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Antecedentes

El aumento en la actividad industrial, la falta de control de calidad, el descuido industrial

¥y los accidentes producen que varios compuestos organicos ¢ inorganicos en el ambiente sean

i, a,

tual como inantes en el suclo, ¢l subsuelo y en los ambientes

acudticos. El decaimiento en la calidad del ambiente y los efectos en la salud han incrementado

mucho la atencién y los recursos para la investigacid: impl i6n e innovacién de
logia para limpiar los i de los

Se estima que a nivel mundial, se derraman en el mar y estuarios alrededor de 1.7 a 8.8 x
10° toneladas de hidrocarburos asociados con el petréleo (Head y Swannell, 1999). Las fuentes
potenciales son:

v  Derrames por accidentes navieros y en plataformas de perforacién petrolera.
¥ Descargas industriales y municipales a rios y ¢stuarios.

~ Combustién de pozos petroleros.

Casos histéricos de derrames.

El Ixtoc 1 en la Bahia de Campeche, Mcxico, fue destruido por un incendio el 3 de junio
de 1979. Sc ha estimado que 140 mil millones de barriles de crudo fueron derramados. El impacto
de este derrame sc observé en muchas zonas llegando a Texas para mediados de agosto de 1980
(Overton, E. et al., 1994).

El Exxon Valdez, buque navicro que transportaba petrélco. liberé aproximadamente 11
millones de galones en Alaska después de que un error de navegacion lo hizo encallar en marzo
24 de 1989. La capa de hidrocarburo derramada fue extendida por ¢l viento a 25 000 millas de
costa y agua adyacente, estimando que entre 3500 y 5500 animales dejaron de existir por ese
accidente. La limpieza sélo cn el primer ailo después del accidente costo cerca de 2.5 mil
millones de délares (Overton, E. er al., 1994).

En la guerra del Golfo Pérsico en 1990 mis de 300 pozos petroleros fueron incendiados

en un lapso de 10 mescs, ad is de quc deliberad fueron arrojados al mar varios cientos

de barriles que causaron dafio en varias especies incluyendo la humana (Overton. E. et al.,, 1994).




Antecedentes

En enero de 1988, 4 millones de galoncs de petrdleo almacenados en un buque de la

compaiiia Ashland Oil , Inc. se derramaron en las instalaci de la cc ia localizados en

Floreffe, Pensilvania. Era la primera vcz que llenaban ¢l buque después de haber sido

desmantelado para su reparacién. El hidrocarburo cubrié las instalaci de la ¢ ia, el

> y las propiedades aled al lugar, ademas de que el clima lluvioso ocasioné
que ¢l derrame se drenara directamente en el rio. Minutos después del inicio del derrame este ya

abarcaba varias millas rio abajo, por la corriente y el viento, dirigiénd del rio M hecla al

rio Ohio i do poral 1te la fuente de agua potable de aproximadamente 1 millén de
personas, ademas de la vida salvaje, daiio a propiedad privada.y afectando la actividad comercial
de la zona (Chapelle, F.H, 1999).

En marzo 28 de 1993, un rompimicnto ocurrido en los olcoductos en Fairfax County,
Virginia causé el derrame de 400,000 galones de gasoleo afectando 9 millas de la costa del rio
Potomac (Jones, W.R. 1998).

El 2 de encro de 1997 ocurrié un derrame masivo de petréleo por el hundimiento de un
buque ruso que vacid mas de 4 500 ladas de combustoleo de alta densidad en el mar de

Japén, aproximadamente a 65 milla de la costa oeste japonesa. El mal clima frustré los esfuerzos
por disminuir el derrame con cl uso de detergentes para dispersién del hidrocarburo (Jones, W.R.
1998).

Petrdleo como bidi ¥ suimp bi i

Los xcnobidticos son conocidos como compuestos creados por el hombre, presentes de

forma no natural y en grandes concentraciones en el ambiente.

El petrdleo existe desde mucho tiempo antes de que el humano tuviera la habilidad
tecnolégica para  utilizarlo como energia. Por miles de afios filtraciones naturales de
hidrocarburos han crcado ccosistemas adaptados para utilizar cfectivamente cl petréleo como

fuente de encrgia.




Composicién del petrdleo.

La icid del Sl es muy compleja y varia mucho entre los
diferentes reservorios. En 1, €l petréleo cs una 1 pleja de hidrocarburos ¥y no
hidrocarburos que son derivados de la descomposicién parcial del material biogénico. Los
prod resul del pimi dc los p son:

1.-Formas gascosas (gas natural)
2.-Formas liquidas (accites, crudo)
3.-Formas sélidas (betin)

Cada reservorio de petrélco es el 1 de una unica de biomasa y
prod del rompimi 1. Las di ias en la posicién del crudo resultan en
propiedades fisicas y quimicas tnicas para cada tipo de crudo, y estas diferencias son
importantes para los p de m ion del p: leo y para predecir ¢l imp bi 1 en

casos de derrames (Crapes, M. et al.. 2000).

Los procesos dec refinacién del petréleo para convertirlo en productos ltiles incluyen
técnicas como la destilacién, donde sc separan los productos del petréleo por sus diferentes

P de P ién (tabla 1).
Tabla 1. Rango de P en la refi i6n del petréleo por destilacio
Rango de temperatura de evaporacion . Rango de prod. en la destilacion del
) petréleo
<20°C Gas natural
20-200° C Gasolina
‘185-345° C K ina dc jet, 1
345;5460 C Accites de lubricacién
>5‘40° C Aceites residuales

(Overton, E. eral., 1994)
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Ce icas del petrol

L Composicién elemental.

El clemento més comin por peso es ¢l carb ido de hidré y del azufye, la
mayoria de los hid un p je peq de azufre y son llamados
“crudos dulces™, mientras que crudos con un porcentaje mayor de azufrc se conocen como
“crudos . Los sigui mas son ¢l nitrégeno y el oxigeno, pero

bién se an les en idad ini (Overton, E. et al., 1994).

. Composicién molecular.

La nomencilatura de las bases del petréleo se enfoca primero en los enlaces de carbono y

su for ién estr 1. El clasifica a los componentes del petréleo en S
grupos:
Tabla 2. Clasifi i6n de prod finados del petrélco segiin los tipos de enlaces de
carbono
Grupo Ejemplo
Saturados Parafinas normales, isoparafinas,
cicloparafinas o naftalenos.
Aromiticos Hidrocarburos aromaticos (AH),
hidrocarburos aromaticos polinucleares (PAH)
y sus Cy a C, homoélogos alquilados
Polares Compucs\os aromancos <on azufre,
I ar con nitrége y
p ar dti con oxi
Porfirinas Estr des complejas de
carbono derivadas de la clorofila y
caracterizadas por su capacidad de contener en
su parte central un dgtomo de metal.
Resinas y asfaltenos Componentes con un peso individual

alto que forman basicamente agregados
coloidales

(Overton, E. er a.l, 1994)

Las i i i icolégi del petréleo ocurren por la exposicién y el
metabolismo de estructuras aromiticas.




Introduccién

La toxicologia aguda sc da por P Ati imples incluyendo al benzeno,
1 y xil Las estr con anillog dib i o nafial y series homoélogas
tienen una toxicidad menos aguda que ¢l benzeno pero prevalecen por un periodo de tiempo
mas largo. La sigui tabla una P ién entre di P de
a su Limite de Daiio Inmediato a la Vida y Salud (DIVS) y al Limite de Tolerancia (LT) de
do con los les del dard Nati 1 i for O ional Safety and Health y
American Confe of Gowv: Ind iat Hy
Tabla 3. Comparacién de p icos del petrél
Compuesto Punto de fusion LT DIVS (ppm) Solubilidad
CF) (opm) {mg/l a 25°C)
Benzeno 12 10 carcinégeno 1,800
Tolueno a0 10 2.000 470
Xilenos 63 100 10,000 198®
Naflaleno 174 10 500 31.7

= solubitidad 3 16° C
* promedio de 3 compuestos
(Overton, E. ¢r al., 1994)

Los co des y p dos como estructuras arc;mu’llicas (con 4 o 5 anillo) son

mads persi en el bi; ¥y son pot iales en la icologi éni Al de estos
p son id como ind ¥ dondc se incluyen al pireno,
fenantreno, antraceno y benzopirenos; éstas estr y sus t ologos alquilados estdn en
bajas en el petrdl Los imp toxicologi a las di pecics varian

id 1 de especic a especic. Los p pol son idos como no

hidrocarburos y su principal grupo funcional se asocia con itomos de nitrégeno, azufre y
oxigeno (Choi D. ¢r al., 1999),

Los PAHSs son i d ind

2t B éxicos y que afe
Ia salud humana. Varios PAHs incluyendo fenantreno. benzofluorantreno, pireno,

ireno, estan listados por la U.S. Enviromental Protection Agency como
contaminantes de principal importancia a tratar (Kceith, L. y Telliard, W, 1979).

. Propiedades fisicas del petrdleo.

Generalmente las propiedadcs fisicas. derivan de su composicién total, de la mezcla de
las propiedad

indiv

de los p quelo i

i
gran y su prop N




Introduccién

caracteristicas fisicas incrementan la toxicidad de los compuestos, como es ¢l caso de la

solubilidad, ya que 1a exposicién de los or i alos (tabla 5).
- Propiedades quimicas.
Otras propiedad del petrél que no son rdpidamente observables se pueden
polar de las isti fisicas de los individ Las car risti mas

importantes son la solubilidad en agua y la presién de vapor, ya que estas son indicadores de la
d i6n del petrdleo en el ambi

La solubilidad en agua de diferentes compuestos sc puede ver afcctada por la influencia

de di grupos funci 1 a i ién se una tabla con cjemplos:
Tabla 4. Solubilidad en agua de di p del 51
Compuesto - .., . Grupo funcional Solubilidad (ug/ml)
Benzeno . . - 1,800
Fenol = -OH 82,000
Benzaldehido : -CoH 3,300
‘Acido Benzoico -COOH 2,900
Metil Benzeno -CHj 515
Bifenil CeHe 7.5
Benzo(a)pirecno <0.01

(Overton, E. eral., 1993)

La presidén dc vapor es 1a presion donde el vapor esta en cquilibrio con 1a forma liquida,
esta caracteristica cs significativa para predecir la volatilidad del producto.

Desgasramiento de los derrames.

El d i es el bio de iedad: fisicas y en el crudo o

productos refinados por su interaccién con ¢l ambicnte (Overton, E_, et al., 1994).

Los factores que afcctan a las capas de hidrocarburos demamados en agua para la
disti 6

en su 3) luy 1a di: i ién, evapolacién, disolucién, dispersién,

emulsificacién, absorcién por los i y d dacién fotoquimi y microbiana

(Chapelle, H., 1999; Tapan, K. ¢t af., 2000; Baker, K.H. y Herson, D.S, 1990).
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La velocidad con la que este p ocurre es lada por varios factores como la
posicién fisica y qui del crudo, la exposiciéon a factores fisicos y ambicntales y la
o ia de mi i d. dad de hidrocarburos. Otro factor es ¢l

clima frio ya quc resulta en una disminucién en la actividad microbiana. Fuertes tormentas

aumentan la dispersién de la capa de hi rburos do asi ¢l 4rca del derrame y
isminuyendo su persi iaenel bi (Overton, E., ef al., 19943).
La velocidad y eft de la i6n. disolucid di i6n y d dacién de
los individual de una u otra mancra la toxicidad del crudo y sus
derivados.

‘Tabla 5. Caracteristicas fisicas asociadas a la toxicidad

Peso No. de dtomos Punto de Velocidad de Solubilidad Tt lad
de carbono ebullicion (°C) evaporacion
Bajo <12 <150 rapido alta Altamente aguda
Medio 10-12 150-400 moderada baja Moderadamente
aguda
Alto >20 >400 Muy bajo Muy baja Crénica

(Overion, E., s al., 1994)

Toxicidad y rutas de exposicion.

€S eXtr

La icidad de 1 lejas como el petréleo y sus re
dual

dificil de determinar atn do la icidad dc los
(Overton, E., er al., 1994).

indivi

sea

La posicié imica decl p y sus subproductos tiencn diversos efectos en
or i del mi i {Crapes, M.A.C. ef al., 2000).

. Comp con icidad aguda

Los P i y diar ati en el crudo son considerados como los
mis téxicos y mds abundantes durante la fasc inicial en un El 1 y P
derivados son iderados no carciné pero do estin en altas concentracionss los

cfectos de toxicidad aguda son mis comunes. (Overton, E. e7 al., 1994; Crapes, M.A.C. er al..
2000).
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La severidad de¢ los efi depende del or i ex la i6n del
P vy la ruta de exp i6

- Ce con icidad cro.

Con el tiempo la toxicidad aguda va disminuyend dand de

hidrocarburos arométicos polinucicares con mayor peso molecular. Varios de estos compuestos
son i como iné en t los cuales bién han sido identificados como

mutagénicos (Overton, E. er al., 1994; Crapes, M.A.C, et al., 2000).

Es importante seflalar que ¢l petréleo i } -3} lquilados de

aromaticos y estos han sido identificados como responsables de la mayoria de la toxicidad
conocida,

. Ruas de exposicicn

Las posibles rutas dec exposicién de varias clasecs de compuestos encontradas en el

petréleo dependen de sus propicdades fisicas y fmi El petrél es 1

desg: de do a sus p iedades fisicas y quimi pero mi este d:
entra en contacto con las especi que bi cn el i por una o mas vias de
exposicion incluyendo la i lacidn, ingestidn, dérmico y en mucha menor proporcién
1a bi idén en ali (Overton, E., ¢f al.. 1994),

La biodisponibilidad, sensibilidad y bioacumulacién afecta la respucsta téxica segin la
especie y cl estadio de vida.

