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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue aislar y seleccionar microorganismos in vitro con
capacidad de biorremediacion de suelo contaminado por hidrocarburos. La
metodologia efectuada contempld la realizacion de un muestreo del suelo
contaminado con diesel, mediante el uso de cuadrantes de 5 X 5 m (25m?), de
donde se obtuvieron 10 muestras representativas de 1 kg . A cada muestra se
le determind el porcentaje de Carbono total por el método (Walkley Black, 1964)
y Nitrégeno total (Kjeldalh,1964). Posteriormente a cada muestra de suelo se
les realizd la extraccion de los microorganismos mediante la técnica de
extraccion acuosa, la extracciéon fue utilizada para la siembra en placa de los
microorganismos, el crecimiento microbiano fue utilizado para el aislamiento de
dichas cepas, para posteriormente inocularse en un medio selectivo. En base a
esto se realizd la prueba de confirmacion mediante la técnica de tincion de
Gram donde se observaron las colonias de los microorganismos, los géneros
aislados fueron Pseudomonas y Streptomyces. Posteriormente se realizo la
determinacion del porcentaje de Carbono y Nitrdgeno (C:N) después de la
inoculacién de los microorganismos en medio de cultivo selectivo liquido, la
comparacion correspondiente de los porcentajes antes y después de las
determinaciones, las relaciones de C:N menores de 150 indican que
Pseudomonas y Streptomyces son microorganismos con capacidad de
degradar hidrocarburos y que estos pueden ser aislados facilmente de los

mismos suelos contaminados con diesel.



INTRODUCCION

El desarrollo de la industria petrolera en México, se convirti6 en una de las
principales productoras mundiales de hidrocarburos y sus derivados, si bien ha
sido el sustento de la economia nacional, también hay que sefalar que ha
provocado la alteracion de los ecosistemas mediante la contaminacién del aire,
agua y suelo, principalmente debida a la insuficiente informacion y la poca
investigacion que existe sobre la contaminacion del suelo por hidrocarburos y

sus derivados (diesel).

Durante mucho tiempo y hasta hace poco, nadie se preocupaba por los
derrames de hidrocarburos en el suelo dando por hecho que a través de la biota
del suelo la naturaleza limpiaba el ambiente, pero segun fue cambiando la
composicion de los hidrocarburos y al aumentar la cantidad de derrames
accidentales y complejidad de estos, ha ocasionado que la capacidad
degradativa y amortiguadora de los microorganismos sea lenta y dificil para su
degradacion. En la actualidad existen un gran nuimero de técnicas para
disminuir la contaminacién por hidrocarburos en el suelo, sin embargo, la
biorremediacién es una de las mejores opciones para la recuperacion de suelos
contaminados por hidrocarburos, debido a su bajo costo y el uso de
microorganismos para la degradacion de las sustancias téxicas convirtiéndolas,

en dioxido de carbono, agua y sales inocuas.

La biorremediacion se logra mediante el aislamiento y cultivo de bacterias
endémicas con capacidad de adaptacién a las condiciones ambientales y a las

caracteristicas del suelo en el sitio del tratamiento.



OBJETIVOS

Objetivo General
Aislar y seleccionar microorganismos in vitro con capacidad de biorremediacion
de suelo contaminado por hidrocarburos.

Objetivos Especificos
1. Aislar microorganismos nativos de suelos contaminados, con
posibilidades para biorremediacion
2. Determinar la relacion C:N de las muestras de suelo contaminado con
diesel antes de la inoculacién de los microorganismos.
3. Determinar la relacion C:N de las muestras in vifro de diferentes

hidrocarburos, después de la inoculacién de microorganismos aislados.

Hipotesis
Los suelos contaminados por hidrocarburos favorecen la proliferacion de

microorganismos factibles para usar como agentes biorremediadores.



REVISION DE LITERATURA

Uno de los mayores problemas a que se enfrenta el mundo industrializado es la
contaminacién del aire, agua y suelo. Solamente en Europa del oeste se
encuentran contaminados mas de 350,000 sitios Muchos de los suelos
contaminados en México han sido resultado de un manejo inapropiado del
transporte y almacenaje del petréleo y sus derivados (Bojorquez et al.,1995).
Por la importancia econémica que representa el petréleo para México y, ante la
demanda en el mercado exterior, a pesar de las fluctuaciones de su precio, se
ha intensificado su explotacion lo cual representa el renglon mas fuerte en la
captacion de divisas (Pemex, 2000). México es el cuarto productor de petréleo
en el mundo, con una produccion diaria de 3 millones de barriles, exportando
1.4 millones de barriles diarios. Este producto se exporta a Canada, Estados
Unidos, Centroamérica, Esparia, Francia, Yugoslavia, Japon e Israel (Ayllon et
al., 1994).

De acuerdo con estadisticas de la Procuraduria Federal de Proteccion al
Ambiente cada afio se presentan en México un promedio de 550 sitios
contaminados con materiales y residuos peligrosos. Dentro de los compuestos
peligrosos mas comunmente involucrados se encuentran el petréleo y sus
derivados (gasolinas, combustéleo, diesel), agroquimicos, gas LP y natural,
entre otros (PROFEPA, 1999).

Politica Ambiental

La integracion de una Politica Ambiental para la proteccion de los suelos y su
remediacion es un elemento fundamental de enlace entre la Ley General del
Equilibro Ecolégico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA) que es el
instrumento fundamental que introdujo la modificacion en el régimen de las
autorizaciones de obras o actividades "que pueden causar desequilibrios

ecoldgicos o rebasar los limites y condiciones establecidos en las disposiciones



aplicables para proteger el ambiente, preservar y restaurar los ecosistemas, a
fin de evitar o de reducir al minimo sus efectos negativos sobre el ambiente. Y
las diferentes partes que intervienen en el marco de la problematica ambiental.
Esta politica busca establecer el marco institucional que permita proteger a los
suelos entendiendo la problematica relacionada con su contaminacion, con el
fin de plantear las medidas preventivas y las relativas a su remediacion. Para
ello, es necesario que los diferentes actores consideren la naturaleza de los
contaminantes, la actividad que les di6 origen, su toxicidad, las concentraciones
observadas, el ordenamiento ecoldgico o programas de desarrollo urbano que
resulten aplicables, como también el riesgo toxicolégico y ecotoxicologico
derivado de la presencia de sustancias nocivas (Diario Oficial de la Federacion,
1996).

Marco Juridico y Normatividad Vigente

La proteccion de los elementos naturales del suelo queda alineada en el ambito
general de la LGEEPA, por lo mismo, son aplicables sus instrumentos de
control, la ordenacion ecoldgica del territorio, la manifestacion del impacto
ambiental para obras y actividades petroleras, la adopcidon de medidas de
proteccion en areas naturales, a través del Instituto Nacional de Ecologia (INE)
y la PROFEPA, 6rganos desconcentrados de la Secretaria de Medio Ambiente,
Recursos Naturales y Pesca, en la inspeccion, vigilancia y aplicacion de

medidas para la conservacion y preservacion del ambiente (Diaz, 1995).

La LGEEPA en 1996 establece en cuatro articulos los aspectos para atender la
contaminacion del suelo:

» 134. Menciona los criterios de la prevencidon y control de la

contaminacion; parrafo |. Corresponde al estado y la sociedad prevenir la

contaminacién del suelo. |l. Deben controlarse los residuos en tanto que



constituyen la principal fuente de contaminacién del suelo; IV. Se
establece que en los suelos contaminados por la presencia de materiales
o residuos peligrosos, deberan llevarse a cabo acciones necesarias para
recuperar o restablecer sus condiciones, de tal manera que puedan ser
utilizados en cualquier tipo de actividad prevista por el programa o de
ordenamiento ecolégico que resulte aplicable.

> Art. 136. Los residuos que se acumulen o puedan acumularse y se
depositen o .infiltren en los suelos deberén reunir las condiciones
necesarias para prevenir o evitar: 1. Contaminacion del suelo; Il. Las
alteraciones nocivas en el proceso biolégico de los suelos; lll. Las
alteraciones en el suelo que perjudiqguen su aprovechamiento, uso o
explotacion y; IV. Riesgos y problemas de salud.

