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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 orgánicos e inorgánicos en el ambiente sean 

considerados actualmente como contaminantes en el suelo, el subsuelo y en los ambientes 

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

mucho la atención y los recursos para la investigación, implementación e innovación de 

tccnologia para limpiar los ecosistemas de Jos contaminantes. 

Se estima que a nivel mundial. se derraman en el mar y estuarios alrededor de 1.7 a 8.8 x 

106 toneladas de hidrocarburos asociados con e1 petróleo (Head y Swannell. 1999). Las fuentes 

potenciales son: 

..,,. Derrames µor accidentes navieros y en p1ataformas de perforación pctro1era . 

..,r Descargas industriales y municipa1es a rios y estuarios . 

..,r Combustión de pozos petroleros. 

Casos /listóricos de derran1e.<r. 

El lxtoc 1 en la Bahía de Campeche. Mexico, fue destruido por un incendio el 3 de junio 

de 1979. Se ha estimado que 140 mil millones de barriles de crudo fueron derramados:. El impacto 

de este derrame se observó en muchas zonas llegando a Texas para mediados de agosto de 1980 

(Ovcrton. E. et al .• 1994). 

El Exxon Vnldez. buque naviero que transportaba petróleo. liberó aproximad:imcnte 1 l 

n1illoncs de galones en Alaska después de que un error de navegación lo hizo encallar en marzo 

24 de 1989. La capa de hidrocarburo derramada fue extendida por el 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 sólo en el primer año después del accidente costo cerca de 2.5 mil 

millones de dólares (Overton, E. et al .• 1994). 

En la guerni del Golfo Pérsico en 1990 más de 300 pozos petroleros fueron incendiados 

en un lapso de 1 O meses. además de que deliberadamente fueron arrojados al m~r varios cientos 

de bnrriles que causaron daño en varias especies incluyendo Ja humana (Overton. E. et al .. 1994). 



------------------------Antecedentes 

En enero de 1988. 4 millones de galones de petróleo almacenados en un buque de la 

compañia Ashland Oil • Inc. se derramaron en las instalaciones de la compai\ia localizados en 

Floreffc, Pensilvania. Era la primera vez que llenaban el buque después de haber sido 

desmantelado para su reparación. El hidrocarburo cubrió las instalaciones de la compaf\ia, el 

estacionamiento y las propiedades aledañas al lugar, además de que el clima lluvioso ocasionó 

que el derrame se drenara directamente en el río. Minutos después del inicio del derrame este ya 

abarcaba varias millas río abajo, por la corriente y el viento, dirigiéndose del rio Monongahela al 

rio Ohio contaminando temporalmente la fuente de agua potable de aproximadamente t millón de 

personas, además de la vida salvaje. daño a propiedad privada.y afectando la actividad comercial 

de la zona (Chapellc, F .H. 1999). 

En marzo 28 de 1993, un rompimiento ocurrido en los oleoductos en Fairfax County. 

Virginia causó el derrame de 400,000 galones de gasoleo afectando 9 millas de la costa del río 

Potomac (Jones, W.R. 1998). 

El 2 de enero de 1997 ocurrió un derrame masivo de petróleo por el hundimiento de un 

buque ruso que vació más de 4 500 toneladas de combustoleo de alta densidad en el mar de 

Japón. aproximadamente a 65 milla de la costa oeste japonesa. El mal clima frustró los esfuerzos 

por disminuir el derrame con el uso de detergentes para dispersión del hidrocarburo (Joncs. W .R. 

1998). 

Petróleo como xe11obiútico )' s11 impacto ambie11tal 

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

fom1a no natural y en grandes concentraciones en el ambiente. 

El petróleo existe desde mucho tiempo antes de que el humano tuviera la habilidad 

tecnológica para utilizarlo como energía. Por miles de ai\os filtraciones naturales de 

hidrocarburos han creado ccosistetnas adaptados para utilizar efectivamente el petróleo corno 

fuente de energía. 

2 



Introducción 

Composición del petróleo. 

La composición natural del petróleo es muy compleja y varia mucho entre los 

diferentes reservarlos. En general, el petróleo es una mezcla compleja de hidrocarburos y no 

hidrocarburos que son derivados de la descomposición parcial del material biogénico. Los 

productos resultantes del rompimiento natural de los compuestos son: 

1.-Fonnas gaseosas (gas natural) 

2.-Fonnas liquidas (aceites. crudo) 

3.-Formas só1idas {bet\ln) 

Cada rcscrvorio de petróleo es el resultado de una combinación única de biomasa y 

productos del rompimiento natural. Las diferencias en la composición del crudo resultan en 

propiedades fisicas y qufmicas únicas para cada tipo de crudo, y estas diferencias son 

importantes para los procesos de refinación del petróleo y para predecir el impacto ambiental en 

c:ts-.:>s de derrames (Crapes. M. et al .• 2000). 

Los procesos de refinación del petróleo para convertirlo en productos útiles incluyen 

técnicas como la destilación. donde se separan los productos del petróleo por sus diferentes 

temperaturas de evaporación (tabla 1 ). 

Tabla 1. Rango de temperaturas en Ja refinación del petróleo por destilación. 

Raugo de temperatura de evaporaciót1 

<20ºC 

20-200° e 
18S-34SºC 

34S-540ºC 

>S40° C 

{Ov~non.E.~rat .• 1994) 

Rango de prod. en la desti/acióu del 
etróleo 
Gas natural 

Gasolina 

Kerosene. gasolina de jet, dieseis 

Aceites de lubricación 

Aceites residuales 
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Caracteristicas del petróleo 

Composicidn elemental. 

El elemento más común por peso es el carbono. seguido de hidrógeno y del azufre, Ja 

mayoría de los hidrocarburos contienen un porcentaje pcqueft.o de azufre y son llamados 

••crudos dulces"\ mientras que crudos con un porcentaje mayor de azufre se conocen como 

.. crudos amargos .. _ Los siguientes compuestos más comunes son el nitrógeno y el oxfgcno, pero 

también se encuentran metales en cantidades minimas (Ovcrton. E. et al., 1994). 

Composición molecular. 

La nomenclatura de las bases del petróleo se enfoca primero en los enlaces de carbono y 

formación estructural. El siguiente esquema clasifica a los componentes del petróleo en S 

grupos: 

Tabla 2. Clasificación de productos refinados del petróleo según los tipos de enlaces de 

carbono 

Grupo 

Saturados 

Aromáticos 

Polares 

Porfirinas 

Resinas y asfaltenos 

(Ovcnun. E. ~tn.I. 19<J4) 

Ejemplo 

Parafinas normales. isoparafinas. 
cicloparafinas o nafialcnos. 

Hidrocarburos aromáticos (AH). 
hidrocarburos aromáticos polinuclcarcs (PAH) 

y sus e, a c .. homólogos alquilados 

Compuestos aron1áticos con azufre. 
compuestos aromáticos con nitrógeno y 

compuestos aromáticos con oxigeno 

Estructuras grandes complejas de 
carbono derivadas de la clornfila y 

caracterizadas por su capacidad de contener en 
su parte central un átomo de metal. 

Componentes con un peso individual 
alto que forman básicarnehtc agregados 

coloidales 

L"ts implicaciones toxicológicas del petróleo ocurren por la exposición y et 

n1ctabolismo de estructuras aromáticas. 
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La tox.icologfa aguda se da por compuestos aromáticos simples incluyendo al bcnzcno. 

tolucno y xilcnos. Las estructuras con anillof: dibcnzcnicos o naftalenos y series homólogas 

tienen una toxicidad menos aguda que el bcnzeno pero prevalecen por un periodo de tiempo 

más largo. La siguiente tabla muestra una comparación entre diferentes compuestos de acuerdo 

a su Limite de Dai\o Inmediato a la Vida y Salud (DIVS) y al Limite de Tolerancia (LT) de 

acuCTdo con los manuales del Standard National lnstitutc for Occupational Safcty and Hcalth y 

American Confcrencc of Govcnncnt Industrial Hygicnists. 

Tabla 3. Comparación de componentes aromáticos del petróleo 

Compuesto Punto de fusión LT DIVS (ppm) 
("FJ (ppm) 

Ben zen o 12 10 carcinógcno 

Tolucno 40 10 2.000 

Xilcnos 63 100 10.000 

Naftaleno 174 10 500 

• solubilKbd a 16• C 
•promedio de J compuestos 
(Ovenon. E. ~ltJI .• 1994) 

Solubilidad 
(mgll a 2.SºCJ 
1,800 

470• 

198b 

31.7 

Los cc:impuestos grandes y pesados como estructuras aromáticas (con 4 o 5 anillo) son 

más persistentes en el ambiente y son potendales en la toxicología crónica. Algunos de estos 

compuestos son considerados como carcinógenos humanos donde se incluyen al pircno. 

fcnantrcno. antraccno y benzopircnos; éstas estructuras y sus homólogos alquilados están en 

concentraciones bajas en et petróleo. Los impactos toxicológicos a las diferentes especies varían 

considerablemente de especie a especie. Los compuestos po~arcs son conocidos corno no 

hidrocarburos y su principal gnipo funcional se asocia con átomos de nitrógeno, azufre y 

oxigeno (Choi D. et al., 1999). 

Los PAHs son considerados altamente carcinógenos, genotóxicos y ag~ntes que afectan 

la salud humana. Varios PAHs incluyendo fenantreno. benzufluorantrcno. pircno, 

bcnzoantraceno. bcnzopiTeno. cstan listados por la U.S. Enviromental Protection Agency como 

contaminantes de principal importancia a tratar (Keith, L. y Tclliard, W .• 1979). 

Propiedmlesfisicas del pelrólco. 

Generalmente las propiedades fisicas. derivan de su composición total, de la mezcla de 

las propiedades individuales de los compuestos que lo integran y su proporción. algunas 
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características físicas incrementan la toxicidad de los compuestos. como es el caso de la 

solubilidad. ya que aumenta la exposición de los organismos a los compuestos (tabla 5). 

Propiedades químicas. 

Otras propiedades del petróleo que no son rápidamente observables se pueden 

cxttapolar de las características fisicas de los compuestos individuales. Las características más 

importantes son la solubilidad en agua y la presión de vapor. ya que estas son indicadores de la 

duración del petróleo en el ambiente. 

La solubilidad en agua de diferentes compuestos se puede ver afectada por la influencia 

de diferentes grupos funcionales, a continuación se muestra una tabla con ejemplos: 

Tabla 4. Solub~lidad en agua de difcrcntcs componentes del petróleo 

Compuest". 

