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RESUMEN

En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) la descarga de aguas residuales a
canales a cielo abierto es una practica comun desde hace muchos afios hasta la actualidad. Estos
canales no cuentan con una barrera fisica que impida la infiltracion de contaminantes al subsuelo
que, en la mayoria de los casos, son toxicos y se encuentran por arriba de los limites permisibles.
Con la finalidad de evaluar el papel que juegan los microorganismos del subsuelo en estos
canales, se estudio un sitio en la zona de Chalco, donde se detectaron varios compuestos
organicos en las aguas superficiales, entre ellos el tolueno en concentraciones de 1000 ppm. En
estudios previos realizados en la misma zona se detecté la presencia de percloroetileno y
tricloroetileno en agua intersticial y dado que estos compuestos son més volatiles que el tolueno;
se asumid que el tolueno podria también estar presente. Para realizar el presente estudio se obtuvo
un ndcleo de material geoldgico, el cual fue seccionado para los diferentes analisis. La
heterogeneidad del material fue variable encontrandose arcillas y arenas finas, cuyo contenido de
materia organica varié de 1.15 a 25% y el pH de 3.9 a 8.7. El conteo total de bacterias por
epifluorescencia resulté entre un intervalo de 2.58 x 10° a 2.25 x 10° bact/g de suelo seco
mientras que el conteo en placa de bacterias heterétrofas, en medio con extracto de suelo varié
entre 2.75 x 10° y 1.77 x 10°, ufc/g suelo seco, y en medio PYG fue de 3.0 x 10* 2 2.53 x 10°
ufc/g suelo seco. Las bacterias anaerobias estuvieron en baja proporcion encontrandose en mayor
poblacion el grupo de las fermentativas y metandgenas a partir de H, y CO,. Se intent6 relizar un
conteo de bacterias degradadoras de tolueno, pero estuvieron en proporcién muy reducida, por lo
que se decidié enriquecer la poblacion degradadora realizando varias transferencias en medio
liquido. Después de 4 meses, el conteo de bacterias degradadoras de tolueno obtenido en los
cultivos aument6 a concentraciones de 1.3 x 10°* a 7.6 x 10° ufc/ml en las diferentes secciones.
Con los cuatro cultivos mejor desarrollados se realizaron cinéticas de degradacién de tolueno en
medio liquido. El cultivo mas activo, proveniente de una profundidad de 4.35 m, degrads 1750
mg de tolueno en 10 dias. Las bacterias, que mostraron tendencia a agruparse en forma de
consorcios, se identificaron como Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluorescens/putida y

Pseudomonas aeruginosa.
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INTRODUCCION

Las actividades industriales en México comenzaron a desarrollarse durante el presente siglo sin
una cultura de proteccion al ambiente. Como resultado aire, agua y suelo se han contaminado
indiscriminadamente con desechos que en su mayoria son téxicos. En México se le ha dado mas
importancia a la contaminacién del aire y del agua. Sin embargo, suelo y subsuelo también han
sufrido gran afectacion, principalmente por la disposicién de desechos sélidos municipales e
industriales, derrames de hidrocarburos y compuestos quimicos, asi como el uso excesivo de

insecticidas, herbicidas y otros agroquimicos.

Los microorganismos son los seres vivos mas abundantes en la Tierra, estos se pueden encontrar
practicamente en cualquier parte, no obstante, el suelo y el agua son los hébitats preferidos, en los
que encuentran las condiciones mas propicias para su sobrevivencia. Cuando los
microorganismos han permanecido en medios contaminados por largos periodos, éstos no sélo
toleran y sobreviven a la presencia de los contaminantes, sino que son capaces de utilizar a los de
tipo orgénico, como fuente de carbono y energia para satisfacer sus necesidades metabélicas,

dando como resultado un proceso de seleccién natural.

Durante la {ltima década se ha hecho especial énfasis en el papel que desempeiian los
microorganismos nativos durante la descontaminacion de suelos. Tales MiCroorganismos que, por
lo general constituyen comunidades bien organizadas, que forman parte de los ciclos
biogeoquimicos y cuya capacidad para degradar los contaminantes organicos ha promovido el
desarrollo de técnicas de saneamiento de suelos y acuiferos que en el terreno practico se conocen

como Biorremediacion.

Uno de los aspectos indispensables para evaluar la posibilidad de aplicar técnicas de
biorremediacion en suelos contaminados es la caracterizacion microbioldgica. Con ello es posible

determinar el tipo de microorganismos presentes, su capacidad para tolerar diferentes
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concentraciones de los contaminantes toxicos y las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo la

biodegradacion, tanto en el suelo como en el subsuelo.

El presente trabajo representa una experiencia de investigacion de un caso real, en el que se
realizd la caracterizacion de muestras de subsuelo de un sitio de canal donde se vierten aguas

residuales industriales. Los objetivos que se establecieron se presentan a continuacion.

Norma Pérez Hermindez



I. OBJETIVOS

* Realizar una caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica del subsuelo subyacente a

un canal de aguas residuales en la zona de Chalco, Estado de México.

e Conocer el potencial de las bacterias autéctonas para la degradacién de compuestos

organicos contaminantes, utilizando al tolueno como substrato modelo.

¢ Conocer el potencial de atenuacién natural.

Norma Pérez Heméndez



II. MARCO TEORICO

1. Definicién de suelo y subsuelo

Para poder estudiar el suelo, asi como su uso y conservacién, se debe tener una definicién clara
de lo que es el suelo. Existen varias definiciones de suelo, por ejemplo para Alexander (1994 a)
el suelo es el material exterior poco compacto de la superficie terrestre, es un estado
caracteristicamente diferente al lecho rocoso subyacente. Es la regién en la que se sustenta la
vida vegetal y de la cual las plantas obtienen soporte mecinico y sus nutrimentos. Para
Aguilera (1989) el suelo es un medio en el cual se desarrollan las plantas y muchas formas de
vida animal. Saval (1995), sin embargo considera que el suelo puede ser definido desde
diferentes enfoques segiin el marco de referencia. La definicién cientifico-tecnoldgica dice que
el suelo es el material no consolidado sobre la superficie de la tierra, que ha sido formado
mediante una dinimica natural a partir de la corteza terrestre con la influencia de factores
genéticos y ambientales, a través de miles de afios. La definicién que puede englobar todos
estos aspectos puede ser la siguiente: "El suelo es el producto de la alteracion, de la remocién y
de la organizacién de las capas superiores de la corteza terrestre bajo la accién de la vida, la
atmosfera y de los cambios de temperatura que se manifiestan”. Pero, ante todo, el suelo es un
recurso natural lo que implica que es un medio complejo y dindmico en constante evolucion,

que esta bajo la influencia de su medio externo e interno, ambos constituidos por la hidrosfera,
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atmoésfera y bidsfera. Las propiedades del suelo provienen de la interaccién combinada de los
tres factores mencionados anteriormente (Aguilar, 1995). La formacién del suelo comienza
cuando, la roca madre se ve alterada por los factores intempericos. La materia orginica se
mezcla con los sedimentos, alterando los minerales de éstos y formando el humus fresco. Al
degradarse la materia orgdnica, lo que fue el humus se convierte en 4cido carbénico, agua,
amonio y nitratos. Finalmente, los minerales y la materia orgénica son desplazados por el agua
para asi diferenciar el suelo en estratos de diferentes texturas, composiciones y colores,

llamados horizontes.

El subsuelo puede ser definido como, el material que se encuentra entre la superficie del suelo
y la roca madre. De esta forma el subsuelo lo constituyen todos los horizontes intermedios, ya
que dificilmente pueden separarse suelo y subsuelo. Para Saval (1995) el suelo es la superficie

y el subsuelo es la profundidad.

2. Funciones del suelo y subsuelo

Al suelo se le atribuyen seis funciones dentro de las cuales tres son ecoldgicas y tres son

relacionadas con las actividades del hombre (Aguilar 1995). Las funciones son las siguientes:

1) Produccién de biomasa. Abastece a los seres vivos de fuentes de energia para su
sobrevivencia. Las plantas, que son los productores primarios, toman sus nutrimentos del

suelo. Ademis, la produccion de alimentos depende de la disponibilidad de terrenos agricolas.

2) Capacidad de filtracion, regulacién y transformacién para proteger el agua subterrinea de la
contaminacion. Esta funcién se explica por la capacidad del suelo como filtro regulador y capa
de proteccién. Los poros del suelo sirven como un filtro a través del cual pasan los
contaminantes y pueden adherirse e incluso degradarse en funcién del tipo de sus componentes
quimicos. Es aqui cuando la microfauna y microflora del suelo juegan un papel importante, ya

que son responsables de las reacciones de biotransformacién de sustancias téxicas. Cuando la
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capacidad del suelo es rebasada, las substancias contaminantes quimicas orginicas e

inorgédnicas, pasan al agua subterrdnea.

3) Es habitat biol6gico y reserva genética. En el suelo se encuentran una gran diversidad de
organismos de un gran mimero de taxa, que al interactuar unos con otros y con el ambiente,
crean su propia seleccién natural, de tal modo que las especies genéticamente mis fuertes

sobreviven y dejen progenie y, asi, se lleve a cabo el mecanismo de la evolucién.

4) El suelo es el sitio para el establecimiento de infraestructura de las actividades humanas,
como pueden ser casas habitacion, industrias, lugares recreativos y deportivos, escuelas, y

oficinas, entre otros.

5) Del suelo se obtienen todas las materias primas para la existencia del ser humano, y para su

desarrollo.

6) Herencia cultural, el suelo ha dado "refugio” a los tesoros paleontolégicos y arqueoldgicos
que han dado al ser humano mucho de su conocimiento. Dichos objetos han permitido al

hombre conocer su propia historia, asi como la historia de la vida misma.

Aparte de las seis funciones mencionadas anteriormente, no se debe olvidar que la vida misma
comenzé gracias al suelo, ya que fue en los pequefios cuerpos acudticos, formados gracias a las
arcillas (Lazcano, 1989) donde se dieron las condiciones Optimas para la formacién de las
primeras células, las cuales posteriormente evolucionaron para formar la biodiversidad como la

conocemos hoy en dia.

El subsuelo le proporciona proteccién y alimento a los seres vivos, muchos viven en
madrigueras construidas por ellos mismos, ademis de que algunos obtienen alimento como
tubérculos y raices. Hace unos cuantos afios el subsuelo protegia el agua subterrinea que
abastece al hombre, segiin Chévez (1993), tal proteccién al agua aiin existe; los contaminantes

son atenuados por el suelo y por las rocas subyacentes en la zona de aireacién, los cuales
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constituyen un filtro natural efectivo. En esta barrera tienen lugar diversos procesos que evitan,
reducen o retardan la contaminacion de los acuiferos. Estos procesos son: retencién y
eliminacién de microorganismos, precipitaciébn o adsorciéon de metales pesados, y
volatilizacién, biodegradacién de hidrocarburos, asi como de compuestos organicos sintéticos,

conocidos como xenobidticos.

El estudio del suelo ha atraido el interés de muchos cientificos, tal vez porque s¢ han dado
cuenta de que aunque tedricamente es un recurso renovable, la formacién de una capa de 1 cm
de espesor tarda miles de aiios, por lo que es muy importante comenzar a cuidar sus
caracteristicas naturales. Por ejemplo, en el drea que cubri6 el derrame de lava del Xitle en el
Pedregal de San Angel, D.F., la capa de suelo mis profunda posee 30 ¢m de profundidad con
un promedio de 4.5 + 0.27 cm, y se tiene registro de que el volcin hizo erupcion hace 2000

anos (Cano-Santana y Meave, 1996).

3. El suelo como habitat de la vida microbiana

El suelo es un sistema muy complejo, por la gran variabilidad de material bioldgico y
caracteristicas fisicas y quimicas que posee. Para comprender la heterogeneidad, la complejidad
y la estabilidad de los edafoecosistemas, es necesario conocer la interrelacién con sus

componentes fisicos, quimicos y biolégicos.

En los organismos que habitan el suelo se incluyen plantas, animales y microorganismos, estos
Gltimos son definidos como aquellos seres vivos que no pueden ser perceptibles al ojo humano

(Stainer et al 1970).

Los estudios sobre los organismos del! suelo pueden ser a diferentes niveles, por ejemplo
existen cientificos que se interesan mis en el ciclo de los nutrimentos en el suelo, es decir, los
ciclos biogeoquimicos. Los ecélogos estudian las interacciones de los diferentes £Tupos

funcionales del suelo. Los agromicrobiélogos, estudian las relaciones de los MiCroorganismos
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con la rizosfera y el papel de éstos en el ciclo de nutrimentos en el suelo y su relacién con las
plantas. Los biotecndlogos obtienen microorganismos del suelo que son productores de
compuestos quimicos iitiles al hombre, mismos que, por ingenieria genética incrementan los
niveles o la velocidad de produccién. Actualmente, ha surgido el interés por obtener del suelo

microorganismos degradadores 6 transformadores de contaminantes orgénicos.

El suelo tiene como parte de su constitucién a diversos grupos de organismos, los cuales
pueden ser microscopicos o macroscdpicos. Dentro del primer grupo se encuentran bacterias,
algas, virus, protozoarios y hongos; en el segundo grupo artrépodos, anélidos, moluscos y
nematodos. Las bacterias son los organismos mds pequefios en el suelo, siempre y cuando no se

considere a los virus como seres vivos.

Los organismos del suelo tienen una capacidad enorme para degradar materiales organicos. Las
bacterias y los hongos constituyen la flora mas importante de los suelos (Foth ez al. 1980), ya
que se encargan de reciclar la materia presente y abastecer asi de nutrimentos al resto de los

habitantes del suelo.

Las bacterias son los organismos més abundantes del suelo y exceden generalmente en nimero
y clase a todos los demds organismos. Sin embargo, se ha visto que en suelos 4dcidos el mayor
contenido de biomasa esta constituido por los hongos (Foth er al. 1980; Wood, 1989). Se dice
que un gramo de suelo superficial fértil puede contener entre 106 y 109 bacterias (Wood,
1989). Las bacterias no se distribuyen uniformemente en el suelo, pero pueden estar

frecuentemente asociadas con substratos orgénicos.

De acuerdo con la reaccion Gram, la cual depende de los componentes de la pared celular, las
bacterias se dividen en Gram positivos y Gram negativos. Sin embargo, las bacterias del suelo
se dividen de forma general en dos grupos basindose en sus necesidades energéticas: bacterias
heterdirofas, que obtienen carbono y energia de las substancias organicas complejas; y bacterias
autétrofas, cuya fuente de energia es la oxidacion de compuestos inorganicos, como el didxido

de carbono, nitrdgeno, acetato, azufre, hidrégeno y hierro, entre otros.
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La mayor parte de las bacterias del suelo requieren oxigeno del aire, por lo cual reciben el
nombre de aerobias. Algunas de estas pueden vivir en lugares donde el aire no llega, por lo
cual se les llama aerobias facultativas. Otras por ejemplo no pueden vivir en presencia de

oxigeno y son llamadas anaerobias.

La caracteristica mas importante de las bacterias como grupo es su versatilidad bioquimica
(Wood, 1989). Un organismo como Pseudomonas sp. es capaz de metabolizar una amplia
diversidad de compuestos quimicos, incluyendo plaguicidas, Nitrobacter sp. solamente es capaz
de obtener energia de la oxidacién de nitritos a nitratos. Thiobacillus ferroxidans obtiene
energia de la oxidacion de compuestos sulfurosos reducidos y de iones fierro, en un pH 6ptimo
de 2. Clostridium sp. es capaz de crecer en ausencia de oxigeno y puede obtener nitrégeno por
la reduccion del nitrégeno atmosférico. Rhizobium sp. forma nédulos de fijacién de nitrégeno

sobre las raices de las plantas leguminosas.

De 190 géneros de bacterias conocidas (Wood, 1989) el 57%, con sus respectivas especies,
pueden ser considerados como bacterias del suelo. Se cree que las transformaciones
bioquimicas mencionadas anteriormente constituyen menos del 10% de la poblacién bacteriana
total (Wood, 1989). Los bacilos formadores de esporas y los actinomicetos también son
comunes. Existen bacterias en las cuales se incluyen a los actinomicetos, que producen
filamentos o micelios similares a los hongos, pero estos son de menor diimetro. Los
actinomicetos como Streptomyces sp., tienen una gran importancia comercial, ya que son

productores de antibidticos y el suelo es la fuente de aislamiento.

Los suelos también pueden contener bacterias que son patégenas para el hombre, como es el
caso de Clostridium sp., el cual se encuentra tanto en el suelo como en heces fecales de
animales. Entre los organismos anaerobios, encontramos a especies como C. tetani y C.
perfriengens, las cuales causan tétanos y gangrena, respectivamente. La bacteria Bacillus
anthracis es comun en el suelo y es patdgena para los humanos, ya que causa la enfermedad del

antrax. Este tipo de bacilo puede persistir en el suelo durante muchos afios, se conoce que en
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los afios cuarenta esta bacteria fue erradicada de un suelo por medio de tratamiento con
formaldehido (Wood, 1989).

Las clases y abundancia de las bacterias dependen de los nutrimentos asimilables presentes, asi

como de las condiciones ambientales del suelo (Foth et al. 1980).

Los hongos, que son los organismos més importantes del suelo junto con las bacterias, con una
estructura filamentosa son menos versitiles que las bacterias, es decir, su capacidad de
degradacién de compuestos quimicos organicos, no es tan amplia como en el caso de las
bacterias. Sus limitaciones pueden deberse a que todos son aerobios y que toman como fuente
de energia compuestos orginicos molecularmente muy grandes. Sin embargo, estos son mis

variables en su morfologia.

Es dificil determinar exactamente Ia cantidad de células de hongos por gramo de suelo, debido
a que sus micelios se fragmentan con mucha facilidad y ademads existen grupos como el de los
Ascomycetes y Basidiomycetes, que son muy dificiles de crecer en medios de cuitivo
convencionzles (Wood, 1989). Aproximadamente 690 especies de hongos, de 170 géneros, han
sido aisladas del suelo. Los hongos producen un mimero variable de estructuras especializadas,
las cuales van desde rizoides como es el caso de Rhizopus sp., pero en su mayoria producen
esporas, las cuales les permiten colonizar una gran variedad de habitats y aumentar su
sobrevivencia; clamidosporas que son estructuras de resistencia; vesiculas, que almacenan
nutrimentos y esclerocios, los cuales son estructuras de reproduccién vegetativa. Ademds,
producen una gran variedad de cuerpos fructiferos que se forman en una gran variedad de
tamaiios y grado de complejidad. Muchos de estos cuerpos fructiferos crecen en la superficie
del suelo como los es el caso de Basidiomycetes y Ascomycetes. Los hongos, sin embargo, son
Organismos muy suceptibles a la presencia de contaminantes. Dado el enfoque del presente

trabajo se resaltara la importancia y las caracteristicas de las bacterias en suelo,

Como ya se mencioné anteriormente, el grupo de organismos bioquimicamente mas versatil, es

€l de las bacterias. Muchas de las estrategias que éstas han adoptado para obtener sus
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nutrimentos tienen una influencia importante y consecuencias para el ciclo de nutrimentos en

suelo. La Figura 2.1 muestra los nutrimentos mas requeridos por las bacterias del suelo.