> Art. 139. Toda descarga, depédsito o infiltracion de sustancias o
materiales contaminantes en los suelos se sujetaré a lo que disponga
esta ley, la ley de Aguas Nacionales, sus disposiciones reglamentarias y
las Normas Oficiales Mexicanas.

» Art. 140. La generacion, manejo y disposicion final de los residuos de
lenta degradacion debera sujetarse a la que establezca en las Normas
Oficiales Mexicanas que al respecto expida la Secretaria, en

coordinacion con la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial.

Alternativas de remediaciéon de suelos contaminados

El término “tecnologia de tratamiento” implica cualquier operacion unitaria o
serie de operaciones unitarias que altera la composicidon de una sustancia
peligrosa o contaminante a través de acciones quimicas, fisicas o biolégicas de
manera que reduzcan la toxicidad, movilidad o volumen del material

contaminado (Sellers, 1993).



El uso de una tecnologia de remediacion en particular depende, ademas de los
factores especificos del sitio y de las propiedades fisicoquimicas del
contaminante, de su disponibilidad, de la fiabilidad demostrada o proyectada, de

su estado de desarrollo (laboratorio, escala piloto o gran escala) y de su costo.

Las tecnologias de remediacion pueden clasificarse de diferentes maneras, en

base a los siguientes principios (Sellers, 1993):

> Estrategias de remediacion.
> Lugar en que se realiza el proceso de remediacion.

» Tipo de tratamiento.

Es importante mencionar que cada una de estas agrupaciones proporciona
diferente informacion acerca de las tecnologias de remediacion. A continuacion

se describen con mas detalle las clasificaciones anteriores.

Estrategias de remediacion

Son tres estrategias basicas que pueden usarse separadas o0 en conjunto, para

remediar la mayoria de los sitios contaminados (Sellers, 1993):

» Destruccion o modificacion de los contaminantes: Este tipo de

tecnologias busca alterar la estructura quimica del contaminante.

» Extraccion o separacion: Los contaminantes se extraen y/o separan del
medio contaminado, aprovechando sus propiedades fisicas o quimicas
(volatilizacion, solubilidad, carga eléctrica).

» Aislamiento o inmovilizacién del contaminante: Los contaminantes
son estabilizados, solidificados o contenidos con el uso de métodos fisicos

0 quimicos.



Lugar de realizacion del proceso de remediacion

En general, se distinguen dos tipos de tecnologias (Eweis et a/, 1998):

» In situ: Son las aplicaciones en las que el suelo contaminado es tratado,

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

donde se encuentra la contaminacion.

» Ex situ: La realizacion de este tipo de tecnologias, requiere de

excavacion, dragado o cualquier otro proceso para remover el suelo
contaminado antes de su tratamiento que puede realizarse en el mismo

sitio (on site) o fuera de él (off site).

Ventajas y desventajas de las tecnologias de remediacion

Las ventajas, desventajas de las tecnologias in sifu y ex situ son las

siguientes(Eweis ef al., 1998):

>

Ventajas In situ: Permiten tratar el suelo sin necesidad de excavar ni
transportar y es muy econémica.

Ventajas Ex situ: Menor tiempo de tratamiento, son mas seguros en
cuanto a uniformidad, es posible homogeneizar y muestrear
periddicamente.

Desventajas In situ: Mayores tiempos de tratamiento, pueden ser
inseguros en cuanto a uniformidad: heterogeneidad en las caracteristicas
del suelo y dificultad para verificar la eficacia del proceso.

Desventajas Ex situ: Necesidad de excavar el suelo, aumento en costos
e ingenieria para equipos, debe considerarse la manipulacion del

material y la posible exposicion al contaminante.



Tipos de tratamientos

Esta clasificacion se basa en el principio de la tecnologia de remediacion y se
divide en tres tipos de tratamiento (EPA, 1994):

» Tratamientos bioldgicos (biorremediacion): Utilizan las actividades
metabolicas de ciertos organismos (plantas, hongos, bacterias) para

degradar (destruccion), transformar o remover los contaminantes a
productos metabdlicos inocuos.

» Tratamientos fisicoquimicos: Este tipo de tratamientos, utiliza las
propiedades fisicas y/o quimicas de los contaminantes o del medio
contaminado para destruir, separar o contener la contaminacion.

» Tratamientos térmicos: Utilizan calor para incrementar la volatilizacion
(separacion), quemar, descomponer o fundir (inmovilizacién) los

contaminantes en un suelo.

Ventajas y desventajas de los tipos de tratamientos

Las ventajas y desventajas de los tipos de tratamientos son los siguientes (
EPA, 1994):

» Ventajas de los tratamientos biolégicos: Son efectivos en cuanto a
costos, son tecnologias mas benéficas para el ambiente, los
contaminantes generalmente son destruidos y se requiere un minimo o
ningun tratamiento.

> Desventajas de los tratamientos biologicos: Requieren mayores
tiempos de tratamiento, es necesario verificar la toxicidad de
intermediarios y/o productos, no pueden emplearse si el tipo de suelo no

favorece el crecimiento microbiano.



> Ventajas de los tratamientos fisicoquimicos: Son efectivos en cuanto

a costos, pueden realizarse en periodos cortos, el equipo es accesible y
' no se necesita de mucha energia ni ingenieria.

> Desventajas de los tratamientos fisicoquimicos: Los residuos
generados por las técnicas de separacion, deben tratarse o disponerse:
aumento en costos y necesidad de permisos, los fluidos de extraccion
pueden aumentar la movilidad de los contaminantes: son necesarios los
sistemas de recuperacion.

> Ventajas de los tratamientos térmicos: Permite tiempos rapidos de
limpieza.

» Desventajas de los tratamientos térmicos: Es el grupo de tratamientos
mas costoso, los costos aumentan en funcion del empleo de energia y

equipo, son Intensivos en mano de obra y capital.

Ademas de las clasificaciones anteriores, las tecnologias de remediacion
pueden clasificarse en base al tiempo que llevan en el mercado y al grado de
desarrollo en el que se encuentran, en tecnologias tradicionales y en
tecnologias innovadoras (EPA, 1994):

> Tecnologias tradicionales: Son tecnologias utilizadas comunmente a
gran escala, cuya efectividad ha sido probada. La informacion disponible
acerca de costos y eficiencia es de facil acceso. Entre las tres
tecnologias tradicionales usadas con mayor frecuencia, se encuentran: la
incineracion in situ y ex situ, la solidificacion/estabilizacion, la extraccion
de vapores y la desorcién térmica.

> Tecnologias innovadoras: Son tecnologias propuestas mas
recientemente, que pueden encontrarse en diferentes etapas de
desarrollo (investigacion, escala piloto o gran escala). Su limitado

numero de aplicaciones genera la falta de datos acerca de sus costos y
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eficiencias. En general, una tecnologia de tratamiento se considera

novedosa si su aplicaciéon a gran escala ha sido limitada.

Criterios que deben ser considerados para elegir la(s) tecnologia(s) de
remediacion

Los criterios pera elegir las tecnologias de remediacion son los siguientes (EPA,
1994):

Exploracion inicial de alternativas
> Costo.
> Efectos de las alternativas.

> Practicas de ingenieria aceptables.

Analisis detallado de las alternativas
Especificacion a detalle.

Uso de alternativas.
Costos detallados.

>

>

>

> Posibilidades de construccion.

> Efectividad de una tecnologia en comparacion con otras tecnologias.
>

Analisis de impactos adversos.

Comparacion entre tecnologias
» Menor costo.

> Viabilidad y confiabilidad.

» Disminucion (mitigacién) de la contaminacién con un dafio minimo.

Biorremediacion

El término biorremediacion se utiliza para describir una variedad de sistemas
que utilizan organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, entre otros) para
degradar, transformar o remover compuestos organicos toxicos a productos

metabdlicos inocuos o menos toxicos. Esta estrategia biologica depende de las
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actividades catabolicas de los organismos, y por consiguiente de su capacidad
para utilizar los contaminantes como fuente de alimento y energia (Van Deuren
et al., 1997).

