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CAPITULO I. GENERALIDADES

1.1 Introduccién

El aumento de las industrias cominmente ha causado, ademas de beneficios para la vida
humana, extenso mal al medio ambiente debido al uso de gran proporcion de desperdicios
téxicos. En México, la explotacion del petrdleo en su grupo ha afectado de manera negativa
en materia ambiental, debido a la extensa variedad de productos derivados del petroleo, no
obstante, no es viable evaluar cuantitativamente la contaminacién implicada a partir de

explotacion hasta la obtencién de los servicios petroquimicos bésicos (Brito et al., 2003).

Los monociclicos aromaticos son los compuestos mas solubles de todos los elementos de
la gasolina y son los agentes mas contaminantes presentes en agua y el suelo. Ademas de
esto, ocasionan diferentes efectos a la salud humana entre los que se destaca la cianosis,
carcinogénesis y mutagénesis, ademas la irritacion de piel y pulmones (Mello et al., 2007).

Se considera que, en México, hay una vasta diversidad de industrias que usan los
hidrocarburos aromaticos como materia prima, dichos son liberados al medio ambiente y no
existe ni una legislacién que limite la utilizacion de los BTEX en el combustible y en las
dependencias. Sarmiento (2003) estima que 42% del total de los incidentes
medioambientales entre 1993 y 2002 han estado en relacion con accidentes por escapes
de hidrocarburos (Cavazos-Arroyo et al., 2018).

Uno de los siniestros con mas difusion ocurrié el 16 de enero de 2002 en Acatzingo, Puebla
en la cual se localizé al sur de la autopista Puebla- Orizaba, gracias a una fuga de
hidrocarburo crudo, involucrando heridos. En esta zona, tras el paso de los afios se han
detectado otras dispersiones que han llegado a dafar la salud humana, asi como en
algunas épocas afectando cultivos, sistemas de riego, superficies terrestres, variedad de

animales y medio ambiente (Cavazos et al., 2014).

Durante los dultimos afios ha sido objeto de intensa investigacion el progreso de
biotecnologias que concreten los procesos fisicoquimicos ya existentes, basados en la
utilizacién de microorganismos para la recuperacion de ambientes contaminados (Bracho,
2011).

Ademas, México es un pais en proceso de avances tecnoldgicos, por lo que es necesario
evolucionar e implementar procesos biotecnologicos a bajo costo y afines con el medio

ambiente, para tratar sitios contaminados con los hidrocarburos arométicos (Morlett, 2009).



Aunado a esto, uno de los principales mecanismos para la eliminacién de hidrocarburos es
la biorremediacién, este método depende de la presencia en el lugar contaminado de
microorganismos con la capacidad metabdlica adecuada para convertir los compuestos
xenobidticos, en compuestos que puedan ser reincorporados a los ciclos biogeoquimicos.
De tal manera que uno de los principales mecanismos para eliminar los

hidrocarburos potencialmente contaminantes del suelo es la atenuacién natural; con esta
tecnologia, la biodegradacion tiene lugar in situ, por medio de técnicas fisicoquimicas de

interaccion.



1.2 Planteamiento del problema

Las bacterias son un grupo de organismos versétiles gracias a su capacidad metabdlica y
han sido de utilidad para el hombre aun antes de su existencia. El conocimiento de las
caracteristicas mas generales de este grupo taxonémico es fundamental para comprender
el como han podido evitar pérdidas econdmicas en cosechas de productos agricolas; como
podrian cultivarse o modificarse para producir metabolitos de interés farmacéutico o cuales
serian las condiciones abidticas que necesitan para que, a través de procesos enzimaticos

puedan modificar, degradar o mineralizar diversos compuestos toxicos.

Sin embargo, el estudio integral de las especies microbianas requiere afios de estudio con
comprobacion de variables abidticas, equipos y reactivos, ademas de la publicacién de
hallazgos e informes que demandan recursos humanos. Aunado a esto, otro punto
desfavorable contra reloj es la fluctuacién extrema de factores abidticos que genera el
cambio climatico y a su vez, la modificacién y deterioro de ecosistemas que concluye en la

pérdida de especies antes de poder conocerlas y clasificarlas.

Existen ambientes contaminados donde se han aislado sorprendentes especies
bacterianas adaptadas y capaces de alimentarse de desechos toxicos, logrando identificar
filogenéticamente y potencialmente su aplicacion y capacidad. Por ello, la investigacion de
cada especie bacteriana debe centrarse en describirlas ampliando la informacién con base

a su potencial observado.

El cepario bacteriano del LIAAp fue creado a partir de aislados de ambientes contaminados
con hidrocarburos, sin embargo, estos no cuentan con alguna caracterizacion respecto al
potencial de biodegradacion, por ello es conveniente y necesario indagar si las bacterias
pueden degradar alguno de los compuestos contaminantes del suelo, por ejemplo, los

agroquimicos, y algunos monociclicos perjudiciales como los BTEX.



1.3 Justificacién

Los microorganismos desempefian un papel primordial en su entorno, por ejemplo, la
participacion de estos en los ciclos biogeoquimicos permite que, mediante su metabolismo,
contribuyan a la transformacién de compuestos, con consecuencias importantes en el

funcionamiento y mantenimiento de los ecosistemas.

En el Laboratorio de Investigacion Ambiental Aplicada (LIAAp) del ITSM se han reunido y
conservado diferentes cepas bacterianas, desglosando sus condiciones de cultivo y que,
hasta el momento, se encuentran en espera de explorar sus actividades y capacidades

microbianas en diferentes aplicaciones biotecnoldgicas.

Se recalca la importancia de que la coleccion de cepas (cepario) requiere de analisis
concretos que resulten relevantes para el ambiente, como lo seria la degradacion de
pléasticos, fijacion del nitrégeno, control biolégico o degradacion de xenobidtico e
hidrocarburos, dado que la microbiota bacteriana fue aislada de ambientes notoriamente
contaminados, se intuye que las bacterias almacenadas proporcionaran resultados
favorecedores para el medio ambiente en la recuperacion de suelos contaminados, por

ejemplo con ciertos hidrocarburos.

Es por ello que, dando continuidad al estudio de las bacterias de importancia ambiental se
evalud la capacidad de biodegradacion que tienen estas bacterias frente a un grupo sencillo
de monociclicos aromaticos denominados BTEX para reconocer a las cepas bacterianas

en la solucién benéfica ante problemas ambiental.



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Estudio de cepas bacterianas para la degradacién de monociclicos aromaticos BTEX.

1.4.2 Objetivos especificos

¢ Generacion de la coleccion bacteriana.

e Adaptacion in vitro de microbiota.

e Obtener co-cultivos definidos.

e Analizar la tolerancia y consumo a monociclicos aromaticos.

e Elaborar la descripcion de la coleccién de cepas bacterianas.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1 Complejo BTEX
2.1.1 ¢, Qué son los BTEX?

Los BTEX son hidrocarburos aromaticos volatiles, que suelen estar presentes en derivados
del petroleo, dichos son los elementos de la gasolina y el combustible diésel son mas
solubles en agua y sus siglas significan un grupo de 4 hidrocarburos monociclicos que en
el orden son: Benceno, Tolueno, Nitrobenceno y Xileno. Dichos compuestos son
biodegradados por una extensa pluralidad de microorganismos, debido a que afio tras afio
se han acondicionado a los ambientes del contaminante en el cual estén (Morlett, 2009).

Practicamente los BTEX son un conjunto de especies quimicas que realizan parte de los
llamados compuestos organicos volatiles (COV’s), los cuales, a menudo, se hallan
presentes en ambientes conurbados y son parte de la lista de contaminantes peligrosos
para el aire, de cierta manera el benceno y el tolueno son estimados compuestos con

impacto carcinogénicos (Gallego, 2014).

Los BTEX tienen la posibilidad de interactuar en aguas naturales por medio de efluentes de
aguas residuales provenientes de industrias de refinacién de petroleo, aguas pluviales,
escorrentia de carreteras, derrames accidentales y fugas de tanques de almacenamiento
subterrdneo, haciéndolos contaminantes usuales en una gigantesca proporcion de

acuiferos. En seguida, se describen dichos compuestos:

2.1.1.1 Benceno

El benceno es un hidrocarburo monoaromatico cuyas propiedades se fundamentan en
conceder la funcion de disolver y dispersar con facilidad gran proporcién de compuestos
(Bracconi et al., 2017).

Sin lugar a dudas tiene orbitales de enlaces planos y simétricos, o sea, versatil y de mucha
trascendencia en la quimica. Es una molécula que tiene anicamente atomos de hidrégeno
y atomos de carbono (Arteaga, 2017). La mayor parte de los compuestos que se conocian

hasta el momento tenian una proporcion muchisimo mas alta de



atomos de hidrégeno, por lo general el doble. Cada angulo encontrado de los enlaces mide
120°. La orbital de enlace es cilindricamente simétrico cerca de la linea de alianza de los

ndcleos atémicos, por lo cual estas unidades se designan como enlaces (Tobares, 2003).

La formula del benceno mas multitudinario es CeHs 0 CnH2ns, la cual, frecuenta ser un
compuesto insaturado, en los hidrocarburos, debido a que este tiene un indice de
deficiencia de hidrogeno igual a 4, por igual, en varias maneras relevantes de representar
el benceno se hallan, ejemplificando, la formula desarrollada-1, la composicién de Kekulé-

2 o el modelo de anillo-3, que son los mas frecuentes (Fessenden et al., 1983).

En un inicio se vio que el Benceno poseia caracteristicas bastante inusitadas vy, al final
comenzaron a reconocer que era un integrante de una totalmente nueva clase de
compuestos organicos con caracteristicas especiales e interesantes. Entre los compuestos
BTEX, el benceno necesita atencion particular ya que es el mas toxico y el mas soluble
(Aburto, 2009).

2.1.1.2 Tolueno

El tolueno por su composiciébn CrHs pertenece a los hidrocarburos aromaticos de
propiedades, liquido, incoloro, mévil, de un olor caracteristico fuerte y penetrante pero
comunmente agradable, podria ser distinguido desde concentraciones de 8 partes por
millon (ppm) y el gusto en el agua desde 0.4 a 1 ppm, este compuesto se suministra al
cuerpo principalmente por via inhalatoria (Aldazabal et al., 2005), se origina de forma natural
en el petréleo, y es poco soluble en agua, pero miscible en la mayoria de los disolventes
organicos existentes, en ciertos aceites minerales y ademas en vegetales o animales.
Actualmente el 50% de este hidrocarburo se produce en el extranjero asi mismo distribuido

a los distintos paises (De Yuso Ariza, 2012).

Del mismo modo, el tolueno esta presente en varios productos de uso de la casa e industrial
en la fabricaciéon de pinturas, barnices, adhesivos, en la imprenta y entre muchos mas,
ademas es unos de los primordiales solventes con riguroso uso. Subsecuentemente el
tolueno se almacena en tejido adiposo en el que se retiene en elevados niveles de

concentracion (Ramirez, 2012).



2.1.1.3 Etilbenceno

El etilbenceno es un hidrocarburo aromatico tiene un olor parecido a la gasolina y es soluble
en disolventes organicos pero insoluble en agua es ademas un liquido fundamental debido
a que es inflamable e incoloro el cual frecuenta reaccionar con oxidantes fuertes. Este
solvente esta en productos de uso industrial, la adquisicién de este producto es legal, su
venta en el mercado es a bajo costo y la inhalacidbn de sus vapores no se estima un

comportamiento de elevado peligro (Paez et al., 2003).

