ppm durante los 26 dias de aclimatacion, siendo la mas

eficiente la cepa mutante quimica SMRG-5.
9.4 Estudio del efecto de la concentracion de la fracciéon aromatica y glicerol.

Una vez aclimatadas las cepas de Serratia marcescens: SM3, cepa blanca SM4 y la
cepa mutante blanca SMRG-5, se prosiguié a efectuar un disefio experimental 22 para las
tres cepas en forma independiente: Se utilizé el programa Design- Expert 7.0 para
estudiar el efecto de la concentracion de la FA y de una fuente de carbono adicional como

co-sustrato, (glicerol) sobre la biodegradabilidad de la fraccion aromatica.
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Para el disefio se utilizaron dos variables numéricas para la fraccion aromatica un valor
minimo de 50 ppm (-1) y un valor maximo de 100 ppm (+1), y tres puntos al centro con
75 ppm (0), se consideraron estos valores. La otra variable utilizada fue la concentracion
de glicerol con dos valores un minimo de 8g/L (-1) y un valor maximo de 12 g/L (+1), con
tres puntos al centro de 10g/L, el glicerol. En estudios previos, la adicion del glicerol como
fuente de carbono permite a las cepas producir biosurfactante, el cual incrementaria la
biodisponibilidad de la fraccion aromatica y por ende su biodegradacion. Las tres cepas
bacterianas de Serratia marcescens: SM3, SM4 y la cepa mutante SMRG-5, se
inocularon (10* UFC) en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50mL de medio minimo
mineral, adicionado las diferentes concentraciones de glicerol y la concentracion
seleccionada de la FA, también se presentan los resultados obtenidos con el disefio

experimental factorial 22 para cada una de las cepas estudiadas.

9.5 Efecto de la concentracion de la fraccion aromatica y glicerol sobre la

biodegradacion de la fraccion aromatica por la cepa SM3.

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos de la degradacién de la fraccion

aromatica por la cepa SM3.
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Tabla 5. Resultados de datos del disefio experimental factorial 22 usado para evaluar la
influencia de la concentracién de la fraccién aromatica y del glicerol sobre la remocion de

la fraccidon aromatica por la cepa SM3.

Corrida Datos estimados Datos % Remocion % Remocion
estimados 6) (b)
1 -1 +1 24.95 27.47
2 +1 -1 61.12 64.17
3 +1 +1 29.99 27.47
4 0 0 40.18 45.82
5 -1 -1 67.21 64.17
6 0 0 27.22 45.82
7 0 0 35.18 45.82

a. Valores experimentales

b. Valores predichos

La cepa de Serratia silvestre SM3 presentd porcentajes de remocion que fueron desde
24 .95 hasta 67.21% de remocion de la FA, siendo este el mejor obtenido con 50 ppm de
aromaticos y 8g/L de glicerol. En trabajos previos, Machin-Ramirez, (2010) utilizé la cepa
SM3 para degradar la fraccion aromatica donde obtuvo un porcentaje de remocion del
20% sin fuente de carbono adicional. Paniagua-Meza, (2008) utilizaron bacterias halofilas
para degradar la fraccion aromatica dando como resultado un 30% de degradacién sin
fuente de carbono.

En la figura 20, se presenta la grafica de las interacciones entre las variables y se observa
que solamente el glicerol muestra un efecto significativo, mientras que la concentraciéon

de fraccidén aromatica no causa efecto en el porcentaje de remocion.
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Figura 20. Grafica de efectos de la interaccion de las variables codificadas sobre

porcentaje de remocion para la cepa SM3.

La fomula obtenida del desefio experimental con la cepa SM3 para el porcentaje de
remocion con ambos efectos tanto la fraccién aromatica como el glicerol fue:

% Remocion = +45.82-0.26 * A-18.35 *B+2.78 *A*B

La ANOVA para la cepa SM3 indica que el modelo no es significativo para el factor de la
concentracion de la fraccion aromatica, mientras que el Unico factor que influye en la
remocion es el glicerol con un valor-p de 0.0303 para el presente estudio se procedié a

eliminar los valores del factor (A) fraccion aromatica.
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Figura 21.Grafica de efectos de la interaccion de las variables codificadas sobre

porcentaje de remocidn para la cepa SM3 solo del factor con efecto.

46



De la grafica anterior se observa como solo el factor glicerol fue el unico que tiene efecto
en la remocion, por lo tanto se elimina el factor A fraccion aromatica y la interaccion y se

realiza de nuevo el andlisis de ANOVA, la ecuacion que se obtiene corresponde a :

% Remocion =+45.82-18.35 *B

De acuerdo al analisis de ANOVA el modelo se acepta ya que tiene un valor- P (0.0024),
indicando un efecto estadisticamente significativo, donde el factor que afecta el

porcentaje de remocién es el glicerol, con un Lack of Fit no significativo.