Bcnzcno 

Fcnol 

Benzaldchfdo 

·Ácido Benzoico 

Mctil Bcnzcno 

Bifcnil 

Bcnzo(a)pireno 

(Ovcl111n. E.. rt ni. 1'194) 

Gn.1po funcional 

-OH 

-COH 

-COOH 

-CH3 

C.H. 

Solubilidad (µg/ml) 

1,800 

82,000 

3,300 

2,900 

515 

7.5 

<0.01 

La presión de vapor es la presión donde el vapor esta en equi1ibrio con la fonna liquida. 

esta caractcristica es significativa para predecir la volatilidad del producto. 

Des¡:asta111hmto de los derranres. 

El desgastamiento es el cambio de propiedades físicas y químicas en el crudo o 

productos refinados por su interacción con el ambiente (Ovcrton. E .• et al .• 1994). 

Los factores que afectan a las capas de hidrocarburos derramados en agua para la 

disminución en su concentración incluyen la diseminación. evapo1ación. disolución. dispersión. 

emulsificación. absorción por los sedimentos y degradación fotoquimica y microbiana 

(Chapellc. H .• 1999~ Tapan. K. cte1J .• 2000; Bakcr. K.H. y Her.mn. D.S. 1990). 

<• 
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La velocidad con la que este proceso ocurre es controlada por varios factores como la 

composición fisica y qufmica del crudo. la exposición a factores fisicos y ambientales y la 

prccx.istcncia o ausencia de microorganismos dcgradadores de hidrocarburos. Otro factor es el 

clima frio ya que resulta en una disminución en la actividad microbiana. Fuertes tormentas 

awncntan la dispersión de la capa de hidrocarburos aumentando as( el área del derrame y 

disminuyendo su persistencia en el anibicntc (Ovcrton, E., et al., 1994). 

La velocidad y efectos de la evaporación, disolución, sedimentación y degradación de 

los compuestos individuales afectan de una u otra manera la toxicidad del crudo y sus 

derivados. 

Tabla 5. Características fisicas asociadas a la tox.icidad 

Peso No. de á1omos Punto de Velocidad de Solubilidad Toxicidad 

de carbono ebullición (°C) evaporació11 

Bajo <12 <150 rápido alta Altamente aguda 
Medio 10-12 150-400 moderada baja Moderadamente 

aguda 
Alto >20 >400 Muy bajo Muy baja Crónica 

(Qvcnon. E... ~t ol., 1994) 

To.deidad y rutas de exposición. 

La toxicidad de mezclas complejas como el petróleo y sus refinados es extremadamente 

dificil de determinar aún cuando la toxicidad de los compuestos individuales sea conocida 

(.Overton. E .• et al •• 1994). 

La con1posición quimica del petróleo y sus subproductos tienen diversos efectos en 

organismos del n1ismo ecosistema (Crares, M.A.C. et al., 2000). 

Co111po11entes con toxicidad aguda 

Los con1puestos monoaromáticos y diaromáticos en el crudo son considerados como los 

ntás tóxicos y nuis abundantes durante la fase inicial en un derrame. El naftaleno y compuestos 

derivados son considerados no carcinógenos. pero cuando están en altas conccntracion:s los 

efectos de toxicidad 11guda son más comunes. (Ovcrton, E. et al.. 1994; Crapcs. M.A..C. et al., 

2000). 
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La severidad de los efectos depende del organismo expuesto, la concentración del 

compuesto y la ruta de exposición. 

Compone11tes con toxicidad crónica 

Con el tiempo la toxicidad aguda va disminuyendo quedando remanentes de 

hidrocarburos aromáiticos polinuc1cares con mayor peso molecular. Varios de estos compuestos 

son conocidos como carcinógcnos en humanos los cuales también han sido identificados como 

mutagénicos (Ovcrton, E. et al .• 1994; Crapcs, M.A.C. et al., 2000). 

Es importante señalar que el petróleo contiene homólogos alquilados de compuestos 

aromáticos y estos han sido identificados como responsables de la mayoria de la toxicidad 

conocida. 

Rutas de exposición 

Las posibles rutas de exposición de varias clases de compuestos encontradas en el 

petróleo dependen de sus propiedades fisicas y qu(micas. El petróleo es generalmente 

desgastado de acuerdo a sus propiedades fisicas Y quimicas pero mientras este proceso sucede, 

entra en contacto con las especies que habitan en el ecosistema por una o más vias de 

exposición incluyendo la inhalación. ingestión, contacto dénnico y en mucha menor proporción 

la bioacumulación en alimentos (Overton, E .• et al .• 1994). 

La biodisponibilidad. sensibilidad y bioacumulación afecta la respuesta tóxica según la 

especie y el estadio de vida. 

Ave.~ .Las especies de aves que tienen como hábitats el agua son comúnmente afectadas 

por los derrames y capas de petróleo. ya que éstas aves dependen del agua para conseguir su 

alimento. la ingesta de alimento contaminado es común para la mayoría de los casos. 

La presencia de petróleo rompe con Ja fina estructura de su plumaje resultando en la 

perdida de la impermeabilidad lo que disminuy'? el aislamiento del cuerpo que Jleva a la 

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

Los efectos de la ingesta del petróleo incluyen anemia,. neumonía. dafto al hígado y 

riñón. disminución del crecimiento. cambios en la quimica metabólica y disminución en la 

producción de huevos. El petróleo en Ja superficie extern~ de Jos huevos ha presentado efectos 

8 
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tóxicos como eclosión prematura. tcratogcnicidad y crecimiento retardado (Crapcs, M.A.C. et 

al .• 2000; Ovcrton, E. et al .• 1994) 

Mamiferos marinos. Sus rutas de exposición son la inhalación. contacto dénnico e 

ingestión. La inhalación es la más frecuente ya que el alimento de estas especies está en la 

- superficie del agua. esto produce una absorción en el sistema circulatorio. irritación y posible 

dai\o pennancntc en las mucosas. Unas especies son más sensibles a los daftos en pulmón y 

sistema nervioso. La hipotcnnia que se produce es por la misma causa de pcnneabilidad que 

recae en las aves. 

Los efectos de toxicidad aguda y crónica concuerdan con: falla renal, destrucción de 

pnrcd intestinal, desordenes neuronales y bioacumulación. (Ovcrton, E. et al .• 1994) 

Especies pelágicas. Los efectos del petróleo sobre estas especies son variados. Los 

efectos tóxicos en el plancton se observan en la duración de la vida, el zooplancton es más 

sensible que el fitoplancton, el impacto en los peces es principalmente sobre los huevos y larvas 

teniendo un efecto limitado en los adultos, ya que estos metabolizan los hidrocarburos 

aromáticos con un sistema enzimático, particularmente citocromo P,50, oxidasas. hidrolasas 

epóxida y glutatión s-transferasa. Este sistema facilita la remoción de hidrocarburos en sus 

tejidos (Malis y Hodgins. 1981)~ la acumulación de hidrocarburos aromáticos se encuentran 

rontenidos en tos lipidos viscerales. 

/Uétodos de mlti¡:aclón. 

Se han descubierto numerosas tCcnicas durante los últimos 20 ai\os pero ninguna de 

estas puede ser considerada como infalible. Cuando un derrame ocurTe varios factores deben ser 

tomados en consideración para mitigar el dai\o y no incrementarlo; entre estos factores están la 

energia del ambiente. la sensibilidad de las especies residentes en el sitio, y si estas están en 

época reproductiva o no. 

/1-/étodosfisicos 

Los contaminantes son generalmente almacenados utilizando bombas flotantes 

alrededor de derrame. Regularmente se agregan aditivos q-.dmicos que disminuyen la 

solubilidad del petróleo en agua (Ovcrton. E. e/ al., 1994; Crapes, M.A.C. et al., 2000). 
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Otra ·opción es la incineración del petróleo i11 situ. La desventaja de este método es que 

está limitada por el tiempo que lleva • el clima y las emisiones de humo que son un problema 

potencial en una combustión incompleta. ya que produce compuestos de 3 a S carbonos que son 

carcinóScnos si son inhalados (Overton. E. et al .• 1994). 

Métodos qulmicos 

Los métodos químicos pueden dispersar el petróleo en el área marina. Estos compuestos 

tienen una parte hidrofóbica y una hidrofilica que reaccionan de varias maneras con el petróleo 

y sus productos refinados (Crapes, M.A.C. et a/., 2000). 

Dispcrsantcs con poca toxicidad han sido bien utilizados pero hay que considerar que 

estos no tengan un impacto en los ecosistemas afectados antes de su uso. Básicamente los 

dispcrsantes aumentan el área superficial de los xenobióticos y la biodisponibilidad de los 

microorganismos dcgradadores (Foght. J.M. et al .• 1996; Overton, E. et al .• 1994). 

Otros métodos 

Estos aplican a una variedad de métodos fisicos y quimicos. Un método químico es la 

aplicación de surfactantes en el dcrT3me y uno fisico es la limpieza manual de las rocas con 

absorbentes. Otra técnica es la biorremediación. Este es un proceso natural donde comúnmente 

esto.in implicados microorganismos como hongos. bacterias y levaduras que utilizan el 

hidrocarburo como fuente de carbono (Crapes. M.A.C. et ni., 2000). 

Hiorrem<>diadi>n 

Es un proceso que siempre ha existido. es natural y que a partir de los años 70 se aplicó 

por primera vez como técnica oficial para el tratamiento de un derrame de 379. 000 1 de gasolina 

en Towship. Pcnsilvania (Litchfiel. J. et al .• 1973) con la inoculación de microorganismos 

capaces de degradar hidrocarburos. 

Iliorremcdiación es un término que se utiliza para c¡I proceso de degradación 

microbiológica sobre contaminantes ambientales. Los mCtodos fisicos para remover 

contaminantes hidrocarbonados se ha visto que no son muy eficientes (Mckec, J.E. rt al., 1972). 

por lo tanto hay que considerar otros tratamientos que compitan en costos y que. además. sean 

111ucho más eficaces. 

IO 
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Jamison. V. W. el al.. reportaron que en Whitcmarsh el crecimiento de los 

microorganismos presentes en el ambiente podfa ser estimulado proveyendo oxigeno, nitrógeno 

Y fosfatos al medio. 

Desde 1970 la industria para la biorrcmcdiación solo en Estados Unidos recibe más de 

$290 millones de dólares por afto y fue en éste afto que se acepto como una tccnologfa de 

vanguardia (Glass. D.J. et al .• 1995), pero los reportes de este proceso natural se remontan hasta 

los años 40"s dónde Zobcll, C.E., reportó que existían microorganismos que degradaban 

hidrocarburos del petróleo. 

