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RESUMEN

En este trabajo se evalu6 la biodegradacién de hidrocarburos por un consorcio obtenido
de la rizésfera de una planta nativa (Cyperus laxus Lam.) de un sitio contaminado con
altas concentraciones de hidrocarburos, en medio liquido y sélido. En medio liquido la
concentracién inicial de los hidrocarburos fue hasta de 30,000 ppm; la biodegradacién se
determiné a través de la cuantificaciéon de los hidrocarburos residuales en el cultivo y se
sigui6 la produccién de CO, como consecuencia de la oxidacién de los hidrocarburos
determindndose la mineralizacion de éstos, asi como las unidades formadoras de
colonias finales. La biodegradacién maxima en medio liquido fue de 75% en 21 dias con
una mineralizaciéon de 3.5% del carbono inicial de los hidrocarburos. En un experimento
similar se evalué la participacion de los diferentes grupos microbianos (hongos,
bacterias y el consorcio) en la biodegradaciéon, asi como el consumo de las diferentes
fracciones (alifaticos, aromaticos y polares) que componen la mezcla de hidrocarburos.
La biodegradaciéon para el cultivo del consorcio y de las bacterias fue similar. La
produccién de CO; y la mineralizacién fue significativamente mayor para el consorcio
(7.3%), con respecto a las bacterias (4.8%) y los hongos (1.6%), indicando una mayor
biotransformacién tanto en el cultivo de las bacterias como en el de los hongos. La
fraccion preferencialmente biodegradada fue la de alifdticos seguida de Ilos
hidrocarburos aromaticos y por dltimo los polares. Durante el cultivo se observé la
emulsificaciéon de los hidrocarburos, lo que posiblemente se debi6é a la produccion
microbiana de un biosurfactante como consecuencia de la presencia de los
hidrocarburos en el medio, este comportamiento favorecié la biodisponibilidad y por
tanto la biodegradacion de estos compuestos.

En medio sélido durante el cultivo se realizaron cinéticas de: consumo de hidrocarburos
y de las fracciones, consumo del O, por respirometria, asi como la cuenta viable. La tasa
especifica de biodegradaciéon fue de 0.59 mg de hidrocarburos/mL de reactor/djia,
siendo al final de 52.1% en 38 dias de cultivo. Las fracciones se consumieron de manera
similar al medio liquido (alifaticos en mayor cantidad que aromaticos y que polares).

Durante el experimento en medio sélido el consumo de oxigeno presenté un
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comportamiento lineal con una fase inicial de adaptacién. En el mismo ensayo la cuenta
viable de microorganismos presenté6 un maximo a los 21 dias de cultivo. Se identific6
una bacteria (Pseudomonas aeruginosa) asi como tres hongos filamentosos, de los géneros
Aspergillus sp. 'y Penicillium sp.

Los niveles de biodegradacion alcanzados por el consorcio aislado de la rizésfera de la
planta nativa son indicio de su alta capacidad biodegradadora de hidrocarburos, lo que
permite suponer su beneficio potencial aplicado como parte de una estrategia de

biorremediacion del suelo contaminado con hidrocarburos.



INTRODUCCION

La contaminaciéon de mantos acuiferos y suelos por compuestos organicos provoca
serios darfios al medio ambiente; los métodos tradicionales de remediaciéon de estos sitios
estdn basados en tecnologias de ingenieria quimica que se han desarrollado en los
altimos 20 afios. Estos incluyen una amplia variedad de tratamientos fisicos, térmicos y
quimicos asi como la manipulaciéon para acelerar o reducir el transporte de masa en la
matriz contaminada. En ciertos casos, sin embargo, los procesos biolégicos
(especialmente microbianos) han demostrado su aplicabilidad (Bouwer y Zehnder 1993;
Crowley y col, 1997). La biorremediaciéon es wuna tecnologia que emplea
microorganismos o procesos biolégicos para transformar y/o eliminar contaminantes
del ambiente. Los microorganismos son los principales responsables del cambio
geoquimico; su tamafio, amplia distribucién, elevada actividad metabdlica, capacidad
de adaptacion fisioloégica, maleabilidad genética asi como su diversidad enzimatica y
nutricional son factores que los colocan como agentes recicladores de la biosfera. En el
crecimiento microbiano estd implicito el metabolismo integral de todos los nutrientes
()., carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo, hidrégeno). Este crecimiento y supervivencia
de los microorganismos determina los ciclos geoquimicos de los elementos, favorece la
eliminaciéon de muchos contaminantes organicos y mantiene las condiciones requeridas
por otros habitantes de la biosfera (Madsen, 1998).

El estudio de nuevas estrategias y tecnologias que contribuyan a la solucién de
problemas tan severos como el de la contaminacién por petréleo y sus derivados, es de
vital importancia para México. Actualmente, se buscan alternativas que reduzcan los
costos de operaciéon y que ademads consideren las condiciones naturales de los sitios
afectados. Una alternativa que se considerada favorable en la eliminaciéon de
hidrocarburos, como contaminantes de suelos, es la aplicacién de microorganismos
nativos, capaces de utilizar a los mismos contaminantes como tnica fuente de carbono y

energia (Liu y suflita, 1993).
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En el presente trabajo, se analiza la biodegradacién de hidrocarburos por un consorcio
microbiano de la rizésfera de una planta nativa de un sitio contaminado con
hidrocarburos, como parte de una estrategia para la biorremediacién del mismo. El
primer capitulo contempla aspectos generales de la estructura y composiciéon de los
hidrocarburos, con especial énfasis en las rutas de biodegradacién por microorganismos.
Ademas, se describen las caracteristicas de la rizésfera y su relacion con la
biodegradacién de compuestos organicos. En el capitulo IV se describen los materiales y
métodos empleados en el trabajo experimental, detallindose las condiciones en que se
realizaron los ensayos de biodegradacién de hidrocarburos, en medio liquido y sélido,
el fraccionamiento de los hidrocarburos residuales, la determinacion de la
mineralizacién y la estimacién de los microorganismos por conteo en placa. Los
resultados son analizados y discutidos en el capitulo V; para terminar, se presentan las

conclusiones generales y recomendaciones del trabajo.
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1. Hidrocarburos.

1.1. Destino de los hidrocarburos en el suelo.
La produccion, transporte, y almacenamiento del petrdleo inevitablemente involucra el
riesgo de derrames accidentales, los cuales pueden ser minimizados pero no eliminados
completamente, la persistencia de los hidrocarburos en el ambiente depende de su
cantidad y calidad asi como de las propiedades del ecosistema afectado (Bossert y
Bartha, 1984).
La intemperizacion de hidrocarburos en el suelo se define como su exposicion a
condiciones tales como evaporacion, fotdlisis, hidrodlisis y biotransformacién, durante
largos periodos de tiempo; en el ambiente, este fendmeno es controlado por diferentes
procesos abidticos y biolégicos (Pollard y col., 1994). Algunos procesos fisicos como el
transporte de aceite o emulsiones por el movimiento del agua, solo desplaza los
contaminantes no modificados quimicamente en el ecosistema. Muchos de los
mecanismos tienen un efecto definitivo sobre la composicion quimica de los
contaminantes; procesos degradativos como la fotooxidacion y la degradacion
microbiana afectan la composiciéon molecular de los componentes individuales. Otros
mecanismos abiéticos modifican la distribuciéon relativa de los compuestos
contaminantes sin cambiar su estructura individual; ademas la evaporacién atmosférica
asi como la disolucién en agua permiten la disminucién o pérdida total de los
componentes mas ligeros o solubles (Oudot, 1990).
El petréleo contiene cientos de compuestos individuales, éstos son generalmente
agrupados de acuerdo a su solubilidad diferencial en solventes organicos en cuatro
clases (Sugiura y col., 1997):

Alifiticos: compuestos saturados lineales (alcanos) y ciclicos (cicloparafinas).

Aromadticos: compuestos aromaticos mono, di y polinucleares con cadenas

alquilicas y/o fusionadas a anillos de cicloparafinas.
Polares o Resinas: agregados con gran variedad de componentes como piridinas,

quinolinas, carbazoles, tiofenos, sulféxidos y amidas.
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Asfaltenos: agregados compuestos por sustancias como poliaromaticos, acidos
nafténicos, sulfuros, fenoles polihidricos, 4&cidos grasos 'y
metaloporfirinas.
1.2. Hidrocarburos alifaticos
Los hidrocarburos alifaticos (alcanos de cadena lineal) constituyen uno de los
principales componentes del petréleo crudo, de acuerdo a la longitud de la cadena
hidrocarbonada pueden clasificarse como (Setti y col., 1993):

i) n-alcanos liquidos, C12-C16

ii) n-alcanos semisoélidos, C17-C28

iii) n-alcanos sélidos, >C28
Dentro de los hidrocarburos alifaticos se presentan también en el petréleo las
cicloparafinas (cicloalcanos), éstos se encuentran generalmente en menor proporcion
que los alcanos lineales y que los hidrocarburos aromaticos. En la Tabla 1.1 se muestra la
composicion de la fracciéon de gasolina obtenida de diferentes muestras de petréleo
crudo; en algunos casos como el del petréleo Baku y Hastings, pueden obtenerse

fracciones de gasolina con altos valores de cicloparafinas (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Composicién de algunas gasolinas obtenidas de diferentes petréleos crudos.

Origen del petrdleo Volumen (%)
crudo Parafinas Cicloparafinas Aromaticos

Oklahoma (Ponca) 50 40 10
Pennsylvania 70 22 8
Canada 51 35 14
México (Altamira) 49 36 14
Rumania (Buesant) 56 32 12
Kuwait 72 20 8
Russia (Baku) 29 63 8
Texas (Hastings) 27 67 6

(Perry, 1984)

Dentro de la fraccion alifatica del petréleo se presentan también compuestos insaturados

como los terpenos.
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En la Figura 1.1 se presenta la estrategia general de biodegradacién de hidrocarburos
alifaticos, tanto para bacterias como para hongos. Esta consiste en convertir la cadena
hidrocarbonada del alcano en un acido graso correspondiente (oxidacion del grupo
metilo terminal). En presencia de oxigeno la cadena del alcano puede ser atacada por

una monooxigenasa o dioxigenasa, la cual introduce uno o dos 4tomos de oxigeno de la

Degradaciéon Degradacion
aerobia anaerobia
H3C CHz)n CHz CH3 H3C'(CH2)H'CH: CHZ
802 H,O
18
NADH; H"0

H3C CHZ)n CH2 CHzlSOH H3C‘ (CHZ)H'CHZ'CHZOH

j .
NADH

HC-(CH2)n"CH, CH'®O Z[E?C'(CHZ)“CHZ'CHO

H>
O\) 2[H] O

B-oxidacion H;C-(CH2)n-CH,- COOH

HSCoA
A

H3C-(CHz)n-CH>-CO-SCoA

2[H]
H;C-(CHa)y1-CH=—CH-CO-SCoA

HZO\

v 2H]
H3C-(CHy)p1"CO-CH,"COSCoA
HSCoA-E\‘
@ CH;3-CO-SCoA
HsC-(CHy) 1" CO'SCoA

Figura 1.1. Biodegradacién bajo condiciones aerobias de alcanos (izquierda) y en anaerobiosis de
alquenos, en el caso de los alcanos el oxigeno proviene de oxigeno molecular (marcado), en la
oxidacién de alquenos el oxigeno proviene de la molécula del agua (Bouwer y Zehnder, 1993).



Revision bibliogrifica

molécula de oxigeno respectivamente a la cadena, formadose asi un alcohol graso. Una
vez que el hidrocarburo se encuentra en forma de acido graso, es empleado en la ruta
catabdlica de la B-oxidaciéon, donde se remueven unidades de dos carbonos para la
formacion de acetil CoA, éste es llevado hasta CO> y H2O por el ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos y cadena respiratoria (Wackett y col., 1989).

CH,=(CH,),, - CH, - CH, - CH,-(CH,) -CH,

alcano
(l)H
CH, - (CH,),, - CH, - CH - CH, - (CH,),- CH,
l alcohol
o

I
CH,- (CH,),, - CH, - C - CH, - (CH,), CH,

cetona i

(0]
ll
CH,- (CH,),- CH, - O - C - CH, - (CH,),- CH,
éster

CH,-(CH,),-CH,-OH + HOOC -CH, - (CH,),- CH,

CH,- (CH;),-COOH —>  B-oxidacion

dcido carboxilico

Figura 1.2. Degradacion subterminal de hidrocarburos alifaticos lineales (Medina, 1999).

Los compuestos alifaticos insaturados (alquenos y alquinos) son degradados via aerobia

por mecanismos similares a los utilizados para los alcanos, sin embargo, los enlaces
dobles o triples son més reactivos quimicamente y pueden experimentar otro tipo de

reacciones tales como epoxidacién e hidratacién (Bouwer y Zehnder, 1993).

Como puede observarse en la Figura 1.1 el doble enlace presente en los alquenos puede
ser hidratado anaerdbicamente para formar un alcohol, el cual posteriormente es

degradado como en la ruta aerdbica. En la Figura 1.2 se puede apreciar una ruta alterna
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a la oxidacién del grupo metilo terminal, ésta es la oxidacién subterminal, la cual se
presenta en menor medida y también conduce a la f-oxidacion.

En el caso de hidrocarburos aliciclicos, por ejemplo el ciclohexano, su biodegradacién se
basa en la hidroxilacién, lo que produce compuestos como el cicloalcanol y
posteriormente la cicloalcanona, éstos a su vez son metabolizados hasta ser convertidos
en acidos carboxilicos lineales, los cuales son oxidados a través de la antes mencionada

B-oxidacion (Trudgill, 1984).

1.3. Hidrocarburos aromaticos.
En este grupo se encuentran hidrocarburos monoaromaticos como el benceno, tolueno,

etilbenceno, xileno (isémeros orto, meta, para). Estos hidrocarburos por lo general

THS fHZCij f H2
CH;

Benceno Tolueno Etilbenceno p-Xileno
Figura 1.3. Hidrocarburos monoaromaticos més comunes.

son referidos como los compuestos BTEX, presentan una solubilidad en agua
relativamente alta (benceno: 1780 mg/L, tolueno: 490-627 mg/L), ademas tienen valores
de gravedad especifica menores a uno (benceno: 0.88, tolueno: 0.87), siendo también
altamente volatiles (Heath y col., 1993).