Aves .Las especies de aves quc tiencn como hibitats €l agua son comiinmente afectadas
por los derrames y capas de petréleo, ya que éstas aves dependen del agua para conscguir su

a la i de al inado es comin para la mayoria de los casos.

La presencia de petréleo rompe con la fina estructura de su plumaje resultando en la
perdida de la imp bilidad lo que

hipotermia (Overton, E. ez al., 1994).

ye el del cuerpo que lleva a la

Los efectos de la ingesta del petréieo incluyen anemia, neumonia, dafio al higado y
rifén, dismi ion del imi i en la imi bolica y dismi i6

en la
produccion de huevos. El petrélco cn la superficie extema de los h hap d
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AXi como eclosién p icidad y imi dado (Crapes, MLA.C. er
al., 2000; Overton, E. et al., 1994)
Mamiferos marinos. Sus rutas de exposicién son la inhalacié dé c
ingestién. La inhalacién es la més frecuente ya que el ali de estas esti en la
- superficie del agua, esto d una ab ién en el si irculatorio, irritacién y posibl
daflo per en las Unas especies son mis sensibles a los dafios en pulmén y

sistemna nervioso. La hi ia que se prod

es por la misma causa de permeabilidad que
recac en las aves.

Los efectos de toxicidad aguda y crénica concuerdan con: falla renal, destruccién de

pared i d y bi lacién. (Overton, E. er al., 1994)
Especies peldgi Los del petrédl sobre estas especies son variados. Los
fe Oxi en el pl se observan en la duracién de la vida, ¢l zooplancton cs mas
ible que el fitopl eli

en los peces s principalmente sobre los huevos y larvas
teniendo un efecto limitado ¢n los adultos, ya que cstos metabolizan los hidrocarburos

con un si i i particularmente ci Paso. id hidrolasas
poxida y gl 6 asa. Este si facilita la remocién de hidrocarburos en sus
' tejidos (Malis y Hodgins, 1981); la acumulacién de hidrocarburos i se
idos en los lipid: i les.

Mditodos de mitigacion.

Se han descubierto numerosas técni d los ulti 20 aios pero ninguna dc
estas puede ser iderada como infalible. Cuando un derrame ocurre varios factores deben ser
tomados en id ién para igar ¢l dafio y no incrementarlo; entre estos factores estin la
encrgia del bi la ibilidad de las especi resid: en el sitio, y si cstas estin en
época reproductiva o no.

- Meétodos fisicos

Los contaminantes son gencral 1 d: ili do bomb.
alrededor de derrame. R Sse agreg: aditivos quimi que disminuyen la

solubilidad del petrélco cn agua (Overton, E. er al., 1994; Crapes, M.A.C. er al., 2000).
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Otra’ i6n es la inci ién del petréleo in situ. La d

ja de este mé es que

estid hml(ada por el tiempo que lleva , el clima y las emisiones de humo que son un problema

P tal en una ié 1 ya que prod P de 3 a 5 carbonos que son
carcinég si son inhalados (Overton, E. et al., 1994).

. Moétodos quimicos

Los métod imi pucden di el petréleo en el drea marina. Estos compuestos
tienen una parte hidrofébica y una hidrofilica que i de varias mancras con ¢l petréleo

¥ sus productos refinados (Crapes, M.A.C. et al., 2000).

Dnspersanlcs con poca toxicidad han sido bien utilizados pero hay quc considerar que

estos no un P en los i afectados antes de su uso. Basicamente los

dispersantes aumentan el drea superficial de los xenobidticos y la biodisponibilidad de los

microor i di dadores (Foght, J.M. er al., 1996; Overton, E. ef al., 1994).

- Otros métodos

Estos aplican a una varicdad de métodos fisi y quimi Un método quimico es la

pli de sur en ¢l derrame y uno fisico es la limpieza manual de las rocas con

absorb Otra técnica es la bior diacién. Este es un proceso donde i

estin implicad i i como h bacterias y levadurnas que utilizan el
hidrocarburo como fuente de carbono (Crapes, M.A.C. ¢r al., 2000).

Rijorremediaciéon

Es un proceso que siempre ha existido, ¢s natural y que a partir de los afios 70 se aplicd
por primera vez como técnica oficial para el tratamiento de un derrame de 379, 000 1 de gasolina
en Towship, Pensilvania (Litchfiel, J. er al., 1973) con la inoculacidén de microorganismos

paces de degradar hid buros.

Biorremediacién es un término que se utiliza para ¢l proceso de degradacién

microbiologi sobre I} bi 1 Los étod. fisicos para remover
contaminantes hidrocarbonados se ha visto que no son muy cficientes (Mckee, J.E. ¢f al., 1972),
por lo tanto hay que id otros tr i que compi cn costos y que, ademas, sean

mucho mas eficaces.

(113
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Jamison, V.W. er al. reportaron que en Whi el imi de los

o

P en el
y fosfatos al medio.

podia ser estimulado proveyendo oxigeno, nitrégeno

Desde 1970 la ind ia para la bi iacién solo en dos Unidos recibe mis de
$290 millones de délares por afio y fue en €ste aflo que s€ acepto como una tecnologia de
vanguardia (Glass, D.J. et al., 1995), pero los reportes de este se hasta
los aflos 40°s dénde Zobell, C.E., reportd que i i i que degr b
hidrocarburos del petréico,

Teccani, V. en los 60°s rcporta que g 1 los 1 son ho madis
facil degradables que los al ramificados y los p aticos p enel
petrdleo.

No hay que perder de vista que en los i 1 i otros p como
dilucién, absorcién, dispersién y volatilidad que disminuyen la idad de i de
forma también natural (Baker, K.H. y Herson, D.S. 1990), pero ¢l término mineralizacién sc
aplica cuando existe¢ una completa degradacién del hidrocarburo i a 1écul
inorgdni La minerat i6n bajo dici 6bicas resulta en la formacién adicional de

biomasa, CO;, H,O y compuestos inorganicos.

Métodos de biorr diacis

In situ y ex situ

Las técni de biorr diacién pueden ser clasi das en ex site donde el tratamiento
incluye una remocién fisica del material contaminado a tratar. En contraste, in situ es el
tratamiento del material inado en la ubi ién del derrame. Algunos cjemplos de
técnicas in sine y ex situ son das a i ion ( pathy, R. 2000).

1.-Cultivo de tierra. Tratamicnto en fase sélida, pucde ser in situ o ex situ.

2.-Ab d Aerdbica, p! de i termofilico donde ¢l material
contaminado e¢s mezclado con un agente enriquecedor, sc pucde hacer usaado columnas
estiticas o acradas.

3.~Biorreactores. Biodegradacién dentro dec un reactor para tratar liquidos y aguas
pantanosas.
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4.-Bioventilacion. Método para tratar contaminantes sélidos por la inyeccién de oxigeno
a través del material contaminado (estimular la actividad microbiana).
5.-Biofiltros. Usando con

fijos para tratar emisioncs de aire.
6.-Bioaumentacién. Adicién de cultivos de bacterias al medio contaminado,
frecuentemente usados in situ, pero también se realiza ex situ.
7.-B imulacid: i ion del imi de mi i de la
regién en sélido o en agua proveyendo de nutrientes.

8.-Biorr di inerii . Replica el i del crecimi de las bacterias
originarias de la regién.

9.-B b y o B t de agua de la superficiec contaminada, tratarla y
reinyectarla.

¥ jas y di de la bi iacidn como stodo de mitigacid

Los métodos biolégicos regularmente son recibid con h: ptacién por la
mayoria de la poblacién, y con publicidad mis fa ble que otro tipo de tratamientos.
Los métodos de bior diaciéon dependen dec que los mi i d dos estén en el
lugar correcto con f: bi 1 Opti para que la degradacién ocurra, La mayor
ventaja de la biorremediacién es que cs un proceso natural. En tcoria hay una completa
destruccion de los contaminantes, ya que los prodi de 1a biod: dacién son iderad

inocuos en la mayoria de los casos, no se requicre la excavacidn y remocién de gran parte del
terreno o agua contaminada, 1o que hace que la biorremediaciéon compita en costo con cstas
tecnologias (Boopathy, R. 2000).

La mayor desventaja es quc es altamente especifica, no todos los xenobidticos son

pti a una biod dacién rapida y demds ticne una gran importancia la
idad bélica del mi i las condici de ereci
apropiadas del ¥y los nutrientes. Sec deben de realizar estudios preliminares del tipo
de productos que surgen de la biodegradacién, por cj lo, dependiendo de las dici del

lugar la biodegradacién de tricl

ileno puede resultar en 1a formacién de cloruro de vinil, un
carcindgeno reportado (Ensley, 1991; Vogel y McCarty, 1986).

F cl pi de piorr diacién debe ser itoreado i d v
verificar que los mi i y prod no i

en el futuro.
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El dio de los P p en un bidtico son de gran interés para la

leccién del did Spti para la bior diacié icrobi son

caracterizadas por cl uso de estos compuestos.

Los bidti han sido diados segin su forrna de degradaciodn, asi: 1) las cadenas
largas de 1 son das 1 en cad cortas, 2) hid; d

buros

son mas rapid biod dados que sus anal i d

3) el grado de ramificacién
es inversamente proporcional al grado de degradacién y, 4) los lci
(resi a la biodegradacién) son

{Skladany, G.J. y Metting, F.B., 1998).

alifaticos tilad

Los slcanos de cadenas cortas son mds téxicos que de cadenas intermedias (Cz20-Cyo),
estos alti son sdlid hidrofébi que dificul su degradacién ya que tienen baja
solubilidad y biodisponibilidad (Balba er al. 1998). PAH'’s, especialmente los de peso
molecular alto son degradados lentamente con poca eficiencia (Sugiura er al., 1996),
probablemente por su poca solubilidad en agua y la alta energia de ia en sus estr
(Cemiglia, 1992).

‘Tanto los compuestos naturales como los xenobioti contienen el icli ¥
icli incluidos en prod para conservar la madera, aceites, crudo, productos del petrdleo
refinado, lipidos y pesticidas. Algunos p ar iticos policicli son ituycntes
de productos del petréleo y prescrvativos de la madera. Los  halé estan p
i en i i organi por derrames de pesticidas y sol , el 2
que incluye reactivos azo y anilinas estd en herbicidas y losivos, el P como
alquilsulfonatos y arilsufolfonatos comurcialmente se d como surf: y detergentes

{Skladany, G.J. y Metting, F.B., 1998).

Eactorcs que afectan a ta biorremediacion

La biorr diacién de un plejo de léculas 1 involucra una mezcla de
microorganismos con una versatilidad metabdlica de bacterias. hongos y otros
microorganismos.
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El do de esta dacién depende del mi i (bi diversidad de
poblacién, actividad imatica), sub {(caracteristicas fisico-quimi estructura 1 1
y concentracién) y rango de efectos ambientales (pH, temperatura, etc.). Estos parametros
ademds afectan al periodo de acli i6n del mi i al biético (Boopathy, R.,
2000).

La actividad mi bi cs da por un nu de fisicos, fmi. v
ambientales. Las superficies sélid: que regul ib material organico de plantas,

estdn asociadas con un gran nimero de microorganismos asi como de una amplia diversidad.
materia orgénica provee de una gran fuente de carbono y otros macronutrientes como nitrégeno,

fésforo y sulfuro. Subsuclos y aguas superficiales tienen bajos niveles de materia organica y por

ello un nimero pobre de mi i y diversidad (Adriaens, P., Hickery, W., 1993). Las
bacterias ad i en la idad microbiana cuando aumenta la profundidad del
sblido o agua por lo que otros microor i como los h y acti i di yen
en namero, debido a su incapacidad de usar un P de el dif al
{Boopathy, R., 2000)

Hay que id varios fz do se quicre di un si de diacié

de contaminantes sélidos. Entre los factores mas importantes sc incluyen la biodisponibilidad, la
concentracidn de oxigeno, temperatura, pH, nutrientes inorgdnicos y orgdnicos asi como la
humedad (Skladany, G.J. y Meeting, F.B. 1998; Zaidi e al., 1999).

La biodi ibilidad de

P rgdni se reficre al grado en el quc los
p d ser dos y utilizad:

por los mi i Las propiedades fisicas y

de los xenobi son las que dirigen su transporte y absorcidon, y en gran medida su

biodisponibilidad y toxicidad, asi como su solubilidad en agua y su fraccién lipidica. La

disponibilidad de los mi i para d jar a comp hidrofébi d de de Ia
accesibilidad de las cél a los P o a su pacidad pam prod i
extracelulares para degradarlos (Zaidin, er al., 1999; Setti, er al., 1999; Colores ez al., 2000).
Varias bacterias son capaces de emulsificar hidrocarburos en solucién produciend.

activos que fi i como sur

(Koch er al.,, 1991; Necu, 1996) quc aumenta la
adhesion dcl sustrato a la célula (Baldi et al., 1999). Otros 1

vigorosa del sélido inado para p las grandes particulas estimulando la
b

biodegradacion drasti (M i J. et al., 1995).

inct tacid
os yen la agi




Tabla 6. Factores de mayor importancia que afe en la biorr di

Introduccion

Microbiana
Crecimiento de biomasa
y £t ia horizontal g
Induccién enzimitica
Enriquecimiento del medio aprovechable por la célula
Produccién de boli i

itos t6
Ambiental
Deplecién de substratos
Biodisponibilidad de nutrientes
Condici inhibitorias ambiental
Substrato
C i6n del bidtico
Estructura imi de i
Toxicidad de

Solubilidad de

Procesos bioldgicos aerdbicos y anaercbicos

F 1 de duccié
Biodi ibilidad del P de el
Poblacié icrobiolégica p en cl sitio del dermrame

Crecimiento, substrato vs. co-metabolismo
Tipo de contaminantes
Concentracion
Fuente altermativa de carbono presente
Interaccién microbiana (competitivo, sinergista, etc.)