Cabe resaltar que hay escasos datos acerca de los efectos de dicho monociclico sobre la
salud de las personas. Si se habita en una metrépoli o alrededor de manufacturas o
carreteras con gran viabilidad, se puede estar expuesto al compuesto anteriormente
mencionado a partir del medio ambiente. Las emisiones de etilbenceno al aire ocurren al
incinerar petréleo, combustible y carbén, y a partir de industrias que utilizan etilbenceno
(Ramirez, 2012).

2.1.1.4 Xileno

El xileno también conocido como dimetilbenceno es un solvente aromatico derivado del
benceno, en el que los grupos metilo pueden encontrarse en posicion orto, meta y para,
sobre el anillo bencénico en conjunto etilbenceno y como impureza mas comun, tolueno.
Los xilenos son sensibles disolventes y se usan como tales, encontrandose también en las

tintas de los marcadores permanentes.

Por otra parte, este solvente es insoluble en agua, pero miscible en alcoholes, éteres y otros
liqguidos organicos. Ademas de que es aun mas pesado que el compuesto tolueno, se
encuentra en productos de lavado de coladores y maquinaria, proceso de la maderay otros,
no esta clasificado como cancerigeno, aunque si como neurotéxico. Las indicaciones de
peligro para cualquier isémero de dicho monociclico, del mismo modo para la mezcla de
ellos son: H226, H332, H312 Y H315 (Escolar, 2020).

2.1.2 Clasificacion

Los hidrocarburos aromaticos son aquellos compuestos que tienen caracteristicas
relacionadas con el ndcleo del benceno, en el que hay seis equipos de carbono- hidrogeno

ligados a todos los vértices conformando un hexagono. Los representantes



de dichos compuestos son el Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xileno conocidos
comunmente como BTEX. En la categorizacibn de los monociclicos se hallan los
aromaticos, son compuestos mas frecuentes por lo cual son una clase particular de
hidrocarburos insaturados. La composicién que representan a dichos compuestos se
fundamenta en la estructura del anillo del benceno ya que tiene seis &tomos de carbono.
Sin embargo, la mayor parte de los crudos y derivados del petréleo (excepto ciertos
solventes hechos del petréleo) tienen dentro compuestos aromaticos.

Los BTEX, poseen una fundamental solubilidad en el agua, debido a que tienen la
posibilidad de movilizarse en el ambiente, asi como tienen la posibilidad de ser degradados
por su forma mas simple que poseen frente a todos los otros hidrocarburos (Altamirano,
2017). Segun una investigacion realizada por Leahy y Colwell (1990) citados por Morlett
(2009) evaltan que la produccién anual de petréleo o compuestos derivados del petrleo
en todo el mundo oscila entre 1.7 y 8.8 mil millones de toneladas (Figura 1). El Xileno es el
compuesto que mas se obtiene, seguido por el Tolueno, Benceno y Etilbenceno segun

datos estadisticos.
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Figura 1. Produccién anual de los BTEX a nivel mundial (Ton/afio).

2.1.3 Propiedades generales

2.1.3.1 Propiedades fisicas

Los hidrocarburos arométicos tienen algunas propiedades asociadas con el nucleo o anillo

suelen ser especiales, como en el benceno se encuentran seis grupos de carbono-



hidrégeno unidos a cada uno de los vértices de un hexagono, en el benceno los enlaces
gue unen estos seis grupos al anillo presentan caracteristicas intermedias, respecto a su

comportamiento, entre los enlaces simples y dobles.

Moreno Grau (2003) citados por Acevedo (2009) menciona que la composicion tipica de los
hidrocarburos constituyentes de la gasolina, en volumen, es de 4-8% de alcanos, 2-
5% de alquenos, 25-40% de isoalcanos, 3-7% de cicloalcanos,1-4% cicloalquenos y 20-

50% de compuestos aromaticos, de los que el 0.5 - 2.5% es Benceno.

A continuacion, se presentan otras caracterizaciones fisicas de los BTEX encontrados en

diferente literatura (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades fisicas de los BTEX.

Sustancia Benceno Tolueno Etilbenceno Xileno
Férmula CeHs CeHsCHs CsHio CeH4(CHs)
Peso molecular 78.11 92.14 106,16 g/mol 106.17

Presién de vapor
Densidad relativa

Temperatura de
descomposicion

Viscosidad
Color

Olor

Solubilidad

101 hPa (20°C)
(20/4) 0.878

No tiene

No tiene
Incoloro

Dulce

Tienen una

solubilidad en agua
bastante escasa

29 hPa (20°C)
(20/4) 0.866

No tiene

No tiene
Incoloro

Dulce

Es inmiscible en
agua

9.5 hPa (20°C)
(20/4) 0.8714

No tiene

0,68 mPa-s a 20°C
Incoloro
Aromatico

A 15°Ces
ligeramente soluble
en agua, es miscible
con alcoholes y
éteres

6.7 hPa (20°C)
(20/4) 0.88

No tiene

No tiene
Incoloro

Suave

No es soluble en
agua y flotara sobre
agua mas densa si

se combina

Fuente: Acevedo (2009).

2.1.3.2 Propiedades quimicas

Los hidrocarburos por sus propiedades quimicas se dividen en dos categorias. Las cuales
la primera se basa en compuestos organicos, cuya gama pertenece a la gasolina, por lo
que, corresponden a algunos alcanos de cadena pequefia como lo son; (C6-C10),
isopentano, 2,3-dimetilbutano, n-butano, n-pentano y compuestos aromaticos volatiles,
tales como hidrocarburos monoaromaticos Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xileno;
inclusive, los productos orgénicos de rango diésel incluyen alcanos de cadena mas larga
(C10-C40) y productos quimicos hidrofobos tales como hidrocarburos aromaticos
policiclicos. Dependiendo del nUmero de carbonos y su estructura quimica se determina su

clasificacion (Figura 2) Fuente: Njobuenwu (2005).
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Figura 2. Compuestos organicos de gama gasolina BTEX.

Los hidrocarburos tienen cadenas ciclicas con uno o mas anillos bencénicos, los cuales son
los arométicos. Estos al ser poco polares o no polares presentan la capacidad de no
disolverse en agua. Los hidrocarburos se pueden constituir por el 50-80% de la composicién
total del petréleo; mientras que la gasolina esta constituida aproximadamente por un 70%
de compuestos alifaticos y 30% de hidrocarburos arométicos (Olguin et al., 2007).

2.1.3.3 Propiedades toxicas

El medio ambiente, los humanos y los recursos naturales padecen ciertos efectos toxicos
gracias a los hidrocarburos aromaticos. Una vez que el monociclico se volatiliza los gases
se comienzan a desprender y se absorben mediante la ingestion o al contaminar la cadena
alimenticia; y por contacto dérmico. Principalmente su obtencion se hace por medio de la
sustraccion liquido-liquido siendo un proceso en el que los gases que se desprenden tienen
las posibilidades dafiinas de afectar el sistema nervioso central de los animales, el higado
y los pulmones, asi como varios organismos del cuerpo humano. Tienen la posibilidad de
ocasionar efectos bastante graves en el sistema respiratorio y sobre la dermis. Ciertos
estudios presentan inclusive, las consecuencias a largo plazo pueden aparecer afecciones
reproductivas, aunque es necesario resaltar que ciertos BTEX no son bioacumulables en

plantas o en animales impidiendo una afectacion directa (Mellado, 2019).

Sin embargo, los efectos toxicos son generados primordialmente por hidrocarburos que
entran en contacto con el océano, esto significa que, gracias a las refinerias situadas en la

costa y los derrames petroleros en el mar se generan extensa variedad de males



al ecosistema, depositandose en el fondo del océano cierta proporcion de residuos y una
mayoria en el area del mar contaminando la vida marina, entre los que esta, fitoplancton,
animales y plantas acuéticas (Cabrera, s.f.). Especialmente, el benceno causa toda clase
de leucemias, mientras tanto que el tolueno, etilbenceno y los isomeros del xileno ocasionan
severo mal al sistema nervioso central y varias otras patologias véase la Tabla 2 (Morlett,
2009).

Tabla 2. Propiedades toxicas de los BTEX.

Compuesto Dafios ala salud

Benceno 1) Favorece el desarrollo de todo tipo de leucemias. También puede causar leucemia

apléastica y pancitopenia reversible

2) Otros metabolitos del benceno interfieren con los acidos nucleicos.
Tolueno 1) Las altas concentraciones pueden provocar coma narcotico.
2) Pueden ocasionar un cuadro hepatotéxico, ademas de glomerulonefritis autoinmune.
3) Es teratogénico.
Etilbenceno 1) Causa intoxicacion crénica.
2) Provoca irritacion de vias superiores. Alteraciones hematolégicas (leucopenia 'y

linfocitosis), trastornos hepaticos y de las vias biliares

Xileno 1) Induce dafios en los 6rganos hematopoyeéticos y en el sistema nervioso central.
2) Se asocia a defectos neurolégicos, alteraciones en la sintesis de proteinas y deterioro de
la actividad inmunogénica.

* La intoxicacion aguda por estos compuestos produce cefalea, nduseas, mareo, desorientacion, confusion e
inquietud.
Fuente: Morlett (2009).

2.1.4 Repercusiones negativas

De acuerdo con estudios realizados al paso del tiempo por la exposicion al aire contaminado
con hidrocarburos aroméaticos se presenta un mayor el riesgo de causar enfermedades
respiratorias, por la exposicion de contaminantes de la gama aromaticos. De acuerdo a
estudios realizados se demuestra que las poblaciones cuyas viviendas estan ubicadas en
las afueras de las fuentes de emision por contaminantes en el aire presentan altas tasas de

casos de asma y enfermedades relacionadas.

Esto quiere decir que, en cuanto a los resultados presentan gran problematica en las
soluciones de mejora para los casos causados, es posible analizar el régimen y generar
estudios que permitan abordar problemas tan complejos como se requieran, asi como, el
disefio de recomendaciones para el manejo de riesgos en la salud, asi como el incremento

de nuevas biotécnicas amigables con el medio ambiente.

La Ley de Aire Limpio requiere que la EPA regule los contaminantes toxicos del aire de las

categorias de instalaciones industriales de los cuales también se encuentran los



BTEX. Al mismo tiempo se realizan actividades susceptibles en la contaminacién con
monociclicos por exposicion ambiental y ocupacional a mezclas de hidrocarburos que se

emiten en estaciones de servicio expendedoras de gasolina (Zarate et al., 2015).

La refinacién del petréleo tiene una mayor complejidad técnica, ya que del material llamado
comunmente “crudo” se obtienen muchos tipos de combustibles, desde el querosén hasta
los distintos tipos de naftas, diésel, el fuel oil y otros derivados que de alguna manera
contaminan el medio ambiente (Sosa, 2014). Dado que son multiples los impactos negativos
gue producen los hidrocarburos aromaticos, la experiencia internacional da indicios de que
los posibles dafios, sean inesperados con la extraccion de gases causa diversos tipos de
contaminacién, mas que favorecer a la poblacion traeran consigo serios problemas socio

ambientales (Garcia-Cruz, 2014).

