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Resumen

Desde la década pasada se conoce que los hongos de putrefaccion blanca tienen la
capacidad de degradar y mineralizar hidrocarburos polinicleo arométicos debido a su
semejanza estructural con la lignina, el sustrato natural. En el presente trabajo se utilizé un
consorcio microbiano en la biodegradacion de diesel en medio liquido y el hongo Pleurotus
ostreatus en la biodegradacion de diesel, pireno, antraceno, fenantreno y de benzo(a)pireno
previamente adsorbidos en suelo. Después de un tiempo de incubacién de cinco semanas
en suelo con diesel adsorbido se detectd que la presencia del consorcio no aumenta
significativamente la degradacién del diesel. Se puede atribuir la remocién del diesel
exclusivamente a la accién del hongo P. ostreatus. En los experimentos de hidrocarburos
polinicleo aromaticos adsorbidos en suelo se observé una disminucion de HPA del 70%.
Se observé que adicionando aditivos como Tween 40, H,0, o mantener un flujo de aire
humedo a través del suelo se mejoro la degradacion de pireno obteniendo un maximo de
80%. Observandose también una influencia negativa en la degradacion por el tiempo de
adsorciéon de HPA al suelo. En el caso del antraceno y fenantreno los resultados parecen
indicar que la velocidad de desorcidn es mayor que la velocidad de degradacion, por lo que
no se encontré una mayor remocion de ellos en presencia de surfactantes. En los
experimentos de llevados a cabo con benzo{a]pireno-C' no se observé mineralizacién pero
si degradacion e incluso se encontrd '*C en los extractos acuosos, lo que suponenos que

parte del benzo[a]pireno se transformé a compuestos menos hidrofébicos.




1 Introduccion

La biorremediacién es un proceso para la remocidn y desintoxicacién de sistemas
ecologicos contaminados con sustancias xenobidticas por tratamientos biolégicos o

bioquimicos.

Los hidrocarburos polinticleo aromaticos (HPA), son compuestos que tienen dos o
mas anillos aromaéticos, se encuentran ampliamente distribuidos en el medio (agua, suelo y
aire), en diferentes concentraciones y proporciones. Estos pueden estar sustituidos por
grupos nitro- ¢ hidroxilo- y formando mezclas complejas. El origen de muchos de estos
compuestos no es de caricter biosintético pero pueden ser derivados de la pirr6lisis natural
de compuestos organicos. Se encuentran principalmente en el petroleo crudo y se producen
durante la combustién incompleta de éste, sus derivados o de otros materiales organicos;
también se han encontrado durante el cocimiento de alimentos y en subproductos

industriales (36, 41, 65, 79, 82).

En sitios contaminados, la remocién de los HPA es muy dificil debido a su caracter
hidrofobico. Esta tltima propiedad hace que los HPA se unan fuertemente a la materia
organica del suelo disminuyendo su biodisponibilidad por lo que su biodegradacion se ve
disminuida. Una biodisponibilidad reducida de contaminantes en suelo es causado por la
baja transferencia de masa a los microorganismos degradadores, por lo que los
contaminantes y las bacterias tienen una distnbucion microscopica diferente en el suelo y
los compuestos deben primero difundirse hacia las bacterias para ser tomados y degradados.
Los hidrocarburos rapidamente se asocian con la materia organica del suelo y con los
sedimentos donde llegan a ser adsorbidos y persisten hasta que son degradados,

resuspendidos, bicacumulados o removidos por el hombre (14).

El uso de surfactantes puede disminuir los problemas de transferencia de masa
inherentes a los HPA, debido a que ayudan en la liberacion de los contaminantes

hidrofobicos adsorbidos a la materia organica, reducen la tension interfacial liberando los



contaminantes atrapados en los poros por las fuerzas de capilaridad que incrementan la

transferencia de masa, para asi hacerlos disponibles hacia los microorganismos (87).

Para la remocién de HPA del suelo, se ha sugerido el uso de microorganismos que
tengan la capacidad de transformarlos a compuestos menos téxicos, considerando que
muchos de estos compuestos son agentes potencialmente mutagénicos y/o carcinogénicos.
Estos compuestos pueden ser totalmente degradados (mineralizados) o pueden ser
parcialmente transformados, por un microorganismo o una comunidad de ellos. El uso de
un diverso grupo de hongos lignoliticos y no lignoliticos para la remociéon de HPA ha
despertado gran interés ya que algunos de estos hongos, como Pleurotus ostreatus, pueden
utilizar cometabolicamente HPA, tales como el benzo[a]pireno, pireno, antraceno, entre

otros (9).

En situaciones donde la poblacién microbiana es pequerfia, la inoculacién con una
poblaciéon activa de cepas degradadoras, las cuales tendrdn un amplio espectro de
propiedades metabdlicas, es una opcion para mejorar la velocidad de degradacion y reducir

el periodo de aclimatacidén. Esta técnica es conocida como bioaumentacion (62).

En el presente trabajo se analizd la degradacion de hidrocarburos adsorbidos en
suelo. El diesel, como un ejemplo de hidrocarburo que contiene una mezcla de
hidrocarburos alifaticos y el pireno, antraceno, fenantreno y benzo[a]pireno como
compuestos modelo de hidrocarburos polinicleo aromaticos. También se analizd la
influencia de agentes externos como la aereacion y adicidon de tensoactivos, peroxido de
hidrégeno en la degradacion de los hidrocarburos polinicleo aromaticos en ¢l suelo durante

el proceso de biorremediacion.



2 Antecedentes

2.1 Impacto Ambiental del petroleo.

El petroleo, el oro negro, como se le conoce porque es la base del progreso,
ironicamente es ahora una amenaza en el ambiente. Las combustiones incompletas, los
derrames en suelo y agua, ¢l manejo inadecuado de los combustibles durante la extraccion,
refinacién y transporte han ocasionado dafios no sélo al hombre sino también a la flora y

fauna del ambiente.

A nivel mundial se han creado leyes y regulaciones ambientales dando lugar a la
formacion de un mercado de tratamiento de suelos contaminados. En México existen
programas de tratamiento ambiental y leyes desde hace mas de 30 afios, pero enfocados al
mejoramiento de la calidad del aire y agua. A falta de una normatividad propia, las
autoridades ambientales mexicanas han establecido procedimientos y limites de limpieza a
partir de informacién extranjera, principalmente de Estados Unidos. No existe atun una
legislacion con criterio propto que regule la contaminacién en suelos del territorio
nacional. Paises europeos como Alemania, Holanda, Inglaterra e Italia, se enfocan en la
biorremediacion de su suelos con el fin de obtener, posteriormente, un provecho (15). En

nuestro pais, invertir en la biorremediacién es considerado como una mala inversion.

Por el contrario la politica de los Estados Unidos ha sido basada en la existencia de
leyes las cuales cubren la seguridad en el trabajo, el ambiente, la agricultura, el
procesamiento de alimentos, la produccion de farmacos y la salud publica. En lo relativo a
la biorremediacion existen 4 reglamentos que deben ser consideradas con el fin de asegurar
el cumplimiento con las regulaciones existentes. Estas son el Acta del Control de
Sustancias Toxicas (TSCA por sus siglas en inglés); el Acta de Comprensiva Respuesta
Ambiental, Compensaciéon y Responsabilidad (CERCLA); el Acta de Conservacién y

Recuperacion de los Recursos (RCRA) y el Acta de Pesticidas en Plantas Federales




(FPPA). Todos estos estatutos se encuentran bajo la jurisdiccion de la Agencia de

Proteccidn Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) (65).

Otro grave problema en nuestro pais es la falta de programas multidisciplinarios que
integren campos tales como microbiologia, ingenieria, geologia, ciencia de los suelos, entre
otras, que permitan desarrollar e implementar sistemas de biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos. En septiembre de 1971 fue expedida la Ley Federal para
la Prevencién y Control de la Contaminacion Ambiental; para Aguas en marzo de 1973;
para Emision de Ruidos en diciembre de 1982 y para la Descarga de Desechos al Mar en
enero de 1979 y se establecieron niveles méximos permisibles de contaminacién para
descargas de aguas residuales. Posteriormente se expidié la Ley Federal para la Proteccién
Ambiental en febrero de 1982 donde el ordenamiento principal de esta ley fue expedir las
normas técnicas que incluyeron los Limites Maximos Permisibles de Contaminantes para
Aguas Residuales, su uso y explotacion. Esta ley fue derogada por la Ley General del
Equilibrio Ecolégico y Proteccién al Ambiente (LGEEPA) decretada en 1988, para
cumplir, los reglamentos y la normatizaciéon particular para prevenir la contaminacién
ambiental y fueron emitidas sobre Impacto Ambiental, Contaminacién Atmosférica,
Control de Emisiones de vehiculos automotores que circulan en la Ciudad de México y
Area Metropolitana, Desechos Peligrosos y para la Transportacion de Material y Desechos
Peligrosos. Como puede verse no existen leyes que regulen la calidad de los suelos en
Mexico. Sin embargo, los hidrocarburos pueden entrar en el drea de Desechos peligrosos,
aun cuando esta no cuenta con los pardmetros para controlar la contaminaciéon. Una
sustancia peligrosa es un material que puede provocar un dafio a los organismos vivientes,
materiales, estructuras o el ambiente por explosion o peligro de fuego, corrosion, toxicidad

a organismos u otros efectos perjudiciales (65).

A pesar del gran interés en la eliminacion de desechos peligrosos, atin no se cuenta
con informacion completa disponible en materia de la importancia cuantitativa y
composicion de la contaminacién por hidrocarburos. Las fuentes de contaminacién por

petroleo son diversas, a nivel mundial se estima que anualmente entre 5 y 10 millones de




toneladas de hidrocarburos entran a los océanos, de ellos, casi un 45 % ocurre por el manejo
del petréleo en barcos y un 37 % proviene de desagiies industriales y desperdicios urbanos
y s6lo el 2 % por actividad de explotacion y produccion (69). También hay derrames
cronicos en refinerias, en el transporte y en aguas de proceso. En la produccién primaria,
los problemas de contaminacién se generan por las actividades en baterias de separacion,
plantas de deshidratacion, presas de pozos y fugas accidentales por roturas de lineas. Los
desechos llegan por lo general a cuerpos de agua, rios, asi como a terrenos agricolas y

ganaderos, siendo un riesgo para la salud humana (71).

Segun PEMEX, dos de los lugares mas contaminados por hidrocarburos en México
son la refineria Lazaro Cardenas y el Pantano de Santa Alejandrina, ambos ubicados en el
sureste del pafs. La refineria a afectado un 4rea de 70 hectéreas asi como 3 km del arroyo
San Francisco, ¢l cual se cubrié con una capa uniforme de aceite de hasta 50 cm de espesor.
Sélo durante 1994, la Procuraduria Federal de Proteccion al Medio Ambiente recibié
reportes de 88 fugas de hidrocarburo en el estado de Tabasco, por un volumen de 3,000
barriles, los cuales afectaron 52,178 m’ de pastizales; 30,626 m” de zonas pantanosas y 200
m’ de superficies acudticas. De las fugas reportadas, solo se atendieron 35. Se calcula que
en 1991 se generaron 5,424,292 mil toneladas al afio de residuos peligrosos y se ha

estimado que el 2.4 % son derivados del petrdleo, es decir, 130,183 ton/afio (71).

SEDESOL mencion6é que los residuos anuales de los procesos de refinacién y
petroquimicos de PEMEX alcanzan la cifra de 1.7 millones de toneladas de residuos; de
¢stos el 90.15 % corresponde a desperdicios semisélidos; 9.6 % a liquidos y 0.25 % a
solidos; 18 % del total se consideran peligrosos, tal es el caso de los HPA. Los residuos
reciclados representan 0.1 % y se estima que s6lo el 13 % del total es suscepible de ser
reutilizado (77). En el Golfo de México, el 50 % de los sistemas costeros rebasan el limite
de 10 partes por billon (ppb) de hidrocarburos para aguas superficiales no contaminados
establecidos por la UNESCO (62). La EPA enlistd en 1994, 40,000 sitios de desechos

peligrosos no controlados, solo en los Estados Unidos (66).




La politica ambiental en el pais recibié un tratamiento prioritario en el Plan
Nacional de Desarrollo 1989-1994. Asi también el Programa Nacional para la Proteccidn
del Medio Ambiente (PNPMA) fue aprobado con el objetivo de armonizar el crecimiento
econdmico con el reestablecimiento de la calidad del ambiente, promoviendo la
conservacion y el aprovechamiento racional de los recursos naturales. Este programa
contemplaba varios objetivos incluyendo algunos relacionados con la prevencion y control
de la contaminacion del suelo, el manejo correcto de sustancias peligrosas y la preservacion
de la calidad y uso optimo del agua. No es sino hasta ahora que se'considera la
contaminacion de suelos como un problema nacional. Tomando en cuenta que México es
un pais de actividad petrolera, la biorremendiacion de suelos contaminados con
hidrocarburos es un drea de gran potencial debido a el impacto ambiental negativo de esta
industria. En la actual administracion, la Secretaria de Medio Ambiente, Recursos
Naturales y Pesca desea impulsar aun mas los aspectos relacionados con el ambiente. Los
suelos contaminados con petréleo constituyen un caso muy particular por depender de
PEMEX, unica empresa en el pais que controla la explotacion, exploracion y refinacién del

petréleo.

Pero la restauracion del suelo no solo consiste en cubrir el contaminante con pastos
verdes y érboles, sino disminuir los riesgos a la salud provocados por el petrdleo. Para
conocer el problema al que nos enfrentamos necesitamos primero conocer los componentes
del petroleo y segundo, la toxicidad generada de los diversos hidrocarburos. Se mencionan

en forma breve en los siguientes dos puntos,

2.1.1 Composicion y fuente de generacién de hidrocarburos.

La composicion del petréleo de acuerdo a su solubilidad diferencial en solventes

organicos es (82):

- Saturados (n- y cadenas ramificadas de alcanos y cicloparafinas).




- Aromaticos (mono-, di- y polinicleo aromaticos, con cadenas alquilicas y/o fusionados
con anillos de cicloparafinas). Estos compuestos, al igual que el monéxido de carbono,
pueden ser ¢l resultado de una combustion incompleta.

- Resinas (agregados de una variedad de piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos,
sulfoxidos y amidas).

- Asfaltenos (agregados de poliniicleo aromaticos, 4icido nafteno, sulfuros, fenoles

polihidricas, 4cidos grasos y metaloporfirinas).

Los hidrocarburos con pesos moleculares muy bajos, como el metano, pueden actuar
como precursores para los compuestos polintcleo arométicos a través de la pirosintesis.
Esto sucede a temperaturas que exceden los 500 °C en el cual se rompen los enlaces
carbono-hidrégeno y carbono-carbono para formar radicales libres. Estos radicales se
deshidrogenan y se combinan quimicamente para formar estructuras de anillos aromaticos,
los cuales resisten la degradaciéon térmica. Los HPA pueden también ser formados de
alcanos superiores presentes en los combustibles, por el procese de pirélisis, el “cracking”
de compuestos organicos para formar moléculas mis pequefias y mas estables y radicales

(65). Ejemplos de hidrocarburos polinticleo aromaticos se muestran en la figura 1.
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Figura 1, Estructuras de hidrocarburos polinicleo aromaticos.




2.1.2 Problemas a la salud causados por hidrocarburos.

Ultimamente ha aumentado el interés de muchos contaminantes y sustancias
peligrosas debido al conocimiento de sus efectos toxicos. Entre los componentes del
petroleo, los alcanos y alquenos, aun los mas simples, estin considerados como compuestos
toxicos. El metano, etano, n-butano e isobutano son conocidos como asfixiantes los cuales
despojan al aire de suficiente oxigeno para la respiracion. Los problemas mas comunes
asociados al uso de hidrocarburos liquidos es la dermatitis causada por la disolucién de una
porcion de grasas de la piel y se caracteriza por inflamar, secar y escamar la piel. La
inhalacién de hidrocarburos liquidos n-alcanos y de cadena ramificada volatiles pueden
causar depresion del sistema nervioso central manifestado por mareo y pérdida de la
coordinacidn. La exposicion a n-hexano y ciclohexano resulta en la pérdida de mielina y la
degeneracion de axones, ésto da como resultado desdrdenes miltiples del sistema nervioso
(polineupatia), inctuyendo debilidad muscular y falta de control en las extremidades. El
etileno actia también como asfixiante y anestésico para animales y es fitotoxico. Las
propiedades toxicoldgicas del propileno son muy similares a las del etileno. El 1,3-
butadieno gaseoso es irritante a los ojos y a las membranas mucosas del sistema
respiratorio; a altos niveles, causa inconsciencia y posteriormente, la muerte. El acetileno
€s un gas incoloro con olor a ajo, que actiia como asfixiante y narcético, causando dolor de
cabeza, mareos y alteraciones gastricas. El benceno inhalado es absorbido por la sangre
desde la cual es tomado fuertememente por el tejido graso. El intermediario metabolizado
benceno epdxido es probablemente el responsable de la toxicidad causando dafic a la
médula 6sea. El benceno es irritante a la piel y puede causar eritema, sensaciéon de
quemadura, edema y ampollas. La inhalacion de aire conteniendo mas de 60 g/m® de
benceno puede ser fatal dentro de pocos minutos. Exposiciones de largo tiempo puede
causar leucemia. El tolueno es menos toxico que el benceno y sélo hasta 500 ppm puede
causar dolor de cabeza, nauseas y falta de coordinacién. A exposicidén masiva tiene efectos
narcoticos que puede llevar al coma. La exposicion al naftaleno puede causar anemia,
irritacion en la piel y dafio a los rifiones (65). Moléculas de HPA de alto peso molecular

como €l benzo[a]pireno, 1,2:5,6-dibenzantraceno, dibenzo[a,l]pireno, entre otros, son
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agentes mutagénicos y carcinogénicos (26). En la mutagénesis se altera el DNA para
producir cambios que son hereditarios. El mecanismo de mutagenicidad es similar al de
carcinogeénesis pero en este caso los mutagenos causan defectos de nacimiento. Un quimico
carcinogénico es una sustancia extrafia al cuerpo causando una descontrolada replicacién
celular conocida como cancer. Los dos pasos mas importantes por lo cual los xenobié6ticos

causan cancer son el estado de iniciacion seguido de un estado promocional (65).

Los carcinégenos usualmente tienen la habilidad de formar enlaces covalentes con
macromoléculas, especialmente DNA. Esto altera la replicacién del DNA en una manera
tal que las células se replican descontroladamente y forman tejido canceroso (65). Las
sustancias quimicas que causan cancer directamente son llamados carcin6genos primarios o
directos. Muchos xenobidticos involucrados en causar cancer son precarcinbgenos o
procarcinogenos. Estas especies requieren activacion metabolica por reacciones de la Fase
I o Fase II para producir ultimos carcinogenos, los cuales son los responsables de la
carcinogénesis (65). El procarcinégeno benzo[a]pireno es metabolizado por el Citocromo
P450 y la epé6xido hidrolasa a varios metabolitos incluyendo el carcindgeno
benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-epéxido, como se muestra en la figura 2 (48, 78). Ejemplos
de HPA de alto peso molecular y su concentracion minima mutagénica se presentan en la
tabla [. Los analisis para determinar la CMM fueron llevados a cabo en células humanas B-
linfoblastoides, las cuales han sido manipuladas para expresar CP450. La mutagenicidad
fue medida en el locus de la timidina kinasa. Las células fueron crecidas en medio con
HPA y después se platearon en platos de microtitulacion en presencia (mutagenicidad) y
ausencia (eficiencia de plateo) de un agente selectivo (trifluorotimidina), después se
contabilizaron las células vivas para determinar la fraccién mutada. La CMM para cada
molécula fue tomada como la intercepcion de la linea ascendente de la grafica dosis-
respuesta con el 99% de limite de confianza superior de los controles negativos (26). Se
analizé también que los HPA oxidados tienen una CMM mucho menor (en algunos casos
no resultaron mutagenos) que los originales HPA. Como ejemplos podemos mencionar al

ciclopenta[cd]pireno con una CMM de 1.8+/-1.1 ng/ml y su compuesto oxidado tiene una
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CMM de 2600+/-71; el 1,4-crisenoquinona, el 1,6-benzofa]pirenoquinona, el 3,6-

benzo[a]pirenoquinona y €l 4,5-benzo[a]pirenoquinona no resultaron ser mutagénicos (26).

P450 ‘@O Epémdo hidrolasa

Benzo[a]pireno T(R),8(S)-epéxido
©© (0) Alquilacion DNA
o B —_—
‘@O P450 mutagénesis
HO" HO"
OH

7(R),8(R)-dihidrodiol 7(R),8(S)~dihidrodiol 9,10-epbxidos
Figura 2. Ruta metabdlica para la produccion del ultimo carcindgeno de Benzo[a]pireno.

Tabla I. Concentracion minima mutagénica de algunos
hidrocarburos poliniicleo aromaticos (26).

HPA CMM (ng/ml)
Benzo[b]fluorantreno 55420
Benzo[jlfluorantreno 53+30
Indeno[1,2,3-cd]pireno 3049.2
5-Metilcriseno 21413
Dibenzo[a,k]fluorantreno 16+12
Benzo[a]pireno 14+9
I-Metilbenzo[a]pireno 9.4+79
Nafto[2,1-a]pireno 5.0+4.9
Ciclopentafcd]pireno 1.8+1.1
Dibenzo[a,i]pireno 0.7+0.6
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Sin embargo, segun estudios ecotoxicologicos de Kalf (51) en varias especies, las
concentraciones minimas mutagénicas presentadas en la tabla II deberfan ser consideradas
como los mejores estimados de una concentracion arriba de la cual el riesgo de efectos

adversos se considera inaceptable.

Tabla II. Concentracion Maxima Permisible de Hidrocarburos

polinucleo aromaticos (51).

Concentracién Mixima Permisible
Agua (pg/l) Suelo (mg/kg) Sedimento
(mg/kg)

Naftaleno 1.20 0.14 0.14
Antraceno 0.07 0.12 0.12
Fenantreno 0.30 0.51 0.51
Fluoranteno 0.30 2.60 2.60
Benzo[alantraceno 0.01 0.25 0.36
Criseno 0.34 10.7 10.7
Benzo(k]fluoranteno 0.04 2.40 240
Benzo[a]pireno 0.05 0.26 2.70
Benzo[ghi]perileno 0.03 7.50 7.50
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0.04 5.90 5.90

Es indudable la importancia de tratar los suelos contaminados con hidrocarburos,
dandole impetu a la formacién de leyes y reglamentos, a la disminucién de los riesgos a la

salud y al mejoramiento del ambiente.
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2.2 Métodos de tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos.