ENERGIA CARBONO OX{GENO NITROGENO

Az

AGUA »

MICROORGANISMOS ¢ FOSFORO

1

ELEMENTOS TRAZA FACTORES DE AZUFRE
CRECIMIENTO

Figura. 2.1. Nutrimentos requeridos por los microorganismos del suelo (Wood, 1989).

Las bacterias emplean tres vias para obtener energia, estas son: fermentacion, respiracién y

fotosintesis.

Fermentacion (fosforilacion a nivel substrato). En esta ruta metabdlica, los compuestos
orginicos sirven como donadores de electrones (agente reductor) y aceptores de electrones
(agente oxidante). Se le ilama también fermentacion anaerobia, ya que muchos organismos
obtienen energia quimica de combustibles orginicos en ausencia de oxigeno molecular. Los
combustibles mis usados para la fermentacion anaerobia son los azlicares, principalmente la D-
glucosa, no obstante, algunas bacterias pueden obtener su energia a partir de la fermentacion de
moléculas combustibles como los 4cidos grasos, los aminoécidos, las purinas o las pirimidinas,
u otras segun las especies. Este proceso en términos energéticos es ineficiente, ya que s6lo se
producen 2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa (Leningher, 1983). Esta ruta

metabdlica la realizan bacterias heterdtrofas anaerobias.
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Respiracién (fosforilacion oxidativa). Es la via mds compleja y eficiente de generacién de
ATP, en la cual los compuestos orginicos o inorgdnicos sirven como donadores de electrones
(compuestos oxidados) y los compuestos inorganicos sirven como el aceptor final de electrones
(compuestos reducidos). Los organismos aerobios obtienen la mayor parte de su energia de la
respiracion, que se define como la oxidacién de los combustibles orginicos por el oxigeno
molecular, el cual actda como el aceptor final de electrones en la respiracién. Sin embargo, se
sabe que muchos de los organismos son capaces de catalizar la oxidacién de NH,* o NO, lo que

constituye la base de la nitrificacion (Alexander, 1994 a).

En condiciones anaerobias, substancias como el NO,, SO,> y CO,, pueden reemplazar al
oxigeno, y entonces se le llama respiracién anaerobia, la cual constituye la base bioguimica de
importantes procesos que ocurren én el suelo como la desnitrificacién, la sulfatorreduccién y la

metanogénesis, respectivamente (Wood, 1989).

El rendimiento de la respiracién aerobia es de 38 moléculas de ATP por cada molécula de
glucosa. Esta ruta la realizan bacterias heterdtrofas y quimioautétrofas. La mayoria de las
bacterias son heterétrofas, lo cual es de gran importancia para la biorremedacién de suelos, por
su capacidad para utilizar una gran variedad de compuestos organicos. Las quimioautétrofas
utilizan energia obtenida de la transformacién de materiales inorganicos y su fuente de carbono
es el CO,. Algunas especies estin limitadas a oxidaciones inorginicas y son consideradas como
quimioautitrofas obligadas o estrictas, mientras que los facultativos pueden obtener energia de

la oxidacidn tanto de materiales inorginicos como de carbono organico.

Las bacterias quimioautdtrofas pueden dividirse de la siguiente forma de acuerdo al elemento

cuya oxidacion las provee de energia:
I. Compuestos de nitrégeno oxidado

A. Amonio oxidado a nitrito: Nitrosomonas

B. Nitrito oxidado a nitrato: Nitrobacter

10

MNorma Pérez Hernandez



1. Compuestos inorganicos de azufre convertido a sulfato: Thiobacillus thiooxidans.
HI. Hierro ferroso convertido al estado férrico: Thiobacillus ferrooxidans

IV. Hidrégeno oxidado: varios géneros

La mayoria de los quimioautétrofos son aerobios estrictos, mientras que los que proliferan en
ausencia de O, requieren de la presencia de una sustancia rica en oxigeno, nitratos o sulfatos

como donadores de electrones y CO, para los oxidantes de hidrégeno productores de metano.

Fotosintesis (fotofosforilacién). Los microorganismos que obtienen energia por este medio
reciben el nombre de fotoautétrofos, esto para distinguirlos de los que la obtienen de fuentes
quimicas, es decir, por respiracidn y fermentacidn, los cuales reciben el nombre de
quimioautétrofos. En el primer caso la energia luminosa, la cual es su fuente de energia, es
absorbida por un pigmento fotosintético, el mds comiin es la clorofila, y el transportador de
electrones es el agua. Esta ruta metabdlica es usada por algunos géneros de bacterias.
Nutricionalmente, estos son los organismos més primitivos, ya que tienen todos los atributos de
la vida y sin embargo, satisfacen todas sus necesidades de un ambiente completamente

inorginico.

Los fotoautétrofos obtienen energia de la luz y su fuente de carbono es el diéxido de carbono; y
los fotoheterétrofos, por ejemplo las bacterias verdes como Chlorobium sp., usan luz y carbono
organico. Los quimioautétrofos (llamados también quimiolitétrofos) obtienen energia a partir
de reacciones quimicas y el carbono a partir del diéxido de carbono, un ejemplo de esto es la
bacteria Nitrosomonas europea, la cual obtiene su energia de la oxidacién de NH,* a NO,, y
Nitrobacter sp. de la oxidacién de NO, a NOj;’; dichas reacciones constituyen la nitrificacién,

el cual es un proceso sumamente importante en el ciclo del nitrégeno en suelos.
Los cicios biogeoquimicos son fundamentales en el suelo, ya que gracias a estos se dan todos

los procesos de obtencion de energia y nutrimentos para los seres vivos. Se mencionard

brevemente tales ciclos, como el ciclo del nitrégeno, del fésforo, del azufre y del carbono.

9
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Ciclo del nitrégeno. E! ciclo del nitrégeno es un proceso muy importante llevado a cabo por
las bacterias del suelo, ya que por medio de éste las bacterias ayudan a biodegradar compuestos

nitrogenados y, a su vez, generan otros que pueden ser asimilados por las plantas.

El ciclo del nitrégeno se puede dividir en tres procesos generales: la fijacién de nitrégeno

atmosférico, nitrificacién y desnitrificacién.

Fijacion de nitrégeno. Este proceso es usado por algunas bacterias para obtener nitrégeno

asimilable, y puede ser representado por la siguiente ecuacion :
N2+6H+ + &‘% 2NH3

El nitr6geno atmosférico, representa el 79% de la composicién total de la atmésfera, pero solo
algunos organismos procariontes tienen la capacidad de fijar el N, atmosférico y reducirlo a
NH,. Las bacterias fijadoras de nitrégeno crecen en ambientes aerobios y, para protejer a la
nitrogenasa, enzima que le permite fijar el nitrégeno, del oxigeno, poseen mecanismos que les

permiten mantener bajas concentraciones de oxigeno intracelular.

Mitrificacién. La mineralizacion del nitrégeno orgénico ocurre cuando se forma el amonio, a
partir de compuestos organicos de nitrégeno. El NH, es el estado mas reducido del nitrégeno
inorganico, el cual sirve como punto de partida en el proceso conocido como nitrificacion, es
decir, la formacién bioldgica de nitrito y nitrato a partir de compuestos que contienen nitrogeno
reducido. La importancia de los organismos nitrificantes se basa en su gran capacidad para

formar nitrato, que es la forma de nitrégeno asimilable para las plantas superiores.

La nitrificacion involucra dos reacciones, las cuales son utilizadas por muy pocos géneros de
bacterias quimioauttrofas. Las ecuaciones para representar esta etapa son las siguientes
(Alexander, 1994 a):
NH,” + 1% 0, —> NO, + 2H* + H, 0
NO, + HHO ——> NO, + 2H

12
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Existen evidencias de que algunos organismos heterétrofos, como los hongos también oxidan
amonio y compuestos de nitrgeno orgdnico para producir NO, y NO,, pero las bases

bioquimicas de este mecanismo aiin no se conocen bien.

Desnitrificacion. Este proceso engloba una serie de reacciones, que van a ser utilizadas por un
amplio mimero de bacterias anaerobias facultativas en ausencia de oxigeno. Estas bacterias
utilizan formas oxidadas de nitrégeno como una alternativa de aceptores de electrones. Es decir
reducen oxidos de nitrégeno a nitrgeno gaseoso. La ecuacién se puede representar de la
siguiente forma:

NO; = NO, -> (NO) = N,0-> N,

La enzima responsable de llevar a cabo estas reacciones es la nitrato reductasa, la cual puede
ser inhibida en concentraciones altas de oxigeno. En suelos con pH écido, la nitrificacion puede
detenerse a nivel formacién de oxido nitroso. El ciclo del nitrégeno se puede observar en la

Figura 2.2.

HUMUS
0@ CELULAS MICROBIANAS
c,\‘&\ ©c°
<
&

FIJACION

SIMBIOTIC A
N2 ™ * 0
?“ ‘\'f
z /
=
Z NITRIFICACIO/
s
I3}
%

e~ ———
NITRATO NITRITO
INMOBILIZACION

N~ v

REDUCCION DE NITRATO

Figura 2.2. El ciclo del nitrdgeno (Alexander, 1994),
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Ciclo del Fosforo. Este elemento es el segundo de los nutrimentos requeridos por las plantas y
los microorganismos. La existencia del ién fosfato en el suelo resulta de la disolucién de los
fosfatos nativos, de los fertilizantes aplicados y de la mineralizacién microbiana de los residuos

animales y vegetales que se incorporan al mismo (Figura 2.3.).

A diferencia del nitrégeno, no existen compuestos inorginicos de fésforo voldtiles o que
puedan lixiviarse. Esta estabilidad resulta de su baja solubilidad. La retencién de este elemento,
tanto por precipitacion con Fe**, Ca** y AI*** como por la adsorcién en las arcillas, muy alta
en algunos suelos, es causa de una reduccién muy significativa de la cantidad de fésforo

disponible para las plantas.

La mineralizaci6n del fosforo se lleva a cabo a partir de compuestos orgénicos polimerizados
(proteinas, 4cidos nucléicos) teniendo como resultado la liberacién de 4cido fosférico. En este

proceso intervienen varias bacterias, ademds de levaduras y hongos (Palacios y Gama, 1994).

La inmovilizacién de este elemento es equivalente a la absorcién de los fosfatos solubles, tanto

por las plantas como por los microorganismos, para cumplir su funcién en la sintesis celular.

Algunos microorganismos de la rizosfera tienen la capacidad de solubilizar los fosfatos de
calcio nativos en cantidades superiores a sus propias demandas nutricionales. Entre las especies
de bacterias solubilizadoras se encuentran Pseudomonas, Mycobacterium, Bacillus y

Flavobacterium (Palacios y Gama, 1994).

Ciclo del azufre. El azufre es otro de los nutrimentos esenciales para los seres vivos.
Ocasionalmente, este elemento puede encontrarse en el suelo en cantidades insuficientes o en
formas no aprovechables, por lo que muchas veces se aplica a los suelos de cultivo fertilizantes

con azufre.
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Figura 2.3. Ciclo del fésforo (Palacios y Gama, 1994).

El azufre, tanto en su forma orginica como inorgénica, es metabolizable por la microflora del
suelo. Durante su ciclo se distinguen los siguientes procesos: mineralizacion, descomposicién o
transformacion de compuestos orgdnicos de azufre a compuestos inorganicos, asimilacién o
inmovilizacién de compuestos simples de azufre por la micro y macroflora, oxidacién de
compuestos y iones inorgdnicos (sulfuros, tiosulfatos y azufre elemental), y reduccién de

sulfatos y otros iones a sulfuros.

Durante la asimilacién, el azufre es tomado por la raiz de las plantas como ion sulfato, aunque,
eventualmente, pueden asimilario directamente de algunos aminoicidos azufrados sin previa
degradacién. Una vez en los tejidos, los sulfatos se reducen a la forma de sulfhidrilos (-SH),

éstos son indispensables para la sintesis de los amino4cidos azufrados (Figura 2.4.).

Las bacterias son el grupo mds importante que participa en !a mineralizacién del azufre. Entre

las mds importantes estin: Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes feacalis y Escherichia coli.
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Los procesos microbianos de oxidacién y reduccién de azufre son eslabones fundamentales en
el reciclaje de este nutrimento. El dominio de uno u otro proceso dependeri de las condiciones

del medio que afecten a la microflora.

La oxidacién de azufre por bacterias del género Thiobacillus thiooxidans y T. denitrificans
provoca la solubilizacién de minerales del suelo. El icido sulfirico, formado durante este

proceso causa movilizacién de nutrimentos en el suelo.

P
g
microorganismos | 2.1  atmosféricos
fotosintéticos =
S0,-
Oxidacién Lixiviacién y
precipitacién
Reduccion de sulfatos

Figura 2.4. Ciclo del azufre (Palacios y Gama, 1994),

Ciclo del carbono. El ciclo del carbono da las bases sobre como los microorganismos
heterétrofos se van a encargar de destruir los contaminantes organicos y fos aprovechan como
su fuente de carbono y energia (Figura2.5).

El carbono constituye la estructura bésica de los sistemas bicl6gicos. A las temperaturas de Ia
Tierra, el carbono es el elemento con mayor variedad de compuestos. Es probable que existan,

aproximadamente, medio millén de compuestos de carbono conocidos. Sin embargo, de los 3 x
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10" g de carbono/cm? de la corteza terrestre, solamente una porci6n relativamente pequeiia se

encuentra disponible para los sistemas biolégicos (Palacios y Gama, 1994).

Bacterias Bacterias
metandgenas metanooxidantes
Actividad
volcanica \
Hidrosféra -
| 2 +— 7
Precipitacién ‘.1;5-"? o
directa o
«° &

Fotosintesis fermentacién o

{ respiracion

Actividad Actividad industrial,
animal combustibles
Residuos
organicos

Petrdleo, hulla

Figura 2.5. Ciclo del carbono (Palacios y Gama, 1994).

En los tejidos vegetales y las células microbianas el carbono, como elemento constitutivo,

reperesenta del 40 al 50% de su peso total,

Los organismos fotosintéticos utilizan el CO,, como tnica fuente de carbono, para la sintesis de
la materia carbonicea o materia organica preformada, con lo que se abastece al mundo animal y
a los microorganismos organotroficos; proceso que corresponde a la asimilacion 0
inmovilizacién del carbono. Estos mismos organismos, al utilizar los compuestos organicos
para la respiracién o como substrato para la fermentacién, devuelven el carbono a la atmésfera
como CO, (fase de oxidacién o mineralizacion). En la ausencia de oxigeno, las bacterias

quimiolitotréficas metanogénicas Yy metanooxidantes, al generar y oxidar el metano,
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respectivamente, participan en las fases de inmovilizacién y mineralizacién. Por tanto, en la

secuencia ciclica del carbono es fundamental en el metabolismo microbiano.

En el suelo los restos orgdnicos de plantas y animales son transformados por la microflora
organotréfica, bajo determinadas condiciones ambientales, en compuestos organicos
heterogéneos, muy estables, conocidos como humus o fraccién orginica del suelo. Cuando la
oxidacion de esta fraccion orgdnica supera a la sintesis de la misma, ocurre la degradacién

biolGgica del suelo y, consecuentemente la pérdida de su capacidad productiva.

4 Biodegradacién de compuestos orgdnicos contaminantes

Para su crecimiento, los organismos toman de su ambiente todas las sustancias que requieren
para la sintesis de sus materiales celulares, asi como para la obtencién de energia. En la
naturaleza las bacterias y los hongos son los responsables de oxidar la materia orgdnica. Estos
organismos descomponen los cuerpos de plantas y animales muertos, asi como varios productos
organicos excretados por los animales, ya sea por el proceso de fotosintesis y/o respiracion. La

transformacion del carbono y el oxigeno son una obligacion para ambos grupos microbianos.

Los constituyentes orgdnicos de las plantas son altamente resistentes al ataque de los microbios,
por esta razén es que son mas acumulables en la naturaleza, ain cuando otros compuestos
orgdnicos ya han sido mineralizados. La degradacién del humus acumulado en suelo es
altamente variable y depende de muchos factores quimicos y fisicos, tales como temperatura,

humedad, pH y disponibilidad de oxigeno.

Los microorganismos son extraordinariamente diversos con respecto a la clase y nimero de
compuestos organicos que pueden usar como principal fuente de carbono y energia. La gran
diversidad de fuentes de carbono organico se puede ver porque, naturalmente no existe un
compuesto organico que no pueda ser usado como una fuente de carbono y energia por los
microorganismos (Stainer, 1970). Esta extraordinaria variacién, con respecto a sus

requerimientos de carbono es uno de los ms fascinantes aspectos de la fisiologia microbiana.
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Algunos organismos obtienen su fuente de energia de la oxidacién de compuestos inorganicos,
tipicamente oxidan el CO, como fuente principal de carbono celular. La conversién de CO,
para formar constituyentes orgdnicos celulares es un proceso reductivo, que requiere una

entrada de energia la cual obtienen principalmente de 1a luz.

La mayoria de los organismos obtienen carbono principalmente de nutrimentos organicos, para
cubrir sus necesidades energéticas. Mucho de! carbono presente en los substratos organicos
entran a la ruta metabdlica de obtencion de energia. Los substratos organicos tienen un papel
nutricional dual: estos sirven al mismo tiempo como una fuente de carbono ¥y como una fuente
de energia . Muchos microorganismos pueden usar un solo compuesto orgdnico para cubrir
completamente sus necesidades nutricionales. Otros, sin embargo no pueden crecer con una
sola clase de compuestos orgdnicos y necesitan un nimero variable de otros compuestos

adicionales como nutrimentos.

Existen muchos organismos sumamente versitiles para degradar diferentes compuestos
organicos y asi obtener carbono. Por ejemplo el género de bacterias Pseudomonas puede usar,
por lo menos, 90 diferentes compuestos orginicos como fuente de carbono y energia (Stainer,
1970).

El CO, es normalmente producido en grandes cantidades por los organismos que usan

compuestos organicos.

La mayoria de las bacterias pueden descomponer proteinas y sus productos de degradacién, y
liberar amoniaco, uno de los componentes, éste se desprende antes de consumirse el residuo
organico 4cido, en particular como elemento energético. Como ya se mencioné en el anterior
inciso, la produccién de NH,* es una fase esencial en el proceso de formacién de nitratos en el

suelo.

La descomposicién de especies nitrogenadas y su aprovechamiento como fuentes de energia

ocurren solo cuando no hay carbohidratos de ficil consumo. En presencia de un carbohidrato
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que fermente con rapidez, las bacterias toman su energia del mismo y utilizan los compuestos
nitrogenados sélo para fines plisticos, con lo que disminuye notablemente la produccién de
amoniaco y nitratos. Por lo tanto sélo se llega al rendimiento maximo de amoniaco cuando no

se dispone de un carbohidrato de asimilacion rapida (Salle, 1965).

El nitr6geno y el azufre existen en los compuestos organicos de las células, principalmente en
formas reducidas, como grupos amino y sulfidril, respectivamente. Los requerimientos de estos
dos compuestos pueden ser obtenidos frecuentemente a través de los nutrimentos organicos, los
cuales los contienen en combinacién reducida (aminodcidos, o algun complejo proteinico como
las peptonas). Tales compuestos pueden también provenir seguramente de fuentes de energia y
carbono organico, satisfaciendo simuitineamente los requerimientos celulares de carbono,

nitrégeno, azufre y energia.