Otra clase de hidrocarburos aromaticos que han sido ampliamente estudiados debido a
su elevada toxicidad son los hidrocarburos aromaéticos policiclicos (HAP), éstos se
presentan de manera natural en el ambiente ya que son sintetizados por algunas
plantas, pudiendo formarse incluso durante incendios en bosques y praderas. Sin
embargo, la mayor fuente de contaminacién por este tipo de compuestos se origina de la
incineracion incompleta de combustibles fésiles y de su exposicion al ambiente via el

derrame de petréleo crudo o sus derivados. En la Figura 1.4 se muestran algunos
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ejemplos de HAP, éstos comprenden compuestos de dos, tres o més anillos de benceno

fusionados en arreglo lineal, angular o de racimo.

Fenantreno Antraceno Benzo(a)pireno Naftaleno

Figura 1.4. Estructura quimica de algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos.
Estos compuestos han sido principalmente estudiados debido a su efecto
potencialmente carcinégeno, algunos estudios indican que los HAP y/o algunos de sus
metabolitos actiian indirectamente sobre el ADN, uniéndose covalentemente a éste
(Lecoq, 1997). La degradacién microbiana de compuestos aromaticos por fision del

anillo es un proceso predominantemente aerobio (Wallnofer y col., 1984), en general

ocurre a través de un intermediario clave que es el catecol. En la Figura 1.5 se presenta

HO
COOH
9
OH
dacido 2-hidroximuconico
semialdehido
51_1 OH
0O — /
2 N OH
;‘OH
H OH

Benceno Catecol

cis-dihidrodiol

-~~~ "COOH
XL~ COOH

dcido cis, cis - muconico
Figura 1.5. Degradacion aerobia del benceno a través del catecol como intermediario
(Gibson y Subramanian, 1984).
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la ruta a través de la cual se oxida el benceno hasta catecol y de ahi a un acido
dicarboxilico (4cido mucénico), (Gibson y Subramanian, 1984). Este mecanismo se
presenta generalmente en microorganismos procariotes, en donde la adiciéon de la
molécula completa de oxigeno es llevada a cabo por una dioxigenasa. En cambio en
organismos eucariotes ésta reaccion es catalizada por la monooxigenasa produciendo un
epoxido y posteriormente un trans-diol. En ambos grupos de organismos la ruptura
posterior de la molécula de catecol es catalizada por una dioxigenasa, la reaccién puede
transcurrir por una fisién orto- o meta- (Bouwer y Zehnder, 1993).

En el caso de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, a medida que aumenta el
namero de anillos fusionados y los substituyentes alquilicos, el proceso de degradacion
se hace mas dificil (McKenna, 1976). La degradacion de éstos compuestos depende del 6

los grupos funcionales que contengan y del aceptor final de electrones presente.

@@@
=20

S

e

COOH Acetil-CoA
—_— > +
COOH ;
Succinato

/ o
N

ﬁswn orto-
02
o fisién meta-
—> OH :\ CHO
7 Z cooH __, —» Acetaldehido
o X Piruvato

OH

B
I

Figura 1.6. Rutas generales de biodegradacion de diversos compuestos arométicos bajo condiciones
aerobias, las multiples flechas indican varias etapas implicadas en la ruptura de los anillos (Bouwer y
Zehnder, 1993).

<O>—<O> \



Revision bibliogrifica

En la figura 1.6 se muestran algunas de las rutas microbianas de degradacion de los
HAP, generalmente comienzan con la oxidacién en los sitios 1,2 de alguno de los anillos
fusionados, produciendo compuestos 1,2 dihidro-poliaromaticos. Una vez abierto uno
de los anillos, los hidrocarburos son convertidos en acidos mono o dicarboxilicos, en

una reaccion generalmente catalizada por una dioxigenasa.

Actualmente se sabe que en condiciones anaerobias algunos compuestos aromaticos
como benzoato, fenol y catecol son reducidos. En éste caso el compuesto intermediario
comun es la ciclohexanona, posteriormente el anillo de éste compuesto es abierto por
una reaccion de hidrataciéon, formédndose compuestos como el adipato o caproato.
Compuestos aromdticos halogenados  (policlorados) primero pueden ser

deshalogenados (en condiciones reductoras) antes de que el anillo sea reducido.

1.4. Hidrocarburos polares o resinas

Esta fraccion esta constituida por compuestos con diversos grupos funcionales como:
alcoholes, fenoles, cetonas, aminas, acidos carboxilicos, compuestos heterociclicos, entre
otros; generalmente son compuestos de alto peso molecular, elevados puntos de
ebullicién y baja solubilidad (Wallnofer y col., 1984). Se sabe que durante la oxidacion
microbiana de hidrocarburos alifaticos y aromaticos se forman compuestos polares, en
la biodegradacién de combustibles o lubricantes en suelo pueden formarse acidos
organicos con cadenas alifdticas ramificadas o lineales asi como cetonas aromaticas
(Angehrn y col., 1998).

En la Figura 1.7 se presentan algunas reacciones de biodegradaciéon de compuestos

polares.
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Oxidacién del grupo amino R-NH; —— > R-NO;
R R R
L : N AN N
Oxidacion de tiosulfuros S — > 80 —> SO, — > R-SO; + R'H
R R’ R’
0]
R-CH=CH-R’ L) -
Oxidacién de dobles enlaces —> R-HC-CHR
alqueno epoxido
0 o
Hidrélisis de éster RCOR" + H,O RCOH + R'OH

Figura 1.7. Reacciones de biodegradacién microbiana de compuestos polares.

1.5. Asfaltenos.

Estos constituyen la fracciéon més pesada en el petrdleo. Recientemente se han definido
como compuestos que precipitan en presencia de un alcano de bajo punto de ebullicién
como el n-pentano. Existe una estrecha relaciéon entre los asfaltenos, resinas y los
hidrocarburos policiclicos de alto peso molecular. Es de suponer que los asfaltenos se
forman como resultado de la oxidacién de resinas naturales. Algunas propiedades
quimicas de los asfaltenos son: a) la hidrogenaciéon produce hidrocarburos
poliheterociclicos aromaéticos (hidrocarburos policiclicos aromaticos con atomos de
oxigeno y azufre), b) se descomponen a temperaturas por encima de los 300-400 °C, sin
embargo no se funden, c) su reaccién con acido sulfarico forma acido sulfénico, lo que
se relaciona con su estructura poliaromatica (Mansoori, 1998). En la Figura 1.8 se
presenta la estructura modelo de los asfaltenos propuesta por Altamirano a través de

diferentes métodos fisicos y quimicos, para petréleo Maya (Mansoori, 1998).
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Figura 1.8. Estructura modelo propuesta para los asfaltenos (modelo bidimensional)
(Mansoori, 1998).

En suelos intemperizados se ha observado el incremento en la concentracion de esta
fraccion, lo que sugiere la transformacion de otras fracciones de hidrocarburos en
asfaltenos. Tales cambios ocurren aparentemente debido a que la oxidacién de los
hidrocarburos por las oxigenasas produce radicales libres, y otros intermediarios
reactivos que pueden iniciar polimerizaciones que producen residuos de alto peso
molecular (Pollard y col., 1994). Esta fraccién es considerada como la menos susceptible

al ataque microbiano (Bossert y Bartha, 1984).

11



Revision bibliogrifica

1.6. Biodegradacion de hidrocarburos.

La biodegradacion puede ser definida como el cambio, catalizado biolégicamente, en la
estructura quimica de un compuesto. En el caso de compuestos organicos, la
biodegradacion frecuentemente, permite la conversion de la mayor parte del C, N ,P, Sy
otros elementos del compuesto original a productos inorganicos. Esta conversion de un
sustrato orgénico a productos inorganicos es conocida como mineralizacion. Asi, en la
mineralizacién de C, N, O, S, y otros elementos organicos los microorganismos liberan el
COz o0 formas inorganicas de N, P, S. La respiracién de plantas y animales es un proceso
de mineralizacién a través del que son degradadas numerosas moléculas organicas
presentes en los seres vivos. En el medio ambiente la mineralizacién de compuestos
sintéticos o naturales por procesos bioldgicos, aparentemente es producto de la
actividad microbiana. Pocas reacciones no bioldgicas en la naturaleza brindan cambios
similares. Es por esta capacidad para mineralizar compuestos antropogénicos, que los
microorganismos juegan un papel muy importante en suelo, agua y sedimentos
(Alexander, 1994).

Uno de los factores que afecta la biodegradacion de hidrocarburos es la percolaciéon de
éstos a través del suelo, porque reduce la aireacién y altera el balance de nutrientes
(C/N) para las poblaciones microbianas nativas. El estado fisico de los hidrocarburos
también tiene un efecto marcado sobre su degradacion. El grado de dispersion de éstos
determina en parte el area superficial disponible para la colonizaciéon de los
microorganismos degradadores (Atlas, 1991). Otro factor ambiental que tiene un
marcado efecto sobre la biodegradacién de hidrocarburos es la temperatura, ésta influye
sobre la naturaleza fisica, composicion quimica y velocidad de biodegradacién de los
hidrocarburos. Se ha observado la disminucién de las velocidades de biodegradacion al
disminuir la temperatura, lo que se atribuye principalmente a la disminucién en la
actividad enzimatica. Altas temperaturas incrementan la velocidad del metabolismo de
los hidrocarburos hasta un méximo, tipicamente en el rango de 30°C a 40°C. Por otra

parte a bajas temperaturas la viscosidad del petréleo se incrementa, por lo que la
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volatilizacién de los alcanos téxicos de cadena corta se reduce favoreciendo su presencia
en la fase acuosa, disminuyendo asi la biodegradacion (Atlas, 1991).

Los componentes téxicos del petréleo pueden inhibir selectivamente a algunos
microorganismos, produciendo cambios en el tamafio de la microbiota y diversidad de
especies dentro del suelo (Atlas, 1984). La presencia en suelos de poblaciones nativas de
microorganismos capaces de biodegradar hidrocarburos representa uno de los
mecanismos primarios por los cuales el petréleo y otros contaminantes son eliminados
del ambiente. La velocidad de biodegradacion de hidrocarburos esta determinada por la
presencia de microorganismos nativos, sus capacidades fisiolégicas, y varios factores
abioticos que influyen sobre las velocidades de crecimiento de dichas poblaciones
microbianas (Atlas, 1984). En ambientes libres de contaminacion, los microorganismos
degradadores generalmente constituyen el 1% de la comunidad microbiana, mientras
que en ecosistemas contaminados, por ejemplo con petrdleo, representa del 1 al 10%
(Atlas, 1991).

La capacidad microbiana para degradar hidrocarburos no estd restringida a unos
cuantos géneros. En la Tabla 1.2 se presentan algunos ejemplos de microorganismos
aislados de sitios contaminados con hidrocarburos. Al parecer aunque las bacterias
inician la degradaciéon de una mezcla sintética de derivados del petrdleo, la degradacion
se duplica cuando bacterias, hongos y levaduras estan presentes. Este sinergismo entre
microorganismos puede provocar un incremento en la velocidad y concentracién de los
hidrocarburos que son degradados. Sugiura y col. (1997) reportan la biodegradacién de
cuatro diferentes tipos de petrdleo (Arabe ligero, Dubai, Maya y Shengli) por una cepa
pura de Acinetobacter sp T4 y por un consorcio microbiano (llamado SM8) aislado de un
suelo contaminado; el grado de biodegradacién obtenido con el consorcio (SM8) fue 1.7
veces mayor al obtenido con Acinetobacter sp T4 para los cuatro tipos de petréleo. Las
pruebas de biodegradacion se realizaron en medio liquido con una concentracion de
hidrocarburos de 5000 ppm. La biodegradacién del petrdleo crudo varié con respecto a
su composicion, los compuestos saturados de bajo peso molecular fueron degradados

preferentemente empleando ambos cultivos. Acinetobacter no fue capaz de degradar
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compuestos aromaticos policiclicos tales como (alquil) naftalenos, (alquil) fenantrenos,

(alquil) fluorenos, y (alquil) dibenzotiofenos. Sin embargo, esta cepa fue capaz de

Tabla 1.2. Géneros de microorganismos (bacterias, hongos y levaduras)
degradadores de hidrocarburos

Género
Bacterias Hongos y levaduras
Acinetobacter Acreminium
Achromobacter Beauveria
Arthobacter Candida
Brevibacterium Cuninghamella
Corynobacterium Chrysosporium
Flavobacterium Fusarium
Micrococcus Gliocladium
Pseudomonas Graphium
Vibrio Mortierella
Nocardia
Atlas (1981) Paecilomyces
(aislados de ambientes marinos) Penicillium
Phoma
Rhodotorula
Scolecobasidium
Sphaeropsidales
Sporobolomyces
Trichoderma
Verticillium

Atlas (1981)
Davies y Westlake (1979),
(aislados de diferentes sitios
de produccién de petrdleo en
Canada)

degradar mas del 10% de las moléculas presentes en la fracciéon aromatica del petréleo
Arabe ligero. Bosecker y col. (1991) reportan el 10% de biodegradacion de hidrocarburos
alifdticos en medio liquido, utilizando como inéculo un cultivo mixto de bacterias y
levaduras aislado de un depésito de petrdleo, en un estudio similar no se encontré
biodegradaciéon de hidrocarburos aromaticos. Oudot y col. (1987) reportaron el
aislamiento de bacterias y hongos degradadores de hidrocarburos a partir de suelo
contaminado. Entre los géneros de bacterias y levaduras, que presentaron los mayores
indices de biodegradacion destacaron Corynebacterium sp, Nocardia sp y Pseudomonas sp, y
hongos del género Penicillium sp y Aspergillus sp. Entre el 50 y 80% de la poblacion total

de bacterias y mas del 70% de los hongos aislados del suelo contaminado, fueron
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capaces de crecer con hidrocarburos como tnica fuente de carbono. En experimentos de
biodegradacién con hidrocarburos (aproximadamente 1200 ppm) en medio liquido, se
encontré un nivel de biodegradacién similar para los cultivos con las cepas puras de
Corynebacterium sp, y Nocardia sp y un cultivo mixto compuesto por ambos
microorganismos. Sin embargo, se observé un aumento en la biodegradacién de los
hidrocarburos aromaticos del 10% (cultivos axénicos) hasta el 19% (cultivo mixto). En
los cultivos axénicos con algunas de las cepas de hongos aislados se alcanzé una
biodegradacion final del 25% de los hidrocarburos, y hasta un 19% de biodegradacion
de los hidrocarburos aromaéticos con la cepa de Paecilomyces lilacinus. Con el cultivo
mixto de hongos se presentaron niveles mas bajos de biodegradacién de la fracciéon de
hidrocarburos aromaticos que con las cepas puras.

Se ha reportado la biodegradacion de compuestos organicos (herbicidas, pesticidas e
hidrocarburos) por microorganismos asociados a las raices de las plantas (Anderson,
y col. 1993). La explicacion mas comun para la influencia de las plantas sobre la
biodegradaciéon de contaminantes orgénicos, es el incremento en el ntimero de
microorganismos y su actividad, con respecto al suelo sin plantas, como consecuencia de
la utilizacién de fuentes de carbono provistas por las raices (Crowley y col., 1997). A
continuacion se aborda la importancia de las raices de las plantas y los microorganismos

asociados asi como su relacion con la biodegradaciéon de compuestos organicos.