Lafigura 22, se observa la grafica de superficie de respuesta tridimensional, que muestra
el efecto de las dos variables sobre el porcentaje de remocion de la fraccion aromatica.
Se observa que el glicerol afecta de forma significativa el porcentaje de remocion de la
fraccion aromatica, a menor cantidad de glicerol mayor porcentaje de remocion. Silva
(2009) reporto la disminucion de HAP’s diana pone de manifiesto que la no adicién de
nutrientes permitia el crecimiento de una poblacion mas lenta pero mas especializada en

la degradacion de HAP's de alto peso molecular.
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Figura 22. Superficie de respuesta tridimensional. Efecto de la concentracion fraccion

aromatica A (X,), y glicerol B (X,) sobre el porcentaje de remocion para la cepa silvestre

SM3.
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Por el contrario, la adicion de nutrientes inicial provocaba un aumento de una flora

microbiana de rapido crecimiento pero no tan especializada, dando menores porcentajes
de degradacion.

En la Figura 23, se presenta los resultados obtenidos de la biodegradacion al tiempo final
y el control de la cepa de SM3 con el mejor tratamiento. Se observan cambios importantes
en el perfil cromatografico final comparado con el control.
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Figura 23. Perfiles cromatograficos obtenidos durante la degradacion de la fraccion

aromatica por la cepa SM3 donde A es el control y B el perfil de la degradacion.
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9.6 Efecto de la concentracion de la fraccion aromatica y glicerol sobre la

biodegradacion de la fraccién aromatica por la cepa SM4

En la tabla 6 se presentan los resultados obtenidos del disefio experimental factorial 22

para cepa SM4.

Tabla 6. Resultados de datos del disefio experimental factorial 22 usado para evaluar la
influencia de la concentracién de la fraccién aromatica y del glicerol sobre la remocion de

la fraccion aromatica por la cepa SM4

Corrida Datos Datos % Remocion % Remocion
estimados Estimados (a) (b)
1 0 0 56.82 68.37
2 -1 +1 41.39 49.71
3 +1 +1 39.37 49.71
4 +1 -1 55.97 45.05
5 -1 -1 43.45 45.05
6 0 0 60.56 68.37
7 0 0 62.36 68.37

a. Valores experimentales

b. Valores predichos

Se observa que el porcentaje de remocion de la cepa silvestre blanca SM4 vari6 entre
39.37 y 62.36% de remocién, con un promedio de remocion de 51.42%. El mejor
porcentaje se obtuvo con 75 ppm de la concentracion de la fraccion aromatica y 10 g/L

de glicerol. Donde los factores estudiados no fueron significativos para un valor P=0.05.
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Figura 24. Grafica de efectos de la interaccion de las variables codificadas sobre
porcentaje de remocion para la cepa SM4.

Ecuacién obtenida con el ANOVA del disefio experimental de la cepa SM4 para los
factores Ay B es:

% Remocion=+45.82-0.26 * A-18.35 *B+2.78 *A*B

Para el analisis de los resultados obtenidos del disefio factorial de la cepa SM4 se decidio
emplear una probabilidad de 0.1, debido a que a P=0.05 los resultados no fueron
significativos. Para sistemas bioldgicos los rangos de probabilidad (error) aceptables
pueden ser hasta de P=0.2, no obstante para este caso fue de p=0.1. Los resultados
obtenidos realizando esta correccidn se presentan a continuacion. En la figura 25 se
presentan los efectos debido a las interacciones entre la variables codificadas en la figura
26, se presenta superficie de respuesta de las variables de estudio sobre el porcentaje
de remocion de la FA.
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Figura 25. Grafica de efectos de la interaccion de las variables codificadas sobre

porcentaje de remocién para la cepa SM4 solo del factor con efecto.
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Figura 26. Superficie de respuesta tridimensional. Efecto de la concentracion fraccion

aromatica A (X,), y glicerol B (X,) sobre el porcentaje de remocion para la cepa silvestre

SM4.

Se observa para la cepa de Serratia marcescens SM4, solamente el factor glicerol mostré
un efecto significativo, a menor concentracion de glicerol se presentd la mayor remocién

de la fraccion aromatica, resultado similar al obtenido con la cepa SM3.

En la figura 27 se observa la formacién de nuevos compuestos alifaticos que presentan
menor peso molecular que los compuestos aromaticos, puesto que se encuentran a
menor tiempo de retencion. Lo anterior indica la biotransformacién de los compuestos

presentes en el petrdleo por bacterias.
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Figura 27. Perfiles cromatograficos durante la degradacion de la fraccidn aromatica por
la cepa SM3 donde A es el control y B el perfil de la degradacion de la fraccién aromatica

por la cepa mutante SM4.

9.7 Efectos de la concentracion de la fraccion aromatica y glicerol sobre la

biodegradacion de la fraccion aromatica por la cepa mutante blanca SMRG-5.

Para la cepa SMRG-5 se siguieron las mismas condiciones que en los disefios
experimentales anteriores. En la tabla 7 se presentan los resultados obtenidos de la

matriz experimental del disefio factorial 22 para cepa SMRG-5.