Algunos estudios han demostrado, que naturalmente existen microorganismos o consorcios de
microorganismos, que pueden degradar contaminantes especificos o diferentes clases de éstos.
Estos estudios también revelan patrones de degradacién, esenciales en la via de desintoxicacién

y mineralizacién (Jespersen et al. 1993).

La biodegradacién de contaminantes, al igual que todos los compuestos orginicos, requiere de
una fuente de carbono, un aceptor de electrones y micronutrimentos. El contaminante puede ser
la fuente de carbono o el substrato primario para los microorganismos. Algunas veces puede
ser requerido algin cosubstrato para "disparar” la produccién de enzimas necesarias para
degradar el substrato primario, otros contarninantes pueden ser cometabolizados directamente al

mismo tiempo que el substrato primario.

Los microorganismos requieren diferentes aceptores de electrones. El oxigeno es el aceptor
usado por las bacterias aerobias, mientras que las bacterias anaerobias pueden usar nitratos,
sulfatos o CO,. En todos los el fésforo y nitrégeno son requeridos como nutrimentos para el

desarrollo y crecimiento.
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El pH neutro, entre 6.5 y 7.5, es requerido tipicamente para un crecimiento optimo de
bacterias. La temperatura afecta la cinética de las reacciones bioquimicas y el crecimiento de
los microorganismos encargados de la degradacién. En los procesos aerobios la degradacién de
los contaminantes organicos ocurre, preferentemente, en un intervalo de temperatura entre 15 y

40° C.

Los microorganismos tienen la capacidad natural de destruir compuestos organicos de su medio
para obtener de ellos energia y carbono. En los ultimos afios, esta capacidad, ha sido
aprovechada por el hombre para tratar de eliminar del ambiente contaminantes organicos que se
han vertido en éste y que han producido un especial impacto en suelo y acuiferos, como los
quimicos orginicos halogenados, los cuales incluyen los solventes sintéticos clorados e
hidrocarburos aromiticos de productos del petréleo, (Feenestra y Cherry, 1988). Algunos de
ellos tienen un alto potencial de volatilizacién y reciben el nombre de compuestos organicos

volatiles (COV5s).

En los Estados Unidos los contaminantes organicos identificados mds frecuentemente en el agua
subterranea son: tetracloruro de carbono, clorobenceno, 1,2- dicloroetano, 1,2-dicloroetileno,
tetracloroetileno también conocido como percloroetileno, 1,1,1- tricloroetano, tricloroetileno,
benceno, tolueno y xilenos (Mazari 1992). En México los contaminantes mds comunes son los

hidrocarburos.

Los rios tienen un papel importante en la contaminacién de los acuiferos en Europa, ya que una
fraccién considerable de las aguas subterrdneas es recargada a través de la infiltracién de los
rios (Schwerzenbach et al., 1983). Estos estudios incluyen investigaciones acerca de la
infiltracién de los microcontaminantes desde el agua del rio hacia el subsuelo. Dichos trabajos
son importantes porque representan un escenario similar al de los canales de aguas residuales
en la Ciudad de México, por las caracteristicas de la calidad de agua y la geologia de cada uno
de estos sitios (Mazari, 1992). Estos estudios han demostrado que los COVs se mueven

ripidamente en el susuelo. Sin embargo, si un rio es recargado permanentemente con tales
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quimicos, a la larga los acuiferos pueden ser contaminados, solo algunos de estos compuestos

son retenidos en el suelo o transformados durante 1a infiltracidn.

Muchos contaminantes orginicos son completamente resistentes a las transformaciones
quimicas y biologicas, a las que se ven sometidos en las condiciones tipicas del suelo y la
eliminacién no es probable que ocurra. Sin embargo, para otros las reacciones quimicas como
hidrélisis o dehidrohalogenacién y/o las transformaciones biolégicas pueden ser importantes.
De hecho, los procesos biolégicos son los responsables de la mayor eliminacién de algunos
compuestos  voldtiles, predominantemente en los primeros metros de infiltracién

(Schawarzenbach et al., 1983).

El tratamiento bioldgico del suelo ha sido un método muy utilizado en los dltimos afios para
descontaminar éste de residuos del petréleo. Este es considerado como un buen método de
tratamiento para diesel, gasolina y algunos constituyentes del petréleo crudo y aceite (Jespersen
et al. 1993). Los derivados del petréleo tienen hidrocarburos aromaticos, tales como: benceno,
etilbenceno, xileno y tolueno, donde el benceno es t6xico y son comunmente conocidos como
BTEX.

Muchos microorganismos del suelo son capaces de destruir hidrocarburos aromaticos y sus
derivados. Las bacterias relacionadas con la descomposicién aerobia estin ampliamente
distribuidas en casi todos los suelos y contienen microorganismos que crecen en una gran
variedad de estos compuestos. Todos los hidrocarburos aromaticos que se encuentran
naturalmente y muchos que son sintetizados pueden ser metabolizados. La concentracién de
bacterias que pueden mostrar degradacion de benceno, tolueno, vainillina y fenantreno, segin

su localizacion, fluctia entre 10° y 10° por gramo de suelo.
Las fases iniciales de las vias metabélicas son muy variadas, dependiendo del tipo de

contaminante metabolizado. Sin embargo, las reacciones se orientan en una direccién tal que

s6lo se producen unos pocos intermediarios comunes, los cuales son entonces metabolizados
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por unos cuantos procesos semejantes. Los mds comunes de estos intermediarios son: el

catecol, 4cido protocatéquico y, en menor grado, el 4cido gentisinico.

La primera fase del metabolismo del tolueno es, frecuentemente, la modificacion o eliminacién
de substituyentes en el anillo de benceno y la introduccién de grupos hidroxilo. Pero antes de
esto, los grupos metilo son convertidos a grupos carboxilo antes de la ruptura del anillo; ésta
reaccion se realiza gradualmente. Sin embargo, algunas veces el metilo no es eliminado antes
de que el anillo sea abierto. Entonces con frecuencia pero no siempre, el carboxilo es eliminado
antes de la ruptura del anillo y después, el metoxilo es reemplazado por un hidroxilo y da lugar
a formaldehido. Las cadenas alifticas largas son acortadas para producir un residuo con uno o

dos atomos de carbono menos. Esto ocurre gradualmente por P-oxidacion.

La abertura del anillo casi siempre requiere de la adicién de oxigeno que proviene del O,. Esta
necesidad por O, determina que los organismos involucrados sean aerobios. Los tres
intermediarios centrales son degradados por cinco vias metablicas esencialmente semejantes,
Los cinco productos de estas vias (icidos succinico, fumidrico, pinivico y acético, asi como

acetaldehido) son ficilmente utilizables por la célula.

El tolueno se ha encontrado en aguas residuales de origen industrial que corren en canales a
cielo abierto (Mazari, 1992). El potencial para biodegradar tolueno se ha visto principalmente
en el grupo de las Pseudomonas. Estas pueden metabolizar el tolueno por medio del plismido
TOL, el cual codifica las enzimas para la degradacion de este compuesto (Burlage er al. 1989).
Como ya se mencioné anteriormente, la degradacién del tolueno lleva a un producto
intermediario que es el catecol (Figura 2.6.). Posteriormente, este puede ser metabolizado por
medio de dos vias (Figura 2.7.), para asi obtener icidos orgdnicos que posteriormente van a

entrar al metabolismo para obtener energia (Figura 2.8.).

Para que ocurra la degradacién de contaminantes orginicos es necesario un periodo de

aclimatacion, en el cual no necesariamente se observa la destruccion del contaminante.
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El periodo de aclimatacion varia considerablemente, este puede ser lento o ripido, desde una
hora a varios meses. La duracién depende de la variedad de compuestos quimicos, asi como su

estructura quimica, de la concentracién del compuesto y ias condiciones microambientales.

El término de la fase de aclimatacién se considera como el inicio del periodo de una
biodegradacion detectable (Alexander 1994). Después de la fase de aclimatacién, la tasa de
metabolismo para degradar ¢l quimico puede ser lenta o réipida, sin embargo, cuando una
segunda adicién del quimico es realizada durante el periodo de aclimatacién, la degradacién de
este incrementa notablemente. Una marcada reduccién en el periodo de aclimatacién ha sido
notada en suelos preparados anteriormente con el contaminante de interés (Alexander 1994). Se
asume generalmente que la biodegradacién es detectada inmediatamente siguiendo la segunda
adicion del quimico porque los organismos responsables de la transformacién, crecen a
expensas del contaminante orgidnico afadido en la primera ocasién. Con las subsecuentes
adiciones se conseguird un incremento de los organismos degradadores, siguiendo un

tratamiento repetido con el contaminante. Esta es la base de las técnicas de enriquecimiento.

Una vez que la comunidad de microorganismos ha sido aclimatada para un substrato en
particular y la actividad se ha notado, la comunidad puede conservar este estado de actividad
por algin tiempo y esta actividad puede reducirse por dos posibles razones, la reduccién en
nimero o biomasa de los microorganismos responsables, o bien la reduccién en la actividad

metabdlica en ausencia del contaminante especifico.

La aclimatacion de una comunidad microbiana para un substrato, frecuentemente resulta
también, en la aclimatacién simultanea para moléculas estructuralmente relacionadas, sin
embargo, las especies favorecidas con la primera adicién pueden destruir rdpidamente los
anilogos. Se ha observado, por ejemplo, que ocurre una aclimatacién simultinea de analogos
en la transformacién de distintos hidrocarburos aromdticos policiclicos; esto siguiendo la

aclimataci6n de otros piliciclicos o benceno (Baver y Capone 1988).
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El proceso de aclimatacién es afectado por diversos factores ambientales. La temperatura, el
pH y la presencia de oxigeno son factores importantes que afectan la duracién de la etapa de
aclimatacién. La concentracién de nitrégeno y/o fésforo puede ser importante en algunos
ambientes naturales, ya que en algunos suelos y cuerpos de agua, estas concentraciones son

bajas y pueden limitar el crecimiento microbiano (Lewis ef al. 1986).

La concentracion del contaminante también es importante y esto va a afectar también el tiempo
de aclimatacion. Si esta concentracién es alta puede ser inhibitoria y si es baja puede no ser

suficiente para soportar el desarrollo microbiano.

En ambientes naturales, la duracién del periodo de aclimatacién no es fija y puede variar de
sitio a sitio, ya que algunas comunidades microbianas pueden aclimatarse para un determinado
compuesto y otras no. Muchos efectores intervienen para que se de el proceso de aclimatacién
de comunidades microbianas para la biodegradacién de compuestos organicos en ambientes
naturales, como suelo y agua. Algunas causas han surgido de estudios recientes, realizados
comparando poblaciones microbianas en su ecosistema natural y en cultivos puros. En estos
estudios se ha observado que solo actiian unos pocos organismos de todos los géneros y
especies que habitan en el ecosisterna. Sin embargo, las causas de la aclimatacién son siempre
las mismas: proliferacién de pequeiias poblaciones, presencia de toxicos en el ambiente,

predacién por protozoarios, aparicién de nuevos genotipos y diauxia.

Proliferacién de pequeiias poblaciones. Los suelos, las aguas naturales, el aire y las aguas
residuales contienen, tipicamente, pequefias poblaciones de microorganismos actuando sobre
muchos compuestos orgdnicos sintéticos, los cuales los proveen de fuentes de energia para su
crecimiento. La poblacién es pequefia porque los recursos son limitados, entonces, la
degradacién de los microorganismos no es detectable pero, si se le brindan las condiciones
requeridas para metabolizar mis ripido el contaminante, estas comienzan a dividirse y la
desaparicién del contaminante comienza. Por ejemplo, en ambientes en los cuales la
concentracion de fésforo y nitrégeno u otros posibles nutrimentos inorgdnicos son bajos, la fase

de aclimatacién es larga y la adicién de estos nutrimentos puede cortarla. En este caso, el
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tiempo es lo mds importante para que se tengan células suficientes para la degradacién del
contaminante. La aclimatacién puede ser larga en altas concentraciones del substrato, igual que
cuando se pone una concentracién baja. Otra razén de la larga aclimatacién es el nivel de

toxocidad del compuesto.

Presencia de Toxicos. Existen dos circunstancias comunes en las cuales la presencia de
inhibidores pueden afectar el tiempo de aclimatacién para el éxito de unma rapida
biodegradacion. En la primera, el compuesto puede estar presente en niveles muy altos lo cual
provoca que existan pocos organismos biodegradadadores capaces de crecer y metabolizar,
pero en este caso la biodegradadcién no serd detectable salvo si las especies son capaces de
aumentar su biomasa y hacer que estd degradacion sea detectable. Esto puede estar sucediendo
en las descargas de aguas residuales y derrames accidentales, en donde existen altas
concentraciones de quimicos. En el segundo caso, muchos sitios contaminados con compuestos
toxicos tienen mezclas de compuestos los cuales pueden ser inhibidores para los
microorganismos. Cuando los toxicos desaparecen por biodegradacion, destruccién no
enzimitica, sorcién o volatilizacién, el periodo de no destruccién del contaminante es
substituido ahora por una pérdida marcada del contaminante. Los téxicos pueden actuar de dos
formas: causar la inhibicion de los microorganismos y el tiempo de una biodegradacién no
detectable se prolonga; los toxicos pueden ser eliminados y, entonces, los microorganismos son
capaces de proliferar haciendo el periodo de aclimatacién mas corto y, con el tiempo, se

multiplicarian los microorganismos de las especies degradadoras.

Predacién por protozoarios. En muchos ecosistemas naturales, principalmente acuiticos,
existe un alto nimero de poblaciones de protozoarios. Estos se alimentan y muitiplican gracias
a las bacterias presentes. Debido a la predacién se reduce la abundancia de estas, especialmente
si las densidades de los protozoarios son altas, es como cuando disminuye la poblacién
bacteriana porque el suministro de nutrimentos organicos utilizables son reducidos. Los
protozoarios pueden provocar que la fase de aclimatacion sea larga, ya que al comerse a las

bacterias, pueden provocar que la biomasa de estas no sea suficiente para que la degradacién
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sea detectable. Asi que existe una correlacion entre el consumo de bacterias por protozoarios y

el tiempo de aclimatacion (Wiggins y Alexander, 1988).

Aparicion de nuevos genotipos. Las bacterias y los hongos pueden presentar cambios
genéticos como resultado de mutaciones que aparecen en la poblacién o la transferencia de
informacion genética de una especie a otra. Tales eventos ocurren con una frecuencia baja, por
lo que, sélo unas pocas células en la poblacién representan un nuevo genotipo que posee
caracteristicas fisioldgicas que le dan una ventaja selectiva la cual, que con el tiempo, se
multiplicard. El hecho de poseer las enzimas para degradar nuevos substratos y utilizar estos
como fuente de carbono y energia, dan una ventaja selectiva a los microorganismos
sintetizadores de estas enzimas sobre los miembros de las comunidades biolégicas que no son
capaces de crecer a expensas de un substrato especifico. Entonces, la aclimatacién podria
reflejar el tiempo requerido por los organismos para la transferencia de genes y alcanzar una
alta densidad poblacional. Sin embargo, la adquisicién de ciertas caracteristicas no siempre
obedece al “apareamiento” de nuevos genotipos, también puede ser consecuencia de la
activacion de genes propios del genoma. Mds bien la transferencia de nuevos genes producto de
una mutacién conduciria a un mecanismo biolégico 1lamado evolucion. Esto levaria mis
tiempo que el que tomarfa accionar mecanismos genéticos que ya traen consigo los

microorganismos.

Diauxia. El crecimiento bifisico y Iz utilizacién secuencial de dos substratos es conocido como
diauxia. La fuente de carbono que permite un répido crecimiento usualmente es metabolizado
primero. La diauxia se caracteriza por la represion de ia sintesis de las enzimas ocupadas
durante el metabolismo de la primera fuente de carbono, esto seria el primer paso para la
degradacién de la segunda fuente de carbono. La utilizacién de un compuesto organico en
preferencia a un segundo ha sido una explicacién para la aclimatacion, ya que aqui el
contaminante es el segundo substrato, y la pérdida de este no se detecta hasta que el suministro
del primero estd agotado. La utilizacién diauxica de substrato Yy, de este modo, una aparente
aclimatacion anterior a usar un segundo, puede ocurrir por ejemplo con compuestos fosfatados.

Pseudomonas testosteroni usa fésforo inorgdnico antes del metiifosfanato como su fuente de
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fésforo para su crecimiento pareciendo, en un principio, que el fosfanato no es degradado. Solo
cuando el fésforo inorgnico es consumido, la desaparicion de la segunda fuente de fésforo
ocurre (Alexander, 1994 b). En ambientes naturales existen comunidades heterogéneas de
bacterias con una variedad de compuestos que serin usados por diferentes especies y estas

usarin el nutrimento de su preferencia.

Induccién enzimitica y fase lag. Los microorganismos producen muchas enzimas y, a pesar
de no tener el substrato, estas estan presentes. Este tipo de enzimas se conocen como enzimas
constitutivas, Contrariamente, las enzimas inducibles son formadas en cantidades considerables
solo cuando el substrato o, algunas veces, un quimico o metabolito relacionado
estructuralmente esta presente. El inductor es la molécula especifica que estd involucrada para
desencadenar el proceso de induccién. La enzima inducible puede ser detectada en ausencia del
inductor, pero sus niveles son bajos. Muchas enzimas involucradas en las primeras etapas del
abatimiento en la sintesis de compuestos, son inducibles. Como la induccién enzimética es
usualmente completada en minutos u horas y las fases de aclimatacién frecuentemente duran
sernanas, se dice que la primera porcién en la mitad del tiempo en el periodo de aclimatacién,
corresponderia a ¢l tiempo para la induccién de enzimas catabélicas. Si el primer paso en el
metabolismo de un compuesto requiere la biosintesis de enzimas inducibles y las condiciones
impiden tal sintesis, el compuesto no serd degradado. Durante la fase lag, los organismos no se
multiplican, sino que se encuentran en un estado pasivo. Subsecuentemente, los 0rganismos
comienzan un ripido crecimiento y empieza la fase exponencial. En los periodos de

aclimatacién se ha visto que la fase lag es un periodo muy largo.

En el laboratorio, el seguimiento de la pérdida de un contaminante es muy importante, ya que
de esto s¢ parte para saber si se estd llevando a cabo una biodegradacion de éste por parte de las
bacterias. La pérdida del contaminante muchas veces no se hace siguiendo el CO,, yaqueenla
fase de aclimatacién se pueden formar muchos productos intermediarios dificiles de detectar e

identificar.
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Existen modelos matemdticos para explicar las cinéticas de la degradacion por el orden de
reaccion. Tendremos, de este modo, reacciones de orden cero y de primer orden. Las cinéticas
de orden cero son aquelias en las que la tasa de transformacién de un substrato es independiente
de la concentracién del mismo, porque la tasa de reaccién estd determinada por otros factores.

Este tipo de reaccién se presenta en algunas de las siguientes circunstancias.

¢ Los nutrimentos a algin otro factor que limitan el crecimiento de la poblacién activa esti
disponible para estos como una tasa constante, pero llega un momento en que esta no cubre
completamente la demanda de los organismos. Por ejemplo luna limitacién por oxigeno.

