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Resumen

e eligieron los suelos de tres sitios aledanos a pozos petroleros
del Activo Cinco Presidentes en Tabasco, México. En ellos se
encontraron las siguientes concentraciones de hidrocarburos:
Sitio 1, con 80,000 ppm, Sitio 2, con 10,000 ppm, y Sitio
3, con menos de 200 ppm. Son gleysoles permanentemente inundados,
originalmente cubiertos por Thalia geniculata y Typha latifolia. Actualmente
estan dominados por plantas de Cyperus laxus y Cyperus esculentus.En
cada uno de estos suelos contaminados, se aislaron microorganismos ' Divisién de Ingenierfa Quimica y
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El interés por estudiar de manera especifica estos microorganismos, se debio
a que estudios previos de fitorremediacion mostraron que la flora microbiana
perteneciente a la fijadora libre de nitrogeno atmosférico, se veia aumentada.
Una caracteristica de estos microorganismos fijadores, es que para utilizar los
hidrocarburos deben fijar nitrogeno atmosférico. Estas BENA fueron probadas con
un compuesto mas simple, como queroseno, el cual removieron con una eficiencia
del 75%. La concentracion inicial utilizada fue de 5000 ppm para un cultivo 12k,
y para microorganismos axénicos fue del 50-85% de 1500 ppm de hidrocarburos
aromaticos, en un periodo de 13 dias cuando se cultivaron en un medio liquido de
Rennie modificado. Se encontr6 que estos microorganismos tuvieron la capacidad
de utilizar xilenos, naftaleno y antraceno, y se requeria que los cultivos crecieran
primero en queroseno y luego en el hidrocarburo aromatico correspondiente.
Se aislaron 28 cultivos diferentes, de los cuales siete han mostrado las mejores
caracteristicas de crecimiento en los hidrocarburos. Asimismo, se encontré una
inusual caracteristica para este tipo de microorganismos: la existencia de una
correlacion lineal positiva entre la remocion de queroseno y la capacidad de
fijacion de nitrégeno, tanto para los cultivos axénicos como para el consorcio
identificado como 12K.

Introduccion

La contaminacion por hidrocarburos del petroleo, constituye un serio riesgo para
los ecosistemas terrestres en todo el mundo (Vitousek ez al. 1997), debido a que su
impacto produce inmediatamente una reduccion en la abundancia y la diversidad
tanto vegetal y animal, asi como la inhibicién de la actividad microbiana.
Ademas, la pérdida de la diversidad y la alteracion del funcionamiento normal
de los ecosistemas afectados, se incrementa como resultado de la modificacion
de las condiciones abioticas en los sitios contaminados (Mackey & Currie, 2001;
Vavrek et al., 2001; Lin et al., 2002; Keeland et al., 2003).

Las nuevas condiciones ecoldgicas, aunque inapropiadas para sustentar el
desarrollo de la biodiversidad natural de la zona, resultan un buen ecosistema
para soportar aquellas formas de vida que muestren la habilidad para establecerse
y sobrevivir bajo las condiciones ambientales y nutricionales de tal ecosistema.
Asi, en varios trabajos sobre estudios de biorremediacion de sitios contaminados
con hidrocarburos del petroleo, se ha reportado la presencia de especies
vegetales (Gallegos et al., 2000) y microbianas (Pérez et al., 2001) especificas
de estos sitios.

En estudios de biorremediacion se han probado tanto microorganismos nativos
como exogenos del sitio impactado, sin embargo en el caso de plantas s6lo se han
probado especies exodgenas (Palmroth et al., 2002), pero no aquellas nativas de los
sitios impactados. Igualmente, en general, las plantas probadas han sido de origen
boreal (Simonich & Hites, 1995; Hester & Mendelssohn, 2000; Vavrek & Campbell,
2000; Ke et al., 2002). Se obtuvieron cultivos de los estudios de fitorremediacion
en la zona de Tabasco, proporcionadas por el CINVESTAV-Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria. De cada una de las diferentes condiciones del



suelo utilizado se pudo observar una gran variedad de microorganismos. En el
trabajo se ha encontrado que los suelos tenian microorganismos con capacidad de
crecer en el petrdleo y ademas eran fijadores de nitrégeno atmosférico, los cuales
mostraron una gran capacidad de utilizar hidrocarburos aromaticos en condiciones
de fijacion de nitrogeno.