Tabla 7. Resultados de datos del disefio experimental factorial 22 usado para evaluar la
influencia de la concentracién de la fraccién aromatica y del glicerol sobre la remocion de

la fraccidn aromatica por la cepa mutante SMRG-5.
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. Datos Datos % Remocion % Remocion
Corrida

estimados estimados (@) (b)
1 +1 +1 79.75 81.08
2 0 0 79.10 77.38
3 -1 -1 74.46 73.68
4 0 0 75.48 77.38
S -1 +1 72.90 73.68
6 +1 -1 82.40 81.08
7 0 0 78.00 77.38

a. Valores experimentales

b. Valores predichos
Con los resultados obtenidos de la respuesta del disefio experimental porcentaje de
remocion se muestran los factores que tienen un efecto y sus interacciones. Se observa
que con esta cepa los valores de remocién fueron superiores al 70 % en todos los casos.

En la figura 28 se presenta la grafica de las interacciones entre los factores estudiados.
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Figura 28. Grafica de efectos de la interaccion de las variables codificadas sobre

porcentaje de remocién para la cepa mutante SMRG-5.
La férmula obtenida del ANOVA para los valores codificados es la siguiente.

% Remocion =+77.38+3.70 * A-1.05 *B-0.27 *A*B
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Rosas-Galvan, (2011) demostré que la cepa mutante SMRG-5 fue capaz de producir un
biosurfactante que llego a reducir la tension superficial de forma significativa, de acuerdo
a los resultados obtenidos por Rosas-Galvan se puede pensar que estas caracteristicas
de la cepa mutante sean las que ayuden a la cepa a poder tener una mejor
biodegradacion de la fraccion aromatica. Los resultados obtenidos del disefio
experimental la cepa mutante SMRG-5 obtuvieron un porcentaje de remocién de 77 %
siendo esta cepa la que mayor porcentaje de remocion presentd, comparado con las

cepas silvestres SM3 y SM4.
La formula obtenida con el ANOVA del factor que present6 un efecto es la siguiente.

% Remocion =+77.38+3.70 * A

En la figura 29 y 30 se aprecia de manera significativa como el factor A fraccion aromatica

es el unico factor significativo.
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Figura 29. Grafica de efectos de la interaccion de las variables codificadas sobre el

porcentaje de remocién para la cepa mutante SMRG-5 solo del factor con efecto.
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Figura 30. Superficie de respuesta tridimensional, efecto de la concentracién de la

fraccion aromatica A (X;) y glicerol B (X,) sobre el porcentaje de remocion para la cepa

mutante SMRG-5.

El analisis del ANOVA permite destacar que el modelo es significativo, con un valor -P de
0.0123, se ajusta el modelo, solo el factor de la concentracién de la fraccién aromatica
tienen efecto sobre la respuesta, el modelo no presenta curvatura, y la falta de ajuste no

es significativa.

En el disefio factorial para la cepa mutante SMRG-5 el unico factor que mostro tener
efecto sobre el porcentaje de remocion, fue el factor A (fraccidbn aromatica), a mayor
concentracion de FA mejor remocion, si comparamos con la cepa SM3 donde el factor
glicerol fue el que presento un efecto positivo, mientras que para la cepa SM4 ninguno

de los dos factores tuvo efecto significativo sobre la remocion a un valor de P=0.05.

Los perfiles obtenidos de la fraccién aromatica (control) y la fraccién aromatica mas la

cepa bacteriana, transcurrido el tiempo de degradacion se muestra en la figura 29.
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Se observa la aparicion importante de picos con tiempos de retencion menores a 20
minutos, asi como la desaparicidén de picos presentes en el perfil del control a tiempos
de retencion superiores a 20 min. Lo anterior puede ser debido a la degradacion de

compuestos de peso molecular alto origindndose compuestos de menor peso molecular
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Figura 31. . Perfiles cromatograficos obtenidos durante la degradacion de la fraccion
aromatica por la cepa SMRGS5 donde A) es el control y B) el perfil de la degradacion de

la fraccion aromatica por cada cepa.

De las tres cepas de Serratia marcescens estudiadas bajo las mismas condiciones,
utilizando como fuente de carbono, la fraccion aromatica obtenida por fraccionamiento
del petréleo crudo Maya, la que presento un mejor porcentaje de remocion fue la cepa

mutante SMRG5 obteniendo un porcentaje de remocién de 77%.

Una vez que se realizaron los disefios experiméntales para cada una de las bacterias se
decidioé hacer una matriz de datos para unir los datos obtenidos de cada cepa y asi poder

saber si se podian analizar en forma conjunta, analisis por bloques.
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En la tabla 8 se muestran los resultados de todos los tratamientos con todas las cepas y

los porcentajes de remocion de la fraccion.

Tabla 8. Matriz de datos del disefio experimental-todos los tratamientos

Matriz general para todos los tratamientos.