La biorremediacion puede emplear organismos propios del sitio contaminado
(autoctonos) o de otros sitios (exdgenos), puede realizarse in situ o ex situ, en
condiciones aerobias (en presencia de oxigeno) o anaerobias (sin oxigeno)
(Eweis et al., 1998). Aunque no todos los compuestos organicos son
susceptibles a la biodegradacion, los procesos de biorremediacion se han
usado con éxito para tratar suelos, lodos y sedimentos contaminados con
hidrocarburos del petroleo (HTPs), solventes (benceno y tolueno), explosivos
(TNT), clorofenoles (PCP), pesticidas (2,4-D), conservadores de madera
(creosota) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) (Van Deuren et al.,
1997).

Para el caso del tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos se
requiere una concentracion minima de microorganismos degradadores
especificos de 10° a 10* UFC/g™ suelo (UFC: unidades formadoras de colonias)
y de microorganismos heterotrofos totales de 10° a 10° UFC/g" de suelo. En
estos casos generalmente no se necesita inoculacion de los microorganismos.
Si esta masa critica no es suficiente se puede lograr un incremento importante
de los microorganismos estimulando la poblacion microbiana existente en el
suelo contaminado mediante la inoculacién, cometabolismo y biomagnificacion
(Semple et al ., 2001):

» Inoculacién: Este proceso incorpora microorganismos al suelo para
realizar una funcion especifica, como es la degradaciéon de
contaminantes. Los microorganismos pueden ser comerciales o
preparados para un fin especifico. La inoculacion se usa cuando los

microorganismos del suelo no pueden degradar el contaminante
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presente, o cuando se produce inhibicion por presencia de sales o
metales pesados o cuando no alcanzan la masa critica necesaria. Como
desventaja, los microorganismos inoculados pueden desplazar a los
existentes en el suelo por competencia y lograr poco efecto degradativo
(detener el proceso) o bien pueden no adaptarse a las condiciones
ambientales del lugar. También puede ocurrir que no puedan competir
con los microorganismos locales y el efecto sera nulo.
Biomagnificacion: Este proceso implica incrementar drasticamente la
masa microbiana del suelo mediante la adicidon de microorganismos
similares a los presentes en el suelo obtenidos mediante cultivo en
reactores biolégicos. Los microorganismos se obtienen del suelo
contaminado del lugar. En laboratorio se definen los consorcios
microbianos mas adecuados en base a tolerancia a sales y sustancias
inhibidoras y también a la capacidad de degradacién de hidrocarburos.
De esta forma se pueden tener consorcios que actuan en forma
simbidtica y que resisten concentraciones de 10 % del hidrocarburo en
medio liquido (sin restricciones de transferencia de masa) y hasta 13 %
de NaCl en el medio ligido. Una vez obtenido el consorcio mas adecuado
se produce una masa importante de microorganismos y se llevan a
campo para reforzar la actividad de los que ya existen en el mismo. En
algunos casos, dependiendo del tipo de contaminante presente, puede
ser necesario inocular varias veces.

Co-metabolismo: Se da en casos de sustratos complejos donde los
microorganismos consumen un compuesto y producen enzimas para
transformar cierto compuesto, sobre el que no pueden crecer, en uno

asimilable por su metabolismo.
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Bacterias utilizadas en la degradacién de hidrocarburos en el suelo

Por definicién, una bacteria, pertenece al grupo de organismos procarioticos,
unicelulares, pertenecientes al reino Monera, por lo general se multiplican por
fisién binaria, cada célula en la colonia es fisiolégicamente independiente, aun
cuando esté influida por los cambios del medio, producidos por las células

vecinas (Alexander, 1971).

> Streptomyces sp. Las bacterias del género Streptomyces son Gram-
positivas, aerobias estrictas, catalasa-positivas y quimioorganotrofica,
son microorganismos filamentosos saprofitos, se encuentran
principalmente en los suelos de pH mayor de 7, aunque también existen
especies acuaticas. Existen cerca de 500 especies reconocidas. Los
filamentos suelen tener un Diametro de 0.5 a 1.0 um y de Longitud
variable, pueden formar filamentos aéreos abundantes Ilamados
esporoéforos, las esporas son llamadas conidios que se producen por la
formacion de septos transversales. Los conidios y esporoforos
generalmente son pigmentados y con colores caracteristicos. Algunos de
estos microorganismos son productores de antibidticos (Estreptomicina,
Neomicina, Nistatina, Cloramfenicol y otros), otras son productoras de
vitaminas (Streptomyces olivaceus). Se les considera agentes patdégenos
productores de infecciones sistémicas, sin embargo aun no esta bien
definido su papel de agente patdogeno. La identificacion de estas
bacterias sigue siendo dificil, y aun hoy en dia su diagnostico y
clasificacion principal mente se basa en el estudio de las caracteristicas
morfolégicas (macro y microscopicas), en las quimiotaxondémicas y en las
bioquimicas. Sus caracteristicas de la composicion quimica son las
siguientes : GC%: 69 a 78 % (guanina-citosina).Tipo de pared y perfil
de composicion quimica de la pared celular: Pared tipo [; contiene

acido diaminopimélico (L-DAP), glicina, ausencia de polisacaridos o
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acidos micélicos. La composicién en L-DAP es especifica en los géneros
Streptomyces, Nocardioides e Intrasporangium. Menaquinona
predominante: Tipo MK-9 (4) (Williams, et al.,1989).

» Pseudomonas sp: Las bacterias del género Pseudomonas son Gram —
negativos estrictamente aerobios, se mueven mediante un flagelo polar,.
poseen un citocromo inusual en su cadena de electrones detectable en
la colonias por un método colorimétrico: el test de la oxidasa, son
oxidasa positivas, producen acidos organicos e inorganicos como
principal mecanismo microbiol6gico para solubilizar el fésforo en el suelo,
tornando los fosfatos insolubles a formas solubles .Son un componente
importante de la comunidad bacteriana de la rizésfera, por poseer un
periodo de latencia reducido y una rapida velocidad de crecimiento.
Tienden a disminuir el pH del medio que los circunda metabolizando
azUucares de los exudados de las raices, produciendo pigmentos
fluorescentes con capacidad inhibidora de bacterias y hongos
fitopatdégenos al sintetizar antibiéticos como la pirrolnitrina. Una especie
de Pdeudomonas es un importante patégeno humano: Pseudomonas
aeruginosa, "el" patdégeno oportunista por excelencia causa principal de

las infecciones intrahospitalarias.

Factores que afectan el crecimiento bacteriano para la biorremediacion de
suelos

Estos factores son los siguientes:
Factores Intrinsecos

Los factores intrinsecos son aquellos que tienen que ver con la alimentacién de

los microorganismos. Dentro de este grupo esta el pH, actividad de agua,
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potencial de oxido reduccion, cantidad de elementos nutritivos y degradacion
biolégica (EPA, 1994).

> pH: El pH del suelo es importante para el desarrollo de los
microorganismos degradadores, siendo los mas adecuados los
comprendidos entre 6 y 8. Cuando el pH excede de 8 se debe disminuir
el mismo mediante adicion de azufre al suelo. Si es menor de 6 se puede
incrementar mediante la incorporacion de carbonato de calcio o hidroxido
de calcio al suelo.

> Actividad del agua (aw): Como actividad de agua se conoce la cantidad
de agua libre disponible para el crecimiento microbiano y para los
procesos quimicos y enzimaticos, la actividad de agua a la cual crecen
las bacterias Gram negativas es de 0.97 y las Gram positivas de 0.90.

> Oxidacion: La oxidacion se presenta en el suelo afectando a muchos
compuestos quimicos aromaticos experimentando una oxidacion de
radical libre, por ejemplo, benceno, bencidina, etilbenceno, naftaleno y
fenol. Otro segundo grupo, incluye, tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD),
hexaclorobenceno, hexaclorociclopentadieno, bifenilos polibromados
(PBB’s) y policlorados (PCB’s) y no aromaticos.

» Reduccion: La reduccién es definida en términos de transferencia de
electrones, involucra a compuestos organicos en sistemas de agua-
arcilla. El efecto se acelera al aumento de agua sugiriendo la existencia
del mecanismo de transferencia de un electrén donde la arcilla actua
como un aceptor. En general, uno puede esperar que un quimico
organico puede experimentar una reduccion quimica si el potencial del
suelo es menor que el compuesto organico en cuestion.