Biodi ibilidad fisi o
'/ de

Absorcién irreversible
Incorporacién de material orgdnico

Limitaciones en la trasferencia de masa
Difusién de oxigeno y solubilidad
Difusién de nutrientes

Solubilidad/miscibilidad en/con agua
(Zaidi er al.. 1999)
La biodisponibilidad de bidticos es lada por p fisi i como
absorcién, d ién, difusién y disolucién (Crapes, er al., 2000).
En bientes sélidos la biodi ibilidad de los i en las cél se ve
disminuida. Friedrich er al., (2000) reportaron la diferencia en la degradacién de si
es enriquecido ¢l medio con dif surf: Ademas ha d do que la apli én de
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surfz a dios con eno y h d 1 la poblacié p bie de la
degradacién (Colores, G., ef al., 2000; Haramaya, S. 1997).
El imi Y boli de mi i en ambi esta limitad
entre otras cosas por la disponibilidad de d d de el P de e} y
otros nutrientes ial En el d de algin hid b los d d de el no
estan cn forma limitante ya que éste funciona como tal, 1 cl P limil es
el accptor de clectrones, que puede ser oxigeno, nitrato, sulfato o Fierro II1. E] uso de peréxido
de hidrégeno (H,O;) es i ilizado en si de biorr diacién ya que ¢l oxi
lecular es 1ubl

(8mg/1 a 20°C) en agua lo quc limita su uso como aceptor de
electrones (Chapelle, F. H. 1999; Zaidin, et al., 1999). En contraste ¢l H,O; es completamente

‘bl

€n agua y esp scd p en oxigeno (2H.0;, —» 2H,0 +
O3;). En 1989 Spain ifico la idad de oxi, disuelto d do que la vida media
del H,O; ¢s de solo 6 minutos.

La cantidad de oxigeno disponible determina si el sistema es aerébico o anaerdbico. La

mayoria de los P son mds rapid dados en dici obi En este
caso cl oxigeno actia como ultimo P de el . Los microor &b han
sido los mas profi diad: pero la importancia de los microorganismos
anaerébicos mdica en quc hay al i como la red i6n de hald que no se

puede llevar acabo en presencia de oxigeno (Skladany, G.J. y Metting, F.B. 1998).

Varios estudios para la década de los 90 habian sugerido que los hidrocarburos del

o1 idad

P a ser

bajo ici anacrobias (Cozzarelli, et al., 1990). Esto
fue inesperado ya que cn los 70°s se creia que las moléculas de oxigeno eran necesarias para la
biodegradacién de hidrocarburos (Bailey, es al.. 1973). Dc hecho, el primer microorganismo
capaz de mi 1i compl el alquil en dici estri obi
fue aislado por primera vez cn 1988 (Loviey, D.R. y Phillips, E.J. 1988). Estudios en
laboratorios muestran que hidrocarburos del petréleco bién son d dados bajo dici
anaerobias (Huntchins, S.R., er al, 1991). Por varios aflos la oxidacién apacrobia de los
hidrocarburos del petréleo fue contr i los pr acrébi habian sido ¢l foco

porq
de 1 di 1 1

marinos. Ahora la importancia de la oxidacién anacrobia en la
degradacién de hidrocarburos del petréleo esta fir blecida (Lovicy, D.R. 1997)
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Si sc presenta en altas i 1qui P pucde ser toxi hasta la
sencilla azicar causa sobre las propiedad i de Jas células 11 do a ser fatal
para éstas. La biorremediacién en estos casos se lleva acabo diluyendo los xcnobidticos y esto
es mas factible que otmas ias como la inci i

La temperatura también tiene un papel fund 1l en la locidad de
bi i Algunos mi i son de sobrevivir a temperaturas extremas pero
sus ividades son disminuidas a muy bajas o muy altas.

En la bior iacién de p 6lidos hay que identificar y mantener el pH. Las

especies mas conocidas tienen un pH éptimo entre 5 y 9 (Zaidi, B.R. e al., 1999).

El nitrégeno y son los principal p inorgani ilizados por la
célula. Para cuantificar la cantidad de nitrégeno y fésforo io para un cr i
mdximo se ticne que estimar la disponibilidad de carbono en el si ¥ calcular la proporcié
ideal de C/N/P. Varios 1 iti una prop i6on dec 100/10/1 pero también se han

reportado de 120/10/1 y 100/4/1. Es importante proveer de estos nutrientes de una forma
asimilable. La ausencia o baja disponibilidad de microelementos requeridos no limita de forma
importante el crecimiento (Zaidi, B.R. er al., 1999; Skladany, G.J., Mectting, F.B., 1998).

El imi icrobi se ve infl iado por la p iao ia de téxicos o
materiales inhibitorios. La inhibicion o toxicidad es ¢l ltado de un en la
ién del i y no 1 de su pr ia. Algunos quimi solo

hit el imi de al peci y otros p son lctales a las mismas
Para un bi la ién tdxica de los quimicos debe ser

cuidadosamente evaluada (Skladany, G.J. y Metting, F.B., 1998).

Vias metab. en la d ié

Hay wvarias vias catabdlicas reportadas con mucho detalle (Cerniglia 1984; Garbic-Galic

1989). El rompimiento de los anillos ati esta i 1 jo en p de accién de la
y dioxi se un ataquec oxidativo sobre ¢l anillo, formando un
diol inter fiario ido de la for ién de un acido orginico (Gibson, D.T., 1971} y la

simple presencia de un metilo sustituyente aumenta la biodegradabilidad de esta molécuia
(Gibson, D.T. y Subramanian, V. 1984).
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Todavia falta mucho por entender de las vias metabélicas utilizadas para la

hiod dacién pero ya exi + ios al resp

Varias investi i han do quc al P un
dual para una ia, un primer si con i poca afinidad por el

b y es utilizad do el esta en alta ién, el d se

activa do el sub estaen bajas, cstas i tienen una alta afinidad.
En dici de buen la célula pucde utili i r i i i
pero do las dici de i son pobres, i mas efici pueden ser
utilizadas (Skladany, G. y Metting, B., 1998).

Se ha demostrado que microor i del género y especic ticnen idad

diferente para degradar hidrocarburos alifiticos (Chakrabarty er al.,, 1973) ya que estd capacidad
frecuentemente esti codificada en plismidos.

Los plasmidos son el &ti iauté y pucden estar en la célula

confieren una ventaja fenotipica a la célula hospedera, se puede
propagar de una bacteria a otra con una alta eficiencia y puede ser heredada en linea directa a su
hija (Bingle, L.E.H. y Thomas, C.T. 2001).

por 3

Es bien ido que los plismid

proporci a varias especies de bacterias la
habilidad de catabolizar varios hidrocarburos y otros compuestos organicos (Farrell, R. y

Chakrabarty, A.M. 1979), asi como su completa mineralizacién (Furukawa, K. y Chakrabarty,
A. 1982).

Los genes que codifican para la dioxigenasa han sido cl d. b iad en
plismidos pertenccientes a las familins de TOL y NAH (Burlage, S., ¢ al, 1989) y se ha
d do su pr ia en DNA Smico (¢ C. et al.. 1999)

También esta reportado que hay enzimas encargadas de la degradacién codificada en
DNA cromosomal (Hamann, C. ef al., 1999).
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T im en Ia biorr diacién.
Los tratamientos bioldgicos i sobre i Slid: qui la
ién de imi en logi icrobi yp de i ieria. El objeto de
los proyectos de ingenieria es crear las dici mas para el imi de los
i como bior o bior diacién en fase sélida (Zgajnar, A. y Zagora-

Koncan, J., 1999).

Bioaumentacion.
Bi ion es la i lacién a lid fredticos, ambientes marinos y
espacios cerrados (biorrcactores, pipas, de 1 i y otros) de
i i > les o genéti modificados (GEMs) (Forsyth, er al., 1995; Baud,
et al., 1995). En general la biocaumentacion no cs aprobada por considerar que afecta varias
superficies abiertas en el ambi En 1a bi i6én en bi cerrados
como los biorreactores es muy aceptada asi como en lug; donde id 1 se realizé

un derrame de materiales peligroso y en donde dichos microorganismos nunca antes habian
estado presentes (Booparthy, 2000; Baud-Grasset, F. y Bogel. T.M., 1995).

- Inoculantes comerciales.

Los inoculantes ial ©stin comg s por cultivos puros o de una o mais
especics. Los cultivos puros son f dos bajo dici ladas. En Estad
Unidos hay cerca de una d de ias que [E p con

i i que deg P organi Los prod incluyen ias para
cl i de aguas ip degradaciéon de aceites en fabricas y talleres, asi como para

restaurantes (Skladani, G. y Metting, B., 1998).

- Consorcios aclimatados.

Los andlisis de biotratabilidad han demostrado in situ una bucna degradacién de

bidti

X por Ia adicid de un consorcio de microorganismos. En lugares donde se
ha producido una biod dacién sc toma una muestra que se inocula en un lugar donde haya un
contaminante similar y ¢l bi sca p ido en diciones climati {Grady. 1985). Si la

acién del xenobidti es di inuida por disolucién puede scr posible encontrar un
consorcio de microorgani de d dar ficilmente al contaminante, y cuando s¢

ticne suficiente tiempo ¢s posible seleccionar y aclimatar al consorcio, ademas se debe de

cuantificar la cantidad adecuada de inoculo a agregar (Hamann, C. et al., 1999).
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- GEMs.
El uso de GEMs es ideal para el i de P peligr . La razén por la
que es un método aceptado cs por que son ficilmente removidos del ambiente. Tedricamente
i i que son P de d. lcil Esta
logia ha j do el uso de bior (45 C. et al., 1999; Head, 1. y Swannell,

R.P.J. 1999; Watanabe, K., 2001)

varias si i donde el uso de GEMs rep 1a mejor al iva, estas
oportunidades se dividen en 3 {fas: (Skladany, G. y Metting, B., 1998)

1.- Situaciones donde ¢l Uinico microorganismo capaz de colonizar y crecer en cierta

situacién no ticne la pacidad béli para gradar los i P La
ingenieria genética en éste caso le proporci al mi i la pacidad de
biodegradacién.
2.-Situaciones en donde es necesario ¢l uso de un compuesto tSxico para estimular a los
para lad HY
3.-Para la prod i6 fici de

peci Es el caso de bacterias que se
inmovilizan en columnas.

La segunda situacién ¢s en particular de gran importancia, por cjemplo bacterias quc
tienen un sisteina enzimatico capaz para la degradacién de tetracloro ctileno (TCE) el cual solo

cs inducido por la presencia de fenol o compuestos téxicos similares.

Otra

pecialidad de la i ieria i que estd surgiendo ultimamente es la
pacidad de un mi i de degradar di i (Al-h i, M.N., er
al., 1997; Cemilia, C.E., 1992)

S para la biory diacid.
Para llegar al i p ial en la bior di se requicren de una constante
investi ién y una ia de logia de varias materias.
Las quieren incluir p 1 estandarizados para analizar los
prod y métodos para itorear los dios de ilidad. La mayor idad se
a en la investi ién de fené bi les y 16 para mejorar en 1o posible

20
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B e i
Koncan, J., 1999).

g princip in situ (Zgajnar, A., Zagora-

El objetivo de estas acciones es minimizar ¢l riesgo para la salud humana y ambiental

ya que varias logias no pre d dan por pl los
Se estan i do los bi les y la posibl lacién de prod
intermediarios téxicos del pimi de los bidtico: 1 do como bi
i i ibles a estos p Un si cl Mi Bi y. csta siendo
do 1 (Symons y Sims, 1988). Otra forma de cvitar este problema es el
uso de cultivos mixtos que cubre un ampli P bolico (N iro, A, et al., 2000).

Lai ia en p geologi hidrolégi fisicas, quimi y microbiolégicos
limita la realizacién de la d dacién in situ. Varios problemas no han sido bien caracterizados
por la naturaleza heterogénca de las causas del derrame y cl i en si (Booparthy,
2000).

Los métodos para la caracterizacién de las idades microbi y i de su
actividad en la tualidad son insufici Conteo en placa, técni como cl nu mas

probable, cuantificacién de la actividad enzimdtica, entre otros, estin limitadas en su uso. Por cl

io el d brimiento y j de té 1 lares para el monitorco de
poblaciones individuales, como la r ién en cad de 1a poli (PCR) y técni para la
identificaciéon fil &ti de microor i estdn en auge (Colores, G.M. er al., 2000;

Chakrabarty. A.M., 1976; Hammann, C. ef al., 1999).

Microorganismos relevantes en la biorremcediacion.