Metodologia

Obtencion de Cultivos de Bacterias
Fijadoras Libres de Nitrageno Atmosférico

Se propagaron cultivos de los suelos contaminados con petroleo obtenidos de
un estudio de fitorremediacion en la zona de Tabasco, realizados por Calva y
colaboradores. En el CINVESTAV-IPN, del Departamento de Biotecnologia y
Bioingenieria en el Laboratorio de Ingenieria Metabolica. Para el aislamiento
de de los cultivos se utilizé un medio especifico para microorganismos fijadores
de nitrogeno diseiiado por Rennie en 1987. Se realizaron diluciones de suelo y
se sembraron en caja y en medio liquido en matraces Erlenmeyer. El total de
cultivos obtenidos fue de 11, de los cuales se descartaron aquellos que no tuvieron
crecimiento abundante en 5000 ppm de queroseno. Los cultivos seleccionados
fueron crecidos en medio de Rennie modificado (Rennie 1987), en donde las fuentes
de carbono han sido substituidas por queroseno, una fuente menos compleja que
el petréleo de donde fueron asilados.

Determinacion de la Capacidad
e Crecimiento en Queroseno

El cultivo 12K y los Cultivos 1, 2, 3, 5, 8,9 y 11 se sembraron en 50 ml de medio
mineral de Rennie (1987), en un matraces Erlenmeyer de 125 ml, se incub6 a 120
r.p.m. y 28°C durante cuatro dias. Los cultivos asi obtenidos se utilizaron para
determinar la capacidad de crecimiento en medio s6lido y liquido con queroseno
y comprobar si en esas condiciones tenian la capacidad de crecer. Para dosificar
el queroseno sobre las placas de agar, se ha utilizado papel filtro Watman 121. El
papel filtro impregnado de queroseno, se coloco sobre la parte superior de la tapa
de cada una de las cajas de petri. Las placas fueron inoculadas con el cultivo 12K
y con Cepas 1, 2, 3,5, 8,9y 11, por estria los cultivos fueron incubados a 28°C
durante cuatro dias.

Estudios de Degradacion de Hidrocarburos

Los cultivos con crecimiento abundante en queroseno, fueron probados en
compuestos aromaticos puros para determinar si éstos utilizaban como fuentes
de carbono a xilenos, naftaleno y antraceno. Los cultivos fueron inoculados en
matraces y en viales para establecer su capacidad para remover el hidrocarburo;
utilizando un cultivo para cada tiempo de muestreo, se tomaron tres muestras
de cada punto y se hicieron tres extracciones de 15, 4 y 4 ml de diclorometano
respectivamente, para determinar la cantidad remanente del hidrocarburo. Las
muestras fueron colectadas y guardadas para su analisis por cromatografia. El
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cromatografo utilizado fue un Varian 3200, con automuestreador, con un detector
de ionizacion de flama. La columna que se utilizo fue una capilar WCOT de silica
fundida, con fase CP-Sil-8CB de 25 m. El programa empleado para la separacion
de los componentes de hidrocarburros fue temperatura del inyector 220 °C,
temperatura de la columna 100 °C (2 min.), 10 °C/min., hasta alcanzar 270 °C, la
temperatura del detector fue de 260 °C, el volumen de inyeccion fue de 5 ul. La
concentracion de hidrocarburos fue determinada como la sumatoria de las areas de
los picos en cada uno de los cromatogramas de acuerdo con Mondello (1989).

R(%) =

GA-38 )6 -SA) 00
A

Donde; i = condiciones iniciales; f = condiciones finales; ¢ = control abiotico; A area bajo
la curva del cromatograma, utilizando esta férmula se da una aproximacion mas real de la
remocion bioldgica de los hidrocarburos probados.