» Los microorganismos usan una gran cantidad de elementos nutricionales esenciales para su
crecimiento, por lo que al agotarse afecta su tasa de multiplicacién y por lo tanto no pueden
degradar el substrato.

» El incremento en el mimero de organismos activos tarda en Ia degradacién de un compuesto
organico, como resultado de una segunda adicién y/o incremento del quimico.

* La poblacién estd creciendo bajo cierto compuesto como fuente de carbono el cual tiene baja
solubilidad en agua y la cantidad en solucién acuosa ha sido compietamente consumida, por
ejemplo en hidrocarburos aromdticos policiclicos. El crecimiento lineal en cultivos puros
frecuentemente sigue a un periodo de crecimiento logaritmico, en el que la poblacién inicial
de microorganismos es probable que primero crezca exclusivamente del quimico soluble u
otros nutrimentos orgédnicos disueltos y cuando el suministro de estos se agota empiezan a

usar el quimico que no estd en la fase acuosa.

En las reacciones de primer orden la tasa de transformacién de un substrato es proporcional a la
concentraciéon del mismo, o sea que es dependiente de la concentracién del substrato. Estas

tienen lugar a una velocidad exactamente proporcional a la concentracién de un reaccionante.

La explicacion que se da para que ocurra una cinética de primer orden esti en relacion a la

densidad de bacterias activas sobre el substrato y la concentracién de éste. Cada una de estas
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células no se reproducen porque la concentracién del substrato no es suficientemente alta para

soportar el crecimiento o hay un crecimiento porque existe suficiente carbono para permitir que

la poblacién activa aumente.
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III. ANTECEDENTES

1. Fuentes de contaminacion del suelo y subsuelo

Durante los 1ltimos afios el suelo ha sido afectado por la presencia de contaminantes provenientes
de vanas fuentes. Esto se debe principalmente al alto crecimiento demografico y a la mala

administracién de los recursos.

En las zonas agricolas gran cantidad de sales y diversos compuestos quimicos derivados del
lavado de los suelos, del riego con aguas residuales, asi como la aplicacion de fertilizantes y
plaguicidas, ingresan al subsuelo acarreados por la infiltracion del agua de riego ¢ incluso son
desalojados por medio del drenaje hasta alcanzar los mantos freaticos. En el medio rural, las fosas
sépticas y letrinas, las aguas residuales descargadas al terreno o a corrientes superficiales y las

instalaciones pecuarias, generan una carga contaminante (Chavez, 1993).
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Durante las ultimas décadas el subsuelo ha recibido de todo tipo de contaminantes biolégicos y
quimicos inorganicos y organicos. Gracias a los procesos de amortiguacién del suelo, es que no
se han llegado a contaminar muchos acuiferos, aunque existen otros que han sufrido dafios
irreversibles, como son los acuiferos de Valle de Ledn, Gto., Celaya, Gto., y el Valle del

Mezquital, Hgo. (Chavez ,1993).

En las areas urbanas e industriales los focos de contaminacién son las fugas en los depositos de
hidrocarburos y de efluentes liquidos, las descargas de aguas residuales, la depositacién de

residuos en tiraderos o rellenos sanitarios y las fugas en las redes de alcantarillado.

El area de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM), es el mayor centro de
actividades industriales. Estas actividades son una de las principales fuentes de contaminacién

que afectan al agua superficial y por lo tanto al subsuelo.

Contaminantes biolégicos

Los contaminantes biolégicos mas importantes en la naturaleza son las bacterias patégenas y los
virus. En México, las enfermedades infecciosas y parasitarias son las causantes mas comunes de
muerte, principalmente en infantes (Consejo Asesor en Epidemiologia, 1990). Esto se debe en
gran medida a la baja calidad del agua potable. Los virus y las bacterias patdgenas para el
humano provienen, en gran medida, de los desechos sdlidos y aguas residuales domésticas. Estas
pueden ser filtradas a través del suelo, desde sus fuentes de origen al agua subterranea (Mazari,

1992).

Los contaminantes microbianos estin también presentes en desechos médicos (Lee et al. 1991),
los cuales muy probablemente se colectan y depositan en basureros municipales principalmente
(Mazari, 1992). De los basureros o rellenos sanitarios pueden migrar los microbios patoégenos a
través del suelo y llegar al acuifero. Se ha visto que los organismos se comportan como particulas
moviles. En pruebas controladas a nivel de laboratorio se ha observado que los microorganismos

migran varios metros en forma descendente, por filtraciéon, a través de un medio arenoso;
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posteriormente, su nimero disminuye pero, si existen fracturas, la migraciéon es mas ripida y el

numero de organismos filtrados hacia la parte final puede ser mayor (Harvey et al. 1989).

Contaminantes Quimicos
La otra fuente de contaminacién importante en las aguas residuales que se generan en la ZMCM
son los quimicos orgdnicos ¢ inorganicos usados en actividades comerciales, agricolas,

industriales y caseras.

Contaminantes Inorgdnicos. En las actividades comerciales e industriales se usan una gran
variedad de materiales quimicos inorganicos, los cuales son dispuestos al ambiente en forma
accidental o en contenedores inadecuados. Por las condiciones fisicoquimicas e hidrolégicas de la
capa de suelo subyacente a estos materiales, la migracion de los contaminantes inorganicos puede
ser limitada. Sin embargo, no pueden pasar desapercibidos como contaminantes de agua

subterranea.

Combustibles derivados del Petroleo. Las instalaciones que manejan combustibles son otra fuente
de contaminacién, ya que éstas se descargan en grandes cantidades al drenaje. Esto puede
ejemplificarse con la explosién en Guadalajara en 1992 debida, aparentemente, a la presencia de
gasolina dentro del alcantarillado. El transporte de gasolina, asi como de otros productos
derivados del petrdleo también son una fuente de contaminacion para los suelos y acuiferos,

debido a las fugas de los tanques de almacenamiento y ductos.

Solventes Orgdnicos Halogenados. Estos son compuestos generados por las industrias fabricantes
y armadoras de aparatos electronicos y metales, ejemplos de ellos son el percloroetileno (PCE) y
el tricloroetileno (TCE). Dichos compuestos son utilizados en grandes cantidades como
desgrasantes, también se usan en las tintorerias. Estos solventes son mas densos que el agua, y en
algunos casos han migrado a los acuiferos subyacentes disolviendose lentamente dentro del
acuifero, por lo que en muchos sitios este proceso ha sido la causa de la contaminacion de

acuiferos en paises industrializados (Mazari, 1992).
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En la ZMCM hasta 1992, se concentraban 100 industrias manufactureras de productos
electronicos al norte de la ciudad. Este tipo de industrias esta utilizando probablemente solventes
organicos y algunas de éstas se localizan en una 4rea de transicién con una pequefia o no

suficiente capa de suelo capaz de protejer al acuifero (Mazari, 1992).

Desechos Solidos Domésticos. La Ciudad de México generaba en 1994 aproximadamente 80 746
toneladas de desechos sélidos por dia de los cuales el 44% provienen de la industria y el 56% de

desechos domésticos (TEOREMA, 1995).

Cinco de los seis rellenos sanitarios en la ZMCM fueron designados para desechos municipales.
Sin embargo, nunca se determiné un drea para almacenar los desechos peligrosos, por lo que se

recibian hasta 1992 todos los desechos (Mazari, 1992).

Se tiene informacién de manera extraoficial de que muchas industrias almacenan porciones de sus
desechos sélidos dentro de su propiedad. Existen otros sitios clandestinos de depésito en el area
urbana, pero se cree que la mayoria reciben principalmente desechos sélidos. En algunos casos
los cafiones, barrancas o las viejas minas en las zonas montafiosas, se han convertido en tiraderos

a cielo abierto.

Los contaminantes organicos se pueden filtrar al subsuelo desde los rellenos sanitarios. Se tiene
conocimiento de dicho proceso pero oficialmente no se ha publicado. En algunos sitios la
contaminacion se ha movido a través de los suelos que son permeables, mientras que en otros la
migracién estd ocurriendo aparentemente a través de una area de fracturas del suelo (Mazari,

1992).

Uno de los rellenos sanitarios localizado en la zona de transicion permanece en operacién, la cual
tiene una minima barrera natural para impedir la migracién al subsuelo. La contaminacién
ocasionada por los rellenos sanitarios en la ZMCM merece mas atencion de la que se le ha dado

en realidad.
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2. Sistema de drenaje en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México

Mas del 90% de los desechos liquidos industriales en la Ciudad de México, con un total de 1.5
millones de toneladas anuales, son depositadas en el drenaje sin un tratamiento previo. No es
conocida del todo la composicion de los desechos pero, debido a la gran variedad de industrias, se
puede asumir que estos desechos contienen quimicos toxicos. Esto es de gran interés, ya que no
se tiene control de esta fuente de contaminacion y por lo tanto no se sabe la variedad de

contaminantes que este aporte al subsuelo.

Sélo existen diez plantas de tratamiento de aguas residuales en la ZMCM, que funcionan
principalmente mediante un sistema de lecho de lodos, con una capacidad para tratar 5 m’/s
(Mazari, 1992). El agua tratada que representa solamente el 7% de la total generada es utilizada
para regar areas verdes dentro de la ciudad y para la recarga del canal de agricultura en la zona de

Xochimilco {(DDF y El Colegio Nacional , 1987).

En la Ciudad de México las aguas negras en algunos casos se disponen en pozos y tanques
sépticos. En 1987 se estimé que ¢l 26% de la poblacion de la ZMCM no contaba con servicio de

drenaje (DDF y El Colegio Nacional, 1987).

El sistema de alcantarillado es probable que no se encuentre en las mejores condiciones, ya sea
por una instalacién inapropiada o es muy probable que el deterioro sea por actividades de
construccién, hundimientos y temblores. También es probable que los primeros trabajos se hayan
hecho con mas cuidado que los modernos, sin embargo, los primeros fueron construidos a poca
profundidad en comparacion con los segundos. Algunas de las secciones nuevas del sistema de
drenaje han sido instaladas en zonas montafiosas, y las fugas de muchas de estas nuevas secciones

pueden ser de gran importancia, si se tiene en consideracion la recarga del acuifero.

Existe una sobreexplotacion del acuifero de la Cuenca de México, lo que podria acarrear un
deterioro en la calidad del agua y la aceleracion de la filtracion de los contaminantes a través del

subsuelo debido al bombeo continuo de agua.
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Durante los afios 70°s la oficina encargada del Subsistema de Drenaje construy6 un almacén para
depositar las aguas durante la época de lluvias. Sin embargo, hoy en dia los sistemas de drenaje
pluvial y de aguas residuales operan al mismo tiempo en la época de lluvias. En el 4rea central de
la ZMCM, este sistema se construyé en las arcillas lacustres a través de partes que requirieron
excavacion dentro del acuifero. El departamento encargado de la construccién considera que éste
es a prueba de fuga, pero la realidad es que, ocasionalmente, se requiere reparar en la época de
estiaje, por lo que se puede pensar que la aseveracion anterior no es del todo cierta. A pesar de
esto, no existen monitoreos para determinar si este sistema libera una cantidad significativa de

contaminantes para el acuifero dentro de la zona de transicion (Mazari 1992).

Existen al norte dos resorvorios de aguas residuales llamados Requena y Endhd, de los cuales se
toma agua para la irrigacién de édreas agricolas del estado de Hidalgo, esto también puede causar
daiios a los acuiferos hidalguenses. Finalmente, las aguas residuales se vierten en el Golfo de

Meéxico a través del Sistema de Rio Tula-Moctezuma-Panuco (Mazari, 1992).

3. Descarga de aguas residuales en canales a cielo abierto

Las aguas residuales de la ZMCM son vertidas en redes de canales y colectores semiprofundos
que cruzan la zona. Este sistema incluye tres canales a cielo abierto que son el Gran Canal de
Desagiie, el Rio de los Remedios y el Canal Nacional, los cuales no cuentan con una barrera
fisica para evitar la infiltracion de substancias toxicas hacia el subsuelo y posteriormente al
acuifero. Estos comunican con el subsistema de drenaje profundo, reservorios, estaciones de

bombeo y alcantarillado (DDF, 1988).

El Gran Canal de Desagite fue construido a principios de siglo y operd para sacar el agua desde
las partes bajas del sistema de drenaje, dar origen al canal y seguir su marcha sacando el agua de
la ZMCM por gravedad. Debido al subsecuente crecimiento demografico se necesitaron
estaciones de descarga que operaran junto con el canal. El Rio de los Remedios, originalmente
era un rio natural que desembocaba en una parte del norte de la Ciudad de México. Desde hace

varias décadas este Rio ha sido usado para acarrear aguas residuales domeésticas e industriales. Es
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importante mencionar que ninguno de estos canales tienen un recubrimiento en su lecho que

proteja al subsuelo, excepto en uniones y otros sitios erosionados (Mazari, 1992).

La mayor parte de las substancias contaminantes se depositan sobre los sedimentos lacustres
arcillosos (acuitardo lacustre), los cuales representan la tnica barrera entre estos y el acuifero. El
acuitardo superficial de arcilla que ocupa lo que fue la zona lacustre de la Cuenca de México se
ha considerado como una capa impermeable que impide la migracién de contaminantes hacia el
acuifero. Sin embargo, en estudios hidrologicos y de mecanica de suelos en la Cuenca de México
se han detectado fracturas y grietas en la formacién arcillosa en lugares como el Lago de
Texcoco, Rio Churubusco y la Subcuenca de Chalco (Ortega ef al. 1993). Estas fracturas facilitan

el transporte de solutos a través de depésitos arcillosos.

En las zonas lacustres de Mixquic, Tldhuac y Xochimilco, drenan cuencas que llevan aguas
residuales, las cuales son una fuente de contaminacién para el subsuelo y, por lo tanto,

posteriormente lo podrian ser para el acuifero.

El hecho de que los canales estén sin proteccion en su mayor parte, representa un peligro latente
debido a la migracién de contaminantes desde el canal, hasta llegar al acuifero. Esto merece
atencion especial si se considera que esta parte del drenaje esta al norte de la ZMCM, en la zona
de tranmsiciéon. Pricticamente, no existen estudios que demuestren si la migracién de
contaminantes ha sido significativa, asi como si ha ocurrido desde los canales a través de la zona
de transicion. Esto debe tener gran prioridad considerando la proximidad de las recargas de los

POZos en esta area.

El potencial de contaminacion del subsuelo a través de los canales también existe en el 4rea
lacustre por los gradientes hidraulicos hacia abajo, con la probabilidad de que se incrementen con
el tiempo. Las fracturas han sido observadas hasta 15 m de profundidad y si se considera que los
gradientes hidraulicos estan en descenso, por lo que se espera que la infiltracién se acelere con el

tiempo. Debido a lo expuesto anteriormente, se establecié la necesidad cambiar algunos de estos
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canales a sistemas de drenaje entubados, de los cuales el Gran Canal es la obra mas avanzada

(Magzari, 1992).

4. Estudios previos en sitios de canal en la ZMCM

Durante la caracterizacién de las aguas residuales superficiales de canales de la Subcuenca de
Chalco, Mazari et al. (1994) encontraron que las aguas vértidas en dichos canales no solamente
son de origen industrial sino también doméstico. Estos autores detectaron tolueno en
concentraciones de hasta 1000 ppm en las aguas residuales superficiales que corren por Chalco.
También detectaron hidrocarburos lineales derivados del petréleo, componentes tipicos de la
mezcla nafta que contiene solventes de baja calidad los cuales, probablemente provenian de
pinturas utilizadas por la industria textil y papelera de la zona. Asimismo, detectaron la presencia
de tricloroetileno y percloroetileno en muestras de agua intersticial extraida del subsuelo a 3.0 y
3.5 m de profundidad. El hecho de haber encontrado a esa profundidad estos compuestos
organicos, mas volatiles que el tolueno y que otros hidrocarburos de uso industrial, es indicativo
de una migracion descendente. En estudios realizados por Cabrera y Rodriguez (1995), se indicé
que en muestras de material geologico extraido de 3.0 a 4.0 m de profundidad, se encontré una
alta concentracion de materia organica, lo que coincide con una mayor acumulacion de
contaminantes organicos a esa profundidad. A lo anterior habria que adicionar la deteccién de
pequeiias concentraciones de substancias activas al azul de metileno (SAAM), indicadoras de la
presencia de detergentes, en muestras de agua intersticial a las mismas profundidades (Saval y

Mazari, 1996).

5. Estudios de caracterizacién microbiolégica en el subsuelo

Recientemente, los problemas de limpieza y restauracién ambiental han despertado gran interés
en la microbiologia del suelo y subsuelo. Entender la ecologia microbiana es necesario para poder
saber el efecto de los microrganismos durante la biorremediacion in sitru. La distribucion de los
contaminantes y bacterias en el suclo, depende de las condiciones ambientales que se den en éste.

Existen estudios que muestran la distribucién y abundancia de los microorganismos en el
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subsuelo debido a que muchos de éstos son capaces de degradar una gran cantidad de compuestos
organicos, incluyendo hidrocarburos aromaticos (Stevens er al. 1993). Las bacterias son los
microorganismos mas versatiles, ya que podemos encontrarlas en una gran gama de ambientes,
incluso en ambientes con radionucléotidos, en donde los absorben y dispersan a través del suelo y
agua, lo cual es un gran problema en zonas donde se manejan desechos radiactivos (Pedersen y
Ekendal, 1990). Es asi que, para saber si se puede llevar a cabo una biorremediacién del suelo, o
bien si existe capacidad de atenuacién natural es necesario, como primer paso, caracterizar el
lugar para entender el comportamiento de los contaminantes en el sitio y la influencia de las

variables fisicas y quimicas sobre la actividad microbiana.

Durante la ultima década, el subsuelo ha sido objeto de multiples investigaciones microbiol6gicas
encaminadas a conocer el papel que desempefian los microorganismos para evitar la
contaminacién de las aguas subterrineas. Se han encontrado una gran variedad de
microorganismos en los acuiferos y en suelo no saturado, pero su actividad puede ser mas baja

que en zonas superficiales, por la limitacién de nutrimentos inorganicos (Kieft er al. 1993).

Las comunidades microbianas tienen gran importancia por su participacién en los procesos
biogeoquimicos y su potencial para una biodegradacion in situ de los contaminantes organicos.
Aunque se creia que los microorganismos de zonas no saturadas tenian un metabolismo mas bajo
que el de zonas saturadas, en suclos influenciados por la descarga de aguas residuales, se han
encontrado mas bacterias capaces de mineralizar substratos organicos mas rapidamente que los de
las zonas no contaminadas debido al aporte de nutrimentos (Fredrickson et al. 1994; Brockman et
al. 1992).

Estos antecedentes sirvieron como base para desarrollar la presente investigacién que tuvo como
meta conocer las caracteristicas del microambiente en un sitio de canal de la Subcuenca de
Chalco y evaluar la capacidad de las bacterias autdctonas para degradar compuestos organicos,

utilizando al tolueno como substratc modelo.
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IV. AREA DE ESTUDIO

1. Localizacién Geografica

La Subcuenca de Chalco se encuentra ubicada en la porcion sur de la Cuenca de México y al
suroeste de la Ciudad de México (Figura 4.1) entre los paralelos 19° 12’ y 19° 19° de latitud
norte y los meridianos 98° 55’ y 99° 00’ de longitud oeste, su altitud es de 2,240 msnm,
ocupando un irea de 1,124 km’ (Bellia e al. 1992).