Debido a la problematica ambiental mundial antes mencionada, se han venido
desarrollando tecnologias para la limpieza, remocion y desintoxicacién de los suelos
contaminados con hidrocarburos.  Algunos métodos biolégicos y no biolégicos se
encuentran disponibles para la remediacion de suelos. La eleccion de la técnica dependera
de factores como la hidrogeologia del sitio, la composicion del suelo, la poblacion

microbiana, consideraciones climaticas y la composicion y concentracion del contaminante

(19).

Por otro lado, se ha encontrado que la mayor parte de los trabajos realizados por
PEMEX en materia de restauracion de suelos corresponden a procesos de estabilizacion de
los desechos, los cuales consisten en vertir sobre los terrenos afectados, grandes cantidades
de cal (Ca(OH),); posteriormente se cubren esas areas con una capa de algliin desecho
organico como bagazo de cafia o café y por Gltimo se aplica una capa de cesped. Se
considera que PEMEX debe invertir alrededor de 40,000 millones de ddlares para limpiar
suelos, lagunas y litorales (77). Mientras que en los Estados Unidos, los costos de

descontamninacion ambiental estan en el rango entre 0.5 y 1.0 billon de délares (6).

Entre los métodos no bioldgicos o fisicoquimicos se incluye almacenaje,
incineracion, bombeo de aire y relleno. Las técnicas de almacenaje y relteno tienen sus
mayores costos en ¢l movimiento y el transporte del suelo contaminado pudiendo haber
problemas de filtracién de los hidrocarburos menos viscosos hacia el manto freatico. El
mejoramiento en el disefio de los contenedores ha aumentado los costos de estas técnicas.
La incineracion y el bombeo de aire consumen mucha energia y liberan toxicos a la

atmosfera (62).

La combinacion de tratamientos biologicos y fisicoquimicos es en muchos casos
preferible para reducir costos y disminuir el tiempo de tratamiento. Los métodos bioldgicos

son utilizados en un 15-20 % de los casos (19).
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2.2.1 Biorremediacién de suelos.

Dentro de las tecnologias bioldgicas la biorremediaciéon es una buena alternativa,
debido a que se transforman, e incluso se mineralizan, los contaminantes y se disminuye la
toxicidad de los suelos. La biorremediacion se basa en el uso de microorganismos que

metabolizan los contaminantes debido a que utilizan enzimas que les permiten degradarlos.

En la biorremediacién se tienen varias técnicas (Tabla IV), entre las que se
encuentra la bioestimulacion de los microorganismos empleando nutrientes y otros
quimicos para degradar los contaminantes. Los microorganismos bajo condiciones
naturales estan generalmente limitados por fosforo, nitrégeno y azufre. Factores como el
pH, textura del suelo, requerimientos de oxigeno, mezclado y humedad deben ser

considerados en el proceso.

Estos sistemas biologicos tienen numerosas aplicaciones en suelos, lagunas, lodos,
entre otros. Existen toda una serie de tecnologias para la biorremediacion de agua,
efluentes y desechos toxicos y todos se basan en la capacidad degradativa de los
microorganismos. Un resumen de los elementos basicos de la biorremediacién se enlistan

en la tabla I11.

Existen tres técnicas comunes en la biorremediacién in situ de suelo y suelo lodoso
contaminados (65). En la primera técnica se inocula el suelo con microorganismos no
autéetonos degradadores y con adicion de nutrientes. En la segunda técnica se adiciona
solo nutrientes y aceptores de electrones periédicamente al suelo suponiendo que en el sitio
se encuentran los microorganismos degradadores adaptados pero deficientes en nutrientes y
oxigeno. La tercera técnica se basa en un biorreactor en la superficie del suelo donde se

adiciona nutrientes, oxigeno y microorganismos.
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Tabla III. Elementos bésicos de la biorremediacion (21).

Fuente de carbono

Generalmente mezcla de compuestos tales como el petréleo,
gasolina, compuestos especificos.

Consorcio microbiano

Bacterias, hongos, aunque también se tienen los
actinomicetos, levaduras, algas.

Otros nutrientes

Es necesario una fuente de nitrégeno (amonio, nitrato, urea) y
de fosforo (fosfatos).

Agua Es requisito fundamental la presencia de agua o al menos una
humedad relativa alta.

Condiciones La biodegradacion sélo opera en rangos restringidos de pH y

ambientales temperatura. Los cambios drasticos afectan negativamente.

Metales En condiciones elevadas son inhibidores del proceso.

Producto (con
oxigeno)

En el proceso aerobio se obtiene biomasa y CO,
principalmente.

Producto (sin
oxigeno)

En proceso anaerobio se genera biomasa, CO, y CH, y/o una
mezela de compuestos organicos (etanol, acetona, butanol,
acidos organicos). Se requiere de un aceptor terminal de
clectrones (nitrato, sulfato, etc.)

En el caso de que la contaminacion sélo se encuentre en suelo, existen técnicas
como el biorreactor (SBR), la técnica de labranza y el biotratamiento suelo-lechada (ver
tabla IV). La técnica de labranza consiste en colocar el suelo sobre una cama de grava
donde se le rocia nutrientes y agua mezclandose periddicamente para proveer oxigeno a los
microorganismos del suelo. El lixiviado colectado es de nuevo rociado al suelo. La tercera

técnica utiliza un reactor donde se le introduce el suelo lechoso del 10-30 % del volumen,

se adicionan nutrientes y se le provee agitacion vigorosa para proporcionarle oxigeno.

16




Tabla IV. Técnicas empleadas en la biorremediacion (62).

Tipo Principio Comentario Seguridad
“Land Suelo mezclado con Requiere revestimiento Problemas con el
farming” nutrientes y tratamiento in | para contener los revestimiento y la capa; el
{labranza) Situ. microorganismos v el monitorec y el

material.

tratamiento puede ser
dificil.

Suelo lechoso

Suelo y agua agitados en
un reactor.

Temperatura no
controlada.

Poco control sobre el
proceso de degradacion;
el efluente puede ser
tratado.

De Agua, nutrientes y Mejora ¢l crecimiento de | Contaminacién organica
subsuperficie |[oxigeno, bombeados a la poblacion autéetona. del agua subterranea; no
través del suelo. Aplicaciones primarias: | hay control sobre Ia
derrames de aceites y dispersion de
gasolinas. microorganismos o
productos de la
degradacion.
Reactor por Digestion microbiana en | Permite el control de las | Liberacion de

lote o “batch™
€n secuencia
{SBR)

suspension liquida.

condiciones de operacion.

microorganismos al
ambiente; se puede
monitorear los
microorganismos y los
contaminantes.

Sistema de
tratamiento de

Lavado para solubilizar
los contaminantes

Necesario pretratamiento
para maximizar la

Los efluentes van al SBR;
el suelo lavado puede ser

suelo adsorbidos. eficiencia. monitoreado,
Sistema de Microorganismos Requiere material No hay liberacion de
tratamiento inmobilizados o enzimas | organico soluble. microorganismos; el
acuoso en un sistema de flyjo.

efluente puede ser
monitoreado y tratado.

Biorreactor de
capa fija

Microorganismos/enzima
s en medio plastico en
columnas para maximizar
el érea superficial e
intercambiar nutrientes.

Puede tratar bajas
concentraciones de
material orgénico.

No liberacién microbial;
el reciclaje de los
contaminantes permite
mejorar la degradacién y
el monitoreo.

La biorremediacién puede ser agrupada en dos clases: intrinseca y disefiada (19). La

biorremediacion intriseca maneja la capacidad innata de las comunidades microbianas

autoctonas para degradar los contaminantes ambientales sin utilizar técnicas para mejorar el

proceso. La efectividad de la biorremediacion intrinseca debe ser probada con un régimen

de monitoreo continuo para analizar las concentraciones de los contaminantes. La
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biorremediacién disefiada es la aceleracién de la actividad microbiana utilizando técnicas
para modificar el sitio, tales como la instalacion de celdas para modificar la circulacién de
los fluidos y adicionar nutrientes para estimular el crecimiento microbiano. Actualmente se

da mayor énfasis en las técnicas de la biorremediacion disefiada.

Para proveer la mayor informacion con respecto a la viabilidad y eficiencia de la
biorremediacion, se han establecido protocolos de tratabilidad. Estos protocolos consisten
de dos fases. La Fase I provee informacién con respecto a parametros quimicos y
microbiologicos requeridos para determinar si la biorremediacion es una tecnologia factible
dadas las condiciones del sitio. Una vez que la biorremediacion ha sido seleccionada como
la tecnologia apropiada, se da lugar a la Fase II. Esta Fase II provee informacion acerca de
de la cinética de la reaccion y del punto final méas conveniente para llegar a los limites
propuestos. El andlisis de los datos predice la velocidad de remocion de los constituyentes
de acuerdo a modelos seleccionados y el tiempo estimado requerido para la

biorremediacién (73).

El desarrollo de la biorremediacion se centra en el mejoramiento del disefio de
reactores, de los sistemas para proveer nutrientes y oxigeno, mejorar cepas degradativas, de
tratamientos aerobios y estrategias para mejorar la biodisponibilidad. El porcentaje de
suelo recuperado o biorremediado varia de suelo a suelo, dependiendo de la viscosidad del
crudo, las concentraciones y proporciones constitutivas, factores econémicos y la
tecnologia empleada. Los hidrocarburos del petroleo y sus derivados tienen diferente
susceptibilidad a ser biorremediados. Sitios contaminados con gasolina, diesel, alcoholes,
cetonas y €steres han sido restaurados con buenos resultados. Sin embargo, las técnicas de
biorremediacién para creosotas y HPA estan aun en desarrollo. Los tipos representativos de
hidrocarburos del petroleo y derivados enlistados en la siguiente tabla, tienen un amplio

rango de aplicaciones industriales.
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Tabla V. Susceptibilidad de los hidrocarburos a la biorremediacion (19).

Quimico |[Frecuencia |Estatusde Evidencia de futuras | Limitaciones
de ocurrencia | biorremediacion | aplicaciones

Gasolina, |Muy Establecido Forma fase liquida no

diesel frecuente acuosa

HPA Comun Emergente Biodegradacion Adsorbidos
aerobia bajo un fuertemente a
estrecho rango de superficies de los
condiciones solidos

Creosota |Infrecuente |Emergente Realmente Adsorbidos
biodegradable bajo fuertemente a
condiciones aerobias |superficies de los

solidos; forma fase
liquida no acuosa

Alcoholes, | Comiin Establecido

cetonas,

ésteres

Eteres Comun Emergente Biodegradabie bajo
un estrecho rango de
condiciones
utilizando
Microorganismos
aerobios y nitrato
reductores.

Loehr y Webster (63) compilaron resultados de estudios en laboratorio, nivel piloto

y de campo indicando que, en la mayoria de los casos los procesos de biorremediacién

resultaron en un considerable decremento en la toxicidad y movilidad del material tratado.
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2.3 Metabolismo de los Hidrocarburos Polinucleo Aromaticos.

Un niimero limitado de microorganismos incluyendo bacterias, micobacterias, algas
y hongos lignoliticos y no lignoliticos son capaces de degradar compuestos recalcitrantes
como los HPA con 3 o mas anillos aromaéticos fusionados (6, 8, 9, 10, 23, 41, 80, 91). Los
compuestos recalcitrantes son aquéllos que resisten la biodegradacion y tienden a persistir y
acumularse en el ambiente. En los altimos afios se han utilizado consorcios microbianos
para la degradacion de creosota, gasolina, diesel o cualquier otro hidrocarburo derivado del
petroleo. Estos microorganismos han sido aislados de sitios contaminados con petréleo,
como los alrededores de las refinerias y de lugares donde ha habido derrames. La ventaja
de utilizar consorcios sobre un sélo microorganismo es que sus miembros actiian juntos
para degradar compuestos xenobidticos y/o transformar contaminantes (23). Estos
microorganismos pueden degradar muchos compuestos xenobidticos con diferentes grados
de dificultad y a diferentes velocidades. En algunos casos los microorganismos
degradadores han sido identificados y caracterizados (30, 41, 53, 66, 80, 81). Cepas como
Sphingomonas paucimobilis EPAS0J, aislada desde un sitio contaminado con creosota,
puede degradar fluorantreno, pireno, benzo[alantraceno, criseno, benzo[a]pireno,
benzo[b]fluorantreno y dibenzo[a,h]antraceno (91). Otras bacterias como Pseudomonas
vesicularis es capaz de degradar fluoreno y fenantreno, Alcaligenes desnitrificans degrada
también fluoreno (80), Flavobacterium sp. y Beijerinckia sp. degradan fenantreno (81) y

Mycobacterium sp. BB1 degrada fenantreno, pireno y fluoranteno (13).

De acuerdo a varios estudios (25) se piensa que las bacterias de diferentes géneros
creciendo en un mismo medio sufren una transferencia genética y un cruce metabolico. Por
lo que ha habido un gran interés en la elucidacion de la cooperatividad metabolica
microbial que es funcional en el catabolismo de compuestos organicos. Los consorcios
microbianos actian en conjunto desarrollando sistemas metabélicos que pueden llevar a la
completa transformacion de compuestos contaminantes. El desarrollo de consorcios

naturales o construidos puede resultar una gran ayuda en las técnicas de biorremediacion.
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La biodegradacion de HPA por bacterias ha sido observada bajo condiciones
aerobias y anaerdbias. EI camino biodegradativo aerobio de HPA inicia por la introduccion
de atomos de oxigeno molecular en el nicleo aromatico, la reaccion siendo catalizada por
una dioxigenasa multicomponente, la cual consiste de una reductasa, una ferredoxina y una
proteina fierro-azufre (42). Las bacterias que utilizan fenantreno como la tnica fuente de
carbono y energia lo oxidan primeramente en la regién “Bahia” (posiciones C-3 y C-4 o C-
5 y C-6,) para formar fenantreno cis-dihidrodiol. Posteriormente produce dcido 1-hidroxi-

2-naftoico y 4cido protocatecoico o catecol, €l cual puede ser mineralizado (16) {figura 3).
Por otro lado, la asimilacién de los n-alcanos de los hidrocarburos es un proceso

oxidativo donde el oxigeno molecular es incorporado en la cadena n-alquil en el paso inicial

para la formacion de un alcohol primario (42).
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Figura 3. Pasos propuestos para la biodegradacion bacteriana de fenantreno (16).
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2.3.1 Hongos lignoliticos en la degradacién de HPA.

En los basidiomicetos de putrefaccién blanca existe toda una serie de enzimas
extracelulares responsables de la degradacion de lignina (el sustrato natural). Ademas de
lignina peroxidasas (ECI.11.1.14; diarilpropano:oxigeno, peréxido de hidrégeno
oxidorreductasas), se encuentra la manganeso peroxidasas (EC1.11.1.13; Mn (1II):peroxido
de hidrégeno oxidorreductasas) y las laccasas (EC1.10.3.2; benzenodiol:oxigeno

oxidorreductasas), que se cree estan involucradas en la degradacion de HPA's (10, 43).

La lignina es un biopolimero estructural aromético complejo de las plantas
vasculares, formada por unidades de fenil propano que es degradado por unos cuantos
organismos. Por su estructura proporciona a las plantas rigidez y union entre sus células.
De acuerdo a la definicién de Sarkanen y Ludwing (72), 1a lignina es un polimero natural
formado por la polimerizacion de tres precursores primarios: alcohol-trans-para-cumérico,
alcohol-trans-coniferilico y alcohol- #rans-sinaptico, por ello la molécula de lignina

presenta una estructura ramificada irregular.

Algunos autores mencionan que los hongos Pleurotus ostreatus, Trametes
versicolor y Bjerkandera sp. pueden ser més prominentes en su habilidad para mineralizar
HPA a CO, que Phanerochaete chrysosporium, aunque este (ltimo sea mas estudiado (10,
29). En afios recientes se ha reportado que Pleurotus ostreatus degrada, en medio liquido
fenantreno, antraceno, fluoreno, pireno y benzo[a]pireno a CO, y productos solubles en
agua (9). Sin embargo, al parecer las actividades de estas enzimas lignoliticas de P.

ostreatus no se correlacionan con la degradacion de los HPA (10).

En un estudio realizado por Andersson y Henrysson (3) donde compararon la
degradacion de HPA por varios hongos, encontraron lo siguiente. P. ostreatus tuvo la
capacidad de degradar antraceno y de acumular antraquinona y P. chrysosporium no. Con
T. versicolor no encontraron acumulacién de antraquinona. Demostraron también un efecto

positivo en el nimero de microorganismos en ¢l suelo al adicionar paja himeda, pero que
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esta poblacion de microorganismos puede ser inhibida por el hongo inoculado, sea cual
fuere éste. Encontraron también que hubo una mayor metabolizacion del fenantreno
cuando se utiliza P. chrysosporium y los microorganismos autdctonos del suelo (3).
Bezalel y su grupo (10) utilizaron P. ostreatus para analizar la mineralizacion de un amplio
rango de compuestos marcados con “C en medio liquido, incluyendo catecol, fenantreno,
pireno, antraceno, benzo[a]pireno, fluoreno y fenantreno. En este estudio resulté el
fluorantreno como unico compuesto no mineralizado. Otro microorganismo reportado por
su habilidad para metabolizar pireno es Crinipellis stipitaria (64). Bogan y Lamar (12)
reportaron una degradacion de fenantreno por Phanerochaete laevis con una acumulacién
no significativa del intermediario quinona en un periodo de 4 semanas. T. versicolor, capaz
de mineralizar fenantreno y pireno en cultivo liquido, produjo metabolitos sustituidos en la
region K (posiciones C-9,10 de fenantreno y posiciones C-4,5 de pireno), mientras que
Kuehneromyces mutabilis, Flammulina velutipes, Laetiporus sulphureus y Agrocybe
aegerita produjeron metabolitos sustituidos en la posicion C-1,2, C-3,4 y C-9,10 del
fenantreno y en la posicién C-1 del pireno (76). Cinninghamella elegans, hongo no
lignolitico, oxida fenantreno a el trans-1,2-dihidrodiol y pequefias cantidades de trans-3,4 y

trans-9,10-dihidrodioles y un glucdsido conjugado de 1-fenantrol (17).

Los hongos no utilizan ¢l fenantreno como unica fuente de carbono y energia, sino
que cometabolizan el HPA a productos hidroxilados (8). Como puede verse, muchos
hongos no lignoliticos metabolizan fenantreno de una manera altamente regio- y
estereoselectiva, via Citocromo P450 monooxigenasa y epoxido hidrolasa para formar
fenantreno trans-1,2-, trans-3,4- y trans-9,10-dihidrodioles; 1-, 2-, 3-, 4- y 9-fenantroles; y

conjugados de sulfato, glucdsidos y glucurdnicos de los metabolitos primarios {8).

Pleurotus ostreatus oxida fenantreno, siendo el trans-9,10-dihidroxi-9,10-
dihidrofenantreno el mayor intermediario formado. La configuracién absoluta del
enantiomero predominante producido es 9R, 10R. Bezalel y Cerniglia (10), utilizando *0,,
demostraron que éste era incorporado en el trans-9,10-dihidroxi-9,10-dihidrofenantreno,

indicando que una monooxigenasa fue involucrada en la formacién de este intermediario.
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Estos estudios también sugieren que una monooxigenasa P450 estd involucrada en la
oxidacion inicial de fenantreno. Asi, el Citocromo P450 monooxigenasa parece jugar un

rol importante en la biodegradacion de HPA por hongos.

El metabolismo del fenantreno por P. ostreatus involucra una hidratacion de la
region K, como 7. versicolor, catalizada por la epoxido hidrolasa y la formacién del acido
2,2’-difénico podria ser producido por una reaccion catalizada por la laccasa. Rutas
biodegradativas propuestas para el metabolismo de fenantreno se pueden observar en la

siguiente figura (8, 80).

‘
0

Region K — -

Fenantreno Fenantreno 9,10-0xido Fenantreno trans-9,10-dihidrodiol

‘ — —— <

COOH
COOH O OH
— 0 — — OH —
Acido 2,2 -difénico 9,10-Fenantroquinona 9,10-dihidrefenantreno
CO2

Figura 4. Ruta propuesta para el metabolismo del fenantreno por Pleurotus ostreatus.
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Sutherland (84) analiz6 el metabolismo del fenantreno por Phanerochaete
chrysosporium. En el medio liquido se detectaron el fenantreno trans-9,10- y trans-3,4-
dihidrodioles, los cuales podrian ser formados por actividades sucesivas de
monooxigenasas y epoxido hidrolasas, mencionadas anteriormente. Sin embargo, los
intermediarios fenantreno 9,10- y 3,4-6xidos no fueron encontrados. Estos ultimos son
generalmente inestables y se isomerizan a fenoles o se hidratan por la epéxido hidrolasa a
los correspondientes trans-dihidrodioles. P. chrysosporium produjo mayormente el trans-
9,10-dihidrodiol mientras que C. elegans produjo mayormente el frans-1,2-dihidrodiol.
Los tres fenantroles que se encontraron fueron producidos por deshidratacién de los trans-
dihidrodioles o por un rearreglo de los postulados dxidos arenos. El fenantreno 9,10-
quinona, €l cual podria ser un producto de la actividad peroxidasa no fue detectado en este
estudio.  Suponen que el fenantreno induce la actividad del Citocromo P450
monooxigenasa. Reafirman que esta monooxigenasa esta involucrada en la formacién de
oxidos areno desde el fenantreno y que la epoxido hidrolasa produce trans-dihidrodioles

(84).