Corrida Block Fa(.:For A: Facto B: Respues.t,a
Fraccion (ppm) Glicerol (g/L) % Remocidn
1 SM3 100.00 8.00 61.12
2 SM3 50.00 12.00 24.95
3 SM3 75.00 10.00 35.18
4 SM3 100.00 12.00 29.99
5 SM3 75.00 10.00 40.18
6 SM3 50.00 8.00 67.21
7 SM3 75.00 10.00 27.22
8 SMRG-5 75.00 10.00 79.10
9 SMRG-5 100.00 8.00 82.40
10 SMRG-5 50.00 12.00 72.90
11 SMRG-5 50.00 8.00 74.46
12 SMRG-5 100.00 12.00 79.75
13 SMRG-5 75.00 10.00 78.00
14 SMRG-5 75.00 10.00 75.48
15 SM4 75.00 10.00 62.36
16 SM4 75.00 10.00 60.56
17 SM4 100.00 8.00 55.97
18 SM4 75.00 10.00 56.82
19 SM4 50.00 8.00 43.45
20 SM4 50.00 12.00 41.39
21 SM4 100.00 12.00 39.37
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En general se observa que la cepa SMRG-5 presento los porcentajes de biodegradacion

mas altos.

La formula obtenida del disefio experimental con el ANOVA para los factores A, By las

interacciones es la siguiente:
% Remocion =+56.09+2.02* A-8.02 * B-0.38* A * B
Con los datos anteriores se obtuvo el coeficiente estimado de cada cepa.

Tabla 9. Coeficientes estimados de los datos obtenidos del analisis de ANOVA para las
cepas SM3, SM4 y SMRG-5.

Factor Coeficiente of Error 95% Cl 95% CI VIF
estimado estandar bajo Alto
Intercepto 56.09 1 2.88 49.94 62.23
SM3 -15.73 2
SMRG-5 20.87
SM4 -5.15
A-Fraccion 2.02 1 2.88 -4.12 8.16 1.00
B-Glicerol -8.02 1 2.88 -14.17 -1.88 1.00
Puntos al
1.13 1 4.40 -8.25 10.52 1.00
centro

Los datos en la tabla sefalan los coeficientes estimados para cada cepa siendo
diferentes para cada una, la cepa silvestre roja SM3 con un valor de -15.73, mientras que
para la cepa silvestre blanca SM4 de -5 debido a la alta diferencia significativa obtenida
para la cepa mutante SMRG-5 con un coeficiente estimado de 20.87, por lo tanto esto no

permite evaluarlas en conjunto.

Para demostrar que los compuestos formados durante la degradacidon pertenecian a
compuestos de menor peso molecular es decir compuestos alifaticos se decidid adicionar
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a un perfil ya conocido tres compuestos alifaticos y analizarlo nuevamente por
cromatografia de gases, este perfil se muestra a continuacion en la figura 32.
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Figura 32. Perfil cromatografico de la biodegradacién a 9 dias de incubacion de la
fraccion aromatica con la cepa SMRG-5 con la adicién de tres estandares alifaticos, 1

tridecano, 2 pentadecanoy 3 heptadecano.

Con el siguiente perfil podemos afirmar que efectivamente los nuevos productos que se
forman de la degradacion de la fraccion aromatica son alifaticos ya que se encuentran en
tiempos de retencion entre 10 y 15 minutos, comparando con los estandares
mencionados como el tridecano, pentadecano y heptano, tras haber transcurridos los 9
dias de degradacién los nuevos productos se presentan en tiempos de retencion que

inducen que sean alifaticos.

Comparando los resultados con Boonchan et al., 2000, se observa como también tras
degradarse la fraccidn aromatica obtienen la formacién de nuevos compuestos de menor

peso molecular.

Una vez realizado el disefio experimental para cada cepa y mostrando que la cepa
mutante SMRG-5 fue mas eficiente, se decidié hacer una cinética de crecimiento de la
cepa con la fraccién aromatica durante 9 dias a una concentracién de 100 ppm sin utilizar

el glicerol como co-sustrato.
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Figura 33. Cinética de degradacion de la fraccién aromatica con la cepa mutante SMRG-
5.

En la cinética de crecimiento de la cepa SMRG-5 no presenta una fase de latencia debido
al uso de un pre-inéculo, se presenta una fase de crecimiento rapido desde el inicio hasta
los 5 dias (con un maximo de 108 UFC), posteriormente se observa una disminucion del
crecimiento alcanzandose la fase estacionaria. Con respecto a la cinética de remocién

de la FA, se observa una velocidad de degradacién constante con un maximo de 53 %.

Con esto se concluye que la degradacién de la fraccion aromatica que las cepas utilizadas
en este trabajo fueron capaces de degradar la fraccion aromatica en forma eficiente en

presencia y ausencia de co-sustrato.

9.8 Degradacion de la fraccién aromatica y el hidrocarburo Benzo(a)Pireno por la
cepa mutante SMRG-5

Una vez realizados los ensayos de biodegradacion con la fraccion aromatica como unica
fuente de carbono por la cepa SMRG-5, se decidié adicionar a la fraccion aromatica
25 ppm del Benzo(a)Pireno (BaP) uno de los hidrocarburos mas cancerigenos y
mutagénicos de la fraccion aromatica, y observar si es posible tener la biodegradacion

de este compuesto.

En la siguiente figura se muestran los perfiles obtenidos de la degradacién del BaP a una

concentracion de 25 ppm mas la fraccién aromatica.
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Figura 34. Perfiles cromatograficos obtenidos de la degradacién del BaP a una
concentracion de 25 ppm mas la fraccion aromatica por la cepa mutante SMRG-5 donde

A es el control y B el perfil de la degradacion del BaP y la fraccion aromatica.