2. Larizosfera.

La rizésfera se define como una zona de incremento de actividad microbiana y biomasa
en la interfase de la raiz - suelo que esta bajo la influencia de las raices (Anderson y col.
1993). El término proviene de la palabra griega rhizo o rhiza (raiz) y esfera (el area de
influencia y la localizacién fisica alrededor de las raices). La ecologia de los
microorganismos en la rizésfera abarca el estudio de su estructura y funcién, la
comprension de los principios basicos de la ecologia microbiana en la rizésfera incluye
la funcién y diversidad de los microorganismos que ahi habitan (Metting, 1993). El

entendimiento del efecto rizésfera sobre el crecimiento de los microorganismos
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participantes en el proceso de biodegradacion, es necesario en la predicciéon de la

eliminacién de compuestos contaminantes.

2.1. El efecto rizésfera.

De manera general, el efecto rizdsfera es un término utilizado para definir la estimulacién
del crecimiento microbiano alrededor de la raiz debido a la liberacién de compuestos
organicos (Metting, 1993). Algunos de los compuestos organicos liberados (exudados)
incluyen compuestos de bajo peso molecular (azticares, aminoécidos); también se ha
observado la secreciéon de material gelatinoso sobre la superficie de la raiz (mucilagos,
células bacterianas, productos metabdlicos) (Harley, 1979). El efecto global de la
interaccién planta - microorganismo es un incremento en la biomasa comparado con la
poblaciéon microbiana en el suelo no perteneciente a la rizésfera. Factores como el tipo
de raiz y los exudados que éstas secretan, la especie y edad de la planta, ademads de la
exposicién a los contaminantes, influyen sobre la poblacion y diversidad microbiana de

la rizésfera (Anderson y col., 1993).

2.2. Factores que afectan a los microorganismos de la rizésfera.

Ademas de la disponibilidad de carbono en la rizésfera, existen otros factores fisicos y
quimicos inducidos por la planta, que afectan la composicién y actividades de los
microorganismos de la rizésfera. El ambiente de la rizésfera tiene una influencia directa
sobre el tipo y nimero de microorganismos que pueden colonizar las raices, sobrevivir,
crecer y afectar el crecimiento de la planta (Metting, 1993). Entre los factores fisicos que
influyen en la rizésfera se encuentran: a) la compactacién del suelo por desplazamiento
debido al propio crecimiento de la raiz, b) la tortuosidad o ruta que siguen el agua y los
nutrientes para llegar a la raiz y c) el fluyjo de agua del suelo hacia las
raices (Metting, 1993).

Las células de las raices de las plantas secretan compuestos orgénicos e inorgénicos, que
pueden afectar el ambiente quimico de la rizésfera influyendo indirectamente en la

microbiota. Las raices pueden absorber y transportar iones selectivamente alterando la
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composicion quimica del suelo en la rizésfera. Por otra parte, el pH, potencial eléctrico
(En), la concentracion de nutrientes y el carbono soluble es distinto en la rizésfera con
respecto a los valores en la porcién del suelo no perteneciente a la rizésfera (Metting,

1993).

2.3. Efecto de los microorganismos de la rizosfera sobre las plantas.

Los microorganismos de la rizésfera son de interés tanto por sus efectos benéficos
(fijacion de nitrégeno, micorrizoides, biocontrol de plantas patégenas, produccion de
sustancias promotoras del crecimiento), como perjudiciales (enfermedades, rizobacterias
dafiinas, inmovilizaciéon de nutrientes) sobre el crecimiento de la planta. Una vez que se
establecen en la rizésfera de las plantas, las poblaciones microbianas pueden nutrirse
pasivamente con exudados de las raices y descomposiciéon de la materia organica de las
plantas; la presencia de microorganismos puede inducir la liberaciéon de ciertos
nutrientes orgédnicos por sefiales bioquimicas co-desarrolladas. Pseudomonas putida y
Azospirillum spp. son ejemplos de bacterias capaces de inducir liberacién de nutrientes
de las raices. En ausencia de bacterias la produccion de exudados de la planta
disminuye, subsecuentemente se proveen pocos sustratos orgédnicos para sostener el
crecimiento microbiano. Es necesario entender los mecanismos por los cuales los
microorganismos de la rizésfera influyen sobre el crecimiento de las plantas para
desarrollar tecnologias que favorezcan sus actividades benéficas y reduzcan sus
actividades perjudiciales para el cultivo de éstas (Anderson y col., 1993). Sin duda,
actualmente uno de los principales beneficios de plantas y microorganismos es su

participacion en la eliminacién de contaminantes organicos.

3. Degradacion de compuestos organicos en la rizésfera.

Como se menciond anteriormente la rizésfera favorece el aumento en el ntimero y
actividad de microorganismos potencialmente degradadores de contaminantes en el
suelo, ademas facilita la transferencia de plasmidos, o en ocasiones el cometabolismo de

compuestos que no pueden utilizarse directamente como sustratos para el crecimiento
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microbiano (Crowley y col., 1997). En cuanto a las transformaciones de compuestos
orgdnicos en la rizésfera, las investigaciones se han enfocado principalmente a
compuestos de uso agricola como insecticidas y herbicidas, registrandose un incremento
en la degradacion de éstos en la rizosfera de gran variedad de especies de plantas. El
amplio rango de compuestos y tipo de plantas reportados sugieren la participacion de
multiples especies de microorganismos, esto es, el consorcio microbiano més que una
sola especie (Anderson y col., 1993).

Reddy y Sethunathan (1983) reportan la conversion a CO. del 5.5% del paration
(insecticida organofosforado) marcado con C en suelo sin vegetacién, 9.2% en suelo de
la rizésfera de arroz bajo condiciones no sumergidas en agua y 22.6% bajo condiciones
de inundacién. Hsu y Bartha (1979) reportan que en presencia de plantas o en suelo
irrigado con exudados de raices, aumenta la velocidad de mineralizaciéon del paration
con respecto al suelo sin plantas. Walton y Anderson (1990) observaron que la
biodegradaciéon de tricloroetileno (TCE) fue mayor en el suelo de la rizdsfera,
comparado con el suelo no perteneciente a la rizésfera. El suelo fue colectado de un
deposito de TCE y se tom6 la rizésfera de cuatro especies dominantes del lugar, el suelo
no perteneciente a la rizésfera fue tomado de éareas sin vegetacion. La desaparicion del
TCE fue mas rapida en el suelo de la rizésfera, teniendo de cuatro a siete veces mayor
cantidad de biomasa microbiana que en el suelo sin rizésfera. Los autores sefialan que el
incremento en la biomasa facilit6 la mineralizaciéon del TCE.

Gunther y col. (1996) reportan la biodegradacién de una mezcla de hidrocarburos
alifaticos lineales y ramificados, alquenos e HAP, adicionada al suelo (5000 ppm). En el
suelo con vegetacion obtuvieron hasta un 97 % de biodegradacién de los hidrocarburos
totales. En el suelo sin plantas (control) se alcanzé el 84% de desaparicion de los
contaminantes. La cuenta viable inicial presente en el suelo fue de alrededor de 1x10°
UFC/g de suelo, alcanzando valores de 5x10° y 3x108 UFC/g de suelo para el suelo con
plantas y el control respectivamente; este aumento en la cuenta viable coincidié con un

aumento en el CO2 producido con el suelo contaminado.
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Nichols y col. (1997) reportan un aumento en el nimero de microorganismos
degradadores en suelo contaminado artificialmente con hidrocarburos (2000 ppm), de la
rizosfera de alfalfa (4x107 UFC/g) con respecto a suelo no contaminado (6x10® UFC/g),
lo que indica un probable enriquecimiento selectivo de poblaciones microbianas

degradadoras en suelo contaminado de la rizésfera.
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Justificacion

En Meéxico, uno de los principales problemas de indole ambiental se debe a la
contaminacion por petrdleo y sus derivados de amplias zonas de suelo, ecosistemas
costeros y mantos acuiferos, ésto afecta principalmente a los estados del sureste
(Veracruz, Tabasco, Campeche y Chiapas), en los cuales se encuentra la mayor parte de
las actividades, infraestructura y recursos relacionados con esta industria. Diversos
factores, entre los que destacan la ubicaciéon geogréfica de los sitios contaminados, su
extension, asi como la edad de los contaminantes en los suelos, dificultan la remociéon de
los mismos a través de tecnologias convencionales de remediacién (fisicoquimicas).
Ante ésta problematica, una alternativa tecnoldgica es la aplicacion de sistemas,
plantas - microorganismos, ésta puede ser benéfica particularmente sobre la

biodegradacién de compuestos organicos antropogénicos.

Se ha observado que la participacion de mdltiples microorganismos dentro de una
comunidad (consorcio), mdas que una especie en particular, provoca una biodegradacion
mas completa de los hidrocarburos, ya que sus capacidades metabdlicas son mayores
que las obtenidas con una cepa pura. Ademas, las condiciones presentes en la rizésfera
estimulan la presencia de microorganismos, que en el caso de plantas nativas expuestas
a los contaminantes durante un largo tiempo, son potencialmente degradadores de
hidrocarburos. La evaluaciéon de la capacidad potencial de biodegradacién de dichos
microorganismos nativos, asi como el estudio de su relacion con el tipo de
hidrocarburos y condiciones de cultivo, son fundamentales para el planteamiento de

estrategias de biorremediacion que utilicen los recursos biéticos del propio sitio.
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Objetivos

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad degradadora de hidrocarburos de un consorcio microbiano aislado

de la rizésfera de Cyperus laxus Lam., planta nativa de un sitio contaminado.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

®  Obtener un consorcio microbiano potencialmente degradador de hidrocarburos de
la rizosfera de Cyperus laxus Lam. y determinar la proporcién de los diferentes

grupos microbianos (hongos y bacterias).

®  Evaluar la biodegradaciéon de hidrocarburos en medio liquido por un consorcio

obtenido de la rizésfera de Cyperus laxus Lam.

®  Evaluar la capacidad de biodegradacién de hidrocarburos por hongos y bacterias

presentes en el consorcio.

®  Determinar la cinética de biodegradaciéon de cada fraccién de hidrocarburos por el
consorcio, asi como evaluar la distribucién de poblaciones de hongos y bacterias

durante la biodegradacién en medio sélido.
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Métodos y Materiales

En la Figura 4.1 se presenta de manera general el desarrollo experimental realizado en el

trabajo. A continuacién se describen las condiciones utilizadas para cada experimento

asi como los métodos analiticos empleados.

Cyperus laxus Lam.

(planta nativa del sitio contaminado)

!

Consorcio microbiano
(determinacién de UFC/mL¥)

!

Hidrocarburos del suelo
de la rizsfera

Conservacion en congelamiento
(inéculo)

v

A 4

v

Biodegradacion en
medio liquido (ML)
¢ Matraces
¢ Hidrocarburos (6000

ppm)

V.R**
- CO2y O, por CG***
- Hidrocarburos
residuales

Figura 4.1. Esquema general del desarrollo experimental.

Biodegradaciéon en ML con
inhibidores de crecimiento
¢ Matraces
¢ Hidrocarburos (30 000 ppm)

V.R.
- CO2y Oz por CG
- Hidrocarburos residuales
- Fraccionamiento
inicial y
final de hidrocarburos
- UFC/mL

Biodegradaciéon en medio sélido
¢ Matraces

¢ Respirometria

¢ Hidrocarburos (30 000 ppm)

V.R.

- Cinética de biodegradacion
de hidrocarburos totales y de
cada fraccién

- UFC/mL

- Consumo de O;

*Unidades formadoras de colonias por mililitro, **Variables de respuesta.
***Cromatografia de gases.
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El sitio contaminado de interés se localiza en las cercanias de la refineria Lazaro
Cardenas en Minatitldn, Veracruz. Para la obtencién del consorcio microbiano se eligié
la rizésfera de una planta nativa (Cyperus laxus Lam.) de esta zona pantanosa por su
predominancia y resistencia apreciable a altas concentraciones de hidrocarburos. Esta
planta pertenece a la familia Cyperaceae la cual estéd constituida por 4000 a 5000 especies
ordenadas en 102 a 123 géneros, en general son hierbas con tallos triangulares y con
hojas lineales largas en forma de navaja parecidas a las que presentan algunos pastos,
sus inflorescencias son diversas aunque comtnmente aparecen como floretes agrupados
en espigas presentandose cada flor en el centro; presentan sistema de raices fibroso y
crecimiento modular. Algunas especies tienen propiedades medicinales mientras otras
tienen uso en el control de la erosién y estabilizaciéon del suelo. Se encuentran en las
selvas e incluso en la tundra artica, sin embargo, su presencia es mayor en ecosistemas
pantanosos. Debido a que son sensibles a los cambios nutricionales del sitio en que se
desarrollan, su apariciéon o desaparicion puede tomarse como un indicador del dafio

hacia su ecosistema (Correll y Correll, 1975).

4.1. Obtencidén y conservacién del consorcio microbiano.

En el sitio contaminado, se colectaron plantas nativas (Cyperus laxus Lam.) con una
porcién de suelo en las raices. Estas fueron transportadas a temperatura ambiente en
bolsas de plastico. Para la toma de muestra, la raiz se sacudié cuidadosamente para
retirar el exceso de suelo. Posteriormente se cort6 una porcién de 5 cm de la raiz y se
coloc6 en un matraz Erlenmeyer (250 mL) con 100 mL de solucion isoténica estéril,
(cloruro de sodio al 0.85%). El matraz se agit6 durante 20 minutos a 200 r.p.m., y la
suspension obtenida se filtr6 a través de un trozo de gasa estéril, colectando el filtrado y
guardando el material retenido (suelo) (Leander, 1972).

La suspension filtrada se mantuvo en agitacion e inmediatamente se procedié a su
conservacion, para lo cual se llenaron tubos Ependorf estériles con un mL del filtrado, se
centrifugaron durante 14 minutos a 14 000 r.p.m. descartandose al final el sobrenadante.

A cada tubo se le adicionaron 0.5 mL de glicerol al 30% (estéril), y se conservaron
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a -20°C. A partir de estos tubos Ependorf se obtuvo el inéculo para los posteriores

experimentos de biodegradacion.

4.2. Medio de cultivo.
En la Tabla 4.1 se muestra el medio mineral utilizado en las pruebas de biodegradacién

que se describiran mas adelante.

Tabla 4.1. Medio mineral utilizado en las pruebas de biodegradacion.