Desde 1973 con los trabajos de Chakrabarty se ha pucsto de manifiesto que ciertas

cepas de P e licnc? la capacidad para degradar hid buros alifiticos (Chakrabarty,
1993). Asi mi Foght y colab d (1996) han establecido que cepas de Psendomonas
son importantes cn la biod dacion de Sxi ya sean naturales o producto de la
actividad industrial; al mismo tiemy i las dificultades para resolver la taxonomia de

este organismo.
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Tradici 1 los degradacién de i han sido iniciados
por el aislamiento d= uno o méas i de d dar estos p sin
embargo, los métodos de aislami co! i les han ltado en el aislami de solo
una fi ién de la di idad de mi i en ese bi inado. Ademis, la
mayoria de estos mi i inéti de d i6n en lab rios que

difieren de las observadas en ¢l ambiente. (Watanabe, K. y Baker, P. 2000)

La ccologia molccular sc utiliza para estudiar poblaciones bacterianas que estin en

bi inados por p Estos di han arrojado resultados de su andlisis
fil éti do @y ¥y Pr b ias en las playas de Sandy, Africa, y en las playas
del artico noruego bacterias pertenccientes a las familias de P. o y Cycloclati

(Watanabe, K., 2001); en ambas regiones se produjeron derrames accidentales anteriores al
anjlisis.

Poblaci icrobi que i en un bi inado, después de una
suplementacién del agua con fertilizante fueron i d 4nd un oenecl
crecimi de a Pr b, ias y de Alcanivorax. Los hidrocarburos del petrdleo son
persi en dici robi vy esta i i6n de la superficiec marina es un serio
probl bi 1. De una di idad de derrames de hidrocarburos y solventes se analizaron

muestras encontrando Syntropus spp y Metanosaeta actuando en forma sinergista (Watanabe,
K., 2001).

Se han encontrado bacterias metanogénicas degradadoras de tolueno en consorcios
idos por AMetl y Meth spirill d dec dos especies, una relaci d.
con el gé D Ife 1

con:

¥ otra sin relacién con este género (Watanabe, K., 2001).

C s 3ad, iad

con la d dacid bia del con Fe (I111) como

reductor, fucron analizadas encontrando que Geobacrer spp ticne un papel importante en la
oxidacién anacrébica del benzeno (Watanabe, K., 2001).

PAHSs son muy idos por su

P

idad de persistir en ¢l ambiente v su

potencial para deteriorar la salud humana (Kanaly. R. y Harayama, S., 2000) Burkholderia,
Sphi

y Afycob. it son bacterias relacionadas con la rdpida degradacién de
benzopirenos.
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Los metales componentes de diversos bidti en ¢l bi son un serio

probl di les o la capacidad de ciertas bacterias para sobrevivir en

bi H con les (Sand: R., et al., 1999) como las a-Proteobacteria y

1ctinob, ium (W t K., 2001). Reci Ral. i eutropha, bacteria

1 i fue dificad: éti para exp! loti ina en la superficie de

sus células y fue i lada en un po con Cd** como i Esta disminuyé los

fe 6 de este les p do en el imi de las p de tab (Valls, M., er
al., 2000).

Actual no sc con un métod pl efectivo y aceptado para el

tratamiento de derrames de hidrocarburos, se requi mas in i6n en cada uno de los

diferentes tratamicntos lo que nos llevo al desarrollo de este trabajo de tesis. Creo firmemente

que 1a biorremediacién bien aplicada y evaluada serd d cn un di. plazo el mejor
i en d de hid buros ya que la informacién genética, microbiolégica y
is esta do con pasos agi d La ibucién de este trabajo en el tema
consiste en la identificacién de bacterias i con la capacidad de d dar hid buros asi
como en la optimi; ién de los p os de d dacién que harin que la permanencia de los

hidrocarburos en lugares no desecados sea mucho mas corta.




Ubjetuvos

Objetivo general.

Aislar y caracterizar bacterias capaces de degradar hidrocarburos presentes en una
muestra de agua de un derrame accidental de diesel en un estanque en ¢l km 84 de la
carretecra México-Hidalgo.



vpjetvos

Objetivos particulares.

1. Comprobar si el j
degradacidn bacteriana.

ecolégico que se presentd en la zona fue causado por

1.1. Aislar bacterias, capaces de degradar diesel, presentes en la muestra de agua.

1.2, Comprobar su capacidad de degradar diesel.
1.3, Identificar, basdndonos en pruebas bioquimicas, a las bacterias aisladas.

1.4. Determinar si las bacterias, en consorcio, presentan una la actividad sinérgica.

2. Determinar si las bacterias aisladas tienen plismido, donde presuntamente

estuvieran codificadas las protei resp bles de la degradacion.

3. Estudiar el paurén electroforético de las proteinas exprcsadas en las diferentes
bacterias.

4.

Optimizar el proceso de biodegradacion en el laboratorio.



— Material y Método

Muestreo

La se )¢ do agua cerca del caudal de un arroyo en época de lluvias, el
cual se vio afe do por un id 1 de diesel en el Km. 84 de la carretera México-
Hidalgo.

Determi, idn de la ia de i en la zona afe o,

1 gramo de la muestra se suspendié en 15 mL de medio mineral (ver anexo), se tomoé una

y se le reali diluci 1/100 y 1/1000. Por vaciado en placa se realizd la siembra
en un medio con agar, medio mincral y diesel como fuente de carbono. Se incubd durante 48
hrs. a 28 °C. Por su abund ia y ristica: y i S se

colonias quc fucron crecidas en el mismo medio, y se inocularon por técnica de estria a 28°C
durantec 24 hrs.

Identifi idn de bacterias degradad. de diesel,

Para la identificacién de las cepas seleccionadas, cada una de cllas se sembré en medio
Pseudomona y Mc Conkey, ademds dc llevar acabo prucbas bioquimicas. Estas prucbas se
Nlevaron a cabo bajo la técnica y el

ial API 20 E (bacilos no fermentadores), que
se basa cn los cambios de color en cada una de las ca debido u la io

sobre
los sustratos contenidos cn cada una de ellas. Estos cambios de color se interpretan visualmente

y se utilizan las tablas de referencias y el softwarc para su interpretacién.

Después de la inoculacién de las cepas, el sistema, que consta de 20 pruebas bioquimicas, se
inocula a 37°C de 24 a 48 hrs.

Crecimicnto bacteriano en medio con diesel.

ti i6n celular bacteriana, ya que debiamos

asegurarnos de que el dicsel no interfiriera para la ifi i6n. Este diseit P 1 se

realizé teniendo como variables cl tiempo de centrifugado, nimero de lavados y limpicza de las

Se realizd un diseno experi 1 para la cu

parcdes del tubo ependorf en cada lavado ya que el diesel presenta cicrta adhesién a las paredes
de éste. Las tablas 7, 8 y 9 gque se encuentran en el anexo los s Itad btenid,
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Los resultados indicaron la mejor forma para que cl diescl no cntorpeciera en la

cuantifi i6 lular, Un milili de cul se ed cada 24 hrs. Sc centrifugd por 4
minutos a 10 000 pm, se resuspendié en 1 mL dc agua destilada, se centrifugé nuevamente
pitiendo el p imi 3 veces, en cada d do se limpi las paredes del dorf y
por Gltimo se resuspendié con 1 mL de agua destilada y sc procedié a hacer 1a lectura a 660 nm,
con agua destilada como bl La 1 se hizo por triplicado para cada curva de

crecimiento,

Po: i se lué el imi de las cecpas 1 i d. a

de y mi icntes. Para este andlisis se utilizé como fuente de

carbono peptona. La evaluacién de las concentraciones de los nutrientes s¢ basé en la

lab i6n de dos di 1 no d 1 y 2, dénde su composicién se muestra en ¢l
anexo.
Se realizé una solucién stock de cél icrobi i do el ni de unidad

por mililitro para que fucran inoculadas el mismo mimero de células por matraz para que todas
las curvas de crecimicnto al ticpo cero tuvicran una concentracién inicial de 0.05 dec
absorbancia en 100 mL de medio mineral.

Una vez que los con medio mi 1 s¢ inocularon con €l mismo numero de células
bacterianas., se agregé diesel a una concentracién final del 2%, y se incubaron a 28°C
muestreando cada 24 hrs.

Con la solucién stock de cada una de las cepas sc realizé una la de la mi idad
de unidades por i gencrando un icrobi que fue luado en su
crecimiento, de la misma manera que cada uno de los mi i islad d

Oprimi; idn del i nto bacteriano en medio con diesel

Con el fin de imi el pi de biod dacién se modificaron algunas variables para

evaluar su efecto.

1) Primero se realizé una premezcla del dicsel con peréxido de hidrégeno (H:0:) en una

relacién 2:1 H,O»— Diesel; esta mezcla se agitd vigor en varias o
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dejando en intervalos de

p segin se enla ica de Zaidi ¢ Imam (1999).
Este diesel pre-tratado se agregéd a i lados de la mi que los

matraces que contcnian diesel **sin tratar’”.

2) Se compararon los resultados en el imi b i idos cn los con

diesel “tratado™ y “sin tratar™. Sc scleccioné el tipo de diesel que favorecia el
crecimiento y se evalud cl cfecto de la concentraciéon de la fuente de carbono en cl
crecimiento de dicha bacterias. Se corricron para cada cepa 3 curvas variando la
concentracién de la fuente de carbono (1, 1.5 y 2%) ademas de evaluarlo en ¢l consorcio
microbiano.

3) Finalmente, se evalud cl efecto de la adicién periédica de 1 mililitro de H;0; en el

de la densidad microbi la adicién se hacia inmediatamente después de
tomar la muestra para la lectura diaria. Se agregaba ¢l peréxido de hidrégeno al 1 %.

Las curvas control s¢ realizaron con ¢l medio mineral pero con 0.5% de peptona. Estos

se col on en las mi dici de crecimi que los que i
como fuente de carbono diesel tratado y sin tratar, se muestrearon cada hora hasta que llegaron a
la fase i ia de imi Se leycron a 660 nm contra el blanco que cra medio
P do de reci prep i

Obtencion de ADN plasmidico.

La extraccidn del plismido se realizé usando la metodologia de Kado, C.I y Liu, S.T, (1981)
y Montiel, F. (1994). Se¢ cultivaron los microorganismos en 20 mL medio-L. (ver anexo),
durante 24 hrs a 28°C, sc tomd 10 ml del medio y sc centrifugaron a 3000 rpm a 4°c durante 10
minutos. El pellet se resuspendié en 1 ml de buffer E (ver anexo). Las c€lulas se lisaron

diendo 2 ml de solucién de lisis (ver anexo).

Las células sc 1 con la solucién de lisis con delicad Esta solucion se calentd
entre 50-65°C durante 20 minutos a bailo maria. Desp de éste iodo de tiempo sc Ie
agregaron 2 14 de una solucién 1:1 fenol-cl formo (el fenol que se utiliza debe ser
estandarizado, ver anexo) y se agité for do una Isién, ésta se scpard por centri ién a

10 000 rpm a 4°C durante 45 minutos.
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Se recuper6 la fase acuosa y se le agregé 1/20 de volumen de acetato de sodio 3M y 2.5
voliumenes de ctanol. Se i b 30 mi a —70°C y se centrifugd a 10 000 rpm a
4°C por 10 minutos. El pellet se lavé con etanol al 70% y se centrifugd mucvamente a las
mismas condicioncs. El pellct se resuspendié en 50 pL de buffer TE {ver anexo) y s guardéd a
—4°C, como nucstra solucién stock.

La téeni ilizada para d i los sitios de corte de los plismidos aislados de jos

con las i de restriccién Eco Rl fue descrita anteriormente por Montiel,
F. (1994).

En un tubo ependorf se colocaron 13 pl de agua destilada estéril, 2 pl de buffer apropiado
Ppara cada enzima de restriccidn, 2 pl del ADN a cortar y 1l de la enzima de restriccién Eco RI.

Sei bé esta la a 37°C d 30 mi ¥y sc corrié 1a muestra en gel de agarosa al 1
%. :

Electroforesis en geles de agarosa de ADN

Sc prepard 100 ml de gel de agarosa al 1 % en buffer Tris borato 1X (ver anexo). La mezcla
buffer-agarosa se llevé a ebullicién sin que se derr: con agitacién i i en un
estéril. Alternati Ia

B sc podia disolver por calentamiento en un horno de
microondas o bien en autoclave.

Una vez disuclta la agarosa y que la p de la 1a habia d dido a unos 60
°C, la mezcla se vaciaba sobre el molde del gel. Cuando la ag: 1ifi se irat

cuidadosamente ¢l peine formador de los pocillos quedando cl gel listo para ser cargado.

Se tomaron 2 puL de la solucién stock y se le afladié una décima parte del volumen de la

mezcla de reaccién de buffer de carga (ver anexo), s¢ 16 perfe bien y se col

cuidadosamente en un pocillo dei gel. Se iniciaba la corrida i do una corriente de 90 volts.

Un factor limitantc en este punto es el calentamicnto del gel y su potencial deformacién ya que
a mayor cantidad de corriente, mayor produccién de calor.
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Las bandas de ADN se visuali d

el gel con de ctidio (1 pg/ml) durante
unos 10 mi: El de b de etidio se climinaba lavando el gel con agua destilada
4 10 mi itando fre
E]l gel teilido sec observé utili do un iluminad.

de luz ultravioleta de onda media (302
nm) o corta (298nn).

Extraccion de proteinas.