Bajo condiciones ligninoliticas P. chrysosporium mineraliza fenantreno oxidandolo
primeramente a fenantreno-9,10-quinona y posteriormente rompe el anillo a acido 2,2-
difénico. Bajo condiciones no ligninoliticas, P. chrysosporium metaboliza fenantreno a
fenantreno trans-3,4- y trans-9,10-dihidrodioles; 3-, 4- y 9-fenantroles y el glucdsido
conjugado de 9-fenantrol (84) (figura 5). Asi, P. chrysosporium tiene multiples caminos
enzimaticos para el metabolismo del fenantreno. Por lo que el primer paso metabélico es
diferente entre P. ostreatus y P. chrysosporium. Ademas, la lignina peroxidasa H8
purificada de P. chrysosporium oxida benzo[a]pireno a el 1,6-, 3,6- y 6,12-quinonas y el
pireno en el 1,6- y 1,8-quinonas (89, 39). La lignina peroxidasa de P. chrysosporium
cataliza directamente oxidaciones de un electrén de sustratos aromaticos. Los radicales aril
cationes resultantes tienen un rearreglo espontaneo (11). Oxidaciones de un electrén de
varios polinticleo aromaticos por Mn* ha sido también documentada (11) sugiriendo que la

manganeso peroxidasa de P. chrysosporium puede jugar un papel clave en la degradacion
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de HPA in vivo. Pero no es muy claro todavia las oxidaciones mediadas por el Mn** en la

degradacion de HPA,

O
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trans-3,4-dihidrodiol

+
Fenantreno ~ — \ H* /

3,4-6xido oH
Oy

O

4-Fenantrol

4 2
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7 1o
8 9 (&)
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o O
+ OH HOH:2
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9,10-6xido =7 SFenantl " H o
9-Fenantril

%

B-D-glucopiranésid
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Fenantreno
trans-9,10-dihidrodiol

Figura 5. Camino propuesto para el metabolismo de fenantreno en cultivos de P. chrysosporium.
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Estudios de Hammel (39) mostraron que los oxigenos de las quinonas provienen del
H,0 en las reacciones catalizadas por la lignina peroxidasa. Sus experimentos con pireno y
lignina peroxidasa formaron pireno-1,6-diona y pireno-1,8-diona, los cuales resultaron del
ataque nucleofilico del agua en aquellos tomos de carbono con las mas alta densidad de
carga positiva. Mostraron que las quinonas no fueron sustrato de la lignina peroxidasa. La
adicion de la segunda molécula de H,O, presumiblemente involucra ataque en uno de los
dos posibles intermediarios electrofilicos; el radical catién 1-hidroxipireno o el catién 1-
oxoptreno (39). Las quinonas formadas son reducidas a hidroquinonas por la celobiosa

quinona reductasa (6).

La estructura quimica de los metabolitos identificados por Bezalel (9), también
como €l camino propuesto para el metabolismo del pireno por Pleurotus ostreatus se
muestran en la figura 6. El pireno fue metabolizado en la region K para formar un epéxido,
el cual fue hidratado a trans-4,5-dihidrodiol, con el enantidmero predominante en la
configuraciéon R,R (9). Por lo que el mecanismo de degradacién del fenantreno y del pireno
es similar. Nuevamente, el Citocromo P450 monooxigenasa y la epoxido hidrolasa podrian

ser también las enzimas responsables para la formacion del pireno dihidrodiol.

0

) . Pireno
Pireno Pireno-4,5-6xido trans-4,5-dihidrodiol

Figura 6. Ruta propuesta para el metabolismo del pireno por el hongo Pleurotus otreatus.
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Los metabolitos identificados durante la degradacién de antraceno por P. ostreatus
fueron 9,10-antraquinona y antraceno tfrans-1,2-dihidrodiol, donde el enantiémero
predominante es de configuracion $,S. La formacion de 9,10-antraquinona y antraceno
trans-1,2-dihidrodiol puede representar un ataque por dos diferentes sistemas enzimaticos
(laccasa y CP450, respectivamente) o por un sistema enzimatico que ejerce

regioselectividad por oxidacién del antraceno en diferentes sitios (9).
OH

O
~ ‘

Antraceno Aniraceno 1,2-dihidroxi

cis 1,2-dihidrodiol antraceno
\ .

O
9-10,Antraquinona

OH COzH OH CO2H o Cc,
=0 | - 0 (IZ-O
~ >~

OH

Acido 4-(2'-hidroxinaft-3-il)- Acido cis 4-(2"-hidroxinaft-3-il)-
2-ox0-4-hidroxibutirico 2-oxobut-3 enoico
piruvato

OH OH Acido

catecol,
- » » salicilico,

CHO CO:H etc.

2-hidroxi-3-naftaldehido Acido 2-hidroxi-3-naftoico

Figura 7. Metabolitos identificados durante la degradacién de antraceno por P. ostreatus.
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La baja estereoselectividad de P. ostreatus durante el metabolismo de pireno y
antraceno indica la baja preferencia estereoselectiva de las isoenzimas del Citocromo P450

y/o la epdxido hidrolasa (9).

Se ha encontrado que en cultivos con pireno y fenantreno, teniendo-la misma
actividad laccasa, los niveles de mineralizacion de pireno son mucho mas bajos que los de
fenantreno (10). En estos mismos estudios encontraron que la actividad peroxidasa Mn

independiente fue inhibida por uno de los metabolitos de los HPA.

Las laccasas son oxidasas multicobre y catalizan la oxidacién de un electréon de
sustratos organicos que estd acoplada a la reduccion de 4 electrones de oxigeno molecular y
agua (41). Entre la variedad de sustratos oxidados incluye polifenoles, fenoles metoxi

sustituidos, diaminas y un considerable rango de otros compuestos (86).

Heinzkill (43} encontro que los basidiomicetos Panaeolus sphinctrinus, Panaeolus
papilionaceus 'y Coprinus friesii produjeron altos niveles de actividad laccasa y de
manganeso peroxidasa en medio liquido adicionade con nitrégeno. Resultados similares
fueron obtenidos por Youn (92) durante el cultivo de P. ostreatus en un medio rico en
proteina. La ventaja de la actividad laccasa sobre la lignina peroxidasa y manganeso
peroxidasa es su baja especificidad al sustrato por lo que se amplia el espectro de moléculas
de HPA que pueden ser oxidados. Ademas, la lignino peroxidasa sélo puede oxidar
compuestos que tengan un potencial de ionizacion de hasta 8.15 eV (89). En otras
investigaciones (67) Chrysosporium lignorum, Phanerochaete chrysosporium y Trametes
versicolor no mineralizaron benzo[a]pireno sin la induccién de las enzimas por un
compuesto ligninolitico. Estudios recientes de Lang (60) se encontrdé que en cultivos
liquidos conteniendo pireno, P. ostreatus produce més laccasa que en medio sélido (paja);
mientras que la concentracién de manganeso peroxidasa es la misma en medio liquido que

en medio solido conteniendo pireno.
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Analizando la mineralizaciéon de lignina y de HPA por Pleurotus ostreatus se
observo que la degradacion hasta CO, comenzdé en el dia 12 para la lignina a diferencia de
sOlo 3 dias para los HPA (10). Por lo que se asume que Pleurotus ostreatus utiliza

diferentes sistemas de degradacion para la lignina y para los HPA.

En conclusidn, Pleurotus ostreatus actia sobre los HPA como hongo no lignolitico,
sin embargo, es capaz a mineralizarlos. Si Pleurotus ostreatus no contiene lignina
peroxidasa y €l metabolismo de HPA no se correlaciona claramente con la actividad
laccasa, es posible que el Citocromo P450 monooxigenasa y la manganeso peroxidasa sean
las responsables del paso inicial en el metabolismo de estos compuestos, como se vera en
detalle en el siguiente punto. El mecanismo ligninolitico de Pleurotus ostreatus puede estar
involucrado en pasos posteriores del metabolismo, tales como el rompimiento del anillo
aromatico y la evoluciéon a CO, (8, 9, 10). El CP450 monooxigenasa encontrado en
microorganismos, plantas y animales cataliza muchos tipos de transformaciones quimicas,
las cuales incluyen hidroxilaciones alifaticas, epoxidaciones, desalquilaciones,
deshalogenaciones y varios mecanismos basados en inactivaciones (55). Muchas de estas

reacciones son objeto de estudio para la biorremediacién.

En el presente trabajo se selecciond el hongo de Pleurotus ostreatus por su facilidad
de crecer, en un tiempo relativamente corto, en sustratos sencillos y baratos como el trigo y
por el conocimiento de los antecedentes de degradacién de HPA en medios liquidos.
Pleurotus ostreatus es un hongo saprobio de la madera que en la naturaleza se encuentra
fructificando en los troncos de arboles muertos. Es un hongo comestible sumamente
apreciado, que ha sido cultivado en Europa Central y Asia desde tiempos antiguos. En la
actualidad se le cultiva principalmente en Japon e Italia utilizando desperdicios vegetales

lignoceluldsicos como sustrato (72).
Para cultivar hongos de putrefaccion blanca, para posterior utilizaciéon en

biorremediacion, se pueden utilizar sustratos lignocelulésicos tan sencillos y econémicos

como el aserrin, trozos de madera y desechos agricolas.
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La ventaja de utilizar hongos sobre consorcios bacterianos en la degradacion de
hidrocarburos es que los hongos no necesitan adaptacién previa sobre los contaminantes
para poder metabolizarlos (5). Lo anterior se confirma con los experimentos realizados en
estc trabajo. Asi como también, las bacterias necesitan nutrientes adicionales para el
proceso degradativo y no en el caso de los hongos, donde la limitaciéon de nutrientes
favorece las degradacion y los sistemas lignoliticos no dependen de los compuestos
contaminantes. Estos ultimos pueden ser degradados a niveles no detectables (6). Sin
embargo, los consorcios microbianos tienen mayor capacidad de mineralizar los
hidrocarburos donde los hongos principalmente sélo transforman, mediante oxidaciones,
los compuestos. Los hongos pueden también antagonizar con el crecimiento bacteriano
porque producen radicales capaces de oxidar biomoléculas tales como proteinas y DNA,
que como resultado daria la muerte de las bacterias. Ademas que durante el metabolismo,
los hongos ajustan el pH de su ambiente, asi que si es diferente al pH 6ptimo de las
bacterias, éstas no creceran después de que el hongo se introduzca en el suelo (6). Barron
(7) demostré que varios hongos lignoliticos, entre ellos P. ostreatus, tienen la habilidad de
atacar y digerir microcolonias de bacterias. Las bacterias son lisadas y el contenido es

aparentemente absorbido como una fuente de nutrientes por los hongos.

Se deben de estudiar todas las posibilidades, hongos, bacterias y consorcios

microbiano para mejorar los efectos de la biorremediacion.
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2.4 Mecanismo de accién de monooxigenasas.

Las enzimas CP450 (EC 1.14.14.1), también conocidas como monooxigenasas de
funcién mixta, son las enzimas més importantes que metabolizan drogas en el higado y
funcionan en la biotransformacién oxidativa de una amplia variedad de xenobidticos
lipofilicos y compuestos endégenos a derivados mas solubles (35). Consecuentemente, el
CP450 microsomal hepatico, promueve la eliminacion de algunos contaminantes organicos
hidrofobicos debido a que facilita la introduccion de grupos funcionales polares para la
subsecuente excrecion. La induccion de CP540 puede significativamente afectar el
metabolismo, la bioacumulacion y la toxicocinética de xenobidticos y ademds alterar la

susceptibilidad toxicoldgica de animales expuestos (61).

Aparte de la destoxificacion de xenobidticos, CP450 monooxigenasas también
participa activamente en la biosintesis de alcaloides, giberelinas, fenoles, etc. y existe en
varias formas en la naturaleza (27). En muchos tejidos tales como el higado, rifiones,
cerebro y los tejidos esteroidogénicos, las formas constitutivas mitocondriales estan
involucradas mayormente en la oxidacion de sustratos fisiolégicamente importante tales
como colesterol, hormonas esteroidales y vitamina D3. Se ha encontrado que el acido
araquidonico es convertido a alcohol y epoxidos por CP450 y éstos pueden ser

incorporados a los fosfolipidos (35).

La formacién mediada por CP450 monooxigenasas de intermediarios electrofilicos
ha sido visto a ser un paso clave en la citotoxicidad y la iniciacién de tumores. Células
especificas tales como las epiteliares bronquiales no cilidas, un sitio importante de CP450
monooxigenasas en el pulmén, son altamente vulnerables a furanos, hidrocarburos
clorados, indoles y HPA’s (32). El CP450-1A1 ha sido de considerable interés debido a su
inducibilidad por varios contaminantes y su posible relacién con el cancer de pulmén en
humanos. El CP450-1A1 humano es primeramente expresado en tejido extrahepético tales
como placenta, pulmoén y células sanguineas periferiales. Muchos HPA's y HC clorados

parecen ser sustratos o inductores de CP450-1A1 en humanos (18, 61). Estudios de
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Anandatheerthavarada (2) mostraron la existencia de CP450 inducidos por xenobidticos en
mitocondria, €l cual puede activar carcindogenos como benzo[a]pireno, aflatoxina Bl y
dimetilnitrosamina en radicales reactivos que se unen al DNA mitocondrial y afectan la

transcripcion y la traduccidn del DNA en la mitocondria.

Segun Khatisashvili (56), el CP450 juega el papel del transformador universal de
compuestos no polares de origen tanto endégeno como exégeno. Sus resultados indicaron
un decremento de la actividad biosintética de CP450 en presencia de xenobidticos y su
preferible transformacion en procesos de destoxificacion. Por lo que propone también que
el mecanismo de oxidacién microsomal de CP450 monooxigenasa es cambiada a una
actividad peroxidasa. Indicando que la misma forma de CP450 debe participar en la

hidroxilacién microsomal de xenobidticos y en procesos biosintéticos de la célula.

Por otro lado, en el proceso de destoxificacion de xenobidticos, el estado mas
limitante es la hidroxilacion de moléculas hidrofdbicas, las cuales son catalizadas por un
CP450 unido a la membrana conteniendo un sistema monocoxigenasa. Los productos
hidrolizados con un significativo incremento en la polaridad son enzimaticamente oxidados
en la fase liquida. La velocidad de oxidacion del sustrato por CP450 depende en su
mayoria del grado de su hidrofobicidad (56). Indicando que la polaridad de la molécula es
uno de los factores que definen la conversibn de los compuestos por el sistema

monooxigenasa.

Muchas reacciones de CP450 se llevan a cabo con la estequimetria caracteristica de

monooxigenasas:

NAD(P)H + O, + RH —» NAD(P)" + H,0 + ROH

Sin embargo, CP450 a menudo tiene la capacidad de utilizar hidroper6xidos en
varias formas. El mecanismo catalitico de monooxigenacién puede ser considerado en dos

partes, activacion del oxigeno y oxidacion del sustrato (figura 8).
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Figura 8. Pasos en la activacién de oxigeno y la oxidacion del sustrato por varios CP450 (35).

Todas las reacciones de oxigenacién incluyen procesos tales como hidroxilacién de
carbono y los heterodtomos N, S y I, desalquilaciones de aminas y éteres y epoxidaciones.
Estas reacciones pueden ser racionalizadas en términos de 2 pasos, abstraccion de un atomo

de hidroégeno (o electron) y un reenlace de oxigeno.

(FeOy" + RH—, (FeOH)* R —» Fe* + ROH

Ademas, las diferentes enzimas CP450 no deberian ser consideradas
individualmente como estrictamente epoxidasas, N-desmetilasas, etc. ya que la reaccion
afectada es una funcién del acoplamiento del sustrato y la proteina (35). Las CP450 pueden
catalizar reacciones de reduccién también como de oxidacion. Las enzimas CP450 pueden

formar H,0, cuando la oxidacién de sustratos no se ajusta al flujo de electrones.

Fe"‘OZ —_— Fe"l + Oz-l _Hj’__’ 1/202 + 1/2H202

El CP450 puede también utilizar H,0,, hidroperéxidos y peréxidos y pueden tener
alguna relacién con las peroxidasas, las cuales también utilizan radical catidnico
Fe(IV)porfirina. La enzima fiingica cloroperoxidasa es por definicién espectral una CP450

y cataliza la siguiente reaccion:
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H,0, + HCl + RH —, RCl + 2H,0

Los CP450 pueden también catalizar la “reductiva” B-escision de hidroperéxidos

para rendir alcanos y carbonilos (35).

Diferentes formas moleculares de CP450 son encontradas en compartimentos de la
membrana mitocondrial y microsomal. Los CP450 microsomales y mitocondriales difieren
con respecto a sus requerimientos para la transferencia de electrones. Los CP450
microsomales aceptan clectrones a través de una flavoproteina 1lamada NADPH citocromo
P450 reductasa. Mientras que CP450 mitocondriales reciben eletrones a través de una

proteina fierro-azufre llamada Adx y una flavoproteina llamada Adr (2, 35).

Otra clase mayor de enzimas de oxigenacién, conocidas por su funcién en la
destoxificacion de xenobiéticos, es la monooxigenasa contiendo flavina o grupo FMO. La
reaccion de FMO requiere O,, NAD(P)H, H' y un sustrato oxigenable. La secuencia de la
reaccion es la siguiente: el FMO conteniendo FAD se une a NADPH el cual reduce el
flavina a FADH, para formar un estable 4o-hidroperoxiflavina, FAD-OOH; un sustrato
organico con un nucledfilo oxigenable, tipicamente un nitrogeno o azufre, interactia con la
enzima unida a 4a-hidroperoxiflavina rindiendo el producto monooginenado y un complejo
FAD-OH (hidroxiflavina); y agua y NAD(P)" son entonces liberados, dejando el FAD
completamente oxidado (83). Usualmente hay multiples isoenzimas de FMO en un
organismo o tejido dado, pero cada isoenzima tiene un amplio rango de sustratos que

pueden oxigenar. Las FMO estan generalmente localizados en la membrana microsomal.

Asi, esta revision sugiere que las formas de Citocromo P450 tiene un papel muy

importante en la activacion y disposicion de xenobidticos como los HPA.
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2.5 Limitaciones en la biorremediacion de suelos.

La biorremediacion se ve limitada fundamentalmente por dos factores muy
importantes, la biodegradabilidad y la biodisponibilidad. Se ha observado que una fraccion
residual no se llega a degradar en el suelo a pesar de que se encuentran las condiciones
optimas para la biodegradacion. La degradacién de hidrocarburos tiene un comportamiento

asintotico, donde después de un tiempo la concentracion residual no cambia (33).

La limitada biodisponibilidad de los HPA hacia el ataque microbiano es el factor
que mayormente afecta su velocidad de biodegradacion (45). La biotransformacién esta
controlada por la actividad bioquimica microbiana y la transferencia de masa de un
compuesto quimico al microorganismo (14, 81).  Asi que la biodisponibilidad de un
compuesto estd determinada por un numero de procesos fisicoquimicos tales como
adsorcion, desorcion, difusion y disolucion. Asi mismo, se tienen varios factores que

afectan la biodisponibilidad y que se describen a continuacion:

a) Tiempo de afiejamiento (permanencia de contaminante) del suelo.
b) Tipo de suelo.
c¢) Concentracion del contaminante.

d) Adicion de surfactantes.

2.5.1 Tiempo de aiiejamiento del suelo.

La disminucion de la disponibilidad de los hidrocarburos aumenta al transcurrir el
tiempo de permanencia del contaminante en el suelo (38). Este decremento puede ser el
resultado de (i) productos de reacciones de oxidacién quimica incorporandose en la materia
organica, (ii) baja difusion en poros muy pequefios y adsorcién en la materia organica, o
(iii) la formacion de capas semirrigidas alrededor de la fase liquida no acuosa (NAPL) con

una alta resistencia hacia la transferencia de masa NAPL-agua (14).
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Segin Alexander (1) los compuestos contaminantes llegan a ser tan adsorbidos a la
materia organica del suelo que no representarian un riesgo para la salud debido a su falta de
movilidad. Sin embargo, afirma el autor, no estd confirmado en todos los casos que el
secuestro de los contaminantes téxicos en el suelo disminuya su toxicidad. La movilidad de
los contaminantes presentes en el material tratado y la toxicidad de los suelos siendo
tratados son reducidos como resultado de reacciones fisicas, quimicas y bioldgicas en el

proceso de biorremediacion (63).

Cornelissen y sus colaboradores (22), hicieron una comparacion entre la velocidad
de desorcion y la velocidad de degradacién con 15 HPA (de 2 a 6 anillos). Proponen que al
inicio, la fase rapida de la biorremediacién, los factores microbianos limitan la velocidad de
biodegradacion y no la desorcién. En la segunda parte de la biorremediacién, la fase lenta,
en los factores de desorcion estd el punto critico. Utilizando diferentes compuestos,
microorganismos y sedimentos, ellos calcularon una constante de velocidad de la desorcion

“rapida”de 0.05-3 h™' y una constante de velocidad de desorcidn “lenta” de 10*-10>h",

2.5.2 Tipo de suelo.

El comportamiento hidrofobico, que va aumentando con la complejidad de la
estructura molecular del compuesto y la fuerte adsorcion a la materia organica del suelo
lleva a una limitada transferencia de masa. El comportamiento fisico del suelo es
determinada, en la mayoria de los casos, por la medida de las particulas que constituyen ese
suclo. De acuerdo a la medida de las particulas el suelo se puede clasificar en arcilloso
(<0.002 mm), limoso (0.002-0.05 mm), arenoso (0.05-1 mm) y de grava (>1 mm) (65).

Estas caracteristicas del suelo influyen en la adsorcion de los contaminantes.
Por otro lado, las bacterias se encuentran en poros de 0.8-3 um y los contaminantes

estan en poros mucho més estrechos. Al inicio, los compuestos contaminan macroporos y

superficies de algunas particulas donde hay relativamente bajo nivel de microorganismos,
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después se difunden a poros mas pequefios donde se puede llevar a cabo la
biotranformacion, si las condiciones ambientales y el nimero de microorganismos son
favorables. Con el transcurso del tiempo, los contaminantes lentamente se difunden en
poros extremadamente pequefios (<<lum) donde no hay microorganismos. Por lo tanto,
los contaminantes y las bacterias tienen una distribucién microscopica diferente en el suelo

y los compuestos deben difundirse primero hacia ia bacteria para poder ser degradados (65).

2.5.3 Concentracion del contaminante,

Las limitaciones de biodisponibilidad aumentan conforme la concentraciéon de
contaminante disminuye porque la cantidad absoluta de hidrocarburos disminuye (24). Al
inicio, la velocidad de degradacion es mayor porque los microorganismos metabolizan los
compuestos mas sencillos o de su preferencia dejando persistir una fracciéon remanente. A
altas concentraciones de contaminante, la biodisponibilidad estd regulada por Ia
solubilizacién desde la fase liquida no acuosa y a bajas concentraciones, la

biodisponibilidad esta regulada por los procesos de desorcion y difusion.