Dentro de los accidentes e incidentes provocados por los hidrocarburos aromaticos BTEX
se definen las causas que provocan ciertas anomalias al medio ambiente, se pone de
manifiesto que todos los casos de contaminaciones de acuiferos superficiales o profundos
cientificamente documentados han ocurrido bien por fallos en la cementacién/revestimiento
de pozos, bien por fugas en superficie asociadas a fallos en las balsas de contencién,
tratamiento deficiente de las aguas de retorno o fugas directas de los pozos. Ello permite
concluir que la existencia de un marco normativo, asi como una actividad de vigilancia son

elementos fundamentales para la recuperacion del medio ambiente (Bezos, s.f.).

2.1.5 Riesgos ala salud

La absorcion de los hidrocarburos arométicos tiene lugar por inhalacién o ingestién y
también por via cutanea, los derivados monoalquilados del benceno son mucho mas
téxicos, es decir pueden causar efectos agudos y cronicos en el sistema nervioso, existen
mas variedades de enfermedades causadas por estos hidrocarburos que de cierta forma
viene afectando tanto a las personas como al medio ambiente. La contaminacion del aire y
sus efectos en la salud publica determina una inquietud sobre el tema principal de

preocupacion a nivel global, singularmente en las ciudades (Stellman et al., 2001).

En el estudio de Acevedo (2009) citado anteriormente, con el transcurrir del tiempo ha
aumentado el riesgo cancerigeno el cual ha sido obtenido mediante la aplicacion del
proceso de investigacion propuesta por la U.S. De igual manera la EPA revela que existen

riesgos cancerigenos individuales mayores a los admisibles en todas las



estaciones de servicio. También se refiere a que el riesgo es de 4 a 15 veces superior al
admisible, por lo que los productos del petrdleo repercuten moderadamente en la

exposicion de la salud de las personas que trabajan con este recurso.

De entre los cuatro componentes de los hidrocarburos aromaticos (BTEX) el tolueno causa
algunos dafos a la salud del ser humano los cuales son: irritacion ocular, cansancio,
confusién, debilidad, pérdida de la memoria, y otros mas, asi mismo el benceno provoca,
somnolencia, mareo, taquicardia, dolores de cabeza, vomitos y acidez e irritacion
estomacal, entre los mas riesgosos este puede causar disminucion del nimero de glébulos
rojos en sangre, por ultimo los BTEX, especialmente el benceno, son agentes no polares
de cardcter lipofilico con diversos efectos nocivos para la salud humana en especial el
benceno, es uno de los componentes de la gasolina que tiene baja tasa de excrecion,
efectos cancerigenos, mutagénicos y se les ha identificado también como disruptor

endocrino (Antonio et al., s.f.)

2.2 Remocién de complejo BTEX

2.2.1 Biorremediacion

Silvana (2014) sefiala que en base a distintas investigaciones relacionadas con
microorganismos demuestra que tienen capacidades Unicas aportando gran avance a la
tecnologia esto mediante la utilizacion del potencial metabdlico generado por si mismos
acelerando la biodegradacion de forma natural de un contaminante bajo condiciones
Optimas de parametros criticos, a esta técnica eficaz se le ha denominado biorremediacién
y es usualmente utilizada por organismos vivos que viven en el suelo y agua como lo son:
las algas, hongos y bacterias para absorber, degradar o transformar contaminantes

organicos e inorganicos y retirarlos, inactivarlos o mitigar su efecto en suelo, agua y aire.

Se puede llevar a cabo mediante dos métodos: bioaumentacion y bioestimulacion, siendo
las mas comunmente utilizadas. La bioestimulacién con fertilizantes organicos e inorganicos
aporta nutrientes adicionales aumentando la poblacién microbiana indigena para acelerar

el proceso degradativo de los contaminantes.

Las técnicas biotecnolégicas son de tipo aerobio y se producen en condiciones aerobias
esto quiere decir en presencia de oxigeno, o bien de tipo anaerobio en condiciones sin

oxigenacion (Arroyo et al., 2004).



Para que el proceso de biorremediacion se lleve a cabo es necesario que el ambiente en el
que se encuentre cuente con ciertas condiciones, se debe considerar una temperatura
adecuada, agua suficiente y debe existir cierta cantidad de nutrientes y segun sea el caso
oxigeno, de esta manera se considera una tecnologia aplicable para eliminar un

contaminante especifico.

Desde la existencia de los microorganismos son utilizados por su potencial enzimético para
mineralizar los compuestos contaminantes o degradarlos como es el caso de los
hidrocarburos hasta productos intermedios, en un ambiente aerobio o anaerobio, desde el
punto de la importancia de la biorremediacion (Gonzélez-Rojas, 2011).

Las bacterias presentes en el suelo contaminado tienen la capacidad de transformar los
compuestos organicos hasta convertirlos en diéxido de carbono, agua y fuentes de alimento
para su propio crecimiento y reproduccién, es decir, el proceso de biorremediacién ocurre
naturalmente. Se tiene en cuenta que los microorganismos tienen la capacidad de
adaptarse rapidamente a cualquier ambiente y eventualmente degradar cualquier
compuesto organico natural sin la intervenciéon del hombre o agente quimicos, sin embargo,
esta situacion de adaptacion requiere la presencia de condiciones ambientales tales como
el pH, oxigeno y la temperatura, concentraciones de contaminante no toxicas para los
microorganismos y adecuadas condiciones de humedad y conductividad del medio, entre

las més importantes.

Sin embargo, la ausencia de algunos de los parametros mencionados puede causar o limitar
totalmente la actividad biolégica y es cuando la mano del hombre juega un papel
fundamental en la intervencién del proceso optimizando y mejorando las condiciones para
aumentar la poblacion bacteriana también llamado bioaumentacién y/o manipulando
genéticamente las bacterias para la degradacién especifica de algunos compuestos

quimicos (Suarez, 2013).

Arroyo et al., (2004) indica que la concentracién y composicion de los microorganismos y la

tasa de transformacion de contaminantes esta compuesta por distintos factores:

Los nutrientes juegan un papel importante en el proceso de biorremediacion principalmente
el nitrégeno y el fosforo, seguidos del hierro y calcio, se afiaden al sistema a travées de
galerias filtrantes 0 pozos de extraccion y en algunos casos en forma de fertilizantes, en
general el suelo retiene la mayoria de los nutrientes necesarios, sin embargo, si estos no

se encuentran en cantidades normales se puede adicionar mayor cantidad al medio.



Los microorganismos utilizan principalmente fosforo y nitrbgeno como nutrientes principales
la gran parte presentes en el suelo en concentraciones suficientes, de lo contrario se
suministra la cantidad faltante al sistema, en el rango del carbono, nitrégeno y fosforo
(C:N:P) depende mayormente por el tratamiento a emplear siendo en la mayoria de los
casos 100:10:1 de acuerdo a experimentos realizados.

El rango de pH del suelo oscila entre 6.5 a 7.5 afecta elocuentemente en la actividad
microbiana llevandose a cabo un crecimiento bacteriano favorable para el sistema, es por
ello que el pH también afecta directamente en la solubilidad del fosforo y en el transporte
de metales pesados en el suelo.

A medida que la temperatura aumenta, las reacciones quimicas y enzimaticas crecen
también, es necesario tener una temperatura equivalente a 15y 45°C para que las especies
bacteriana realicen su trabajo, es importante indicar que para cada microorganismo existe
una temperatura minima por debajo de la cual no existe crecimiento, temperatura 6ptima
por la cual el crecimiento del microorganismo es mas rapido y una maxima arriba de la cual

ya no existe crecimiento.

Para un crecimiento adecuado los microorganismos requieren condiciones minimas de
humedad es por ellos que el agua es parte de protoplasma bacteriano del sistema y sirve
como medio base para el transporte de los compuestos organicos y nutrientes al interior de
las células, con una minima o en su caso un exceso de humedad inhabilitaria el crecimiento

de microorganismos al reducir las posibilidades de oxigeno en el suelo.

La estructura quimica segun sea el hidrocarburo variara debido a su carga atomica y baja
solubilidad en el agua siendo parametros que afectan la halogenacion, la existencia de
ramificaciones de un hidrocarburo va a depender en gran medida de su estructura

molecular.

Las bacterias son una diversidad de microorganismos capaces de adaptarse a un
contaminante y/o degradarlo siendo asi las mas aptas para su uso en la biorremediacion

entre ellas se encuentran:

La bacteria Deinococcus radiodurans es utilizada para la eliminacion de elementos
radiactivos que se encuentran presentes en el suelo y aguas subterraneas. Es considerado
un microorganismo es un extremofilo que resiste a condiciones extremas de radiacion,
sequedad, agentes oxidantes y diversos compuestos mutagénicos.



Las cianobacterias que son organismos microscopicos tienen la capacidad de desarrollarse
en ambientes con escasas concentraciones de diéxido de carbono ademéas de degradar
diferentes hidrocarburos o pesticidas (Reyes-Reyes et al., 2018). Por otro lado, las
cianobacterias son empleadas como indicadores de contaminacion orgénica y tienen la
capacidad de generar oxigeno y su propio alimento (Peinador, 1999).

2.2.2 Biodegradacién

La biodegradacion es una tecnologia que se da naturalmente, es la disolucién quimica de
los materiales por bacterias u otros métodos biolégicos, es muy importante debido a que,
ya gue sus avances metodoldgicos en la biodegradacién microbiana han reconocido
minuciosas investigaciones de alto rendimiento al conocer algunos organismos necesarios
para aportar vias claves de biodegradacion. Es decir, los compuestos organicos son dificiles
de degradar debido a su ambiente por lo que la biodegradacién de otros tipos de

compuestos si se puede realizar.

Dicha biotecnologia, capaz de eliminar algunos contaminantes es el principal mecanismo
de degradacion, es limitada y muy comunmente aplicada. La degradacion de los
hidrocarburos y en su caso de monociclicos aromaticos son generalmente los procedentes
del petréleo por las poblaciones de microorganismo nativos representan uno de los
importantes componentes por el cual el hidrocarburo y sus derivados pueden disminuir

considerablemente su presencia en el medio ambiente (Cardona, 2003).

Al igual que la biorremediacion, la biodegradacién depende de las condiciones del habitat,
del contaminante y de los microorganismos presentes, es por ello la importancia en cada
uno de los factores la hora de aplicarlos en la metodologia, ademas dicha biotecnologia se
diferencia por su estructura quimica estable, gran tamafio molecular y alto nidmero de
cloros, también dada su baja solubilidad en el agua y fuerte absorcion al suelo (Acuia et
al., 2010).

Si bien los microorganismos capaces de biodegradar los compuestos de BTEX
generalmente estén presentes en diferentes sitios, principalmente en lugares donde se
derraman hidrocarburos, existe la necesidad de saber si las condiciones son favorables
para que ocurra la biodegradacion. Por otra parte, es importante mencionar que la
biodegradacion de hidrocarburos totales de petroleo puede verse afectada por las
condiciones ambientales, tanto plantas como seres vivos, que se presenten en el sitio
contaminado, por este motivo es importante controlarlas para que la actividad de los

microorganismos degradadores sea eficiente y se puedan aplicar. Los factores que mas



intervienen dentro de la biodegradacién son: temperatura, pH, humedad, aceptores de

electrones y nutrientes (Vallejo et al., 2005).