Tcccani. V. en los 60"s reporta que generalmente los n-alcanos son mucho más 

fücilmentc dcgradablcs que los alcanos ramificados y los compuestos aromáticos presentes en el 

petróleo. 

No hay que perder de vista que en los ambientes naturales existen otros procesos como 

dilución. absorción. dispersión y volatilidad que disminuyen la cantidad de contaminantes de 

fonna también natural (Baker, K.H. y Herson, D.S. 1990), pero el término mineralización se 

aplica cuando existe una completa degradación del hidrocarburo contaminante a moléculas 

inorgánicas. La mineralización bajo condiciones aeróbicas resulta en la fonnación adicional de 

bion1asa. CO.:!. H 20 y compuestos inorgánicos. 

Jtfétoúo~ de blorremed/aclón. 

/11 ... i111 ye.T:situ 

Las técnicas de biorrcmediación pueden ser clasificadas en ex situ donde el tratanticnto 

incluye una remoción fisica del material contaminado a tratar. En contraste, i11 situ es el 

tratamiento dd material contaminado en la ubicación del derrame. Algunos ejemplos de 

técnicas iu silu y ex silu son nombradas a continuación (Boopathy, R. 2000). 

1.-Cultivo de tierra. Tratamiento en fase sólida, puede ser in silll o ex situ. 

2.-Abonado. Aeróbica, proceso de tratamiento termofilico donde el material 

contaminado es mezclado con un agente enriquecedor. se puede hacer usa.ido columnas 

estáticas o aeradas. 

3.-Biorreactores. Biodcgradación dentro de un reactor para tratar líquidos y aguas 

pantanosas. 
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4.-Biove11ti/ación. Método para tratar contaminantes sólidos por la inyección de oxigeno 

a través del material contaminado (estimular la actividad microbiana). 

5.-Biofiltros. Usando columnas con microorganismos fijos para tratar emisiones de aire. 

6.-Bioaumentación. Adición de cultivos de bacterias al medio contaminado, 

frecuentemente usados in situ, pero también s: realiza ex situ. 

7.-Bioestimulación. Estimulación del crecimiento de microorganismos naturales de la 

región en sólido o en agua proveyendo de nutrientes. 

8.-Biorremediación intrínseca. Replica el monitorco del crecimiento de las bacterias 

originarias de la región. 

9.-Bombco y tratado. Bombeo de agua de la superficie contaminada, tratarla y 

rcinycctarla. 

Ventajas y desventajas de la biorremeJiaclón como "'étodo de mitigación 

Los métodos biológicos regulannente son recibidos con mucha aceptación por la 

mayoría de la población, y cuentan con publicidad más favorable que otro tipo de tratamientos. 

Los métodos de bioncmediación dependen de que los microorganismos adecuados estén en el 

lugar correcto con factores ambientales óptimos para que la degradación ocurra. La mayor 

ventaja de Ja biorremcdiación es que es un proceso natural. En teoría hay una completa 

destrucción de los contaminantes, ya que los productos de la biodegradación son considerados 

inocuos en la rnayoria de los casos, no se requiere la excavación y remoción de b'Tiln parte del 

terreno o agua contaminada, lo que hace que la biorrcrnediación compita en costo con estas 

tecnologías (Boopathy. R. 2000). 

La mayor desventaja es que es altamente especifica, no todos los xcnobióticos son 

susceptibles a una biodegradación rápida y completa. además tiene una gran importancia la 

capacidad metabólica del microorganismo, las condiciones de crecimiento, concentraciones 

apropiadas del contaminante y los nutrientes. Se deben de realizar estudios preliminares del tipo 

de productos que surgen de la biodegradación, por ejemplo, dependiendo de las condiciones del 

lugar la biodegradación de tricloroetileno puede resultar en la formación de cloruro de vinil •• un 

carcinógc:no reportado (Ensley, 1991; Vogel y McCarty, 1986). 

Finalmente, el proceso de biorremediación debe ser monitoreado concienzudamente y 

verificar que los microorganismos y productos no impacten en el futuro. 
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Xenoblótlcos y su lmportaacl•. 

El estudio de los compuestos presentes en un xcnobiótico son de gran interés para Ja 

elección del candidato óptimo para la biorrcmcdiación. Numerosas especies microbianas son 

caracterizadas por el uso de estos compuestos. 

Los xcnobióticos han sido estudiados según su f"onna de degradación. asl: 1) las cadenas 

largas de n-alcanos son transfonnadas lentamente en cadenas cortas. 2) hidrocarburos saturados 

son más rápidamente biodegradados que sus análogos insaturados, 3) el grado de ramificación 

es invcrsaincntc proporcional al grado de degradación y, 4) los compuestos recalcitrantes 

(resistentes a la biodcgradación) son comünrncntc compuestos alifáticos altamente metilados 

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

Los alcanos de cadenas cortas son más tóxicos que de cadenas intermedias (C2a-C.co). 

estos últimos son sólidos hidrofóbicos que dificultan su degradación ya que tienen baja 

solubilidad y biodisponibilidad (Balba et al.. 1998). PAHºs. especialmente los de peso 

molecular alto son degradados lentamente con poca eficiencia (Sugiura et al.. 1996). 

probablemente por su poca solubilidad en agua y la alta energia de resonancia en sus estrucluras 

(Cemiglin. 1992). 

Tanto los compuestos naturales C'omo los xenobióticos contienen elementos ciclicos y 

acíclicos incluidos en productos para conservar la madera. aceites. crudo, productos del petróleo 

refinado. lipidos y pesticidas. Algunos compuestos aromáticos policiclicos son constituyentes 

de productos del petróleo y pr-escrvativos de la madera. Los halógenos están presentes 

conninn1entc en contaminaciones orgánicas por dcnames de pesticidas y solventes. el nitrógeno 

que incluye reactivos azo y anilinas está en herbicidas y explosivos, el sulfuro presente como 

alquilsulfonatos y arilsufolfonatos comercialmente se venden como surfactantcs y detergentes 

(Skladany. G.J. y Metting. F.B .• 199e). 

Factores que afectan a la blorremedl•clón 

La biorremediación de un complejo de moléculas usualmente involucra una mezcla de 

micr-oorganismos versatilidad metabólica de bacterias. hongos y otros 

n1icroorganisn1os. 
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El resultado de esta degradación depende del microorganismo (biomasa. diversidad de 

población, actividad enzimática}. sub::trato {caractcristicas fisico~quimicas. estructura molecular 

y concentración) y rango de efectos ambientales (pH, temperatura. cte.). Estos parámetros 

además afectan al periodo de aclimatación del microorganismo al xcnobiótico {BOOpathy, R., 

2000). 

La actividad microbiana es afectada por un número de parámetros físicos, qufmicos y 

ambientales. Las superficies sólidas, que rcgulanncntc reciben material orgánico de plantas, 

están asociadas con un gran número de microorganismos asi como de una amplia diversidad. La 

materia orgánica provee de una gran fuente de carbono y otros macronutricntcs como nitrógeno, 

fósforo y sulf'uro. Subsuelos y aguas superficiales tienen bajos niveles de materia orgánica y por 

ello un número pobre de microorganismos y diversidad (Adriaens. P .• Hickery, W., 1993). Las 

bacterias comienzan a dominar en la comunidad microbiana cuando aumenta la profundidad del 

sólido o agua por lo que otros microorganismos como los hongos y actinomicetos disminuyen 

en número, debido a su incapacidad de usar un accptor de electrones diferente al oxigeno 

(Boopathy, R., 2000) 

Hay que considerar varios factores cuando se quiere diseñar un sistema de remediación 

de contaminantes sólidos. Entre los factores mas importantes se incluyen la biodisponibilidad. la 

concentración de oxigeno, tcmperatur.i, pH. nutrientes inorgánicos y orgánicos así como la 

humedad (Skladany, G.J. y Meeting. F.B. 1998; Zaidi et al., 1999). 

La biodisponibilidad de compuestos orgánicos se refiere al grado en el que los 

compuestos pueden ser tomados y utilizados por los microorganismos. Las propiedades fisicas y 

químicas de los xenobióticos son las que dirigen su transporte y absorción. y en gran medida su 

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

disponibilidad de los microorganismos para degradar a compuestos hidrofóbicos depende de la 

accesibilidad de las células a los compuestos o a su capacidad para producir enzimas 

cxtracclulares para degradarlos (Zaidin. e1 al., 1999: Sctti. et al., 1999: Colores et al., 2000). 

Varias bacterias son capaces de cmulsificar hidrocarburos en solución produciendo agentes 

activos que funcionan como surfactantes (Koch et al.. 1991; Neu, 1996) que aumenta la 

adhesión del sustrato a la célula (Ba1di et al., 1999). Otros tratamientos incluyen la agitación 

vigorosa del sólido contaminado para romper las grandes partículas estimulando la 

biodcg.radación drásticamente (Manning. J. el al .• 1995). 
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Tabla 6. Factores de mayor importancia que afectan en la biorrcmcdiación 

Microbiana 

Amble11tal 

Substrato 

Crccinticoto de biomasa 
Mutaciones y transf"cn:ncia horizontal genética 

Inducción enzimática 
Enriquecimiento del medio aprovechable por la célula 

Producción de mctabo1 itos tóxicos 

Deplcción de substratos 
Biodisponibilidad de nutrientes 

Condiciones inhibitorias ambientales 

Concentración del xcnobiótico 
Estructura química de contaminantes 

Toxicidad de contwnimmtcs 
Solubilidad de contaminantes 

Procesos biológicos aeróbicos y anaeróbicos 
Potencial de oxidación-reducción 

Biodisponibilidad del aceptar de electrones 
Población microbiológica presente en el sitio del derrame 

Crecimiento. substrato vs. co-mctabolismo 
Tipo de contaminantes 

Concentración 
Fuente alternativa de carbono presente 

lntcracci6n microbiana (competitivo. sinergista, etc.) 

Biodispot1ibilidadflsico-q11imica de con1ami'1arrtes 
Absorción irreversible 

Incorporación de material orgánico 

Limltaciórres en la trasferencia de masa 

(7...11id1.:-1nl •• 199"J) 

Difusión de oxígeno y :;olubilidad 
Difusión de nutrientes 

Solubilidad/miscibilidad en/con agua 

La biodisponibilidad de xenobióticos es controlad.l por procesos físico-químicos como 

absorción. deserción. difusión y disolución (Crapes. et al., 2000). 

