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Resumen

En este estudio hemos investigado la capacidad de
algunos microorganismos, aislados de suelos en
diferentes sitios contaminados en la ciudad de Torreén
Coahuila, para degradar una mezcla de hidrocarburos
presentes en la gasolina y diésel. Se seleccionaron 7
cepas aisladas y cultivadas en medio minimo de sales
(MMS). Como Unica fuente de carbono y energia se
adiciono el 1% de diésel o gasolina. Las cepas mostraron
crecimiento durante las cinéticas a pH 7, resaltando los
aislados nombrados como DF1 y DF2 que tuvieron las
mas altas tasas de crecimiento con los 3 sustratos (Diésel,
gasolina de 87 y 92 octanos respectivamente). Estas
cepas tienen la capacidad metabdlica de producir
complejos enziméticos para que el sustrato organico
(hidrocarburo) sea el donador de electrones, y generar su
fuente de energia. Asi podemos seguir asumiendo que la
remediacion de hidrocarburos es un proceso de
descontaminacion biolégico de suma importancia, eficaz
y no invasivo.

Diésel, gasolina, biorremedacion, cinéticas de
crecimiento y degradacion.

Abstract

In this study we investigated the ability of some
microorganisms isolated from contaminated soils at
different sites in the city of Torreon Coahuila, to degrade
a mixture of hydrocarbons in gasoline and diesel. 7
strains isolated and grown in minimal salts medium
(MMS) were selected. As the sole source of carbon and
energy was added 1% of diesel or gasoline. The strains
showed growth during the Kkinetics at pH 7, highlighting
the isolated appointed as DF1 and DF2 that had the
highest growth rates with the 3 substrates (diesel,
gasoline octane 87 and 92 respectively). These strains
have the metabolic capacity to produce enzymatic
complexes for organic substrates (hydrocarbon) and use
them as electron donor, and generate its power source. So
we continue to assume that the remediation of
hydrocarbons is a process of critical biological
decontamination, effective and non-invasive.

Diesel, gasoline, bioremediation, growth kinetics and
degradation.
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Introduccion

En México, la industria del petroleo ha tenido
un impacto ambiental negativo. Apenas hace
pocos afios se le ha dado importancia a esta
problemaética, ya que no se conocia el grado de
dificultad y el costo que representa la
remediacién de los suelos y cuerpos de agua.
Los residuos oleosos producidos por la
industria  petrolera contindan siendo un
problema tanto econdémico como ambiental
respecto a su tratamiento y disposicion final.
Los hidrocarburos han sido aprovechados
benéficamente por los humanos como fuente de
energia y materia prima para el transporte,
industrias quimicas, farmacéuticas, y la
manufactura de plasticos y otros materiales.
Son la principal fuente de energia en la historia
de la humanidad, alimenta un porcentaje muy
alto en este rubro, entre el 32% de Europa y
Asia, el 40% de Norteamérica, hasta el 53% de
Oriente Medio (Vasallo y Herrera, 2002). Se
estima que en 2013, se tuvo un aumento en el
suministro 'y consumo de petréleo y sus
derivados a nivel mundial. En donde, México
destaca como uno de los principales
productores, impactando gravemente al
ambiente, economia y recursos naturales
(‘Yorder, 2014).

Sin embargo, si los hidrocarburos llegan
a contaminar el suelo y agua pueden presentar
actividad carcinogénica en prejuicio del hombre
y los animales. De tal manera, que la presencia
de estas sustancias quimicas en agua
subterrdnea es un enorme peligro para el
consumo humano. Son estas zonas afectadas
por hidrocarburos, los que deben ser
recuperados eliminando la mayor cantidad
posible del contaminante. De no llevarse a cabo
una solucion rapida puede ocasionar serios
problemas de salud como; mutaciones
genéticas, tumores malignos y malformaciones
en embriones y fetos (Vives et al., 2001).
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Para la limpieza de sitios contaminados
con hidrocarburos, se han aplicado diversos
tratamientos fisicoquimicos y de
biorremediacion. Las técnicas de
biorremediacion son rentables, benéficas para el
ambiente, y pueden llegar a degradar
completamente el contaminante.