> Elementos nutritivos: Los elementos nutritivos son substancias
quimicas necesarias para el desarrollo de los microorganismos y se
pueden dividir en cuatro grupos: fuentes de Carbono, Fésforo, Nitrogeno

y oligoelementos o elementos minoritarios (micro elementos). La fuente
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de carbono en este caso es el contaminante, y proporciona el carbono
necesario para producir compuestos celulares, productos metabdlicos
(CO,, agua, enzimas) y microorganismos (debido a la reproduccion de
los mismos). La fuente de Nitrégeno proporciona el elemento necesario
para la produccion de aminoacidos y enzimas. Dado que la utilizacion de
estos compuestos es muy rapida los suelos no alcanzan a cubrir todas
las necesidades del proceso y deben ser incorporados bajo la forma de
fertilizantes de uso agricola como urea o sulfato de amonio. La fuente de
fosforo interviene en la formacion de compuestos energéticos dentro de
la célula que se utilizan en los procesos de reproduccion y degradacion.
Dado que la utilizacién de este compuesto es muy rapida, los suelos no
alcanzan a cubrir todas las necesidades del proceso y deben ser
incorporados bajo la forma de fertilizantes de uso agricola como fosfato
diamonico o fosfato tricélcico. La fuente de oligoelementos constituye un
conjunto variado de elementos como hierro, cobre, zinc, azufre, cobalto,
manganeso, magnesio, calcio y otros compuestos que dependen del tipo
de microorganismo y del proceso que se realiza. Las concentraciones de
los mismos son muy pequenas (menos de 1 ppm en total). Normalmente
no se incorporan en los procesos de campo ya que el suelo provee estos
elementos en cantidades suficientes aunque en algunos casos es
necesario incorporar algunos gramos por hectarea para tratar algun
contaminante muy especifico. También es necesario disponer de potasio
en concentraciones bajas. Normalmente los suelos poseen potasio en
cantidades suficientes. La dosificacion de Nitrogeno y Fésforo se realiza
en funcion de la concentracion de contaminante de acuerdo a una
relacion que vincula C:N:P 100:10:1 a 100:2:0,2 segun la técnica con que
se mida la concentraciéon de hidrocarburo que se toma como referencia y
que aporta un 80 % de su masa como carbono al proceso.

Degradacién Bioldgica: Es importante notar la presencia de

microorganismos nativos del suelo que tienen un papel fundamental en la
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ausencia y/o permanencia de compuestos organicos, siendo considerado
como una via de pérdida de los compuestos organicos volatiles, llamada
biodegradacion; los compuestos quimicos que poseen otras estructuras
que los azucares, aminoacidos y acidos grasos, no pueden entrar
inmediatamente dentro del metabolismo microbiano; esos compuestos
requieren de una aclimatacion definida en horas o meses, durante el cual
poco 0 nada se degrada. El periodo de retraso generalmente es causado
por: a) la transferencia de la informacion genética responsable de la
degradacion para una poblacidon, y b) la fase inicial de crecimiento
exponencial de organismos capaces de degradar el compuesto, la alta
solubilidad al agua que puede favorecer una rapida degradacion, pero
puede existir una acumulacién a largo plazo de los productos de

descomposicidn recalcitrante.
Factores Extrinsecos

Los factores extrinsecos son los que tienen que ver con el ambiente donde se
almacenan los alimentos. Entre ellos estan la temperatura y la humedad (EPA,
1983).

> Temperatura: La temperatura influye en la velocidad de degradaciéon
marcadamente, dependiendo del tipo de microorganismos disponibles.
Normalmente las temperaturas mas adecuadas se encuentran entre 20 °
C y 40 ° C, (los microorganismos que trabajan a estas temperaturas se
denominan mesofilos). La velocidad de degradacion aumenta con la
temperatura, por lo que un incremento de la misma es util. Cuando
supera los 40 ° C se produce una disminucion de la actividad microbiana,
o bien se produce una rotacion poblacional hacia especies mas
resistentes a las altas temperaturas, como ocurre en los procesos de

compostaje en donde se alcanzan temperaturas de 65 ° C.
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> Humedad: EI agua es importante para el desarrollo de los
microorganismos ya que actiua como medio de transporte de elementos
nutritivos y oxigeno a la célula. Es conveniente mantener una humedad
del orden del 70 % de la capacidad de campo, la cual se define como la
masa de agua que admite el suelo hasta la saturacion, que depende de
cada tipo de suelo. Un exceso de humedad produce inhibicion del
proceso por anaerobiosis. Un déficit impide el desarrollo de los

microorganismos.
Factor implicito

Dentro del factor implicito se encuentra lo siguiente (Télgyessy, 1993).

> Metabolismo: No todas las bacterias tienen la capacidad de crecer en
suelos contaminados por hidrocarburos, aun cuando encuentren
condiciones optimas. Esto es debido al estado como se encuentran los

diferentes componentes.

Importancia de la biorremediaciéon ambiental

Un suelo contaminado constituye un riesgo potencial, aunque en lo inmediato
no se perciban las consecuencias de dicha contaminacion. Actividades mal
planeadas, como cambio en el uso del suelo, trabajos de drenajes o de
excavacion realizados sobre un sitio contaminado, pueden hacer que este
riesgo se vuelva significativo. Sitios contaminados por modos de produccion y
de consumo inadecuados que no son orientados hacia un desarrollo
sustentable, no deben ser abandonados u olvidados, hipotecando su posible
aprovechamiento. La remediacién de un suelo contaminado no soélo corrige la
situaciéon, sino también busca su revalorizacion, ecologica y econdmicamente
viable. Es decir, volver a dar al suelo un uso maximo y reintegrarlo al ciclo del

desarrollo sustentable. La biodegradacion de Hidrocarburos del Petréleo (HP)
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por las poblaciones microbianas nativas representa uno de los principales
mecanismos por el cual el petréleo y sus derivados (diesel) pueden disminuir

considerablemente su presencia en el suelo (Gutiérrez, 1990).

Situacion actual de la biorremediacion a nivel Mundial

De acuerdo con estudios realizados en los Estados Unidos de América y el
Reino Unido, el mercado de la biorremediacion para el tratamiento de suelos
contaminados se ha incrementado debido a que los costos pueden reducirse

entre 65% y 80%, respecto de los métodos fisico-quimicos (Zechendorf, 199).

La aceptacion de la biorremediacion como una estrategia de limpieza viable, en
muchos casos, depende de sus costos. Es decir, cuando el método bioldgico
propuesto es menos costoso que los tratamientos fisicos y quimicos viables
para el tratamiento de un sitio y de un contaminante en particular. Asimismo,
muchas de las estrategias de biorremediacién son competitivas en términos de

costos y eficiencia sobre una matriz contaminada (Semple et al., 2001).

Situacion actual de la biorremediacion en México

En el mercado ambiental de México, actualmente existe una cantidad
considerable de empresas nacionales e internacionales que ofrecen diferentes
tipos de tecnologias para la remediacion de sitios contaminados. Asimismo, con
el proposito de establecer un control acerca de las tecnologias que se ofreceny
conocer sus posibilidades reales de éxito, se inicio en la Zona Metropolitana de
la Ciudad de México el 18 de agosto de 1997, la aplicacion obligatoria de la
Licencia Ambiental Unica (LAU), para todas aquellas empresas que realizan
trabajos de remediacion de suelos. De conformidad con el acuerdo sectorial
publicado en el Diario Oficial de la Federacion (DOF) del 11 de abril de 1997.
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Posteriormente, se publico el acuerdo delegatorio respectivo en el DOF del 3 de
diciembre de 1998, y a partir del 4 de enero de 1999 la LAU es emitida por las
delegaciones federales de la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) en los estados de Aguascalientes, Baja California,
Coahuila, Chihuahua, México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nuevo LeoOn,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala y Veracruz.
Para el resto de los estados, el tramite de la licencia esta centralizado
(SEMARNAT 2002).