2.5.4 Adicion de surfactantes.

La solubilidad de los HPA's puede variar si éstos se encuentran puros o en mezcla.
Guha y sus colaboradores (36) mostraron que la solubilidad de naftaleno se ve reducida en
presencia de fenantreno y/o pireno. La solubilidad del fenantreno aumentd en presencia de
naftaleno y pireno. La solubilidad del pireno se redujo en presencia de naftaleno y no se
afect6 en presencia de fenantreno e incrementd en presencia de ambos. Concluyd que el
incremento en lo valores del coeficiente de particion es explicado por la particion del soluto
en la interface micela-agua, la cual cambia la energia libre interfacial e incrementa

efectivamente el volumen de la micela dejando a un mayor potencial de solubilizacion.
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La solubilidad wvaria entre diferentes HPA, dependiendo de su complejidad

estructural, como se ilustra en la tabla VI.

Tabla VI . Solubilidad de algunos HPA en agua (20).

Compuesto ug/l
Dos anillos:

Naftaleno 31,700

Acenafteno 4,472

Fluoreno 1,995
Tres anillos:

Fenantreno 1,283

Fluorantreno 263

Antraceno 73
Cuatro anillos:

Pireno 135

Trifenileno 41

Benzo[a]antraceno 14
Cinco anillos:

Benzo[a]pireno 38

Dibenzo[a,h]antraceno 24

Perileno 0.4
Seis anillos:

Benzo[g,h,i]perileno 0.2

Coroneno 0.14

La utilizacion de surfactantes puede ayudar a la movilizacion de hidrocarburos
contaminantes. Los surfactantes son moléculas compuestas de una parte hidrofilica y una
parte hidrof6bica, por lo que actian decreciendo los niveles de tension superficial y tension
interfacial. La concentracidn critica micelar es aquella arriba de la cual las micelas estan
presenten en solucion (46). Las moléculas de surfactante forman agregados micelares en la

fase acuosa cuando la concentracion critica micelar es excedida. Asi que los compuestos
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hidrofobicos se solubilizan por encontrarse secuestrados dentro de las micelas. En el
equilibrio, la cantidad de HPA solubilizado depende, linealmente, de la concentracién de
surfactante arriba de la CMC (87). Como se observa en la figura 9 esta solubilizacion y el
decremento de la tension superficial e interfacial son las mayores razones para facilitar el
transporte de contaminantes adsorbidos en fase sélida hacia la fase acuosa. Varios factores
influyen en la efectividad del surfactante: la identidad del quimico adsorbido, las
caracteristicas del suelo, la concentracion y estructura del surfactante y la toxicidad del
surfactante hacia los microorganismos (4, 5_0). La concentracién micelar critica varia
dependiendo de aspectos estructurales moleculaes del surfactante como las ramifiaciones
del tallo, posicién de la cabeza hidrofilica y la diversidad estructural de ésta (46). En la

tabla VII se muestran propiedades de algunos surfactantes no idnicos.

Fase liquida
Fase acuosa / \ Micelas
f L Km be:‘% ;

. . ; (3 §( %O%
. QLIL nH %Q% gp
B "E f“’

Hidrocarburo sélido

Figura 9. Modelo conceptual de la disolucién del hidrocarburo mediado por el surfactante.
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Tabla VII. Propiedades de surfactantes no 16nicos.

Surfactante Estructura HLB CMC Referencia
(mg/L)
Triton X-100 (CH,),CCH,C(CH,),C,H;O(CH,CH,0) H,x=10 13.5 150 31
Tween 80 Polyoxyethylenesorbitan monooleato 15.5 13 31
Tween 40 Polyoxyethylenesorbitan monopalmitato 15.6 29 44

HLB = balance hidrofilico-lipofilico =~ CMC = concentracién micelar critica

Estudios de Laha y Luthy (59, 70) demostraron que la mineralizacion del
fenantreno decreci6 cuando varios surfactantes sintéticos no-ionicos fueron adicionados al
suelo.  Esta inhibiciéon ocurri6 cuando los surfactantes estuvieron presentes en
concentraciones arriba de su concentracion critica micelar. Los autores sugirieron que la
causa para la inhibicion fue una limitada cantidad de fenantreno disponible debido a la
fuerte particion en las micelas del surfactante. Asi que la biodegradacién también se ve
limitada por la particion de HPA en las micelas mas que por los efectos toxicos de los
surfactantes. Por otro lado, Grimberg (34) propone que los microorganismos sélo tienen
acceso al fenantreno presente en fase acuosa y que no tienen acceso directo al compuesto

solido o al compuesto solubilizado en las micelas del surfactante.

Se ha investigado también, el uso de biosurfactantes, es decir, surfactantes
producidos microbiolégicamente para mejorar la biodegradacidon de compuestos
hidrofébicos (79). Los biosurfactantes son producidos también por levaduras, hongos y
hasta por plantas superiores (75). Oberbremer (68) ha observado el incremento de la
biodegradacion de hidrocarburos del 45-140% con la adicion de varios surfactantes
glicolipidos y Jain (47) observd el incremento en la biodegradacion de tetradecano,
hexadecano y pristano en muestras de suelo con biosurfactante producido por Pseudomona
aeruginosa. Sin embargo, cuando ellos utilizaron microorganismos degradadores de
hidrocarburos y productores de biosurfactantes, observaron un decremento de la

biodegradacion debido posiblemente a la fuente de carbono utilizada. Cuando se produjo el
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biosurfactante en aceites vegetales y glucosa se mejoraron sus caracteristicas tensoactivas
mientras que utilizar gasolina como fuente de carbono, no se observaron resultados

positivos (70).

Entre los microorganismos productores de biosurfactantes se encuentran: Torulopsis
bombicola, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Rhodococcus erythropolis, entre otros
(79, 58). La produccion de surfactante puede tener dos objetivos: cuando los surfactantes
son extracelulares causan la emulsificacién de los hidrocarburos y cuando son asociados a
la pared celular, ellos facilitan la penetracién de hidrocarburos al espacio periplasmico.
Duvnjak y su grupo (30) demostraron que Corynebacterium produjo surfactante asociado a
la pared celular el cual fue liberado después de la adicién de hexadecano. Aunque hay casos
donde no se conocen aiin las causas de la produccion del surfactante (58). Hammel (40)
sugirid que las bacterias que producen biosurfactantes deben tener acceso directo a los
hidrocarburos dentro de las micelas o microemulsiones via un mecanismo de transporte

complejo.

Entre los surfactantes bacteriales se encuentran los rhamnolipidos, lipidos de
trehalosa, diferentes lipidos mono-, di- y trisacaridos, lipidos conteniendo aminoacidos,
peptidolipidos y proteinas hidrofobicas. De levaduras, los soforolipidos, lipido
mannosileritritol y lipidos conteniendo proteina. Los surfactantes de origen fingico son el
acido ustilagico y lipidos mannosileritritol. Todos estos biosurfactantes son de carcter no-

16nico o aniénico y su concentracién critica micelar varia desde 1 a 200 mg/1 (58).

2.5.5 Otros aspectos que limitan la biorremediacion de suelos.

La biorremediaciéon también se ve limitada cuando las condiciones ambientales

cambian drasticamente, por lo general el proceso se detiene o disminuye sensiblemente la

eficiencia de remocién. Si la concentraciéon de hidrocarburo es muy elevada, entonces

habra que diluir, lo que significa mayores costos y manejo de materiales (62). Tomando en
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cuenta que los derrames son accidentales, no siempre resulta factible proporcionar
nutrientes, agua y aeracion en el sitio problema. Otros factores limitantes incluyen el
suministro de oxigeno y de nutrientes, especialmente cuando se trata de trabajar in situ,
donde la distribucion de los contaminantes y las condiciones geoldgicas pueden ser muy
heterogéneas, por lo cual puede haber necesidad de ajustar la humedad, temperatura y pH.
Se ha estudiado que la concentracion de aceptores de electrones requeridos para asegurar la
biorremediacion varia con las caracteristicas quimicas y la cantidad del contaminante. Si el
aceptor de electrones llega ser limitado, la biorremediacion disminuira o cesara (62). Otros
estudios (70) mencionan que el oxigeno puede ser mas limitante que la biodisponibilidad en
altas concentraciones de hidrocarburo. Los nutrientes y los metabolitos poliméricos, asi
como los agregados celulares, pueden ser adsorbidos a la superficie organica obstruyendo
los poros e impidiendo la interaccion entre los microorganismos y las moléculas de

hidrocarburo (70).

Para la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, la adicion de
microorganismos degradadores se considera una valuable opcién para incrementar la
velocidad de degradacién cuando el factor limitante es la actividad microbiana. Si el
potencial de degradacién es inherente a los microorganismos autoctonos del suelo, la
adicion de microorganismos degradadores especificos puede s6lo reducir el tiempo

necesario para la biorremediacion (54).

Por lo antes mencionado, es necesario realizar estudios de biodegradaciéon de
hidrocarburos adsorbidos en suelo tomando en consideracion los riesgos a la salud que nos
vayan guiando hacia el punto final mas conveniente de la biorremediacion. Asi, se plantean

los siguientes objetivos.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general.

Establecer un sistema para la biodegradacion de diesel e hidrocarburos polinicleo

aromaticos adsorbido en suelo en presencia del hongo Pleurotus ostreatus.

3.2 Objetivos especificos.

¢ Determinar la degradacion de diesel por un consorcio microbiano en medio liquido.

¢ Determinar la degradacion de diesel adsorbido en suelo por un consorcio microbiano y
por el hongo Pleurotus ostreatus, asi como la combinacion de ambos.

¢ Determinar las cinéticas de biodegradacion de HPA adsorbidos en suelo con Pleurotus
ostreatus.

¢ Analizar el efecto de surfactantes sobre la degradacion de hidrocarburos polinicleo
aromaticos.

¢ Determinar ¢l efecto de la aereacion en la degradacién de HPA.

¢ Determinar la mineralizacién de benzo[a]pireno por recuperacién de '“CO,.

¢ Analizar la adsorcion al suelo de los metabolitos de la degradacion del benzo[a]pireno

por el hongo Pleurotus ostreatus.

45




4 Material y Métodos
4.1 Reactivos.

El pireno, antraceno, fenantreno y benzo[a]pireno fueron adquiridos en Aldrich
Chemical Co. El hidrocarburo seleccionado como modelo de mezcla de hidrocarburos fue el
diesel comercial (PEMEX), por ser un destilado del petroleo y su uso extendido como
combustible en México. Se utilizaron 3 surfactantes no idnicos, Tween 80, Tween 40 y
Tritén X-100 y uno i6nico, el dodecilsufonato de sodio (SDS) comprados a Sigma Chemical
Co., asi como los hidrocarburos alifaticos, n-decano, n-undecano, n-dodecano, n-tridecano,
n-tetradecano, n-pentadecano, n-hexadecano, n-heptadecano, octadecano, nonadecano,
eicosano, n-henicosano y n-docosano y el HPA benzo[a]pireno-7-"*C (26.6 mCi/mmol).
Los solventes diclorometano, tolueno y acetonitrilo fueron comprados a Fisher. E1 HCI 0.01
N (estandarizado), el icido acético, el Na;SO, anhidro, el Na,SO4, las sales de Ba,Cl
acetato de sodio, el fosfato de sodio monebasico y dibasico y los componentes del medio
mineral s¢ adquirieron de J.T. Baker. La glucosa, el extracto de levadura y el agar

bacteriologico para los medios de cultivo fueron adquiridos de Difco.

4.2 Microorganismos y medios de cultivo.
4.2.1 Consorcio microbiano.

Se utilizé un consorcio microbiano aislado de zonas contaminadas con hidrocarburos
(petrdleo crudo) (>50 g/Kg peso seco de suelo) de refinerias y pozos petroleros del Golfo
de México.  Esta comunidad fue mantenida por adicién secuencial de petréleo crudo tipo
Maya, en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental del Instituto Mexicano del Petréleo.
Posteriormente, se adapté a crecer en diesel como unica fuente de carbone en medio liquido
por medio de resiembras mensuales, liofilizado y resembrado en medio mineral liquido con la

siguiente composicion:
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Medio mineral g/l
K;HPO, 1.71
KH;PO, 1.32

NH,CI 1.26
MgCi-6H,O 0.0108

CaCl; 0.02
Metales traza 1 ml

Utilizando agua destilada y ajustando el pH a 7.0, se esterilizo el medio en autoclave
(15 1b-15 min). Se adicion6 de 5 a 10% de diesel y se inoculd con el consorcio microbiano,
previamente adaptado, al 10%. Se incub6 durante un mes, tiempo al cual la concentracién
de biomasa alcanzod un nivel adecuado, a 30°C y 200 rpm para posteriormente ser utilizado

en los experimentos de degradacion de diesel en medio liquido y en suelo.
4.2.2 Hongo.

El hongo de putrefaccién blanca que se utilizé en este trabajo fue Pleurotus ostreatus
ECS-110(IE8), depositada en el cepario micolégico de El Colegio de la Frontera Sur
(ECOSUR), Tapachula, Chiapas. Se inoculd, tomando el hongo de caja Petri, en medio
liquido compuesto de glicosa (5 g/l) y extracto de levadura (5 g/l) a pH de 5.5. Se incubé -
durante 6 dias a 29°C y 200 rpm y los pellets de hongo formados se reinocularon en trigo
himedo estéril (no se determiné la humedad del trigo). Se dejé incubar el hongo en el trigo

por 10 dias antes de ser utilizado en los experimentos.
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4.3 Anilisis del suelo.

Para caracterizar el tipo de suelo utitizado se determinaron los siguientes parametros:
- pH
- Conductividad eléctrica
- Materia organica
- Humedad
- Textura
- Nitrogeno
- Fosforo

- Cationes disponibles

Los analisis del suelo fueron realizados por el Laboratorio de Investigaciones

Ambientales CEIB-UAEM. (Ver anexos para metodologia empleada) .

4.4 Cinética de degradacion de diesel.
4.4.1 Cinética de consumo de diesel en medio liquido.

Para determinar la accion del consorcio microbiano sobre la degradacién del diesel se
llevé acabo la cinética de consumo en medio liquido. En matracez Erlenmeyer de 500 ml
con 100 ml de medio mineral minimo (4.2.1) y 7 % de diesel como tmica fuente de carbono,
se inocularon con el consorcio microbiano, previamente crecido en diesel, y se incubaron a
29°C y 200rpm. Los controles contenian sdlo medio mineral minimo y diesel. El consumo
de diesel se monitore6 durante 320 h tomando muestras cada 50 h. 5 ml de cada muestra
muestra fueron extraidos dos veces con diclorometano acidificado y la fase organica fue
concentrada hasta 700-500 pl y pasada a través de sulfato de sodio para eliminar
completamente la humedad. Se realizé una curva de calibracién donde el drea total bajo la

curva se grafico contra su peso. Los extractos fieron aplicados a un cromatografo de gases
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marca Varian, modelo 3700 equipado con un detector de iomizaciéon de flama, columna
capilar (30 m largo x 0.25 mm, SPB-20, Supelco), helio como gas acarreador y con el
siguiente programa: temperatura del inyectof 220 °C; temperatura del detector i6n 300 °C;
temperatura inicial 90 °C tiempo 2 min; velocidad del programa 6 °C/min; temperatura final
280 °C tiempo 5 min.

4.4.1.1 Determinacion de proteina.

Cada muestra obtenida se centrifugd y el precipitado se lavé dos veces con agua
destilada y el paquete celular se resuspendid en 1 ml de buffer fosfatos para después ser
sonicado. Los restos celulares se precipitaron por centrifugacion y el sobrenadante se utilizé

para cuantificar proteina.
4.4.2 Cinética de degradacién de diesel adsorbido en suelo.

Para los experimentos de degradacion de diesel se utilizaron frascos de 100 ml a los
cuales se les adicind 5 g de suelo seco estéril, 1 ml de diesel en diclorometano y 1 g de trigo
(figura 10). El solvente se dejé evaporar por 20 min antes de la inoculacién. Una serie de
unidades experimentales se inocularon con 1 g de Pleurotus ostreatus en trigo, la segunda
seriec de unidades con el consorcie microbiano al 10 % y una tercera serie de frascos con
ambos. Se incubaron por 5 semanas y se tomaron muestras por triplicado cada semana con

sus respectivos controles sin inocular.

La extraccion se llevd a cabo de la siguiente manera. Se adicioné 25 ml de
diclorometado al suelo y se agité vigorosamente en vortex por unos minutos y se dejandose
20 min. antes de centrifugar a una velocidad de 10,000 rpm durante 15 min. Después la fase
organica se deshidraté y limpié con Na,SO, anhidro en un filtro de fibra de vidro.
Repitiéndose el proceso por dos veces mas y se evapord el solvente DCM en un rotavapor

hasta tener 2 ml de extracto para su anlisis en cromatografia de gases.
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Para el analisis de la degradacion se utilizo una curva estandar que relacionaba el
area bajo la curva con la concentracion en mg/ml de diesel. El equipo utilizado fue un
Cromatografo de gases de ionizacion de flama marca Varian modelo 3700 con una columna
capilar (30 m x 0.25 mm) SPB-20 marca Supelco, con las siguientes condiciones,
temperatura inicial 80°C por 2 min, temperatura final 280°C por 5 min a una velocidad de

6°C/min y una temperatura del inyector de 260°C y helio como gas acarreador.
4.4.3 Analisis cualitativo del diesel.

Para el analisis cualitativo del diesel se determinaron los tiempos de retencion de
estandares de hidrocarburos alifaticos puros y en mezcla desde el decano (n-C10) hasta ¢l
docosano (n-C22) disueltos en DCM y analizados por cromatografia de gases bajo las

condiciones sefialadas en el punto 4.4.2.

4.5 Cinéticas de degradacion de hidrocarburos polinicleo aromiticos.
4.5.1 Establecimiento de los sistemas de degradacién.

Para los ensayos en frasco (100 ml) y columna de vidrio (15 cm x 1.6 cm d.i) se
utilizd 5 g de suelo seco y estéril y 4 ml de agua destilada para obtener una humedad del
48%. Se adiciono al suelo 0.5 mg de HPA (pireno, antraceno y fenantreno) en solucién con
diclorometano, se dejo evaporar el solventé por 15 min y se agito. Posteriormente se
adicion6 1 g de trigo himedo estéril y finalmente se inoculé con 1 g (aproximadamente) del
hongo Pleurotus ostreatus previamente crecido en trigo. Los frascos se cubrieron con su
tapa durante un periodo de incubacion de 3 semanas de la misma manera que los ensayos de

degradacion de diesel (figura 10).
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Figura 10, Sistema en frasco para la degradacion de diesel v HPA's.
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Figura 11. Sistema experimental en columnas para la degradacién de Hidrocarburos Polinucleo
Aromaticos nor Pleurotus ostreetns
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En las columnas se adiciono primero el trigo, después el hongo y finalmente et suelo

con HPA quedando éste en la parte superior, adicionando aire himedo por 1a parte inferior

(figura 11). Se sigui6 el mismo tratamiento que en los frascos. Cada semana se extrajo una

muestra de suelo por triplicado y con su respectivos controles sin inocular.

Se realizaron una serie de experimentos donde las variables fueron: HPA, pireno,

fenantreno o antraceno; agente oxidante con o sin adicion de 1 mM de H,O,; surfactante

Tritén X-100, Tween 80, Tween 40 o sin surfactante; reactor, frasco o columna y tiempo de

contaminacion del suelo previo a la biorremediacion, 0 o 2 meses (tabla VIII). Todos los

experimentos fueron realizados por triplicado.

Tabla VIIIL Experimentos realizados en el presente trabajo.

Exp.no.| HPA H0, | TX100] T80 T40 | Frasco | Columna | *Tiempo
ImM | 0.15% | 0.15% | 0.15% (meses)
1 Pir X 0
2 Pir X X 0
3 Pir X X 0
4 Pir X X 0
5 Pir X X 0
6 Pir X X X 0
7 Pir X 0
8 Pir X X 0
9 Pir X 2
10 Pir X X 2
11 Pir X 2
12 Pir X X 2
13 Ant X 0
14 Ant X X ¢
15 Ant X 0
16 Ant X X 0
17 Fen X 0
18 Fen X X 0
19 Fen X 0
20 Fen X X 0

*Tiempo de afiejamiento o permanencia del HPA.
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4.5.2 Extraccion de hidrocarburos polinicleo aromaiticos.

La extraccién se llevd a cabo de la siguiente manera. Se adiciond 25 ml de
diclorometado al suelo y se agité vigorosamente en vortex por unos minutos y se dejandose
20 min. antes de centrifugar a una velocidad de 10,000 rpm durante 15 min. Después 1a fase
organica se deshidraté y limpié con Na,SO, anhidro en un filtro de fibra de vidrio.
Repitiéndose el proceso por dos veces mas y se dejo evaporar el solvente hasta la sequedad

en un rotavapor y finalmente se aford el volumen a 1 ml con acetonitrilo.
4.5.3 Analisis de hidrocarburos polinacleo aromaticos.

Para medir la desaparicion del HPA se hizo un andlisis espectrofotométrico
observandose la disminucion de absorbancia a una longitud de onda determinada (333 nm
para el pireno y 250 nm para el fenantreno y antraceno). El equipo utilizado fue un
espectrofotometro Beckman DU-650. Para el cilculo del % de degradacion se utilizaron
curvas estindar para cada sustrato obteniéndose los mg/ml remanentes de HPA, tomando las
concentraciones de los controles como el 100% remanente. Este método fue calibrado

comparado con la determinacién en HPLC.