La utilizacion de Dbacterias con
capacidad hidrocarburolitica es ampliamente
usada en este proceso. Los microorganismos
hidrocar-buroliticos emplean varias rutas
metabolicas para la transformacion total de las
moléculas organicas en CO2, H20, y algunos
residuos inorganicos inertes. Mediante estas
rutas de degradacion, el contaminante organico
funciona como donador de electrones, de modo
que la actividad metabodlica de la célula acaba
degradando y consumiendo dicha sustancia
necesaria para la biosintesis celular o biomasa
microbiana (Fuentes et al., 2014).

En este estudio, se evalu6 las
capacidades biodegradativas de siete cepas
aisladas resultantes de enriquecimientos en
distintas fuentes de carbono. Se intento
confirmar si  los distintos hidrocarburos
utilizados implicaban comportamientos
metabolicamente distintos. El estudio se divide
en cuatro fases. El presente trabajo muestra los
resultados obtenidos de la primera fase: que
incluye el muestreo, aislamiento, analisis
bioquimico y efecto del hidrocarburo en el
crecimiento bacteriano.

Metodologia a desarrollar
Muestreo

Se recolectaron 10g de suelo de distintos sitios
que presentaban contaminacion por
hidrocarburos de la ciudad de Torredn,
Coahuila. Las muestras fueron tomadas en
condiciones asepticas y se guardaron en bolsas
de polietileno estéril, fueron trasladadas al
laboratorio y almacenadas a 4°C hasta su uso.
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Aislamiento Para determinar la motilidad y la

Las bacterias fueron aisladas de las muestras de
suelo utilizando la técnica de diluciones
seriadas y Agar Luria Bertani (LB), enriquecido
con gasolina de 92 octanos (GP), gasolina de 87
octanos (GM) y diésel (DS) comerciales. Cada
uno de ellos se agregd separadamente a una
concentracion del 1% al de cultivo. Los
hidrocarburos antes mencionados fueron
afiadidos después de esterilizar el medio en una
autoclave a 121°C o 15 Lbs de presion por 15
minutos. Se afiadio 1.0 mL de cada dilucion y
se transfiri6 placas con LB. Se utiliz6 la
técnica spread con un asa de drigalsky. A
continuacion, se incubaron por 24 horas a 37°C
(Hemalatha y Veeramanikandan, 2011).

Posteriormente, las colonias viables se
pasaron a un medio minimo de sales (MMS)
(0.4% NH4NO3, 0.47% KH2PO4, 0.0119%
Na2HPO4, 0.001% CaCI2¢2H20, 0.1%
MgS04.7H20, 0.001% MnSO4.4H20, vy
0.0015% FeSO4 «4H20, pH 7.0.), al cual, se le
agregd  individualmente  los  diferentes
hidrocarburos como Unica fuente de carbono al
1%. Este procedimiento se repitio hasta tener
colonias aisladas (Wongsa et al., 2004).

Andlisis bioquimico de cepas aisladas

Las bacterias aisladas fueron identificadas fisica
y bioguimicamente de acuerdo al manual de
bacteriologia de Bergey’s (Holt, 1994).

La actividad de la catalasa fue
determinada por el desprendimiento de burbujas
después de afiadir una gota peroxido de
hidrogeno al 30% sobre una muestra de nuestra
colonia aislada. Para determinar la presencia del
citocromo C se realiz6 la prueba de la oxidasa,
afiadiendo sobre un papel filtro una gota del
reactivo de oxidasa, inmediatamente se afiadio
masa bacteriana para detectar una coloracion
azul-violeta (Al-Thani et al., 2009).
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presencia de indol se utilizé el medio de cultivo
SIM. Se realizo6 la prueba de la produccion de
H2S con el medio de cultivo Triple Sugar Iron
(TSI), al igual con éste se determind si la
bacteria fermenta azUcares. De igual forma, se
hizo el ensayo para identificar si la bacteria
tiene la capacidad de usar citrato como Unica
fuente de carbono y energia, con el medio de
cultivo Simmons Citrato Agar. Finalmente, se
realizd las pruebas rojo de metilo y Voges
Proskauer (VP).