De las tecnologias que ofrecen las empresas que cuentan con permisos para
remediar suelos contaminados, todas estan enfocadas exclusivamente a la
remediacion de sitios contaminados por compuestos organicos. Dentro de los
contaminantes tratados con mayor frecuencia, se encuentran los Hidrocarburos
Totales de Petréleo los (HTP) y los Hidrocarburos Aromaticos policiclicos
(HAP), lodos aceitosos, lodos de perforaciéon y recortes de perforacion. De un
total de 57 empresas autorizadas, ninguna ofrece servicios para la restauracion
de suelos contaminados por metales. De acuerdo con datos proporcionados por
40 empresas autorizadas para remediar suelos contaminados por diferentes
tipos de contaminantes, dentro de las tecnologias mas comunmente empleadas
se encuentran las bioldgicas (biorremediacion, con 48%), siendo las mas
utilizadas el composteo y la biolabranza. El lavado de suelos, la oxidacidon
quimica y la separacion fisica constituyen otra parte importante de las
tecnologias mas empleadas en México (SEMARNAT 2002). A pesar de que
existe informaciébn acerca de las tecnologias de biorremediacién que se
emplean en México, se aprecian ciertas deficiencias en el manejo vy
conocimiento de estos procesos por algunas de las empresas dedicadas a esta
actividad. Este hecho se debe, en parte, a que muchas de estas empresas no
cuentan con profesionales en microbiologia o biotecnologia, debido a que su
principal actividad para realizar los trabajos de biorremediacion consiste en

importar formulaciones (concentrados bacterianos o enzimaticos, agentes tenso
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activos y mezclas de elementos nutritivos, entre otros) para venderlas en
México. Muchos de estos productos, ademas, carecen de informacion acerca
del contenido y su eficiencia no se ha demostrado para las condiciones
climaticas que predominan en él. La remediacién de estos suelos requieren de
aproximadamente 100 millones de ddlares, ya que se estima que el precio
promedio de remediacion por m> es del orden de 60 ddlares para el caso de los
residuos metalicos y 40 délares para otros tipos de contaminantes como acidos
e hidrocarburos, cifra a la que se le sumaran las erogaciones de los trabajos de
remediacion de las zonas petroleras de México, de las cuales, se tendra
precision tan pronto se concluyan los trabajos de diagnéstico que PEMEX esta
realizando (Saval 1998).

Caracteristicas de los Hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos formados por atomos de carbono e
hidroégeno, de gran abundancia en la naturaleza, presentes principalmente en el
petréleo (Chappin, 1988 ). Se considera a los hidrocarburos de petréleo como
una mezcla liquida compleja de gases, liquidos y sélidos, existiendo pequenas
cantidades de mezclas de nitrégeno, oxigeno y azufre, ademas de contener
compuestos de hierro, niquel, vanadio y otros metales, de manera general, el
petréleo tiene una proporciéon de 76 a 86% de carbono, e hidrogeno de 10 a
14%. Son los compuestos organicos mas simples y pueden ser considerados
como las sustancias principales de las que se derivan todos los demas
compuestos organicos. Los hidrocarburos se clasifican en dos grupos
principales, de cadena abierta y ciclicos. En los compuestos de cadena abierta
que contienen mas de un atomo de carbono, los atomos de carbono estan
unidos entre si formando una cadena lineal que puede tener una o mas

ramificaciones. En los compuestos ciclicos, los atomos de carbono forman uno
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o mas anillos cerrados. Los dos grupos principales se subdividen segun su

comportamiento quimico en saturados e insaturados (PEMEX, 1988).

Caracteristicas fisicoquimicas de algunos derivados del petréleo

Las caracteristicas fisicoquimicas de algunos derivados del petréleo son los

siguientes (Gessner, 1975):

> Hexano: Hexano, n- (n-hexane). CH3(CH)4CHs sus propiedades son las
siguientes: Liquido volatil, incoloro; olor débil; punto de ebullicion
68.742°C; punto de fusidén 95°C; indice de refraccion (n20/D),1,37486;
punto de inflamacién 23°C. Temperatura autoignicion 260 °C; soluble en
alcohol, acetona y éter; insoluble en agua, su obtencion es por medio de
la destilacion fraccionada del petrdleo (proceso de tamiz molecular). Sus
calidades son las siguientes; 85%, 95%, 99% para espectroscopia, para
investigacion nanogrado. Sus usos es la siguiente: Disolventes,
especialmente para aceites vegetales; termometros para baja
temperatura; calibraciones; diluyente de pintura; desnaturalizante del
alcohol.

> Diesel: Diesel, fueloil ( diesel oil) (Aceite combustible numero 2), es el
combustible para los motores y es obtenido de
la destilacion del petroleo. Su eficiencia se mide mediante el llamado
nuimero de cetano. Esta compuesto principalmente por carburos
alifaticos, su volatilidad es semejante a la del gas oil. Punto de
inflamacién es de 44-88°C; Su punto de ebullicion menor de 1. Es
moderadamente téxico, inflamable y presenta un moderado riesgo de
incendio. Es usado como combustible para camiones, barcos y otros
medios de locomocidn pesados; lodo de perforacion; control de

mosquitos (revestimiento de aguas reproductoras).
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» Xileno: Alfa, alfa-diol, para-(para-xylene-alpha, alpha diol).
CsH4(CH20H),, es sdlido, blanco y cristalino, su punto de fusion es de
118°C, punto de ebullicion 138-144°C (0,8-1,0 mm). Ligeramente soluble
en agua (25°C). Pureza aproximadamente al 98% y sus usos en resinas
de poliéster.

Hidrocarburos en el suelo

El suelo y subsuelo constituyen un recurso natural dificilmente renovable que
desempefa funciones entre las que destaca su papel como medio filtrante
durante la recarga del manto acuifero y la proteccién de los mismos, en él
ocurren los ciclos biogeoquimicos, hidrolégicos y las redes tréficas, ademas de
ser el espacio donde se realizan las actividades agricolas, ganaderas y soporte

de la vegetacion (Saval, 1995).

El comportamiento de los contaminantes organicos esta en funcion de sus
caracteristicas fisicas y quimicas (densidad, solubilidad, polaridad, entre otras.),
ademas de las caracteristicas del medio como son la unidad de suelo,
permeabilidad, estructura, tamano de las particulas, contenido de humedad y de
materia organica, asi como la profundidad del manto freatico. Factores
climatolégicos como la temperatura y la precipitacion pluvial también tienen una
gran influencia. Todas las variables en su conjunto definen el tamaro y la
distribucion tridimensional del frente de contaminacién en una zona especifica.
Los compuestos organicos ligeros como las gasolinas, aceites y petréleo crudo
tienden a formar una capa en forma de nata en el nivel freatico y se mueven
horizontalmente en direccion al flujo del agua subterranea. Los compuestos
organicos densos, migran hacia la base del acuifero creando una columna a
partir de la cual pueden moverse en direccion al flujo de agua subterranea,

contaminando asi el acuifero en toda su profundidad (Jury, 1989).
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Propiedades del suelo afectadas por hidrocarburos

Elias-Munguia y Martinez (1991) en Semarnat (1996), concluyeron que las
propiedades fisicas del suelo mas afectadas por derrames de hidrocarburos
son:

» La estructura del suelo debido a la ruptura de los agregados

» Aumento de la retencidn del agua en la capa superficial.

» El potencial hidrico.

Las propiedades quimicas del suelo mas afectadas por un derrame de
hidrocarburos son (Semarnat, 1996):
» Aumento del carbono organico ya que el 75 % del carbono del petrdleo
crudo es oxidable.
» Disminucién del pH, debido a la acumulacién del carbono organico y
generacion de acidos organicos.
» Aumento del manganeso y hierro intercambiable.

» Aumento del fésforo disponible.

Los hidrocarburos se pueden encontrar de la siguiente forma en el suelo (Luthy
et al., 1997).

> Liquida.

» Soluble en el agua del suelo.

» Adsorbidos por el suelo.

> En la atmésfera edafica.

Los efectos tdxicos de los hidrocarburos en el suelo dependeran de (Luthy et
al., 1997).

» La cantidad y composicion del petréleo.