En ambientes sólidos la biodisponibilidad de los contamin:mtcs en las cClulas se ve 

disminuic:ta. Fricdrich et al., (2000) reportaron la diferencia en la degradación de Ccnantrcno si 

es enriquecido el medio con diferentes surfactantes. Adcrnñs ha demostrado que la aplicación de 
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surfactantcs a medios con fcnantrcno y hcxadccano alteran la población responsable de la 

dcgTadación (Colores. G., et al .• 2000; Haramaya. S. 1997). 

El crecimiento y metabolismo de microorganismos en ambientes naturales está limitada 

entre otras cosas por la disponibilidad de donadores de electrones. aceptares de electrones y 

otros nutrientes esenciales. En el derrame de algún hidrocarburo los donadores de electrones no 

están en fonna limitantc ya que éste funciona como tal, gcncnlmcntc el compuesto limitantc es 

el aceptar de electrones. que puede ser oxigeno, nitrato, sulfato o Fierro 111. El uso de pCTóxido 

de hidrógeno (H2 0 2 ) es comúnmente utilizado en sistemas de biottcmcdiación ya que el oxigeno 

molccu1ar es ligeramente soluble (Smg/l a 20ºC) en agua lo que limita su uso como aceptar de 

electrones (Chapelle. F. H. 1999; Zaidin. et a/., 1999). En contraste el H 20 2 es completamente 

miscible en agua y espontáneamente se descompone en oxigeno (2H20 2 ----+ 2H20 + 

0 2). En 1989 Spain cuantificó la cantidad de oxigeno disuelto demostrando que la vida media 

del H 20 2 es de solo 6 minutos. 

La cantidad de oxigeno disponible detcnnina si el sistema es aeróbico o anaeróbico. La 

mayoría de los compuestos son más rápidamente degradados en condiciones aeróbicas. En este 

caso el oxigeno actúa como Ultimo aceptar de electrones. Los microorganismos aeróbicos han 

sido los más profundamente estudiados. pero la importancia de los microorganismos 

anaeróbicos radica en que hay algunas reacciones. como la reducción de halógenos. 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 habían sugerido que los hidrocarburos del 

petróleo comienzan a ser oxidados bajo condiciones anaerobias (Co:zzarelli. el al., 1990). Esto 

fue inesperado ya que en los 70's se creía que las moléculas de oxigeno eran necesarias para la 

biodegradación de hidrocarburos (Bailey. e/ al., 1973). De hecho, el primer microorganismo 

capaz de mineralizar completamente el alquil bcnzcno en condiciones estrictamente anacróbicas 

fue aislado por primera vez en 1988 (Lovley. D.R. y Phillips. E.J. 1988). Estudios en 

laboratorios muestran que hidrocarburos del petróleo también son degradados bajo condiciones 

anaerobias (Huntchins. S.R., et a/., 1991 ). Por varios años la oxidación anaerobia de los 

hidrocarburos del petróleo fue controversia} porque los procesos aeróbicos hablan sido el foco 

de muchos estudios ambientales marinos. Ahora la importancia de la oxidación anaerobia en la 

degradación de hidrocarburos del petróleo está finnementc establecida (Lovley. O.R. 1997) 

I<> 



------------------------ Introducción 

Si se presenta en altas concentraciones. cualquier compuesto puede ser tóxico; hasta la 

sencilla azúcar causa efectos sobre las propiedades osmóticas de las células llegando a ser fatal 

para éstas. La biorrcmcdiación en estos casos se lleva acabo diluyendo los xcnobióticos y esto 

es más racti~lc que otras estrategias como la incineración. 

La temperatura también tiene un papel fundamental en la velocidad de reacciones 

bioquímicas. Algunos microorganismos son capaces de sobrevivir a temperaturas extremas pero 

sus actividades son disminuidas a temperaturas muy bajas o muy altas. 

En la biorrcmcdiación de compuestos sólidos hay que identificar y mantener el pH. Las 

especies mas conocidas tienen un pH óptimo entre S y 9 (Zaidi. B.R. et al., 1999). 

El nitrógeno y fósforo son los principales compuestos inorgánicos utilizados por Ja 

célula. Para cuantificar la cantidad de nitrógeno y fósforo necesario para un crecimiento 

máximo se tiene que estimar la disponibilidad de carbono en el sislema. y calcular la proporción 

ideal de C/N/P. Varios estudios utilizan una proporción de 100/1011 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 n.:> limita de forma 

importanle el crecimiento (Zaidi. B.R. et ni., 1999: Skladany. G.J .• Metting. F.B .. 1998). 

El crecimiento microbiano se ve influenciado por la presencia o ausencia de tóxicos o 

materiales inhibilorios. Lü inhibición o toxicidad es el resultado de un aumento en la 

concentración del contaminante y no simplemente de su presencia. Algunos quimicos solo 

inhiben el crecimiento de algunas especies y otros compuestos son letales a las mismas 

concentraciones. Para un biotratamicnto la concentración tóxica de los químicos debe ser 

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

Via!I metahñlk•!I en la hlodegr•dación. 

l lay varias vías catabólicas reportadas con mucho detalle (Cerniglia 1984: Garbic-Galic 

1989). El rompimiento de los anillos aromáticos está involucrado en procesos de acción de la 

ntonooxigcnasa y dioxigcnasa: se encontró un ataque oxidativo sobre el anillo. formando un 

diol intermediario seguido de la formación de un ácido orgánico (Gibson. D.T .• 1971) y la 

simple p.-cscncia de un metilo sustituyentc aumenta la biodcgradabilidad de esta molécuia 

(Gibson, D.T. y Subramanian. V. 1984). 
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Todavía falta mucho por entender de las vías metabólicas utilizadas para la 

biodegradación pero ya existen algunos estudios al respecto. 

Varias investigaciones han encontrado que algunos microorganismos poseen un sistema 

dual-enzimático para una sustancia, un primer sistema con n:lativamcntc poca afinidad por el 

substrato y es utilizado cuando el sustrato esta en alta concentración. el segundo sistema se 

activa cua.iido el substrato esta en concentraciones bajas, estas enzimas tienen una alta afinidad. 

En condiciones de buen crecimiento la célula puede utilizar enzimas relativamente ineficientes 

pero cuando las condiciones de crecimiento son pobres. enzimas más eficientes pueden ser 

utilizadas (Skladany. G. y Mctting. B .• 1998). 

Se ha demostrado que microorganismos del mismo género y especie tienen capacidad 

diferente paru degradar hidrocarburos alifáticos (Chakrabarty et al., 1973) ya que está capacidad 

frecuentemente está codificada en plásmidos. 

Los plásmidos son elementos genéticos scmiaut6nomos y pueden estar en la célula 

hospedera por 3 razones: confieren una ventaja fenotípica 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, LE.H. y Thornas, C.T. 2001). 

Es bien conocido que los plásmidos proporcionan a varias especies de bacterias la 

habilidad de catabolizar varios hidrocarburos y otros compuestos orgánicos (Fane11. R. y 

Chakrabarty. A.M. 1979). asf como su completa mineralización (Furukawa, K. y Chakrabarty. 

A. 1982). 

Los genes que codifican para la dioxigenasa han sido clonados y secuenciados en 

plásmidos pertenecientes a las familias de TOL y NAH (Burlage. S .• el al., 1989) y se ha 

demostrado su presencia en DNA cromosómico {Hamann. C. el al .. 1999) 

También esta reportado que hay enzimas encargadas de la degradación codificada en 

DNA cromosornal (Hamann. C. et al., 1999). 
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Tecnologi• en la hlorremedl•ción. 

Los tratamientos biológicos exitosos sobre contaminantes sólidos requieren la 

combinación de conocimientos en ecología microbiana y procesos de ingeniería. El objeto de 

los proyectos de ingeniería es crear las condiciones más favorables para el crecimiento de los 

microorganismos como biorrcactorcs o biorrcmcdiación en fase sólida (Zgajnar, A.. y Zagora

Koncan, J •• 1999). 

Bloaumentaclón. 

Bioaumcntación es la inoculación a sólidos, manlos frcáticos, ambientes marinos y 

espacios cerrados (biorrcacton:s, pipas. tanques de almacenamientos y otros) de 

microorganismos naturales o genéticamente modificados (GEMs) (Forsyth, et a/., 1995; Baud, 

et al., 1995). En general la bioaumentación no es aprobada por considerar que afecta varias 

superficies abiertas en el ambiente. En contraste. la bioaumentación en ambientes cerrados 

como los biorrcactorcs es muy aceptada asi como en lugares donde accidentalmente se realizó 

un derrame de materiales peligroso y en donde dichos microorganismos nunca antes habían 

estado presentes (Booparthy. 2000; Baud-Grasset. F. y Bogel. T.M .• 1995). 

/11ocula111e.o; comerciales. 

Los inoculantes comerciales. están compuestos por cultivos puros o de una o más 

especies. Los cultivos puros son manufacturados bajo condiciones controladas. En Estados 

Unidos hay cerca de una docena de con1pañias que manufacturan paquetes con 

rnicroorganisn1os que degradan compuestos orgánicos. Los productos incluyen sustancias para 

el tratan1iento de aguas municipales. degradación de aceites en fábricas y talleres. así como para 

restaurantes (Skladani. G. y Mctting. B .• 1998). 

Consorcios aclimatado .... 

Los análisis de biotratabilidad han demostrado in situ una buena degradación de 

xcnobióticos por la adición continua de un consorcio de microorganismos. En lugares donde se 

ha proflucido una biodegradación se toma una muestra que se inocula en un lugar donde haya un 

contaminante similar y el ambiente sea parecido en condiciones climáticas (Grady. 1985). Si la 

concentrn.r.ión del xen'lbiótico es disminuida por disolución puede ser posible encontrar un 

consorcio de n1icroorganis1nos capaces de debPJ"adar fácilmente al contaminante. y cuando se 

tiene suficiente tiempo es posible seleccionar y aclimatar al consorcio, además se debe de 

cuantificar la cantidad adecuada de inoculo a agregar (Hamann, C. el al .• 1999). 

19 



-----------------------Introducción 

GEMs. 

El uso de GEMs es ideal para el tratamiento de compuestos peligrosos. La razón por la 

que es un método aceptado es por que son fácilmente removidos del ambiente. Teóricamente 

existen microorganismos que son capaces de degradar compuestos recalcitrantes. Esta 

tecnología ha mejorado el uso de biorTCactorcs (Hamann. C. et al .• 1999; Hcad. l. y Swanncll. 