Componente Concentracién (g/L)
NaNO; 3.0
MgSO, .7H,O 0.25
K,HPO, 1.0
KCl1 0.5

El pH del medio fue ajustado, de acuerdo a las condiciones de cada experimento, con
acido clorhidrico 0.1N. Antes de cada prueba el medio se esterilizé a 121°C durante 15

minutos.

4.3. Ensayos de biodegradacion.

Se llevaron a cabo tres experimentos de biodegradacion, el primero se realizé en medio
liquido evaludndose el consumo final de hidrocarburos. En el segundo se fijaron
condiciones selectivas de cultivo en medio liquido, para evaluar la participaciéon de los
diferentes grupos microbianos: bacterias, hongos y el consorcio sobre la biodegradacion.
En el tercero se determiné la cinética de biodegradacién de las diferentes fracciones en

medio sélido. A continuacién se describe la metodologia usada en cada ensayo.

4.3.1. Ensayo de biodegradacién en medio liquido.
4.3.1.1. Activacion y propagacion del indculo.
Para la activaciéon del in6culo se utilizé el medio de cultivo descrito en la Tabla 4.1, ésta

se llevo a cabo en dos etapas:
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Etapa I. En un tubo de ensaye con tapén de algodén se colocaron 0.5 mL del consorcio de
los tubos Ependorf mantenidos en refrigeraciéon y 4.5 mL de medio mineral con glucosa
(0.5 %). Los tubos se incubaron a 30°C con agitacién a 150 r.p.m. durante 24 h.

Etapa 1I. Se adicionaron 5.0 mL de in6culo (Etapa I) a un matraz Erlenmeyer (tapon de
algodén) con 45 mL de medio mineral con glucosa (0.5%) y se incubaron a 30°C con

agitacion a 150 r.p.m. durante 24 h.

4.3.1.2. Ensayo de biodegradacion.

Se prepararon seis matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapa de rosca y septo para la
toma de muestras, a cada uno se le adicion6 47.5 mL de medio de cultivo a pH 7 y 2.5
mL de inéculo (Etapa II). A cuatro matraces se les afiadieron 0.3 g de hidrocarburos sin
asfaltenos (la eliminacion de los asfaltenos se describe en la seccion 4.4.1.2) como tnica
fuente de carbono, los matraces restantes se tomaron como control sin hidrocarburos.
Los matraces se incubaron a 30°C con agitacién a 150 r.p.m. durante 21 dias. Al final de
la prueba se determinaron los hidrocarburos residuales de acuerdo al método descrito
en la seccion 4.4.1.4. El CO; producido y el Oz consumido se cuantificaron cada 48 horas
por cromatografia de gases (seccién 4.4.4). Los recipientes se airearon en condiciones
asépticas durante 45 minutos al final de cada analisis, para mantener las condiciones

aerobias.

4.3.2. Ensayo de biodegradacion con inhibidores de crecimiento.

4.3.2.1. Activacién y propagacion del inéculo.

En la Tabla 4.2 se describen las condiciones en las que se realizé la activacion y
propagacion del inéculo, se prepararon cinco matraces para los cultivos de hongos,

bacterias y el consorcio respectivamente.
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Tabla 4.2. Activacion y propagacion del inéculo para el ensayo de biodegradacién con inhibidores.

Condiciones Hongos Bacterias Consorcio
pH 5 7 6
__ cloramfenicol nistatina
Inhibidor (100 mg /1) 00mg/L) | T
Matraces Erlenmeyer (250 mL) bafleados, con tapa de rosca

y septo para la toma de muestras

Medio de cultivo: 4.9 mL/matraz

Inéculo* 0.1 mL del consorcio

Hidrocarburos sin 0.03 g a cada matraz, excepto uno utilizado como control

asfaltenos**
Tiempo de 5 dias
incubacién (30°C, 150 r.p.m.)

* proveniente de un tubo Ependorf mantenido en refrigeracion (seccién 4.1).
**se adicionaron hidrocarburos como tinica fuente de carbono y energia

4.3.2.2. Ensayo de biodegradacion.

A cada matraz de la etapa de activacion propagacion (Tabla 4.2) se le adicionaron 1.5 g
de hidrocarburos sin asfaltenos mas 45 mL de medio mineral con el inhibidor y pH
correspondientes a cada cultivo. Durante el experimento se midi6 el COz producido por
cromatografia de gases, se determinaron las UFC/mL finales, se cuantificaron los
hidrocarburos residuales por medio de extracciéon en fase liquida (seccion 4.4.1.4) y se
realiz6 el fraccionamiento final como se describe en la seccién 4.4.1.3.

Con los resultados del fraccionamiento se realizé un analisis de varianza (ANOVA)

utilizando el paquete estadistico SPSS® para Windows.

4.3.3. Cinética de biodegradacion de hidrocarburos.

4.3.3.1. Activacién y propagacion del inéculo.

La activacion y propagacion del inéculo para este experimento se realizé6 de manera
similar a la descrita en la seccién 4.3.1.1, con la diferencia de que no se adicioné glucosa
como fuente de carbono en el medio de cultivo y que ademaés de las dos etapas iniciales
se llev6 a cabo una tercera, llevando el indculo a un volumen final de 250 mL, en las tres

etapas solo se adicionaron hidrocarburos sin asfaltenos como tnica fuente de carbono y
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energia (6000 ppm), la incubacion para cada etapa fue a 30°C en agitacion a 150 r.p.m.
por cinco dias.

En este caso, el in6culo utilizado en los experimentos anteriores, fue enriquecido con
tres hongos aislados del mismo consorcio. Las tres cepas se inocularon en matraces
Erlenmeyer (250 mL) con 30 mL de medio PDA y se incubaron a 30°C hasta observar un
crecimiento abundante para la obtenciéon de las esporas. Las esporas de cada cepa se
cosecharon adicionando a cada matraz 10 mL de Tween 80 (0.01%, v/v) en agitacion
(10 min). El matraz de la tercera etapa, se inoculé con la cantidad necesaria de la
suspension de esporas para lograr una concentracion final de 1 x 10¢ esporas/mL de

cada hongo filamentoso.

4.3.3.2. Cinética de biodegradacion.

En la Tabla 4.3 se describen detalladamente las condiciones establecidas para el
experimento de biodegradaciéon (cinética de fraccionamiento) en medio sélido, el
in6culo fue el consorcio obtenido en la fercera etapa. Se prepararon 15 matraces con
hidrocarburos como fuente de carbono y se incubaron a 30°C.

Tratamiento de las muestras y andlisis realizados.

A cada tiempo de muestreo de los 15 matraces se tomaron tres al azar, a cada uno se le
adicion6 20 mL de solucién isoténica (0.85 %, p/v), se agitaron durante 10 minutos, y se
determin6 el nimero de UFC/mL siguiendo el método descrito en la secciéon 4.4.3. Se
cuantificaron los hidrocarburos residuales y se fraccionaron de acuerdo a los métodos

descritos en las secciones 4.4.1.4 y 4.4.1.3 respectivamente.

4.3.3.3. Respirometria.

Para evaluar el consumo de Oz durante el crecimiento del consorcio a partir de HTP, se
utiliz6 un respirémetro N-CON (Comput-OX 244). El principio de operaciéon del
respirdmetro, se basa en la caida de presién generada durante la respiracién, en

presencia de KOH. Debido a la respiracion llevada a cabo por los microorganismos, el
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Tabla 4.3. Condiciones para la prueba en medio sélido.

Condiciones Medio sé6lido
Soporte: Vermiculita (8.0 g/ matraz)
Medio de culfivo: Medio mineral (Tabla 4.1)*
15.0 mL/matraz
Sustrato: Hidrocarburos sin asfaltenos
Inéculo: Consorcio (2.5 mL/matraz)
Temperatura: 30°C
pH: 6
Humedad (i): 65 %
Volumen ocupado 25 mL
Matraces 125 mL
Hidrocarburos /matraz 0.75 g**
Hidrocarburos (ppm) 30, 000
Tiempo de incubacién 38 dias

*El medio mineral se preparé con la concentracion de las sales elevadas al triple.
** Hidrocarburos sin asfaltenos.
*** Considerando el volumen ttil en el reactor (25 mL).

oxigeno en una atmosfera cerrada se agota. Simultaneamente, el CO> que se produce es
removido de la atmoésfera por la trampa para CO, (KOH). La caida de presion resultante
es detectada por un sensor de presion. Con la activaciéon del sensor de presion, el
sistema suministra un “pulso” de O: en el reactor. El sistema registra este evento y el

tiempo en el que ocurre (Manual de operacién del Comput-OX 244).

Las condiciones utilizadas para el cultivo en medio sélido (respirémetro) fueron las
mismas que las usadas en la prueba en matraces (Tabla 4.3). En este caso, tinicamente se
ajustaron las cantidades necesarias (de medio de cultivo, vermiculita, inéculo y
concentraciéon de hidrocarburos) para obtener 50 mL ocupados en el reactor. Se
prepararon dos repeticiones con hidrocarburos, asi como dos controles sin
hidrocarburos, con el objetivo de cuantificar la demanda de oxigeno debida al
metabolismo endégeno de los microorganismos presentes; finalmente se realiz6 el

calculo de la demanda de oxigeno para el cultivo.
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4.4. Métodos analiticos.

4.4.1. Analisis de hidrocarburos totales de petréleo (HTP).

4.4.1.1. Extraccion y cuantificacién de los HTP del suelo.

Los hidrocarburos totales de petréleo (HTP) se extrajeron a partir del suelo adherido a la
rizosfera de Cyperus laxus Lam. El suelo se sec¢ al aire y posteriormente se moli6, se le
determiné la humedad por medio de una termobalanza (Ohaus). La determinacién de

HTP se realiz6 usando el método 3540 de la Enviromental Protection Agency (EPA).

Figura 4.2. Equipo utilizado en la extracciéon de los hidrocarburos totales de petréleo (HTP).
Este es un procedimiento para extraccion de compuestos organicos no volatiles y
semivolétiles a partir de s6lidos tales como lodos y desechos. La extraccién Soxhlet es un
proceso que asegura el contacto de la muestra con el solvente de extraccién, ésta se
realiz6 por reflujo en el sistema que se muestra en la Figura 4.2, que consta de un matraz
de bola con fondo plano seguido del Soxhlet y un refrigerante, este sistema se conect6 a
un recirculador con liquido refrigerante. Se pesaron entre 10 y 15 gramos de suelo (por
triplicado) en cartuchos de celulosa (Wahtman 33 x 80 mm), con la finalidad de eliminar
el agua presente en la muestra, ésta se mezcl6 con sulfato de sodio anhidro (1:1 p/p). El

cartucho se colocé dentro del Soxhlet y por la parte superior se adicionaron 160 mL de
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una mezcla acetona:hexano como solvente de extraccién, se mantuvo el reflujo entre 18
y 20 h. El solvente se evaporé en charolas de aluminio (hasta peso constante) y
posteriormente se colocaron en un desecador. La cuantificacion de los hidrocarburos se

realiz6 por diferencia de pesos (USEPA, 1995).

4.4.1.2. Precipitacion y cuantificacion de los asfaltenos.

La cuantificacion de asfaltenos se realizé por precipitaciéon utilizando n-pentano,
solvente en el que ésta fraccién es insoluble. Aproximadamente 1g de los HTP extraidos
del suelo, como se describe en la seccién 4.4.1.1, fueron colocados en un vaso de
precipitados (previamente tarado) y adicionados con 20 mL de pentano a temperatura
ambiente. Con ayuda de una espatula se homogeneizé la muestra, filtrdndose
posteriormente a vacio (papel Whatman 41 a peso constante) y colectando el filtrado en
un matraz Kitazato. Se realizaron de 3 a 5 lavados cada uno con 10 mL de pentano
caliente. Posteriormente el solvente se eliminé por evaporaciéon (ASTM, 1991). Para
obtener una mayor precision en la cuantificacién se peso el precipitado de los asfaltenos
adherido en: a) el papel filtro, b) el vaso de precipitados y c) en la espatula. El analisis se

realiz6 por triplicado.

4.4.1.3. Fraccionamiento de hidrocarburos sin asfaltenos.

Este método se basa en la separaciéon de los hidrocarburos por cromatografia en
columna utilizando silica gel (mallas 60-200) como fase estacionaria, y solventes
organicos como agentes de eluciéon (Wang y col., 1994). La determinacién se realiza
gravimétricamente. Para el andlisis se emplearon columnas de vidrio con llave de paso
asi como viales previamente pesados; la silica gel se activo secdndose en una estufa a

105 °C durante 24 h. El procedimiento se detalla a continuacion:
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Empacado de las columnas.

En el fondo de las columnas se colocé un trozo de fibra de vidrio, se adicionaron
aproximadamente 2 g de silica gel previamente activada y se compact6 ligeramente,
encima de la silica se coloc6é otro trozo de fibra de vidrio. En la parte superior se

adicionaron 0.5 g de sulfato de sodio anhidro.

Formacién del gel e incorporacion de la muestra.

Se agregaron 25 mL de hexano en la columna y se permitié su elucion, el hexano se
recirculé en la columna hasta que la silica se observé transparente. En un vaso de
precipitados previamente pesado se solubilizaron 0.2 g de hidrocarburos sin asfaltenos

en 15 mL de hexano.

Elucién.
La separacion de las diferentes fracciones de hidrocarburos se basa en su solubilidad
diferencial en distintos solventes, las eluciones se realizaron en el orden siguiente.

a) Hexano: se coloc6 la muestra en la parte superior de la columna, se colectaron
las fracciones (eluciones de 15 mL) hasta que la mancha amarilla
observada alcanzara la parte inferior de la columna.

b) Hexano - Benceno: se realiz6 una elucién de 15 mL (1:1) con la mezcla.

c) Benceno: Se adicionaron volimenes de 15 mL hasta que la mancha amarilla
abandonara por completo la columna.

d) Benceno - Acetona: se realiz6 una eluciéon con 15 mL (1:1) con la mezcla.

e) Acetona - Metanol: una elucién con 15 mL (1:1).

La primera fracciéon (hexano) corresponde a los hidrocarburos alifaticos. Las fracciones
con la mezcla hexano-benceno y benceno, se consideraron como los hidrocarburos
aromaticos. Las dos ultimas fracciones con las mezclas de benceno-acetona y
acetona-metanol contienen a los hidrocarburos polares.

Los viales se evaporaron bajo campana de extracciéon y se colocaron en desecador por

24 h, posteriormente se pesaron para el calculo de cada fraccion.
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4.4.1.4. Extraccion y cuantificacién de los HTP en fase liquida.