» La frecuencia y tiempo de exposicion.

> El estado fisico del derrame.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del area de estudio

El suelo que se selecciondé para el estudio corresponde a un suelo
contaminado de diesel a causa de un derrame ocurrido de este compuesto en
1999, cuando era transportado en tuberias subterraneas. El lugar afectado es
una propiedad que pertenece a los ejidatarios del Ejido Nombre de Dios,
municipio de Tlahualilo Durango a 10 Km de Bermejillo Durango. Las
coordenadas geograficas son de 25 °, 58’, 40" Lat N, 103 °, 39", 30" Long W. El
laboratorio en el cual se trabajé fue en la Unidad Regional de Zonas Aridas —
Universidad Autonoma Chapingo (URUZA — UACh) .

Trabajo de campo

Toma de muestras. El método que se utilizd en el muestreo fue el cuadrante,
lo cual consistid en seleccionar el sitio donde se tomaron las muestras del suelo
contaminado con diesel , se trazé un cuadrante de 5X5 m (25 m?), donde se
obtuvieron con un barreno sacabocado 10 muestras representativas de 1 kg
cada una en diferentes puntos del cuadrante trazado a profundidades de 30 cm,

fueron puestas en diferentes bolsas y etiquetadas respectivamente.

Trabajo de Laboratorio
Las muestras fueron transportadas al laboratorio, donde se procedié a su

reduccion de tamafo, golpeandolas con un mazo de madera, cada muestra se
crib6é en un tamiz de malla No. 20. El suelo tamizado fue puesto nuevamente

en sus bolsas y etiquetas respectivas. Enseguida se realizo la determinacion del
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Carbono (C) por el método de (Walkley Black, 1964), Nitrdgeno (N) método

(Kjeldahl, 1964) antes de la inoculacion.

Aislamiento de microorganismos de suelos contaminados

La estrategia para el aislamiento y cultivo de microorganismos consistio en lo

siguiente:

Extraccion de los microorganismos del suelo. Este procedimiento consistio
en aislar microorganismos del suelo, mediante una técnica de extraccidon
acuosa de 10 muestras representativas del suelo contaminado con diesel, como
sigue: Se utilizaron 10 vasos de precipitado de 250 ml, a cada uno se le agrego
100 g del suelo tamizado, agua destilada o desmineralizada hasta que se
sobresaturd, se dejaron reposar durante una hora, se filtré cada muestra, el
extracto de suelo de cada muestra se guardé en 10 tubos de ensaye, se tapo
correctamente con papel parafilm y se dejo en refrigeracion y el extracto que
sobro de cada muestra se vacié en un vaso de precipitado de 250 ml. Se
mezclo correctamente y se utilizaron 100 ml en la primera preparacion de medio

de cultivo soélido.

Siembra en placa. El procedimiento para la siembra sélida en placa es la
siguiente: Se preparé medio de cultivo sdlido, consistente en 10 gramos de
Agar Bacterioldgico marca BD Bioxon, 21 g de medio de cultivo Mueller Hinton
Broth, 50 ml de Solucion Madre de Microelementos, 100 ml del extracto de
suelo contaminado con diesel. En un matraz de 1000 ml se agregd 10 g de agar
bacteriolégico, 21 g de medio de cultivo Mueller Hinton Broth, 50 ml de Solucién
Madre de Microelementos, se agitd rapidamente por 10 segundos y se
agregaron los 100 ml del extracto de suelo contaminado con diesel, durante un
minuto se agitd, se puso a bafio maria a una temperatura de 90° C , hasta que

se disolvié perfectamente, con guantes de asbesto se vacio en dos vasos de
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precipitado de 500 ml, se taparon perfectamente los matraces con tapones de
algodéon y gasa y se esterilizd en una olla de presidon con manometro o
autoclave a una temperatura de 110 °C, durante 20 minutos, se dejo enfriar los
medios de cultivo hasta llegar a una temperatura ambiente (aproximadamente
20° C) y se procedi6 a vaciar los medios en 20 cajas de petri desechables sin
separadores esteriliiadas, se dejaron solidificar. A cada caja de petri se le
agregd 1 ml de extracto de las muestras representativas del suelo contaminado
con diesel, se etiquetd cada una y se dejo durante un mes a temperatura
ambiente hasta la aparicidn de colonias bacterianas. Antes del vaciado de los
medios de cultivo se desinfectd perfectamente el lugar con alcohol al 96 %,
hipoclorito de sodio al 1 %, se prendieron dos mecheros bunsen durante 30
minutos . La siembra de los microorganismos se realizé con el debido cuidado,
utilizando bata limpia, cubre-boca, las manos limpias con lactofenol, se evitd
hablar a la hora de la siembra y se estuvo lo mas cerca posible de los mecheros
bunsen para evitar posible contaminacion del medio de cultivo, esto se llevo a
cabo en el cuarto de siembras del laboratorio el cual esta disefiado para llevar a
cabo dicha actividad.

Aislamiento de cepas. Se prepar6 medio de cultivo sélido, el procedimiento
para la preparacion de este medio es el mismo que el anterior. Después de la
solidificacion de los medios se procedié a inocular los microorganismos, en
cada una de las cajas de petri con una asa de platino debidamente esterilizada,
se tomd una pequena cantidad de una colonia bacteriana y se sembro en el
medio soélido por la técnica del zig-zag, se dejo durante siete dias a
temperatura ambiente hasta la aparicion de colonias microbianas.

Una vez inoculado por la técnica de zig-zag, se dejo durante siete dias a
temperatura ambiente hasta la aparicion de colonias microbianas, dichos
microorganismos fueron resembradas en el mismo medio, tomando una asa de
platino esterilizada e inoculando por el método de estrias, consistente en dividir

la caja de Petri en cuatro partes, en el primer tercio de uno de los cuadrantes se
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inocula con una asa de platino, se esteriliza el asa, una vez hecho esto, se toma
una pequena seccion del cuadrante anterior y se prolonga la inoculacién en el
siguiente cuadrante. Se repite la misma accion y se prolonga en forma
sigmoidal en los dos restantes cuadrantes. Se dej6 durante siete dias a
temperatura ambiente hasta la aparicidon de colonias microbianas aisladas.
Posteriormente las colonias microbianas aisladas fueron inoculadas en 20 tubos
de ensaye con medios de cultivos sélidos. Se dej6 a temperatura ambiente
durante un mes, enseguida se mezclaron en una bolsa de 4 kg, 200 g de todas
las muestras representativas del suelo contaminado con diesel y se tomaron 2
2 kgs de dicho suelo, se utilizaron 18 vasos de precipitado de 100 ml, a cada
vaso se le puso 200 gr del suelo y se agregaron los hidrocarburos liquidos:
Diesel al 100 %, Hexano al 99.95 % y Xileno al 100 % en diferentes
concentraciones Diesel a 0 (Do), diesel a 1 ml (D4), diesel a 2 ml (D), diesel a 5
mi (Ds), diesel a 10 ml (Do) y diesel a 20 ml (Dy), Hexano a 0 (Hop), hexano a 1
ml (H¢), hexano a 2 ml (H), hexano a 5 ml (Hs), hexano a 10 ml (Ho) y Hexano
a 20 ml (Hx), Xileno a 0 (Xp), xileno a 1 ml (X4), xileno a 2 ml (Xz), xileno a 5 ml
(Xs), xileno a 10 ml (X10) y xileno a 20 ml (Xx), se dejaron a temperatura
ambiente, durante un mes. Trascurrido este tiempo se prepararon 18 medios de
cultivos liquidos Mueller Hinton con 20 ml del extracto acuoso de las muestras
de suelo contaminado con Diesel, Hexano y Xileno y se realizé la inoculacion
con una asa de platino , se tomd de cada tubo de ensaye una pequefa cantidad
de microorganismos aislados en los 20 tubos de ensaye con medios de cultivos
sélidos, se dejaron a temperatura ambiente durante tres semanas, hasta la
aparicion de las colonias bacterianas aisladas. Después de haber obtenido este
crecimiento bacteriano, se realizd la inoculacion a medios de cultivos liquidos
con los hidrocarburos diesel, hexano y xileno con las concentraciones

mencionadas.