4.6 Degradacion de benzo[a]pireno.
4.6.1 Determinacidn de la produccién de CO,y mineralizacién de benzo[a]pireno.

Para determinar la formacioén de CO, y la posible mineralizacion se utilizé el sistema
de columnas aereadas y como sustrato al benzo[a]pireno frio (500 pg/ml) y benzo[a]pireno-
7-'*C (0.2 pCi/ml). Para evitar el CO, del aire hiimedo, se colocé al inicio de la corriente de
aire una trampa que contenia una solucién de KOH 1M (figura 12). Se disolvié el viat del
benzo[a]pireno-'*C con 950 pl de tolueno para obtener una concentracién final de 52

uCi/ml. Se tomaron 46 ul de esta solucion y se disolvieron en una solucién de 6 mg de
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benzo{a]pireno frio en 12 ml de DCM. Se adicioné 1 ml de esta solucion final en 5 g de
suelo (por cada columna). Se inoculd con 1 g del hongo Pleurotus ostreatus y 4 ml de agua
(48% de humedad). Se atrapé el CO; producido en una solucion de KOH 8.5 mM y se
analizo cada semana por duplicado Fl analisis consistié de tomar 20 ml de la solucion de
KOH y se le adicion6 Ba,Cl 1mM para precipitar el KOH que reaccioné con el CO,
producido. El remanente se tituldo con HCI 0.01 M, utilizando indicador de fenolftaleina.
Para el analisis de '“CO; producido se tomaron 0.5 ml de la solucién del frasco de KOH y se
adicionaron a 4.5 ml de liquido de centelleo. La radioactividad se analizo en cuentas por
minuto (CPM) en un contador Beckman Instruments, Inc. LS Analyzer. Todos estos
experimentos se hicieron por duplicado. Por otro lado, se fue analizando la degradacion de
0.5 mg benzo[a]pireno adsorbido en 5 gr de suelo por el hongo Pleurotus ostreatus en
columnas. La extraccion se llevé a cabo con solvente diclorometano y el anilisis de la
concentracion del benzo[a]pireno remanente se hizo por espectrofotometria.  El
establecimiento del sistema de degradacién para el benzo[alpireno y el analisis cuantitativo
se realizo con el procedimiento indicado en ¢l punto 4.4. Los experimentos de degradacién

se hicieron por triplicado con sus respectives controles sin inocular.

4.6.2 Analisis de la adsorcién al suelo del benzo[a]pireno metabolizado.

Para determinar el destino del benzo[alpireno metabolizado, se analizé la
radiactividad del suelo después de 3 semanas de imcubacién del hongo Pleurotus ostreatus.
La extraccion del benzo[a)pireno y benzo[a]pireno-'*C se llevé a cabo de la siguiente
manera: para cada columma (suelo inoculado y controles) se adicionaron 20 ml de agua
grado Milli-Q al suelo y se acidifico con una gota de H,SOx, se agit6 el frasco con vortéx y
después de 1 h se centrifug a una velocidad de 10 rpm durante 15 min. Se tomaron 0.5 ml
del sobrenadante y se adicionaron a 4.5 ml de liquido de centelleo para el analisis de la
radiactividad. Después se separé el suelo de la fase acuosa y se le adicionaron 25 mi de
DCM al suelo, se agito vigorosamente en vortex por unos minutos y se dejaron trancurrir 20
min. antes de centrifugar a una velocidad de 10,000 rpm durante 15 min. Después la fase

organica se deshidraté y limpié con Na,SO; anhidro en un filtro de fibra de vidrio.
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Repitiéndose el proceso por dos veces mas y se dejé evaporar el solvente por rotavapor
hasta obtener finalmente un volumen de 0.5 ml. A este volumen de 0.5 ml se le adicionaron
4.5 ml de liquido de centelleo para analizar la radiactividad. Para conocer ¢l porcentaje de
extraccion se hizo un blanco el cual consisti6 de 4.5 ml de liquido de centello y 500 ul de
una solucién que contenia 250 pg de benzo[alpireno y 0.1 uCi de benzo[alpireno-'*C. La
radioactividad se analiz0 en cuentas por minuto (CPM) en un contador Beckman

Instruments, Inc. LS Analyzer.
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Figura 12, Sistema para el analisis de la produccién de CO-




4.7 Determinacion de la humedad de los sistemas.

Para la determinacién de la humedad en las unidades experimentales se corrieron 2
experimentos, uno en frascos y el otro en columnas. Se tomaba muestra del suelo y se
determinada la humedad cada semara durante 3 semanas. Se utiliz6 una Balanza de
determinacion de Humedad marca Ohaus modelo 6010 & 6100 y los experimentos se

hicieron por triplicado.
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5 Resultados y discusion

5.1 Analisis del suelo.

De acuerdo al analisis del suelo realizado por el Laboratorio de Investigaciones

Ambientales CEIB-UAEM, los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Tabla IX. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo.

Parametro ' ' ' Suelo
pH 5.6
Conductividad eléctrica (uohms/cm) 04.7
Materia organica (%) 6.2
Humedad (%) 1.7
Textura ' Franco-arcillo limoso
% de arcillas 36.0
% de arenas 54.0
% limos 10.0
Nitrogeno (%) 0.21
Fésforo disponible (mg/kg) 26.5
Cationes disponibles (incluye los intercambiables y solubles)
(meq/100 g)
Calcio | 35.7
Magnesio 6.1
Sodio 6.6
Potasio 1.6
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Los analisis del suelo seleccionado mostraron que se trataba de un suelo acido con
textura franco-arcilloso limoso, con un contenido muy bajo de nitrégeno y de humedad. Su
contenido de materia organica es muy alto lo cual podria causar problemas de adsorcién de
los HPA. Varios estudios han sugerido que el contenido de carbén organico del suclo es el
factor mas importante para determinar la adsorcion de moléculas hidrobéficas tales como los
HPA (90). De los metales analizados el calcio fue el metal con mayor concentracion en el
suelo. Segun estudios recientes (49), el enlace o atraccidén entre los HPA y los acidos
humicos es mayor en presencia de iones calcio, por lo que podria representar un problema

para la extraccion de los HPA.
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5.2 Cinéticas de degradacion de diesel.

5.2.1 Cinética de consumo de diesel en medio liquido.

Para analizar la degradacion de diesel en medio liquido se llevo a cabo una cinética
de crecimiento y de consumo de hidrocarburos. La cinética de produccion de biomasa del
consorcio microbiano en MMM con diesel como unica fuente de carbono y su consumo es
ilustrada en la figura 13. Una concentracion de biomasa de 43 mg/l fue observado después
de 200 h de incubacion, correspondiendo a un 38.7 % de degradacién de diesel durante la
fase exponencial de crecimiento. La disminucién de la concentracion del diesel continud
durante el periodo estacionario y disminuy6 hasta un 71 % después de 320 h de tratamiento.
El crecimiento se asemeja a una curva de Monod, donde el diesel fue consumido y biomasa

fue producida. La curva estindar de concentracién de diesel en cromatografia de gases se

presenta en los anexos.

Degradacién de Diesel en medio liquido
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Figura 13. Degradacion de diesel en medio liquido por el consorcio

microbiano, La linea continua representa la cinética de crecimiento y la

linea discontinua representa el consumo de diesel.

En las figuras 14 y 15 se presentan los cromatogramas tipicos de las muestras

analizadas correspondientes al tiempo 0 y a 320 h de tratamiento, respectivamente.
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Figura 14. Cromatografia de una muestra de diesel a tiempo cero.
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Figura 15. Cromatografia de una muestra de diesel a 320 h de incubacién con el consorcio
microbiano.
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5.2.2 Cinéticas de degradacion de diesel adsorbido en suelo.

Una vez comprobado que el consorcio microbiano tenia la capacidad de consumir
diesel en medio liquido, se comparé su capacidad degradativa con la del hongo Pleurotus
ostreatus. Se utilizaron como sistemas experimentales frascos con diesel adsorbido en suelo.
El diesel fue ¢l hidrocarburo seleccionado como fraccidn tipica del petréleo. Se realizaron
experimentos con Pleurotus ostreatus y con un consorcio microbiano previamente adaptado

en diesel como unica fuente de carbono.

La grifica (figura 16) expresada en porciento de degradacién, muestra que el
consorcio microbiano logr6 una degradacién del diesel del 60 %. La unién del hongo con el
consorcio microbiano di6 un aumento en la degradacién tal que logrd el 89 % vy Ia

degradacion del diesel sdlo por el hongo Pleurotus ostreatus lleg6 a ser del 81 %.

Degradacion de Diesel adsorbido en

suelo
a0 -+
80 4

% Degradacién

aP
ac
mFPC

Semanas

Figura 16. Cinética de degradacion de diesel adsorbido en suelo por P

Pleurotus ostreatus, C consorcio microbiano y PC por ambos.
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Se confirmé que los organismos nativos aclimatados en diesel pueden ser producidos
ex situ y reinoculados a un suelo contaminado como un tratamiento efectivo para la
remocion del diesel del suelo. Como se observa, a partir de la tercera semana no se tiene
una diferencia significativa entre la accion del hongo actuando sélo y con la accién
combinando hongo/consorcio microbiano. La degradacion debida al consorcio microbiano
entre Ia 3a., 4a. y 5a. semana no mostré una diferencia significativa. Por lo que se puede
atribuir la remocion del diesel exclusivamente a la accion del hongo P. ostreatus. Resultado
que nos sorprendio puesto que no se conocia la accién de este hongo en la degradacion de
hidrocarburos alifaticos. Estos resultados coinciden con estudios previos de Lang (60)
donde analizé diferentes cepas de Pleurotus ostreatus, D. squalens y G. applantum y
observé que ni el crecimiento ni la produccién de laccasa y manganeso peroxidasa de cepas
de P. ostreatus fueron afectadas por la microbiota del suelo. Concluyendo que este hongo
fue altamente competitivo con la microbiota del suelo y que actué mejor porque P. ostreatus
penetra en el suelo y D. squalens y G. applantum no. También se observé que el hongo
penetré en el suclo. El anilisis estadistico se llevd a cabo utilizando el programa de
computacion SAS System 6.08 bajo supervision de la Dra. Refugio Rodriguez,
investigadora del CINVESTAV.

Para la optimizacién de la biorremediacién, es necesario entender los factores que
controlan la actividlad microbiana en un sitio especifico. Uno de los factores mis
importantes es la concentracién del sustrato. La remocién del diesel puede ser analizada por
el modelo cinético del crecimiento exponencial y concentracién alta de sustrato (-ds/dt = ke"
; donde [s] >> Km). Obteniéndose una velocidad de degradacién de 0.091 h’! para la
degradacion de diesel en medio liquido y <0.04 d' en medio sélido con el consorcio
microbiano. En presencia de P. ostreatus la velocidad de degradacién fue de 0.062 d.

(Ver anexos).

Las pérdidas por volatilizacion se podrian considerar nulas ya que los controles
permanecen constantes a lo largo del experimento. La humedad de los sistemas fue del 60
%.
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En la degradacion del diesel por el consorcio microbiano se observé un aumento en
el pico de tiempo de retencidn de 21.0 min, con respecto a los controles a partir de la tercera
semana. En la degradacion de diesel por Pleurotus ostreatus se observd un aumento en el
pico de tiempo de retencién de 13.0 min a partir de la segunda semana y una disminucién de
un pico de tiempo de retencion de 14.8, n-tetradecano, a partir de la tercera semana. En la
degradacion de diesel por Pleurotus ostreatus y el consorcio microbiano se observé un
aumento en los picos de tiempo de retencion de 18.3 min, n-hexadecano, y 21.0 min, a partir
de la segunda semana y 20.0 min, n-heptadecano, a partir de la cuarta semana. Asi que el
perfil de degradacion de diesel no parecié ser el mismo para el hongo Pleurotus ostreatus,
para el consorcio microbiano y para cuando se encuentraban ambos en el mismo suelo, ya

que se observo la formaciéon de algunos productos o la desaparicién de otros de manera

diferente.

Segun el analisis cualitativo, el diesel utilizado contenia, entre otros, hidrocarburos
alifaticos desde el n-decano (C10) hasta el n-docosano (C22), ver anexos. Las figuras 17,
18, 19 y 20 muestran las cromatografias de una muestra control (sin inéculo), una muestra
tratada con hongo de Pleurotus ostreatus y el consorcio microbiano, una muestra tratada
s6lo con el hongo y una muestra tratada con el consorcio microbiano, respectivamente, a las

5 semanas de tratamiento.

66



1024mY

S P ) A TTTTEINUTE FPYRY ST UV ST Tl N Tl FTTrs
0 10 20 30 40

Tiempo de retencidn {min)

Figura 17. Cromatograma control de una muestra de diesel.
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Figura 18. Cromatograma de una muestra de diesel después de cinco semanas de tratamiento
con el hongo Pleurotus ostreatus y el consorcio microbiano.
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Figura 19. Cromatograma de una muestra de diesel después de cinco semanas de tratamiento
con el hongo Pleurotus ostreatus.
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Figura 20. Cromatograma de una muestra de diesel después de cinco semanas de tratamiento
con el consorcio microbiano.
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5.3 Cinéticas de degradacion de pireno por Pleurotus ostreatus.

Una vez analizado la accion del hongo Pleurotus ostreatus sobre el diesel como
hidrocarburo modelo, se prosiguié a analizar la degradacion de compuestos hidrofobicos
como los hidrocarburos poliniicleo aromiticos que usualmente se encuentran en
concentraciones variadas en diesel y otros hidrocarburos. Se selecciond el‘ pireno, el

antraceno y el fenantreno como HPA modelos.

Primero se determind el efecto de los tres diferentes surfactantes no iénicos
utilizados al 0.15 %, Triton X-100, Tween 80 y Tween 40 sobre la degradacién de pireno
adsorbido en suelo en cultivos de Pleurotus ostreatus. En la figura 21 se observa que
adicionando al suelo el surfactante Triton X-100 se alcanzé un 63 % de degradacion de
pireno, con Tween 80 se obtuvo un 75 % y con Tween 40 el 70 % de degradacién a tres
semanas de tratamiento. Sin embargo, con el surfactante Tween 40 se alcanzd una

degradacién de pireno de 71.5 % a partir de la segunda semana de incubacién.

A pesar de que se utilizé una concentracién de surfactantes muy por arriba de la
CMC, al parecer no se inhibié el crecimiento del hongo P. ostreatus. Se ha visto que la
utilizacion de altas concentraciones de surfactantes puede ser toéxico para los
microorganismos (59). En base a la mayor velocidad de remocion de pireno por Pleurotus
ostreatus, disminuir la fase de adaptabilidad, mostrar mayor reproducibilidad y tener menor
costo (100ml $35.2 US Triton X-100, $18.8 US Tween 80 y $13.3 US Tween 40; SIGMA
1999) se eligié al surfactante Tween 40 para utilizarlo en los experimentos posteriores.
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Figura 21. Degradacion de pireno adsorbido en suelo por Pleurofus ostreatus
en frascos con 0.15% de surfactante, donde 1, 2 y 3 son ¢l niimero de semanas

de incubacion.

La figura 22 muestra los resultados de los experimentos de degradacion de pireno
realizados en frasco. Se observé que sin adicionar al medio aditivos como H,0, 1 mM y
0.15 % de surfactante Tween 40, se logré una degradacion del pireno del 40 %. Mejoréd por
llegar a 60 % al adicionar H,O, y se alcanzo una degradacién a la tercera semana del 70 %
utilizando surfactante. Fue posible mejorar a 84 % de degradacion si se adiciona H,O,
semanalmente y Tween 40 al suelo conjuntamente. Indicando una posible limitacién de
aceptores de electrones como el H,O; y una baja biodisponibilidad del pireno hacia el hongo.
Una posibilidad es que la adicion de H,O, favorece la degradacién, ya que facilita la
incorporacién de radicales hidroxilo al anillo aromitico para su posterior oxidacién y
apertura del anillo aromético, como lo ha mencionado la literatura (5, 35). Al adicionar
surfactante al suelo, los problemas de biodisponibilidad se redujeron, haciendo mas accesible

el HPA,

Es posible también que el surfactante Tween 40 esté funcionando como fuente de
carbono alterna para Pleurotus ostreatus. Se ha observado que el Tween 80 es utilizado por

hongos lignoliticos como fuente de carbono adicional (74). Esto ultimo se confirmé con
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analisis por HPL‘C donde se observé que la concentracion del surfactante iba disminuyendo a
lo largo de la cinética. Después de 3 semanas de incubacion no se observé mayor
degradacién de pireno ain con los aditivos, indicando que después de un tiempo la
concentracion residual no cambia. Este efecto de comportamiento asintético de la
degradacién de HPA ya ha sido reportado en la literatura (33). La humedad inicial del

sistema fue de 48 % y disminuyo hasta 34 % en la tercera semana de incubacion.

Degradacion de Pireno por P. ostreatus
o . enfrasco con diferentes aditivos

Sin adiivos Tween 40 H202 Tweend0 +

Figura 22, Efecto de la adicion de aditivos en la degradacidn de pireno
adsorbido en suelo por Pleurotus ostreatus.

Las grificas de los experimentos realizados con pireno en colummas aireadas
mostraron un aumento en la degradacién del 10 % por arriba de los resultados que se
obtuvieron en frascos. Debido probablemente a que el oxigeno de la corriente de aire en los
sistemas en columna favorecié la degradacion de pireno porque el oxigeno molecular es
necesario para el primer paso enzimatico en la transformacion de HPA. Comparativamente,
los analisis de varianza realizados con el programa SPSS/PC+ The Statistical Package for
IBM PC indicaron que si hay diferencia significativa en el porcentaje de degradacién entre
utilizar sitema cerrado (frasco) y sistema areado (columna) y que mejora al utilizar

surfactante. Esto coincide con trabajos previos en donde se ha demostrado que este tipo de
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microorganismos son aerobios y que la presencia de oxigeno influye positivamente en la
degradacion (6, 10, 57, 76). La humedad inicial fue de 48 % y sélo disminuy6 hasta 43 %
en la tercera semana de incubacion. Por lo que existe la posibilidad de que en el sistema en
frasco donde se lleva a cabo sin aereacion, la disminucién de 1a degradacion pueda ser por la
disminucion en la humedad. Aunque en sistemas utilizando otros hongos lignoliticos no se
ha observado un cambio sustancial en la degradacion de benzo[a]pireno al trabajar a baja

humedad (35 %) (28).

Este mismo efecto se presentd cuando el pireno se dejé adsorbido por 2 meses antes
de ser tratado, utilizando surfactante Tween 40 al 0.15 %, como indican las figuras 23 y 24.
Como se esperaba, el tiempo de adsorcion al suelo del pireno 2 meses afecté negativamente
la degradacion. Al parecer, el pireno se va adsorbiendo al suelo penetrando a hugares
inaccesibles para el hongo a lo largo del tiempo. Obsérvese que en columnas al utilizar
Tween 40 al 0.15 % en el suelo con 2 meses de adsocién del pireno, el comportamiento es el
mismo que sin utilizar surfactante en un suelo “fresco”. Mientras que en frasco el
comportamiento sin utilizar surfactante a tiempo 0 y a tiempo de 2 meses resulté no tener
diferencia significativa. Sin embargo, en este caso, si hay diferencia significativa cuando se
utiliza Tween 40, tanto en suelo “fresco” como en suelo de 2 meses. Los analisis de
varianza confirmaron las observaciones anteriores indicando que hay mayor degradacion de
pireno cuando se inocula en columna y en presencia de surfactante, en cualquiera de los dos

tiempos.

La literatura menciona que los contaminantes hidroféficos primeramente son
adsorbidos a las dreas hidrofobicas del suelo seguido de una adsocién basada en la migracién
de los contaminantes hidrofébicos a sitios menos accesibles dentro de la matriz del suelo al

trancurrir el tiempo (49, 87, 90).

Los resultados y el anilisis de varianza han mostrado el impacto del tiempo de

exposicion de pireno al suelo con un alto contenido de materia organica, la adicién de
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surfactante y el tipo de sistema en el porcentaje de biodegradaciéon de HPA. El pH del suelo

fue de 6-7 en todos los casos.

Degradacion de Pireno por P. ostreatus
en columnas

% Degradacién

Figura 23. Efecto del tiempo previo de adicién del pireno antes de 1a
inoculacién en columnas; t0= inoculado inmediatamente después de la
adsorcién, 12= inoculado a los dos meses de haber sido adsorbido el pireno
al suelo; S/T40= sin adicion de Tween 40, C/T40= con adicién de Tween 40.

Degradacion de Pireno por P. ostreatus
en frasco

% Degradacion

Figura 24. Efecto del tiempo previo de adicion del pireno antes de la
inoculacién en frascos; t0= inoculado inmediatamente después de la
adsorcion, t2= inoculado a los dos meses de haber sido adsorbido el pireno

al suelo; 5/T40= sin adicion de Tween 40, C/T40= con adicién de Tween 40.
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5.4 Cinéticas de degradacion de antraceno y fenantreno por Pleurotus ostreatus.

Otros dos HPA fueron ensayados en su degradacion por Pleurotus ostreatus en
sistemas cerrados en frasco y en sistemas aereados en columma adsorbidos en suelo. La
figura 25 muestra los resultados de la degradacién de antraceno en frascos y columnas.
Como se observa, la mayor degradacion se obtuvo en frascos utilizando surfactante Tween
40, donde se logro un 80 %. Sin embargo, no se mejord la degradacion al utilizar columnas
aireadas y con la adicién de surfactantes. Los anilisis de varianza nos confirmaron que las

diferencias en el porcentaje de degradacion no son significativas.
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Figura 25, Efecto del surfactante sobre ia degradacion de antraceno
adsorbido en suelo por Pleurotus ostreatus.

El mismo efecto se presenté para el fenantreno, mostrado en la figura 26. Se
observé muy poca variacién entre el comportamiento de estos dos compuestos puesto que
tienen el mismo peso molecular a pesar de que tienen diferente solubilidad, 1,283 pg/l para
el fenantreno y 73 pg/l para el antraceno (20). Como puede verse en estos dos casos, no
hubo un efecto positivo significativo al utilizar colunmas aireadas y surfactante Tween 40,

De acuerdo a los analisis de varianza, se confirma que no hubo una diferencia significativa en
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el porcentaje de degradacion de fenantreno en los dos tipos de sistemas en presencia y en
ausencia de surfactante Tween 40. Estos resultados nos sugieren que la accesibilidad del
HPA del suelo al hongo esta siendo mas rapida que la capacidad de metabolizacion, por lo

que la adicion del surfactante no favorecio la degradacion del antraceno y del fenantreno.
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Figura 26. Efecto del surfactante sobre la degradacion de fenantreno

adsorbido en suelo por Pleurotus ostreatus.