Para la cuantificaciéon de los hidrocarburos residuales en el medio liquido se realizé una
extraccion empleando una mezcla de hexano - acetato de etilo (1:1). Se adicionaron 20
mL de la mezcla al matraz, posteriormente se transfirieron ambas fases a un embudo de
separacion y se realizaron de 3 a 5 extracciones con 20 mL de la mezcla. La fase organica
se coloco en un vaso de precipitados (previamente pesado) y se evaporé en la campana
de extraccion. La cantidad de hidrocarburos se calculé por diferencia de pesos. La
eficiencia de extraccion se determiné adicionando una cantidad conocida de
hidrocarburos utilizando el mismo procedimiento que para las muestras, calculdndose

asi los hidrocarburos recuperados.

4.4.2. Determinacion del pH del suelo.

Para determinar el pH del suelo, se pesaron 5 g del suelo (previamente secado al aire) en
un vaso de precipitados, se agregaron 15 mL de agua destilada y se agit6 durante 10
minutos (Aguilar, 1987). El pH fue determinado en un potenciémetro (Conductronic

modelo pH 130) previamente calibrado. La determinacion se realizé por triplicado.

4.4.3. Cuenta en placa de microorganismos.

La cuenta en placa de los microorganismos se refiere al nimero de células viables o
fragmentos miceliales en una muestra capaces de crecer sobre agar. El procedimiento se
realiza por dilucion en serie y subsecuente plaqueo (Alef y Nannipieri, 1995). Se report6
el nimero de microorganismos, como unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
o gramo de suelo. Los medios de cultivo utilizados para la cuenta fueron: Agar
Sabouraud (AS, Bioxon®), Agar soya y tripticaseina (AST, Bioxon®) y Agar papa
dextrosa (PDA, Bioxon®).

Antes de cada experimento de biodegradacion se estimaron las UFC /mL presentes en
los tubos Ependorf con el consorcio. La técnica de diluciones seriadas se describe a
continuacién: en tubos de ensayo estériles se colocaron 9 mL de solucién isotonica,

adicionandose al primer tubo una alicuota de 1 mL de la muestra (tubo Ependorf con el
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consorcio), de éste se realizaron sucesivamente diluciones 1 en 10. Se prepararon cajas
Petri de cada medio por triplicado y se inocularon con 100 pL de las diluciones seriadas.
Con ayuda de una varilla de vidrio (en forma de "L") se distibuy6 el inéculo sobre la
superficie del medio. Las cajas Petri se incubaron a 30°C, cada 24 h se observo el
crecimiento, y se cont6 el nimero de colonias hasta las 72 h.

Las UFC/mL se calcularon de acuerdo a la Ecuaciéon 1, considerando el factor de
dilucién correspondiente, asi como cualquier dilucién realizada a la muestra (Alef y

Nannipieri, 1995; Leander, 1972).

# de colonias b .
UFC L= tor de diluci6 1
/ m 0.1 mL de in6culo corded uc1ong @)

4.4.4. Analisis del CO2 y Oz por cromatografia de gases.

El CO; producido en los experimentos de biodegradacion de hidrocarburos (tnica
fuente de carbono y energia), es una medida de su mineralizacién como consecuencia
del metabolismo microbiano. El CO. producido asi como el O consumido se
cuantificaron por cromatografia de gases, en un cromatégrafo (Gow-Mac 580) con un
detector de conductividad térmica y con una columna CTR1, bajo las condiciones de

operacion que se detallan en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Condiciones de operacion para el andlisis del CO» y O, por cromatografia de gases.

Condicién Valor
% Volumen de inyeccién 50 uL
% Temperatura de la columna 45°C
+ Temperatura del detector 48°C
% Temperatura del inyector 45°C
¢ Corriente del detector 150mA
% Gas acarreador Helio
% Flujo del gas acarreador 40 mL/min.

Se inyectaron al cromatégrafo tres mezclas estandar de composicion conocida,

(Tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Composicién de las mezclas estandar utilizadas.

Composicion (%)

Mezcla CO2 Oz N>
A -——- 10.0 90.0
B 5.0 141 80.9
C 6.0 18.0 76.0

Con las mezclas de gases (Tabla 4.5) se obtuvieron las curvas estdndar, graficando el
area bajo la curva (ABC) contra la composicién de los gases analizados (CO2 y Oz). Del
andlisis de regresiéon de estos datos se obtuvo la ecuacién con la que se calcul6 el
contenido (%) de CO2 y Oz en el aire de las muestras problema. Los valores obtenidos en
porcentaje de COz y Oz se transformaron a milimoles (mmoles) utilizando la siguiente
relacién (Ecuacion 2):

mmoles (x) = (Vaire) (% X/ 0)]<0.0817 )

x: se refiere a la fraccion de CO; u O, medida
Vaire: €spacio vacio en el reactor

El factor de correccion 0.0317 se calcula considerando el volumen (22.4 mL) ocupado

por un mmol de un gas ideal.

_ (1 mmol)(0.776 atm|(273K 3
0.0317 ‘[22.4 mﬂ{ 1atm ]{298K ©
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.
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Este capitulo se divide en dos partes, en la primera se presentan los resultados de los
analisis del suelo de la rizésfera de Cyperus laxus Lam., la composicion de los
hidrocarburos utilizados y la cuenta viable inicial del consorcio; en la segunda parte se
presentan los ensayos de biodegradacion de hidrocarburos utilizando como inéculo el

consorcio aislado de la rizdsfera.

5.1. Caracteristicas del suelo de la zona de colecta de las plantas.
En la Tabla 5.1 se presenta la composicion y caracteristicas del suelo cercano a donde se
colectaron las plantas de estudio, el andlisis fue realizado por el Departamento de Suelos

de la Universidad Auténoma de Chapingo.

Tabla 5.1. Composicién del suelo no rizosférico de la zona de estudio.

Composicion
ppm
P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn
226 76 168 554 100 5 416 128

Caracteristicas

Materia organica (%) 32.8
HTP* (ppm) 270, 000
pH 4.8
Arena (%) 81
Limo (%) 11.1
Arcilla (%) 7.2
Clasificacién textural Arenoso-franco

*HTP: Hidrocarburos totales de petréleo

El alto valor de materia orgénica se debe a que el andlisis considera el carbono
correspondiente a los hidrocarburos. El nivel de arcilla encontrado en el suelo es bajo, lo
que tedricamente favorece la disponibilidad de los contaminantes orgénicos ya que este
componente del suelo se relaciona a la elevada sorcién de compuestos orgénicos. En
suelos arenosos la velocidad de infiltracion de agua asi como la tortuosidad son
mayores que en suelos arcillosos. Sin embargo, los suelos con plantas o de cultivo
tienden a compactarse lo que reduce algunas de las caracteristicas del suelo como la

porosidad (Narro, 1994).
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5.2. Analisis del suelo de la rizésfera.

A partir del suelo adherido a las raices de las plantas colectadas en el sitio contaminado
se determiné el contenido de hidrocarburos totales de petréleo (HTP), siendo este de
23.7% + 0.5 en base seca, (237,000 ppm de HTP). Este resultado indica la resistencia de
esta planta a elevados indices de contaminaciéon por hidrocarburos. En suelo no
rizosférico la concentracién de hidrocarburos fue mayor (Tabla 5.1), lo que hace suponer
la posible disminucién de éstos debido a las plantas y sus microorganismos asociados.
El pH determinado en el suelo de la rizésfera es ligeramente acido (5.49 + 0.05), este
valor de pH es una unidad superior al encontrado en suelo (sin raices) cercano a donde
se colectd Cyperus laxus Lam. (Tabla 5.1). Este aumento en el pH ya se ha reportado para

la riz6sfera de un suelo arenoso (Metting, 1993).

5.2.1. Analisis de hidrocarburos.

En la Tabla 5.2 se presenta la composicion de los hidrocarburos extraidos del suelo de la
rizosfera de Cyperus laxus Lam., y del suelo no rizosférico. Ademds se muestra la
composicion de los hidrocarburos después de la eliminacién de los asfaltenos.

Tabla 5.2. Composicién de los hidrocarburos extraidos del suelo de la rizésfera, del suelo no rizosférico y
de los hidrocarburos sin asfaltenos.

Composicion de los HTP (%)*  Composicion de los
Fraccion Suelo de la Suelo no hidrocarburos sin

rizosfera rizosférico asfaltenos (%)*
Alifaticos 33 +£1.08 30 + 1.3%* 58
Aromaticos 16 £ 0.22 24+ 6.3 78
Polares 8+0.65 13+2.82 14
Asfaltenos 43+1.15 33+09 00 -

*Promedio de tres determinaciones. **desviaci6n estandar.
Entre el suelo de la rizésfera y el no rizosférico se puede observar que en cuanto a la
concentracion de la fraccion alifatica no existe una diferencia apreciable, en cambio tanto
la fraccion de hidrocarburos aromaéticos como polares se presentan en menor

concentracion en el suelo de la rizésfera que en el suelo no rizosférico, es posible que
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esto sea consecuencia de una mayor actividad microbiana y biotransformacién de los
contaminantes en la rizésfera que en el suelo sin plantas. La concentracién de asfaltenos
en el suelo de la rizésfera (43%) es mas elevada que en suelo sin raices (33%), esto puede
deberse a que la biodegradacion de las otras fracciones provoca que la proporcién en el
suelo de los asfaltenos aumente. Por otro lado, la alta concentracion de asfaltenos puede
considerarse como un indicador del grado de intemperizacién del suelo contaminado,
debido a que posiblemente la transformacion de otras fracciones da origen a compuestos
como radicales libres, los cuales a través de reacciones de polimerizacién, pueden
formar moléculas de asfaltenos (Pollard y col., 1994). Estos compuestos (agregados de
hidrocarburos poliaromaticos, acidos nafténicos, sulfuros, fenoles polihidricos, 4cidos
grasos, y metaloporfirinas) constituyen la fraccion de los hidrocarburos menos
susceptible al ataque por parte de los microorganismos (Sugiura y col., 1997). Chaineau
y col. (1995) reportan una mezcla de hidrocarburos obtenida de desechos de un sitio de
perforacion, constituida por 60% alifaticos, 30% aromaticos y 10%de hidrocarburos
polares, la mezcla utilizada no presenté asfaltenos. En este caso se trata de un suelo no
intemperizado, por lo que se presenta un elevado valor de la fraccion de alifaticos (la
mas facilmente biodegradable), lo que contrasta con el 33.24 % de hidrocarburos

alifaticos encontrado en el suelo intemperizado de la rizésfera de la planta nativa.

5.2.2. Cuenta viable inicial.

En la Tabla 5.3 se presenta el nimero de unidades formadoras de colonias encontrado
en el suelo de la rizésfera de Cyperus laxus Lam.; esta determinacion se realiz6 después
de la toma de muestra del suelo de rizésfera. El nimero de UFC/g de suelo de la
rizésfera muestra que la poblacién de microorganismos que crecieron sobre agar soya y
tripticaseina (bacterias) es tres veces mayor que la de los microorganismos capaces de
crecer en agar Sabouraud (hongos). A pesar de que las bacterias se encuentran en mayor
proporcién, los hongos presentan la misma o mayor importancia en el suelo
considerando su intima asociacién con las raices y su papel como microorganismos

saprofiticos (Metting, 1993). Para la rizésfera de plantas como el trigo (bajo
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condiciones normales de crecimiento), se han reportado valores de hasta 12 x108 y
12 x10> UFC/g de suelo, para las bacterias y hongos respectivamente (Rouatt y
Katznelson, 1960).

Tabla 5.3. Unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de la rizésfera de Cyperus laxus Lam.

Medio de cultivo UFC/g de suelo*
Agar Sabouraud 30.1 X 100+1.2

Agar soyay tripticaseina  92.4 X 100+0.75

* base seca

Giunther y col. (1996) reportan en suelo contaminado con hidrocarburos (5000 ppm),
cuentas viables iniciales de alrededor de 5x10¢® UFC/g de suelo de la rizésfera, en
cambio en suelo sin vegetacion se encontraron 3x10° UFC/g de suelo. El namero de
microorganismos encontrado para la rizésfera de Cyperus laxus Lam. coincide con los
valores anteriores. Sin embargo, existen diversos factores microambientales como la
exposiciéon a los contaminantes orgénicos que definen la composicién de la microbiota
de la rizosfera,

Aunque la cuenta en placa es una técnica que permite determinar los microorganismos
viables en la muestra, la cual puede ser suelo o agua (Alef y Nannipieri, 1995), es
importante considerar que el nimero de microorganismos que pueden aislarse estd
entre el 0.1 - 10% del total de microorganismos presentes en el suelo; lo anterior se debe
a varias razones, entre las que destacan: los requerimientos de factores de crecimiento
especificos, nutrientes o condiciones ambientales particulares tales como presion parcial

de oxigeno, pH o temperatura (Curl, 1986).

42



Resultados y discusion

5.3. Ensayos de biodegradacion.

A continuacién se presentan los resultados de cada uno de los ensayos de
biodegradaciéon de hidrocarburos realizados utilizando el consorcio extraido de la
rizésfera de Cyperus laxus Lam. como inéculo. En todos los ensayos se adicionaron
hidrocarburos sin asfaltenos como unica fuente de carbono y energia, se decidi6
eliminar la fraccion de los asfaltenos dado que son considerados compuestos no
biodegradables, siendo el interés principal la biodegradacién de las fracciones que se
sabe presentan la mayor toxicidad (arométicos y polares) y biodegradacion (alifaticos).
La evaluacién de la capacidad de biodegradacién de hidrocarburos por el consorcio se
realiz6, en ausencia de exudados de las raices, bajo la hipétesis de que éstos no son
necesarios para la biodegradacién in vitro. La biodegradacion se evalué a través de la
cuantificacién de los hidrocarburos al final de los ensayos, ademas se midi6 el CO:
producido a partir de hidrocarburos como tunica fuente de carbono y energia
(mineralizacién). En el siguiente ensayo se analizé la contribucién de los diferentes
grupos microbianos (bacterias, hongos y el consorcio) en la biodegradacién de
hidrocarburos a una concentracién mas elevada y se evalu6 el consumo de las diferentes
fracciones de hidrocarburos. Finalmente se analiz6 la biodegradaciéon en medio sélido
determindndose la cinética de consumo de hidrocarburos y de cada una las fracciones,
también se midieron las UFC/mL durante el ensayo asi como la asimilacién de oxigeno

por el cultivo (respirometria).

5.3.1. Ensayo en medio liquido.

Este experimento se disefi6 con la finalidad de evaluar si los microorganismos presentes
en el consorcio son capaces de utilizar a los hidrocarburos como tnica fuente de carbono
y energia, ademas de conocer el consumo total de éstos mediante la cinética de

produccién de COz y la cuantificacién de los hidrocarburos consumidos.
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5.3.2. Biodegradacién de hidrocarburos.
En la Tabla 5.4 se presentan lo niveles de biodegradacion medidos después de 21 dias de

incubacién en matraces con medio liquido.