Halden y colaboradores (1999) atribuyen que los hidrocarburos son considerados una gama
de compuestos toxicos de considerable importancia ambiental, demostrando la eficiencia
de los microorganismos del género Pseudomonas en degradaciéon de &acido 3-
fenoxibenzoico en suelos. En el experimento los resultados presentaron un papel
degradativo, ambas Pseudomonas fueron manipuladas genéticamente. Una vez mas se
demostré que las bacterias fueron eficientes en distintas pruebas; sin embargo, las
bacterias modificadas genéticamente presentaron una eficiencia favorable para sobrevivir

a factores ambientales adversos esto quiere decir que son cada vez mas efectivas.

De igual manera, los hongos juegan un papel muy importante como degradadores ya que
han sido evaluados para la degradacion de hidrocarburos y los resultados fueron positivos
para la degradacion de distintos compuestos. Como ejemplo de estos hongos Prenafeta-
Boldu et al.,(2002) estudiaron el papel que desempefian algunos hongos de modo que se
enfocaron en el hongo Cladophialophora sp. En algunos componentes como lo son;
Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xileno. El hongo no fue capaz de degradar el benceno,
pero degrado los hidrocarburos aroméaticos, Tolueno, Etilbenceno y Xileno.

Y finalmente, otro caso importante evaluado por Abed et al., (2002) fue el papel que
realizaron algunos géneros Phormidium y Oscillatoria en el que evaluaron su potencial de
degradacion de hidrocarburos. mediante un proceso realizado e investigacion de estos
géneros, los resultados arrojados sefialaron que en 7 dias se habia degradado el n-
octadecano en un 25 y 34%, lo cual indica un avance muy significativo respectivamente de
cada género. Los valores obtenidos sefialan el potencial de estas cianobacterias para el
mejoramiento de futuras técnicas biodegradativas en suelos presentes por hidrocarburos
(Torres, 2003).

2.3 Caracterizacion de bacterias con potencial de degradacion de BTEX
2.3.1 Tincion de Gram
Las bacterias pueden clasificarse segun su respuesta en Gram positivas o Gram negativas,

estd basada en diferencias fundamentales de la envoltura celular, concretamente en las

caracteristicas de la pared celular y contenido de peptidoglicano



lo que le confiere propiedades determinantes a cada microorganismo (Pirez y Mota, 2008).

La clasificacion por tincién de Gram es considerada diferencial al poder visualizar méas de
un color. Las Gram positivas se tifien de color azul-violeta y las Gram negativas se tifien
rosado o rojo (Lépez-Jacome et al.,, 2014). Este método requiere de la fijacion de las
muestras para preservar la arquitectura estructural y quimica de las células y se emplean
Unicamente dos colorantes, los tiempos de contacto de estos, se muestran en la siguiente
tabla 3.

Tabla 3. Tincién de Gram, tiempos y caracteristicas

» Tiempo de Bacterias Gram Bacterias Gram
Solucion L o .
apllcaC|on pOS|t|vas negatlvas
Colorante: cristal violeta 30s violeta Violeta
Mordiente: lugol 1 min violeta Violeta
Decolorante: alcohol
acetona 10-15 min violeta Incolora
Colorante de contraste:
1 min violeta Rosada

safranina

Aunado a esto, la técnica permite saber de manera rapida las caracteristicas de la muestra
y hacer una diferencia de los potenciales microorganismos causantes de una infeccion, por
ejemplo, ha sido una técnica sencilla de diferenciacion bacteriana que se emplea con
resultados 6ptimos en la rapida deteccion de la neumonia en situacion de Urgencias (Ferré
et al., 2011).

2.3.2 Produccién de energia

A lo largo de los ultimos afios emergen disciplinas de la microbiologia ambiental aplicada,
esta se fundamenta en diferentes indagaciones que se han realizado por medio de arduo
trabajo en el desarrollo de la microbiologia molecular, con el lapso del tiempo se buscé
decidir la funcionalidad metabdlica de la mayoria de los conjuntos de bacterias que hay
hasta entonces, desde aquel entendimiento, crear novedosas aplicaciones en la vida

humana.

Es por esto, que este desarrollo vertiginoso de la ciencia y el desarrollo tecnolégico nos ha

permitido usar microorganismos en funcionalidad de la descontaminacion del agua y



suelo. El aprovechamiento del metabolismo de los microorganismos ha posibilitado la obra
de reactores biolégicos a mucho menor precio que los fisicoquimicos, y ademas ha
posibilitado la obra de plantas de procedimiento de sistema mixto, para una mayor eficiencia
(Fonturbel et al., 2004).

Las cianobacterias son microorganismos bastante relevantes que son capaces de realizar
la fotosintesis oxigénica. En la actualidad, son consideradas una fuente posible para la
produccién de biocombustibles 0 compuestos farmacéuticos entre otros, resultan muy

relevantes como productores de energia y eficientes para la biodegradacion (Fasce, 2016).

Las bacterias cumplen una funcién importante en el medio ambiente, su trabajo consiste en
biodegradar contaminantes adaptandose al mismo y convirtiéndolos en energia lo cual es
una actividad importante para los avances tecnoldgicos que a gran medida han buscado

favorecer al medio ambiente, convirtiendo fuentes de energia gracias a las bacterias.

Un caso de ello, es comprobado por medio del andlisis de la bacteria del género Geobacter
sp por medio de la funcion de transferir electrones a moléculas y de determinada forma
aprovecharlos, del mismo modo 6xidos de nitrdgeno, sustancias de elevado peso molecular

formadas por la degradacion quimica y biolégica de otros desperdicios.

Este microorganismo posibilita la transferencia de electrones en forma directa a los
electrodos, conformando pequefias corrientes eléctricas, de igual manera posibilita a la
especie Geobacter sp presentar un fundamental papel en el periodo natural de la materia
organica y de los metales en el subsuelo y mantos acuiferos. La bacteria previamente
mencionada posibilita la transferencia de electrones hacia los electrodos permitiendo la
generacion de electricidad misma que se recibe con materia organica, la utilizaciéon de
electrodos como donador de electrones ayuda a la reduccién de contaminantes tales como:

disolventes clorados, uranio y nitrato.

En el afio 2002 Esteve Nufiez confirmd que se podia conseguir energia eléctrica por medio
de la utilizacion de la bacteria Geobacter sp realizando un facil contacto con uno de los
anodos, sin necesidad de recurrir a mediadores quimicos o la participacion de las personas.
Para entonces el género bacteriano que habita cominmente en el suelo y agua presentaba
la funcién de respirar piedras en vez de compuestos solubles, lo cual quiere decir que usa
oxidos de hierro de la tierra con aceptadores de los electrones para oxidar la materia

organica convirtiéndola en fuente de energia (Alvarez, s.f.).



2.4 Diversidad metabdlica

2.4.1 Fotoautotrofas

Los organismos fotoautétrofos poseen la funcion de conformar fotones de la luz del sol por
medio de una fuente de energia dichos fotones tienen la posibilidad de fijar carbono

inorganico a modo de carbono orgénico y es asi como se llaman fotoautétrofos.

La fotosintesis es llamada un proceso fundamental y exclusivo proceso de conversion de
la energia luminica, implica la fabricacién de nutrientes organicos paralelamente transforma
la luz debido a la materia organica por medio de los organismos fotoaut6trofos (Apella y
Araujo, 2005).

Andersen (2005) citado por Cueto (2008), menciona que la utilizacion de organismos
fotosintéticos para obtener productos de interés no es algo novedoso, en el dltimo siglo se
han cultivado diferentes organismos fotoautotrofos, con el fin de obtener metabolitos de
interés, entre ellos tenemos la posibilidad de nhombrar a Spirulina sp., Dunaliella salina,
Chlorella sp. Haematococcus sp., entre otros. Siendo algas y cianobacterias las mas usadas

en este proceso y que cumplen con los requerimientos necesarios para hacer este proceso.

2.4.2 Litotrofas y Organotrofas

Para fines de aprovechamiento de energia las bacterias pueden dividirse en
microorganismos litétrofos que se caracterizan por su capacidad de requerir solo de
compuestos inorganicos sencillos como lo es el SHz, SO, NHs, Fe, etc. Es decir, que las
bacterias requieren de cierta variedad de fuentes organicas cuyas alternativas sean obtener

energia.

Asi mismo, las bacterias organotrofas se caracterizan por requerir Unicamente de
compuestos organicos los cuales pueden ser hidratos de carbono, proteinas, petrdleo,

lipidos y alcoholes (Frioni, 1999).

2.4.3 Heter6trofos

En su mayoria los heterétrofos provienen de los procariontes los cuales producen su propio
alimento por ende significa que a partir de compuestos organicos obtienen los atomos de
carbono que los hace diferentes a los demas (Pullés, 2014). Teniendo en cuenta que
algunos heterotrofos llamados también fotoheterotrofos pueden obtener energia de la luz

solar al igual que las fotoautotrofas.



No obstante, por mucho el grupo més grande de procariontes es similar, respecto a sus
patrones de alimentacion, a los animales de modo que ambos obtienen energia y carbono
a partir de moléculas orgéanicas, dichos organismos poseen una gran capacidad de
adaptacion y tolerancia en condiciones adversas, en otras palabras, se ha comprobado que
la mayor parte de bacterias heteroétrofas son los indicadores mas confiables del tratamiento

de descontaminacion.

2.4.4 Prot6trofas

Tienen la capacidad de desarrollarse en medios carentes de aminoacidos. Un compuesto
que es capaz de inhibir el efecto de los mutadgenos, es decir, que no permite que se revierta
la mutacion en la bacteria es un antimutdgeno. Se encuentran especificamente en cepas

de bacterias, algas y hongos (Kappelle, 2008).

En su mayoria las cepas presentan la capacidad de crecer en medios minimos, las cuales
pueden ser sintetizadas facilmente, sin embargo, son microorganismos gue no ocupan otros
elementos nutritivos distintos a los del tipo silvestre del cual se derivan. Por ende, su

clasificacion se basa en los factores de crecimiento y de algunos otros factores.

2.4.5 Autébtrofas

Se definen como microorganismos autétrofos a aquellas bacterias que se caracterizan por
su capacidad de acumular energia quimica, esto mediante las moléculas de carbohidratos
que construyen por si mismos, estos finalmente son aprovechados por otros mecanismos.
En definitiva, es capaz de producir su propio alimento sintetizando sus propios nutrientes.
Considerando que a la mayoria de los autétrofos transforman la luz solar para producir
alimento, de ahi que a este proceso que realizan se le conoce como fotosintesis y solo tres
grupos son capaces de esta transformacioén de energia entre las que se encuentran las

plantas, algas y algunas bacterias (Henao-Castro et al., 2015).

2.5 Aerobios, anaerobios y fermentadores

Los microorganismos conocidos cominmente como anaerobios tienen un amplio conjunto
de géneros y especies tales como; cocos, bacilos grampositivos y gramnegativos, su
crecimiento se da Unicamente en ausencia de oxigeno (anaerobio) basandose en los
cultivos de medios enriquecidos. En su mayoria ellas tienen gran relevancia en los procesos

patolégicos orales (Pastor et al, s.f.).

Los organismos no solo requieren de condiciones Optimas anaerobias para multiplicarse,



sino que el oxigeno sea apto para ellos, de igual manera para los procesos aerobios toman
un papel muy importante en el que la degradacion de contaminantes puede llevarse también
por hongos que contengan dioxigenasas utilizando el oxigeno para la activaciéon y ruptura

del anillo aromatico.