29

Siembra en medio selectivo

Ademas para complementar el trabajo con una asa debidamente esterilizada se
agarrdé pequenas colonias bacterianas de cada una de los 18 medios de cultivos
liquidos contaminados con hidrocarburos y se procedié a la inoculacion en 20
cajas de petri desechables esterilizadas con medios de cultivos sdlidos, esto
con la finalidad de una mejor observacion de las colonias microbianas

existentes.

Prueba de confirmacion

» Tincién de Gram. En las cajas de petri con crecimiento bacteriano se

observaron colonias de bacterias.

Con el proposito de ver la variacion en la relacién C:N se hicieron la
determinacion de Carbono Organico Total y la del Nitrogeno Total antes

y después de la inoculacion.

» Determinacion de Carbono Organico Total. Se realizé |la
determinacion de Carbono Organico Total por el método Walkley Black
(1964) a las 18 muestras de medios de cultivos liquidos.

» Determinacién de Nitrégeno Total. De la misma manera se realizé la
determinacion de nitrégeno total por el método de Kjeldahl (1964), a las

18 muestras de los medios de cultivos liquidos.
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Parametros de la degradacion de los hidrocarburos

Los datos obtenidos de la relacion C:N se tomé en cuenta para la determinacion
del grado de destruccion de hidrocarburos por parte de los microorganismos.

Para ello se restd el valor obtenido del testigo con los valores de los

tratamientos. El criterio seguido es que valores menores a 150 que presente
cada tratamiento indicara que hubo degradacion, entre menor sea el valor |

obtenido mas degradacion de hidrocarburos se detectaran (Burmeier, 1998).




RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de los microorganismos biorremediadores

Los microorganismos aislados de los medios de cultivo fueron basicamente:

Pseudomonas y Streptomyces.

En el Cuadro 1 se observa la relacién C:N antes de la inoculacién de los
microorganismos en las muestras de suelo contaminado con diesel, en la cual
se puede ver que en general la relacidon es baja, lo que indica que la
concentracion de diesel es menor por lo tanto hubo degradacién de este
hidrocarburo. Las razones por las cuales se dieron probablemente estos
resultados son las siguientes: El tiempo en que ocurrié dicho derrame ha sido el
suficiente para que de una manera natural por medio de la accién de los
microorganismos nativos, como por mecanismos fisicos y quimicos poco a poco

haya disminuido la cantidad de diesel en el suelo .

En el cuadro 2 se puede ver la relacion C:N después de la inoculacion de los
microorganismos en medios liquidos contaminados con diesel, hexano y xileno,
los resultados: obtenidos indicaron que las cepas aisladas de los medios
liquidos contaminados con diesel , fueron las que tuvieron menor porcentaje de
degradacion de este compuesto y solamente Dy ml fue la que mostré una
mayor actividad de biodegradacion del hidrocarburo con una relacion de C:N
de 189.73.

En el Cuadro 3 los resultados obtenidos de los medios de cultivos liquidos
contaminados con diesel, hexano y xileno indicaron que hubo una mayor
degradacion del hexano en las concentraciones de 5, 10 y 20 ml de este

compuesto con valores de —83, -17 y -84, lo cual indica que estas cifras
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negativas representaron una alta eficiencia de degradacién del hexano a
diferencia del diesel, esto es por que el hexano esta compuesto por una
molécula alifatica de 6 carbonos, que en contraposicion con el diesel, lo hace
mas facil de degradar. En cuanto al xileno la degradacién de este compuesto
también fue clara ya que todos los resultados de este compuesto fueron
menores a 150, esto indica que los microorganismos Pseudomonas y

Streptomyces, son altamente efectivos en la degradacion del xileno.

En torno general el nivel de degradacion de estos hidrocarburos fue mayor en el

Hexano, luego el Xileno y Diesel.




CUADRO 1. RELACION C:N ANTES DE LA INOCULACION DE LOS
MICROORGANISMOS EN SUELO CONTAMINADO CON

DIESEL
Relacion
Muestras Carbono Nitrégeno C:N
% % %

M; 16.54 0.3976 41.60
M, 22.05 0.2772 79.54
Ms 21.13 0.3612 58.50
My 17.46 0.2184 79.94
Ms 22.05 0.1778 124.01
Ms 17.46 0.4872 35.83
My 16.54 0.238 69.49
Mg 17.46 0.4592 38.02
Mg 34 0.6468 52.57
Mio 36.76 0.7728 47.57




CUADRO 2. RELACION C:N DESPUES DE LA INQCULACION DE LOS
MICROORGANISMOS, EN MEDIOS LIQUIDOS
CONTAMINADOS CON DIESEL, HEXANO Y XILENO

Relacion

Muestras Carbono  Nitrégeno C:N
% % %

Do 3.67 0.0616 59.58
D4 22.05 0.098 225.0
D, 22.97 0.1092 210.35
Ds 43.19 0.1176 367.26
D1o 3445 0.1008 341.85
Do 17 0.0896 189.73
Ho 8.27 0.0672 123.06
Hy 10.11 0.07 144 .43
H, 13.78 0.0756 182.27
Hs 3.67 0.0896 40.96
Hio 11.03 0.1036 106.47
Hao 2.76 0.07 39.43
Xo 8.73 0.0924 94.48
X 8.73 0.056 155.89
Xz 12.4 0.1064 116.54
Xs 12.86 0.0938 137.10
Xio 13.32 0.1232 108.12

Xa0 13.78 0.1036 133.01




(%)

(94}

CUADRO 3. DEGRADACI()N DE LOS HIDROCARBUROS INOCULADOS EN
MEDIOS LIQUIDOS CONTAMINADOS CON DIESEL, HEXANO Y

XILENO

Diferencia
Do-Do
D+ -Do
D2-Do
Ds-Dg
D10-Do
D20-Do
Ho-Dg
H4-Dg
H2-Do
Hs -Do
H10-Do
H20-Do
Xo-Do
X1.Dg
X5-Dg
Xs5-Dg
X10-Do
X20-Do

C:N

168
151
308
282
130
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se logrd aislar y seleccionar microorganismos
borremediadores un suelo contaminado con hidrocarburos.

Los microorganismos aislados del suelo contaminado con hidrocarburos
corresponden a los géneros Pseudomonas sp. y Streptomyces sp.

Se pudo constar que en el presente estudio, las cepas autoctonas
aisladas fueron capaces de degradar hidrocarburos, siendo mayor su
actividad con Hexano, seguido de Xileno y en menor proporcion el
Diesel, de acuerdo a la relacion C:N registrada al final del periodo de

crecimiento microbiano.




SUGERENCIAS

> Se requiere hacer un estudio de cinética microbiana con variables de
P:C:N, en diferentes niveles y fuentes.

> Se requiere hacer un estudio detallado de las condiciones de pH y
temperatura de crecimiento éptimo de los microorganismos.

> Se requiere hacer estudios comparativos de cepas autéctonas contra
cepas comerciales, asi como estudios de consorcios de microorganismos
en actividades de biorremediacion de suelos contaminados por

hidrocarburos.
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DETERMINACION DE CARBONO ORGANICO TOTAL ANTES DE LA
INOCULACION

El carbén organico total tiene a través de la materia organica una accioén en la
estabilidad estructural y la capacidad de intercambio, el desarrollo de los

microorganismos.

El objetivo de la determinacion del carbdn organico total es obtener la
concentracion en carbdn organico, para sacar la relacion C:N a fin de
determinar el grado de formacién, la evolucion de un suelo y la disponibilidad
del nitrégeno para las plantas y los microorganismos segun método (Walkley
Black, 1964).