La subcuenca de Chalco limita al norte con la Sierra de Santa Catarina, el volcin La Caldera y
el Cerro Tlapacoya; al sur con la Sierra Chichinautzin; al suroeste con el Cerro de Cocotitlin

y al suroeste con el vélcan Teuhtli (Rodriguez y Gonzilez, 1989).
2. Fisiografia

La Cuenca de México se encuentra localizada al sur de la meseta central, en el centro del Eje
Neovolcanico, llamado también Faja Transvolcdnica Mexicana. Posee un contorno irregular y

alargado de norte a sur, con un eje mayor de 110 km de longitud
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Figura 4.1. Ubicacién geografica del sitio de muestreo
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y eje menor de 80 km aproximadamente. La cuenca se encuentra rodeada por elevaciones
montanosas, al norte por la Sierra de Tezontlalpan, Tepotzotlian y Pachuca, siendo su altura
maxima de 3,000 m. Al sur se encuentra la Sierra del Ajusco y Chichinautzin, que alcanzan
una altura de 3800 a 3,900 m; al oeste la Sierra de Monte Alto, Monte Bajo y Las Cruces con
una altura de 3,600 m; al este la Sierra Nevada, en donde sobresalen el Popocatépetl con 5,

747 m y el Iztaccihuatl con 5,286 m de altura (Valverde y Aguilar, 1987).

3. Geologia

La Cuenca de México se formé durante procesos volcanicos y tectonicos a partir del Eoceno
Superior. Los depésitos piroclasticos de diferentes tipos afloran en la regién y frecuentemente

se intercalan entre rocas provenientes directamente de los derrames lvicos.

La Subcuenca de Chalco se ha formado a través de procesos tales como intemperismo,
erosion, acumulacién de sedimentos y tectonismo que, ha su vez, han provocado vulcanismo.
Esta zona se encuentra constituida por conos cineriticos, abanicos volcanicos, laderas, colados
de lavas andesiticas y andesitas basdlticas. La Figura 4.2 muestra un corte geolégico de la
Subcuenca de Chalco (Rodriguez y Gonzilez, 1989).

El drea se encuentra limitada al norte por rocas del Mioceno y Plioceno de la Sierra de Santa
Catarina, al sur por derrames de lavas y tobas andesiticas daciticas y riolitas que constituyen
el vélcan Teihtli (Rodriguez, 1987) el cual forma parte de la Sierra Chichinautzin. Al este y
oeste tienen un espesor variable de sedimentos lacustre y aluviales de edad cuaternaria;
localizdndose materiales pirocldsticos de gruese a fino (Bellia et al., 1992). Ortega et al.
(1993) encuentran que el acuitardo lacustre de la Subcuenca de Chalco, presenta un espesor
hasta de 300 m en su parte media. Mencionan que, bajo condiciones naturales, el flujo de agua
subterrdnea en el acuitardo lacustre era ascendente y que debido a la influencia del acuifero
regional los gradientes se han invertido. En dreas donde el espesor de los sedimentos lacustres

es menor a 100 m se tiene flujo descendente mientras que, en areas donde el espesor es mayor
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a 100 m, el gradiente atn no se invierte. La explotacién del acuifero esti generando la
consolidacion acelerada del acuitardo lacustre, el intervalo de consolidacién actual es de 0.40
m/afio. Estas condiciones de explotacién y consolidacién fueron similares a las que existieron
en México en los afios 60°s. Se han realizado estudios acerca del transporte de solutos no
reactivos en la Planicie de Chalco, los cuales muestran que en algunas areas el transporte esta

controlado por fracturas.
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Figura 4.2. Corte geolégico esquemiitico de N-S de la Subcuenca de Chalco (Rodriguez y Gonzdlez, 1989).

4. Clima
De acuerdo a Garcia (1981) la Cuenca de México presenta un clima (Cw) templado-

subhiimedo con una temperatura media anual de 15 °C y una precipitacion media anual de 700

mm, con lluvias escasas en el norte y noroeste.
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El clima estd determinado por sistemas atmosféricos tropicales y extratropicales,
distinguiéndose asi dos estaciones climéticas bien definidas: 1a época de secas, que comprende

de noviembre a abril; y la época de lluvias, que comprende de mayo a octubre.

La Subcuenca de Chalco presenta una temperatura mdxima anual de 25.5 °C, una temperatura

minima anual de 8.9 °C y una precipitacién media anual de 754 mm (Garcia, 1981).

S. Hidrologia

El patrén hidrolégico que presenta la cuenca ha cambiado debido a la explotaciéon de los
sistemas de acuiferos. Esto ha originado problemas tales como el hundimiento de la Ciudad de
México, cambios en la mecinica del subsuelo, modificaciéon de los causes de los rios, los
cuales ahora se utilizan como drenajes de aguas residuales, sobreexplotacién de acuiferos y

disminucién de infiltracion de agua debido al crecimiento urbano (Guerra y Mora, 1989).

La Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) recibe el aporte de agua de una gran
cantidad de rios, muchos de los cuales en época de lluvias son los principales afluentes que
bajan de la Sierra Chichinautzin al suroeste y poniente de la ciudad para la recarga de los
acuiferos. En el norte ei nimero de corrientes es menor dado que la precipitacion en estos

lugares es mds baja.

El drenaje de la ZMCM es un sistema complejo combinado de aguas negras y pluviales que
consta de canales de drenaje no revestidos, colectores semi-profundos revestidos y ua sistema
de drenaje profundo revestido; por el que se desalojan tanto las aguas residuales generadas en
la ciudad como los escurrimientos superficiales producto de precipitaciones pluviales en la

zona urbana (DDF, 1975).
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6. Vegetacion

En los alrededores de la Cuenca de México se observan una gran diversidad de especies
vegetales, que se debe principalmente a las diferencias altitudinales y a la precipitacion
(Rzedowski y Rzedowski, 1979). La vegetaciéon que predomina en la actualidad en la cuenca

es: bosque de oyamel, bosque de pino y bosque de encino.

Debido a la variaci6n topogrifica y climdtica pero principalmente a la actividad
antropogénica, actualmente la vegetaciéon en la Zona de Chalco se limita a la vegetacién
secundaria del tipo de matorrales y manchones de encinos. Asimismo los cultivos que se

practican en la regién son: maiz, frijol, calabaza y pastos naturales (Melo y Oropeza, 1987).

7. Poblacién

El crecimiento de la Ciudad de México es causa de una gran preocupacién, no solo por las
consecuencias sociales de esta inmensa concentracién econémica y la asimetria que representa

con respecto al resto del pais sino, también, por las consecuencias ecotégicas (Ezcurra, 1992).

Una de las causas de la problemitica que sufre la ZMCM ha sido su acelerado ritmo de
incremento poblacional y la expansion de la mancha urbana a partir de la década de los
cuarentas. La inmigracion representa un problema de suma importancia ya que ésta es la que
mantiene las altas tasas de crecimiento poblacional y no el crecimiento reproductivo de la

poblacion (Ezcurra, 1990).

Para el afic 2000 Ia mancha urbana de la ciudad ocupari aproximadamente 2,500 km?, el 92%
de esa inmensa area urbana estard ocupada por edificios y calles, mientras que sélo el 6% de
la misma seran parques y areas verdes (Ezcurra, 1992). Asi la Ciudad de México cambiari su

mezcla de ambientes urbanos y rurales, que era su caracteristica mas tipica durante la primera
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mitad de este siglo, a un ambiente sobrepoblado, con una minima édrea de espacios verdes o

espacios publicos abiertos (Cabrera y Rodriguez, 1995).

Con el alto crecimiento demografico de la ZMCM, se espera que la poblacién llegue a 25
millones el afio 2000. Lo anterior lleva a la ZMCM a la necesidad de crear un mimero de
empleos semejante al que se encuentra en la actualidad en 12 afios. Esto se refiere a una
expansion de la planta industrial y de servicios de diversa indole en la zona, lo cual requerira
de una inversién considerable y el uso y agrandamiento territorial de la misma (Cabrera,

1990).

A nivel municipal se presentan diferencias considerables en el ritmo de crecimiento
poblacional. Existen municipios con un fuerte crecimiento poblacional, tal es el caso del
municipio de Chalco con un 14% con respecto a los principales municipios del Estado de
México. La mayor parte de la poblacién del municipio de Chalco es poblacién urbana con un

97% y con un 3% de poblacion rural (INEGI, 1990).

El municipio de Chalco tiene una poblacién total de 282,940 y una participacion econdmica
total de 43.4%. El municipio que rodea el 4rea de estudio es Ixtapaluca con una poblacion

total de 137,357 habitantes (INEGI, 1990).

En cuanto a servicios puiblicos, Chalco presenta un porcentaje de 28.6% con respecto al agua
entubada, siendo este porcentaje uno de los mis bajos con respecto al resto de los demds
municipios del Estado de México. Chalco tiene un 23.7% de viviendas particulares con
drenaje y un 94.7% con energia eléctrica, mientras que Ixtapaluca tiene un 71.2% de
viviendas particulares con agua entubada, el 58.8% con drenaje y un 90.9% con energia

eléctrica (INEGI, 1990).
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8. Actividades Productivas

El proceso de industrializacién en México empez6 a partir de los afios cuarenta, con el
crecimiento acelerado del sector industrial. Desde 1930 y hasta la fecha, la Ciudad de México
ocupa el primer lugar en concentracion de la industria nacional. El estado de México ocupa el

segundo lugar en importancia industrial a nivel nacional (Sistema Bancos de Comercio, 1976).

En 1980 fue notable la aparicién de la industrializacién en Chalco e Ixtapaluca, en el oriente
de la2 mancha urbana, siguiendo el eje de la autopista a Puebla. En 1980 se censaron 138

establecimientos industriales en Chalce.

Las industrias mds importantes dentro del municipio de Chalco son: la industria papelera,
textil y electrénica; ademds se observan fibricas de gelatinas, detergentes y jabones, asi como
vinos y derivados licteos. Estas descargan sus desechos residuales a los canales de drenaje
que, en épocas de secas, es utilizada para riegos de cultivos como: alfalfa, poro, cebada y

maiz (Cabrera y Rodriguez, 1995).
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1. Sitio de Muestreo

Se realizé una visita prospectiva por la Subcuenca de Chalco. Se identificaron y recorrieron

diferentes canales de drenaje localizados alrededor de la zona rural, urbana e industriai.

Durante el recorrido de la zona urbana se observé la falta de servicios basicos, principalmente
el drenaje, por lo que debido a la carencia de éste, las aguas residuales sin tratamiento previo,
son vertidas a canales a cielo abierto. Asimismo, se pudieron detectar industrias de
electronicos, alimentos, papelera, textil, de pinturas y tintes, entre otras, algunas de ellas
clandestinas. Las aguas residuales presentaron diferentes coloraciones, pero no se identificaron
sus fuentes de origen, por lo que se asume que provienen de algiin tipo de drenaje subterrineo,

para salir posteriormente a la superficie.
Las observaciones anteriores permitieron ubicar el sitio de muestreo a un costado de la empresa

Panasonic a 400 m de la autopista México-Puebla. La ubicacién del sitio de muestreo se

presenta en la Figura 5.1.
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2. Obtencion de las Muestras

Para la extraccién del nicleo de material geoldgico se utilizé un nucleador de barril, se armé
un andamio y se acomodaron tablas de madera para que el muestreo se lievara a cabo a un

angulo aproximado de 42° con respecto a la horizontal, adyacente al canal (Figura 5.2.).

42°

2,60 m

T4m

Figura 5.2. Perfil del canal y ubicacién del niicleo
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Se tomd un sdlo micleo de 7.4 m de longitud, equivalente a 5.5 m de profundidad vertical en
diferentes tramos de 5 cm de didmetro. Una vez extraido, cada tramo se sello perfectamente en
los extremos con tapones de plistico y se etiquet6. Todos los tramos se mantuvieron en hielo,
para transportarlos al laboratorio y almacenarlos en un cuarto frio a 4°C hasta su uso. El nicleo
fue dividido en secciones de diferente longitud para los diversos anilisis. A cada una de las
secciones se le asigné una letra en orden alfabético, con el fin de facilitar su identificacién. La

profundidad correspondiente se indica en la Tabla V.1.

TABLA. V.1. Identificacién de las secciones de suelo estudiadas

MUESTRA PROFUNDIDAD | ALTURA DE LA { PROFUNDIDAD | VOLUMEN DE
VERTICAL SECCION VERTICAL LA MUESTRA
{m) {cm) PROMEDIO (cm)
(m)

A 1.44 - 1.52 8 1.49 157.08
B 1.89-1.96 7 1.93 137.44
C 209-2.11 2 2.10 39.27
D 245-247 2 2.46 39.27
E 2.69-2.77 8 2.73 157.08
F 3.14-3.21 7 3.18 137.44
G 3.44-346 2 345 39.27
H 3.46-3.48 2 3.47 39.27
1 3.59 - 3.67 8 3.63 157.08
J 40-48 8 4.04 157.08
K 4.34 - 436 2 4.35 19.64
L 448 -4.52 4 4.50 78.54
M 4.63-4.70 7 4.67 137.44
N 4.96 - 5.04 8 5.0 157.08
O 5.41-548 7 5.45 137.44
P 5.48-5.50 2 5.49 39.27
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3. Caracterizacién Fisicoquimica

Se cuantifico la cantidad de sélidos totales, fijos y volatiles de cada una de las muestras de

suelo, de acuerdo con APHA (1990), con algunas modificaciones.

La cuantificacién de materia orgdnica se realiz6 mediante una modificacién de la técnica de
Walkey-Black, de acuerdo a Nelson y Somer (Carter, 1993). Debido a la gran cantidad de
materia orgdnica presente en €l suelo se utilizaron 0.125 g de muestra. Las determinaciones se
hicieron por duplicado y se corri6 un testigo sin digestion. El carbono orgdnico se obtuvo por

calculo a partir del contenido de la materia organica.

El porcentaje de humedad de las muestras de suelo, se realizé por gravimetria a peso constante

en una estufa a 150 °C.
El pH se determiné segin la técnica de Jackson (1982), con una proporcién de agua:suelo de
1:10 (Aguilera, 1989; Allison, ez al. 1985). El pH se midi6 con un potenciémetro

Conductronic digital pH 20.

Se reviso ia apariencia de las muestras basindose en su color, olor y consistencia del material

geologico.

Se cuantifico la cantidad de nitrégeno amoniacal en las muestras que se tenian en mayor

cantidad. Se utiliz6 la técnica de Jackson (Carter, 1993) y se realizé en un aparato BUCHI 323.

La textura se determind por el método de densidades (Manual Serie 9, de la Universidad de
Chapingo, 1966).
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4, Caracterizacién Microbiolégica

La cuantificacion de los grupos tréficos anaerobios por la técnica del nimero mas probable
(NMP), asi como la preparacion de los medios de cultivo, transferencia de sustratos e
inoculacién se hicieron de acuerdo a las técnicas descritas por Hungate (1969) y Balch et al.
(1979). Los grupos trdficos descritos fueron: bacterias fermentativas (F), sulfatorreductoras
(SR), metandgenas acetocldsticas (A), metan6genas hidrogendfilas (H), acetégenas sintréficas
productoras obligadas de hidrégeno a partir de &cido propidnico (ASP) y acetGgenas sintroficas

productoras obligadas de hidrégeno a partir de icido butirico (ASB).

La proporcion de CH, y CO, en el biogas, para la cuantificacién indirecta de los grupos
tréficos, se determiné en un cromatégrafo de gases (Fisher Gas Partioner modelo 1700} con
detector de conductividad térmica, con doble columna (Porapak Q y Malla molecular 5A), helio
como gas acarreador a un flujo de 25 ml/min. El volumen de muestra de biogds inyectado al

cromatdgrafo fue de 0.5 ml.

La cuantificacion de bacterias heterdtrofas aerobias, se realizé en dos medios de cultivo. En el
primero se utilizé un medio preparado a partir de extracto de suelo (Carter, 1993), adicionando
fuentes de nitrégeno y fosfatos (MES). El medio se esteriliz6 en autoclave a 125 °C y 1.05
kg/cm’ de presion, enseguida se vacié a cajas Petri estériles y se dejé solidificar. La inoculacién
y conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) se llevd a cabo de acuerdo a Carter
(1993). Las cajas se incubaron en estufa a 25 °C, durante 48 horas. El otro medio para
cuantificacion de bacterias heterotréfas aerobias contenfa peptona, extracto de levadura y
glucosa (PYG) segin formulacién de Merck (No. de catilogo 1.05463). La incubacin,

inoculacién y conteo se reatizaron igual que para el caso anterior.
El conteo directo de microorganismos totales por medio de epifluorescencia, se realizé segin

APHA (1990) con apoyo del Laboratorio de Microbiologia del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia, UNAM.
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Durante el tiempo que llevé el presente trabajo, las muestras se mantuvieron en refrigeracion a

4°C, en frascos de cristal con tapa de rosca y cubierta de teflén.

5. Enriquecimiento de cultivos degradadores de tolueno

Se cultivaron bacterias degradadoras de tolueno por medio de la técnica de enriquecimiento.
Esta técnica consistié en colocar un gramo de suelo en 100 m! de medio mineral liquido
(Robinson er al. 1989) con 100% de extracto de suelo y 50 pl de tolueno. Posteriormente,
cuando se observé crecimiento se hicieron transferencias de 5 ml del sobrenadante a medio
nuevo con concentraciones decrecientes de extracto de suelo y crecientes de tolueno. Estas
operaciones se repitieron hasta llegar a 10% de extracto de suelo y 300 pl de tolueno. En la
Figura 5.3 se muestra esquemdticamente el proceso de aclimatacién y enriquecimiento. Los

cultivos se incubaron en agitacion a 26°C.

La cuantificacién de bacterias degradadoras de tolueno, se realizé en medio minimo sélido con
10% de extracto de suelo y 75 pl de tolueno. Las diluciones y la inoculacién se realizaron igual

que para los conteos en placa.

6. Cinéticas de degradacién de tolueno a nivel de microcosmos

Las cinéticas de biodegradacién de tolueno se realizaron en botellas serologicas de 160 ml.
Cada botella se lavé previamente con acetona, hexano y metanol para quitar residuos de
detergente y otros compuestos orgédnicos. Después del lavado, se permitio la total evaporacion

de los solventes durante toda la noche en una estufa a 160°C.