Después de 3 semanas de tratamiento con el hongo Pleurotus ostreatus, se observé
una concentracion residual de antraceno y/o fenantreno en el suelo, como en el caso del
pireno. Ademas del comportamiento asintético de estos HPA, el tener una concentracién
residual puede ser debido a la falta de biodisponibilidad de estos compuestos que se
encuentran fuertemente adheridos a la fraccion arcillosa del suelo utilizado o a la materia
orgénica de éste. Recordando que la adsorcion y la particién dentro de la materia orgéanica o
microporos son considerados mecanismos primarios para la asociacion de HPA con la
materia organica. Estas asociaciones involucran interacciones no covalentes entre los HPA

y las regiones hidrofobicas del material himico (37).
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Los resultados mostraron que la biodegradacién de HPA pudo ser mejorada de
varias formas, adicionando H;O,, surfactantes o utilizando columnas aireadas. Sin embargo,
los efectos varian con el compuesto y con la presencia del surfactante, ya que se encontrd
una diferencia significativa en el porcentaje de degradacion de cada uno de los HPA
utilizados. Al parecer, el alto contenido de materia organica en el suelo no parece ser un
factor que esté afectando la degradacién de moléculas como el antraceno y del fenantreno
puesto que se alcanzé un considerable porcentaje de remocién aun sin utilizar surfactante,
siendo el antraceno el de mayor porcentaje de degradacién (75 %). Por lo que el surfactante
no resulta ser igual de eficiente para los 3 HPA, ya que no hay diferencia significativa en el
porcentaje de degradacién al utilizar o no Tween 40 en cualquier sistema para antraceno y
fenantreno pero si hay una diferencia muy importante en para el pireno. Indicando, en
conjunto, que los factores tipo de hidrocarburo, sistemas y surfactante estan influyendo para
que el porcentaje de degradacion sea mayor para cualquiera de los HPA. Ver anexos para

los analisis de varianza.

Varios reportes (8, 10, 12, 23, 33, 39, 80) han establecido que bacterias y hongos
degradan hidrocarburos alifaticos y HPA sélo en medios liquidos o en suelos lodosos pero
en estos experimentos se demostré que se puede degradar diesel y HPA en medio solido, es

decir, en suelo.
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5.5 Degradacion de benzo[a]pireno por Pleurotus ostreatus.

5.5.1 Cinética de produccion de CO; por Pleurotus ostreatus y degradacion de

benzo[a]pireno.

Para determinar el crecimiento de Pleurotus ostreatus en el suelo bajo las mismas
condiciones de los experimentos de degradacion de HPA realizados en colummas, se analiz$
la produccion de CO, durante 3 semanas cada semana utilizando el benzo[a]pireno como
sustrato. Por otro lado, se fue analizando la degradacioén de benzo[a]pireno adsorbido en
suelo en columnas aireadas, semanalmente. En la figura 27 se observan los resultados

obtenidos en la cinética de produccion total de CO, por Pleurotus ostreatus y la disminucién

de 1a concentracion del sustrato.

mmpoles CO2

Semanas —&—mmoles de

cO2
—e—B(a)p, mg/ml

Figura 27. Produccién de CO, total y degradacién de benzofalpireno (mg/ml)

adsorbido en suelo por Pleurotus ostreatus en columnas.

Como puede verse, la mayor produccion de CO, tuvo lugar durante la primera

semana de incubacién. El hongo P. ostreatus tiene su mayor velocidad de crecimiento en

ESTA TT7I18 NO SALE

DE LA Py eom- ~y
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benzofalpireno durante la prirnera semana de incubacion. Ademas, en la primera semana de

crecimiento se di6 también el mayor porcentaje de degradacion del benzo[a]pireno.

Para analizar la posible incorporacién del C-7 del benzo[a]pireno al CO; producido
por accion det hongo Pleurotus ostreatus, se utilizé benzo[a]pireno-7-C'* adsorbido en suelo
en las columnas. Se tomé este criterio, ya que estudios anteriores reportan que los carbonos
de las posiciones 4, 5y 7, 8 son los sitios mas factibles de ser oxidados por hongos (52).
Se tomé muestra cada semana del CO, total y se analizé el C'*O; producido mediante el
anilisis de conteo de centelleo para determinar las cuentas por minuto. Los resultados del
anélisis de radiactividad en cuentas por minuto nos indicaron que el 7-C'* del benzo[a]pireno
no se transformo hasta CO,. Se cree que el hongo Pleurotus ostreatus oxida o transforma al
benzo[a]pireno pero no llega a mineralizarlo y que los mas probable es que este sustrato
transformado se vaya a formar parte de los dcidos humicos del suelo, como se ha reportado
anteriormente (37) o probablelﬁente se requeria de mas tiempo de incubacioén para observar

una transformacion hasta CO,.
5.5.2 Anilisis de la adsorcién al suelo del benzo[a]pireno metabolizado.

Una vez analizado la produccion 'de CO; y no observar mineralizacién del
benzo[a]pireno, se verifico la presencia de radiactividad en el suelo después de 3 semanas de
tratamiento. De acuerdo a los anlisis de radiactividad en cuentas por minuto de 2 muestras
de suelo tratadas con el hongo Pleurotus ostreatus y 4 muestras controles (sin inéculo) se

observo que el '“C permanecia en el suelo después de 3 semanas.

Como se observa en la figura 28, en la fase acuosa de las muestras tratadas se
obtuvo un 11.04 % de "C y un 88.96 % en la fase organica. Mientras que en muestras
control se obtuvoe un 1.79 % de "“C y un 98.22 % en la fase orginica. Podemos suponer
que el benzo[a]pireno es transformado a moléculas menos hidrofébicas y de bajo peso
molecular que se pueden extraer en la fase acuosa, formar parte de las sustancias hamicas,

polimerizarse o incluso ser absorbido por el micelio de Pleurotus ostreatus. Algunos

80



reportes mencionan que benzo[a]pireno-quinona llega a polimerizarse para formar
estructuras semejantes a la lignina por reacciones de oxigenacion (88). Estudios de Dzul-
Puc (28) comprueban que los HPA son absorbidos por el micelio de los hongos durante el

crecimiento de éste,

OFase acuosa
80 m Fase organica

% de C-14
extraido del suelo

Control Muestra
tratada

Figura 28. Porcentaje de 'C extraido del suelo después de tres semanas de
tratamiento en la fase acuosa y en la fase organica. Las muestras tratadas

se inocularon con P. ostreatus los controles no se inocularon.
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6 Conclusiones

El hongo ligninolitico de Pleurotus ostreatus mostrd tener una capacidad de degradar
hidrocarburos polinacleo arométicos y diesel que se encuentran adsorbidos en el suelo.
Los resultados muestran la desaparicién de pireno en mas del 40% y ésta puede llegar al
80% si se adiciona perdxido de hidrogeno y surfactante Tween 40 o se utilizan
columnas aireadas. Por lo que se deduce que existe una limitacion en cuanto a especies
aceptoras de electrones y limitaciones en la biodisponibilidad de hidrocarburos, cuando
¢éste es pireno.

Las cinéticas de degradacion de antraceno y fenantreno sugieren que la velocidad de
desorcion del HPA es mayor que la velocidad de degradacion, por lo que la
transferencia de masa no es el factor limitante del proceso.

El hongo Pleurotus ostreatus mostrd tener mayor capacidad que el consorcio
microbiano de degradar el diesel adsorbido en suelo.

Los resultados de los analisis de la produccion de CO, durante la degradacién del
benzo{a]pireno-7-'*C mostraron que Pleurotus ostreatus transforma el sustrato pero no

llega a mineralizarlo.
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1.3.6. Determinacién de Na’, K*, Ca"” 3|r Mg intercambiables.

a) Reactivos

- Solucién madre estandar de Na®, K*, Ca™
cantidades de los reactivos que se especifican: |
4 g de carbonato de calcio (CaCO,)
1 g de oxido de magnesio (MgO)
1 g de cloruro de sodio (NaCl)
1 g de cloruro de potasio (KCl)

y Mg'2. Poner a secar a 105°C las siguientes
|

|

|

!

|

|
Una vez secas, pesar en la balanza analitica 0.24$7 g de MgO y colocarlo en un vaso de precipitado
de 500 ml, agregar 50 ml de agua destilada y HCI concentrado, suficiente para disolver el reactivo.
Agregar 2.5 g de CaCQ, y si es necesario, agreg%r mas acido para que se disuelva. Agregar (0.5847
g de NaCl y 0.3727 g de KCI. Una vez disuelto todo, transferir a un matraz volumétrico de 1000

ml y aforar al volumen. Guardar en botella de piéstico y etiquetar con fecha y concentraciones de
cada elemento, que son las siguientes:

i6n ppm meq/l
Ca" 1000 50.00
Mg* 150 12.50
Na* 230 10.00

K* 195 5.00

Para determinar calcio y magnesio, preparar la curva estandar a partir de la solucién madre, de la
siguiente manera:

- Preparar 5 matraces volumétricos de 100 ml y agregar a cada uno 0, 2, 4, 6 y 10 ml de la

solucion madre, aforar al volumen con agua destilélda, transferir a botellas de plastico y etiquetarlas
debidamente. Cada solucion tiene las siguientes concentraciones:




No. matraz ppm de Ca™ Meq/l de Ca™ ppm de Mg™ Meq/l de Mg"

I 0 0 0 0.00
II 20 1 3 0.25
I 40 2 6 0.50
v 60 3 9 0.75
v 100 5 15 1.25

- Tomar 5 tubos de ensaye aforados a 20 ml, agregar |1 ml de cada una de las soluciones anteriores,
2 ml de solucion de lantano al 2%, 5 ml de acetato de amonio 1 N y aforar al volumen. Las
concentraciones finales se dan a continuacion, a partir de las cuales se calculan las concentraciones

de las muestras,

No. tubo ppm de Ca™ Meq/l de Ca*? ppm de Mg® Meg/! de Mg"™
I 0 0.00 0.00 0.0000
I 1 0.05 0.15 0.0125
111 2 0.10 0.30 0.0250
v 3 0.15 0.45 0.0375
V 5 0.25 0.75 0.0625

Para determinar sodio y potasio, preparar la curva estandar a partir de la solucion madre, de la
forma siguiente:

- Preparar 6 matraces volumeétricos de 100 ml, debidamente etiquetados y perfectamente limpios,
afiadir 50 ml de la solucidn de acetato de amonio 1 N, pipetear 1,2, 3, 4, 5, y 6 ml de la solucién
madre y agregarlos a los matraces. Aforar con agua destilada, agitar y transferir a botellas de

plastico debidamente etiquetadas. Las concentraciones finales son:



ml de la solucién Meq/t de Na* ppm de Na' Meg/1de K" ppm de K"

madre
I 0.1 2.3 0.05 1.95
2 0.2 4.6 0.11 3.90
3 0.3 6.9 0.15 ' 5.85
4 0.4 9.2 0.20 7.80
5 0.5 11.5 0.25 9.75
6 0.6 13.8 0.30 11.70

- Solucion de lantano al 1 % m/v. Pesar 1.173 g de La,0,, y colocarlo en un vaso de precipitados
de 50 ml, agregar agua destilada y 5 ml de HC| concentrado y agitar hasta que se disuelva el
reactivo. Transferir a un matraz volumétrico de 100 ml, enjuagar el vaso de precipitados y agregar
¢l lavado al matraz. Diluir al volumen.

b) Procedimiento

Las concentraciones de calcio y magnesio se determinan en un espectrofotometro de absorcion
atomica. Después de tener el extracto de cada una de la muestras, darles el siguiente tratamiento:

- Tomar un tubo de ensaye aforado a 20 ml.

- Agregar 1 ml de la solucion problema.

- Agregar 2 ml de la solucién de lantano al 1%.

- Aforar a 20 ml con agua destilada.

- Agitar perfectamente el tubo de ensaye.

- Calibrar el espectrofotémetro de absorcion atémica siguiendo las instrucciones del capitulo cinco
y del manual correspondiente al modelo del aparato que se esta usando.

- Obtener las concentraciones de cada muestra construyendo una grafica a partir de los datos de la
curva de calibracion, tal y como se describe en el capitulo cinco.

Las concentraciones de sodio y potasio se determinan en un espectrofotometro de flama. El
extracto de suelo se lee directo, pero si las lecturas son mayores que las de la curva estandar, la
muestra debe diluirse a un volumen conocido.

En el capitulo cinco se encuentran las instrucciones para el manejo del aparato y para

determinar las concentraciones de cada elemento.



2.2.Fundamentos para la determinacién de la materia organica.
2.2.1. Analisis de la materia organica por pérdida de peso.

Para poder llevar a cabo una determinacion directa de la materia organica del suelo, es
necesario separarla del material inorganico, el cual, constituye €l 90 % o mas del peso del suelo,
para este proposito, se deben destruir los componentes organicos y medir la pérdida de peso, lo
cual indica el contenido de materia organica. Los requerimientos para dicha destruccion, es que el
tratamiento usado no debe afectar o alterar otros constituyentes del suelo.

Los dos métodos mas utilizados son:
-Destruccion de 1a materia organica con perdxido de hidrogeno.

-Incineracidn del suelo a altas temperaturas.

El primer método tiene serias limitaciones porque la destruccion es incompleta, variando de
un suelo a otro. Sin embargo, si se quiere tener un informe mas detallado del método, consultar a
Jackson, 1982.

El método de pérdida por ignicidén, da una destruccidn total de la materia organica, pero
algunos compuestos inorganicos, también son descompuestos por las altas temperaturas,
resultando una pérdida de peso considerablemente mayor en relacién con el contenido de materia
organica real. Sin embargo, dichos compuestos pueden removerse con una mezcla de HCI y HP,
de esta manera la pérdida de peso es un valor aceptable para la materia organica.

También es posible perder peso por la descomposicion de CO,™, agua y grupos OH™ de las
arcillas; el producto es el desprendimiento de CO,. Por tal motivo, este método no es adecuado
para suelos calcareos.



3.1.2. Determinacion del porcentaje de humedad y densidad aparente.
a) Material

Frascos de vidrio de 100 ml, con boca ancha.
Estufa.

Balanza analitica.

Probeta de 10 ml.

b) Procedimiento

- Mezclar perfectamente la mezcla del suelo.

- Tomar una probeta de 10 ml y agregar suelo hasta dicho volumen.

- Pesar un frasco limpio y seco y anotar su peso (DATO A).

- Agregarle los 10 ml de suelo que se tienen en la probeta, teniendo cuidado que no se quede
adherido a las paredes externas del frasco. Pesar y anotar este dato {(DATO B).

- Colocar el fraso con todo y suelo a la estufa a 105 °C y dejarlo toda la noche.

- Retirarlo y colocarlo en un desecador hasta enfriar.

- Pesar los frascos con el suelo seco en la estufa y anotar ¢l dato (DATO C).

¢) Calculos

Peso del suelo seco alaire=B - A
Peso del suelo seco enestufa=C- A
Pérdida de peso=B -C
(B-C)(100)
% de humedad = -
C-A




3.3.2.Determinacion del nitrégeno total (incluyendo nitratos).

a) Reactivos

- Mezcla acido sulfurico-acido salicilico. Disolver 25 g de acido salicilico en acido sulfurico y llevar
a un volumen de un litro.
- Tiosulfato de sodio.

- Reactivos que se usan en la "determinacion de nitrégeno orgéanico".

b)Procedimiento

- Colocar 5 g de suelo en un matraz Kjeldaht de 800 ml.

- Aifiadir 40 ml. de la mezcla acido sulfirico-salicilico y agitar €l matraz hasta que ésta se mezcla
completamente con ¢l suelo.

- Dejar reposar toda la noche.

- Afiadir 5 g de tiosulfato de sodio por medio de un embudo de cola larga.

- Calentar cuidadosamente hasta que la espuma cese.

- Enfriar y afiadir 20 ml de agua, 10 g de mezcla digestora y 0. 1 g de selenio.

- Incrementar el calor hasta que la digestion esta terminada.

- Seguir el procedimiento como lo indica la seccion de "Determinacion de nitrégeno organico”.




3.5. Analisis del tamaifio de particula.

3.5.1. Generalidades.

El suelo estd formado por unidades discretas que se encuentran unidas integrando
agregados. Estas particulas tienen diversa composicion y estructura y también difieren en tamafio y
forma, ya que son de naturaleza orgéanica e inorganico y pueden encontrarse en formas cristalinas o
amorfas.

La distribucion por tamafio de particulas de un suelo, expresa las proporciones de las
medidas diversas de las unidades que lo conforman. Anteriormente a esta determinacion se le
denominaba anélisis mecéanico, aunque actualmente se le conoce como "andlisis del tamafio de
particula”. Este tamafio es un parametro basado en varios criterios arbitrarios (Day, P. en Black,
1965, p. 545), tales como:

- Es el ancho del cuadrado mas pequefio o el didmetro del circulo mas pequefio a través del cual
pasa la particula. El didametro de un circulo que tiene un area igual al area maxima proyectada por la
particula.

- El diametro de una esfera cuyo volumen es igual al de la particula.

- El didmetro de una esfera cuya densidad y velocidad de sedimentacion (en un volumen dado), es
igual al de la particula.

Estos criterios corresponden a particulas esféricas, pero no son aplicables a particulas
anisométricas, como son realmente las del suelo, por lo que los resultados de la determinacion de
las medidas del tamafio de particula, deben estar acompaiiados de los datos del método usado.

Los métodos mas comunes son el tamizado y la sedimentacion, y a pesar de sus
limitaciones es un andlisis muy valioso para la clasificacion texturas del suelo, para problemas
relacionados al intemperismo, estructura del suelo, segregacion de particulas y transporte de
sedimentos por agua y/o viento.

3.5.2. Pretratamiento y dispersion.
Los métodos usuales para fraccionar el suelo, requieren que las particulas se dispersen en

solucidon acuosa, para lo cual se agita en una solucion alcalina de cualquiera de los siguientes
reactivos o mezcla de éstos: metafosfato de sodio, hidréxido de sodio, carbonato de sodio, oxalato




de sodio y pirofosfato de sodio. Este tratamiento es suficiente, excepto para los agregados finos
coloidales.

La efectividad de los agentes dispersantes depende de la absorcion del sodio que se
intercambia con otros cationes y asi se forman fuertes de repulsion eléctrica entre particulas del
suelo. Los materiales que contienen considerables cantidades de sales solubles, yeso o materia
orgéanica, no pueden ser dispersados sin antes quitarles estos componentes. Ademas, en todos los
casos hay que agitar, pero este proceso no debe ser excesivamente vigoroso, pues se puede
producir la ruptura de particulas individuales.

3.5.3. Tamizado.

El tamizado es un proceso muy adecuado para separar particulas gruesas, mayores de 0.05
mm. La probabilidad de que una particula pase a través de un tamiz en un tiempo dado de agitacion
depende de la naturaleza de ésta, ademas de las propiedades del tamiz. Por ejemplo, una particula
cuya forma s6lo le permite pasar en una cierta orientacion, tendrd, muy pocas posibilidades de
atravesar el tamiz, excepto en el caso de que se agite durante un largo periodo de tiempo. Ademas
los tamices tienen generalmente aperturas de diferentes medidas, por lo que para tener una buena

reproducibilidad en el método, hay que estandarizarlo cuidadosamente.

3.5.4. Sedimentacion.

Particulas pequefias y esféricas de densidad ps y diametro x, sedimentan en un liquido de
densidad pl y viscosidad n, a la velocidad de V= X? g (ps - pl) / 18n, donde g es la aceleracion de
la gravedad. Esta relacion se conoce como la ecuacion de Stokes.

La separacion de las particulas con determinada medida, puede entonces realizarse
aplicando esta ley. Esto es, si se quiere separar la fraccién arcillosa (0 < X < 0. 002 mm) , se
homogeniza una suspension de suelo y se decanta todo el liquido que permanece arriba del plano z
= -h, en el tiempo t = 18 nh/g (pS - pl) X°. Para realizar una separacién cuantitativa se requicre que
el estudio sea continuamente suspendido y decantado, de forma de permitir que todas las particulas
tengan la misma oportunidad de estar en la parte superior de la suspension en el momento de iniciar

el periodo de sedimentacién.

3.5.5. Teoria del método de muestreo con pipeta.



El método con pipeta, que es el que se recomienda en este manual, basa en el hecho de que
por sedimentacién se elimina la profundidad h en un tiempo t, todas las particulas que tienen
velocidades mayores de h/t, mientras que se retienen en esa altura la concentracién original de
particulas con velocidades mayores. Tomando un pequefio volumen a una profundidad h y a un
tiempo t, se puede determinar con base en la ecuacion de Stokes, el tamafio de particula muestreado
y por peso la cantidad total de éstas respecto a la muestra inicial.

3.5.6. Teoria del método del hidrometro.

Este método es menos preciso que el anterior, sin embargo, para ciertos propositos en que
no es necesaria mucha precisién es posible aplicarlo. Su fundamento es similar al de la pipeta, pero
varia en la manera de determinar la concentracion del sdlido en suspensién. Si d representa la
densidad de la suspension, pl ta densidad del liquido y ps la densidad de la particula, todas ellas

medidas en g/l, se tiene la siguiente ecuacion:
d = pl + (c/1000) (1 - pl/ps)

donde c es la concentracién del sélido suspendido. Ya que la fuerza que impulsa al hidrometro
hacia arriba, estd directamente relacionada a la densidad de ésta y la escala del hidrometro para
valores particulares de pl y ps puede ser calibrada para que corresponda directamente con la
concentracion de la suspension (para mayores datos referirse a American Society for Testing and
gaterials, 1961, y 1961 b, y Day 1956). En ambos métodos hay que considerar el efecto de la
temperatura sobre el tiempo de sedimentacion.

3.5.7. Determinacion del tamafio de la particula por ¢l método de la pipeta.
a} Material

- 12 tubos para centrifuga de 200 ml y con aforo a 180 y 200 ml.
- 24 jeringas desechables de 20 ml.

- 2 gradillas de metal para 6 tubos y para los del punto 1.

- 24 recipientes de aluminio con capacidad de 25 ml.

- Balanza electronica .

- Cucharas de muestreo de 10y 5 ml.




- Bafio de agua con control de temperatura.

- Agitador mecanico.

- Tamices de 20 cm de didmetro con apertura de .05 mm.

- Embudo con apertura de 20 cm.

- Agitador electrénico para tamices con adaptador para 10 cm de diametro.

- Dos conjuntos completos de tamices de 1, 0.5, 0.25 y 0.1 mm.

(estas medidas se basan.en la clasificacién de tamafio de particula del Departamento de Agricultura
Americano, pueden seleccionarse también otros tamices de acuerdo a otros criterios).
- 12 vasos de precipitados de 50 ml.

- Pipetas de 10 y 25 ml.

- Camisas de centrifuga.

- Reloj con timbre.

-Termémetro.