La \| i6n del esp 1 i de las p it cxp das en la degradacién del
diesel se izd P do las band: btenidas de la i6n p ica de colonias que
habian llegado a la fase i ia de

en medio con diesel tratado como fuente de
carbono, y de cepas que fueron cultivadas en medio peptonado.

Se tomdé 1.5 mL del medio y sc centrifugd a 10 000 rpm durante 15 minutos. El pellet se
resuspendié en 4 ml de buffer de muestra (ver ancxo) y sc colocéd a ebullicién cn baflo maria

durante 5 minutos, se centrifugd por 5 minutos a 10 000 rpm Yy se recuperé el sobrenadante.

. Ele sis de proteinas en gel de poliacrilamida.

Para detectar las proteinas se utilizé gel de poliacrilamida a 12.5% y ¢l concentrador a 6.0%.
La pi ion del gel dor y la del dor se

en ¢l anexo.
La cantidad de proteinas s¢ decterminé por ¢l método de Bradford (ver anexo). La corrida se

realizé a 150 volts constantes cn ¢l gel concentrador y en el gel scparador a 180 volts
constantes.
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Muestreo

La que se en el kilé 84 de la México-Hidalgo ecra una

suspensién de color café claro y poco viscosa, con olor caracteristico del diesel.

Determinacion de {a presencig de microorganismes en la zong sfectadg

La biorremediacion sigue siendo considerada actualmentc como una tecnologia en
desarrollo. Un gran i n i con la bior diacion es p io de su !

P

ya que
roor i no caracterizados (Watanabe, K. 2001). La

conticne atin una gran idad de mi

gran mayoria de los microorganismos capaces de degradar contaminantes que han sido aislados

y caracterizados en el laboratorio son considerados una minoria de los que contribuyen en la

bior diacid Otra dificultad es que, nunca dos problemas ambientales ocurren
p! en dici idénti por ejemplo, variaci en el tipo y cantidad de
i dici imati ¥y tipo dc tierra o agua. Por ecstas razones sc decidié

enfocar este estudio solo en un tipo de microorganismos, los bacilos Gram negativos.

De la mucstra obtenida, 1 gramo fue suspendido en medio mi 1y do una ali

se realizaron diluciones 1/100 y 1/1000; por vertido en placa se sembroé la muestra en un medio
sélido con Dicsel como unica fuente de carbono y se i 16 obteniendo aproximad 10
tipos de loni. difc Se sclecci las toni:

quec tenian mas crecimiento
realizando tincién de Gram y 1 i solo 1las donde los microorganismos ecran

bacilos Gram ncgativos. Varias referencias bibliograficas hacen mencién a la efectividad de

estos tipos de micr i cn la d dacién de hidrocarburos y otras referencias los

lan como rel para la bior dacién (W be, K. 2000; Cochran, W, er al. 1999;
Hamman, C., ef al. 1999; Shiclds, M., 1985; Amor, L., 2000) no son 1 con
otro tipo de microorganismos.

Los 1ad htenid,

de los isis micro y macr de las coloni lecci d

se muestran cn la tabla 10. Los dios que se sel i para la sel ion y dife iacid

de lcs microor i fueron en relacién a las caracteristicas d das para cste dio. E}
Agar Mac Conkey s un medio selectivo y di ial para la d idn de or

cofliformes y patdgenos entéricos, debido a que su ion de sales bili

y cristal
violeta lo hace sclectivo para mi i Gram negati ¥ ¢l color de las colonias indica
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su capacidad para la d. dacién de ia Lactosa. Ademas se cultivaron en Agar nutritivo para Ia

identificacién de la Pseudomona por su produccién de coloracién azul verdosa por la

prod i6n de pi de piocianina y fi i demas de su olor caracterfstico en este

medio.

Tabla 10. R de las obser i macre y mi opi observadas de las colonias

seleccionadas.

Pruebas Colonia A Colonia B Colonia C

Tincién de Gram Bacilos Gram Bacilos Gram Bacilos Gram
negativos negativos - negativos cortos

Siembra en Agar Mac Crecimicnto Crecimiento Crecimiento

Conkey abundante abundante moderado

Siembra en Agar Crecimiento Crecimiento Crecimiento

Nutritivo abundante abundante abundante

Oxidasa positiva positiva nega!ivn

En las tres

das y d inadas como A, B y C se detectaron bacilos
Gram negativos, con crecimicnto abundante en Agar nutritivo.

Las colonias de los microorgani; d dos “A™ y B™ eran planas, presentan margenes
1 9 3 d 1

P . olor a uvas y son gris d Obscrvandol

microscdpicamente se vieron bacilos Gram negativos. Mediante estas prucbas y basdndonos en

la morfologia colonial, en el olor istico de las colonias y la prod ién de pi
fluorescentes, pudicron identificarse de manera presuntiva como Pscudomonas. Esto se

comprobd posteriormente mediante la realizacién de prucbas bioquimicas.

La morfologia micr pica de la colonia “C™ que son cocobacilos Gram negativos.
Las i for d eran chi con bordes lisos y con un ligero tinte azul-verdoso. No
arrojand. ingtn ¢ Itado concluyente con relacién a la pccio, se p dié a reali ia
identi idn de los mi ismos a través de prucbas bioquimicas que se explican a
continuacion.

Aunque lo métodos de

hanr do en la identificacién de solo una fraccién
de la gran di idad de mi i la idad

y sel ion de las bacterias capaces de
degradar hidrocarburos muestran que la técnica utilizada , para este tipo de estudio, proporciona

suficiente evidencia de su efectividad para ¢l aislamiento de este tipo de microorganismos.
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Identificacidn

Para la identificacién de los mi i se utilizd un sistema API 20E.

Los métod les para la i i i6n de mi i en los alti diez
afos han tenido un gran desarrollo do su ibilidad, facilidad de uso y rapidez en el
T 1 como lo d el si ilizado para este trabajo.

Los resultados del sistema APl 20E se mucstran en la tabla 11 .

Tabla 1. Resultados de las prucbas bioquimicas hechas por tiras reactivas API 20E a las colonias
aisladas.
Prueba Colonia A Colonia B Colonia C Control P.

bioguimica aeruginosa
OPNG

Arginina
Lisina
Omitina
Citrato
Sulfuro de -
hidrégeno

Ureasa - -
Triptofano -
deaminasa

Indol

Voges Proskauer
Gelatina
Gtlucosa

Manitol

Inositol

Sorbitol - -
Ramnosa
Sacarosa
Melibiosa
Amigdalina -
Arabinosa
Oxidasa
Mobilidad
Acrobios
estrictos
(v) variabic, (+) posRIVO, (-7 REEAlIve.

- +

g
Vg
$0

+

<

T
I
l<++l|

P
[
F

IR E Al
4
e
FEEC L g

Para la identificacién de las colonias “A” y “B™, se en

las obser
microscépicas, morfologia colonial y resultados de las pruebas bioquimicas obtenidas.
Concluimos quec se trata de /7 /e

Sluor en ¢l caso de la colonia “A” y
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P de aerug en el caso de la colonia “B

En cl caso de la colonia “C> ei

microorganismo se identificé como Acinetobacter.
recin

Con el objetivo de determinar si los mi i islad tenfan la capacidad de

degradar el diesel se realizaron curvas de crecimiento, cultivando a los microorganismos en
medio minera!l con diesel como Gnica fuente de carbono y anadiendo macro- y micronutrientes

esenciales. Debido a que el medio mineral no contenia ninguna fuente de carbono excepto el

diesel, uni se p fa crecimi si las bacterias son capaces de degradario y
aprovecharlo como nutriente,

Es bien conocido desde hace tiempo que la mayoria de los constituyentes de los
ptibles a la biod dacién (Prince, R.C., 1997; Wang Z.D., ef al. 1998)
¥y que la biod dacién en bi ati es fi limitada por la disponibilidad

de nutrientes, como el nitrdgeno y ¢l fésforo (Bragg, J., et al. 1994; Colcomb. K., er al., 1997).

hidrocarburos son

El estudio sobre el cfecto de las conceiutraciones de los macro- y micronutrientes del medio

mineral se realizé debido a que en la li se diversas it de cste
medio para cste tipo de bacterias (Amor. K., et al. 2000: Zaidi y Imam 1999). Sec utilizaron dos
di i les que fan los pero en diferentes concentraciones; el

medio ' de  micronutrientes nimero 1 presentd un mejor crecimiento por lo que las

concentraciones de éste fucron las que s= adoptaron para las sigui deternii i (Para
ver las i del medio mi 1 no. 1 y 2, referirsc al anexo).
Actualmente se sabe que un gran namero de microor i son cap de degradar

ia gran mnyoria de los compuestos presentes en el petrdleo y sus derivados, ¥y que estos

se pr en la |l por esta razén, la biorremediaciéon ha
sido ic da una her i muy atil en la limpicza de derrames y ¢n el tratamiento dec
residuos. Con lo anterior no se quierc afirmar que la simple p ia de los mi i

con esta capacidad garantice que los componentes hidrocarbonados serin metabolizados. Por

cjemplo, la bajn hidrosolubilidad de los compuecstos los convierte a los compucstos en

T a la biorr diacid

ya quc su biodisponibilidad disminuye. Aunque los
hidrocarburos representen una gran fuente de carbono, otros nutrientes son necesarios para ¢l

cr Yy estos p

den estar en forma limitante, esto puede ser remediado con la

adicion de fertilizantes. Para verificar si la presencia en mayor o imenor cantidad de cicrtos

compuesto presentes en ¢l medio mineral que se utilizd. era relevante en el crecimiento de los
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N . s lmdd

en este bajo, se variaron, cn cierta proporcién y como se describe

en material y métodos de este trabajo, las i de al P Itado que

en nuestro caso la variacién de FeSO,, EDTA y citrato de sodio fue fundamental para ¢l buen
crecimiento bacteriano de nuestras cepas.

Con el objeto de i si el j i 16gi P do en el lugar del

derrame se debia a la accién bacteriana como un consorcio o de la accién predominante de una
de las tres bacterias, se decidié crecer a cada tipo celul

imi que p 6 el i

por do y io con el

En una primera fase, sc i la velocidad de imi

de las bacterias aisladas en
medio mineral con 2 % de diesel como fuente de carbono (diesel sin tratar) y en presencia de

1% de peroxido de hidrég: que al d sc cn agua y oxi este altimo funciona

como aceptor de electrones (diese! tratado) que favoreceria, segun la bibli fia 1a d d
del diesel. Las figuras a, b, y ¢©

P cl de cada una de las bacterias
observdndose en los 3 casos que 1a velocidad de crecimiento es mejor con diesel tratado y que

en el caso del diescl sin tratar el crecimiento es escaso.

Figura a". Crecimiento bacteriano €n medio con dicsel sin tratar y 17a1ado con H:Ox, la 1écnica se describe
en material y método.

; Crecimients P. aernginasa em medio mi
@ tratado

by 2 % de dicscl
@ sin tratar

(X3

nhxo}ia;'ntiz (660 nm)
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Figura b”. Crecimicnto de P, flnorencens en medio con diesel tratado y sin tratar.

Crecimiento Acinetobacter en medio mineral y 2% dicscl

@ tratado @sin tratar
06

0.5
g 04
Z o3
0.2

am}

Absorbas

0.1

tiempo (hrs)

" Crecimiento P. flucrenscens en medio mineral con

@ tratado @ sin tratar

i 0.6
[
| Eos
I 8 o4 .
i E o3
. 2 o2
L Zoa
;o=
: o
: tiempo (hrs)
De las figuras a. b y ¢ se puede luir que en pr dc diesel sin tratar el crecimicnto

de las tres cepas es escaso y homogéneo entre las tres, sin embargo, ¢l crecimicnto mejorn

cuando es u do e diesel tratado con anterioridad con peroxido de hidrégeno. presentando 2.

uer mejor creci en i6n con las otras cepas. que entre estas dos no se

presenté una gran di ia en su crecimi

La primera bactcria en entrar a fase logaritmica
fue P. fluorescens aunque su crecimiento miximo no fue tan

do como P. aerugii que
entrd en fase logaritiica hasta las 150 horas de iniciado el cultivo. Esto puede ser un indicativo

© Todos los dates de las graticas sc muesimn on el ansxo

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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de que las tres bacterias i estar u L p difc como fuente de
carbono. Las curvas 1 que se d en las dici experi
usando como fuente de carbono pep un imi muy similar en las 3 cepas

con esta fuente de carbono ficilmente degradable (graficas y datos en el anexo).

El Peréxido de Hidrégeno es otro de los compuestos que ha sido reportado como

izador en la bior diaci (Harayama, S., 1997; Lansch, B.C. et. al 1997; Millar, C.M,,
1999). La bibli fia ha p! dos p: muy claras, la primera es que el peréxido de
hidrégeno actiia como oxidante de los hid b d do cad mas cortas
¥ mias féciles de bolizar. La da postura i en afirmar que la descomposicién del

peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno mas soluble, permite que este ultimo funcione como

de el ios para la de los hidrocarburos,

Las primeras curvas, a, b, ¢ y d, se realizaron para comprobar si ¢l peréxido de
hidrégeno efectivamente tenia un efecto oxidante en el Diesel, f iendo la utili i6n de

b

éste como fuente de carbono. Tanto P. aer A ¥ P. fluorescens presentaron

un mejor crecimiento haciéndose mas visible en el crecimi de P. aerugi " a ser

éste cuantificable hasta aproximadamente 0.5 de absorbancia, lo cual corrobora la primera teoria

mencionada con anterioridad. Cuando sc realizd este experi con la la reconstituida,

como se describe en material y método, donde sc on id i 1 de los

microorganismos aislados para que actuaran en consorcio. se observé también una mejora no

muy diferente a la que p o6 P. acrugi islada lo que posteriormente corroborariamos

con las demads fases experimentales.