Resultados

Ohtencion de Cultivos de Bacterias Fijadoras
Libres de Nitrageno Atmosférico

Se encontraron 11 cultivos de bacterias de vida libre fijadoras de nitrogeno; siete
de los cultivos fueron obtenidos de sitios contaminados con petroleo en la zona
de Tabasco. Estos fueron crecidos en queroseno, que es una de las fraccciones de
la destilacion del petroleo consecutiva al craqueo. Los cultivos fueron probados
utilizando 5000 ppm del queroseno como fuente de carbono en medio de Reenie
modificado (1987). A continuacion se reportan tanto las metodologias desarrolladas
como los resultados obtenidos para los cultivos 1, 2, 3, 5, 8, 9, y el 11 obtenidos.
Estas cepas mostraron la capacidad de crecer en los hidrocarburos, y en los
especificos como queroseno, xilenos naftaleno y antraceno, sdlo se muestran los
que tuvieron crecimiento abundante en ellos.

Los cultivos fueron incubados durante cuatro dias a 28 °C, 120 rpm, fue adicionado
medio fresco e incubados cuatro dias mas. Estos cultivos obtenidos fueron
utilizados como indculo para el crecimiento en medio de Rennie modificado,
donde las fuentes de carbono se sustituyeron por 1500 ppm de xilenos, naftaleno
y antraceno. La determinacidn del crecimiento de los cultivos fue a las 72 horas,
a una temperatura de 28 °C.

En la Tabla 1 se pueden observar los resultados para el crecimiento en placa con
las diferentes fuentes de carbono; aqui solo se determiné la capacidad de los



cultivos a crecer en las diferentes concentraciones de los hidrocarburos probados
y descartar asi a todos aquellos cultivos que no tuvieran la capacidad de crecer
primero en queroseno y asi sucesivamente. En ella se encontrara que el crecimiento
abundante se sefiala con tres cruces; de un total de 28 cultivos, so6lo 11 tuvieron
la capacidad de crecimiento de queroseno como fuente de carbono. Con estos
resultados, unicamente los cultivos que mostraron crecimiento abundante fueron
probados con los compuestos aromaticos.

Cultivo Queroseno Xilenos Naftaleno Antraceno
(5000 ppm.) | (5000 ppm.)
1 +4++ +4++ +++ +++
2 +4++ +4++ +++ +++
3 4+ 4+ e+ 4+
4 +4+ +4+ e+ Neg.
5 +++ +++ Neg. Neg.
6 +++ +++ Neg. Neg.
7 +4+ 4+ 4+ Neg.
8 +++ +++ +++ Neg.
1 +++ +++ +++ Neg.

+++ = crecimiento abundante, Neg. = crecimiento negativo

Tabla 1. Crecimiento de los cultivos de bacterias de vida libre fijadora de N2, crecidas en
diferentes fuentes de carbono.

Degradacidn del Hidrocarburo

Las soluciones patrén de Naftaleno de 1500 ppm, fueron disueltas en etanol de
acuerdo con lo descrito por Budavari (1996); a partir de esta medida se prepararon
soluciones de 1000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 10 ppm y 5 ppm, las cuales
se mantuvieron en refrigeracion y en la oscuridad. Las soluciones patron de
Antraceno se prepararon en acetonitrilo, para mantener el hidrocarburo en solucion.
Como los xilenos y el queroseno son liquidos, fueron preparados en hexanos para
la curva estandar, y se inocularon al matraz, se adicionaron de manera directa.
El medio de Rennie Modificado y 5000 ppm de keroseno, fue inoculado con los
microorganismos fijadores de nitrégeno atmosférico y se conservaron en incubacion
durante cuatro dias a 120 ppm. Se preparé un medio de Rennie modificado,
utilizando como fuente de carbono al hidrocarburo, e incubados durante cuatro
a cinco dias para observar crecimiento. Los resultados se presentan en funcion
de la turbidez de los medios de cultivo de Rennie liquido modificado utilizando
como fuente de carbono el hidrocarburo, durante un tiempo de incubacion en el
agitador orbital a lo largo de 96 horas (cuatro dias); en la Tabla 1 se muestran los
resultados de crecimiento en el medio de cultivo.
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Se aislaron 28 cultivos de la rizosfera de las plantas que se recolectaron en el sitio
contaminado de Tabasco; solo nueve de ellas fueron bacterias de vida libre fijadoras
de nitrégeno, que mostraron capacidad de crecimiento en 5000 ppm de queroseno
y en 1500 ppm de xilenos. Los cultivos presentaron un mejor crecimiento en los
diferentes hidrocarburos cuando los in6culos fueron crecidos de manera inicial con
queroseno. Un hecho interesante es que los cultivos aislados, mostraron distintas
coloraciones, lo cual permitié que se nombraran los cultivos con base en estas
coloraciones. Los resultados expuestos en las tablas, corresponden al crecimiento
en medio liquido para cada uno de los cultivos probados.