Tabla 5.4. Biodegradacién total de hidrocarburos sin asfaltenos obtenida en 21 dias con el consorcio.

Hidrocarburos

sin asfaltenos (g/matraz)*
Iniciales 0.31
Residuales 0.07 £0.05
Biodegradacion (%) 75 +15

*promedio de tres determinaciones

La biodegradacion obtenida con el consorcio de la rizésfera de Cyperus laxus Lam.,
representa un consumo de 0.24 g de los hidrocarburos iniciales, este valor es elevado
comparado con otros encontrados en la literatura. Sugiura y col. (1997) reportan 19% de
biodegradacién con un consorcio (SM8) en medio liquido para petréleo crudo Maya; en
un estudio similar con la bacteria Acinetobacter sp. la biodegradacion fue del 12%
después de 28 dias a 20°C. Al utilizar petréleo ligero Arabe se presentaron mayores
porcentajes de biodegradacion (34% con el consorcio, 20% con Acinetobacter sp.). Oudot
y col. (1987) destacan el aislamiento de microorganismos nativos de un suelo con tres
afios de contaminacién por petroleo, éstos fueron capaces de biodegradar entre 5% y
25% de los hidrocarburos totales. Morales y col. (1999) reportan una biodegradacion del
25.48% en un estudio utilizando crudo Maya en medio liquido, para un consorcio
aislado de un suelo contaminado y 22.37% para un consorcio aislado de una composta.

Es importante sefialar que la biodegradacién de hidrocarburos depende de varios
factores entre los que se encuentran la composicion de éstos y el tipo de
microorganismos presentes en el cultivo, lo que puede explicar la diferencia entre los
resultados encontrados con el consorcio de la rizésfera de Cyperus laxus Lam. y algunos

datos reportados en la literatura.

5.3.3. Produccién de COx.
En la Figura 5.1.a se presenta la cinética de producciéon de COz a partir de hidrocarburos

(6000 ppm) y en el control (sin hidrocarburos). Los resultados graficados son promedios
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de tres determinaciones, se observa que durante los primeros 9 dias el CO2 producido en
ambos cultivos aumenta rapidamente, con una velocidad de produccion de 0.37 y 0.32
mmoles de CO,/dia para los matraces con hidrocarburos y el control respectivamente;
esta elevada velocidad de produccién de CO; puede atribuirse a la presencia de glucosa
residual de la etapa de activacion del in6culo. Posteriormente, entre el dia 9 y 21 del
cultivo, la velocidad de produccion de CO; disminuye. En los matraces con
hidrocarburos la velocidad de producciéon es ligeramente mayor (0.09 mmoles de
CO»/dia) con respecto al control, debido a la utilizacién de los hidrocarburos como
fuente de carbono. Para el control la disminucién en la produccién de COz es mas
notoria (0.06 mmoles de CO,/dia) y probablemente se debe al agotamiento de la fuente
de carbono, donde el CO: producido podria ser el resultado de la autélisis celular o de la
utilizaciéon de subproductos acumulados en el medio de cultivo durante la primera
etapa de crecimiento.

En la Figura 5.1.b se presenta la cinética de produccién de COz corregido, estos valores
corregidos se calcularon restando el CO» producido en el control al CO; producido en
los matraces con hidrocarburos, por lo que se considera como el CO. proveniente solo
de la oxidacién de los hidrocarburos. A partir de estos valores se determiné la velocidad
global de produccion de CO> debida a la mineralizacién de los hidrocarburos siendo de

0.04 mmoles de CO>/dia. La forma lineal de esta respuesta hace suponer que el CO> se
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Figura 5.1.a. Cinética de produccién de Figura 5.1.b. Cinética de produccién de CO;
CO: con hidrocarburos como fuente de corregido (0).

carbono (a), control (e).
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produce lentamente debido posiblemente a que el carbono, no soluble de los
hidrocarburos, es el factor limitante del crecimiento. Durante el ensayo se observé la
emulsificacion de los hidrocarburos en el medio, lo que puede explicar el aumento
continuo del CO> producido. En otras palabras, posiblemente la biodisponibilidad se
favorece durante el curso del cultivo, debido a la presencia de un biosurfactante, el cual
a través de la emulsificacion de los hidrocarburos facilita su biodegradacion.

Con estos resultados se demuestra que el consorcio microbiano obtenido de la rizésfera
de una planta nativa expuesta a elevados niveles de hidrocarburos, presenta capacidad
para utilizar hidrocarburos sin asfaltenos como tinica fuente de carbono y energia. Atlas
y Cerniglia (1995) mencionan que los microorganismos degradadores de hidrocarburos
se encuentran ampliamente distribuidos en el suelo y ambientes acudticos, estas
poblaciones normalmente constituyen menos del 1% del total de los microorganismos
del suelo. Sin embargo, cuando los contaminantes estan presentes dichas poblaciones
llegan a representar hasta 10% del total de los microorganismos. La microbiota expuesta
a los hidrocarburos se adapta presentandose un proceso de seleccién asi como cambios
genéticos que producen un incremento de la proporcion de microorganismos
degradadores de hidrocarburos (Atlas, 1991). Davies y Westlake (1979) reportan el
aislamiento de 34 hongos degradadores de hidrocarburos de la region petrolera del
norte de Canadd, destacan la capacidad de los hongos aislados para crecer en las
condiciones imperantes en la zona (bajos valores de pH y bajas concentraciones de
nutrientes).

A partir de los valores de CO, medidos y discutidos en esta seccion se calcul6 la fracciéon
de carbono de los hidrocarburos que fue mineralizado, a continuacién se muestran los

resultados.

5.3.4. Mineralizacioén de hidrocarburos.
Con el propésito de evaluar la cantidad de carbono oxidado de los hidrocarburos hasta
CO2 se calculd la fracciéon mineralizada. De acuerdo con Alexander (1994), la

mineralizacién se define como la conversién de un compuesto orgénico en compuestos
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minerales como COz y otros como el agua, la mineralizacién puede estimarse por la
evolucion en la produccion de CO; (Grady, 1985). Para el calculo de la mineralizacion, es
imprescindible la realizacién de un balance de carbono. En éste trabajo se consider6 que
el contenido de carbono en los hidrocarburos es de 0.85 g de C/g hidrocarburos.

La mineralizaciéon (m%) se defini6 considerando la relacion siguiente (Ecuacion 4):

mg C en el CO2

m(%) = .
mg de C inicial

100 4)

Considerando lo anterior, los 0.782 mmoles de COz (9.3 mg de C) producidos en 21 dias
de incubacién, con respecto a los hidrocarburos iniciales (263 mg de C) representan una
mineralizacion de 3.5%. Considerando el alto grado de biodegradacién asi como el nivel
de mineralizacion obtenidos con el consorcio, es posible inferir que la mayor parte del
carbono de los hidrocarburos consumidos se biotransformé dirigiéndose hacia la
produccion de biomasa, o de metabolitos, tales como exopolisacaridos (biosurfactantes).
Sharabi y Bartha (1993) reportan hasta un 83.7% de mineralizaciéon de n-hexadecano en
30 dias de incubacién, sefialan que la producciéon de CO> depende fuertemente del
contenido de carbono asi como de la naturaleza quimica del compuesto estudiado, el
n-hexadecano es un compuesto relativamente facil de biodegradar. Kanaly y Bartha
(1999) reportan hasta un 60% de mineralizacién para benzo[a]pireno marcado con [*C],
este compuesto fue adicionado al suelo a una concentraciéon de 80 ppm, ademads se
adicionaron mezclas definidas de hidrocarburos para favorecer el desarrollo de
microorganismos degradadores del compuesto; Carmichael y Pfaender (1997)
analizaron la mineralizaciéon de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en
diferentes suelos, encontrando un 30-60% de mineralizacién para [1*C] fenantreno, 10-
55% con [1¥C] pireno, y 5-40% de [*C] benzo[a]antraceno, cabe mencionar que la
concentracién de hidrocarburos en los suelos varié entre 1500 y 260 ppm.

En la Figura 5.2 se presenta el comportamiento del coeficiente respiratorio (Cr) durante el
ensayo, definido como la relacién entre el CO2 producido y el Oz consumido, para la
oxidacion de un sustrato en un proceso aerobio. Este pardmetro varia de acuerdo al

sustrato degradado y a la estequiometria de la reacciéon de oxidacién. Por ejemplo, la
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degradacion aerobia de la glucosa tiene un valor teérico de Cr=1 y para hidrocarburos
un valor de 0.7 (Beaudin y col., 1996).

En la Figura 5.2 se observa que durante los primeros 6 dias de cultivo los valores del Cr
fueron superiores a uno (1.5-1), lo que indica que el CO2 producido es superior al
Oz consumido, por lo que en esta etapa posiblemente se presentd el consumo de
compuestos oxidados como algunos hidrocarburos polares ademds de la glucosa
residual presente en el cultivo. Posteriormente entre el dia 6 y 21 de cultivo el Cr se
mantiene casi constante (0.8), este cambio en el valor del Cr puede deberse a que en esta
etapa del cultivo, se llevé a cabo la oxidacién de la fraccion de hidrocarburos mas
reducida (hidrocarburos alifaticos y aromaticos) por lo que el oxigeno consumido
aumenté con respecto al CO. producido, lo que sugiere que se requiere una mayor
cantidad de Oz para la oxidacién de éste tipo de compuestos; los valores del Cr en esta

etapa son ligeramente superiores al reportado por Beaudin (0.7) para hidrocarburos.
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Figura 5.2. Coeficiente respiratorio calculado en el ensayo con el consorcio.
Se considera que las variaciones en el valor de este parametro son indicativas de los
cambios en el metabolismo. Considerando el valor reportado para hidrocarburos,
Cr=0.7, éste corresponde a un equilibrio entre anabolismo y catabolismo, un valor
menor indica un desacoplamiento en el que predomina el anabolismo, lo que significa

que una menor cantidad del sustrato es oxidada, dirigiéndose principalmente el carbono
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a la formacién de biomasa. En el caso contrario (Cr>0.7) se origina un desacoplamiento
predominando el catabolismo sobre el anabolismo, por lo que se oxida una mayor
cantidad del sustrato, siendo utilizado principalmente como fuente de energia
(Medina, 1999). Los valores del Cr obtenidos a partir del dia 6 del cultivo sugieren un

equilibrio entre el catabolismo y el anabolismo en el cultivo.

5.3.5. Cuenta viable

En la Tabla 5.5 se presentan los valores de UFC/mL presentes en el in6culo y al final de
la prueba de biodegradaciéon con hidrocarburos como tnica fuente de carbono y energia,
el namero de microorganismos viables que crecieron sobre AST y PDA, aument6

considerablemente con respecto al valor inicial.

Tabla 5.5. Valores normalizados para la cuenta viable al inicio y final de la prueba de biodegradacién

UFC/mL

AST PDA
Inéculo* 4.15x101 4.23x10°
Final 4.35x1012 2.60x1010

(con hidrocarburos)
*microorganismos viables al final de la etapa de activacién y propagacion.

El aumento en la cuenta viable fue del 90% para las bacterias (microorganismos que
crecieron en AST) y de 84% para los hongos (microorganismos capaces de crecer en
PDA). El aumento en el nimero de microorganismos, confirma la utilizacién de los
hidrocarburos como fuente de carbono y energia.

En resumen, de los resultados anteriores se concluye que en cultivo sumergido el
consorcio fue capaz de biodegradar hasta el 75% de los hidrocarburos sin asfaltenos en
21 dias de incubacién, lo que corresponde a un 3.5% de mineralizacion de la fuente de
carbono. Durante el cultivo se observé la emulsificaciéon de los hidrocarburos, lo que
posiblemente favorecié su biodisponibilidad. Ya que la producciéon de CO; fue casi

lineal se planteé realizar los siguientes experimentos durante un periodo de incubacién
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mas prolongado. El objetivo del siguiente experimento fue evaluar la participacion en la

biodegradacion de los diferentes grupos microbianos del consorcio.

5.4. Ensayo de biodegradacion con inhibidores de crecimiento.

Con el fin de analizar la contribucién de los grupos microbianos presentes en el
consorcio (hongos y bacterias) sobre la biodegradacién, se impusieron condiciones
selectivas para cada grupo (hongos, bacterias y consorcio) cuantificindose la produccion
de COy, el grado de mineralizacién, los hidrocarburos residuales y el consumo de las
diferentes fracciones que componen la mezcla de hidrocarburos sin asfaltenos. Por otra
parte, se decidié elevar la concentracion de hidrocarburos cambiando asi la relacion
C/N de 10 (experimento anterior) a 50, lo anterior, para favorecer la presencia del
biosurfactante, dado que éstos generalmente se producen bajo condiciones de cultivo

como altas relaciones carbono/nitrégeno (C/N) (Guerra-Santos y col., 1984).

5.4.1. Biodegradacién de hidrocarburos.
En la Tabla 5.6 se presentan los niveles de biodegradaciéon de hidrocarburos sin
asfaltenos para cada cultivo. No se aprecian diferencias significativas en los valores

Tabla 5.6. Biodegradacién de los hidrocarburos obtenida con los hongos
(34 dias), bacterias y el consorcio (36 dias).

Cultivo Hidrocarburos Biodegradacion
iniciales (g /matraz) (%)
Hongos 1.547 45 +14
Bacterias 1.538 69 £8
Consorcio 1.534 62 19

de biodegradacion entre las bacterias y el consorcio; este comportamiento difiere al
observado en la producciéon de CO; (Figura 5.3) donde el mayor valor se obtiene para el
consorcio, esto indica que el consorcio lleva a cabo una mayor oxidacién de la fuente de
carbono; este fenémeno es mas evidente si se considera la mineralizacién de los tres

cultivos la cual se discute mas adelante. El valor de biodegradacién para los hongos fue

50



Resultados y discusion

menor que el obtenido en los otros dos cultivos, aunque la diferencia es significativa
solo con respecto a las bacterias. En el caso de los hongos, durante el experimento no se
observoé la emulsificacion de los hidrocarburos, posiblemente debido a la ausencia de
alguno de los microorganismos (bacteria) responsable de la producciéon del
biosurfactante.