A cada botella ya preparada se le agregaron 25 ml de medio mineral (Robinson et al. 1989) con
10% de extracto de suelo y se esterilizaron con calor mimedo. Cada botella se inoculé con 0.25
mi de cultivo y se agregaron 75ul de tolueno. Las botellas se incubaron a 26°C con agitacién

constante a 160 rpm durante ¢l tiempo que duré cada prueba entre 10 y 15 dias.
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MUESTRA DE SUELQO

l

MEDIO MINERAL CON 100% DE
EXTRACTO DE SUELO Y 50 pl
TOLUENO

|

5 ml DE SOBRENADANTE A
MEDIO MINERAL CON 50% DE
EXTRACTO DE SUELO Y 100 pl

DE TOLUENO

'

5 mi DE SOBRENADANTE A MEDIO
MINERAL CON 50% DE EXTRACTO
DE SUELQO Y 200 pl DE TOLUENOQ

l

5 ml DE SOBRENADANTE A MEDIO
MINERAL CON 25% DE EXTRACTO.
DE SUELQ Y 300 ul DE TOLUENO

|

5 ml DE SOBRENADANTE A
MEDIO MINERAL CON 10% DE
EXTRACTO DE SUELQ Y 300 pl

DE TOLUENO

|

CULTIVO DE BACTERIAS
DEGRADADORAS

Figura 5.3. Procedimiento para la aclimatacion y enriquecimiento de bacterias degradadoras de tolueno

La cantidad de tolueno agregada fue proporcional a la utilizada en la técnica de enriquecimiento
de los cultivos. Se tomaron muestras aproximadamente cada 24 horas, sacrificando una botella

cada vez.
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La concentracion residual de tolueno se determiné por cromatografia de gases con detector de
ionizacién de flama mediante la técnica de “headspace™. Se utilizé un equipo marca VARIAN
modelo 3350 con una columna capilar DB-1 de 60 m de longitud. Las condiciones fueron
temperatura de inyector 250 °C, temperatura inicial de columna 40 °C, temperatura del detector
300 °C; se utilizé Helio como gas acarreador a un flujo de 1.3 ml/seg. Se adicion una solucién
de cicloctano en metanol como estindar interno para la cuantificacién. Las botellas se dejaron a
bafio maria con aceite mineral a 60 °C durante 1 hora para permitir el equilibrio de fases dentro

de cada microcosmos y proceder a la cuantificacion del tolueno en el “headspace”.

Se preparé una curva de calibracién de tolueno en medio liquido, respetando los mismos
volimenes establecidos, para ello se agregaron diferentes voliimenes de una solucién stock de
tolueno en metanol. Los resultados obtenidos para la curva de calibracién se muestran en la
Tabla V.2.

Tabla V.2. Resultados obtenidos en el cromatégrafo para obtener la curva patrén

ppm ml DE SOLUCION | AREA DE
STOCK RESPUESTA
AGREGADOS
3000 1.43 241.9
2500 1.19 202.970
2000 0.954 153.838
1500 0.7156 116.4164
1000 0.477 80.0676
500 0.2385 46.4218
300 0.143 37.6502
100 0.0477 36.5983
40 0.02 33.9407
10 0.004 8.485
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La solucién stock de tolueno se preparé colocando en un matraz aforado de 25 ml metanol puro
hasta 3/4 del volumen total del matraz y se afor6 lo restante con tolueno. Los cilculos para
sacar fa concentracion de la solucién stock se realizaron tomando en cuenta el peso molecular

de las soluciones y la diferencia de peso.

Después de cuantificar el tolueno residual de cada botella se tomaron muestras para medir pH y
absorbancia, como medidas indirectas del crecimiento bacteriano y la actividad metabdlica en

los microcosmos.

7. Identificacién de cepas degradadoras de tolueno

Después de realizar las cinéticas de degradacién se procedié a la identificacién de las cepas
bacterianas que intervinieron en la degradacion del tolueno. Esto se realizé sembrando
primeramente en medio minimo sélido con tolueno como Gnico substrato. Posteriormente, se
pic6 una sola colonia de aquellas que, a simple vista, tenian una morfologia diferente y se
resuspendio cada una de éstas en 1 ml de solucidn salina estéril. Se tomé 0.1 ml de cada
dilucién y se sembrd por separado a las mismas condiciones anteriores nuevamente en medio
s6lido con tolueno. Asi se hizo sucesivamente hasta obtener crecimientos morfolGgicamente
homogéneos en cada caso. Para asegurarse de que las cepas estaban puras se repitid la
operacién, pero sembrando ahora en cajas Petri con medio PYG. En los casos en los cuales se
tuvo un crecimiento distinto en las cajas Petri se pincharon las colonias diferentes, se
resuspendieron en 1 ml de solucion salina y se sembraron igual que las otras bacterias en el
medio minimo sélido con un volumen menor de tolueno, 45 pl. Una vez que se obtuvieron los
cultivos puros, se les realiz6 tincién de Gram con los reactivos especificos de Sigma de

México, para dicha técnica (No. de catilogo 541).

Posteriormente, la identificacion se realizd con la técnica API 20 E para bacterias Gram
negativas. Aqui se siguieron las instrucciones indicadas por la propia técnica (No. de catilogo
20 120).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERIZACION FISICOQUfMICA DEL MATERIAL GEOLOGICO
A. Contenido de Sélidos

Se determiné la concentracién de sélidos totales, volitiles y fijos en cada una de las muestras
de suelo. El contenido de sélidos totales es la suma de ta materia orginica e inorganica y estd
en funcién de la humedad. Los sélidos volatiles son una medida indirecta de la proporcién de
la biomasa y de la materia orgdnica, mientras que los s6lidos fijos representan el contenido de

materia inorgénica. En la Tabla V1.1 se resumen los resultados obtenidos.

El contenido de sélidos totales fue bajo en la mayor parte de las muestras, esto se debe al alto
contenido de humedad, por estar en la zona saturada del subsuelo del canal. En otros estudios
realizados con suelos subyacentes a canales de aguas residuales en la subcuenca de Chalco

(Cabrera y Rodriguez, 1995), se encontré una situacién similar.

58

Norma Pérez Hernandex



TABLA V1.1 CONTENIDO DE SOLIDOS

PROFUNDIDAD| PROFUNDIDAD SOLIDOS SOL_[DOS SOLIDOS
(m) {m) TOTALES VOLATILES FUOS
(mg/g) (mg/g) % {mg/g) %
A 1.49 651.9 74.81 11.48 577.09 88.52
B 1.93 646.9 45.38 7.01 601.52 92.98
C 210 472.0 93.75 19.86 378.25 80.14
D 2.46 745.0 64.4 8.64 680.60 91.35
E 2.7 409.5 83.23 20.32 326.27 79.67
F 3.18 427.5 87.73 20.52 339.77 79.48
G 3.45 468.6 80,75 17.23 387.85 82.77
H 347 505.7 98.66 19.5 407.04 80.49
I 3.63 273.6 148.35 54.32 124.75 45.77
¥ 4.04 260.8 47.85 18.35 212.95 81.65
K 4.35 657.5 36.33 5.52 621.17 94.47
L 4.50 542.7 47.21 87 495.49 91.3
M 4.67 481.2 43.38 9.02 437.82 90.98
N 5.0 664.4 24.4 3.67 640.0 96.33
o 5.45 476.9 29.3 6.15 447.6 93.85
P 5.49 448.5 31.0 6.91 417.5 93.08

Las muestras que se obtuvieron entre 2 y 4 m de profundidad identificadas como: C, E, F, G,
H, Iy J presentaron un mayor contenido de sélidos volitiles, dentro del intervalo de 19.5 a
54.32 %. En este caso particular se podria decir que la influencia del canal Ileg6 a 4.04 m de
profundidad. El porcentaje de sélidos voltiles para Jas muestras por debajo de 4 m se encontrd

en un intervalo entre de 3.67 2 9.02 %, con un promedio de 6.66 %.

El intervalo de sélidos voldtiles fue alto en los primeros 4 m, esto sugiere un gran contenido de
materia orgdnica, que es aporte del agua residual. A la profundidad de 3.23 a 3.68 m el
contenido de sélidos voldtiles fue més alto, lo que concuerda con los estudios realizados por

Cabrera y Rodriguez (1995).

B. Humedad
A excepcién de las muestras A, B, D, K y L, todas las muestras se encontraron con un
porcentaje de humedad superior al 50%, Optimo para favorecer la sobrevivencia de los

organismos del suelo que, segin Foth ez al. (1980), es de 50 a 70%.
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Los altos porcentajes de humedad, estarian indicando una infiltracién del agua del canal hacia
el subsuelo. Los porcentajes de humedad, asi como el contenido de carbono organico se

presentan en la Tabla VI.2.

TABLA V1.2. OTRAS CARACTERISTICAS FiSICOQUIMICAS DEL SUELO

MUESTRA % HUMEDAD % CARBONO

ORGANICO
A 34.81 3,26
B 35.31 1.04
C 52.8 5.90
D 25.5 5.0
E 59,05 4,27
F 57.25 5.54
G 53.14 3.69
H 49.43 8.60
I 72.64 8.36
] 73.92 7.66
K 34.25 1.94
L 45.73 2.82
M 51.88 1.54
N 33.6 0.50
0 52.31 1.58
p 55.15 5.30

C.pH

E! grado de acidez o alcalinidad en los suelos, como ya se mencion6, es de gran importancia
ya que influye en gran medida sobre la actividad y abundancia relativa de los microorganismos

presentes (Foth ef al. 1980).
Los valores de pH obtenidos hacia la profundidad, se encontraron en un amplio intervalo de

3.9 a 8.7, sin seguir un patrén definido. Las muestras en el intervalo de pH de 6 a 8 podrian

favorecer preferentemente el desarrollo de bacterias (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Perfil de materia orgénica y pH.

Las muestras provenientes de una profundidad entre 2.5 ¥ 3.2 m, asi como entre 4.5y 5.0 m,
caen dentro del pH caracteristico de algunos suelos graniticos (Karsten y Ekendal, 1990) el
cual es alrededor de 8.0, esto sugeriria que son suelos de arenosos a porosos. Lo anterior se
confirmé con los andlisis de textura de las muestras M y N, con los cuales se demostrd que

estos suelos son limo-arenosos.

Los valores tipicos de pH en suelos de la zona vadosa de regiones semidridas, son 7.4 a 7.9
segun Frederickson (1994), en cambio las muestras analizadas en el presente trabajo tienen un
PH muy variable, por lo que probablemente sea consecuencia de alguna actividad biol6gica

promovida por los contaminantes presentes, incluyendo la materia organica del suelo.

El pH es determinante para la distribucién de los microorganismos presentes en el suelo, de tal

modo que, aunque el suelo tenga un contenido de humedad alto si el pH es muy icido o muy
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alcalino, los microorganismos pueden migrar a sitios mds favorables para ellos con ayuda del

agua que se infiltra en el subsuelo.

D. Materia Orginica

La materia organica de los suelos se forma y acumula en ellos por incorporacién de residuos de
origen vegetal y animal, asi como de cadiveres microbianos y productos de descomposicién
tanto de macro como de microfauna (Aguilera, 1989). En los anilisis realizados se pudo
observar que, entre 1.49 y 4.0 m de profundidad, las muestras contenian un porcentaje alto de
materia orgdnica superior al 6 %. Sin embargo, también podria estar jugando un papel
importante el tipo de suelo, ya que aquel al ser arcilloso tiene un mayor contenido de materia
organica. El tiempo en el cual se formaron las capas del suelo estudiadas y las condiciones

ambientales que predominaban en dicha época, también esti Jjugando un papel importante.

Se ha observado que tiende a haber una correlacion entre el contenido de arcilla del suelo y el
contenido de materia orgdnica (Foth et al. 1980),. Mientras mayor es el suministro de agua
combinado con nutrimentos, se favorece un mayor depdsito de materia orgdnica exdgena en los

suelos de textura més fina.

Estudios realizados en suelos subyacentes a canales de aguas residuales como El Gran Canal
(Garcia, 1999) y Rio de los Remedios (Maya, 1999), mostraron un contenido de materia
organica promedio de 12.7% para el primer sitio y un 10.9% para el segundo sitio, hasta una
profundidad de 6.37 m, valores que son mas altos comparado con las muestras del canal de
Chalco.

E. Nitrégeno amoniacal

El contenido de nitrégeno amoniacal en las muestras de suelo vari6 entre 1 y 284 mg/kg. La

muestra O a 5.45 m de profundidad, fue la tinica que mvo la concentracion de nitrégeno
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amoniacal mas cercana al contenido de un suelo tipico el cual es de 300 mg/kg (Aguilera,
1989). La gran mayoria tuvieron un bajo contenido de nitrégeno amoniacal, como se observa

en la Tabla VI.3.

TABLA VL3 . CONTENIDO DE NITROGENO AMONIACAL

PROFUNDIDAD N-NH,*
(m) (mg/kg)
A 1
B 145
E 2
F 8
1 7
] 81
M 35
N 168
0 284

F. Textura

La textura es una caracteristica fisica muy importante del suelo, ya que de ésta van a depender
las condiciones microambientales del suelo. Por ejemplo, la retencién de agua disponible para
la actividad bioldgica, 1a facilidad para la circulacién del agua, capacidad para almacenar
nutrimentos, filtracién de substancias, absorcién y adsorcién de componentes quimicos y

biol6gicos, de los cuales van a depender los microorganismos del suelo para su sobrevivencia.

Se determiné la textura de dos muestras, para la muestra M a 4.67 m de profundidad se obtuvo
una composicion de 48% de limo y 52% arena (Figura 6.2) y la muestra N a 5.0 m de
profundidad, contenia 63% de limo y 37% de arena (Figura 6.3). Las caracteristicas de la

muestra M hacen que el suelo posea macroporosidad media, permeabilidad media,
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almacenamiento de nutrimentos bajo y capacidad de retencién de agua disponible baja. Estas
condiciones fisicas, desfavorables para los microorganismos, se reflejan en una humedad
media, en un porcentaje de materia orginica bajo, asi como de sOlidos volatiles. Para la
muestra N el predominio de las particulas de limo le confiere inestabilidad estructural,
apelmazamiento, suceptibilidad a formar costra superficial, deficiencia en el movimiento de
apua, fertilidad fisica deficiente, velocidad de infiltracion baja, erodabilidad alta y
almacenamiento de nutrimentos medio. Estas caracteristicas fisicas son, también, desfavorables

para las bacterias del suelo.
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Figura 6.2. Determinacién de textura para la muestra M a 4.67 m de profundidad
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Figura 6.3. Determinacién de textura para la muestra N a 5.0 m de profundidad

2. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

Como ya se mencioné anteriormente, los organismos del suelo tienen gran importancia por su
funcién atenuadora y el papel que dichos seres vivos pueden jugar es inherente al suelo. Las
bacterias son los organismos mdis abundantes en nimero y clases (Foth ez al. 1980) y su
capacidad para asimilar una gran variedad de compuestos en muy grande, debido a su
versatilidad bioquimica. Por ejemplo, las bacterias del género Pseudomonas sp. metabolizan
una amplia diversidad de compuestos quimicos, Nitrobacter sp solamente es capaz de obtener
energia de la oxidacién de nitritos a nitratos. Thiobacillus ferrooxidans obtiene energia de la
oxidacién de compuestos sulfurosos reducidos y de iones fierro, en un pH 6ptimo de 2.
Clostridium sp es capaz de crecer en ausencia de oxigeno y puede obtener nitrégeno por la

reduccidn de nitrogeno atmosférico (Wood, 1989).
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Por el enfoque del trabajo realizado se cuantificaron Gnicamente las bacterias heterétrofas, en
dos medios de cultivo, uno conteniendo fuentes complejas facilmente degradables (PYG) y el
otro un medio mineral con extracto de suelo (MES), que proporciona microelementos y
materia orgdnica soluble tipica del suelo. En la Figura 6.4 se puede observar que el nimero de
bacterias heterétrofas cuantificadas en el medio con extracto de suelo fue mayor que el de las
bacterias que crecieron en medio PYG. Asimismo, se cuantificaron un mayor mimero de
bacterias con el medio PYG en la capa de suelo superficial, probablemente porque las capas

mis profundas reciben un menor aporte de substratos de ficil degradacion.

LOG BACTERIAS g/SUELO

2
1,49
i & MEDIO PYG
21 + B MEDIO MES
E .1+
o 1
3
2 345
2 1
L 263 T
o 1
&
435 T
467 T
545 +

Figura 6.4. Perfil de distribucién de bacterias heterétrofas.

Generalmente, en las capas superficiales de suelo el contenido de materia organica es mayor
que en las capas profundas, por lo que las bacterias heterétrofas al necesitar compuestos
organicos preformados, encuentran en estas capas las condiciones nutricionales adecuadas para

su desarrollo, ademds del aporte de materia orginica proveniente de las aguas del canal.
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Aunque algunas muestras més profundas presentaron alto contenido de materia orginica, ésta
muchas veces puede no estar disponible para los microorganismos, ya que pasa a formar parte
de la estructura del suelo. Asi, entre mis pequeiias son las particulas que estin constituyendo el

suelo su capacidad para retener materia organica aumenta (Aguilera, 1989).

A las profundidades de 2.10 m y 5.45 m se encontr6 un menor nimero de bacterias
heterdtrofas, cuantificadas con el medio PYG, ésto puede estar relacionado con el pH que
resulté demasiado 4cido a esas profundidades, asi como a 4.35, 4.50 y 5.0 m de profundidad
donde fue alcalino, alrededor de 8 o superior a este valor. Ademds, en estas Gltimas
profundidades, otros factores parecen ser limitantes para la poblacién de bacterias heterétrofas,
como por ejemplo el bajo contenido de materia orgdnica y de agua en el suelo. Se podria
enfatizar que en estas profundidades los microorganismos son afectados por las condiciones de

pH existentes en este tipo de suelo.

En las profundidades de 2.10 y 2.46 m, el contenido de materia organica fue alto asi como el
porcentaje de humedad, por lo que se esperaria que hubiese un mayor mimero de bacterias
heterétrofas que lIas que se encontraron. Sin embargo, tal vez el suelo arcilloso no esta dejando
disponible la materia orginica para los organismos, ademis de que la acidez del suelo, no
favorece su sobrevivencia. Comparando los dos medios de cultivo se puede observar que existe
una relacion cuantitativa entre ellos. El hecho de haber encontrado un mayor nimero de
bacterias con el medio MES, tal vez esté relacionado con los factores de crecimiento que
muchas de ellas obtienen del suelo y que le son indispensables. En la Figura 6.4. se pueden

comparar los perfiles obtenidos con los dos medios.

En la muestra O a 5.45 m de profundidad el contenido de materia organica bajo y e pH 4cido,

parecen ser los factores limitantes para el desarrollo de los microorganismos.

El contenido de nitrogeno amoniacal mds alto correspondié a las profundidades de 5.0 y 5.45
m, sin embargo, el nimero de bacterias heterétrofas es bajo. Una explicacién para la

profundidad de 5.45 m, es que existen bacterias que son incapaces de crecer en medios
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convencionales (Salle, 1975) porque son muy especificas. Dicha teoria podria estar apoyada
por el alto porcentaje de s6lidos volitiles encontrados a esa profundidad el cual fue de 55.56
%. Si existe un alto contenido de nitrégeno amoniacal en el suelo, se esperaria que el
contenido de bacterias fuera también alto. Se podria pensar también que un pH demasiado
alcalino como el que presenta la muestra N a 5.0 m de profundidad, podria ser un habitat poco

favorable para este tipo de bacterias, aunado al bajo contenido de materia organica.

Las profundidades que presentaron el mayor nimero de bacterias heterdtrofas, fueron las de
1.49 a 1.93 m; de 2.73 a 4.04 m; 4.67 y 5.49 m. También se observd que estos suelos
presentaron un menor contenido de nitrégeno amoniacal, con excepcién de la profundidad de
1.93 m. Lo anterior hace suponer una actividad de bacterias desnitrificantes y que, por ello, el
nitrégenc contenido en estas muestras esté en forma de nitritos y de nitratos, sin embargo, eso

no se pudo comprobar.