-12 cajas Petri.

b) Reactivos

- Solucién de H,0, al 12 % m/v.

- Agente dispersante. Disolver 100 g de hexametafosfato de sodio y 14 g de Na,C0, con agua y
aforar a 2 litros.

- Soluci6n al 10 % de CaCl, m/v. Disolver 10 g de CaCl, en 100 ml de agua.

¢) Procedimiento

En un grupo de 12 tubos, se realiza el anilisis de 10 muestras de suelos, 1 repeticiéon y un blanco
(usando todos los reactivos sin afiadir suelo). Se necesita llevar a cabo este analisis después de
haber determinado el pH, conductividad eléctrica, total de bases intercambiables y capacidad de

intercambio catidnico.
1.Destruccién de la materia organica y preparacién de la suspension.
- Revisar que los tubos estén limpios, secos y claramente numerados.

- Colocarlos en una gradilla en orden numérico y ponerlos a secar 105°C por 15 minutos, dejarlos
enfriar y pesar (DATO A).




- Colocar 10 g de suelo seco al aire con aquellas muestras con capacidad de intercambio catidnico
(CIC) de hasta 50 meq/100 g y S g para muestras con CIC mayor de 50 meg/100 g.

- Si el pH es menor que 4.2 o la conductividad eléctrica mayor de 2 mmho/cm, las muestras deben
ser centrifugadas antes de continuar con el siguiente paso.

- Afiadir 25 ml de la solucién de perdxido de hidrégeno en los tubos, excepto para muestras ricas
en materia organica, ya que en ese caso es necesario afiadir primero de 5 a 10 ml y después el
resto, evitando el exceso de espuma.

- Dejar reposar a temperatura ambiente por 5 minutos para evitar reacciones violentas y despu¢s
colocar en un bailo de agua a temperatura de ebullicion.

- Pasada una hora, retirar las muestras del bafio. A las que tengan mas de 1 de materia organica
hay que afiadir 25ml mas de peroxido de hidrogeno y repetir el proceso. Si la muestra contiene
mas materia organica se realizan nuevas adiciones a cada 1 % de ésta, le corresponden 25 ml
adicionales.

- Se pasan al horno a 105°C y se dejan hasta el dia siguiente (minimo 16 horas).

- Se sacan las muestras, se dejan enfriar y se pesan en una balanza (DATO B).

- Afadir 180ml de agua deionizada a cada tubo.

- Con una pipeta, adicionar 10 ml del reactivo dispersante.

- Tapar los tubos con tapones de hule (las muestras ya preparadas no se pueden dejar por mas de
24 horas).

2.Dispersién y sedimentacion.

- Poner el bafio a una temperatura de 20°C.

- Colocar las capsulas de aluminio en el horno a 105°C por 5 minutos. Enfriar y pesar (DATO C).
- Colocar los tubos en ¢l agitador por 16 horas con una velocidad de 30 a 50 ciclos por minuto.

- En el momento de apagar el motor del agitador, se colocan los tubos en la gradilla y si los tapones
tienen suelo adherido, se lava con 10 ml de agua destilada y se afora a 200 ml.

- Se agitan con un "agitador manual de vidrio" y se empieza a medir ¢l tiempo. A los dos minutos y
48 segundos se toman, con una jeringa de 20 ml colocada a 20 cm de profundidad, mas o menos
20 ml de la muestra (hay que realizar la operacion en lo segundos para que el tiempo correcto de
sedimentacion, 2°53", quede en la parte media del periodo (este tiempo esta considerado.para 20°
C).

- Hay que cuidar de no agitar la suspension durante la operacion.

- Colocar el liquido de la jeringa en el recipiente de aluminio correspondiente.




- Agitar la siguiente muestra y repetir el procedimiento.

- Cuando se tienen las capsulas de aluminio con la suspension, se pesan y se anotan los datos
(DATO D).

- Se pesan 12 nuevas capsulas de aluminio y se colocan en el horno a 105° C por 5 minutos y se
dejan enfriar (DATO E).

- Se agitan los doce tubos con el "agitador manual de vidrio", con intervalo de 2 minutos y se toma
el tiempo. A las 4 horas y 48 minutos, se inicia la operacion con el tubo que se agit6 primero.

- Se obtiene 20 ml de la muestra, con una jeringa desechable sumergida a 6 cm y se pasa a una
capsula de aluminio ya pesada.

-Se repite la operacién consecutivamente, cada dos minutos, con los 11 tubos restantes.

- Se pesan las doce capsulas de aluminio con arcilla-agua (DATO F).

- Se colocan las 24 capsulas de aluminio en charolas metalicas y se introducen al horno a 105 ° C
toda la noche.

- Se enfrian los recipientes de aluminio.

- Se pesan los correspondientes a limo y arcilla (los primeros doce) (DATO G) y posteriormente
los ultimos que unicamente contienen arcilla (DATO H). Si es necesario una clasificacion de las

arenas se detiene el analisis en este paso y se realiza lo siguiente:

A= Peso de los tubos vacios.

B= Peso de los tubos mas suelo mineral.

C= Peso de las capsulas de aluminio para arcilla y limo, vacias
D= Peso de las capsulas de aluminio con arcilla y limo + agua.
E= Peso de las capsulas de aluminio para arcillas.

F= Peso de las capsulas de aluminio con arcilla y agua.

G= Peso de la capsula con arcilla y limos.

H= Peso de la capsula con arcilla.

c¢) Calculos

% de arcillas 200 (H-E) 100
menores de = | ceeeemeceane- - blanco arcillas [ | ~--—----
0.002 mm F-H B-A



200 (H blanco - E blanco)

Bceo de arcillas =
F blanco - H blanco

% de limo 200(G-0C) 100
(de 0.002 a el -blanco limos | | ------ - % arcillas
0.02 mm) D-G B-A

200 (G blanco - C blanco)

Blanco de limos =
D blanco - G blanco

% de arenas = 100 - (% de arcillas + % de limos})
3. Tamizado y separaciéon de arenas.

- Humedecer la superficie de un tamiz de 20 cm de diametro de 0.053 mm o lo mas cercano a este
valor, colocarlo sobre un embudo y éste, sobre un garrafén de vidrio o un desagiie.

- Verter el contenido de los tubos, de los que se obtuvieron las muestras de arcilla y limo, en el
tamiz y enjuagar los tubos varias veces con agua destilada, la que también se vacia sobre el tamiz.

- Lavar abundantemente con agua y pasar toda la arena retenida de un lado.

- Colocar vasos de 40 ml sobre cajas de Petri, cerca de donde se trabaja.

- Pasar la arena al vaso con ayuda de una piceta, dejar que la arena se sedimente y decantar toda el
agua que sea posible.

- Secar los doce vasos de las muestras de arena en un homo a 105° C el tiempo que resulte
necesario y dejar enfriar.

- Arreglar los dos juegos de cuatro tamices (preferentemente de 10 cm de didmetro, si no se tiene,
es posible usar los de 20 ¢m) de las diferentes medidas seleccionadas, de mayor a menor apertura,
terminando con una tapa.

- Se recomiendan tamices de 1, 0.5, 0.25 y 0.1 mm. Si son de 10 c¢m, se pesan y se anota el dato
(DATO ).




- Se pesa la cantidad de arena que se afiade en el tamiz mas grueso (I), pesando el vaso con la arena
y luego al vaso vacio. Repetir la operacion con cada grupo de tamices que se tengan.

- Colocar los dos grupos en el agitador mecéanico de tamices a una amplitud de 1.5 en la escalay 10
minutos de tiempo.

- Se pesa cada tamiz con la cantidad de arena que haya y se anotan sus pesos.

DATO K = Tamiz de | mm
DATO L = Tamiz de 0.5 mm
DATO M = Tamiz de (.25 mm
DATO N = Tamiz de 0.1 mm
DATO 0= Tapa

- Si no se cuenta con tamices pequefios o de plastico, resulta necesario traspasar la arena con ayuda
de una brocha, con extrema precaucion, a una charola de pesar (recipiente de plastico ligero).

- La suma de los pesos debe corresponder al peso inicial de arena que se coloco en el tamiz mas
grueso (DATO I). Si hubo pérdidas, el error debe repartirse entre las diferentes fracciones.

d) Calculos

% de arenas muy gruesas (K) (100)

(2.0 a 1.0 mm) =
B-A

% de arenas gruesas (L) (100)

(1.0a 0.5 mm) .
B-A

% de arenas medias (M) (100)

(0.5 a0.25 mm) e —
B-A

% de arenas fina (N) (100)

(0.25a 0.10 mm) S




% de arenas muy finas (0) {(100)
(0.10a 0.05 mm) e —

3.5.8. Determinacion del tamaiio de las particulas por el método del hidrometro.
a) Matenal

- Hidrometro estandart ASTM No. 152 H, con escala en g/l.

- Mezclador eléctrico con impulsadores reemplazables probeta graduada de 1000 ml.

- Cabina de sedimentacion a temperatura constante.

- Embolo de bronce. Sobre el centro de una placa circular de bronce, de 0.16 cm de espesor y 6.24
cm de didmetro, esta una varilla fija de 50 cm de longitud y 0.47 cm de diametro.

b) Reactivos

- Peroxido de hidrégeno al 8 %. 266.7 ml de H,0, al 30 % en un litro de agua destilada.

- Oxalato de sodio al 5 %. Pesar 5 gr del reactivo para 100 ml de solucion.

- Metasilicato de sodio. Se disuelve el reactivo y se afora a un litro con agua destilada, hasta que el
hidrometro de una lectura de 36.

- Solucién de calgon al 10 %. Disolver 50 gr de hexametafosfato de sodio en agua destilada y
ajustar el pH a 8.3 con Na,CO,; agregar 30 m! de NH,OH concentrado para evitar que floculen las
arcillas y aforar a un litro de agua destilada.

¢)Procedimiento.

- Pesar 55 gr de suelo seco al aire y colocarlo en un vaso de precipitado de 240 mi.

- Agregar 20 ml de la solucién de perdxido de hidrogeno para destruir la materia orgénica.

- Poner el vaso en un bafio de agua a temperatura de ebullicion.

- Dejar evaporar la mayor parte de H,0,.

- Agregar 20 ml adicionales y evaporar hasta que seque completamente, en el mismo bafio o si se
prefiere, en estufa.

- De ese suelo, pesar 50 gr y colocarlo en el vaso del mezclador eléctrico.




- Agregar 5 ml de metasilicato de sodio y la misma cantidad de oxalato de sodio, mas la cantidad
necesaria de agua destilada hasta que llegue a la segunda marca del vaso. Agitar durante 5,15 ¢ 30
minutos.

- En lugar de los dos reactivos, puede agregarse 10 m! de calgon.

- Verter el contenido del vaso a una probeta de 1000 ml y aforar al volumen con agua destilada 6
agua de la llave.

- Simultaneamente hacer un blanco tomando una probeta de 1000 ml, afiadir la misma cantidad de
reactivo dispersante, aforar al volumen y seguir todas las indicaciones al igual que las muestras.

- Agitar durante un minuto con el émbolo de acero.

- Tomar la lectura con el hidrémetro a los 40 segundos (La), cuidadosamente para no disturbar la
suspension, y asl mismo, registrar la temperatura.

- Registrar las mismas mediciones para el blanco (Lb).

- Tomar una lectura adicional a las dos horas {Lc), asi como su temperatura; al mismo tiempo los
datos del blanco (Ld).

d) Calculos
La-Lb
% de limos y arcillas = x 100
Peso del suelo seco
Le-Ld
% de arcillas = x 100

Peso del suelo seco
% de arenas = 100 - % de limos y arcilla
% de limos = % de limos y arcillas - % de arcilla
Donde:
La = Lectura del hidrémetro tomada a los 40 segundos.
Lb = Lectura del hidrometro para el blanco, tomada a los 40 segundos.

Lc = Lectura del hidrometro tomada a las 2 horas.
Ld = Lectura del hidrémetro para ¢l blanco, tomada a las 2 horas.



Realizar la clasificacion textural del suelo con ayuda del tridngulo mostrado en la siguiente figura.
Por cada grado arriba de 20° C se agrega a la lectura 0. 2 y por cada grado abajo de dicha

temperatura, se le disminuye la misma cantidad a la lectura.
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4.2.2, Extraccion del fésforo disponible para las plantas.

El método quimico para fosforo disponible que se describe en este texto, incluye todas las
formas de fosfatos inorgénicos, pero mayormente los fosfatos de calcio, hierro y aluminio; las
cantidades de fésforo disueltas, dependen de las concentraciones de dichas formas inorganicas y su
solubilidad en el extractante usado. (Chang y Juo, 1963).

Se han hecho numerosas pruebas para obtener una solucién extractante que permita conocer
la cantidad de fésforo disponible en el suelo, pero ninguno de ellos ha demostrado ser
universalmente aplicable.

La extraccion con agua no es satisfactorio por dar resultados muy bajos, por lo que suele
utilizarse una solucién que contiene un 4cido diluido, para suelos acidos y ligeramente alcalina para
suelos basicos. La mas empleada es la solucién extractora Bray | que contiene HCI 0.025 N y
NH,F 0.03 N; el primero lleva parte del fosforo a la solucidn y, el segundo induce la formacién de
iones complejos de hierro y aluminio solubles, impidiendo asi que €l fosforo vuelva a precipitado.
El fosforo extraido con la solucion Bray I, presenta una buena correlacion con la respuesta de las
plantas en la mayoria de los suelos jovenes, sean acidos o bésicos, pero principalmente para
aquellos con un pH entre 5 y 7. Una solucion exractora mas enérgica como la Bray II (HC1 0. 1 N
con NH,F), da buenos resultados en suelos muy acidos.

Para suelos basicos donde se presentan los fosfatos de calcio insolubles es recomendable
una solucién alcalina de NaHCO, para extraer unicamente los fosfatos disponibles, ya que muchos
trabajos han demostrado que la solubilidad de los compuestos mencionados, esta en funcion del
pH y de la actividad del calcio: con pH mayor de 7.5, la solubilidad estd en funcién de la actividad
del calcio y con un pH menor de 7, depende de la actividad del ion H" y del Ca™. Asi que un
aumento en la actividad del ion H'" sube la solubilidad del fosforo, y un aumento en la actividad del
calcio, la baja por precipitarse como fosfato de calcio. Con soluciones extractoras 4cidas pueden
presentarse reacciones de precipitacion secundarias, ya que suben la actividad del calcio, por lo que
el fosforo se precipita.

La solucion de NaHCO, a pH 8.5 reduce este tipo de reacciones porque induce la
formacion de CaCO, (Olsen et al, 1954, p. 3).

4.2.3. Determinacion colorimétrica del fosforo.

Una vez en solucion, el fésforo puede ser cuantificado por métodos colorimétricos, cada
uno de ellos tiene ventajas sobre el otro bajo ciertas condiciones; uno depende de la combinacion




del f6sforo con i6n molibdato y el otro, da reaccion con vanadomolibdato (Hesse op. cit.). El
primero es el mas sensitivo y por lo tanto €l méas usado, tanto para extractos de suelos muy
concentrados como para aquellos que contienen concentraciones mas pequefias.

El fésforo de la solucion reacciona con el molibdato para formar un complejo
heteropolimolibdico como el acido coordinador central,

H,PO, + 12H,M00, ----—-- > H,P (Mo,0,,), +12H,0

El complejo es de color amarillo pero después de la reduccion del Mo™® a Mo" y/o Mo", presenta
una coloracién azul. Sin embargo existen otros iones que reaccionan de manera semejante al
fosforo y son: As*®, Si**, Ge* y B*?, por ello deben tomarse precauciones en caso de que se
encuentren en cantidades apreciables.

Muchos agentes reductores han sido utilizados para formar el azul de molibdeno y la
seleccion del reactivo apropiado depende de la sensibilidad requerida y de la libertad de
interferencia. Jackson (1964), reporta 4 métodos y el uso de uno y otro depende de los factores
mencionados.

_ El método que se describe en este texto, es el de la reduccion del acido molibdofosforico,
producto de la adicién de cloruro estaiioso, en un medio acidificado con HCI. Este es adecuado
para determinar concentraciones de 0.05 a | ppm de fosforo, pueden ser toleradas hasta 15 ppm de
Fe™, las sales de cloro no interfieren aunque se presenten en grandes cantidades; los sulfatos,
percloratos y nitratos afectan el desarrollo del color, sélo si se presentan en grandes cantidades
(Dickman y Bray, 1940). La intensidad del color azul de la solucion depende de la cantidad de
fosforo presente, tiempo de formacidn, temperatura y pH (Hesse, 1971). El efecto del pH ha sido
muy estudiado y se ha encontrado que existe un rango de acidez sobre el cual es estable el color
azul, que es entre un pH de 2.7 a 3.0; éste se mantiene con HCI, usando el 2,4-dinitrofenol como
indicador. El color azul incrementa con el tiempo, llegando a su maxima intensidad despues de
cierto periodo y se debilita lentamente. Para obtener resultados reproducibles, las lecturas
colorimétricas deben tomarse después de la adicion del reactivo reductor, con un periodo de tiempo
constante; éste es un inconveniente del método pero no es insuperable.

La temperatura debe mantenerse a 25 +/- 5 °C durante toda la determinacion.

El procedimento tradicional es adicionar a la solucidn reductora una serie de soluciones
problema, cada dos minutos y comenzar las lecturas fotoelélectricas después de 15 minutos de
haber adicionado la solucion al primer lote de muestra. Por lo tanto, las lecturas de cada grupo son
tomadas cada dos minutos. La ley de Beer se cumple hasta una concentracion de 4 ppm de fésforo




en solucion. Es importante hacer notar que si una muestra estd muy concentrada, presentara un
color azul muy intenso que dard lecturas mayores a la de la solucion de 4 ppm {maxima
concentracion de la curva de calibracion). En este estado, la soluciéon no puede ser diluida por lo
que el experimento debe ser repetido usando soluciones menos concentradas de la muestra.




4.5. Medicion del pH en el suelo.

El pH del suelo de determina con mayor presicion con el método electrométrico. En éste,
es usado un electrodo de vidrio que es sensible a la actividad de los H" y adquiere un potencial con
respecto a la solucion que se esta midiendo. Este electrodo forma parte de un circuito que abarca
también un electrodo de referencia (un electrodo que tiene un potencial constante, como el de
calomel) y, se establece una diferencia de potencial entre ellos. Usando un electrodo de vidrio, que
es reversible para con los H', y un electrodo de calomel, se puede comparar la diferencia de
potencial observada en la solucion problema con una solucion estandar. Estas dltimas deben ser
preparadas con un valor de pH definido y reproducible, de acuerdo a las recomendaciones de U.S.
National Bareau of standards; estas soluciones de referencia tienen un potencial de contacto
insignificante (Bolt, 1978, p. 35).



Curva estandar de diesel

Cromatografo de gases marca Varian, modelo 3700 equipado con un detector de
ionizacion de flama, columna capilar (30 m large x 0.25 mm, SPB-20, Supelco), helio como
gas acarreador y con el siguiente programa: temperatura del inyector 220 °C; temperatura

del detector i6n 300 °C; temperatura inicial 90 °C tiempo 2 min; velocidad del programa 6
°C/min; temperatura final 280 °C tiempo 5 min.

Curva estandar de diesel en el CG

y =55681x + 15545
R =0.9558

RITHITTE

15566 23349 31132 38915 466828 62264 7783
microgram os de diesel
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Dependent Variable: DEG

Source DF Type 1 8§ Mean Square F Value
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Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by “***’,
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Dependent Variable: DEG

Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr>F
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General Linear Models Procedure
T tests (LSD) for variable: DEG

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate not
the experimentwise error rate.

Alpha= 0.05 df= 6 MSE= 113.7984
Critical Value of T= 2.45




Least Significant Difference= 21.313

Means with the same letter are not significantly different.

T Grouping Mean N TRAT
A 52.200 3C
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A
A 47.200 3 A
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General Linear Models Procedure
Class Level Information
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TRAT 3 ABC
TIEMP 1 4
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General Linear Models Procedure
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NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate not
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Dependent Variable: DEG

Sum of Mean

Source DF Squares Square F Value Pr>F
Model 2 1367.06420  683.53210 534 0.0466
Error 6 768.59020  128.09837
Corrected Total 8  2135.65440
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Dependent Variable: DEG

Source DF  TypelSS Mean Square F Value Pr>F
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General Linear Models Procedure
T tests (LSD) for variable: DEG

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate not
the experimentwise error rate.

Alpha= 0.05 df= 6 MSE= 128.0984
Critical Value of T= 2.45 '
Least Significant Difference= 22.612

Means with the same letter are not significantly different.
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DIESEL REMOVAL FROM A CONTAMINATED-SOIL BY NATURAL
HYDROCARBON DEGRADING MICROORGANISMS

Facundo J. Mdrquez-Rocha (CICESE, Ensenda, B.C., México)
Vanessa Herndndez-Rodriguez and Rafael Vézquez-Duhalt (IBT-UNAM,
Cuernavaca, Mor., México)

ABSTRACT: A bacterial community was used for a biotreatability test of a
diesel-contaminated soil. The consorcia was obtained from a complex microbial
community isolated from a hydrocarbon-contaminated sites. Transfering this
community to a diesel-containing liquid medium as sole carbon source, more than
90 % of the diesel added (7%: v/v) was consumed to produce bacterial biomass as
analyzed by gas chromatography and protein determinations. The biomass
produced was liophilyzed and used as bacterial inoculum for bioremediation
treatment of a diesel-contaminated soil, in both laboratory and semi-pilot scale
level. Bacterial cells were reactivated on liquid medium containing-diesel and
inoculated on a diesel-containing soil ( 20 % v/p of diesel). Diesel absorbed to
soil was removed more than 60 % during five weeks of treatment in both levels.
Diesel removal was improved (> 90 %) by an additional inoculation of white rot
fungus Pleurotus ostreatus at laboratory scale. Biodegradation does not appear to
be limited by microbial metabolic activity, since high molecular weight
hydrocarbons (> C 16) were biodegradated at same rate. The no degradation of the
remaining hydrocarbons seems to be due to a mass transfer limitations in which
hydrocarbon are not available to microorganisms.