El oxigeno es un parametro muy importante ya que sirve también como aceptor final de
electrones para la oxidacion completa de estos compuestos. Sin embargo, la disminucién

del oxigeno disuelto de los sitios contaminados limita la biodegradacion de los BTEX.

Los estudios por la via aerobia para el catabolismo de los compuestos arométicos han
demostrado que estas enzimas (monooxigenasas y dioxigenasas), llevan a cabo el primer

paso que es la activacion para la conversion de los compuestos aromaticos (Figura 3).

Degradacion aerobia:
Sustrato + — Biomasa ++
Degradacion anaerobia: _

Sustrato + () — Biomasa +

Fuente: Maroto and Rogel, (2009) citado por Bermudez (2012)

Schink, 1997 y Fries y Cols., (1994) citados por Morlett (2009) indican que la biodegradacién
anaerobia es efectivo proceso biolégico que ha dado un gran avance a la tecnologia
empleando microorganismos vivos, asi como también es de gran importancia para el
tratamiento de diferentes residuos organicos e hidrocarburos aromaticos contaminantes en
suelo y agua, también para la produccién de energia en forma de biogas CH4 (Karakashev
y cols., 2005).

Garcia-Cruz et al., (2014) refiere que, de acuerdo a diversas investigaciones se comprueba
a los monociclicos como un contaminante principal en el suelo y que de alguna manera son
degradados y se ha observado que se degradan por diferentes rutas metabdlicas,
dependiendo de la estructura molecular del compuesto. De los cuatro compuestos
aromaticos el tolueno es el de mayor consumo bajo condiciones aerobias dependiendo de

las bacterias empleadas en el sistema.

Los microorganismos aerobios facultativos realizan la fermentacién mediante la produccion
de energia, bloqueando la presencia de oxigeno asegurando que el suministro de energia

se produzca por respiracion (Varela, 2006).



2.6 Cinéticas de degradacion

Los diferentes estudios que se llevan a cabo actualmente con BTEX han producido en gran
medida resultados de degradacion simultanea, por lo que los diferentes trabajos aun no se
han completado. Se consideran importantes los siguientes descubrimientos y trabajos
realizados. Estos descubrimientos y trabajos se centran en los organismos que se estan
estudiando. Segun los cientificos estos descubrimientos y trabajos contribuyen mucho a la

ciencia.

La figura 4 muestra el efecto de la concentracion de NaCl sobre la degradacion del tolueno,
se puede observar que la tasa mas alta de 950 mg de proteina -1 h -1 tiene a una salinidad
de 50 gr de NaCl L -1. Esto lo clasifica como un consorcio moderadamente hal6filo. Se evaluo
la influencia de la salinidad en el coeficiente de particién del tolueno, para valores de salinidad
entre 0-200 g NaCl | -1 se obtuvieron valores entre 0.2 y 1.25. Esto indica que, para la mayor
salinidad probada, el tolueno presente en la fase liquida es 6 veces menor que el tolueno en

el experimento sin NaCl (Morales et al., S. f).
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Figura 4. Efecto de la salinidad sobre la tasa de degradacion de tolueno.
Fuente: Morales et al., (s.f.).

2.7 Aislados bacterianos
Existen varios estudios que aislan distintos géneros de bacterias, todas pueden degradar

diferentes tipos de hidrocarburos. Otras busquedas muestran resultados positivos y

beneficiosos para el medio ambiente. Aunque solo se puede cultivar una pequefa parte de



la comunidad microbiana, el aislamiento y la identificacién de bacterias es importante para
comprender el papel de estos microorganismos en el metabolismo de los hidrocarburos del
petroleo (Segura et al., 2016).

A continuacion, se describen los siguientes ejemplos de aislados bacterianos:

Mediante la investigacion realizada por Araujo et al. (2006), informa que en el suelo
contaminado con hidrocarburo del campo petrolero Moga en el estado Zulia, Venezuela, se
estudio el uso de cepas bacterianas nativas y la aplicacion de lodos estabilizados en la
recuperacion de suelos afectados por los hidrocarburos. Comprueba la capacidad
(viabilidad) de las cepas bacterianas aisladas del suelo para degradar el combustible diésel.
Las cuatro cepas mas efectivas integraron el cultivo mixto en el estudio de procesabilidad,
en el que se utilizé el lodo estable del sistema de lagunas como esponja y se aplicé
tecnologia de compostaje durante 150 dias en suelos contaminados con aceite, nitrégeno

y fésforo como fertilizante.

Otro proyecto sefiala, como es posible estudiar y caracterizar cepas bacterianas, en este
trabajo se evaluaron tres bacterias capaces de alimentarse de hidrocarburo, se evalué si
las cepas son capaces de biodegradar hidrocarburos en presencia o ausencia de nitrégeno.
Las muestras fueron aisladas de un suelo de la Patagonia con una extensa historia de

contaminacién por combustibles y sus derivados.

Se encontraron tres bacterias que pueden crecer en bajas concentraciones de nitrégeno y
notables concentraciones de combustible. Dichas cepas fueron identificadas por ARNr 16S
los microorganismos pertenecen a los géneros Pseudomonas sp., Bacillus sp. y Gordonia
sp. Ademas, se cuantificO y caracterizaron los acidos grasos de la membrana.
Principalmente se investigdé la adaptabilidad para degradar hidrocarburos alifaticos,

aromaticos, poliaromaticos y ciclicos en dos variables, presencia y ausencia de nitrdgeno.

En ambos escenarios, las cepas fueron capaces de eliminar casi en su totalidad los
hidrocarburos testeados. Se comprobd que estos géneros bacterianos aislados, tuvieron
una buena adaptacion a los cambios de pH, temperatura y concentracién de NacCl, y es por
ello que pueden tolerar y adaptarse a los contaminantes que estan presentes en el suelo

patagonico (Acufia, 2010).

En una colaboracion de la Universidad de Santiago de Cuba con la Universidad de
Barcelona Silva y colaboradores (2008), aislaron cepas bacterianas del sistema de
tratamientos de residuos de la refineria del petrdleo “Hermanos Diaz” en Santiago Cuba
mediante el método de enriquecimiento secuencial, la fuente de carbono empleada fue

petroleo Mesa 30/Puerto Escondido. El resultado fue el aislamiento de nueve cepas



bacterianas, cinco de ellas son Gram negativas (AT14 - AT18) y el resto positivas. El
secuenciamiento del gen 16S ribosomal de las cepas Gram negativas indica que son de la
especie Pseudomonas aeruginosa. Ensayos de biodegradacion de petréleo a una
concentracion de 0.2 v/v demostraron que la cepa AT18 es capaz de eliminar el 50% del
petréleo en los primeros 5 dias. Se confirma la posibilidad de encontrar candidatos idoneos
0 promisorios en la degradacién de hidrocarburos, a pesar de la toxicidad de estos

compuestos, en diversos ambientes saturados de contaminantes.

En el Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras en el Caribe, Colombia, se encuentra
el Cepario de Bacterias Marinas, las cuales fueron aisladas de estaciones que por afos
estuvieron impactadas con hidrocarburos. Para saber si estas cepas eran capaces de
tolerar crudo y aceite combustible para motor (ACPM) se analizaron con estos
contaminantes a concentraciones de 1% v/v. Para elegir bacterias capaces de degradar
Hidrocarburos competitivamente, se sembraron masivamente en medios suplementados
con petroleo crudo y ACPM durante 7 dias, aquellas que lograron crecer a estas
concentraciones fueron reunidas en un cultivo mixto (consorcio) se identificaron
correspondientes a los géneros Klebsiella, Chromobacterium, Flavimonas, Enterobacter,
Pseudomonas y Bacillus, Posteriormente se enfrentaron a una concentracion del 2% v/v
ACPM. Después de 21 dias de incubacién, se determiné que las cepas fueron capaces de
degradar el 68.6% del total de alifaticos. Las bacterias del cepario analizadas, tienen
interesantes capacidades metabdlicas para tolerar, asimilar y degradar altas
concentraciones de hidrocarburo. Este resultado indica lo loable que resulta indagar las
capacidades de los microorganismos cuando estos han sido aislados de ambientes

contaminados (Marin et al., 2004, citado por Narvaez-Flérez et al., 2008).

En un estudio realizado en el Centro de Investigaciones del Petréleo, La Habana, Cuba se
aislaron posibles cepas degradadoras de hidrocarburos en presencia del contaminante
conocido como crudo Mesa 30, las cepas se analizaron evaluando al contaminante como
Unica fuente de carbono, tres de ellas indicaron degradacion en los primeros siete dias del
experimento. Los microorganismos se identificaron en los géneros Bacillus y Alcaligenes,
una de las cepas (F10S1) removi6 el 69.26% a los 45 dias de cultivo estatico. Ademas, las
cepas F9S y F1FLC biodegradaron el 50%, esto quiere decir que las cepas aisladas tienen
potencial de remocion de contaminantes presentes en las costas marinas, al menos del
50% (Barrios et al., 2012).



La Universidad Nacional de la Patagonia de San Juan Bosco, concretamente recolecto
muestras en tres diferentes sitios del litoral de Caleta Coérdova, en uno de los sitios se
ubicaba una monoboya de carga de petroleo. Para conocer la mineralizacion de
hidrocarburos se emplearon como fuente de carbono gasoil, petréleo, kerosene, aceite
lubricante al 0,1 % y nafta al 0,05% y fue determinada mediante la produccion de CO.. La
mineralizacion de los hidrocarburos ensayados se realizé principalmente en los primeros 14
dias. En este estudio, se aislaron mas de 200 microorganismos bacterianos de los cuales
se concluyd que el género bacteriano con mayor frecuencia fue Pseudoalteromonas. La
presencia de microorganismos es un factor de suma importancia para la recuperacion de
ambientes contaminados, en este estudio se confirma que bacterias aisladas fueron
capaces de metabolizar el hidrocarburo y quizds con un manejo especial, poder

biorremediar el lugar (Pucci et al., 2010).

Un aislamiento bacteriano analizado en la Facultad de Ciencias Biologicas (UNMSM)
Brasil, demostré la capacidad de degradacion in vitro de cepas bacterianas en ambientes
contaminados, para evaluar el potencial bacteriano, determinado a partir de la densidad
Optica (DO), se realizaron dos soluciones salinas con petréleo y diésel (1%). Los resultados
mostraron la capacidad de los microorganismos para metabolizar dichos compuestos
durante 15 dias previos a su crecimiento. El andlisis genético 16S rRNA de los aislados
concluye en los géneros Proteobacterium, Pseudomonas y Exiguobacterium. Los
resultados muestran la potencial aplicacion de las bacterias en procesos de
biorremediacion por su capacidad metabdlica y adaptativa de crecimiento usando

hidrocarburos (Lustosa et al., 2018).

2.8 Construccioén de ceparios

Un cepario 0 consorcio bacteriano es un grupo de bacterias extraidas de un solo sitio de
indagacion, recopiladas y estudiadas en un laboratorio, del mismo modo, resguardadas. La
coleccién de cultivos microbianos tiene como objetivo fundamental obtener, preservar,
clasificar, estudiar y documentar de manera completa y accesible, un acervo de cultivos

bacterianos, puros, estables y bien clasificados de interés especifico (CINVESTAV, 2021).

En el Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de la Unidad Multidisciplinaria de
Investigacion Experimental Zaragoza (U.M.l.LE.Z) de la F.E.S. Zaragoza, a partir de la
coleccién americana de cultivos tipo (ATCC) reline en su cepario una pequefia coleccion
de cuatro cepas bacterianas. Las cepas se encuentran resguardadas a -20° C y cada 90

dias son evaluadas para el control de calidad y empleadas en la calibracion de equipos.