R.P.J. 1999; Watanabc. K .• 2001) 

Existen varias situaciones donde el uso de OEMs representa la mejor alternativa. estas 

oportunidades se dividen en 3 categorías: (Skladany. G. y Mctting. B .• 1998) 

t.- Situaciones donde el único microorganismo capaz de colonizar y crecer en cierta 

situación no tiene la capacidad metabólica para degradar los contaminantes presentes. La 

ingcnicria genética en éste caso le proporciona al microorganismo la capacidad de 

biodcgradación. 

2.-Situacioncs en donde es necesario el uso de un compuesto tóxico para estimular a los 

microorganismos para la degradación. 

3.-Para la producción eficiente de enzimas especificas. Es el caso de bacterias que se 

inmovilizan en columnas. 

La segunda situación es en particular de gran importancia. por ejemplo bacterias que 

tienen un siste1na enzimático capaz para la degradación de tetracloro eti1eno (TCE) el cual solo 

es inducido por la presencia de fcnol o compuestos tóxicos similares. 

Otra especialidad de la ingenicria genética que está surgiendo últimamente es la 

capacidad de un microorganismos de degradar diferentes contaminantes (Al-hadhrami. M.N .• et 

al .• 1997; Cemilia. C.E .• 1992) 

Necesidades futuras para la biorreMedlaclólL 

Para llegar al máximo potencial en ta biorrcmediación se requieren de una constante 

investigación y una trasferencia de tecnología de varias materias. 

Las investigaciones requieren incluir protocolos estandarizados para. analizar los 

productos nuevos y métodos para monitorcar los estudios de tratabilidad. La mayor necesidad se 

encuentra en la investigación de fenómenos ambientales y ecológicos para mejorar en lo posible 
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las tccnologfas actuales e innovar tccnologias, principalmente in silu (Zgajnar. A., Zagora

Koncan, J •• 1999). 

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

ya que varias tccnologfas no siempre degradan por completo los contaminantes. 

Se están estimando los cf"ectos ambientales y la posible acumulación de productos 

intermediarios tóxicos del rompimiento de los xcnobióticos, colocando corno bioscnsorcs 

microorganismos sensibles a estos compuestos. Un sistema, el Microtox Bioassay, esta siendo 

comercializado actualmente (Symons y Sims, 1988). Otra forma de evitar este problema es el 

uso de cultivos mixtos que cubre un amplio espectro metabólico (Monteiro, A. el al., 2000). 

La ignorancia en procesos geológicos. hidrológicos. fisicos. químicos y microbiológicos 

limita la realización de la degradación it1 silu. Varios problemas no han sido bien caracterizados 

por la naturaleza heterogénea de las causas del derrame y el contaminante en si (Booparthy. 

2000). 

Los métodos para la caracterización de las comunidades microbianas y monitorco de su 

actividad en la actualidad son insuficientes. Conteo en placa. técnicas como el número más 

probable. cuantificación de la actividad enzimática. entre otros. están limitadas en su uso. Por el 

contrario el descubrimiento y mejoramiento de técnicas moleculares para el monitorco de 

poblaciones individuales. como la reacción en cadena de la polirncrasa (PCR) y técnicas para la 

identificación filogcnético de microorganismos están en auge (Colores. G.M. er al., 2000; 

Chakrabarty. A.M .• 1976; Hammann. C. et al .• 1999). 

f\.1krnorg•nl...:mo~ relevante...: en la blorremediaclón. 

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

cepas de Psc1.1domonas tiene? la capacidad para degradar hidrocarburos alifáticos (Chakrabarty. 

1993). Así mismo. Foght y colaboradores (1996) han establecido que cepas de Pseudomo11as 

son importantes en la biodegradación de químicos tóxicos ya sean naturales o producto de la 

actividad industrial; al mismo tiempo menciona las dificultades para resolver la taxonomía de 

este organisn10. 
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------------------------ introducción 

Tradicionalmente los estudios en ta degradación de contaminantes han sido iniciados 

por el aislamiento do: uno o más microorganismos capaces de degradar estos compuestos; sin 

embargo, los métodos de aislamiento convencionales han resultado en el aislamiento de solo 

una fracción de la diversidad de microorganismos en ese ambiente contantinado. Además, la 

mayoria de estos microorganismos muestran cinéticas de degradación en laboratorios que 

difieren de las observadas en el ambiente. (Watanabc, K. y Bakcr, P. 2000) 

La ecología molecular se utiliza para estudiar poblaciones bacterianas que están en 

ambientes contaminados por petróleo. Estos estudios han arrojado resultados de su análisis 

filogcnético encontrando a y r Proteobaclerias en las playas de Sandy, África, y en las playas 

del ártico noruego bacterias pertenecientes a las familias de Pseudomonas y Cycloclaticus 

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

análisis. 

Poblaciones microbianas que estuvieron en un ambiente contaminado. después de una 

suplementación del agua con fertilizante fueron monitoreadas. encontrándose un aumento en el 

crecimiento de a Protcobacterias y de Alcanivorax. Los hidrocarburos del petróleo son 

persistentes en condiciones aeróbicas y esta contaminación de la superficie marina es un serio 

problema ambiental. De una diversidad de derrames de hidrocarburos y solventes se analizaron 

muestras encontrando S.lmlropus spp y Mcl'lnosacta actuando en forma sinergista (Watanabe. 

K .• 2001). 

Se han encontrado bacterias mctanogénicas degradadoras de tolueno en consorcios 

constituidos por Mc1hm1osac1a y Metltanospiri/lum además de dos especies, una relacionada 

con el género Dcsulfotomaculum y otra sin relación con este género (Watanabc, K .• 2001 ). 

Comunidades asociadas con la de~daci6n anaerobia del bcnzeno con Fe (111) como 

reductor, fueron analizadas encontrando que Gcohactcr spp tiene ur. papel importante en la 

oxidación anaeróbica del benzeno (Watanabe. K •• 2001). 

PAHs son compuestos muy conocidos por su capacidad de persistir en el ambiente v su 

potencial para deteriorar la salud humana (K:maly. R. y Harayama, S .• 2000) Burkho/dcria, 

Sphi11gomo11as y Alycobac/crium son bacterias relacionadas con la rápida degradación de 

hcnzopirenos. 
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------------------------1ntroc:1uccion 

Los metales componentes de diversos xcnobióticos en el ambiente son un serio 

problema. Estudios actuales demuestran la capacidad de ciertas bacterias para sobrevivir en 

ambientes contaminados con metales (Sandaa. R.. et al.. 1999) como las a-Proteobacteria y 

-1ctinobaclerium (Watanabe. K... 2001). Recientemente. Ra/stonia eutropha. bacteria 

mctalorcsistcntc, fue modificada genéticamente para expresar mctalotioncina en la superficie de 

sus células y fue inoculada en un campo con Cd2+ como contaminante. Esta disminuyó los 

efectos tóxicos de este metales pesado en el crecimiento de las plantas de tabaco (Valls. M .• et 

al .• 2000). 

Actualmente no se cuenta con un método completamente efectivo y aceptado para el 

tratamiento de derrames de hidrocarburos. se requiere más investigación en cada uno de los 

diferentes tratamientos lo que nos llevo al desarrollo de este trabajo de tesis. Creo finncm..:nte 

que la biorrcmcdiación bien aplicada y evaluada será considerara en un mediano plazo el mejor 

tratamiento en derrames de hidrocarburos ya que la información genética. microbiológica y 

bioquímica esta avanzando con pasos agigantados. La contribución de este trabajo en el tema 

consiste en la identificación de bacterias nativas con la capacidad de degradar hidrocarburos asi 

como en la optimización de los procesos de degradación que harán que la permanencia de los 

hidrocarburos en lugares no deseados sea mucho mas corta. 
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uo1et1vos 

Obietivo general. 

Aislar y caracterizar bacterias capaces de degradar hidrocarburos presentes en una 

muestra de agua de un derrame accidental de diese] en un estanque en el km 84 de la 

carretera México-Hidalgo. 
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uo1euvos 

Obletivo.or particulare!i. 

1. Comprobar si el mejoramiento ecológico que se presentó en la zona fue causado por 
degradación bacteriana. 

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

1.2. Comprobar su capacidad de degradar dicsel. 

1.3. Identificar, basándonos en pruebas bioquímicas, a las bacterias aisladas. 

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

2. Determinar si las bacterias aisladas tienen p1ásmido, donde presuntamente 
estuvieran codificadas las proteínas responsables de la degradación. 

3. Estudiar el patrón electroforético de las proteínas expresadas en las diferentes 
bacterias. 

4. Optimizar el proceso de biodegradación en el laboratorio. 
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- - ------Material y Método 

La muestra se obtuvo colectando agua cerca del caudal de un arroyo en época de lluvias. el 

cual se vio afectado por un derrame accidental de dicscl en el Km. 84 de la carretera México

Hidalgo. 

1 gramo de la muestra se suspendió en 15 mL de medio mineral (ver anexo). se tomó una 

alícuota y se le realizaron diluciones 1/100 y 1/1000. Por vaciado en placa se realizó la siembra 

en un medio con agar. medio mineral y dicscl como fuente de carbono. Se incubó durante 48 

hrs. a 28 ºC. Por su abundancia y características macro- y microscópicas se seleccionaron 

colonias que fueron crecidas en el mismo medio, y se inocularon por técnica de estría a 28ºC 

durante 24 hrs. 

IJentlflcaclón de bacterias degradadoras de diese/. 

Para la identificación de las cepas seleccionadas. cada una de ellas se sembró en medio 

Pseudomona y Me Conkey. además de llevar acabo pruebas bioquimicas. Estas pruebas se 

llevaron a cabo bajo la técnica y el sistema comercial API 20 E (bacilos no fennentadorcs). que 

se basa en Jos cambios de color en cada una de las cápsulas, debido a la acción microbiana sobre 

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

y se utilizan las tablas de referencias y el software para su interpretación. 

Después de la inoculación de las cepas, el sistema, que consta de 20 pruebas bioquimicas, se 

inocula a 37ºC de 24 a 48 hrs. 

Cr1.oelmic111n hactf..•rla110 en medio con di~el. 