Una dificultad con la biodegradacién bacteriana es que no todos los componentes de los
hidrocarburos son degradados con la misma efici ia, y en al casos ios de estas
son requeridos para pl su degradacién (J. J.K., et al. 2000).

Cuando sc r ituyé el cio bacteriano (figura d) también sc observé un mejor

en los que diesel tratado, pero a diferencia de las bacterias
aisladas, el crecimicento fue un poco mas lento, lo quc pucde sugerir la produccidén de

metabolitos téxicos de alguna de cllas que afecta en el crecimiento de las otras cepas.
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Figura d". Creci de In mezcla de las 3 ias aisiadas en medio con
diesel tatado y sin tratar. La reconstitucion de la muestra fue hecha segan 1a metodologin
descrita en material y método.

C Ia r en medio mineral
y 2% dicsel
W@ sin vatyr @ tratado

A continuacion, se decidid crecer a las bacterias aisladas a dife i de

diesel tratado para determinar que tanto la disponibi

dad afectaba el crecimiento de estas
bacterias (recordando que a mayor concentracién de hidrocarburo la disponibilidad de este
aumentar#), este temn ha sido ampliamente tratado en varias investigaciones (Booparthy, 2000;
Zaidi, R., ct al. 1999; Jones, W., 1999)

La figura ¢ el de P. /I a diferentes concentraciones de diesel
do, abservand una velocidad de imi mcjor con 2%.
P. aceruginosa mostré un buen imi alas 3 raci peroa 2 % y 1.5%

obtuvieron un crecimicnto muy similar (figura f) y aunque al 1 % se obtuvo un crecimiento -
mucho mejor que con diesel sin tratar (figura a) el crecimiento fue menos abundante que a
concentraciones mas altas de diesel tratado.

TESS COV
¥ALLA DE ORIGEN

 Todos los datas de las graficas se muestran en ¢ ancxo
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c iones de dicset como fuente de carbono,
ided del P P fie i T medida que 1a concentracion de éste hidrocarburo
uyendo,

Crecimiento de . flucrescens em medio mineral y diescl tratado

(o7 @1.50% 2 1%]

Figura ¢”.
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Los resultados que p A b son diferentes ya que su crecimiento maximo se

obtuvo a las concentracién de 1.5 % tal vez porg a una i6n de dicsel de 2%
comienza a ser t6xico para ésta cepa. El crecimiento mas bajo se obtuvo con 1%. Los resultados

sc observan en la figura g.

Figura £°. Crecimicnio de . aeruginosa con diesel tratado a diferenies concentraciones.

Crecimicnio P. acruvinosa en media mincral diesel tratade
2% B1.50% - 1%

3
?

absorbancis (660 am)
epes o
H W aw

o =

o 100 200 300 400 500 600
tiempo (hrs) i
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Resultados y Discusiéon

a dil de diesel.

Figura g*. C

C de en medio mineral y
©32% W1.50% A 1% i0
0.6
& os
g os e
03 — R &
rY -
i ————sg—eneRa=tE
£ o IL‘-EQL..,.‘/
o
] 100 200 300 400 500 600
tiempo (hrs)
C do se yo6 la la y se i6 a varias de diesel d

se

observa un crecimicnto muy similar en todas las concentraciones (figura h). En esta grifica se

vueclve a observar que aunque el crecimiento es mejor que con diesel sin tratar no se ve un

i enel

no es mayor que cuando se puso a crecer P. geruginosa solamente.

Figura h*, C de lamezcla

de fuenie de carbono. La reconstitucion de 1a muestra se describe en material y metodo,

Ci mezcia

cn medio minceal y diesch

06
E os
g o4
2 03
£ 02
2 o
=

Py

traiado
®2% @1.50%

1%

Tiempo (hrs)

H por cl hecho de actuar en consorcio ya que la cantidad de células

La velocidad con la que las células inicrobianas pueden convertir los contaminantes

d d

locidad

d la biorr diacié P

di ibl holi dema

de la
dec la

en que se transficren a

Yy
(transferencia de masa).

° Todos los dalos de las graticas se¢ Muestran en ¢l ancxo

TESS COP |-
FALLA DE ORIGEN

en la que los contaminantes pucdan ser
la célula
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Resultados y Discusién

La biodisponibilidad de los " es fada por p 5 i
Una biodisponibilidad baja de i dlidos es da por una lenta transferencia de
masa para la d dacié icrobi. El imi en las a pesar de que era muy

parecido en los 3 casos, fue mayor en todos los casos a una concentracién del hidrocarburo de
2% ida de la i6n al 1.5% y por altimo 1% haciénd mas ble esta dife i

con P. acruginosa.

Los resultados anteriores d que la biodi ibilidad de este hi buro, en

particular en estas cepas, es determi para su imi y bastaria profundizar en este

tema para comprobar cual ¢s la concentracién toxica para estas Cepas en especifico.

Para optimizar el p de biodeg ién de diescel se decidié correr curvas al 2% con
diesel d diendo periddi H;0;. En la literatura también esta rcportado la

utilizacién del oxigeno como ultimo aceptor de clectrones necesario para la degradacién de
hidrocarburos (Chapelle, F.H. 1999). El p ido de hidrog i 1 la
solubilidad det oxigeno en agua (Chapelle, F.H. 1999; Zaidin, et al., 1999).

¢ La figura i muestra cémo el crecimicnto de P. fluorescens se ve b do con la adicié
periddica de peréxido de hidrégeno ocurriendo algo similar con P. aer y Acil b .
figuras j y k respecti la d posici p del perdxido en agua y oxigeno,
produce que el oxigeno este mas disponible en ¢l medio que cuando solo se usa la agitacién, y
asi se pueda utili como p final de el

Figura . C. ion de cl crecimiena de 2. en diesel tratado y can la sdicion

periodica de 1,0,
Crecimiento de P. flucrescens en medio mineral y diesel iratado

®2% » 2%y H202 1

sbsorbancis (600 nm)

tiempa (hrs)

* Todos los datos de las grificas se mucstran en el anexo
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Figurs j°. C iento de P. oerug seve

con adicién

Resultados y Discusion

de H,;O;

: Crecimients P. aeruginosa en sedio minecal y diesel tratado

@ 2% X 2% H202

[ 100 200 300

La la r ituida, figura |, bién crece mejor

400

ticmpo ey

diendo H10; 11

d

curva muy similar a la de 2. aerugi cn las mi dici

La adicién periédica de peréxido favorecié en todos los

a ser esta

casos el crecimiento bacteriano,

a través de la

pudiéndose especular que este P pudiera fi i efi

existencia de un acecptor de clectrones io para 1a bior diacién, no descartdndose que

con la adicié i icra oxidando el diesel conti para su facil degradacién.
Figura K. Efecto en cf crecimicnto de de la adicidn de d

®2% X 2% diesel
0.600

Crecimiento de Acinciobacier en medio mineral y dicsel tratado

0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

absorbancta {660 am)

o 100




Resulitados y Discusién

Figwra I°. La mczcla reconstitulda se crecio con dicsel tratado con y sin la adicion periodica
de H;Oz. La reconstitucion de muestra sc describe en malerial y meétodo,

c  en medio mineraly |
diesel tratado
2% 2% 11202
0.6
- 0.5
E
é o4
Fos 2% § 2 ——
| 802 ii-#-_,_w__ |
f = o0 |-—— |
[
L e M0 0 W
Obtencidn del AD, smidico.
Los p idos se id 1 os g H que codifican informacién que confiere

a las bacterias caracteristicas que las hacen mais competentes que otro tipo de bacterias en
determinados medios. En este caso, no se pudo comprobar de manera definitiva la presencia de
pldsmido en ninguna de las cepas bacterinnas aunquc esto debe de ser corroborado
posteriormente.

La ﬁgt‘xrn m muestra un gel de agarosa al 1% donde s¢ observa en todas las muestra material
gendmico con pesos ] lares aproxi d. de 22.1 kb, 1.90 kb y 1.43 kb, comparados

con el ADN del fago A utilizado como marcador de ADN lambda cortado con Eco RI y Hind

111. En ¢l extremo derecho se colocé el mi material ético pero cortado con la enzima de
restriccién Eco R segin el método descrito en el capitulo anterior

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

43




Resultados y Discusién

2L7K8

5.15KB

3.00 KB

4.27KD

32a8K8

19aK8

190 K8

1.39 KB

1.37KR

054 KB
Figura m. Gel de agarosa para de ADN ico de los 3 mi i
Carrit B, P. carril C, P. aerwg . Camil D, - Carviles E, F
¥ G, 1as mismas que B, C y C pero restringidas con Eco R1. Lines A, marcador de
Peso molecutar.

Como se observa clar <l material genético es 1 cortado do se exp a
ia enzima de restriccidn sin que aparezcan bandas discretas de menor peso molecular. Un
pl ido debido al su tiene un nu reducido de sitios de corte por lo que las bandas
deben de verse claramentc en ¢l gel, como cn este caso no se nota ninguna banda clara después
del i de restriccién, esto sugi que las P de la degradacién de
los hidrocarburos se encuentran codificadas no en material pl dico sino en émi

Varios han d do que los plasmidos proporcionan a varias especies de

bacterias la habilidad de catabolizar varios hidrocarburos y otros compuestos organicos
(Furukawa, K. y Chakrabarty, A. 1982; Burlage S., er al., 1989), pero también sc¢ ha reportado
que hay enzimas encargadas de 1a degradacién codificadas en ADN cromosomal (Hamann, C.,
et al., 1999; Wang, R., ef al., 2000). ‘
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Resultados y Discusién

Andlisis de protefnas.

La figura n el patrén <l éti de p de las di bacterias
adas en ja de agua observando una notoria banda de aproximadamente 29 kD en
los 3 casos rada con el dor del peso lccul 1 do en los carriles A y E. Los

carriles subsecuentes mucstran el patroén de cada una de las bacterias en un medio donde la
fuente de carbono no era un hidrocarburo (peptona 5%); B para Acinetobacter, C para P.

aeruginosa y D para P. fluorescens. En los carriles F, G y H se muestra el mismo orden de las

bacterias pero el patrén corresp a las pr P das en medio con diesel como fuente
de carbono. P. aerugi. fue la que exp mas cl 1a p! ina de 29k D identificada
como calretinin, que en la bibli se ha identificado en varias mezclas de bacterias
degradadoras de hidrocarburos y esta d en b éti como  en:

www.infobiogen. fi/db/index-gecp/genbank/gb_sg_000.ref, 1o que podria estar relacionado con su
mejor adaptabilidad al medio con hidrocarburo.

66 kD

45 kD
36 kD
29 kD
24 kD

20 kD
14 kD

Figura n, Gol de ilamida. Camnit B, . cartil C. P oersginasa. camit D, P. : carril F,
G ¥ H, los mismos Microorganismos respectivamente pero en medios con diesel micntras que 1os 3 primeros
cortespanden & MIcIoofganIsMas crecidos en medio Lincas Ay E de peso
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e Conclusiones

El mejoramiento ecoldgico presentado en el km 84 de la carretera México Hidalgo reportado
antes de la toma de muestra, pudo ser, en parte, por la accién de las bacterias sobre el diesel
derramado. No hay que olvidar que factores naturales como la dilucién, absorcién, dispersion y
volatilidad pudieran también ser parte de 1a mitigacién en el dafio causado a esta zona.

Las bactcrias aisladas en este di ponden a bacilos Gram negativos (Pseudomonas

Sluor Pseud: aerugi ¥ Acinetob ).

P. aeruginosa mostré un mgjor aprovechamiento del diesel.

Estos microorganismos no presentan una actividad sinérgica en su accién metabdlica sobre el
dicsel como fuente de carbono.

Los resuitados obtenidos en este trabajo no arrojan la suficiente evidencia para afirmar que
las proteinas nccesarias para la degradacion del diescl se encuentren codificadas en plasmidos,
como csta reportado en innumerables fuentes bibliograficas.

En estc estudio todas las cepas expresaron ¢n medio con diesel una proteina a 29 kD de masa,
que podria estar involucrada en ¢l aprovechamicnto del diescl, y presuntivamente podemos
declarar que la cantidad expresada de esta proteina pudi ser deter
del diesel.

para la degradacién

El uso de Peroxido de hidrégeno en el p o de bior diacion, mejora considerabl.

la accién microbiana sobre los sustratos.
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- Medio mineral 1
Macronutrientes:

NH,SO, 2g
KHPO, 0.039g/1
MgSO, 0.075 g/t
NaCO; 0.02 g/1
EDTA 0.01g/1
citrato de sodio 0.06 g/1
FeSO, 0.03gn
Micronutrientes:

H;BO; 2.8 mg/l
MnSO, 0.181mg/t
ZnSO, 0.222 mg/l
NaMoO, 0.19 mg/I
CuSO, 0.079mg/1
Co(NO,), 0.049 mg/1
- Medio minecral 2
Macronutrientes:

NH.SO, 281
K;HPO, 0.039p/1
MgSO, 0.075 g/1
NaCO; 0.02 /1
EDTA 0.001g/}
citrato de sodio 0.006 g/
FeSOy 0.006 g/1
Micronutrientes:

H;BO; 0.028 1ng/l
MnSO, 0.00!8mg/l
ZnSO, 06.0022 mg/l
NaMoO, 0.0019 mg/l
CuSO, 0.0079mg/I
Co(NO;), 0.0049 mg/1
. Medio Peptonado

Peptona 5g

Medio mineral 1000 m!