Cultivo Queroseno Xilenos Observaciones

Blanco 5000 ppm 1500 ppm | Solucién heterogénea de color blanco

1 5000 ppm 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano
con un color amarillo después de 10
dias de cultivo

2 5000 ppm 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano
con un color naranja en el fondo
3 5000 ppm 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano
con un color blanca amarillenta en el
fondo
4 5000 ppm 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano
con un color blanco del cultivo
5 5000 ppm 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano
con un color anaranjado claro
6 5000 ppm 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano
con un color amarillo canario
7 5000 ppm 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano
con un amarillento con una alta
viscosidad
8 5000 ppm 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano

con un color anaranjado

1 5000 ppm 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano

con un color amarillento del cultivo

Tabla 2. Crecimiento de cultivos de BFNA en queroseno y xilenos en medio de Rennie
modificado.



En la Tabla 3 se pueden observar los cultivos que mostraron capacidad de crecer en
naftaleno como fuente de carbono y en condiciones de fijacion de nitrogeno. Cabe
destacar que los cultivos conservaron las caracteristicas de pigmentacion; en este
caso, el crecimiento se ve un poco retardado, debido a que la fuente de carbono
es insoluble en el medio de cultivo, entonces es necesario que el microorganismo
la incorpore, asi que al inicio se observa un crecimiento lento y una turbidez
elevada; debido a la insolubilidad del compuesto, ésta se ve disminuida conforme el
microorganismo la utiliza como fuente de carbono, ademas de presentar una mayor
cantidad de biomasa.

Cultivo Naftaleno Observaciones
Blanco 1500 ppm Solucién heterogénea de color blanco
1 1500 ppm Se observa el crecimiento microbiano con un color

amarillo después de 10 dias de cultivo

2 1500 ppm Se observa el crecimiento microbiano con un color

naranja en el fondo

3 1500 ppm Se observa el crecimiento microbiano con un color

blanca amarillenta en el fondo

4 1500 ppm Se observa el crecimiento microbiano con un color

blanco del cultivo

7 1500 ppm | Se observa el crecimiento microbiano con un amarillento

con una alta viscosidad

8 1500 ppm Se observa el crecimiento microbiano con un color
anaranjado
n 1500 ppm Se observa el crecimiento microbiano con un color

amarillento del cultivo

Tabla 3. Crecimiento de cultivos de BFNA en Naftaleno en un medio de Rennie
modificado.

Los resultados obtenidos para los cultivos creciendo en antraceno como fuente de
carbono y en condiciones de fijacion de nitrégeno, se muestran en las Tabla 4. Como
se puede observar, solo tres de los 11 cultivos seleccionados mostraron la capacidad
de crecer en esta fuente de carbono. Los resultados nos indican que a medida que la
fuente de carbono se empieza a hacer mas compleja e insoluble, los microorganismos
tienen dificultad para utilizarlos, ya que hasta después de casi 10 dias se observar
que se ha utilizado el hidrocarburo en comparacion con los resultados presentados
en queroseno, que es liquido, y el cual es utilizado y casi terminado en un lapso no
mayor a cinco dias. El uso de naftaleno es favorecido si el indculo es crecido primero
en queroseno como fuente de carbono y luego en el antraceno, de lo contrario, el
tiempo se retarda hasta mas de 20 dias o no se presenta.
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Cultivo | Antraceno Observaciones