El valor de biodegradacioén de los hidrocarburos iniciales (30 000 ppm) cercano al 70%,
coincide con el encontrado en el experimento anterior (75%). Ambos valores son
superiores a los obtenidos por Davies y Westlake (1979) que reportan 17% y 30% de
biodegradaciéon de hidrocarburos totales con una cepa de levadura y un hongo
respectivamente, en medio liquido durante 30 dias de incubacién. Sugiura y col. (1997)
utilizando petréleo arabe ligero reportan un consumo del 34% en 21 dias, con un
consorcio microbiano. Foght y col. (1999) reportan una biodegradacion de 22% en 28

dias para petréleo crudo, con un consorcio de bacterias en medio liquido.

5.4.2. Fraccionamiento de los hidrocarburos residuales.

Con la finalidad de conocer la biodegradacién de la fraccién de alifaticos, aromaticos y
polares, se fraccionaron los hidrocarburos residuales del ensayo de biodegradacién. En
la Tabla 5.7 se presenta el consumo de las diferentes fracciones en la mezcla de
hidrocarburos sin asfaltenos, estos valores se determinaron por medio del

fraccionamiento en columna (seccion 4.4.1.3).

Tabla 5.7. Consumo de las fracciones presentes en la mezcla de hidrocarburos.

Cultivo  Alifaticos (%) Aromaticos(%) Polares(%)

Hongos 59.9 +0.6 55.9 +4.4 26.0 +1.5
Bacterias 72.349.1 775+3.8 a 39.0 £19
Consorcio 69.7 £10.5 59.0+7.6 38.0 +19

avalores que son significativamente diferentes entre los cultivos para cada fraccién (p<0.05).

De manera general se observa que los niveles de biodegradacién de los hidrocarburos

alifaticos son similares en los tres cultivos, en cuanto a los hidrocarburos aromiticos se
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obtuvo un nivel de biodegradacién significativamente mayor con el cultivo de bacterias,
en cambio entre el cultivo del consorcio y los hongos no se observaron diferencias
significativas. En la utilizacion de los hidrocarburos polares no se presentaron diferencias
significativas, siendo la fraccion menos degradada en los tres cultivos.

Venkateswaran y Harayama (1995) detectaron entre 45% y 70% de biodegradacion de
hidrocarburos alifdticos con un inéculo mixto de bacterias y levaduras, el cual se cultivé
hasta 6 veces consecutivas con los hidrocarburos (5000 ppm) residuales de cada etapa.
Sugiura y col. (1997) utilizando crudo Maya (5000 ppm) determinaron hasta un 50% de
biodegradaciéon de los hidrocarburos alifaticos empleando un consorcio en medio
liquido. Por otro lado, Setti y col. (1993) utilizando un cultivo puro de Pseudomonas sp.
en medio liquido analizan la biodegradaciéon de hidrocarburos alifaticos y su relaciéon
con la longitud de la cadena hidrocarbonada. Reportan que hidrocarburos con cadenas
de hasta 16 atomos de carbono son facilmente biodegradados, siendo los hidrocarburos
alifaticos de 16 a 27 atomos de carbono degradados de manera independiente al namero
de atomos de carbono, en cambio los alifaticos con mas de 28 atomos de carbono
presentaron valores de biodegradacion menores (<65%), lo que indica que éstos
posiblemente componen los hidrocarburos residuales al término de la biodegradacion.
Se ha observado que después de los hidrocarburos alifaticos el ataque microbiano se da
sobre la fraccion de hidrocarburos aromaticos principalmente de bajo peso molecular
(Leahy y Colwell, 1990). Oudot y col. (1987) reportan un consumo del 85 % de la
fraccién aromatica (naftalenos) de petréleo Arabe ligero utilizando un cultivo de
bacterias (Nocardia sp.) como inéculo, empleando un cultivo bacteriano mixto la
degradacion de los naftalenos fue de 63% después de 30 dias de incuabacion. Sugiura y
col. (1997) determinaron un consumo del 18% de hidrocarburos aromaticos en petréleo
Maya. Valladares y col. (1999) utilizando un consorcio microbiano en medio liquido
reportan el 13% de biodegradacién de hidrocarburos aromaticos en petréleo Maya.

Los hidrocarburos polares constituidos por resinas de estructuras complejas y
compuestos heterociclicos se consideran junto con los asfaltenos, las fracciones mas

persistentes del petréleo (Wrenn y Venosa, 1996; Bossert y Bartha, 1984). Existen pocos
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reportes sobre la biodegradacién de estos compuestos, sin embargo, se ha observado
que durante la oxidacién microbiana de hidrocarburos alifaticos y aromaticos se forman
compuestos polares (Singer y Finnerty, 1984). Langbehn y Steinhart (1995) observaron
que durante la biodegradacion de estos compuestos se forman principalmente acidos
organicos alifaticos ramificados y lineales, asi como cetonas arométicas. Chaineau y col.
(1995) observaron que la fraccion polar fue resistente a la biodegradacion
manteniéndose en su nivel inicial del 10% en el petréleo después de 270 dias de

incubacion.

5.4.3. Produccién de CO..

En la Figura 5.3 se presenta la cinética de produccion de COz (corregido considerando
el control sin hidrocarburos) en cada uno de los cultivos. La velocidad méaxima de
produccién de CO» fue: 0.149, 0.097 y 0.026 mmoles de CO/dia para el consorcio,
bacterias y los hongos respectivamente. La velocidad de produccién de COz para lo tres
cultivos se mantiene constante, esto es similar a lo observado en el experimento
anterior, como se menciondé probablemente refleja una limitaciéon de carbono
biodisponible en el cultivo.

En este caso la concentracién de hidrocarburos fue de 30 000 ppm, produciéndose con

8.0
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6.0 1
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mmoles de CO2
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1.0 1 T/t_’*’,,‘,/k/k/"
0.0
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Figura 5.3. Produccién de CO; (corregido considerando el control) por el consorcio (e),
las bacterias (%) y los hongos (a) durante la prueba de biodegradacién de HTP.
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el consorcio cerca de 8 mmoles de CO, en 36 dias de cultivo, a diferencia del
experimento anterior (6000 ppm) donde el CO> producido fue inferior a un mmol en 21
dias. Este aumento en la producciéon de CO; puede deberse al aumento de la relacion
C/N en el cultivo, lo cual posiblemente favorecié la producciéon del biosurfactante, y
de este modo el aumento en la biodisponibilidad de los hidrocarburos. El CO;
producido por el consorcio es 1.6 veces mayor que el generado por las bacterias y 8
veces méas que con los hongos. La baja produccion de CO; obtenida con los hongos (1.8
mmoles) con respecto al nivel de biodegradacion de 45% (Tabla 5.6) para este cultivo,
sugiere una elevada biotransformacién de los hidrocarburos, relacionada posiblemente
a la ausencia de otros microorganismos (bacterias) capaces de llevar a cabo la oxidaciéon
completa de éstos. La suma del CO, producido en el cultivo de bacterias y hongos es
inferior al total obtenido con el consorcio (Tabla 5.8). Esto puede deberse a la existencia
de interacciones positivas entre los grupos microbianos que se reflejan en una mayor
produccién de CO:z en el consorcio. Se ha observado que dichas interacciones son
comunes principalmente entre poblaciones microbianas nativas (Atlas, 1991). Es
probable que estas interacciones entre los microorganismos presentes en el consorcio
sean de tipo sinérgico, en cuyo caso las poblaciones se benefician mutuamente de
manera no obligatoria. Por otra parte, entre tales poblaciones la relacién puede ser
simbidtica lo que obliga la presencia de ambas para su propia supervivencia, en
cualquier caso, uno de los beneficios puede ser la complementacién de una ruta
metabolica que permita la oxidacion de una fuente de carbono compleja (Liu y Suflita,
1993). Anderson y col. (1993) sefialan que en la rizésfera los consorcios microbianos son
los principales responsables de la degradacion de compuestos organicos mas que
especies individuales.

Las bacterias y los hongos son los principales agentes en la biodegradaciéon del petréleo
en el suelo, sin embargo, la contribucién relativa de cada grupo no se conoce con
claridad (Atlas, 1984). Bouwer y Zehnder (1993) sefialan que la mayoria de las rutas
metabolicas propuestas para la oxidacion de los hidrocarburos se han investigado en

bacterias, pero existen pocos estudios sobre degradaciéon de contaminantes organicos
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por hongos. Aparentemente, las bacterias son capaces de biodegradar un amplio
espectro de compuestos organicos, sin embargo, se ha aislado un gran ntamero de
hongos de diversos géneros capaces de biodegradar hidrocarburos (Davies y Westlake,
1979), éstos se adaptan mas facilmente a condiciones ambientales adversas tales como
concentraciones limitadas de nutrientes, bajos valores de humedad y pH (Atlas, 1984).
Por otro lado, se sabe que durante la biodegradacién de hidrocarburos utilizando cepas
puras pueden formarse intermediarios téxicos, lo que puede solucionarse utilizando
cultivos mixtos o consorcios microbianos capaces de degradar estos intermediarios

tavoreciendo la mineralizacién completa de los contaminantes (Singleton, 1994).

5.4.4. Mineralizacion de hidrocarburos.
En la Tabla 5.8 se presenta la mineralizacién calculada de la misma manera que en el
experimento anterior (Ecuacién 4), para cada uno de los cultivos. El mayor grado de

mineralizacién se obtuvo con el consorcio. En los niveles de biodegradaciéon del

Tabla 5.8. Mineralizacion de hidrocarburos por el consorcio, bacterias y hongos.

Cultivo CO; (mmoles) exp. Mineralizacion (%)*

Hongos 1.8 +0.294 1.6
Bacterias 5.3 £1.001 4.8
Consorcio 8.0 £3.026 7.3

*Calculado considerando: 0.85 g de C/g hidrocarburos

consorcio y las bacterias (Tabla 5.6) no se aprecia la diferencia observada en la
mineralizacion, lo que revela la posibilidad de que en el cultivo de bacterias una mayor
parte del carbono presente en los hidrocarburos se acumule en forma de compuestos
intermediarios, es decir, se presenta principalmente la biotransformaciéon de los
hidrocarburos.

Como se mencioné anteriormente en el cultivo del consorcio y las bacterias se observo
la emulsificacién de los hidrocarburos después de 5 dias de incubacién (Figura 5.4). La
produccién de surfactantes de origen microbiano (biosurfactantes) recientemente ha

cobrado importancia por su potencial aplicacién en la remocién de hidrocarburos. La
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sintesis de estos compuestos se ha relacionado a la asimilacion de hidrocarburos, por lo
que posiblemente, su liberacién sea inducida cuando éstos estian presentes como
sustratos y en condiciones de crecimiento limitantes (C/N elevadas y bajas

concentraciones de hierro). Entre los compuestos con actividad biosurfactante se

encuentran glicolipidos, acidos grasos, fosfolipidos y lipopéptidos (Guerra-Santos y

col., 1984).

Figura 5.4. Matraces durante la prueba de biodegradacién, a) consorcio inicial, b) consorcio final, c)
bacterias final, en b) y c) se aprecia la emulsificacion de los hidrocarburos

Singer y Finnerty (1990) reportan la biosintesis de un biosurfactante por Rhodococcus
(H13-A) teniendo como sustratos n-alcanos y alcoholes grasos, el incremento en la
cantidad extracelular de glicolipido se correlacioné con la disminucién de la tensién
superficial en el medio de cultivo, no se detectaron niveles significativos del
biosurfactante extracelular, determinado en el cultivo por extraccién con solventes,
cuando se utilizaron sustratos como triglicéridos, acidos grasos, etanol, acidos orgénicos

o carbohidratos.

En general, el consorcio microbiano presenté el mayor grado de mineralizacién (7.3%),
seguido de las bacterias y los hongos (4.8% y 1.6% respectivamente); considerando lo
anterior y de acuerdo a los resultados de biodegradacién para los tres cultivos, se infiere
que tanto en el cultivo de las bacterias y los hongos se da principalmente la
biotransformacién de los hidrocarburos. Para el consorcio y las bacterias la produccién

del biosurfactante favoreci6 la biodisponibilidad de los hidrocarburos, lo que no ocurrié
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en el caso de los hongos. En los tres cultivos el consumo de la fraccion de alifaticos fue
mayor que la de aromaticos, siendo los polares la fraccion menos consumida.
Conociendo ya el patron de consumo de las diferentes fracciones, se plante6 evaluar en
el siguiente experimento su biodegradacion a través del tiempo de incubacién, asi como
el cambio en la distribucién microbiana del consorcio durante la biodegradacién en

medio sélido.

5.5. Cinética de biodegradacion de hidrocarburos en medio sélido.

Este experimento se disefié con la finalidad de evaluar el grado de consumo de las
distintas fracciones durante la biodegradacién en medio sélido, asi como analizar el
cambio en las proporciones de hongos y bacterias presentes en el consorcio. Se plante6
realizar el experimento en medio sélido, por las siguientes razones: a) el reducido nivel
de humedad en este tipo de cultivo favorece el crecimiento de los hongos, b) las
condiciones de disponibilidad de nutrientes y pH pueden relacionarse a las encontradas
en el suelo. Considerando el bajo nivel de biodegradacién obtenido en el experimento
anterior por los hongos, se decidi6¢ enriquecer el in6culo con esporas de hongos aislados
del propio consorcio. Paralelamente se evalu6 el consumo de oxigeno por el consorcio
utilizando un respirémetro (Comput-ox ®), bajo las condiciones definidas en la

seccion 4.3.3.3.

5.5.1. Cinética de biodegradacién de hidrocarburos.

En la Figura 5.5 se presenta la cinética de degradacion de hidrocarburos en medio
s6lido, la concentracién de hidrocarburos se expresa en g/mL de volumen ocupado de
reactor. La concentracién de los hidrocarburos desciende rapidamente hasta los 21 dias
de cultivo, lo que representa una velocidad de consumo de 0.59 mg de
hidrocarburos/mL/dia, posteriormente, entre el dia 21 y 40 de cultivo, se presenta solo
una ligera disminucién de los hidrocarburos. La biodegradacion total final fue de
521+ 0.9 %. Este valor de biodegradacion de los hidrocarburos (medio s6lido) es menor

a la encontrada en los experimentos anteriores en medio liquido, esto posiblemente se
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debe a que en medio sélido la baja humedad restringe el desarrollo de algunos de los

microorganismos que constituyen el consorcio y que participan en la biodegradacion.
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Figura 5.5. Cinética de biodegradacién de hidrocarburos en medio sélido (A).

Chaineau y col. (1995) reportan un consumo del 75% (de 2190 a 547 ppm) de los
hidrocarburos totales (sin asfaltenos) en 270 dias con suelo contaminado, utilizando
como inéculo los microorganismos del suelo usado en la prueba; Ortiz y col. (1999)
encontraron una desaparicion del 9.35% de hidrocarburos totales con un consorcio
microbiano en columnas empacadas con suelo, ademds reportan un aumento en la
biodegradacion (25%) probando el mismo consorcio con bagazo de cafia como soporte

en 20 dias.