- Medio-L

Caseina 10g

NacCil 10g
Extracto de levadura 5g

Agua destilada 1000 mi

Anexos
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. Anexos

. Buffer E

Tris-acetato 40 mM
EDTA 2mM

- Solucién de lisis

SDS 3%
Tris 50 mM

La solucidn es ajustada a pH 12.6 por 1a adicién dec 1.6 ml de NaOH 2N, el volumen es ajustado

a 100ml con agua destilada, y finalmente se filtra con un filtro de membrana (0.2um de tamafio
de poro).

. Fenol estandarizado

A una solucién hidratada de fenol se le agrega un vol igual de solucién de Tris IM y se

agita enérgicamente y se guarda a 4°C, cuando las fases estén separadas, al fenol se le mide el
pPH hasta que esté en 8;sies io, repetir la op: i6n. Cuando ¢l pH sea el adecuado se

guarda a 4°C con Tris 0.1M.

- Solucién Fenol. Wformo 1:1

Fenol 50 ml
Cloroformo 50 ml

- Buffer TE

Tris-HCI 0.010 Maun pH de 7.5
EDTA 0.001 M
- Buffer Tris boratos I1X

Tris base pH 8.0 540g
Acido bérico 27.5¢g
EDTA 3.72g
Agua destilada a 1000 ml
- Buffer de carga para DNA (10X)
Sacarosa 37%
EDTA 50 mM
Azul de bromogcresol 0.1%
SDS 0.1%
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- Reactivo de Bradford

Azul de coommassie 100 mg (G-250)
Etanol 95% 50 ml
Acido fosférico 85% 100 ml1
Apgua destilada a 1000 ml
- Gel separador 12.5%

Sol stock bis-acrilamida ( 30: 0.8 ) 16.60 ml
Buffer Tris-HCI pH 8.3, 3M (8X) 5.0ml
SDS 10% 320 i
Agua destilada 18.02 m!
Persulfato de amonio (10%) 300 pl
TEMED 20 pl

- Gel concentrador 6.0 %

Sol stock bis-acrilamida ( 30:0.8 ) 2 ml
Buffer Tris-HCI1 pH 6.8, 0.5 M (4X) 2.5 ml
SDS 10% 100 pi
Agua destilada 50.4 ml
Persulfato de amonio (10%) 150 pi
TEMED 125 i

- Solucidn stock acr da (30:0.08)
Acrilamida 584 ¢g
Bisacrilamida 16g

- Buffer muestra

Tris-HCI pH 6.8 0.125 M
sSps 4%
Glicerol 20%

Ajustar a un volumen final de 10 mL almacenar en ependorf a ~20°C

- Solucion teftidora

Azul de coomassie 125 g
Metanol 500 mi
Acido acético glacial 100 ml
Agua destilada a 1000 ml

Filtrar con filtros Whatman # 1



.. Solucidn de electrodos

Metanol 14
Acido acético 0.71
Agua destilada a 101

- Buffer de electrodos (5X)

“Tris base 9g
Glicerina 432 ml
SDS 3g
Agua destilada a 600 ml
- Buffer de cargza para protefnas (10 X)
Tris-HCI 0.125 M
SDS 4%
Glicerol 20%
B-mercaptoetanol 10%
Azul de bromo-fenol 2 mg/m!

Anexos
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Anexos

- Tablas de resultados.

Zabla 7. Vasiabics para 1a detcrminacion celular & 600nm

Condicioncs Negativo Positivo
A tiempo de 3 min 4min
centrifugado
B avimero de 2 3
lavados
C limpiado sin limpiar _limpiando

Tabls 8 Resultados otrenidos del blanco (a. destilada

A C kil (abs a 600nm) k2 (abs a 600nm) promedio
1 - - - 0.000 0.000 0.000
2 o+ - - 0.000 0.000 0.000
3 - + o+ 0.000 0.000 0.000
4+ o+ o+ 0.000 0.000 0.000
5 - - - 0.000 0.000 0.000
6 + - - 0.000 0.000 0.000
7 - + o+ 0.000 0.000 0.000
8 -+ + o+ 0.000 0.000 0.000

Tabia 9 _Resultados del problema (medio mineral mas 1% de diesel)

A B C ki(absa600nm) k2 (abs a 600nm) promedio
1 - - - 0.030 0.030 0.030
2 + - - 0.007 0.072 0.039
3 - + - 0.035 0.022 0.028
4 + + - 0.019 0.007 0.013
5 - -+ 0.025 0.015 0.020
6 + - + 0.043 0.064 0.053
7 - + o+ 0.007 0.027 0.034
8 + + + 0.013 0.004 0.008
X 12 Crecimiento de P fluorescens a 2 % de dicsel tmtado (absorbancia a 660 nm).
tiempo (hrs) k1 k2 &3 prom desv
o 0.050 0.053 0.054 0.052 0.0021
72 0.041 0.047 0.052 0.047 0.0055
96 0.065 0.050 0.073 0.063 0.0117
120 0.252 0.187 0.198 0.212 0.0348
144 0.203 0.210 0.214 0.209 0.0056
168 0.210 0.198 0.196 0.201 0.0076
240 0.275 0.234 0.243 0.251 0.0215
264 0.226 0.210 0.235 0.224 0.0127 N
288 0.174 0.198 0.197 0.180 0.0136
312 0.154 0.154 0.176 0.161 0.0127
336 0.282 0.230 0.265 0.259 0.0265
408 0.255 0.234 0.245 0.245 0.0105
432 0.205 0.204 0.234 0.214 0.0170
456 0.310 0.298 0.265 0.291 0.0233

480 0.270 0.265 0.256 0.264 0.0071
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ZAabla 13.Crecimienio de P, fluorencens con diesel sin ymtar (sbsorbancis 8 660 nm).

tiempo (hrs) k1 &2 k3 promedioc desviacion

0.0 0.047 0.041 0.056 0.048 ©0.0075
16.5 0.034 0.040 0.078 0.051 0.0239
41.8 0.052 0.047 0.065 0.055 0.0093
67.5 0.043 0.050 0.052 0.048 0.0047
158.5 0.054 0.058 0.063 0.058 0.0045
179.5 0.033 0.076 0.067 0.059 0.0227
199.5 0.017 0.016 0.023 0.019 0.0038
223.3 0.125 0241 0.134 0.167 0.0645
246.3 0.098 0.112 0.100 0.103 0.0076
316.3 0.094 0.081 0.099 0.091 0.0093
368.1 0.093 0,166 0.178 0.146 0.0460
411.6 0.079 0.152 0.132 0.121 0.0377
535.6 0.144 0.142 0.120 0.135 0.0133
556.4 0.118 0.124 0.100 0.154 0.0125
583.1 0.100 0.258 0.133 0.164 0.0833

Tabla 14 Crecimiento de 2. finorescens a 1.5 % de dicsel tratado (sbsorbancia w 660 am)

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviacion

o 0.055 0.060 0.057 0.057 0.0025
72 0.067 0.065 0.069 0.067 0.0020
96 0.116 0.112 0.123 0.117 0.0056
120 0.132 0.105 0.106 0.114 0.0153
144 0.130 0.134 0.145 0.136 0.0078
168 0.158 0.160 0.173 0.164 0.0081
240 0.145 0.156 0.165 0.155 0.0100
264 0.176 0.167 0.178 0.174 0.0059
288 0.178 0.154 0.134 0.158 0.0220
312 0.186 0.165 0.178 0.176 0.0106
336 0.210 0.188 0.178 0.195 0.0162
408 0.189 0.199 0.196 0.195 0.0051
432 0.205 0.234 0.243 0.227 0.01889
456 0.254 0.245 0.234 0.244 0.0100
480 0.265 0.245 0.274 0.261 0.0148




Xabla 1§ Crecimiento de P. uorescens s | % de diescl tratado (absorbancia a 660 nm)

tiempo (hrs) *1 K2 k3 promedio desviaciéon

o 0.05 0.054 0.047 0.050 0.0035
72 0.057 0.054 0.045 0.052 0.0062
96 0.054 0.048 0.058 0.053 0.0042
120 0.065 0.054 0.069 0.063 0.0078
144 0.085 0.065 0.076 0.075 0.0100
168 0.085 0.078 0.098 0.087 0.0101
240 0.112 0.076 0.115 0.101 0.0217
264 0.116 0.134 0.121 0.124 0.0093
288 0.143 0.124 0.133 0.133 0.009S
312 0.187 0.178 0.177 0.181 0.0055
336 0.18 0.176 0.179 0.178 0.0021
408 0.154 0.164 0.178 0.165 0.0121
432 0.192 0.203 0.243 0.218 0.0243
456 0.245 0.234 0.256 0.245 0.0110
480 0.256 0.276 0.285 0.272 0.0148

Tabls 16 Crecimiento de P, fuorencens con la adicion periadica de 1,0, { absorbancie a 660 nm).

tiempo (hrs) K1 k2 &3 Promedio desviacidn

o 0.043 0.054 0.050 0.049 0.0056
72 0.033 0.065 0.054 0.051 0.0163
96 0.054 0.056 0.065 0.058 0.0059
120 0.076 0.067 0.069 0.071 0.0047
144 0.276 0.259 0.284 0.273 0.0128
168 0.411 0.278 0.289 0.326 0.0738
240 0.200 0.234 0.242 0.225 0.0223
264 0.322 0.298 0.284 0.301 0.0192
288 0.173 0.310 0.287 0.257 0.0734
312 0.233 0.289 0.291 0.271 0.0329
336 0.282 0.298 0.301 0.294 0.0102
408 0.481 0.314 0.342 0.379 0.0894
432 0.271 0.311 0.318 0.300 0.0254
456 0.238 0.245 0.325 0.269 0.0483
480 0.198 0.278 0.286 0.254 0.0481
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e e ANIEXOS

Tabia 17, Crecimicnto de P. scruginoss con 2 % de diescl iratado (absorbancia 8 660 nm)

tiempo (hrs) ®1 k2 k3 promedio desviacion

[+) 0.05 0.043 0.057 0.050 0.0070

72 0.096 0.076 0.087 0.086 0.0100

98 0.086 0.091 0.076 0.084 0.0076
120 0.054 0.089 0.097 0.080 0.0229
144 0.18 0.156 0.145 0.160 0.0179
168 0.366 0.352 0.367 0.362 0.0084
240 0.478 0.465 0.398 0.447 0.0429
288 0.341 0.342 0418 0.387 0.0442
312 0.272 0.334 0.376 0.327 0.0523
336 0.29 0.456 0.486 0.411 0.1056
384 0.386 0.487 0.491 0.455 0.0595
408 0.478 0.456 0.497 0.477 0.0205
432 0.434 0.421 0435 0.430 0.0078
456 0.303 0.373 0.356 0.344 0.0365
480 0.483 0.471 0.467 0.474 0.0083

TTabla tA Crecimicnio de P. adn/slnnlacrm 2 %% de diesel ain tratar (sbsorhancia a 660 nm)

tiempo (hrs) k1 k3 promedio desviacién
[4) 0.051 0.049 0.058 0.053 0.0047
19.75 0.036 0.049 0.057 0.047 0.0106
4475 0.051 0.167 0.073 0.097 0.0616
64 0.032 0.09 0.034 0.052 0.0329
99.5 0.088 0.092 0.095 0.092 0.0035
119.75 0.100 0.092 0.046 0.079 0.0291
150.5 0.111 0.198 0.052 0.120 0.0734
171 0.269 0.172 0.194 0.212 0.0509
197.75 0.044 0.067 0.084 0.065 0.0201
267 0.078 0.161 0.077 0.105 0.0482
314.5 0.088 0.1 0.168 0.119 0.0431
354.25 0.114 C.144 0.186 0.148 0.0362
445,75 0.062 0.087 0.109 0.079 0.0258
473.25 0.133 0.116 0.097 0.115 0.0180
566.25 0.153 0.243 0.16 0.185 0.0501
634.5 0.081 0.075 0.156 0.107 0.0429
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Tahta 19. Crecimiento de P. geruginosa con 1 $% de diesel tmido (shsorhancin a 660 nm)

tiempo (hrs) K1 k2 k3 promedio desviacion

o 0.042 0.047 0.051 0.047 0.0045
72 0.076 0.087 0.071 0.078 0.0082

96 0.094 0.053 0.078 0.075 0.0207
120 0.123 0.134 0.142 0.133 0.0095
144 0.299 0.311 0.297 0.302 0.0076
168 0.401 0.407 0.378 0.395 0.0153
240 0.398 0.378 0.4086 0.394 0.0t44
288 0.4568 0.423 0.436 0.428 0.0166
312 0.458 0.465 0.453 0.459 0.0060
338 0.514 0.475 0.522 0.504 0.0251
as4 0.491 0.489 0.467 0.482 0.0133
408 0.476 0.438 0.492 0.469 0.0277
432 0.353 0.397 0.402 0.384 0.0270
456 0.412 0.433 0.457 0.434 0.0225
480 0.561 0.432 0.494 0.496 0.0645

Tabls 20 Crecimicnto de P acrupinoza con 194 de diesel tratndo (absosbancia a 660 nm)