Las cepas son de los géneros Staphylococcus aureus ATCC29213, Enterococcus faecalis
ATCC29212, Escherichia coli ATCC25922 y Staphylococcus epidermidis ATCC12228
(Garcia, 2013).

El mantenimiento de un cepario requiere de constantes revisiones para asegurar la latencia
bacteriana es el caso de Acosta (2019) para evaluar la viabilidad y pureza de un consorcio
que se encuentra en la Universidad de Santander, dicho consorcio esté constituido por 14
cepas microbianas (ATCC) de las cuales ocho son bacterias y seis cepas de hongos
filamentosos, distribuyéndose en tres grandes grupos (Bacterias Gram Positivas, Bacterias
Gram Negativas y Hongos filamentosos). Como resultado se determind una condicién de
conservacion de 95,7% para Bacterias Gram negativas y 98,3% para Bacterias Gram
positivas de recuperaciéon de viabilidad a los 12 meses de conservacion como resultado

promedio.

En 1998, en el Instituto de Ciencias Biologicas de la Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas se cred un consorcio bacteriano a partir de la donacion de cada cepa por diferentes
universidades como lo es el Instituto Politécnico Nacional (IPN), Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados (CINVESTAV) del IPN, Coleccion Americana de cultivos Tipo (ATCC)
y el Hospital de Especialidades Pediatricas (HEP) con la finalidad de la realizacién de
practicas y uso docente. Gutiérrez-Jiménez et al., (2015) investigo la viabilidad, pureza y
caracteristicas biolégicas del consorcio, dicho cepario cuenta con 33 especies bacterianas
agrupadas en ocho géneros y cinco familias (Streptococcaceae, Enterobacteriaceae,
Staphylococcaceae, Bacillaceae y Pseudomonaceae). La mayor parte de la coleccion esta
constituida por los géneros Streptococcus y Escherichia (45,5 y 21,2%, respectivamente),
seguidos de Staphylococcus (9%), Bacillus, Shigella y Salmonella (6,1% por género),

Klebsiella y Pseudomonas (3% por género).

En la Facultad de Ingenieria y Ciencias Aplicadas de la Universidad Internacional SEK,
Quito, se realizé una investigacion cuyo fin es aislar de microorganismos y disponibilidad
para actividades de docencia asi como la generacién de un consorcio bacteriano, tomando
muestras de fuentes naturales en tres diferentes puntos (tierra, estiércol y queso crema)
como resultado se obtuvieron ocho cepas de los géneros Lactobacillus zeae s, Lactobacillus
rhamnosus, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Escherichia coli, Enterobacter cloacae,

Enterococcus faecalis, Lysinibacillus boronitolerans (Osorio et al., 2021).



CAPITULO lll. METODOLOGIA

3.1 Preparacion de medios de cultivos.

Para visualizar el desarrollo de bacterias aerobias no exigentes y la diversidad bioldgica de
las muestras bacterianas, se utilizé medio de cultivo Métodos Estandar y para la
conservacion de cepas, el medio de cultivo de Luria Bertani (LB).

Los reactivos necesarios para dichos medios se detallan en la siguiente tabla 4. Estos
componentes fueron disueltos en agua destilada, colocados en un agitador de
calentamiento para su completa disolucion, a su vez se diluyd el medio en un matraz
Erlenmeyer sellado y listo para ser esterilizado en la autoclave vertical a temperatura y
presion constante de 121°C y 15 b respectivamente durante un lapso de 15 a 20 minutos
para evitar el crecimiento de contaminantes. Finalmente, ya esterilizado el medio de cultivo

se vertié en cajas Petriy dejo reposar para que gelificaran en la campana de flujo horizontal.

Tabla 4. Medios de cultivo para la siembra de microorganismos.

MEDIO DE CULTIVO REACTIVOS g/L
Peptona de caseina 10
Medio LB Extracto de levadura
Cloruro de sodio
Agar bacteriol6gico 15
Peptona de caseina 5
25
Métodos Estandar Extracto de levadura
Dextrosa 1
Agar bacteriolégico 15

Se aseguro6 que los medios de cultivos gelificados estuvieran a temperatura ambiente previo
a su utilizacién, en caso contrario se almacenaron a 4°C (refrigerador). Cada caja Petri fue
rotulada con la fecha de elaboracion para asegurar la calidad y estabilidad de los nutrientes
(Figura 5).



Figura 5. Medio de cultivo LB sin contaminacion.

Para los bioensayos en tubo se preparé medio mineral sin fuente de carbono, el cual consta

de los siguientes ingredientes Tabla 5 (gr/L):

Tabla 5. Concentracién de medio mineral.

INGREDIENTES CONCENTRACION

NH4CI 0.1g
MgSOa4+7H-0 0.04 g
NacCl 029
K2HPO4 0.02g
KH2PO4 0.02g

Tanto los reactivos como cada uno de los materiales se esterilizaron a 15 Ib de presion, los
reactivos durante 15 a 20 min y la cristaleria durante 30 minutos, bajo las condiciones

anteriormente mencionadas.

3.2 Disposicién y resguardo del cepario.

En el laboratorio de Ingenieria Ambiental del Instituto Tecnoldgico Superior de Misantla se
cuenta con un consorcio bacteriano generado por la tesista Martha Dominguez la cual hizo
entrega de un total de 5 cepas en medio semisdlido (Figura 6), obtenidas a partir de talleres
mecanicos expuestos a hidrocarburos, ubicados en la ciudad de Misantla, Veracruz. A partir
de este consorcio se resembraron las diferentes cepas con la finalidad de evaluar su

crecimiento en presencia de BTEX.



Figura 6. Entrega del consorcio bacteriano.

Para la determinacién de la viabilidad bacteriana de dichas cepas, se realizaron siembras
aisladas (con resiembras en caso de contaminacion) de los microorganismos adquiridos
para confirmar un éptimo crecimiento (activacion bacteriana), esto se logré incubando
durante aproximadamente 48 horas a 31°C, con una primera revision de crecimiento a las
24 horas (Figura 7).

Figura 7. Activacion de las cepas bacterianas.

3.3 Colecta de muestras

La toma de muestra tuvo la finalidad de obtener microorganismos nativos, para aislarlos y
probar su capacidad degradadora frente a los hidrocarburos presentes en la zona de
muestreo contaminada se tomaron cinco muestras (suelo) en diferentes talleres mecanicos
tabla 6 expuestos a hidrocarburos, los puntos de muestreo estan ubicados en los

alrededores de la ciudad de Misantla (Figura 8).



Tabla 6. Ubicacion geografica de los puntos de muestreo.

Taller Nombre Ubicacién
Taller 4 “Banderilla” Ltﬁgﬁ'&lzgfg 25;87;’60
Taller 5 “El asilo” Latitud:19,94321°,

Longitud: -96,8497077°

Para la recoleccién de las muestras sencillas se emplearon bolsas plasticas limpias,
marcador permanente, una espatula y un frasco hermético previamente esterilizados, se
ubicé el lugar de muestreo y se tomo6 con una espatula una pequefa porcién de suelo
aproximadamente un centimetro de profundidad, con un marcador se codificé cada
muestra tomada principalmente con el nombre del taller y fecha. Para el transporte de las
muestras se necesitaron bolsas de plastico con el propésito de conservar la muestra en
perfectas condiciones y a temperatura ambiente, se resguardaron las muestras en el
laboratorio a temperatura ambiente si es que se analizaria en las 24 h siguientes y a 4°C
para periodos no mayores a cinco dias.

Figura 8. Localizacién de los talleres.



3.4 Crecimiento bacteriano en medios nutritivos

Fue necesario esterilizar el area donde se sembraron las muestras, para ello se manejo
alcohol al 70% y con servitoallas se desinfecté toda la superficie, se emplearon dos
mecheros uno de cada lado para mantener el &rea estéril y que ninguna caja fuera

contaminada por algun otro microorganismo del ambiente.

Cada muestra fue maniobrada por separado, sin embargo, el procedimiento para la
obtencion de los microorganismos fue el mismo. En un vaso de precipitado de 100 mL se
vertieron 50 mL de agua destilada estéril y cinco gramos de suelo, con ayuda de un agitador
de cristal estéril se homogeniz6 la mezcla. Se dejé reposar cada vaso de precipitado
durante 30 minutos para la sedimentacién del suelo y asegurar la obtencién de una alicuota
del sobrenadante.

Con una aza bacteriolégica esterilizada en el mechero se tomo la alicuota para transferirla
y dispersarla por agotamiento en las cajas Petri con medio de cultivo. Se realizaron diversas
siembras por triplicado, con la técnica y variantes de estria cruzada Figura 9), las cajas se
sellaron herméticamente con cinta kleen pack y se rotularon con la fecha y nombre del taller.
Cada muestra se sembré por triplicado, posteriormente se esperé un tiempo de incubacion
de 1-3 dias a temperatura ambiente y en oscuridad para observar el crecimiento de

bacterias y/u hongos.

Figura 9. Variantes de la técnica de siembra ‘estria cruzada’.



Si la respuesta de crecimiento era abundante y esta impedia la separacién de
microorganismos bacterianos, el procedimiento se repetia disminuyendo la cantidad de
alicuota y aumentando la zona de dispersion y agotamiento de esta.

3.5 Confirmacion de cultivos puros

Para la obtencion de co-cultivos puros o aislados bacterianos, se observaron en cada caja
Petri las colonias bacterianas con morfologias definidas, es decir, se seleccionaron aquellas
que se diferenciaban de otros. Cada colonia fue transferida a una caja nueva, para asegurar
el crecimiento de una sola cepa (una morfologia), para aquellas colonias que al transferirlas
transportaban esporas u otros organismos, se repetia la siembra hasta lograr su definicién

(separacion).

Se corrobor6 con el contador de colonias y mediante andlisis visual en diferentes fondos de
color que todas las colonias de una caja Petri, presentaran la morfologia bacteriana idéntica
para confirmar la obtencién de cultivos puros (Figura 10) y finalmente se asignaron claves

a cada cepa obtenida.

Figura 10. Ejemplo de cultivo puro bacteriano. Fuente: Jaramillo et al (2010).



3.6 Almacenamiento y resiembras del cepario

Cada cepa validada se protegi6é de la luz con papel aluminio y se almacené a 4°C. Para
asegurar la viabilidad de las bacterias aisladas bajo esta técnica de conservacion, se
resembraban cada 25 dias en el medio de cultivo que resulté 6ptimo para su desarrollo bajo
las condiciones de siembra e incubacién mencionadas con anterioridad. Cuando un
bioensayo requeria de las cepas, estas cajas servian como alicuotas para la obtencion de

microorganismos frescos.

3.7 Bioensayos de toleranciaalos BTXy Nb

Los ensayos tolerancia a monociclicos aromaticos, se realizaron en cajas Petri, cada

compuesto fue analizado por separado.

El medio empleado para este ensayo fue métodos estdndar dado a la claridad y
transparencia que posee después de su gelificacion. Cada cepa analizada fue sembrada
en la superficie mediante la técnica ‘picar colonia’ la cual consiste en utilizar palillos u aza
bacterioldgicas estériles para la disposicion lineal de las muestras. Se disefié una guia de

siembra (Figura 11) para colocar en la misma posicion y longitud a cada cepa estudiada.