La cepa mutante SMRG-5 degrado un 40 + 1 % de la fraccion aromatica agregando un
25 ppm del Benzo(a)Pireno a la fraccién aromatica, durante los 9 dias de la degradacion,
esto debido a que la cepa presenté un crecimiento menor comparado cuando se dejo

crecer solo con la fraccion aromatica.

Del perfil anterior se observa como disminuyen los picos de la fraccion aromatica y el
Benzo(a)Pireno, obteniendo menor porcentaje de degradacion que cuando se utilizé solo

la fraccién aromatica sin BaP, esto se puede deber al efecto toxico del BaP sobre la cepa.
9.9 Biodegradacion de Benzo(a)Pireno utilizando la cepa mutante SMRG-5

La cepa mutante SMRG-5 fue capaz de crecer en medio minimo y utilizar como unica
fuente de carbohidratos al BaP, llegando a degradar hasta un 35 %, durante un periodo

de 9 dias, esto debido a que la cepa presentd un crecimiento muy bajo, con la constante
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de dos ordenes de magnitud durante los 9 dias de la evaluacion, en este caso solo se

evaluo el tiempo inicial y final.

En la figura 35 se muestran los perfiles cromatograficos del BaP degradado por la cepa
SMRG-5 y el control.
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Figura 35. Perfil cromatografico de biodegradacién del Benzo(a)Pireno [25 ppm] en
medio minimo por la cepa mutante SMRG-5 A) Control B) degradacion después de 9

dias
En el presente trabajo de investigacion se logro demostrar como la cepa de Serratia

marcescens SM3, SM4 y su mutante SMRG-5 fueron capaces de degradar la fraccion

aromatica del petréleo crudo Maya.
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10. DISCUSION

Los HAP’s de bajo peso molecular son facilmente degradados por varios tipos de
microorganismos, sin embargo la velocidad de degradacion se reduce al aumentar su
peso molecular. Las diferencias de biodegradacion de los HAP's pueden explicarse por
su solubilidad en agua, existiendo una correlacion inversa entre la solubilidad y la
biodegradacion. Muchos estudios han demostrado que las bajas velocidades de
disolucién de los HAP’s limitan la asimilacion y degradacion por bacterias hongos u otros
(Barrios., 2011).

Los procedimientos de remediacién bioldgica han desarrollado diferentes procesos que
han mostrado factibilidad tanto técnica como econdmica; estos tipos de tratamientos
estan basados en la habilidad de los microorganismos del suelo para degradar diversos
tipos de sustancias, bajo condiciones controladas de humedad, aireacion y nutrientes; sin
embargo se ha observado que los HAPs no son suficientemente degradados aun en las

condiciones mas favorables (Corton; Viale, 2006).

En la biodegradacién de compuestos recalcitrantes se han planteado diferentes
estrategias durante la aclimatacion para preservar las cepas, esto permite alcanzar
mayores niveles de biodegradacion que las cepas no aclimatadas.

La fraccion mas dificil de degradar del petréleo es la aromatica en el presente trabajo se
realizo el aislamiento de la fraccion aromatica para evaluar su degradacion con una previa
aclimatacién de las cepas.

Para ello fue necesario evaluar diferentes técnicas de fraccionamiento. A pesar de ser el
petréleo crudo Maya una mezcla muy compleja, no existié gran dificultad para fraccionar
adecuadamente los diferentes constituyentes que lo conforman.

Con la técnica utilizada en este trabajo se obtuvieron porcentajes de fraccion aromatica
de 32 + 2 %, siendo esta la mas abundante del petréleo crudo Maya siguiéndole la
fraccion de alifaticos con un 21 + 1.5 % estos porcentajes se llegaron a obtener siguiendo,
el protocolo de fraccionamiento propuesto por Dutta; Harayama, (2001). En esta
estrategia se fracciona el petroleo crudo en cuatro grupos: saturados, aromaticos, resinas

y asfaltenos.
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Valladares, (2000) realizé el fraccionamiento con hexano, cloroformo, tetrahidrofurano,
obteniendo fracciones mezcladas de los grupos esto debido a que mas de un compuesto
debido a su polaridad eluye de forma simultéanea en la columna cromatografica.

Esto concuerda con algunos reportes, que mencionan la gran cantidad de compuestos
isomericos presentes en las muestras de petréleo crudo y sus derivados. Ademas de que
la concentracion de cada constituyente dentro del petroleo crudo con respecto a otro y
entre los mismos derivados del crudo (Testa; Winegardner, 1991).

Debido a la complejidad de la fraccidon aromatica uno de los retos principales fue evaluar
la biodegradabilidad por diferentes cepas de Serratia marcescens. Por ello se decidio

realizar un periodo de aclimatacion de la cepa a este sustrato.

Es importante destacar que los petroleos crudos pueden presentar diferencia de la
concentracion de los diferentes compuestos de los grupos que los distinguen.