Se realizó un diseño experimental para la cuantificación celular bacteriana, ya que debíamos 

aseguramos de que el dicsel no interfiriera para la cuantificación. Éste diseno experimental se 

realizó teniendo como variables el tiempo de centrifugado, número de lavados y limpieza de las 

paredes del tubo cpcndorf en cada lavad.o ya que el diesel presenta cierta adhesión a las paredes 

de éste. Las tablas 7. 8 y 9 que se encuentran en el anexo muestran los resultados obtenidos. 
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Matenal y Metodo 

Los resultados indicaron la mejor fonna para que el dicscl no entorpeciera en la 

cuantificar:ión celular. Un mililitro de cultivo se muestreó cada 24 hrs. Se centrifugó por 4 

minutos a 10 000 q>m, se rcsuspendió en 1 mL de agua destilada, se centrifugó nuevamente 

repitiendo el procedimiento 3 veces, en cada decantado se limpiaron las paredes del cpendorf y 

por último se rcsuspendió con t m!.. de agua destilada y se procedió a hacer la lectura a 660 nm, 

con agua destilada como blanco. La lectura se hizo por triplicado para cada curva de 

crecimiento. 

Posteriormente, se evaluó el crecimiento de las cepas seleccionadas a diferentes 

concentraciones de macro- y micronutricntcs. Para este análísis se utilizó como fuente de 

carbono peptona. La evaluación de las conccntrncioncs de los nutrientes se basó en la 

elaboración de dos medios minerales, nombrados 1 y 2, dónde su composición se muestra en el 

Se realizó una solución stock de células microbianas. cuantificando el número de unidades 

por mililitro para que fueran inoculadas el mismo número de células por matraz para que todas 

las curvas de crecimiento al tiempo cero tuvieran una concentración inicial de O.OS de 

absorbancia en 100 mL de medio mineral. 

Una vez que los matraces con medio mineral se inocularon con el mismo número de células 

bacterianas. se agregó dieset a una concentración final del 2%. y se incubaron a 28ºC 

muestreando cada 24 hrs. 

Con la solución stock de cada una de las cepas se realizó una mezcla de la misma cantidad 

de unidades por microorganismo, generando un consorcio microbiano. que fue evaluado en su 

crecimiento. de la misma manera que cada uno de los microorganismos aislados separadamente. 

Oprimlzaclón del creciMiento bacrerlano en Medio con dic=sel 

Con el fin de optimizar el proceso de biodcgradación se modificaron algunas ";'ariables para 

evaluar su efecto. 

1) Primero se realizó una premezcta del dicscl con peróxido de hidrógeno (H2 0 2 ) en una 

relación 2:1 H 20 2 - Diesel; esta mezcla se agitó vigorosamente en varias ocasiones 
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dejando en intervalos de reposo. según se comenta en la tecnica de Zaidi e lmam (1999). 

Este dicscl pre-tratado se agregó a matraces inoculados de la misma manera que los 

matraces que contentan dicscl ºsin tratar'•. 

2) Se compararon los resultados en el crecimiento bacteriano obtenidos en los matraces con 

diese] ••u-atado.. y .. sin tratar••. Se seleccionó el tipo de dicscl que Cavorccia el 

crecimiento y se evaluó el cf"ccto de la concentración de la fuente de carbono en el 

crecimiento de dicha bacterias. Se corrieron para cada cepa 3 curvas variando la 

concentración de la fuente de carbono (1. 1.5 y 2%) además de evaluarlo en el consorcio 

microbiano. 

3} Finalmcnb::. se evaluó el efecto de la adición periódica de 1 mililitro de H 10 2 en el 

aumento de la densidad microbiana. la adición se hacia inmediatamente después de 

tomar la muestra para la lectura diaria. Se agregaba el peróxido de hidrógeno al 1 %. 

Las curvas control se realizaron con el medio mineral pero con 0.5% de peptona. Estos 

matraces se colocaron en las mismas condiciones de crecimiento que Jos matraces que contenian 

como fuente de carbono diesel tratado y sin tratar. se muestrearon cada hora ha~ta que llegaron a 

la fase estacionaria de crecimiento. Se leyeron a 660 nm contra el blanco que era medio 

peptonado de reciente preparación. 

Obtención Je ADN plasrnídico. 

La extracción del plásmido se realizó usando la metodologia de Kado, C.l y Liu. S.T. (1981) 

y Montiel. F. ( 1994). Se cultivaron los microorganismos en 20 mL medio-L (ver anexo). 

durante 24 hrs a 28ºC, se tomó 10 ml del medio y se centrifugaron a 3000 rpm a 4°c durante 10 

minutos. El pellet se rcsuspcndió en 1 mi de buffer E (ver anexo). Las células se tisaron 

añadiendo 2 ml de solución de lisis (ver anexo). 

Las células se mezclaron con la solución de lisis con delicadeza. Esta solución se calentó 

entre 50-65ºC durante 20 minutos a bailo maria. Después de éste periodo de tiempo se le 

agregaron 2 volúmenes de una solución 1:1 fenol-clorofonnc. (el fenal que se utiliza debe ser 

estandarizado. ver anexo) y se agitó íonnando una emulsión, ésta se separó por centrifugación a 

l O 000 rpm a 4'-'C durante 45 minutos. 
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Material y Método 

Se recuperó la fase acuosa y se le agregó 1120 de volumen de acetato de sodio 3M y 2.5 

volúmenes de etanol. Se incubaron durante 30 minutos a -70°C y se centrifugó a 10 000 rpm a 

4ºC por 10 minutos. El pcllct se lavó con etanol al 70% y se centrifugó nuevamente a las 

mismas condiciones. El pcllct se rcsuspendió en SO µL de buffer TB (ver anexo) y se guardó a 

--4°C. como nuestra solución stock. 

A11állds de re!drlcclólf del ADN pl•s11114ico. 

La técnica utilizada para dctcnninar los sitios de corte de los plásmidos aislados de Jos 

nlicroorganismos con las enzimas de restricción Eco RI fue descrita anteriormente por Monticl. 

F. (1994). 

En un tubo cpcndorf se colocaron 13 µ1 de agua destilada estéril, 2 µl de buffer apropiado 

para cada enzima de restricción, 2 µ1 del ADN a cortar y 1 µ1 de la enzima de restricción Eco RI. 

Se incubó esta mezcla a 37ºC durante JO minutos y se corrió la muestra en gel de agarosa a1 l 

%. 

E/ectrofOre:.ds en gr/e!!: de agarosa de ADN 

Se preparó 100 mi de gel de agarosa al t o/o en buffer Tris borato IX (ver anexo). La mezcla 

buffer-agarosa se llevó a ebullición sin que se derramara. con agitación intennitente en un 

matraz estéril. Altcm:itivamente, la agarosa se podía disolver por calentamiento en un horno de 

microondas o bien en autoclave. 

Una vez disuelta la agarosa y que la temperatura de la mezcla babia descendido a unos 60 

ºC. la mezcla se vaciaba sobre el molde del gel. Cuando la agarosa gelifica se retiraba 

cuidadosamente el peine formador de los pocillos quedando el gel listo para ser cargado. 

Se tomaron 2 µL de la solución stock y se le añadió una décima parte del volumen de la 

mezcla de reacción de buffer de carga (ver anexo). se mezcló perfectamente bien y se colocaron 

cuidadosamente en un poci11o del gel. Se iniciaba la corrida aplicando una corriente de 90 volts. 

Un factor limitante en este punto es el calentamiento del gel y su potencial defonnación ya que 

a mayor cantidad de corriente, mayor producción de calor. 
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Las bandas de ADN se visualizarón TCvclando el gel con bromuro de etidio (tµglml) durante 

unos 10 minutos. El exceso de bromuro de etidio se eliminaba lavando el gel con agua destilada 

durante 10 minutos, agitando frecuentemente. 

Et gel tenido se observó utilizando un transiluminador de luz ultravioleta de onda media (302 

nm) o corta (298nm). 

Extracción de proteinas. 

La evaluación del espectro electroforético de las proteinas expresadas en la degradación del 

dicsel se realizó comparando las bandas obtenidas de la extracción proteica de colonias que 

hablan llegado a la fase estacionaria de crecimiento en medio con dicsel tratado como fuente de 

carbono, y de cepas que fueron cultivadas en medio pcptonado. 

Se tomó 1.5 mL del medio y se centrifugó a 1 O 000 rpm durante 1 S minutos. El pcllct se 

rcsuspendió en 4 mi de buffer de muestra (ver anexo) y se colocó a ebullición en bai\o maria 

durante S minutos. se centrifugó por 5 minutos a l O 000 rpm y se recuperó el sobrenadan te. 

Electrpfflr,.d.o;; de prot,ina.~ en gel de pollacrilamlda. 

Para detectar las proteínas se utilizó gel de poliacrilamida a 12.50/c, y el concentrador a 6.0o/o. 

La preparación del gel separador y la del concentrador se muestra en el anexo. 

La cantidad de pmteinas se determinó por el método de Bradford (ver anexo). La corrida se 

realizó a 150 volts constantes en el gel concentrador y en el gel separador a l 80 volts 

constantes. 
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Resultados y Discusión 

La muestra que se obtuvo en el kilómetro 84 de la carretera México-Hidalgo era una 

suspensión de color caf'"é claro y poco viscosa. con olor caracterfstico del dicscl. 

La biorrcmcdiación sigue siendo considerada actualmente como una tccnolog{a en 

desarrollo. Un gran inconveniente con la biorrcmcdiación es propio de su naturaleza ya que 

contiene aún una gran cantidad de microorganismos no caracterizados (Watanabe. K. 2001 ). La 

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

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

biorrcmcdiación. Otra dificultad es que, nunca dos problemas ambientales ocurTCn 

completamente en condiciones id~nticas; por ejemplo. variaciones en el tipo y cantidad de 

contaminante. condiciones climáticas y tipo de tierra o agua. Por estas razones se decidió 

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

De la muestra obtenida. 1 gramo fue suspendido en medio mineral y tomando una aHcuota 

se realizaron diluciones 1/100 y 1/1000; por vertido en placa se sembró la muestra en un medio 

sólido con Diesel como única fuente de carbono y se inoculó obteniendo aproximadamente 1 O 

tipos de colonias diferentes. Se seleccionaron las colonias que ten(an más crecimiento 

realizando tinción de Gram y seleccionando solo aquellas donde los microorganismos eran 

bacilos Gram negativos. Varias referencias bibliográficas hacen mención a la efectividad de 

estos tipos de microorganismos en la degradación de hidrocarburos y otras referencias los 

sci\alan como relevantes para la biorrcmedación (Watannbe. K. 2000; Cochran, W . ., et al. 1999; 

Hammnn., C • ., et al. 1999; Shiclds. M .• l 985; Amor. L .• 2000) aunque no son excluyentes con 

otro tipo de microorganismos. 