5.5.2. Fraccionamiento de los hidrocarburos durante la prueba de biodegradacién.

La cinética de biodegradacion de las diferentes fracciones en cultivo sélido se presenta
en la Figura 5.6. La mayor biodegradacion corresponde a los hidrocarburos alifaticos;
durante los primeros 21 dias de cultivo se presentd un rapido descenso en la
concentracion de éstos, alcanzando el 78% de biodegradacion en 38 dias de incubacién;
en cambio, los hidrocarburos aromaéticos y polares presentaron una biodegradacién del
12% y 10% respectivamente en 38 dias de cultivo; entre los 15 y 38 dias de cultivo se
presenté la mayor biodegradaciéon de la fraccion aromadtica. En cuanto a los

hidrocarburos polares, su aumento durante el cultivo probablemente se debe a que
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durante la oxidacién de otras fracciones (alifaticos), se forman compuestos como
alcoholes o acidos carboxilicos medidos como polares. Bossert y Bartha (1984) reportan
una desaparicién del 60% de los hidrocarburos aromaticos en un periédo de 22 meses de
tratamiento de un suelo contaminado, en cambio encontraron solo el 1% de desaparicion
de la fracciéon de hidrocarburos polares. Por otra parte, la baja biodegradacién de la
fraccion aromética y polar puede atribuirse a que los microorganismos (bacterias)
capaces de utilizar este tipo de compuestos no se adaptaron al bajo nivel de humedad,

del sistema en medio sélido.
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Figura 5.6. Biodegradacion de alifaticos, aromaticos y polares en medio sélido.

Tanto en medio liquido (Tabla 5.7) como en sélido la fraccion mayormente
biodegradada fue la de los alifaticos; en cuanto a la fracciéon aromatica y polar la
biodegradacién fue significativamente menor con respecto a su consumo en medio
liquido. Una razén para este comportamiento puede relacionarse a la alteraciéon en el
balance natural de los microorganismos del consorcio, debido al enriquecimiento del
in6culo con hongos. Por otro lado, estos resultados posiblemente reflejan Ia
heterogeneidad que generalmente se presenta cuando se utiliza este tipo de consorcios

como inéculo.
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5.5.3. Respirometria.

La biodegradacion aerobia de un compuesto puede estimarse cuantificando la actividad
metabodlica microbiana por medio del consumo de O,. El principio de las técnicas
respirométricas esta relacionado con el consumo de O, por parte de los
microorganismos aerobios, durante la descomposicion de compuestos organicos

(Starnecker y Menner, 1996).

En la Figura 5.7 se muestra el consumo de oxigeno durante la prueba de biodegradacién
en medio solido, durante los primeros diez dias de incubacién se presenta una fase de
adaptacion del cultivo después de la cual el consumo de oxigeno aumenta hasta

alcanzar los 10,064.5 + 142.6 mg O>/L (10.064 mg de O>/mL) a los 33 dias de cultivo.
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Figura 5.7.Consumo de oxigeno obtenido del cultivo en medio sélido.

Entre el décimo dia de cultivo y el final se present6 un ascenso casi constante en el
consumo de oxigeno siendo la velocidad de consumo de 0.44 mg de O2/mL/dia (+0.02).
Thouand y col. (1999) reportan valores de velocidad de consumo de O> de 45 a
244 mg Oy/L/dia (0.045 - 0.244 mg Oz/mL/dia), durante la biodegradacion de petréleo
crudo (1000 ppm) BAL 250 el cual corresponde a petrdleo arabe ligero; a manera de

comparacion adicionaron 12 diferentes in6culos, 8 comerciales y 4 naturales.
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La biodegradacién méaxima obtenida fue de 25% durante 28 dias de incubacién, siendo
los inéculos naturales més activos que los comerciales. Como puede verse la velocidad
de consumo de oxigeno obtenida con el consorcio utilizado en este caso, fue casi del
doble a la encontrada por Thouand y col. Lo anterior puede atribuirse a que ellos
utilizaron indéculos comerciales y naturales aislados de zonas en donde no se
encontraban hidrocarburos, en nuestro caso, se trata de microorganismos de la rizésfera
adaptados a la presencia de los hidrocarburos en el suelo.

La biodegradaciéon fue de 38.8 £2.4%, siendo el consumo de hidrocarburos de 11.7 mg de
hidrocarburos/cm? (los calculos se realizaron en base al volumen ocupado de reactor);
relacionando el consumo de oxigeno medido (10.064 mg de O2/mL) con este ultimo
valor, se obtiene una demanda de oxigeno de 0.860 mg de O> por mg de hidrocarburos.
Atlas (1981), reporta una demanda tedrica de oxigeno (condiciones bidticas) para la
oxidacién de petréleo crudo de 3.5 g de petrdleo por g de Oy, (0.286 mg de Oz por mg de
HTP oxidados). La demanda de oxigeno obtenida con el consorcio fue mayor a la
reportada por Atlas (1981), lo que sehala que la eficiencia del consorcio fue menor, en
otras palabras, se requiere de una mayor cantidad de O para oxidar un gramo de HTP,
por cada g de Oy, se oxidan 1.16 g de TPH. Sin embargo, el consumo de oxigeno por

gramo de hidrocarburos, depende del grado de oxidacion de éstos.

5.5.4. Cinética de crecimiento.

Con la finalidad de evaluar el crecimiento de los microorganismos durante la prueba de
biodegradaciéon en medio sélido se determinaron las UFC/mL. En la Figura 5.8 se
presenta la cinética de crecimiento (UFC/mL) de los microorganismos capaces de crecer
sobre AST (bacterias) y PDA (hongos), inicialmente el nimero de bacterias fue superior
(dos ordenes de magnitud) al de hongos, a partir del sexto dia de cultivo el namero de
hongos aumenta, alcanzando un nivel similar al de bacterias, probablemente esto refleja
la adaptacion de los hongos a las condiciones (principalmente a la baja humedad) del

cultivo en medio sdlido.
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Figura 5.8. Cinética de crecimiento durante la prueba de biodegradacién en medio
solido para los hongos (m) y las bacterias ().

A los 21 dias de cultivo se presenté el maximo de crecimiento de ambos grupos
microbianos, es importante destacar que a medida que el nimero de microorganismos,
tanto de bacterias como de hongos, aumenta (0 - 21 dias) se presenta el consumo mas
acelerado de los hidrocarburos alifaticos (Figura 5.6). Al final del cultivo (dia 38) la
cuenta viable para bacterias y hongos disminuye, manteniendo valores superiores a los
determinados al inicio del cultivo.

En cuanto a las proporciones de los microorganismos capaces de crecer sobre AST
(bacterias) y PDA (hongos), el nimero de éstos tltimos aumenté con respecto al de las
bacterias hasta alcanzar el 63% al final del cultivo; a los 21 dias se presentd el
crecimiento mas elevado para ambos grupos microbianos siendo la proporciéon de los
hongos y bacterias de 54.3% y 45.6% respectivamente; el aumento de la proporcién de
hongos sugiere una mejor adaptaciéon de este grupo microbiano a las condiciones del
cultivo.

En las determinaciones de las UFC/mL en los matraces provenientes del cultivo en
medio sélido se observo la presencia mayoritaria de dos bacterias, una de las cuales fue
identificada previamente como Pseudomonas aeruginosa (70-80%). Se ha reportado la
produccion de biosurfactantes (ramnolipidos) por esta bacteria, uno de ellos compuesto

por dos moléculas de ramnosa y dos moléculas de acido-B-hidroxidecanoico, los
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ramnolipidos fueron producidos cuando se utilizaron hidrocarburos, glicerol, glucosa o

peptona como sustrato (Guerra-Santos y col., 1984).

Caracteristicas morfoldgicas del consorcio.

A partir del conteo en placa realizado para el cultivo en medio sélido se aislaron los
microorganismos que crecieron sobre AST y PDA, ademas se obtuvo la composicién
porcentual de cada microorganismo del consorcio.

En las Tablas 5.9.a. y 5.9.b se pueden observar las proporciones de los microorganismos

aislados del consorcio al inicio y final de la prueba de biodegradacion.

Tabla 5.9.a. Caracteristicas de los microorganismos presentes en el consocio capaces de crecer
en AST (bacterias).

Color Composiciéon del | Composicion del
Colonia consorcio (inicio) consorcio (final)
Haz* Envez** (%) (%)
1 Verde Verde oscuro 50 80
2 Café claro Café 30 17
3 Amarillo fuerte Amarillo <5 Nar*
4 Naranja Amarillo a <5 Na
naranja
5 Rojo claro Rojizo <7 Na
6 Rojo fuerte Rojizo <3 3

*Se refiere a la apariencia superior, e ** inferior de la colonia
*** Na: No se observo su crecimiento
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Tabla 5.9.b. Caracteristicas de los microorganismos que crecieron sobre PDA (hongos).

. Color Composicion del | Composicion del
Colonia consorcio (inicio) consorcio (final)
Haz* Envez** (%) (%)
A Hongo Amarillo 20 20
filamentoso café
Hongo
B filamentoso Rojizo 30 10
verde
Hongo ( rodti:aefin vire
C filamentoso café | \P 40 65
(algodonoso) de color a
& amarillo fuerte)
D ;:rﬁla?*rilliliss Amarillas 10 <5

*% 3

*Se refiere a la apariencia superior, e ** inferior de la colonia

*** Na: No se observoé su crecimiento

Los tres hongos filamentosos (A, B, C) adicionados al in6culo se observaron al final del
cultivo encontrdndose en mayor proporciéon (65%) el hongo café con apariencia
algodonosa (C) y que como caracteristica principal produce un vire de color en el medio
PDA. En este medio también se observé el crecimiento de colonias de color amarillo
brillantes (D), posiblemente éstas corresponden a una levadura.

Al final del cultivo solo se observaron microorganismos (bacterias) con tres morfologias
distintas, encontrdndose en mayor proporcion la bacteria "verde". Durante su
crecimiento sobre medio AST, esta bacteria produce una coloracion verdosa, y fue
observada al microscopio como un bacilo Gram (-). Se utiliz6 el sistema API 20 NE para
identificar esta bacteria. Los resultados obtenidos corresponden a la bacteria Gram (-)
Pseudomonas aeruginosa.

Se realizaron microcultivos con el fin de observar las caracteristicas principales de los
hongos filamentosos aislados, se encontré que los tres hongos presentan hifas septadas.
El hongo "verde" (B) presenta estructuras de reproduccién (esporangio) semejantes a los
observados en el género Penicillium sp, los dos hongos cafés (A y C) cuya diferencia
morfolégica principal es el cambio en el color del medio PDA que produce uno de ellos
(C), presentan estructuras reproductivas semejantes a los hongos filamentosos

pertenecientes al género Aspergillus.
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5.6. Viabilidad del consorcio.

Antes de cada experimento de biodegradacién se determin¢ la viabilidad del in6culo,
como el nimero de UFC/mL a partir de los tubos Ependorf que se mantuvieron en
refrigeracion. En la Tabla 5.10 se presentan los valores de viabilidad del consorcio

durante su almacenamiento a -20°C.

Tabla 5.10. Viabilidad del inéculo durante el trabajo experimental.

Viabilidad (%)
Medio de cultivo 4 meses 8 meses 12 meses
AST 60 74 5.7
PDA 40 8 2.4

Para el caso de los microorganismos capaces de crecer sobre AST (bacterias) puede
observarse que existe un aumento en la cuenta viable entre los 4 y 8 meses, esto refleja la
heterogeneidad entre los viales almacenados. Esta heterogeneidad del consorcio
posiblemente influy6 sobre la reproducibilidad de la biodegradaciéon observada entre
los experimentos. Ademas se observé una elevada variabilidad en la mediciéon del
nimero de UFC/mL tanto para los hongos como para las bacterias, posiblemente
debido a la dificultad para tomar una muestra homogénea, principalmente en el
experimento en medio sdlido. La pérdida de la viabilidad es mayor en el caso de los
microorganismos capaces de crecer sobre PDA (hongos). Es importante notar que la
viabilidad a los 12 meses de mantenimiento, corresponde a 5.6 x10> UFC/mL y 2.4 x10°
UFC/mL para las bacterias y los hongos respectivamente, ésto representa una
disminucién en el niimero de microorganismos cercana a un orden de magnitud.

Es importante recalcar que debido a la capacidad de biodegradacion mostrada por el
consorcio es recomendable establecer condiciones de mantenimiento que garanticen un

nivel de biodegradacién reproducible.
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Conclusiones

¢ A partir de la rizésfera de una planta nativa (Cyperus laxus Lam) de un sitio
contaminado se obtuvo un consorcio microbiano formado por 92.4 x10¢ UFC/g de

suelo de bacterias y 30.1 x10¢ UFC/g de suelo en el caso de los hongos.

¢ El consorcio fue capaz de degradar altas concentraciones de hidrocarburos sin
asfaltenos, siendo la biodegradacién del 62 +9% en medio liquido y 52 +0.9% en

medio sélido.

¢ El mayor grado de mineralizacién se obtuvo con el consorcio microbiano seguido de
las bacterias y los hongos. En el cultivo del consorcio y las bacterias se present6 la
emulsificacion de los hidrocarburos lo que favorecié su biodisponibilidad y por lo

tanto la biodegradacion.

¢ La biodegradacion de las fracciones en medio liquido fue: alifaticos (70%),
aromaticos (60%) y polares 38%. En medio sélido fue: alifaticos (78%), aromaticos

(12%) y polares (10%).

¢ Del consorcio aislado de la rizésfera de Cyperus laxus Lam. se aislaron siete especies
que crecieron sobre AST y cuatro sobre PDA, solo se identificoé Pseudomonas

aeruginosa, dos hongos del género Aspergillus sp. y uno del género Penicillium sp.
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Recomendaciones

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo se recomienda para estudios

posteriores lo siguiente:

Para una mejor comprension de la biodegradacion de los hidrocarburos por el consorcio
se sugiere identificar las cepas aisladas (hongos y bacterias) que lo constituyen y evaluar
su capacidad individual de biodegradacién asi como las posibles interacciones entre

éstas.

Para favorecer la biodegradacion de los hidrocarburos se recomienda establecer las

condiciones de cultivo (relaciéon C/N) que estimulen la produccién de biosurfactantes.

Evaluar la presencia de exudados de la planta durante la biodegradacién con el

CoNnsorcio.

Determinar la biodegradaciéon de los hidrocarburos por el consorcio en suelo

intemperizado.
Evaluar métodos alternativos para la cuantificacion de microorganismos (ntimero mas

probable y métodos de biologia molecular) y para su conservaciéon durante los

experimentos de biodegradacion.
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