La técnica de aclimatacion es una estrategia viable que actualmente es empleada en
herbicidas, insecticidas, compuestos de amonio cuaternario e hidrocarburos aromaticos
policiclicos, Alexander (1994) la adaptacion microbiana es el intervalo de tiempo que
comprende la entrada de un compuesto en el ambiente hasta que se detecta la pérdida
del mismo, permitiendo tener un estado activo de los microorganismos, esto permite
suponer que después de la aclimatacion se incrementa la velocidad de degradacién del
compuesto por el microorganismo (Atlas R., 1995).

Por lo tanto se decidié aclimatar las tres cepas de Serratia marcescens SM3, SM4 y
SMRG-5 a la fraccién de aromaticos con 10% de alifaticos lo que permiti6 aumentar la
biomasa de forma significativa ya que la fraccion aromatica sola es muy toxica, lo que
podria ocasionar la muerte de las microorganismos, este porcentaje de alifaticos ayudo
a aumentar la biomasa y asi hacer mas facil la degradacion de la fraccion aromatica, ya
que se sabe que la fraccion de alifaticos tienen menor peso molecular y son mas

biodegradables.
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Narvaez-Florez, (2008) evalu6 la capacidad de degradar hidrocarburos a una
concentracion del 2% v/v utilizando un cultivo bacteriano mixto, durante un periodo de
21 dias, el cultivo mixto fue capaz de degradar el 68.6 % de los hidrocarburos alifaticos
con preferencia de los n-alcanos de cadena larga, alcanzando un crecimiento maximo de

3.13x10° UFC/mL pero no se observé la degradacion de hidrocarburos aromatico.

Adams Schroeder, (1999) menciona que los hidrocarburos presentes en la gasolina y
en el diesel (n-alcanos) son biodegradados facilmente, debido a su peso molecular y
menor toxicidad.

El porcentaje de alifaticos en la fraccidon de aromaticos, favorecié el crecimiento de la
biomasa debido a los compuestos de cadena lineal o de anillo unico que son facilmente
biodegradables y sirven como sustratos primarios para energia de organismos y
crecimiento en condiciones aerobias (Wang et al., 2006; Largo Perea, 2010). Durante
la aclimatacion se observé que hasta 150 ppm de fraccion aromatica en los cultivos no
afecta el crecimiento microbiano.

Lopolito M., (2005) realizé estudios de biodegradacion de hidrocarburos utilizando
diferentes fuentes de carbono tales como el petréleo, queroseno, aceite lubricante y
benceno, en un medio minimo y fertilizante foliar comercial, concluyendo que la adicién
previa de un co-sustrato acelera el proceso de degradacion.

Para la degradacion de la fraccion aromatica del petroleo crudo Maya, por la cepa de
Serratia marcescens SM3 se obtuvo el mejor porcentaje de remocién de la fraccién
aromatica con una concentracion en el medio de 50 ppm y 8g/L de glicerol obteniendo un

67.21% de remocion.

Pérez Silva, (2008) obtuvo un 57% de biodegradacién de petrdleo con la cepa de
Pseudomona AT18, mostré un mayor crecimiento sobre petréleo como unica fuente de
carbono y energia al obtenerse 1,83 g/L de biomasa celular. En el presente trabajo se
demostré que las cepas del mismo género presentan diferencia en los niveles de
degradacion de la fraccion aromatica. En sitios altamente contaminados por
hidrocarburos poliaromaticos (HAP's) se dificulta la biodegradacion debido a viscosidad
y a la baja solubilidad de los HAP's (Atlas, 1986).
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Nasrollahzadeh, (2007) evalu6 la biodegradacion del fenantreno por un cultivo mixto,
utiizando un disefio central composite, observando la degradacion completa de
fenantreno en 132 horas con 19 ppm. La degradacién de hidrocarburos aromaticos
policiclicos individuales como fuente de carbono se dificulta a medida que ramificaciones
y anillos aromaticos se incorporan en su estructura Sikkema, (1995) por lo que usando
una mezcla de HAP's la degradacién es baja debido a su alta complejidad. No obstante
la complejidad de la fraccién aromatica la cepa SMRG-5 fue capaz de degradar hasta un

77% de la fraccidon aromatica.

En la degradacién de la fraccién aromatica del petroleo crudo Maya por la cepa SMRG-

5 es capaz de degradar hasta 80ppm en 9 dias mientras que la degradacion de BaP
puede ser menor al 40% en 100 dias en presencia de un co-sustrato (Kanaly R.; Bartha
R., 1999). Maldonado Chavez, (2010) concluye que la Biodegradacion de hidrocarburos
es influida significativamente por el tiempo, es decir que a mayor tiempo, existe mayor

biodegradacion.

Por otro lado Flores Pineda, (2002) cuando pone en crecimiento a las cepas con
asfaltenos como unica fuente de carbono y energia, esta solo aumenté durante las
primeras dos semanas de incubacion, después el numero de microorganismos disminuyo

hasta mantenerse en 1x108UFC / mL.

Es importante sefalar que el crecimiento de la cepa SMRG-5 no se afecté por la
presencia de la fraccion aromatica (100 ppm), esto se puede atribuir a que la degradacion
de los HAP’s con la fraccion aromatica condujo a la formacion de compuestos de menor
peso molecular y su forma detectada como alifaticos, por lo que favorece el crecimiento
de la cepa.