INTRODUCTION

Bioremediation is being used or proposed as a treatment option at many
hydrocarbon-contaminated sites (Braddock et al. 1997). The effectiveness of
bioremediation is often a function of the extent to which a microbial population or
consortiom can be enriched and maintained in an environment. Microorganisms
with the ability to degrade crude oil are ubiquitously distributed in soil and marine
environments (Venkateswaran and Harayama, 1995). However, when few or no
indigenous degradative microorganisms exist in a contaminated area or when
there are not time for the natural enrichment of a suitable population, inoculation
may be a realistic option. Inoculation may sometimes shorten the acclimation
period prior to the onset of biodegradation. The same ecological principles that
influence biodegradation in general will also govern the effectiveness of inocula,
regardless of whether they are natural isolates or genetically engineered
microorganisms (Liu and Suflita, 1993).

Various authors have reported that inoculation had no positive, or only
marginal effects on oil biodegradation rates. Microorganisms able to degrade
organic pollutants in culture may fail to function when inoculated into natural
environments because they may be susceptible to toxins or predators in the




environment, they may use other organic compounds in preference to the
pollutant, or they may be unable to move through the soil to site containing the
contaminant. The successful use of nicrobial inocula in soils requires the
microorganisms to contact the contaminant. Physical adsorption to soil particles or
filtration by small pores may inhibit the transport of organisms (Margesin and
Schinner, 1997). Although bacteria are probably responsible for most hydrocarbon
biodegradation in the environment, fungi and yeast, and even some cyanobacteria
and algae have some ability to degrade hydrocarbons, albeit at very slow rates, A
major question in the hydrocarbon biodegradation of is how the microbes actually
contact substrates. Three main mechanisms are often involved, and different -
bacterial species may use one or more of them. Interations with the low levels of
dissolved material, direct contact with drops or surfaces of the insoluble phase,
and interactions with hydrocarbon “solubilized” by interaction with surfactants
(Prince 1993). In this work, we utilized a bioagumentation procedure for
bioremediation experiments of a diesel-contaminated soil at laboratory and semi-
pilot scale levels.

Objective. Evaluate the possibility to use a natural bacterial community to scale
up a bioremediation process to remove diesel from contaminated soil.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial community and fungal strain. A bacterial consorium was obtained
from the Mexican Institute of Petroleum (IMP, Mexico City). It was acclimated to
grow on crude oil prior to diesel acclimatation. The mineral medium consisted as
followed (g/L): K;HPO,4 1.71, KH,PO, 1.32, NH,Cl 1.26, MgCl;6H,0 0.011,
CaCl; 0.02, and trace metals 1 mL, 7 mL of diesel were addeded per 100 mL of
medium. The bacterial consortium was acclimated to growth in the mineral
medium and diesel as sole carbon source. A dense culture was lyophilizated to
keep the bacterial community. An inoculum of the consortium was activated and
used to prepare the inoculum for soil treatment. A strain of the white rot fungus
Pleurotus ostreatus ECS-110 (IE-8, Intituto de Ecologia, Xalapa, Ver., Mex.) was
used for laboratory experiments.

Soil preparation and physicochemical analyses. An sample of soil 5 g was
dried at 80°C over night (this may serve to eliminate indigenous bacteria from the
soil). Once dried, 1 mL of diesel was uniformily placed on the soil and allowed to
adsorbed during 30 min. Humidity was ajusted to approximately 43 %.
Physicochemical analyses of soil were done by the Environmental Biotechnology
Laboratory of University of Morelos, Morelos. The parameters values are
summarized in Table 1.

Biodegradation conditions. 1) Laboratory scale. Soil containing-diesel was
treated with 1 mL of bacterial consorcio previously grown in liquid medium.
Control test was carried out without addition of any microorganism. Experiments




were carried out by triplicate and sampling was programmed once a week. 2)
Semi-pilot level. Two unit cells of 5 m’ and 20 cm deep were used for these
experiments. One of these units was used as control or non-contaminated soil.

Inocula for this level were prepared on small cement mixer during one week.

TABLE 1. Soil physicochemical characteristics

Parameter . Value
pH 5.64
Electrical conductivity {(pohms/cm) 94.70
Organic matter (%) 6.22
Humidity (%) 1.76
Texture
Clay (%) 36.0
.Sand (%) 54.0
Slime (%) 10.0
Nitrogen (%) 0214
Available phpsphate (mg/kg) 26.50

Auvailable cations (solubles and
exchangables (meq/100 g)

Calcium 35.70
Magnesium 6.10
Sodium 6.62
Potassium 1.58

Bacterial analyses. Lyophilyzed isolates were classified to their generic level on
the base of gram stain, catalase reaction, oxidase activity, and ability to utilize
glucose and lactose under aerobic and anaerobic conditions.

Analysis. In liquid, diesel was extracted with dichloromethane (1:1) by using 5
mL of sample and mixed vigorously. In soil, one flask or 5 g of soil (semi-pilot)
were used every sampling time, the diesel was extracted utilizing 50 mL of
solvent. The organic phase was pass through a NaSO, and concentrated to 0.2 mL
and analyzed by gas chromatography. A varian model 3700 equipped with a flame
detector and capillary column (30 m long, 1.D. 0.25 mm, SPB-20, Supelco).

RESULTS AND DISCUSSION

Bacterial community growth on diesel. The Figure 1 shows the time-course of a
liquid culture of the bacterial consortium using diesel as sole carbon source. The
growth was a typical Monod-type curve, were hydrocarbon were consumed and
biomass produced. Diesel was consumed more than 90 % At initial time the
chromatographic signal was typical for high molecular saturated hydrocarbons and
at final time diesel was almost consumed.
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FIGURE 1. Time course of the growth of the bacterial consortium grown on
diesel as sole carbon source.

Diesel removal from soil. The bacterial consortium was used to remove diesel
adsorbed in soil. Bioagumentation is one of the strategies used for bioremediation.
Here we confirmed that native organisms acclimatated to grow on diesel can be
produced ex sifu and reinoculated to a contaminated soil was effective treatment to
remove diesel from the soil. Figure 2 shows the biodegradation of diesel adsorbed
in soil by the bacterial consortium (C) and P. ostreatus (P) or both (PC). Diesel oil
consist mostly of linear and branched alkanes with different chain lengths and
contains a variety of aromatic compounds. Many of these compounds, especially
linear alkanes, are known to be easily biodegradable. Due to low water solubility
however, the biodegradation of these compounds is often limited by slow rates of
dissolution, desorption, or transport. In general, the bioavailability of hydrophobic
compound is determined by their sorption characteristics and dissolution or
partitioning rates and by transport process to microbial cell (Sticher et al., 1997).
Biodegradation does not appear to be limited by the aqueous solubility of
hydrocarbon molecules since a significant fraction of high molecular weight (>
C16) saturates were biodegradated (>60%). However, the degradation activity of
the bacterial community may limited by its movement, since P. ostreatus achieved
more efficiently the removal of diesel. Four bacterial genus were identified in the
bacterial community, Pseudomona, Serratia, Acinetobacter and Flavobacterium.

Semi-pilot scale experiments inoculated with the same bacterial inocula was
able to remove more than 70 % of the diesel absorbed (Fig. 3). Non-inoculated
soil eliminated only a little more of 20 % of the diesel may be due to the presence
of some hydrocarbonoclastic bacterial activity.
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FIGURE 2. Time course of diesel removal from soil (laboratory level). C:
microbial community; P: P. ostreatus; PC: P. ostreatus + C
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FIGURE 3. Diesel biodegradation at semi-pilot scale level.

For optimization of bioremediation, it is necesary to understand the factors that
control microbial activity at specific site. One of the important factors is the




substrate concentration . Diesel removal may be analyzed by exponential growth
and high substrate concentration kinetic model (-ds/dt = ke™ ; where [s] >> Km),
we obtained a degradation rate of 0.091 h™’ for liquid degradation and <0.04 d”' in
soil at laboratory scale with the microbial community. At semi-pilot scale
biodegradation rate increased to 0.051 gt may be due to indigenous microbial
activity. In laboratory experiments, with the presence of P. ostreatus degradation
rate was 0.062 d™\.

Enhancement of the microbial activity in hydrocarbon-contaminated site may
be used in combination with microbial addition. The semi-pilot based results
support the concept of bioagumentation by increasing the biodegradative activity -
that may be improved by inoculum stimulation.
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/1/99
)ATA LIST FILE ’A:\VANESSA.DAT’ FREE / HIDRO SYST SURFC DEGRAD.
IEANS /TABLES DEGRAD BY HIDRO BY SYST BY SURFC.
he raw data or transformation pass is proceeding
36 cases are written to the uncompressed active file.

**x*x Given WORKSPACE allows for 6241 Cells with 3 Dimensions for MEANS.

ummaries of DEGRAD
y levels of HIDRO

SYST
SURFC
ariable Value Label : Mean Std Dev Cases
or Entire Population 66.7333 11.0626 36
IDRO 1.00 60.7250 12.9244 12
SYST 1.00 66.2500 5.2748 6
SURFC 1.00 71.0000 1.2166 3
SURFC 2.00 61.5000 .6245 3
SYST 2.00 55.2000 16.3215 6
SURFC 1.00 70.0000 .3606 3
SURFC 2.00 40.4000 2.9597 3
IDRO 2.00 75.6667 6.1094 12
SYST 1.00 76.2333 2.0753 6
SURFC 1.00 75.2667 2.6558 3
SURFC 2.00 77.2000 .9539 3
SYST 2.00 o 75.1000 8.7770 6
SURFC 1.00 83.0000 .2000 3
SURFC 2.00 67.2000 2.3065 3
IDRO 3.00 63.8083 7.0183 12
SYST 1.00 60.9000 9.1337 6
SURFC 1.00 63.2000 1.0817 3
SURFC 2.00 58.6000 13.8391 3
SYST 2.00 66.7167 2.1545 )
SURFC 1.00 68.0333 2.0306 3
SURFC 2.00 65.4000 1.5100 3
Total Cases = 36
bage 5 SPSS/PC+ 6/1/99
'his procedure was completed at 5:47:46
age 6 SPSS/PC+ 6/1/99
INISH.

nd of Include file.




IAYO 31 DE 198%.

ATA LIST FILE ‘a:\vanessa.dat’ FREE / HIDRO SYST SURFC DEGRAD.

\NOVA /VARIABLES DEGRAD BY HIDRO {1,3) SYST SURFC (1,2).

6 cases are written to the uncompressed active file.

L ANALISIS DE VARIANZA ES UN FACTORIAL DE 3X2X2 CON TRES REPS.

* + + A NALYSTIS OF VARIANCE * % ¥

DEGRAD
BY HIDRO
SYST
SURFC
Sum of Mean
bource of Variation Squares DF Square
Hain Effects 2440 .066 4 610.017
HIPRO 1493 .522 2 746.761
S¥YST 40.534 1 40.534
SURFC 906.010 1 906.010
P -way Interactions 1176.783 5 235.357
HIDRO SYST 431.127 2 215.564
HIDRO SURFC 424,052 2 212.026
SYST SURFC 321.604 1 321.604
-way Interactions 220.157 2 110.079
HIDRO SYST SURFC 220.157 2 110.078S
Explained 3837.007 11 348.819
pesidual 446 .353 24 18.598
fotal 4283.360 35 122.382

16 Cases were processed.
D Cases ( .0 PCT) were missing.

POR CELDA.

32.

40
48
12
11

11
17

18.

F

800

.153
.179
.715
.655
.591
.400
.282
.919

.919

756

Signif
of F
.000
.000
.153
.000
.000
. 000
.000
.000
.008

.008

.000




SPSS/PC+ The Statistical Package for IBM PC 6/1/99

)ATA LIST FILE ‘A:\PIRENO.DAT’ FREE / TIEMPO SYST SURFC DEGRAD.

age 2 SPSS/PC+ 6/1/99

IEANS /TABLES DEGRAD BY TIEMPO BY SYST BY SURFC.
'he raw data or transformation pass is proceeding
24 cases are written to the uncompressed active file.

Fx*kk* Given WORKSPACE allows for 6241 Cells with 3 Dimensions for MEANS.

Page 3 SPSS/PC+ 6/1/99

bummaries of DEGRAD
8y levels of  TIEMPO

SYST
SURFC
Fariable Value Label Mean 5td Dev Cases
‘or Entire Population 56.6208 11.8852 24
"IEMPO 1.00 60.7250 12.9244 12
SYST 1.00 66.2500 5.2748 6
SURFC 1.00 - 71.0000 1.2166 3
SURFC 2.00 61.5000 .6245 3
SYST 2.00 55.2000 16.3219 6
SURFC 1.00 70.0000 .3606 3
SURFC 2.00 40.4000 2.9597 3
[TEMPO 2.00 52.5167 9.5691 12
SYST 1.00 55.9333 7.1896 6
SURFC 1.00 62.0000 3.0265 3
SURFC 2.00 49.8667 3.1070 3
SYST 2.00 49.1000 11.0336 )
SURFC 1.00 59.0000 .4583 3
SURFC 2.00 39.2000 3.1796
Total Cases = 24
Page 5 SPSS/PC+ 6/1/99

'his procedure was completed at 6:19:55
age 6 SPSS/PC+ 6/1/99
FINISH.

ind of Include file.




/31/99

)ATA LIST FILE ’A:\PIRENO.DAT'’

24 Cases were
0 Cases (
Page 5

Page 6

FTNISH.

* * *x A NALYGSTIS OF

DEGRAD

BY TIME
SYST

SURFC
Sum of
Eource of Variation Squares
lain Effects 2776.131
TIME 404.260
SYST 479.720
SURFC 1892.150
p-way Interactions 335.051
TIME SYST 26.670
TIME SURFC 19.260
SYST SURFC 289.120
b -way Interactions 57.970
TIME SYST SURFC 57.970
Fxplained 3169.153
Residual 79.787
fotal 3248.940

processed.

.0 PCT) were missing.

SPSS/PC+
completed at 16:35:50

SPSS/PC+

nd of Include file.

OVA /VARIABLES DEGRAD BY TIME SYST SURFC (1,2).
'he raw data or transformation pass is proceeding
24 cases are written to the uncompressed active file.

FREE / TIME SYST SURFC DEGRAD.

VARIANCE *

DF

HPRRW RPEPW

B

16
23

Mean
Square

925.377
404 .260
479.720
1892.150

111.684
26.670
19.260

289.120

57.970
57.970

452 .736
4.987
141.258

*

*

185,
81.
96.

.442

379

11
11

90.

F

570
068
201

.396
.348
.862
.979

.625
.625

789

Signif
of F

.000
.000
.000
.000

.000
.034
.067
.000

.004
.004

.000

5/31/99

5/31/99




SPSS/PC+ The Statistical Package for IBM PC

)ATA LIST FILE ‘A:\SISTEMAl.DAT’ FREE / HIDRO SYST SURFC DEGRAD.
SPSS/PC+
OVA /VARIABLES DEGRAD BY SYST SURFC (1,2).
he raw data or transformation pass is proceeding

12 cases are written to the uncompressed active file.

ANOVA’ PROBLEM REQUIRES 374 BYTES
SPSS/PC+

* x * ANALYSTIS O F VARIANCE =* *

DEGRAD
BY SYST
SURFC
Sum of Mean
ource of Variation Squares DF Square
ain Effects 1512.915 2 756.457
S¥YST 366.307 1 366.307
SURFC 1146.607 1 1146.607
-way Interactions 303.008 1 303.008
SYST SURFC 303.008 1 303.008
xplained 1815.922 3 605.307
esidual 21.520 8 2.690
otal 1837 .442 11 167.040
12 Cases were processed.
0 Cases ( .0 PCT) were missing. .

his procedure was completed at 8:40:55

INISH.

nd of Include file.

*

281
136
426

112
112

225

F

.211
.174
.248

.642
. 642

.021

6/3/99

Signif
of F
.000

.000
.000

.000
.000

.000




SPSS/PC+ The Statistical Package for IBM PC 6/3/99%9
)ATA LIST FILE ‘A:\SISTEMA2.DAT’ FREE / HIDRO SYST SURFC DEGRAD.
OVA /VARIABLES DEGRAD BY SYST SURFC (1,2).
he raw data or transformation pass is proceeding

12 cases are written to the uncompressed active file.

ANOVA‘ PROBLEM REQUIRES 374 BYTES OF MEMORY.

** * ANALYJSTIS OF VARIANCE * * *

DEGRAD
BY 5YST
SURFC
Sum of Mean Signif
ource of Variation Squares DF Square F of F
ain Effects 148.067 2 74.033 22,227 .001
SYST 3.853 1 3.853 1.157 .313
SURFC 144,213 1 144.213 43,296 .000
-way Interactions 235.853 1 235.853 70.809 .000
SYST SURFC 235.8563 1 235.853 70.805 .000
xplained 383.820 3 127.973 38.421 .000
esidual 26.647 8 3.331
otal 410.567 11 37.324
12 Cases were processed.
0 Cases ( .0 PCT) were missing.

his procedure was completed at 8:44:06
INISH.

knd of Include file.




SPSS/PC+ The Statistical Package for IBM PC

)ATA LIST FILE ’A:\SISTEMA3.DAT’ FREE / HIDRO SYST SURFC DEGRAD.

OVA /VARIABLES DEGRAD BY SYST SURFC (1,2).
'he raw data or transformation pass is proceeding
12 cases are written to the uncompressed active file.

ANOVA’ PROBLEM REQUIRES 374 BYTES OF MEMORY.

* * * ANALYSTIS OF VARIANCE * *

DEGRAD
BY SYST
SURFC
Sum of Mean
bource of Variation Squares DF Square
Main Effects 140.742 2 70.371
SYST 101.501 1 101.501
SURFC 39.241 1 39.241
b-way Interactions 2.901 1 2,901
SYST SURFC 2.901 1 2.901
Explained 143.643 3 47.881
kesidual 398.187 8 49,773
'otal 541.829 11 49,253
12 Cases were processed.
0 Cases ( .0 PCT) were missing.

[his procedure was completed at 8:46:41
FINISH.

ind of Include file.

*

F
1.414
2.039

.788

.058
.058

.962

6/3/99

Signif
of F
.298

.191
.400

.815
. 815

.456




DISMINUCION DE LA GENOTOXICIDAD DEL SUELO CONTAMINADO CON HPA'S PORLA
ACTIVIDAD DEGRADATIVA DE PLEUROTUS OSTREATUS

Facundo Marquez R., Vanessa Herndndez R. y Rafael Vazquez-Duhalt.
Instituto de Biotecnologia, UNAM. AP 510-3, Cuernavaca,
Morelos 62250, México. Fax: 52-73-172388.

Los hidrocarburos polimicleo aromaiticos (HPA) se encuentran ampliamente distribuidos en el
medio (agua, suelo y aire), en diferentes concentraciones y proporciones, pueden estar sustituidos con grupos
nitro e hidroxilo. Su origen se encuentra principalmente en el petréleo crudo y en la combustion incompleta
del petréleo, sus derivados y de material orgdnico. En sitios contaminados, sobre todo con petréleo pesado,
su remocion es muy dificil debido a su caricter hidrofobico. Esta Gltima propiedad hace que los HPA se
unan fuertemente a la materia orgdnica del suelo disminuyendo su biodisponibilidad. EI uso de surfactantes
puede disminuir los problemas de transferencia de masa inherentes a los HPA. Por otro lado, desde el punto
de vista de salud los HPA son muy importantes ya que muchos de ellos son compuestos genotoxicos. Para la
remocién de los HPA del suelo, se ha sugerido el uso de microorganismos que tengan la capacidad de
transformarlos, al menos, en compuestos menos toxicos. El uso de un diverso grupo de hongos lignoliticos y
no lignoliticos para la remocion de los HPA a despertado gran interés ya que algunos de estos hongos
pueden utilizar HPA tales como fenantreno y antraceno. En este trabajo utilizaremos el hongo de
putrefaccion blanca Pleurotus ostreatus para la degradacién del pireno y de una mezcla compleja de HPA
(creosota) y observar los efectos que tiene sobre la desintoxicacion dgl suelo.

Metodologia.

La cepa de hongo utilizada fue Pleurotus ostreatus ECS-110(TE8). Se utilizaron los surfactantes
Triton X-100, Tween 40 y 80 al 0.05% y en otra seric de experimentos se utilizd H>O, 1mM. Se utilizé el
pireno como modelo de HPA y creosota con una concentracién de 0.1mg/g de suelo seco. Se muestred cada
7 dias por triplicado durante 5 semanas, obteniéndose sus correspondientes desviaciones estindar. La
extraccion se llevd a cabo con diclorometano. El andlisis por HPLC se realizé en una columna Supelco C18
fase reversa, con fase mévil ACN/H,O 70:30. El estindar de pirenodiona se preparé por la reaccién de
oxidacion del pireno catalizada por la enzima lignina peroxidasa en presencia de peroxido de hidrogeno.
Para la prueba de genotoxicidad se usd un ensayo enzimatico con la cloroperoxidasa y ADN de timo de
ternera, para determinar la formacidn de aductos por ﬂuorometna

Resultados y Discusion

Los anilisis por HPLC muestran la formacién de al menos un producto y la disminucién de pireno
hasta un 40 %. De acuerdo al tiempo de retencion (3.76min) en nuestro ensayo estindar es muy probable
que uno de los productos sea la pirenodiona. Se observa que la adicién de HxD, al suclo aumenta la
oxidacién del pireno. Por otra parte, en los andlisis de creosota se observa ¢l aumento del drea de unos
picos y la disminucién de otros, entre ellos un pico con el mismo tiempo de retencién del pireno el cual
también se reduce a lo largo del periodo de crecimiento del hongo. La genotoxicidad medida como la
formacion de aductos disminuye en forma equivalente a la oxidacion del pireno. El hongo Pleurotus
ostreatus redujo el pico del pireno hasta un 40% y en creosota de un 20 a un 30 %. La oxidacién no fue
mis alla debido posiblemente a 3 factores 1) limitaciones en cuanto a la biodisponibilidad del pireno 2)
limitaciones en cuanto a especies aceptoras de electrones y 3) posiblemente a limitaciones de sustrato (pireno
y HPA). En cnanto al punto 2) con la adicién de H,O; se observé un aumento en la oxidacién del pireno y
de la creosota hasta en un 10 %, lo cual quiere decir que al menos por este punto si existe una limitacién en
las especies aceptoras de electrones. La genotoxicidad disminuye posiblemente por la oxidacion de HPAs con
mas de 3 anillos arométicos, los cuales son menos reactivos para unirse covalentemente con €l ADN y
formar aductos, lo cual podria disminuir su genotoxicidad.