Efecto del hidrocarburo en el crecimiento
bacteriano

Se prepararon reactores de tipo Batch con MMS
enriquecido con GP, GM y DS como unica
fuente de carbono al 1%. Se inocularon los
reactores para obtener finalmente un volumen
de 50 mL a una concentracion final del 5% con
bacterias ajustadas. Se incubaron por 12 horas a
37°C.

Una vez transcurrido este tiempo, se
hicieron lecturas de OD a una longitud de 600
nm en un espectrofotdémetro (Vela Quin VE-
5100 UV) cada dos horas por un periodo
de tres dias. La prueba se hizo por triplicado
(Sutiknowati, 2007).

Parametros éptimos de crecimiento

A continuacion, se procedié a obtener los
parametros 6ptimos de crecimientos de las
cepas aisladas con cada uno de los
hidrocarburos. Las bacterias se inocularon en
MMS a un pH 7 enriquecido con GP al 1%. Se
incubaron por 12 horas a 37°C. Se tomé 1 mL
de muestra para medir OD (600 nm)
(Hemalatha y Veeramanikandan, 2011) vy
proteina extracelular de acuerdo al método de
Bradford (Bradford, 1976).
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Este procedimiento se realizO por
triplicado cada dos horas por dos dias. Cabe
mencionar que para este proceso solo se realizd
la cinética con gasolina de 92 octanos.

Resultados y Discusion
Muestreo y aislamiento

En el presente estudio, siete cepas fueron
aisladas de diferentes sitios contaminados por
diésel y gasolina en la ciudad de Torreon,
Coahuila. Estas cepas fueron las que mejor se
adaptaron a un medio MMS con el
hidrocarburo como Unica fuente de carbono
(Figura 1).

Figura 1 Cepas aisladas de suelo contaminado
con diésel.

Andlisis bioquimico de cepas aisladas

A las cepas aisladas se le realiz6 la
caracterizacion bioguimica de acuerdo al
manual de Bergey’s. Como se muestra en la
tabla 1, predomina en un 57 % las bacterias tipo
Gram negativo; en comparacion, con el 43% de
Gram positivas. En su mayoria se aislaron
bacterias de tipo bacilo (72%) y solo un 28% de
COCOS.

Efecto del hidrocarburo en el crecimiento
bacteriano

Por otra parte, se determind la capacidad
degradativa de las cepas aisladas con los tres
hidrocarburos en estudio.

ISSN-2410-356X
ECORFAN® Todos los derechos reservados.

Marzo 2015 Vol.2 No.2 155-161

Los resultados se presentan en la tabla 2.
En ellos se demuestran que se tiene una mayor
facilidad para  metabolizar  diésel en
comparacion con la gasolina de 87 y 92
octanos. Los microorganismos tolerantes a este
ambiente de estrés (al estar en contacto con el
hidrocarburo) desarrollan y utilizan respuestas
enzimaticas y fisioldgicas especializadas para la
degradacion del hidrocarburo (Rivera-Cruz et
al., 2002).

Pruebas Bacterias aisladas
Bioquimi MMI1 MM2 MM3 DF1 DF2 CD1 CcD2
Circular,  Circular, Trregular, Trregular, Irregular, Trregular,  Circular,
Morfologia plana, elevada plana, plana, elevado, elevado, convexo
Colonia elasticay elasticay elasticay rigiday elasticay  elasticay  elastica
1ojiza cremosa roja transparente ftransparente  cremosa  y rojiza
Gram - - - + - + +
Glucosa + + + + + + +
Lactosa - - - +
Citrato + -
+ +

+ +

++
o+
[ A

Catalasa -
Oxidasa + - -

Indol - - + + -
Motilidad + - + - +

Rojo metilo
VP
Urea
H;S

Tabla 1. Caracterizacién bloquimica de bacterias aisladas de suelos contaminades con diésel v gasoling en la ciudad de
Torreén. Coahuila.