Figura 11. Base de papel para la técnica “picar colonia”.



Enseguida se adicionaba el compuesto depositdndolo y dispersandolo en un disco de papel
filtro estéril a una concentracién de 50 plL/caja Petri, para ello se usbé una micropipeta
graduada de 200 pL y puntas amarillas previamente esterilizadas, dicho papel era colocado
en la tapa de la caja Petri, nunca en contacto con el medio de cultivo (Figura 12). Por ultimo,
la caja fue sellada con kleen pack, se envolvia en papel estraza y depositadas dentro de

recipientes herméticos colocados en bolsas de plastico para evitar la fuga del compuesto.

Tapa

TR 4, 00
filtro+monociclico

Base + medio
de cultivo

Figura 12. Disefio de una caja Petri con monociclicos aromaticos.

Las cajas fueron incubadas de manera invertida para propiciar el contacto con el compuesto
(de naturaleza volatil) durante 8 dias a temperatura ambiente. Cada compuesto fue
analizado por triplicado y para confirmar la validez del experimento se realizaron controles
positivos (medio métodos estandar sin compuesto) que aseguraron la correcta activacion
de las bacterias y negativos (sin cepas bacterianas) que confirmaron la correcta

esterilizacion del medio de cultivo.

Para observar el grado de tolerancia se realiz6 una guia que se observa en la figura 13, la
cual estandariz6 la evaluacién de cada cepa para conocer la tolerancia a los compuestos

mediante la densidad de su crecimiento.



Se report6 no tolerante si el crecimiento era menor al observado versus control positivo. Se

concluyé como Poco Tolerante cuando el crecimiento era similar al del control positivo y se

caracterizé como Tolerante si el crecimiento rebasaba la zona de crecimiento.

Tolerante Poco tolerante

No tolerante

++

+

Figura 13. Diferentes niveles de crecimiento bacteriano.

3.8 Consumo de BTEX como fuente de carbono

Los bioensayos se realizaron en tubos de ensayo con capacidad de 8 mL (Figura 14) ya

que se considerd importante mantener una superficie de contacto minima entre el medio de

cultivo y el espacio gaseoso del tubo dado a que los monociclicos estudiados son volatiles.

Figura 14. Tubos de ensayo con capacidad de 8 mL.

Se inocularon 50 uL de cada cepa tolerante (previamente activada) en 5 ml de medio

mineral, los tubos eran sellados con tapa de rosca y asegurados con kleen pack. Cada

cepa se tested por triplicado y en cada grupo se aseguré bioensayos control (Gnicamente

medio mineral).



Todos los bioensayos se incubaron a temperatura ambiente en un agitador horizontal marca

Civeq a una velocidad de 200 r.p.m durante una semana.

Diariamente se aseguraron las condiciones del experimento y finalizando el tiempo de
incubacién se corroboroé la presencia de turbidez o precipitado en los tubos de ensayo, por
ualtimo, se registraron los resultados como lo indica la Tabla 7.

Tabla 7. Niveles de turbidez.

No turbiedad Poca turbiedad Turbiedad

3.9 Descripcion de cepas

Una de las etapas previas a la identificacion taxonomica bacteriana es realizar la
observacion de las colonias bacterianas que se generan en siembra de cultivos puros. Se
debe describir la morfologia de una colonia bacteriana (cada especie es capaz de producir

una colonia, diferente a las demas).

A partir de un in6culo de cada cepa, se resembré mediante la técnica de estria cruzada,
incubandose durante 48 horas a temperatura ambiente. La generacion de colonias se

observo en la superficie de las cajas Petri.

Por ultimo, se registraron las diferencias entre los nueve aspectos que sefiala la tabla 8, se
uso el contador de colonias y diferentes fondos de color para observar con claridad cada
caracteristica.



Tabla 8. Caracteristicas morfoldgicas.

Puntiforme Pequefia Mediana Grande
TAMARO .. ° ®
<lmm 1mm 2mm 3mm o mayor
Circular Fusiforme Rizoide Filamentosa Irregular
FORMA @ < 2 E *
i I S
e B ¥ ek £ A
Entero Rizoide Filamentoso Ondulado Lobulado Rizado
— =
TRANSPARENCIA: — () 8=
Opaca Transparente
BRILLO: .
Sin brillo Brillante
COLOR: = = = p—
No pigmentadas Pigmentadas
{indicar color)
TEXTURA: . @
Lisa Rugosa
ELEVACION: Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbilicada
CONSISTENCIA: ‘J// -/
Dura Suave Mucoide

Fuente: Pirez y Mota, 2008.




CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Preparacion y obtencién de medios de cultivo.

Para el aislamiento de cada una de las cepas, se utilizé el medio Métodos Estandar mismo
gue se elabord en condiciones asépticas en el laboratorio (Figura 15), se procurd usar el
medio de cultivo durante los primeros 3 dias o de forma inmediata de lo contrario, se aseguré
almacenar las placas invertidas en refrigeracion. Estas condiciones previenen el deterioro, la
deshidratacion y adicionalmente, deben colocarse apartadas de la luz, usualmente son

puestas en contenedores como bolsas de plastico, papel o celofan.

Figura 15. Medio LB en caja Petri sin contaminacion.

Se eligi6 el medio Luria Bertani LB, ya que este caldo es nutricionalmente rico disefiado para

el crecimiento de cultivos de cepas recombinantes puras (Miller, 2018).

4.2 Recoleccion de cepas y microbiota bacteriana

A inicios del proyecto de investigacion la estudiante M. Dominguez, entreg6 una caja Petri
con cinco cepas puras y definidas en medio LB, cada cultivo contaba con una clave de
asignacion y descripcion general electronica sobre las condiciones de desarrollo. Los cultivos

se consideraron frescos (24 horas de siembra) y la caja se almacend a 4°C (Figura 16).

Como diversos candidatos bacterianos han sido obtenidos de ambientes saturados o

impactados con diversos contaminantes, posteriores analisis confirman la capacidad de



ciertas especies para degradar, acumular o disminuir la toxicidad y concentracion de

Figura 16. Resiembra y activacion de cuatro cepas bacterianas.

agentes toxicos. El suelo contaminado crea la oportunidad de establecer comunidades
microbianas relevantes, por ejemplo, Labra-Cardoén, (2012) obtuvo 23 aislados bacterianos
a partir de suelo rizosférico contaminado con hidrocarburos derivados del petréleo. Para
aumentar el nimero de cepas se colecté de una muestra de suelo contaminado visiblemente
con hidrocarburos que fue obtenida de un taller mecanico de motos. Con la muestra
homogeneizada (Figura 17) se generaron las alicuotas correspondientes para la siembra y
obtencion de cepas bacterianas.

Figura 17. Homogenizacion de la muestra.



4.3 Crecimiento del cepario

La microbiota bacteriana, tanto la proporcionada como la aislada, se adapté
favorablemente a condiciones de laboratorio, esto fue en fotoperiodo natural y temperatura
ambiente. Para asegurar las condiciones estériles de crecimiento, todos los cultivos en
caja Petri se incuban en embalajes de carton y bolsas plasticas. Contreras (2013) sefiala
gue el intervalo de adaptacién a un nuevo ambiente sucede en los primeros 5 dias de

cultivo. Para estas cepas, se observo que algunas cepas crecian en 24 horas y otras

requerian hasta 48 horas de adaptacion a los nutrientes del medio (Figura 18).

7/

Figura 18. Crecimiento dispar de los microorganismos.

Cuando proliferaba otro tipo de microorganismos (no bacterias) se resembraba
nuevamente, ya que esto indicaba contaminacion y posible pérdida de la cepa (Figura 19).

Figura 19. Presencia de microorganismos ajenos al cepario.



4.4 Verificacion de cultivos puros.

Posterior a cada resiembra se visualizaban las cajas a las 12, 24 y 48 horas de cultivo.
Unicamente se transferian las colonias bacterianas que se mostraban separadas del resto
de la poblacién en la caja Petri (Figura 20), para extraer exitosamente un fenotipo
bacteriano, algunas cepas se resembraron hasta seis veces. Aunado a esto, se confirmaba
si en las uUltimas resiembras existia el crecimiento de una sola especie, dicha confirmacion
se analizaba colocando a cada caja bajo la lupa y luz del cuenta colonias marca SOL-BAT,
si no se observaba otro fenotipo unido a la colonia o presencia de satélites (bacterianos) se
consideraba a la cepa en estatus, cultivo puro.

Figura 20. Crecimiento de bacterias y hongos en medio Métodos Estandar.

El conocer el tiempo y desarrollo de cada cepa aislada, permitiéo agrupar de cuatro a dos
bacterias por caja Petri (Figura 21). Cada reunion concentraba cepas con similares
caracteristicas, es decir sin produccién de exopolisacaridos y parecidos tiempos de

crecimiento.

Figura 21. Crecimiento de cepas definidas en una caja Petri.



Los microorganismos del cepario eran resembrados y reactivados cada 25 dias bajo las
mismas condiciones de cultivo. Se aclimataron y resguardaron un total de cinco cepas en
la tabla 9 se indican las claves (CB= Cepa bacteriana, T3= Taller de muestreo y 01= NUmero
de cepa) usadas como nombres de asignacion a cada cepa y sus caracteristicas

morfologicas.

Tabla 9. Morfologia del cepario aclimatado.

Clave Forma Transparencia Brillo Color Textura
CB-T3/01 Irregular- Opaca Sin brillo Blanco hueso Lisa
ondulado
CB-T3/02 Irregular- Transparente Sin brillo Beige Rugosa
ondulado
CB-T3/03 Irregular- Opaca Sin brillo Vainilla Lisa
ondulado
CB-T3/04 Irregular- Opaca Sin brillo Beige Rugosa
ondulado
CB-T3/05 Irregular- Transparente Sin brillo Blanco hueso Rugosa
ondulado

4.5 Ensayos en caja Petri con los monociclicos aromaticos

Las cinco cepas se depositaron y crecieron en medio semisélido Métodos Estandar, la
disposicién de las cepas esta sefialada en la figura 22. Los experimentos para evaluar la

tolerancia a BTEX se monitorearon durante 8 dias.

FECHA
CLAVE

CB-T3/03 CB-T3/02 CB-T3/01

Figura 22. Disposicion espacial de las cepas en los ensayos



A continuacion, se explicara el comportamiento de las bacterias en cada compuesto. Se
indicard en una imagen, que concentra las tres réplicas sembradas y el grado de tolerancia.

45.1 Tolerancia a Benceno

Se observa que la cepa CB-T3/05 (Figura 23) se desarrolla con dificultad y exhibe baja o
nula tolerancia al compuesto. El resto de las cepas indicé un crecimiento similar al control

positivo.
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Figura 23. Crecimiento de cepas bacterianas expuestas a Benceno.

Woolrich (2016) confirma que el Benceno es uno de los mas compuestos aceptados y/o
tolerados por diversas cepas, en un ensayo evalué 51 aislados y observo que 23 diferentes

microorganismos soportaron concentraciones superiores a 260 000 ppm.

En este estudio se observa que mas del 70% de las cepas analizadas, no presentaron
afectaciones o diferencias morfoldgicas y por ende crecimiento similar al control positivo.
Cabe sefalar que la réplica 3, tiene un error en la disposicion de la cepa CB-T3/05 y CB-
T3/04, estan invertidas.