Blanco 1500 ppm Solucién heterogénea de color blanco

1 1500 ppm Se observa el crecimiento microbiano con un color

amarillo después de 10 dias de cultivo

2 1500 ppm Se observa el crecimiento microbiano con un color

naranja en el fondo

3 1500 ppm Se observa el crecimiento microbiano con un color

blanca amarillenta en el fondo

Tabla 4. Crecimiento de las cepas en Antraceno en medio de Rennie modificado.

Los resultados presentados son los primeros estudios realizados especificamente
con bacterias de vida libre fijadoras de nitrogeno que muestran la capacidad de
utilizar hidrocarburos aromaticos como fuente de carbono y energia.

Remocion de Hidrocarburos

Se realizaron cinéticas de crecimiento de los microorganismos para determinar
cudles serian los tiempos de muestreo, de esta forma, se determind que el
microorganismo presenta actividad en medio de Rennie completo durante las
primeras 48 horas de cultivo. Para los cultivos ensayados, puede apreciarse que
aislado tienen un comportamiento diferente al que muestran cuando estan en el
consorcio. En la Tabla 5 se indican los resultados obtenidos para la remocion en
un periodo de 15 dias de incubacion de cada uno de los cultivos seleccionados.

Cultivo Queroseno Xilenos Naftaleno Antraceno
Removido (%) | Removidos (%) Removido (%) | Removido (%)
1 70 75 70 50
2 80 70 75 70
3 50 75 65 65
4 65 85 70 0
5 80 75 0 0
6 75 75 0 0
7 70 65 50 0
8 60 80 60 0
1 75 80 50 0

Tabla 5. Crecimiento de cultivos de BFNA en medio de Rennie modificado en diferentes
fuentes de carbono.



Como puede verse, los cultivos seleccionados muestran gran
capacidad de remocion de hidrocarburos del queroseno,
debido a la diversa composicion del hidrocarburo (compuestos
saturados 80%, aromaticos 20%); esto nos permite asumir que
los cultivos poseen una capacidad metabdlica amplia, que
se manifiesta en la versatilidad que presentaron para utilizar
diversas fuentes de carbono. Se pudo observar también, que
cuando los hidrocarburos son aromaticos y de un solo anillo,
como en el caso de xilenos, los cultivos muestran una buena
remocion de estos componentes que van desde el 65 al 85%.

En el caso de naftaleno se puede comprobar que los porcentajes
de remocion son menores y que incluso los cultivos 5y 6
no lo pueden utilizar como fuente de carbono. Esto es algo
comprensible, debido a la baja solubilidad del naftaleno
en agua, por ello se ha pensado en la adicion de agentes
tensoactivos para aumentar la remocion. Para los cultivos
restantes, los porcentajes van desde el 50 al 75% de remocion.
Los resultados obtenidos para el antraceno muestran que esta
ultima fuente de carbono fue muy compleja para los cultivos
y se ve reflejada en los resultados, en donde solamente los
cultivos 1, 2 y 3 mostraron capacidad degradadora del 50
al 70% de remocion. Los resultados son prometedores, ya
que se trata de los primeros datos reportados para este tipo
de cultivos que puedan remover hidrocarburos aromaticos
en concentraciones tan altas como 1500 ppm y que no
les son toxicas.

Las cifras obtenidas son extraordinariamente interesantes,
ya que pueden contribuir al desarrollo de una tecnologia
de biorremediacion, en donde se encuentren hidrocarburos
aromaticos en concentraciones elevadas y puedan ayudar
inclusive a los microorganismos autdctonos, debido a su
capacidad de fijar nitrogeno atmosférico. Sin embargo, estos
resultados estan siendo estudiados con mayor detalle.
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