Tabla 1 Caracterizacion bioquimica de
bacterias aisladas de suelos contaminados con
diésel y gasolina en la ciudad de Torredn,
Coahuila.

Tanti y colaboradores en el 2012,
demostraron que bacilos gram negativos, tienen
la habilidad de oxidar los hidrocarburos
mediante  complejos  enziméticos.  Estas
bacterias, descomponen los hidrocarburos a
estructuras mas sencillas mediante un proceso
Ilamado mineralizacion. Utilizan enzimas de
tipo oxigenasa. Lo que nos da una idea de que
las bacterias aisladas tienen la capacidad de
producir enzimas catabolicas para utilizar los
diferentes hidrocarburos como fuente de
carbono.
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Densidad Optica (600 nm)

Cepa Diésel Gasolina Gasolina
aislada 92 octanos 87 octanos
MM1 0.050 0.053 0.035
M2 0.075 0.073 0.058
MM3 0.088 0.056 0.049
DF1 0154 0.060 0206
DE2 0.132 0.067 0.154
CD1 0.129 0.054 -

CD2 0.123 0.059 0.162

Tabla 2 Efecto del hidrocarburo en el
crecimiento bacteriano.

Parametros 6ptimos de crecimiento

Finalmente, se llevdo a cabo una cinética de
crecimiento por 48 horas usando gasolina de
mayor octanaje como fuente Unica de carbono
(Gréfica 1). Las cepas CD1 y DF1, fueron las
que mejor se adaptaron al medio mostrando un
mayor crecimiento. En contraste, MML1 es la
que desarrolla menor actividad. La cinética
muestra una tendencia en la degradacion de GP
con el paso de las horas.

No solamente el hidrocarburo es
importante en un proceso de biorremediacion,
la temperatura y pH son fundamentales. Debido
a que ambos factores juegan un papel critico en
dicho metabolismo. Estos elementos dan
estabilidad fisicoquimica a la célula para una
mayor degradacion del hidrocarburo. A una
temperatura igual o mayor a los 37°C y pH
entre 6 y 8, permite una mayor solubilidad de
los hidrocarburos lo que ayuda al proceso de
biorremediacion (Hemalatha y
Veeramanikandan 2011).
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Graéfica 1 Cinéticas de crecimiento de 48 h en
gasolina de 92 octanos a 37 °C y pH 7. a)
Bacterias aisladas de gasolinera, b) bacterias
aisladas de taller mecanico y c) bacterias
aisladas de suelo contaminado con diésel.

Es importante mencionar que las
cinéticas son para determinar los parametros
optimos de crecimiento de las bacterias
aisladas. En este caso solo se presenta la
cinética a pH 7 con gasolina de 92 octanos.
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Conclusiones

Solo siete cepas fueron las que tuvieron la
habilidad para crecer en presencia de
hidrocarburos de un total de 12; de las cuales, el
mayor porcentaje fue bacilos Gram negativos.

Las bacterias aisladas presentan mayor
capacidad para metabolizar diésel como fuente
de carbono. La gasolina de mayor octanaje,
present0 la menor tasa de crecimiento para las
siete cepas. Las cepas marcadas como DF1 y
DF2 presentan la mayor tasa de crecimiento en
los tres sustratos.

Perspectivas Futuras

Después de determinar los parametros Gptimos
de crecimiento, se identificara genéticamente a
las cepas aisladas. Asi mismo, se cuantificara la
degradacion de hidrocarburos por
cromatografia de gases y diferenciaran
proteinas  extracelulares por medio de
electroforesis en 2D.
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