Las bacterias hetertrofas se encontraron en mayor nimero en las muestras A y Ba
profundidades de 1.49 y 1.93 m, respectivamente, las cuales corresponden a las capas de suelo
mis externas. Esto puede ser a causa a de la filtracion de agua residual del canal, la cual le
estaria proporcionando a éste, materia orgdnica Optima para el desarrollo de bacterias
heterétrofas. Sin embargo, el contenido bajo de humedad en estas dos muestras puede ser
causa de una filtracién alta de agua la cual, a su vez, estaria también restringiendo la
acumulacién de materia orgénica. Con esto se podria deducir que el suelo de las muestras A y

B, estd constituido de una textura mis gruesa que la de una arcilla.

Debido a la baja cantidad de materia organica en las capas mas externas, el nimero alto de
bacterias heterétrofas asi como el bajo contenido de NH,*, se puede pensar que es debido a
que el canal de agua residual estd proporcionando a los microorganismos carbohidratos de ficil
degradacion a través del agua que se ests filtrando al subsuelo. Por ser estos carbohidratos mas
facilmente asimilables para las bacterias, estas toman su fuente de energia del mismo y utilizan
solo los compuestos nitrogenados con fines plasticos, con lo cual diminuiria la produccion de

amoniaco y nitratos. Dado esto, sélo se llegaria a una concentracién alta de amoniaco cuando
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las bacterias no dispusieran de un carbohidrato de asimilacion répida (Salle, 1975). Asi, la alta
poblacion bacteriana heterétrofa en las muestras de suelo mds superficiales, puede explicarse
por la materia orgénica que le esti proporcionando el agua residual al suelo subyacente Y que

es ficilmente asimilable para las bacterias heterétrofas.

El crecimiento en medio mineral con extracto de suelo (MES), mostré un mayor nimero de
bacterias heterétrofas. Una explicacién es que algunas bacterias pueden necesitar factores de
crecimiento que podrian s6lo encontrar en el suelo (Paul y Clark, 1989). Aungue las bacterias
heterétrofas cuantificadas con este medio, se encontraron en mayor nimero que las
heterétrofas detectadas con el medio PYG, otra posibilidad seria que algunas de éstas sean
quimiorganotréficas, es decir, que son heterdtrofas facultativas (Paul y Clark, 1989), capaces

de crecer a partir de la materia orgénica del suelo.

El nimero de bacterias heterétrofas evaluadas con el medio MES, no presentd una relacién con
la profundidad del suelo, mds bien el contenido de dichos organismos fue variable en distintas
profundidades. Tal vez los factores abiticos, asi como los microambientes, son los factores
mis importantes que influyeron para la distribucién de los organismos. Se ha visto que el
contenido de microorganismos en el suelo varia, considerablemente, hasta de un centimetro a
otro por la influencia de los microambientes que se pueden formar en el suelo (Foth et al.
1980).

Las bacterias, en su mayoria, se ven afectadas severamente por el pH 4cido ya que este afecta
st metabolismo, las més afectadas son las autétrofas (Foth er al. 1980). A las profundidades de
2.1022.73, 3.452a 3.63 y 5.45 m, en las cuales se presenta un pH 4cido, se puede observar
también que éstas presentan un menor mimero de bacterias heterdétrofas. Sin embargo los
suelos que presentaron mayor contenido de bacterias heterétrofas, tienen un pH neutro como el
de la muestra B, o bien ligeramente alcalino, cercano a 8, como las muestras F ,J, Ly M. Para
la muestra A, el bajo contenido de nitrégeno en forma amoniacal es el factor limitante para el
crecimiento de los organismos, ya que el pH es este sitio se encontrd cercano a la neutralidad.

El bajo contenido de amoniaco puede deberse, como ya se menciond anteriormente, a que las
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bacterias autdtrofas nitrificantes pueden utilizar rutas metabdlicas mas ficiles que bajan la
producciéon de amoniaco en el suelo, lo que traeria como consecuencia que la poblacidn de
bacterias heterotrofas también bajara. El suelo N a 5.0 m de profundidad, a pesar de que
presenta un alto contenido de nitrdégeno, el nimero de organismos se ve inhibido debido a su
pH elevadamente alcalino. En el caso del suelo P, las bacterias alli presentes podrian ser
quimiorganotrdficas, ya que estas presentan una mayor tolerancia a los valores de pH (Foth et
al. 1980), ademds de que el contenido de materia organica asi como el de nitrégeno amoniacal

son muy altos.

En el presente trabajo, el nimero de bacterias cuantificadas tanto con medio MES como con
medio PYG fue mas alto en las capas superficiales de suelo que en las profundas. Debido a
estos resultados, se puede decir que el ambiente predominante en el suelo es aerobio, ya que la
abundancia de microorganismos va diminuyendo, en general, a medida que se profundiza

(Salle, 1975), o bien, las bacterias son anaerobias facultativas.

La cuantificacién de bacterias anaerobias, por la técnica del NMP, mostré6 una menor
proporcidn en comparacién con las aerobias. Sin embargo, el nimero de bacterias anaerobias
estrictas, como las metanégenas a partir de H, y CO,, fue muy alto aungue no alcanzé la
magnitud de las aerobias. Las bacterias hidrogenéfilas que producen metano a partir de H, y

CO, estdn en mayor proporcion que tas que lo producen a partir de acetato (Figura 6.5).

Los grupos bacterianos més representados en todas las profundidades fueron los pertenecientes
a las bacterias fermentativas y metanégenas a partir de H, y CO, (Figura 6.6). Las bacterias OP
(degradadoras del propidnico) y OB (degradadoras del butirico) fueron los grupos que se
encontraron en menor proporcién (Figura 6.7). Las degradadoras del acetato (A) y las
formadoras de 4cido sulfidrico(S) se encontraron en proporciones pequefias, sélo
encontrandose en mayor proporcion en la capa de suelo més superficial. La distribucién de las
bacterias sulfatorreductoras se puede observar en la Figura 6.6 y la de las acetoclasticas en la

Figura 6.5.
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Figura 6.5, Perfil de distribucién de bacterias hidrogenéfilas (H) y acetocldsticas (A).

1.49

21

E

a5 273

<

(=]

S 345

S 363

3 1

2 435

o
467

5,45

LOG BACTERIAS g/SUELO

Figura 6.6. Perfil de distribucién de bacterias sulfatorreductoras (S) y fermentativas (F).
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Figura 6.7. Perfil de distribucién de bacterias utilizadoras de scido butirico (OB) y propidnico (OP).

La muestra A de la profundidad 1.49 m, presentd en mayor proporcién los seis grupos tréficos
anaerobios, aunque en un nimero mayor se presentaron las bacterias fermentativas y las
metangenas. La gran cantidad de bacterias hidrogendfilas presentes en este suelo, estaria
indicando que el ambiente predominante es anaerobio, ya que dichos organismos son
anaerobios estrictos. Esto pudiera ser debido al ambiente saturado que le estd proporcionando

el canal de aguas residuales, lo cual no permite el libre paso del oxigeno.

El canal de agua residual que pasa por encima del suelo, puede tener una funcién de barrera
fisica entre el suelo y la atmdésfera, impidiendo el intercambio de oxigeno y, por lo tanto,
favoreciendo que las condiciones anaerobias sean predominantes. Tal vez este fendmeno
también esté provocando la disminucién del contenido de NH,* en las capas mas superficiales

de suelo, ya que las bacterias amonificantes se encontrarian muy reducidas en su poblacién.

El papel de las bacterias fermentativas es romper moléculas orginicas grandes o complejas

como carbohidratos, lipidos y grasas, por lo que es logico haber encontrado éstas en mayor
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proporcién en todas las muestras analizadas, ya que éstas estarian degradando la materia
orgdnica presente, de la cual una gran parte puede provenir de las aguas del canal. Se pudo
observar que el patrén de crecimiento para las bacterias fermentativas fue similar al de las
heter6trofas aerobias. Esto podria ser una prueba de que muchas de estas bacterias son
facultativas. Los factores limitantes para este tipo de bacterias son el contenido de humedad

bajo, el pH icido o alcalino y el bajo contenido de materia organica.

En todas las muestras, excepto a la profundidad de 4.04 a 4.50 m, se encontraron en mayor
numero las bacterias formadoras de metano a partir de H, y CO,. Lo anterior se puede explicar
por el alto nimero de bacterias fermentativas, las cuales estin liberando hidrégeno y CO, a su
entorno y, con ello, estarian proporcionando a las bacterias metanégenas los substratos

adecuados para la produccién de metano.

El alto mimero de bacterias sulfatorreductoras en el suelo, sugiere [a presencia de sulfatos.
Esto se explica porque en los anilisis de agua residual del canal se encontraron hasta 270 mg/L

de sulfatos.

A la profundidad de 4.04 a 4.50 m se presentd una poblacién baja de bacterias hidrogendéfilas,
esto podria ser indicativo de un microambiente aerobio por alguna causa, ya que este tipo de
bacterias, como ya se menciond anteriormente, son anaerobias estrictas. También puede

deberse a un bajo contenido de nutrimentos.

Segiin lo indicado anteriormente, en muchas de las muestras se encontré un pH 6ptimo para la
degradacion anaerobia de la materia organica. No obstante, se sabe que de manera individual
las bacterias acidégenas necesitan un pH entre 5.0 y 6.5 para poder desarrollarse, mientras que
las bacterias metanigenas, que son mds exigentes, requieren un valor mayor a 6.5 para
favorecer su desarrollo (Villa, 1996). Tal vez debido a estos valores de pH, aunado a las
condiciones predominantes en las distintas profundidades es que se encontré un mayor niimero

de bacterias anaerobias estrictas como son las metandgenas.
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El conteo directo de microorganismos por la técnica de anaranjado de acridina, mostré que el
nimero de bacterias, en todas las profundidades, fue mayor al obtenido por los métodos de
conteo en placa y NMP. Lo anterior se debe a que existen organismos no cultivables o
incapaces de crecer en medios convencionales (Salle, 1975). Se observé también con esta
técnica, que a la profundidad de 1.49 m existian fragmentos de microalgas lo que indicaria una
filtracién de materia organica desde el canal de agua residual. Asimismo, a la profundidad de
5.49 m también se observaron muchos filamentos que podrian pertenecer a hongos
microscopicos, esta aseveracién puede apoyarse en el hecho de del pH 4cido de dicho suelo, el

cual favorece al crecimiento de los hongos.

La gran mayoria de los microorganismos observados al microscopio se tifieron de color verde,
lo que indicaria que estos se encontraron metabélicamente inactivos (Byrd y Colwell, 1992).
S6lo una minoria y no en todas las profundidades, se tifio de color anaranjado, lo que estaria
indicando bacterias metabSlicamente activas. Sin embargo, el color de la tincion depende,
entre otras cosas del pH. El suelo mis superficial (1.49 m) fue el tinico en donde se observaron
bacterias en biparticién. Tal vez se debe a que ésta es la mds superficial y, por lo tanto, Ia que
estd mas en contacto con la materia orgdnica que le Ilega del canal de agua residual, el que su
PH esté casi en la peutralidad y por tener una temperatura mesdfila, proporcione un habitat
6ptimo para el desarrollo y reproduccién de los microorganismos.

Segin las definiciones de Paul y Clark (1989) para organismos autdctonos Y zimogeneos, se
podria decir que la mayoria de los organismos que habitan a grandes profundidades son
autoctonos, ya que su mimero va disminuyendo conforme avanza la profundidad. Esto nos
permite asumir que crecen lentamente en los suelos que no contienen substratos ficilmente
oxidables, ya que s6lo se estaria hablando de organismos zimogeneos a aquellos que crecen en
los suelos mis superficiales, como son las muestras A, By C; o en los que pueden recibir agua

por pequenas filtraciones por fracturas.

En los suelos superficiales se habla de organismos zimogeneos debido a que fueron las que

presentaron la mayor poblacién en la que muchos de ellos mostraron una gran actividad como
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los de la muestra A. Esto puede ser Igico si se considera que el canal de agua residual les

proporciona un habitat adecuado para vivir.

3. ENRIQUECIMIENTO DE CULTIVOS DEGRADADORES DE TOLUENO

Aclimatar a los organismos capaces de utilizar tolueno como fuente de carbono y energia, tomd
5 meses de trabajo, en donde los microorganismos se sometieron a concentraciones crecientes
de tolueno, empezando con 50 pul de tolueno y terminando con 300 ul. Lo anterior se hizo
porque cuando se intentd cuantificar al principio las bacterias degradadoras de tolueno, el

crecimiento fue casi nulo, por lo que se opté por hacer una aclimatacién.
Después de los 5 meses de aclimatacion se obtuvieron crecimientos de hasta 7.6 x 10° ufc/ml

de cultivo para las muestras provenientes de profundidades de 4.04 m Y 5.45 m. El perfil del

crecimiento obtenido, después de la aclimatacién de las bacterias, se muestra en la Figura 6.8.
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Figura 6.8. Cuantificacién de bacterias degradadoras de tolueno en los cultivos de enriquecimiento.
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En las profundidades de 2.10, 3.47 2 4.04 y 5.45 a 5.49 m, se obtuvo el mayor crecimiento de
bacterias degradadoras de tolueno. En estas mismas muestras se habia observado un gran
contenido de humedad, de sélidos voldtiles y de materia orgdnica. Estas condiciones
predominantes en su habitat pudieron ser favorables para que las bacterias fueran capaces de

metabolizar el tolueno

4. PRUEBAS DE BIODEGRADACION DE TOLUENO EN MICROCOSMOS

Después de haber obtenido cultivos eariquecidos con capacidad para desarrollarse en medios
con tolueno como unica fuente de carbono, se seleccionaron los cultivos provenientes de las
muestras identificadas como A, I, K, y L para realizar las pruebas de biodegradacion, ya que

€stos presentaron una mayor turbiedad, la cual se asocié con un mayor crecimiento.

El cultivo proveniente de la muestra A, la mis superficial a 1.49 m de profundidad, mostré la
mayor actividad de todos los cultivos. En este caso se partié de una concentracién de tolueno

de 2600 ppm Ila cuat en 16 dias, alcanzé una eliminacién del 86.5% (Figura 6.9.).

Con el cultivo de la muestra I, proveniente de una profundidad de 3.59 a 3.67 m, mostré un
porcentaje de eliminacién de tolueno de 70.28% en diez dias (Figura 6.10). Cabe mencionar
que en las muestras originales I y K se encontré un alto contenido de materia orginica y, en el
caso del cultivo enriquecido de la muestra I, también una gran cantidad de bacterias
degradadoras de tolueno.

En el caso del cultivo de la muestra K (4.34-4.36 m) se alcanzd una eliminacién de tolueno del

88.25 %, también en diez dias, aunque, aparentemente, este cultivo fue més activo pues el

porcentaje de eliminacién referido se alcanzé en un menor tiempo (Figura 6.11).

76




TOLUENO (mg/ L)

mr=140.65

0 1 2 3 4 5 6 7 81011 12 13 16
DIAS

Figura 6.9. Biodegradacién de tolueno a partir de un cultivo proveniente de la muestra A.
Profundidad 1.44-1.52 m. Eliminacién de tolueno 86.5%.

Concentraciéa de tolueno en el testigo de fuga 3186 mg/L al final del experimento,

TOLUENO (mg/ )

Figura 6.10. Biodegradacién de tolueno a partir de un cultivo proveniente de la muestra I.
Profundidad 3.59-3.67 m. Eliminacién de tolueno 70.28%.
Concentracién de tolueno en el testigo de fuga 2784 mg/L al final del experimento.
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Figura 6.11. Biodegradacién de tolueno a partir de un cultivo proveniente de la muestra K.
Profundidad 4.34-4.36 m. Eliminacién de tolueno $8.25%.
Concentracién de tolueno en el testigo de fuga 1956 mg/L al final del experimento.

La muestra L mostré una menor actividad en comparacién con los otros 3 cultivos. Tal vez la
capacidad de degradacion de este cultivo disminuyé por el ripido consumo de oxigeno en la
etapa inicial del experimento por lo que, al agotarse éste, el sistema ya no funcioné bien. La
e¢liminacion de tolueno fue muy lenta, alcanzando un 72% al final de 20 dias. Esto se puede
observar en la Figura 6.12.

3000

2500

2000

1500 |

1000 {

TOLUENO (mg/ L)

500 1

0 1 2 3 4 5§ 6 7 8 10 11 13 15 17 20
DIAS

Figura 6.12. Biodegradacién de tolueno a partir de un cultivo proveniente de la muestra L.
Profundidad 4.48-4.52 m. Eliminacién de tolueno 72.69 %.
Concentracién de tolueno en el testigo de fuga 3125 mg/L af final del experimento.
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En todos los cultivos se pudo observar una pérdida gradual del tolueno. Sin embargo, este no
se consumié en su totalidad, ya que el miximo de eliminacién alcanzado en los microcosmos
fue del 88.25%. El hecho de que no se consumiera totalmente el tolueno pudo haber sido a una
limitacién de oxigeno en el sistema, ya que, en todo el tiempo de incubacién, a las muestras no
se les suministro oxigeno extra. El inico oxigeno disponible para los microorganismos fue el
que se quedo en el interior de las botellas antes de sellarlas al inicio de cada experimento. Esto
tiene fundamento, ya que para que la degradacién del tolueno se lleve a cabo, primero se tiene
que abrir el anillo aromitico y esto solo se puede hacer en presencia de oxigeno. La
degradacion se podria realizar en condiciones anaerobias siempre y cuando hubiesen otros
aceptores de electrones (Alexander 1994 a), sin embargo, la degradacién anaerobia no fue

interés de este trabajo.

Otro que apoya que la limitante en el sistema fue el oxigeno, son los trabajos realizados con
biodegradacion de BTEXs con los cuales se llega a un 100% de eliminacién de los
contaminantes debido a que, en este caso, se estuvo inyectando oxigeno puro durante los
experimentos (Alvarez y Vogel, 1991). Una limitacién de oxigeno no permite que las bacterias
sigan su crecimiento y por lo tanto la degradaci6n ya no se lleva a cabo. Esto se ha observado
en varios casos en donde se¢ limita el oxigeno, y otros nutrimentos escenciales para el

crecimiento se agotan.

La variacién de la concentracién inicial de tolueno en las distintas muestras, fue una
consecuencia de la volatilizacion del tolueno durante la preparacion de los microcosmos. Sin
embargo, una vez dentro de las botellas no se presenté fuga de éste, ya que los testigos de fuga
presentaron una concentracién tolueno casi idéntica a la concentracién inicial de cada

experimento.

Considerando la cantidad inical de indculo agregado a los microcosmos, que fue de 0.25 ml,
fue menor que en otros estudios donde se ha utilizado un mayor volumen (10 ml y 5 ml de
inéculo en 50 ml de medio mineral), por lo tanto en esos casos la degradacién ha sido mds
ripida (Ridgway et al. 1990; Alvarez y Vogel 1991).
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Con la intencién de conocer mis respecto a los cambios que se dieron en los microcosmos
durante las pruebas de biodegradacion, se Hevaron registros de la absorbancia como una
medida indirecta det crecimiento bacteriano, ademis de 1a variacién del pH como una respuesta

de la actividad metabélica.