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio _desviacion

o 0.045 0.081 0.052 0.053 0.0080
72 0.067 0.065 0.053 0.062 0.0076
96 0.063 0.054 0.045 0.054 0.0090
120 0.074 0.052 0.061 a.082 0.0111
144 ©0.093 0.084 0.087 0.088 0.0046
168 0.103 0.097 0.083 0.094 0.0103
240 0.104 0.132 0.118 0.118 0.0140
288 0.287 0.276 0.194 0.252 0.0508
312 0.231 0.194 0.237 0.221 0.0233
336 0.245 0.256 0.281 0.261 0.0184
384 0.376 0.289 0.277 0.314 0.0540
408 0.301 0.243 0.245 0.263 0.0329
432 0.365 0.344 0.394 0.368 0.0251
456 0.342 0.367 0.328 0.346 0.0198
480 0.335 0.317 0.341 0.331 0.0125

e ANEXOS

55



‘Tahla 21. Crecimicnto de P. acruginosa con In adicién

tiempo (hrs) K1 K2 k3 promedio desviacidon

o 0.053 0.058 0.041 0.051 0.0087
72 0.191 0.167 0.134 0.164 0.0286
96 0.125 0.163 0.178 0.155 0.0273
120 0.169 0.173 0.182 0.175 0.0067

144 0.221 0.256 0.243 0.240 0.0177-
168 0.276 0.217 0.242 0.245 0.0296
240 0.537 0.387 0.362 0.422 0.0996
288 0.418 0.324 0.351 0.364 0.0484
312 0.448 0.525 0.558 0.510 0.0556
336 0.455 0.543 0.532 0.510 0.0479
384 0.715 0.507 o0.582 0.601 0.10583

408 0.243 0.423 0.398 0.355 0.0975°
432 0.515 0.564 0.577 0.552 0.0327
456 0.541 0.587 0Q.523 0.550 0.0330
480 0.356 0.467 0.483 0.435 0.0692

Tabla 22. Crecimiento de Acinciobacter con 2 36 de diesel tratado ( absorbancin a 660 nm)

Tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio _desviacion

[+) 0.050 0.041 0.063 0.051 0.0111
72 0.082 0.073 0.057 0.064 0.0082
26 0.0683 0.081 0.051 0.065 0.0151
120 0.081 0.093 0.087 o.087 0.0060
144 0.117 0.105 0.108 0.110 0.0062
168 0.134 0.142 0.137 0.138 0.0040
240 0.171 0.184 0.174 g.176 0.0068
264 0.163 0.154 -0.132 0.150 0.0159
288 0.184 0.197 0.190 0.190 0.0065
312 0.217 0.220 0.243 0.227 0.0142
336 0.208 0.213 0.215 0.212 0.0036
408 0.241 0.250 0.248 0.246 0.0047
432 0.263 0.231 0.272 0.255 0.0215
456 0.274 0.283 0.284 0.280 0.0055
480 0.300 0.317 0.273 0.297 0.0222

e . ANEXOS

viddica de 1 ,0; (absotrbancia a 660 nm)
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Tabla 23. Crecimiento de Acinctobacicr con 2% de dicsel sin tratar (absorbancia a 660 nm)

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviacion
o 0.052 0.054 0.043 0.050 0.0059
19.75 0.020 0.045 0.034 0.033 0.0125
44.75 0.033 0.034 0.045 0.037 . 0.00687
64 0.075 0.056 0.076 0.069 0.0113
99.5 0.155 0.076 0.123 0.118 0.0397
119.75 0.070 0.143 0.076 0.098 0.0405
150.5 0.176 0.098 0.034 0.103 0.0711
171 0.123 0.076 0.134 0.111 0.0308
197.75 0.134 0.123 0.123 0.127 0.0064
257 0.142 0.089 0.243 0.158 0.0782
314.5 0.122 0.100 0.176 0.133 0.0391
354.25 0.145 0.132 0.184 0.154 0.0271
445.75 0.165 0.104 0.156 0.142 ©0.0329
473.25 0.147 0.158 0.145 0.150 0.0070
566.25 0.157 0.167 0.134 0.153 0.0169
- 634.5 0.156 0.154 0.187 0.166 0.0185

Tabla 24 Crecimiento de Acln:lnhﬂcvcr £on 1 5% de diesel tratado (absarbancia a 660 nm)

Tiempao (hrs) k1 k3 promedio desviacion

o 0.050 0.047 0.041 0.046 0.0046
72 0.071 0.068 0.063 0.067 0.0040
96 0.084 0.081 0.093 0.086 0.0062
120 0.124 0.120 0.131 0.125 0.0056
144 0.150 0.163 0.161 0.158 0.0070
168 0.174 0.181 0.191 0.182 0.0085
240 0.193 0.195 0.178 0.189 0.0093
264 0.209 0.215 0.211 0.212 0.0031
288 0.187 0.230 0.207 0.211 0.0168
312 0.270 0.291 0.287 0.283 0.0112
336 0.310 0.315 0.307 0.311 0.0040
408 0.320 0.317 0.318 0.318 0.0015
432 0.360 0.364 0.348 0.357 0.0083
456 0.350 0.348 0.351 0.350 0.0015
480 0.363 0.351 0.349 0.354 0.0076

e ANEXOS



Tabla 28 Crecimienio de Acinctobacter con | % de diesel iratado ( sbsorbancia a 660 nm)

e ANEXO0Ss

Tiempo (hrs) K1 k2 k3 promedio desviacion
[¢] 0.041 0.050 0.057 0.049 0.0080
72 0.050 0.040 0.053 0.048 0.0068
a6 0.061 0.058 0.048 0.056 0.0068
120 0.071 0.050 0.073 0.085 0.0127
> 144 0.043 0.049 0.047 0.046 0.0031
168 0.075 0.063 0.081 0.073 0.0092
240 0.089 0.107 0.104 0.103 ©0.0040
264 0.120 0.117 0.119 0.119 0.0015 .
288 0.143 0.145 0.151 0.146 0.0042
312 0.179 0.181 0.183 0.184 0.0076
336 0.191 0.194 0.180 0.192 0.0021
408 0.197 0.204 0.210 0.204 0.0065
432 0.211 0.217 0.220 0.216 0.0048
456 0.243 0.217 0.231 0.230 0.0130
480 0.250 0.278 0.280 0.269 0.0168 T
Tabls 26 Crecimiento de Acinctobacter con Ia peridica de 11,0; (abwochancia a 660 nm)
Tiempo (hrs) k1 K2 k3 promedio desviacién
o 0.060 0.051 0.067 0.059 0.0080
72 0.094 0.098 0.105 0.099 0.0056
98 0.117 0.120 0.121 0.119 0.0021
120 0.151 0.181 0.157 0.156 0.0050
144 0.190 0.183 0.201 0.191 0.0091
168 0.230 0.241 0.284 0.252 0.0285
240 0.240 0.260 - 0.247 0.249 0.0101
264 0.301 0.317 0.288 0.302 0.0145
288 0.340 0.357 0.332 0.343 0.0128
312 0.310 0.320 0.311 0.314 0.0055
336 0.350 0.310 0.341 0.334 0.0210
408 0.380 0.350 0.301 0.344 0.0399
432 0.341 0.363 0.322 0.342 0.0205 .
456 0.284 0.381 0.361 0.345 0.0456
480 0.301 0.347 0.337 0.328 0.0242
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Tabla 27. Crecimicnto de Ia mezcla reconstituida con 2 % de diesel traudo (absarbancia 660 nm)
promedio desviacion

Tiempo (hrs)

k1 k2

k3

o 0.053 0.048 0.058 0.053 0.0050
72 0.043 0.062 0.011 0.039 0.0258
26 0.084 0.076 0.049 0.070 0.0183
120 0.044 0.074 0.035 0.051 0.0204

144 0.087 0.096 0.052 0.078 0.0232
168 0.133 0.121 0.124 0.126 0.0062
240 0.184 0.172 0.196 0.184 0.0120
264 0.233 0.254 0.157 0.215 0.0510
288 0.264 0.262 0.202 0.243 0.0352
312 0.253 0.276 0.171 0.233 0.0552
336 0.283 0.301 0.248 0.310 0.0324
408 0.224 0.293 0.289 0.269 0.0387
432 0.310 0.345 0.378 0.344 0.0340
456 0.350 0.389 0.401 0.380 0.0267
480 0.389 0.410 0.423 0.407 0.0172

T ahis 28 Crecimicnto de la mezcla reconstituida con 2% de diesel 3in tratar {absorbancia 8 660 nm)

tiempo (hrs) k1 K2 k3 promedioc desviacién

[+ 0.065 0.05 0.043 0.053 0.0112
72 0.010 0.06 0.061 0.044 0.0292
96 ©0.013 0.021 0.039 0.024 0.0133
111 0.069 0.035 0.093 0.066 0.0281
142 0.024 0.037 0.146 0.069 ©0.0670
161 0.056 0.042 0.136 G.078 0.0507
215 0.042 0.059 0.077 0.059 0.0175
239 0.059 0.016 0.037 Q.037 0.0215
287 0.053 0.021 0.043 0.039 0.0164
305.5 0.056 0.053 0.022 0.044 0.c178
382.9 0.112 0.024 0.032 0.056 0.0487
404.9 0.189 0.028 0.252 0.156 0.1155

ANEXO0s
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“Tabla 29. Crecimicnto de In mezcla reconstituida con 1.5% de diesel tratado (absorbancia a 660 nm)

Tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviacion

o 0.023 0.047 0.043 0.038 0.0129
72 0.054 0.056 0.018 0.043 0.0214
86 0.084 0.07t 0.076 0.077 0.0066
120 0.147 0.079 0.056 0.094 0.0473
144 0.184 0.131 0.080 0.132 0.0520
168 0.243 0.173 0.111 0.176 0.0660
240 0.212 0.222 0.182 0.205 0.0208
264 0.200 0.233 0.229 0.221 0.0180
288 - 0.277 0.184 0.206 0,222 0.0486
312 0.250 0.243 0.180 0.224 0.0386
336 0.183 0.181 0.247 0.204 0.0375
408 0.298 0.121 0.287 0.235 0.0992
432 0.345 0.331 0.367 0.348 0.0181
456 0.389 0.376 0.378 0.381 0.0070
480 0.425 0.419 0.420 0.421 0.0032

Tahla 30, Crecimicntn de la mezcla reconstiuidna con 1% de dicse! tmtado (absorbancia a 560nm)

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviacién

[*] 0.053 0.048 0.052 0.051 0.0026
72 0.010 0.050 0.063 0.041 0.0276
96 0.049 0.071 0.078 0.066 0.0151
120 0.029 0.064 0.052 0.048 0.0178
144 0.052 0.094 0.089 0.078 0.0229
168 0.119 0.110 0.104 0.111 0.0075
240 0.236 0.119 0.124 0.160 0.0662
264 0.213 0.132 0.144 0.163 0.0437
288 0.247 0.116 0.124 0.162 0.0734
312 0271 0.162 0.161 0.198 0.0632
336 0.295 0.174 0.181 0.217 0.0679
408 0.221 0.214 0.240 0.225 0.0135
432 0.214 0.217 o0.221 0.217 0.003s
456 0.264 0.241 0.253 0.253 0.0115

480 0.293 0.274 0.281 0.283 0.0096




Tebla 31. Crecimicnto de Ia rn:,:ln reconstituida con 1a adician periddica de H;0; { absorbancia 8 660 nm)

tiempo (hrs) k1 k3 promedio desviacion

0 0.063 0.051 0.048 0.054 0.0079
72 0.089 0.087 0.079 0.088 0.0090
96 0.143 0.120 0.101 0.121 0.0210
120 0.107 0.122 0.107 0,112 0.0087
144 0.167 0.137 0.183 0.156 0.0163
168 0.289 0.297 0.250 0.279 0.0251
240 0.310 0.289 0.278 0.292 0.0163
264 0.301 0.329 0.310 0.313 0.0143
288 0.317 0.347 0.324 0.329 0.0157
312 0.348 0.365 0.360 0.358 0.0087
336 0.368 0.389 0.370 0.376 0.0118
408 0.420 0.434 0410 0.421 0.0121
432 0.489 0.478 0478 0.482 0.0064
458 0.501 0.523 0.498 0.507 0.0137
480 0.487 0.500 0.513 0.500 0.0130

Tabla 32. Curva contiol de I* fluorescens con medio peplonado.

Tiempo (hrs)
0

10.65

Tabia 33. Curva control de . aeruginosa en medio peplorado

Tiempo (hrs)
o

1.5
2.5
3.66
5.16
6.49
7.99
8.99
9.99
10.65

k1
0.053
0.081
0.150
0217
0.340
0.560
0.758
0.883
0.899
0.920

ki
0.050
0.073
0.143
0219
0.350
0.522
0.741
0.840
0.873
0.910

AnNnexos
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Tabia 34 Curva contral di

Anexos

Ticmpo (hrs) ki
[ 0.041
1.5 0.093
2.5 0.164
3.66 0.240
5.16 0358
6.49 0.543%
7.99 0.761
8.99 0.850
9.99 0.857
10.65 0.881
ticmpo (hrs) k1
[] 0.068
1.5 0,094
2.5 0.181
3.66 0.250
5.6 0.371
6.49 0.570
7.99 0.764
8.99 0.891
2.99 0.920
10.65 0.944

en medio

Tabis 3K Curva control de la mezcla reconstituida en medio peptonado

Curva control P, aeruginosa

)
€ os ja
§ 07
2 06
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= 04
2 03
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curva control Acinetobacter
03
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