En una balanza analitica se pesé 0.500 g de las 10 muestras de suelo
tamizado, se utilizaron 11 matraces erlenmeyer de 500 ml, a cada una se le
agregd 0.500 g de suelo, a excepcidn del blanco que se determina para
ponderar los valores de posibles contaminantes de carbono de los reactivos
utilizados en el analisis quimico, 10 ml de Dicromato de potasio (KoCr207) 1N
con una pipeta volumétrica, se agitdé durante diez segundos. Con una probeta
de 50 ml se le afade a cada matraz erlenmeyer 20 ml de &cido sulfurico
(H2S0O4) concentrado, se agitd cuidadosamente durante un minuto. Se dejaron
reposar hasta que se enfriaron. A cada una se le anadi6 200 ml de agua
destilada, se agité y se dejé enfriar. Se les agregd 10 ml de acido fosforico
(HsPOy4), 0.1gr de NaF y 20 gotas de indicador de difenilamina. Se titulé con
sultato ferroso (FeSQO4), al 0.5 N. Al mismo tiempo se determino un blanco para
ponderar los valores de posibles contaminantes de carbono de los reactivos
utilizados en el analisis quimico, el procedimiento es el mismo, la unica

diferencia es que no se le agregd suelo.



DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL

El objetivo de la determinacién del nitrogeno total es dar una idea de las
reservas del suelo en nitrogeno y obtener la relacion C:N, que tiene importancia
para conocer el grado de evolucién de la materia organica y la disponibilidad del
nitrdgeno para los microorganismos y las plantas segun método (Kjeldahl,
1964).

En una balanza analitica se peso 5 g de suelo tamizado de cada una de las 10
muestras representativas, se envolvidé correctamente con papel filtro Whatman
No. 41, para evitar que la tierra se tirara, después se introdujo cada una en un
matraz Kjeldahl de 800 ml, posteriormente se le agregd 1 g de mezcla digestora
y 25 mL de H,SO4 se mezcld por medio de rotacion y procedid a la digestion.
Cuando toda la materia organica se oxido y aparecié un color amarillento,
verdoso o café paja se dejo enfriar, esto indicd que la digestidn finalizo,
posteriormente se le agregd a cada una 8 perlas de vidrio, 5 granadas de zinc,
200 ml de agua destilada y 100 ml de NaOH al 40% agregandolo poco a poco
debido a la reaccion que ocurre (se Calienta) y se procedi6 a la destilacion. Esto
se llevo a cabo en matraz Erlenmeyer de 300 ml, a las cuales se les agreg6 a
cada una 50 mL de H3BO3 al 4% y 10 gotas de indicador de rojo de metilo y
verde de bromocresol, la destilacion finalizé cuando se logro un volumen
aproximado de 200 ml, posteriormente se tituld con H,SO4 0.05 N. "El vaso de
precipitado debe recibir tanto el gas como el liquido destilado para evitar que
escape el amoniaco. “

Al mismo tiempo se determino un blanco para ponderar los valores de posibles
contaminantes de nitrogeno de los reactivos utilizados en el analisis quimico, el

procedimiento es el mismo, la Unica diferencia es que no se le agregd suelo.
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TINCION DE GRAM

La realizacion de la tincion de Gram consistio en lo siguiente (Lee, 1989):

1. Serealizo el frotis de cada una de las sepas y se dejo secar al aire.
Se fijo el frotis al calor.
Se cubrid el frotis con cristal violeta y se dejo actuar por 1 minuto, se
escurrio el colorante y se lavo con un chorro de agua corriente.

4. Se cubrid el frotis con lugol, dejandolo actuar por 1 minuto, se escurrié y
se lavo con agua corriente.

5. Se decolord con alcohol — acetona (de 5 a15 Segundos) y se lavé con
agua.

6. Se cubrid el frotis con safranina, se dejo actuar por 1 minuto, se escurrid
y se lavo con agua corriente.
se seco al aire.
Se observo las preparaciones al microscopio con el objetivo de

inmersion.
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Cantidad de mL utilizados para la titulacién en la determinacion del porcentaje y

la relacion del C/N antes de la inoculacidén de los microorganismos.

CUADRO 1. RELACION C:N ANTES DE LA INOCULACION DE LOS
MICROORGANISMOS EN SUELO CONTAMINADO CON DIESEL

mm de mm de
FeNH4(S04). FeNH4(SO,).
gastados Carbono gastados Nitrégeno Relacién
Muestras (Titulacién) % (Titulacion) % C:N
Blanco 19.9 0 46 0 0.0
M, 18.1 16.54 18.8 0.3976 41.60
M, 17.5 22.05 14.5 0.2772 79.54
M; 17.6 21.13 17.5 0.3612 58.50
M, 18 17.46 12.4 0.2184 79.94
Ms 17.5 22.05 10.95 0.1778 124.01
Me 18 17.46 22 0.4872 35.83
M- 18.1 16.54 131 0.238 69.49
Mg 18 17.46 21 0.4592 38.02
Mg 16.2 34 27.7 0.6468 52.57
Mio 15.9 36.76 32.2 0.7728 47.57
Formula para determinar el porcentaje del Carbono Total
% C= (Ts-To) (3.4)
W (0.74)
Donde:
Ts= Volumen gastado W= Peso de la muestra To= Blanco

Formula para determinar el porcentaje de N, total

Donde:

% N=(A-B) 1.4

P x10

A= es el volumen gastado en la titulacion B= Blanco P= Peso de la muestra.
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CUADRO 2. RELACION C:N DESPUES DE LA INOCULACION DE LOS
MICROORGANISMOS, EN MEDIOS LIQUIDOS CONTAMINADOS CON
DIESEL, HEXANO Y XILENO

mm de mm de
FeNH4(S0,). FeNH4(SO,),
gastados Carbono gastados Nitrégeno Relacion

Muestras (Titulacion) % (Titulacién) % C:N
Do 19.3 3.67 26 0.0616 59.58
D 17.3 22.05 3.9 0.098 225.0
D, 17.2 22.97 43 0.1092 210.35
Ds 15 43.19 4.6 0.1176 367.26
Do 12..2 3445 4 0.1008 341.85
D2o 16 17 3.6 0.0896 189.73
Ho 18.8 8.27 2.8 0.0672 123.06
Hy 18.6 10.11 29 0.07 144 .43
H, 18.2 13.78 3.1 0.0756 182.27
Hs 19.3 3.67 3.6 0.0896 40.96
Hqo 18.5 11.03 41 0.1036 106.47
Hao 19.4 2.76 29 0.07 39.43
Xo 17.8 8.73 3.7 0.0924 94 .48
X4 17.8 8.73 2.4 0.056 155.89
Xa 17 12.4 4.2 0.1064 116.54
Xs 16.9 12.86 3.75 0.0938 137.10
X10 16.8 13.32 438 0.1232 108.12
X20 16.7 13.78 41 0.1036 133.01

Nota: En algunos medios de cultivos inoculados (Do, D2o, Xo, X1, X2, Xs, X10, X20)
se utilizdé 1 mL de estos para la determinacion del % de carbono y la

diferencia se aplico en la formula.

Formula para determinar la relacion C:N

% C
% N
donde:

% C= Porciento de carbono % N= Porciento de nitrégeno



Formula para determinar la degradacion de los hidrocarburos inoculados
D1 -Do
Donde:

D4= Muestra inoculada Do= Testigo

La muestra inoculada menos el blanco indicaran el grado de degradacion de los

hidrocarburos.

DEFINICION DE TERMINOS

Agar Bacteriologico marca BD Bioxon: Se usa en la preparacion de medios
de cultivo microbiologicos sélidos y semisolidos. También puede usarse en
concentraciones menores como retardante de la penetracion del oxigeno en

medios liquidos.

Esterilizacion: Se conoce como esterilizacion al proceso de destruir a todos los
microorganismos viables de un medio de cultivo, aunque técnicamente esto
solo es posible para volumenes pequefios, ya que cuando se trata de volumen
grandes (como fermentadores industriales) existe la posibilidad de encontrar un
microorganismo viable. El objetivo de esta practica es el de preparar
adecuadamente los diversos materiales de vidrio e instrumental para su uso en

el laboratorio de Microbiologia.

Medio de cultivo: Se conoce como medio de cultivo a una mezcla de
nutrientes hecha especialmente para favorecer el crecimiento de los
microorganismos y para que produzcan nuevas células, el medio de cultivo es
una fuente de energia que puede ser un compuesto organico o inorganico. Los
medios de cultivo que se usan en los laboratorios de microbiologia, usualmente

se preparan a partir de medios deshidratados, sin embargo otros medios que
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