Al adicionar 25 ppm del Benzo(a)Pireno a la fraccién aromatica se obtiene un porcentaje
de degradacién menor que cuando solo se utiliza fraccién aromatica como unica fuente
de carbono, esto se puede deber a que cuando se utilizan mezclas de dos HAP
degradables de forma individual, ya sea la degradacion preferencial de un HAP o

reduccion de las tasas de degradacion de ambos HAP indican la competencia metabdlica,
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de acuerdo a Anders, (2005) la adicién de un compuesto de elevada toxicicidad afectaba

la degradacion del primer compuesto o la inhibicion de ambos.

La adicion de 25 ppm del BaP a la fraccion aromatica para ser degradada afecté de
manera significativa la degradacioén de la fraccidon aromatica, ya que sélo se alcanzo6 una
degradacion del 39% y el 9% de degradacion del BaP adicionado, mientras que solo con
la fraccion aromatica sola alcanz6 a degradar hasta un 77%.

La cepa mutante SMRG-5 degrad6 un 35 £ 1 % de la fraccion aromatica en la mezcla
con 25 ppm de BaP en 9 dias de incubaciéon Johnsen et alt., 2005, observa que una
concentracion mas alta de un cosustrato en lugar de aumentar la degradacion, se obtenia
una menor degradacién del hidrocarburo, esto debido a su alta toxicidad (Seo, J.-S. et
alt., 2009).

Utilizando Benzo(a)Pireno como unica fuente de carbono la cepa mutante SMRG-5
degrado hasta un 38% de este hidrocarburo, puesto que no presenté un buen crecimiento
microbiano, aumentando solo dos érdenes de magnitud durante los 9 dias de la
incubacion.

Abalos, (2004) demostro que el medio donde se encuentra el contaminante debe
proporcionar las mejores condiciones a los microorganismos para que su actividad
metabdlica sea la adecuada para degradar los hidrocarburos, mientras que la falta de
nutrientes permitia el crecimiento de una poblacién mas lenta pero mas especializada en
la degradacion de HAP's de mayor tamafio molecular. Por el contrario, la adicion de
nutrientes inicial provocaba un aumento de una flora microbiana de rapido crecimiento

pero no tan especializada.

Resultados demuestra que la aclimatacion gradual a la fraccibn aromatica permite
incrementar el nivel de degradacion y reducir el tiempo, los co-sustratos favorecen el
crecimiento microbiano y favorecen la degradacién. La adicion de un compuesto

individual BaP disminuye la biodegradacion esto tal vez debido al efecto toxico.
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11. CONCLUSIONES

La fraccion mas abundante del petréleo crudo Maya es la fraccion aromatica con
un 32 £ 2 %.

La adicion de un porcentaje de alifaticos a la concentraciéon de la fraccion
aromatica durante la aclimatacion, favorecié al crecimiento microbiano permitiendo

la biodegradacion de la fraccion aromatica.

En el disefio experimental los dos factores estudiados fueron significativos el
glicerol favorecio el crecimiento microbiano y la fraccion aromatica ayudo en la

degradacion.

El glicerol fue el unico que mostro un efecto significativo, mientras que la
concentracion de la fraccion aromatica no fue determinante para la degradacion

de la fraccion aromatica por la cepa SM3

Las tres cepas estudiadas en el presente trabajo fueron capaces de degradar la
fraccidon aromatica del petrdleo crudo Maya en forma eficiente alcanzando

porcentajes de remocion por arriba del 50%.

La cepa SMRG5 muestra una aplicacion potencial para la biodegradacion y/o

transformacion de los hidrocarburos recalcitrantes del petréleo crudo Maya.

La cepa mutante SMRG-5 mostré que es capaz de degradar no solo la fraccién
aromatica si no también el Benzo(a)Pireno de forma eficiente llegando a

degradarlo hasta un 35% en forma individual.

Estrategia aclimatacion de las cepas a una concentracion adecuada de la fraccion
aromatica y la adicion de co-sustrato para incrementar la biomasa y obtener una

mejor degradacion de la F.A. y del BaP.
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12. PERSPECTIVAS

Evaluar la adicién de otros co-sustratos para incrementar la biodegradacion de la

fraccion aromatica y el BaP.

Deberan realizarse estudios adicionales que permitan identificar cuales son las

enzimas que participan en la biodegradacién de los hidrocarburos.

Evaluar la adicién de un biosurfactante para poder observar los posibles efectos

que este conlleva en el crecimiento y degradacion de la fraccion aromatica.

Se requerira incrementar el tiempo del proceso de degradacion.

Evaluar el efecto de la composicion del medio de cultivo y la aeracion sobre la
biodegradacion.

Identificar los metabolitos producidos durante la biodegradacién por las diferentes

cepas.

Evaluar la toxicidad después de los procesos de biodegradacion.
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14. ANEXOS

Analisis estadistico de ANOVA de los resultados del diseiio experimental 22 para la
cepa SM3.

ANOVA del modelo factorial para la cepa SM3
Tabla del analisis de varianza.