4.5.2 Tolerancia a Tolueno

Todas las cepas reflejaron una respuesta moderadamente menor que al Benceno a pesar
de que el Tolueno es menos toxico que el Xileno y Benceno (Corona, 2018), similarmente
la cepa CB-T3/05 presenta dificulta de crecimiento, Ademas, se observa que no existe

crecimiento continuo en la zona de puncion, incluso en una réplica el



crecimiento es apenas perceptible. Rodriguez (s.f.) sugiere que la adicién de un cosustrato
permitiria la aceptacion y degradacion del Tolueno. Sin embargo, en este proyecto no se
evalud la importancia de las fuentes de carbono como sinergia al grado de tolerancia

bacteriana (Figura 24).

Figura 24. Crecimiento de cepas bacterianas expuestas a Tolueno.

4.5.3 Tolerancia a Xileno

En la figura 25 se muestra el comportamiento de las cepas en presencia de Xileno, la cepa
CB-T3/01 generd un tipo de exopolisacarido, esta es una conducta frecuente en las
bacterias cuando necesitan protegerse frente a un agente externo (Lasa et al., 2005) este

fendmeno se pudo observar en dos réplicas.

Los BTEX comparten similitudes, por ejemplo, son agentes no polares de caracter lipofilico
y todos comparten como base un anillo aromatico bencénico (Garcia-Zarate, 2013), a pesar
de esto Suéarez (2004) menciona que algunas cepas que son capaces crecer en uno de
estos compuestos podria no hacerlo en los restantes incluso bajo las mismas condiciones,
es el caso de la cepa CB-T3/04 la cual indica intolerancia. Las cepas CB-T3/02, CB-T3/03
y CB-T3/05 continuaron presentando crecimiento abundante en las tres réplicas.



Figura 25. Crecimiento de cepas bacterianas expuestas a Xileno.

4.5.4 Tolerancia a Nitrobenceno

De acuerdo con estudios realizados, Bustamante (2020) indica que si sobrepasamos los 10
microlitros de nitrobenceno disminuye el crecimiento de las cepas, lo que deduce que se
adiciond una concentracion toxica ya que las bacterias no toleraron altas concentraciones

(50 microlitros) del compuesto (Figura 26).

‘Réplica 1 Réplica 2 " Reéplica3

Figura 26. Crecimiento de cepas bacterianas expuestas a Nitrobenceno.

Puntualizando, de las cepas evaluadas con los monociclicos, la cepa CB-T3/04 indic6 ser
mas susceptible a estos solventes. Por el contrario, la cepa CB-T3/01 presenté un
rendimiento similar para todos los ensayos quiere decir que su margen de adaptacion es



versatil para este tipo de compuestos. También, la cepa CB-T3/05 (barra azul) mostré
amplio margen de tolerancia en casi todos los compuestos destacandose como la cepa con
el mejor crecimiento (Figura 27). Por ultimo, se destaca que el nitrobenceno resultd ser un
compuesto téxico a concentraciones de 50 microlitros por caja Petri para todas las cepas
aisladas.
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Figura 27. Respuesta de tolerancia en bioensayos con BTX y Nb.

Esta cepa es una candidata de estudios posteriores que confirmen la tolerancia y capacidad
de usar a los BTEX como alimento. ya que en ocasiones la tolerancia es solo una capacidad
de sobrevivir temporalmente a ciertas condiciones, van Schie y Young (2000) mencionan
que este comportamiento puede estar relacionado con mecanismos que desarrollan los

propios microorganismos para resistir a las concentraciones de los compuestos.

4.6 Degradacion de monociclicos aromaticos —= BTX y Nb.

Independientemente del resultado anterior, en donde no se registré tolerancia al
nitrobenceno, se considerd evaluarlo nuevamente junto al resto de los compuestos. Como
fue sefialado en la metodologia, se adicionaron a cada tubo de ensayo medio mineral (sin
fuente de carbono) y como sustrato el monociclico aroméatico (BTEX), estos compuestos
fueron analizados por separado. Se establecieron y evaluaron las cinéticas de degradacion
durante ocho dias. Diariamente era monitoreada la presencia de turbidez que indicaba el

crecimiento en cada réplica.



Bejarano (2014) confirma que el crecimiento bacteriano esta limitado por el sustrato, y
menciona que dicho crecimiento esta dictaminado también por la concentracion del
metabolito que, para este caso fue cada monociclico. Por ello se puede concluir que, si se
observa turbidez en los tubos y no en los controles negativos, se confirma crecimiento

bacteriano dado por el consumo de cada BTEX, es decir degradacién de los compuestos.

Durante los primeros cuatro a cinco dias de agitacion, no se observd crecimiento, Supo
(2020), durante el disefio y adaptacion de un fotorreactor indicé que la degradacién de
benceno con concentraciones iniciales bajas es mas lenta en comparacién con la
degradacion con concentraciones iniciales altas, en caso de escalamiento se debe
considerar que la carga inicial de contaminante puede acelerar el proceso de reaccién y a

la vez decrecer hasta una posible inhibicién.

Ademas, solo dos de las cepas (CB-T3/01 y CB-T3/05) presentaron crecimiento en tolueno,
Rangel y colaboradores (2010) reportaron degradacion de tolueno por la bacteria
Pseudomona aeruginosa en concentraciones de 0.14M con una degradaciéon de 58.14%
pero en las primeras 72 horas, sin embargo, en este estudio no se observo a los tres dias
de iniciado, la turbidez que indicaria la degradacién de estos compuestos. Por ultimo, el
xileno fue degradado por las cepas CB-T3/02, CB-T3/03 y CB-T3/05 (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados finales de cepas con capacidad de degradacion.

Tolerancia Degradacion
Clave Benceno Tolueno Nitrobenceno Xileno Benceno Tolueno Xileno
CB-T3/01 + + + + +++ +++ -
CB-T3/02 ++ ++ - ++ +++ - +++
CB-T3/03 ++ ++ + ++ ++ - ++
CB-T3/04 ++ + - + ++ - -
CB-T3/05 +++ +++ ++ +++ - ++ ++

+= crecimiento en placas de medio LB mas hidrocarburo. -= ausencia de crecimiento.

Los resultados del ensayo de degradacion se observan en la tabla 11, en la que solo
presentaron resultados los compuesto, Benceno, Tolueno y Xileno, se descarté el
compuesto Nitrobenceno dado que las cepas no tuvieron respuestas. Para sefialar los tubos

con mayor turbidez, se auxilia la tabla con flechas.



Tabla 11. Bioensayos en tubos de ensayo

REPLICAS Y BIOENSAYOS DE DEGRADACION

COMPUESTOS MONOCICLICOS

CB-T3/01

CB-T3/02

CB-T3/03

CB-T3/04

CB-T3/05

Benceno

Xileno




4.7 Descripcién del cepario

La descripcion de los microorganismos (como las bacterias) requiere de estudios de
morfologia colonial y celular, estas caracterizaciones forman parte de claves establecidas
por los laboratorios para la identificacion de microorganismos (Holdeman et al.,1997 citado
por Rodriguez et al.,1996).

Durante la observacion de las colonias se determina su tamafio, borde, apariencia y color
(Raymundo et al., 2021) ademas de, tipo de crecimiento, produccion de mocus y elevacion
de los cultivos puros en los aislados a caracterizar (Granda et al., 2010).

Para este cepario, las colonias puras se observaron bajo/contra luz permitiendo diferenciar
las caracteristicas: tamafio, forma, borde, transparencia, brillo, color, textura, elevacion y
consistencia. Cada cepa fue anotada y detallada en fichas de registro (Anexo 12), la
descripcion final y disposicion en la caja de criopreservacion para una cepa se sefiala en la

tabla 12, como ejemplo se muestra la cepa CB-T3/01.



Tabla 12. Descripcion de las cepas.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

A pesar de no contar con parametros controlados, se acondicionaron y aclimataron las cepas
recibidas por parte de la alumna Dominguez y aisladas en este trabajo bajo las condiciones
del laboratorio LIAAp en el que se resguard6 un cepario con las fichas informativas y claves
de registro.

Se caracterizaron morfolégicamente y evaluaron sobre su capacidad de tolerancia y
crecimiento un total de cinco cepas contra cuatro monociclicos aromaticos Benceno (B),
Tolueno (T), Xileno (X) y Nitrobenceno (Nb).

El Nitrobenceno fue un compuesto no tolerante por las bacterias.

La cepa CB-T3/05 puede considerarse como un candidato en procesos de degradacién para

los compuestos benceno, tolueno y xileno ademas de otros monociclicos aromaticos.

Durante la elaboracion del trabajo se presentd una emergencia de salud internacional
(Pandemia COVID) que en consecuencia por no poder asistir a la resiembra y activaciéon de
cepas llevo a la pérdida de células viables.
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ANEXOS

Tabla 13. Descripcion de las cepas.

Clave | CB-T3/02 _

Origen bioldgico | Suelo FORMA  Irregular-ondulado
Origen geografico | Misantla viejo, Veracruz-Llave, México. TRANSPARENCIA  Transparente

Condiciones de crecimiento | 24-35°C BRILLO  Sin brillo

Medio de cultivo: | Luria-Bertani; Métodos estandar. COLOR Beige

Aislado por Mgnha Dominguez Cruz, Instituto Tecnoldgico Superior de TEXTURA Rugosa
Misantla.
Benceno Tolueno Nitrobenceno Xileno Benceno Tolueno Nitrobenceno Xileno
++ ++ - ++ +H+ - - +++

Tolueno

Benceno

++ ++

Nitrobenceno Xileno Benceno

+ ++ ++

Tolueno

Clave | CB-T3/03 _

Origen biolégico | Suelo FORMA  Irregular-ondulado
Origen geografico | Misantla viejo, Veracruz-Llave, México. TRANSPARENCIA  Opaca
Condiciones de crecimiento | 24-35°C BRILLO  Sin brillo
Medio de cultivo: | Luria-Bertani; Métodos estandar. COLOR  Vainilla
Aislado por m?sr;:::ominguez Cruz, Instituto Tecnoldgico Superior de TEXTURA Lisa

Nitrobenceno Xileno

- ++

Benceno

Tolueno

++

Nitrobenceno Xileno Benceno

- + ++

Tolueno

Clave | CB-T3/04 _

Origen biolégico | Suelo FORMA  Irregular-ondulado
Origen geografico | Misantla viejo, Veracruz-Llave, México. TRANSPARENCIA  Opaca
Condiciones de crecimiento | 24-35°C BRILLO  Sin brillo
Medio de cultivo: | Luria-Bertani; Métodos estandar. COLOR Beige
Aislado por mlasr;:;:)ominguez Cruz, Instituto Tecnoldgico Superior de TEXTURA Rugosa

Nitrobenceno Xileno

+
Clave | CB-T3/05

Origen biolégico | Suelo FORMA  Irregular-ondulado

Origen geografico | Misantla viejo, Veracruz-Llave, México. TRANSPARENCIA  Transparente

Condiciones de crecimiento | 24-35°C BRILLO  Sin brillo
Medio de cultivo: | Luria-Bertani; Métodos estandar. COLOR  Blanco hueso
Aislado por M.artha Dominguez Cruz, Instituto Tecnologico Superior de TEXTURA Rugosa
Misantla.
Benceno Tolueno Nitrobenceno Xileno Benceno Tolueno Nitrobenceno Xileno
+++ +4++ ++ +++ - ++ - ++