Los resultados obtenidos de los análisis micro y macroscópico de las colonias seleccionadas 

se muestran en la tabla 10. Los medios que se seleccionaron para la selección y diferenciación 

de le:s microorganismos fueron en relación a las caracterfsticas deseadas para este estudio. El 

Agar Mac Conkey es un medio selectivo y diferencial para la detección de organismos 

coliformc<i y patógenos entéricos. debido a que su concentración de sales biliares y cristal 

violeta lo hace selectivo para microorganismos Gram negativos y el color de las colonias indica 
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su capacidad para la degradación de la Lactosa. Además se cultivaron en Agar nutritivo para la 

identificación de la Pseudomona por su producción de coloración azul verdosa por la 

producción de pigmentos de piocianina y Ouorcsccina además de su olor caracterfstico en este 

medio. 

Tabla 10. Resultados de las observaciones macro y microscópicas observadas de las colonias 
sclcccionadr.s. 
Pruebas 
Tinción de Grarn 

Siembra en Agar Mac 
Conkey 
Siembra en Agar 
Nutritivo 
Oxidasa 

Colonia A 
BacilosGram 
negativos 
Crecimiento 
abundante 
Crecimiento 
abundante 
positiva 

ColoniaB 
DacilosGrnm 
negativos 
Crecimiento 
abundante 
Crecimiento 
abundante 
positiva 

Colon/aC 
Bacilos Gram 
negativos cortos 
Crecimiento 
moderado 
Crecimiento 
abundante 
negativo 

En las tres colonias seleccionadas y denominadas como A. By C se detectaron bacilos 

Gram negativos. con crecimiento abundante en Agar nutritivo. 

Las colonias de los microorganismos designados ""A .. y Bº eran planas. presentan márgenes 

lacerados. pigmento verde-azul. olor a uvas y son opacas gris verdoso. Observándolas 

microscópicamente se vieron bacilos Gram negativos. Mediante estas pruebas y basándonos en 

la morfologln colonial. en el olor caracterlstico de las colonias y la producción de pigmentos 

fluorescentes. pudieron identificarse de manera presuntiva como Pscudomotrus. Esto se 

comprobó posteriormente mediante la realización de pruebas bioqufmicas. 

La morfolog(a microscópica de la colonia ··c0 mostró que son cocobacilos Ornm negativos. 

Las colonias fonnadas eran chicas con bordes lisos y con un ligero tinte azul-verdoso. No 

arrojando ningún resultado concluyente con relación a la especia. se procedió a realizar la 

identificación de los microorganismos a través de pruebas bioquímicas que se explican a 

continuación. 

Aunque l°o métodos de aislamiento han resultado en la identificación de solo una fracción 

de Ja gran diversidad de microorganismos. la cantidad y selección de las bacterias capaces de 

degradar hidrocarburos muestran que la técnica utilizada. para este tipo de estudio. proporciona 

suficiente evidencia de su efectividad para el aislamiento de este tipo de microorganismos. 
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ldent/Qcaclón 

Para la identificación de los microorganismos se utilizó un sistema API 20E. 

l..os mll!todos actuales para la identificación de microorganismos en los últimos diez 

ailos han tenido un gran desarrollo aumentando su sensibilidad. facilidad de uso y rapidez en el 

resultado como lo demuestra el sistema utilizado para este trabajo. 

Los resultados del sistema API 20E se muestran en la tabla 1 1 • 

Tablo 11. Resultados de las pruebas bioqufmicas hechas por tiras reactivas API 20E a las colonias 
aisladas. 
Prueba Colonia A Colonia B Colonia C Control P. 
bioqulnrica aeruginosa 
OPNO 
Arginina 
Lisina 
Omitina 
Citrnto 
Sulfuro de 
hidrógeno 
Urensn 
Triplofano 
dcaminasn 
lndol 

+ 

Vogcs Proskaucr -
Gelatina + 
Glucosa + 
Manitol 
lnositol 
Sorbitol 
Ramnosa 
Sacarosa 
Melibiosa 
Amigdalina 
Arabinosa 
Oxidasa 
Mobilidnd 
Aerobios 
estrictos 

+ 
+ 

(v) v1u111bh:. (+) posmvo. (-; negauvo 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
V 

V 

+ 
+ 

+ 

+ 

V 

+ 
+ 
V 

+ 
+ 
+ 

Para la identificación de las colonias uA•• y ·•e ... se tomaron en cuenta las observaciones 

microscópicas. mo..-f"ologfa colonial y ..-esultados de las pruebas bioqufmicas obtenidas. 

Concluimos que se trata de Psc:udo1,,ona.o;j111orescens en el caso de la colonia .. A .. y 
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Pseudomonas aeruginosa en el caso de la colonia u90.. En el caso de la colonia ••en el 

microorganismo se identificó como Acinetobac/er. 

Crecl1nimtp de hqfl(tlas <O mcdlp cea diqd 

Con el objetivo de determinar si los microorganismos aislados tenfan la capacidad de 

degradar el diese) se realizaron curvas de crecimiento. cultivando a los microorganismos en 

medio mineral con diese) como única fuente de carbono y afladiendo macro- y micronutricntes 

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

dicscl. únicamente se prcsentarfn crecimiento si las bacterias son capaces de degradarlo y 

aprovecharlo co1no nutriente, 

Es bien conociJo desde hace tiempo que la rnayorfa de los constituyentes de los 

hidrocarburos son susceptibles a la biodegradación (Prince. R.C .• 1997; Wang Z.D .• el al. 1998) 

y que la biodegradación en ambientes acuáticos es frecuentemente limitada por la disponibilidad 

de nutrientes. como el nitrógeno y el fósforo (Brogg, J •• el al. 1994; Colcomb. K .• el al .• 1997). 

El estudio sobre el ef"ecto de las concentraciones de los macro~ y micronutricntes del medio 

rnincral se realizó debido a que en la literatura se encontraron diversas concentraciones de este 

medio para este tipo de bacterias (Amor, K., el al. 2000: Zaidi y lmam 1999). Se utilizaron dos 

medios minerales que contenfan los mismos compuestos pero en dif"erentcs concentraciones: el 

medio de micronutrientcs número 1 presentó un mejor crecimiento por lo que las 

concentrncionCs de ésté fueron las que s= adoptaron para las siguientes dctcm1inacioncs (Para 

ver las concentraciones del medio mineral no. 1 y 2. referirse al anexo). 

~ctual!'lcnte se sabe que un gran número de microorganismos son capaces de degradar 

la gran mayoría de los compuestos presentes en el petróleo y sus derivados, y que estos 

microorganismos se encuentran presentes en la naturaleza. por esta razón. la biorremediación ha 

sido considerada una herramienta muy útil en la limpieza de derrames y en el tratamiento de 

residuos. Con lo anterior no se quiere afirmar que la simple presencia de los microorgnnismos 

con esta capacidad garantice que los componentes hidrocarbonados serán mctabolizados. Por 

ejemplo. In baja hidrosolubilidad de los compuestos los convierte a los compuestos en 

resistentes a In biorremediación ya que su biodisponibilidad disminuye. Aunque los 

hidrocarburos representen una gran fuente de carbono. otros nutrientes son necesarios para el 

crecimiento celular y estos pueden estar en forma limitantc. esto puede ser remediado c.,n la 

adición de fertilizantes. Para verificar si la presencia en mayor o menor cantidad de ciertos 

compuesto presenh:s en el medio rnincrnl que se utilizó. era relevante en el crecimiento de los 
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------------------Resultados y Discusión 

microorganismos aislados en este trabajo. se variaron. en cierta proporción y como se describe 

en material y ml!todos de este trabajo. las concentraciones de algunos compuestos. resultado que 

en nuestro caso la variación de FeS04 • EDT A y citrato de sodio fue f"undamcntal para el buen 

crecimiento bacteriano de nuestras cepas. 

Con el objeto de dctenninar si el mejoramiento ecológico presentado en el lugar del 

dc1TI1me se debla a la acción bacteriana como un consorcio o de la acción predominante de una 

de las tres bacterias. se decidió crecer a cada tipo celular por separado y compararlo con el 

crecimiento que presentó el consorcio. 

En una primera fase. se detenninó la velocidad de crecimiento de las bacterias aisladas en 

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

1 % de peróxido de hidrógeno que al descomponerse en agua y oxigeno este último funciona 

como aceptar de electrones {diescl tratado) que fnvorccer(a. según la bibliografia la degradación 

del diesel. Las figuras a. b. y e representan el crecimiento de cada una de las bacterias 

observándose en tos 3 casos que la velocidad de crecimiento es mejor con diese) tratado y que 

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

Fiaarw a·. Crccimien10 ba.c1cri11no en medio con diescl 5in tral•T y tnnado con ll:Oi. la 1knica 5C dcsc:ribe 
en m•terial y m~10t.lo. 

: e o.s 
,i e:; 

'~ 04 

- - -
Cr'C'Clmkato P. <&Un.glm:ua ca medio mlacral y 2 % ch dW-1 

•tmur.do 

100 300 .ioo 
T5cmpofhn} 

•sintmui.r 

soo 700 
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Fls.u ... b •. Cn:c:lmlcnto de P.fluorw,11:•n.s en medio con dicscl tntado y sin lnllar. 

Cnc:lnde•to.Acln•tobQd•r en . ..:;.:~~%-1 . • tntado •sin l,.tar 
0.6 ~--------'=='--====----

¡ o.s 

!i! 0.4 1---------------------J :: • __ .;i;•;i;------
< 01 ~~~~~;!=~~=~ 1 

100 200 300 500 700 . 
Uirmpu(hrs) ' 

. ·- -·-·--·--····! 

t'lau.-. e:". Crecimiento de AC'l~1~11r en medio con dieacl tnilado y sin tnnar. 

i 0.5 

¡ § 0.4 

' .¡ 0.3 
> a . i ::~ 

•tmtlldo •1in truuu 

- -- - (.- - ----~~- ~-
. ~··· ·-.--,~ .. -· .......... -/ __ -:-- ____ -t- - ·-l 

o =----~~------------~ 
o 100 wo 300 

ll•mpo(h.-..J '"° 

De las figuras n.. by e se puede concluir que en presencia de diesel sin tratar el crecimiento 

de las tres cepas es escaso y homogéneo entre las tres. sin embargo. el crecimiento mejora 

cuando es utilizado el dicscl tratado con anterioridad con pcroxido de hidrógeno. presentando P. 

ueruginosu mejor crecimiento en comparación con las otras cepas. que entre estas dos no se 

presentó unn grnn diferencia en su crecimiento. La primera bacteria en entrar a f'ase logarítmica 

fue P. fluoresceus aunque su crecimiento máximo no rue tan marcado como P. aeruginosa que 

entró en faSc logarfl1nica hasta las 1 SO horas de iniciado el cultivo. Esto puede ser un indicativo 

• ToJlls los datos de las gr:Ui.:.:as se mu .. "Strnn """el :m'!'D 
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Resultados y Discusión 

de que las tres bacterias pudieran estar utilizando compuestos diferentes como f'uentc de 

carbono. Las curvas· control que se desarrollaron en las mismas condiciones experimentales 

usando como fuente de carbono peptona. muestran un crecimiento muy similar en las 3 cepas 

con esta fuente de carbono fácilmente dcgradable (gráficas y datos en el anexo). 