Fuente Suma de df Media de Valores Valores-
cuadrados cuadrados F p
Prob>F

Modelo 1377.71 3 459.24 10.76 0.0862 No
significativo

A-fraccion 0.28 0.28 6.489E- 0.9431

1 003

B- glicerol 1346.46 1 1346.46 31.55 0.0303*

AB 30.97 1 30.97 0.73 0.4840

Curvatura 231.61 1 231.61 5.43 0.1752 No
significativo

Error puro 85.36 2 4268

Total 1694.68 6

ANOVA del modelo factorial para la cepa SM3 solo con el factor glicerol
Tabla del analisis de varianza.

Fuente Suma de df Media de F p-
cuadrados cuadrados valores valores
Prob>F

Modelo 1346.46 1 1346.46 46.19 0.0024* Significativo
B- glicerol 1346.46 1 1346.46 4619 0.0024*
Curvatura 231.61 1 231.61 7.95 0.0479  Significativo
Residuos 116.60 4 29.15
Lack of Fit 31.25 2 15.62 0.37 0.7320  No Significativo
Error puro 85.36 2 42.68

6

Total 1694.68
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Anadlisis estadistico de ANOVA de los resultados del disefio experimental 22 para la

cepa SM4.

ANOVA del modelo factoria

| para la cepa SM4

Tabla del analisis de varianza

Fuente Suma de df Media de F
cuadrados cuadrados valores

Modelo 167.43 3 55.81 6.97

A- 27.57 1 27.57 3.44

fraccion

B-glicerol 87.01 1 87.01 10.87

AB 52.85 1 52.85 6.60

Curvatura 378.86 1 378.86 47.34

Error 16.00 > 8.00

puro

Total 562.29 6

p-valores
Prob>F
0.1280 No
significativo
0.2046

0.0810
0.1239

0.0205 significativo

ANOVA del modelo factorial parala cepa SM4 sin ningun factor.

Tabla del analisis de varianza

Fuente Suma de df
cuadrados

Modelo 0.000 0

Curvatura 378.86 1

Residuos 183.43 5

Lack of 167.43 3

Fit

Error 16.00 >

puro

Total 562.29 6

Media de F
cuadrados valores
378.86 10.33
36.69

55.81 6.97
8.00

p-valores
Prob>F
Significativo
0.0236
0.1280 No
Significativo
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Analisis de varianza ANOVA del modelo factorial 22 dela cepa SMRG5.

ANOVA del modelo factorial

Tabla del analisis de varianza (suma parcial de cuadrados tipo Ill)

Fuente Suma de df

cuadrados

Modelo 59.36

A- 54.63
Fraccién

B- glicerol 4.43
AB 0.30
Curvatura 0.039
Error 6.88
puro

Total 66.28

»

Media de F
cuadrados valores
19.79 5.57
54 .63 15.87
443 1.29
0.30 0.086
0.039 0.011
3.44

ANOVA del modelo factorial
Tabla del analisis de varianza (suma parcial de cuadrados tipo lll)

Fuente Suma de df
cuadrados
Modelo 54.63 1
A- 54.63
., 1
Fraccion

Curvatura 0.039

Residuos 11.61
Lack of Fit 4.73

Error puro 6.88
Total 66.28

oON N ~ -~

Media de Valores

cuadrados
54.63
54.63
0.039

2.90
2.36

3.44

F
18.82
18.82

0.013

0.69

p-

valores
Prob>F
0.1517
0.0576

0.3742
0.7964
0.9249

p-valores
Prob>F

0.0123
0.0123

0.9132

0.5928

No significativo

No
Significativo

Significativo
No
Significativo

No
Significativo
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Anadlisis estadistico de ANOVA de los resultados del disefio experimental 22 para la
cepas SM3, SM4 y SMRGS5.

ANOVA del modelo factorial
Tabla del analisis de varianza.

Fuente Suma de df
de cuadrados
varianza

bloque 4967.25
Modelo 822.69

A- 48.93
fraccion

B- glicerol 772.07
AB 1.69

Curvatura 6.58
Residuos 1493.98
Lack of 1385.74
Fit

Error 108.25
puro
Total 7290.49

(0] JHIL QL (L WIS § —_ =N

(o))

20

Media de F-valor p-valor

cuadrados prob>F

2483.62

274.23 2.57 0.0959  No significativo
48.93 0.46 0.5094

772.07 7.24 0.9017

6.58 0.062 0.8075

6.58 0.062 0.8075  No significativo
106.71

173.22 7.60 0.0064  Significativo

18.04

ANOVA del modelo factorial para la cepa SM3, SM4 y SMRG5 solo para el

factor glicerol.

Fuente Suma de df
de cuadrados
varianza

bloque 4967.25
Modelo 772.07
B- glicerol 772.07
Curvatura 6.58
Residuos 1544.60
Lack of 1436.35
Fit

Error 108.25
puro

Total 7290.49

— =S A a AN

o o

20

Media de F-valor p-valor
cuadrados prob>F

2483.62

772.07 8.00 0.0121  Significativo
772.07 8.00 0.0121

6.58 0.068 0.7974  No significativo
96.54

143.64 7.96 0.0097  Significativo

18.04
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