En las grificas de variacién de absorbancia, Figuras 6.13, 6.14 y 6.15, correspondientes a los
cultivos provenientes de las muestras A, K y L, respectivamente, se pudo observar una lectura
mdxima de absorbancia de 0.09. Las variaciones en las lecturas son consecuencia de las dos
fases que se forman en los microcosmos, una fue la de] medio liquido y otra, las bacterias que
se depositan en la superficie por efecto del tolueno residual que tiende a mantenerse en la

superficie y en las paredes.

En las tres figuras se puede apreciar el incremento en la absorbancia hacia el final de las
pruebas, que coincide con el menor efecto de la insolubilidad del tolueno debido a que hay una

menor concentracion de este y, por tanto, las muestras son mis homogeneas.
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Figura 6.13. Variacion de la absorbancia a 540 nm durante la biodegradacién de tolueno a partir del cuitivo
enriquecido de la muestra A proveniente de 1.44-1.52 m.
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Figura 6.14. Variacién de la absorbancia a 540 nm durante la biodegradacién de tolueno a partir del cultivo
enriquecido de la muestra K proveniente de 4.34-4.36 m.
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Figura 6.15. Variacién de la absorbancia a 540 nm duraate la biodegradacién de tolueno a partir del cultivo
enriquecido de la muestra L proveniente de 4.48-4.52 m.

El pH durante las pruebas de biodegradacién mostré un valor inicial de 7.2 y conforme, pasé
el tiempo, descendié hasta valores cercanos a 6, como se observa en las Figuras 6.16, 6.17 y

6.18. Este comportamiento se repitié en las pruebas para los cultivos de las muestras A, K y
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L, respectivamente. La acidificacion del medio se puede explicar de dos formas, una es que,
debido a la falta de oxigeno, la degradacién al final no llegé hasta la completa mineralizacién
del tolueno, con la subsecuente acumulacion de 4cidos tricarboxilicos, los cuales son un paso
intermedio antes de llegar hasta fosforilacion oxidativa. Otra explicacién podria relacionarse
con la acumulacién de dcido carbdnico, el cual se forma al interaccionar el agua con el diéxido
de carbono, que se genera como biogds por los microorganismos en las fases iniciales de la
biodegradacién. Esta acumulacién de dcido carbénico en el sistema también pudo acidificar el

medio.
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Figura 6.16. Variacién del pH durante la biodegradacién de tolueno a partir del cultivo enriquecido de la
muestra A (profundidad 1.44-1.52 m)
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Figura 6.17. Variacion del pH durante la biodegradacién de tolueno a partir del cultivo enriquecido de a
muestra K (profundidad 4.34-4.36 m)
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Figura 6.18. Variacion del pH durante la biodegradacién de tolueno a partir del cultivo enriquecido de la
muestra L (profundidad 4.48-4.52 m)
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5. IDENTIFICACION DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE TOLUENO

Una vez terminadas las pruebas de biodegradacion de tolueno, se procedié a la identificacion

de las especies bacterianas involucradas. En Ia Tabla VI.4. se presentan los resultados

obtenidos.

Como se puede observar, las especies aisladas de los cultivos bacterianos, pertenecieron al
género de las Pseudomonas, en algunos casos fue posible conocer la especie aunque con un
alto porcentaje de incertidumbre. Las pruebas realizadas con los cultivos de las profundidades
a 3.63 m y 4.35 m mostraron las mismas especies de bacterias. Podria pensarse que tal vez

estas especies de bacterias tengan una mayor capacidad para degradar tolueno que las otras, en

donde Ia cinética de biodegradacién tomé mds tiempo.

Tabla V.1.4. Identificacién de las cepas degradadoras de tolueno obtenidas por enriquecimiento

CEPA MORFOLOGIA [ TINCION |CRECIMIENTO| IDENTIFICACION
GRAM EN PLACA
MUESTRA A Bacilo Negativa Puntiforme de | Pseudomonas aeruginosa
color blanco
MUESTRA A Bacilo Negativa Puntiforme de Pseudomonas sp.
color blanco
MUESTRA 1 Bacilo Negativa Amiboide de Pseudomonas cepacia
color amarillo
MUESTRA | Bacilo Negativa Circular de color | Pseudomonas fluorenscens/
puntiagudo amarillo _putida
MUESTRA K Bacilo Negativa Puntiforme de Pseudomonas cepacia
color amarillo
MUESTRA K Bacilo Negativa Circular de color | Pseudomonas fluorenscens/
puntiagudo amarillo putida
MUESTRA K Bacilo Negativa Puntiforme color | Pseudomonas pseudomallei
iransparente
MUESTRA L Bacilo Negativa Puntiforme de Pseudomonas cepacia
color amarillo
MUESTRA L Bacilo Negativa Puntiforme de Pseudomonas sp.
color blanco
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CONCLUSIONES

La influencia del canal sobre ¢] suelo y subsuelo parece alcanzar los 4 m de profundidad.

Se observé una importante heterogeneidad en las caracteristicas fisicoquimicas de] material

geoldgico.

El alto porcentaje de humedad del material geolégico ayudé a la sobrevivencia de la

microflora presente,

La distribucién de bacterias fue uniforme, lo cual no mostré relacign con el pH y el contenido

de materia organica.
La mayor parte de la poblacién microbiana autéctona no mostrd actividad metaboélica,

A través de la técnica de enriquecimiento se logré el desarrrollo de bacterias degradadoras de
tolueno, lo cual pudo comprobarse con las cinéticas de biodegradacién.

Se obtuvieron altos porcentajes de biodegradacién de tolueno para los cultivos enriquecidos

provenientes de 4 profundidades diferentes,

Las cepas degradadoras identificadas como Pseudomonas aeruginosa, P. cepacia, P
Sluorescens/putida, P. pseudomallei y Pseudomonas Sp. se encontraron asociadas en

consorcios microbianos.

El subsuelo del canal en estudio no tiene capacidad de atenuacién natural sobre los

contaminantes que migran desde la superficie, a menos que se promueva una mayor actividad

degradadora.
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RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS

Una vez comprobada la capacidad degradadora de las bacterias, probar la efectividad de las
cepas para degradar otros tipos de contaminantes, ya que muchos de estos tiener una
estructura quirnica similar y la variedad de contaminantes, asi como los sitios contaminados es

muy amplia.

Se podria profundizar la investigacion para conocer el potencial de las especies bacterianas
aisladas e identificadas en los consorcios para degradar diferentes hidrocarburos

monoaromaticos.

Investigar la existencia de asociaciones mutualistas entre las especies identificadas en los

consorcios bacterianos.
Investigar los métodos adecuados de preservacion para las cepas degradadoras aisladas, para

cuando se produzcan a gran escala éstas no pierdan su capacidad degradadora hasta el

momento de su utilizacion.
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APENDICE I

Datos obtenidos para la determinacion de textura

SECCION N SECCION M TESTIGO

TIEMPO mm T® mm T mm T°
30 seg 30 20 21 20 0 20
1 min 29 20 20 20 0 20
3 min 27 20 20 20 0 20
9 min 23 20 19 20 0 20
30 min 15 20 16 20 0 20
90 min 12 21 14 21 0 21
120 min 10 21 13 21 0 21
270 min 9 22 12 22 0 22
360 min 9 22 11 22 0 22
480 min 9 22 10 22 0 22
720 min 8.5 20 10 20 0 20
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APENDICE 2

Cuantificacion de bacterias en las secciones de los nucleos

Cuantificacién en las secciones de suelo de Bacterias heterétrofas en medio PYG y en medio
MES

PROFUNDIDAD HETEROTR. PYG HETEROTR.MES

PROMEDIO (LOG) (LOG) .
(m)
1,49 5,25 4.85
1,93 54 5.6
2,1 4.5 5.98
2,46 4,57 343
2,73 5,1 4.85
3,18 5,19 8.7
3,45 5,11 3.6
3,47 5,09 373
3,63 6 5.3
4,04 5,39 6.24
4,35 5 4.82
4,5 5,05 5.92
4,67 5,27 5.9
5 4,47 5.35
5.45 4,62 4.72
5,49 4.9 5.90
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Cuantificacion de bacterias por medio de la técnica de anaranjado de acridina

PROFUNDIDAD
PROMEDIO
(m)
1,49
1,93
2,1
2,46
2,73
3,18
3,45
3,47
3,63
4,04
4,35
4,5
4,67

5,45
5,49

ufc g/SUELO
SECO

2.25 E6
1.77 E5
1.05 E6
5.96 ES
1.4 E6
1.6 E6
1.1 E6
4.2 E5
1.7 E6
2.0E6
7.66 ES
1.03 E6
B.6 ES
2.58 ES
1.23 E6
9.75 ES

LOG

6.35
5.89
6.02
5.77
6.14
6.2
6.04
5.63
6.23
6.3
5.88
6.01
5.93
5.41
6.09
5.98

Norma Pérez Hemindez
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Bacterias anaerobias

PROFUNDIDAD HIDROGENOFILAS ACETOCLASTICAS UTILIZADORAS UTILIZADORAS

PROMEDIO (LOG) (LOG) DELACIDO  DEL ACIDO
(m) BUTIRICO PROPIONICO
(LOG) (LOG)

1,49 7 4 3 3
1,93 6 3 3 2
2,1 5 4 4 3
2,46 4 3 3 3
2,73 6 3 4 3
3,18 7 0 0 0
3,45 6 3 3 3
3,47 6 3 2 2
3,63 6 3 3 3
4,04 3 0 0 0
4,35 5 3 3 2
4,5 4 0 0 0
4,67 6 0 2 0
3 6 0 0 0
5,45 4 4 3 2
5,49 3 0 0 0

Norma Pérez Hemidndez



Bacterias anaerobias

PROFUNDIDAD
PROMEDIO

(m)
1,49
1,93
2,1
2,46
2,73
3,18
3,45
3,47
3,63
4,04
4,35
4,5
4,67
5

5,45
5,49

SULFATORREDUCTORAS
(LOG)

u-huw.&m.hmwuu.humhh

FERMENTATIVAS
(LOG)

wumhhmhmmc\uh&whm

Nomma Pérez Hemidndez
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APENDICE 3

Cinéticas de degradacién de tolueno

Cultivos provenientes de la seccién A (1.49 m de profundidad)

TIEMPO TOLUENO pH ABSORBANCIA

(dias)  RESIDUAL (540 nm)
mg/L
0 2997 7,18 0,08
1 2482 7,11 0.065
2 1857 6,97 0,073
3 1587 7,04 0,049
4 2510 6,82 0,068
5 1872 6,79 0,042
6 1991 6,7 0,066
7 1597 6,66 0,055
8 1690 6,61 0,067
10 1482 6,61 0,077
1 1509 6,6 0,079
12 792 6,62 0,078
13 1201 6,37 0,082
16 405 6,33 0,078
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Cultivos provenientes de la seccién K (4.35 m de profundidad)

TIEMPO TOLUENO ABSORBANCIA
(dias) RESIDUAL

AT =2 TR - YV . T B S

[
(=}

mg/L
2028
1606
1185
1190
1195
602
482
303
254
238

(540 nm)

0,036
0,031
0,032
0,028
0,033
0,048
0,037
0,052
0,077
0,056

pH

7,23
7,22

7.1
6,95
6,9
6,87
6,8
6,57
6,37

Norma Pércz Hemandez
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Cultivos provenientes de la seccién L (4.5 m de profundidad)

TIEMPO TOLUENO ABSORBANCIA

(dias)

0 9 N W b W N

I
13
15
17
20

RESIDUAL
mg/L
2564
2457
2500
2580
2088
2244
2040
1787
1699
2241
2117
1704
1258
1969

703

(540 nm)

0,05
0,086
0,087
0,093
0,074
0,048
0,065
0,055
0,082
0,057
0,068
0,062
0,065

0,07
0,071

pH

1,23
7,16
7,1
7,09
6,85
6,87
6,72
6,68
6,63
6,6
6,61
6,61
6,63
6,4
6,29

Norma Pérez Hemindez
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Cultivos provenientes de la seccién I (3.63 m de profundidad)

TIEMPO TOLUENO

(hrs) RESIDUAL
mg/L
0 2749
2 2186
6 2669
8 2593
16 2566
20 2512
24 1861
28 2016
31 2320
38 2038
56 2214
75 1805
109 1598
122 1355
137 1311
161 979
185 746
209 930
233 817
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APENDICE 4

Identificacion de bacterias degradadoras de tolueno

CEPA CAMI: Pseudomonas cepacia

%id=66.8 *

CEPA CAMI: Pseudomonas cepacia %id= 66.8 *
CEPA CBMLI: Pseudomonas fluorensces/putida %id=66.8 *
CEPA CAMN: Pseudomonas aeruginosa Y%id=96.3
PRUEBAS SUBSTRATOS | REACCIONES/ENZIMAS | RESULTADO | RESULTADO | RESULTADO
CEPA CAMI | CEPA CBMI | CEPA CAMN
ONPG ortonitrofenolga- B-galactosidasa negativo negativo negative
lactosido
ADH arginina arginina dehidrolasa negativo negativo negativo
LDC lisina lisina descarboxilasa negativo negativo negativo
oDC omitina omnitina descarboxilasa negativo negativo negativo
CcIT citrato sédico utilizacion del citrato negativo negativo positivo
H,S tiosulfato sodico produccién de H,S negativo negativo negativo
URE urea ureasa negativo negativo positivo
TDA triptéfano triptéfano desaminasa negativo negativo negativo
IND triptofano produccion del indol negativo negativo negativo
VP piruvato sédico produccién de acetoina negativo negativo negativo
GEL gelatina de Kohn gelatinasa positivo negativo positivo
GLU glucosa fermentacion/oxidacion (4) positivo positivo positivo
MAN manitol fermentacién/oxidacion (4) negativo negativo negativo
INO inosito fermentacion/oxidacion (4) negativo negativo negativo
SOR sorbitol fermentacién/oxidacion (4) negativo negativo negativo
RHA ramnosa fermentacion/oxidacion (4) negativo negativo negativo
SAC sacarosa fermentacion/oxidacion (4) negativo negativo negativo
MEL melibiosa fermentacién/oxidacion (4) negativo positivo negativo
AMY amigdalina fermentacion/oxidacién (4) negativo negativo negativo
ARA arabinosa fermentacion/oxidacién (4) positivo negativo positivo
10).4 sobre papel de citocromo oxidasa positivo positivo positivo
filtro

(4) La fermentacion empieza en la parte inferior de los tubos, la oxidacién empieza en la copula. En este caso todo
el tubo estaba amarillo a las 24 hrs, por lo que no se pudo sabaer si empezo en oxidacién o fermentacion.

* Esta es una buena identificacién a nivel de género, sin embarg

CEPA CAMH: Pseudomonas cepacia

%id=92.8

o para el nivel de especie ésta es la mas probable.
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CEPA CBMH: Pseudomonas fluorensces/putida

%id= 66.8 *

CEPA CCMH: Pseudomonas sp %id=64.3 *
PRUEBAS SUBSTRATOS | REACCIONES/ENZIMAS | RESULTADO | RESULTADO | RESULTADO
CEPA CAMH | CEPA CBMH { CEPA CCMH
ONPG ortonitrofenolga- p-galactosidasa positivo negativo negativo
lactosido
ADH arginina arginina dehidrolasa negativo negativo negativo
LDC lisina lisina descarboxilasa negativo negativo negativo
oDC ornitina omnitia descarboxilasa negativo negativo negativo
CiT citrato sédico utilizacién del citrato negativo negativo negativo
H,S tiosulfato sédico produccion de H,S negativo negativo negativo
URE urea ureasa negativo negativo negativo
TDA tript6fano triptéfano desaminasa negativo negativo negativo
IND triptofano produccion del indol negativo negativo negativo
VP piruvato sédico produccion de acetoina negativo negativo negativo
GEL gelatina de Kohn gelatinasa positivo negativo positive
GLU glucosa fermentacion/oxidacidn (4) positivo positivo positivo
MAN manitol fermentacidn/oxidacién (4) negativo negativo negativo
INO inosito fermentacion/oxidacion (4) negative negativo negativo
SOR sorbitol fermentacién/oxidacion (4) negativo negativo negativo
RHA ramnosa fermentacién/oxidacion (4) negativo negativo hegativo
SAC sacarosa fermentacion/oxidacién (4) negativo negativo positivo
MEL melibiosa fermentacién/oxidacion (4) negativo positivo negativo
AMY amigdalina fermentacion/oxidacién (4) negativo negativo positivo
ARA arabinosa fermentacién/oxidacion (4) positivo negativo negativo
(8).¢ sobre papel de citocromo oxidasa positivo positivo positivo
filtro

(4) La fermentacion empieza en la parte inferior de los tubos, la oxidacién empieza en la cupula. En este caso todo

¢l tubo estaba amarillo a las 24 hrs, por lo que no se pudo sabaer si empezo en oxidacion o fermentacion.

* Esta es una buena identificacion a nivel de género, sin embargo para el nivel de especie ésta es la mas probable,
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CEPA CDMH: Pseudomonas cepacia

%id=92.8

CEPA CAME: Pseudomonas cepacia %id= 90.4
CEPA CBME: Pseudomonas sp %id=66.8 *
PRUEBAS SUBSTRATOS | REACCIONES/ENZIMAS | RESULTADO | RESULTADO | RESULTADO
CEPA CDMH | CEPA CAME | CEPA CBME
ONPG ortonitrofenolga- p-galactosidasa positivo positivo negativo
lactosido
ADH arginina arginina dehidrolasa negativo negativo negativo
LDC lisina lisina descarboxilasa negativo negativo negativo
oDC ornitina omitina descarboxilasa negativo negativo negativo
CIT citrato sédico utilizacién del citrato negativo negativo negativo
H,S tiosulfato sédico produccién de H,S negativo negativo negativo
URE urea ureasa negativo negativo negativo
TDA triptéfano triptéfano desaminasa positivo negativo negativo
IND triptofano produccidn del indol negativo negativo negativo
VP piruvato sédico produccién de acetoina negativo negativo negativo
GEL gelatina de Kohn gelatinasa positivo negativo negativo
GLU glucosa fermentaci6én/oxidacion (4) positivo positivo positivo
MAN manitol fermentacion/oxidacion (4) negativo negativo negativo
INO inosito fermentacién/oxidacién (4) negativo negativo negativo
SOR sorbitol fermentacién/oxidacién (4) negativo negativo negativo
RHA ramnosa fermentacién/oxidacion (4) negativo positivo negativo
SAC sacarosa fermentacion/oxidacién (4) positivo positivo negativo
MEL melibiosa fermentacién/oxidacién (4) negativo negativo positivo
AMY amigdalina fermentacion/oxidacion (4) negativo positivo negativo
ARA arabinosa fermentacién/oxidacion (4) positivo positivo negativo
(8)1 sobre papel de citocromo oxidasa positivo positivo positivo
filro

(4) La fermentacién empieza en la parte inferior de los tubos, la oxidacién empieza en la cipula. En este caso todo
¢l tubo estaba amarillo a las 24 hrs, por lo que no se pudo sabaer si empezo en oxidacién o fermentacién.

* Esta es una buena identificacion a nivel de género. sin embargo para el nivel de especie ésta es la mas probable.
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