El Peróxido de Hidrógeno es otro de los compuestos que ha sido reportado como 

catalizador en la biorrcmcdiación (Harayama. s .• 1997; Lansch. B.C. et. al 1997; Millar. C.M., 

1999). La bibliografla ha presentado dos posturas muy claras. la primera es que el peróxido de 

hidrógeno actúa corno oxidarlte de los compuestos hidrocarbonados creando cadenas más cortas 

y más fáciles de metabolizar. La segunda postura consiste en afirmar que la descomposición del 

peróxido de hidrógeno en agua y oxigeno más soluble .. permite que este último füncione como 

aceptor ele electrones necesarios para la metabolización de los hidrocarburos. 

Las primeras curvas, a. b, c y d, se realizaron para comprobar si el peróxido de 

hidrógeno efectivamente tenia un efecto oxidante en el Diesel, favoreciendo la utilización de 

éste como fuente de carbono. Tanto P. acrugino.va, Acinetobactcr y P. fluorcsccns presentaron 

un mejor crecimiento haciéndose más visible en el crecimiento de P. aeruginosa, llegando a ser 

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

mencionada con anterioridad. Cuando se realizó este experimento con la mezcla reconstituida. 

como se describe en material y método. donde se colocaron cantidades iguales de los 

111icroorganismos aislados para que actuaran en consorcio. se observó también una mejora no 

muy dif"ercntc n la que presentó P. acruginosa aislada lo que posteriormente corroborarlnmos 

con las dc1nás fases experimentales. 

Una dificultad con la biodegradación bacteriana es que no todos los componentes de los 

hidrocarburos son degradados con la misma eficiencia. y en algunos casos consorcios de estas 

son requeridos para completar su degradación (Jansson. J.K .• et al. 2000). 

Cuando se reconstituyó el consorcio bacteriano (figura d) también se observó un mejor 

crecimiento en los matraces que contenian dicscl tratado, pero a diferencia de las bacterias 

aisladas. el crecimiento fue un poco mas lento. lo que puede sugerir la producción de 

metabolitos tóxicos de alguna de ellas que afecta en el crecimiento de las otras cepas. 
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Flc•..,. d•. Crecimiento de la mezcla reconstlluidll de las 3 baC1erias ahiladas en medio con 
dicsel U'lli.do y sin u.1ar. La niconstituc::ión de I• mues1111 ruc hc<:ha sea;ún la mctodolo&ils 

ch:M:ritm en m11tcrlaJ y m1!1odo. 

100 200 300 400 soo 700 

ll~_m~ (h~~-

A continuación, se decidió crecer a las bacterias aisladas a dif'ercntes concentraciones de 

dicscl tratado para determinar que tanto la disponibilidad afectaba el crecimiento de estas 

bacterias (recordando que a mayor concentración de hidrocarburo la disponibilidad de este 

aurncntan'i), este tema ha sido ampliamente tratado en varias investigaciones (Booparthy, 2000; 

Zaidi. R •• et al. 1999; Jonc~ W .• 1999) 

La figura e muestra et crecimiento de P . .fluorescens a diferentes concentraciones de dicsel 

tratado. observándose unn velocidad de crecimiento mejor con 2o/a. 

P. aer11ginosa mostró un buen crecimiento n las 3 concentraciones pero a 2 % y 1.5% 

obtuvieron un crecimiento muy similar (figura f) y aunque ni 1 o/o se obtuvo un crecimiento . 

mucho mejor que con dicscl sin tratar (figura a) el crecimiento f'ue menos abundal'\te que a 

concentraciones mas altas de diescl tratado. 

• Todns los datos de lm cniOeDS se mun1r.1n en el al1Cl'o 
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•"la•ra e•. Crcclmienlo de P,fl1KW&Sc.tu a difcn::nLCS concentrw:ioncs de d.C.cl como fuente de afbono. 
la di,ponibilidad del diescl se ve afect.da en la medida que la conccnu.c'6n de ate hidrocarlKlro 
va disminuyendo, 

100 200 400 :soo 
ti<rmpo(bn) 

Los resultados que presenta Acinetobacter son diferentes ya que su crecimiento máximo se 

obtuvo a Jas concentración de l .S % tal vez porque a una concentración de dicsel de 2% 

comienza a ser tóxico para ésta cepa. El crecimiento más bajo se obtuvo con 1 %. Los resultados 

se observan en la figura g. 

•"la•l'll r•. Crcclmlcn10 de P. -riq:mcua t"on dicscl uatado a diferentes concenuaciones. 

- ---~- ·--- --
Crttlm~nlo P. urrMeln-u en nwdkl enl•cl'lll d~I tntado 

•2% •1.s0% · 1% 

300 400 :soo 
Unnpo(hn) 
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Crecimle•lo de Aclnetobacter en •edio •iaer•I y 
e2% •1.50% AJ% :lo 

o.e-------------------~ 

i" o.o l--------------------1 
i 0.4 ·1--------------~------
-a 0.3 ~~:;=--
.f! 0.2 - ,~~
-! 0.1 ~·==:1--o+---=----"---------------' 

100 200 ... soo 600 

Cuando se reconstituyó la mezcla y se sometió a varias concentraciones de dicscl tratado se 

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

vuelve a observar que aunque et crecimiento es mejor que con dicscl sin tratar no se ve un 

incremento en el crecimiento por el hecho de actuar en consorcio ya que la cantidad de células 

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

F1a•r11 ••. Crecimiento de la mezcla reconshtuidll. a diferentes conc;:entr:H:Íonc5 

de IUente de carbono. La rccons&ilución de 1• mucstm se describe en rnatc:ri11I y mctodo. 

Cnclndem10 nwzc:la rc-c:oasClt•W• e• mnllo mlaer11I y d~I 
1r111ado 

200 300 soo 
Tkmpo(hn) 

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

durante la biorremediación depende de la velocidad en la que los contaminantes puedan ser 

disponibles y metaboliz.ados además de la velocidad en que se transfieren a la célula 

(tran~fcrencia de masa). 

• Todos los dalos de: las gn\licas ..:: mues1ran en el 1uw'lóo 
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La biodisponibilidad de los contaminantes es controlada por procesos fisicoqufmicos. 

Una biodisponibilidad baja de contaminantes sólidos es causada por una lenta transf"erencia de 

masa para la degradación microbiana. El crecimiento en las muestras a pesar de que era muy 

parecido en los 3 casos, f"ue mayor en todos los casos a una concentración del hidrocarburo de 

2% seguida de la concentración al t .So/o y por último 1 o/o haciéndose mas notable esta dif"erencia 

con P. aeruginosa. 

Los resultados anteriores demuestran que la biodisponibilidad de este hidrocarburo, en 

particular en estas cepas. es determinante para su crecimiento y bastaría profundizar en este 

tema para comprobar cual es la concentración tóxica para estas cepas en especifico. 

Para optimizar el proceso de biodegrndación de dicscl se decidió correr curvas al 2o/n con 

dicscl tratado aftndiendo periódicamente H 20 2 • En la literatura tambic!n esta reportado ta 

utilización del oxigeno como ultimo aceptar de electrones necesario para la degradación de 

hidrocarburos (Chapclle. F.H. 1999). El peróxido de hidrogeno aumenta considerablemente la 

solubilidad del oxigeno en agua (Chnpcllc. F.H. 1999; Zaidin. et al.. 1999). 

Ln figura i muestra cómo el crecimiento de P. jluorescens se ve beneficiado con la adición 

periódica de peróxido de hidrógeno ocurriendo algo similar con r. aerugino11a y Acinerobacrer. 

figuras j y k respectivamente; la descomposición espontánea del peróxido en agua y oxígeno,. 

produce que el oxígeno este más disponible en el medio que cuando solo se usa la agitación. y 

así se pueda utilizar como nccptor final de electrones. 

t"laur. r. Compan111:ión de el crecimiento de P.fl11aroc~n1 en d1cscl tnn.ado )'con la adición 

periódica de l IJOJ. 

•2% ,. 2%y IU02 
o.• r---------------------, 

iHj: __ -_?L•!i¡~ ·-·~--:--! -! 0.1 - -- ~- - - . - -- .. -

o ~------------------~ 
200 

t6ernpo(hn) 

• To.Jos los dalos de las arDfiCllS se mucs1~n en el al\C'<lo 
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Fts•nJ•. Crecimiento de P. --ghwuo ae ve mejOfado con adición periódica de H,O, 

,:::~ !i 0.400. ------- ---

-~~1 10100 • 1 
0.000 ' 

o ·~ 200 300 400 soo 600 ¡ 

~----- -----------·-- - ---------------~ 

La mezcla reconstituida. figura l. también crece mejor aHadicndo H 2 0 2 llegando a ser esta 

curva muy similar a la de P. aer11glnosa en las mismas condiciones. 

La adición periódica de peróxido favoreció en todos los casos el crecimiento bacteriano, 

pudiéndose especular que este compuesto pudiera funcionar eficazmente a través de la 

existencia de un aceptar de electrones necesario para la biorrcmediación, no descartándose que 

con la adición continua estuviera oxidando el dicsel continuamente para su fácil degradación. 

•,cun1 kº. Efecto en el crec;:imlcnto de Aclrwtobncll'r de la ••.:hción pefiódica de pcró•ddo de hidrógeno. 

•2% X:!%dic5Cl 

¡ :::: ¡-----·----- --------------·- ·-··-- -- ----¡ 

i~:;~ ~~~~~ -~~-
0.000 ~------------------' 
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Fta•ni 1'". La mezcla reconstituida se creció con dicsel ua1ado con y sin 111 adición periódica 
de Hie>z. La rec::onstilucl6n de muestra se describe en mlllcrinl y m.!1odo. 

Crecimiealo mezcla reconstituid•--;~-;.~¡;_-.;.¡.-; .... Y -\ 
diffel tratado 

10.5 
~ 0.4 1------------,,.;--
¡ o.3 I-----

j 0.2 ·------·~ 
- 0.1 

Ohtencldn del A DN pla.'fnrltlicn. 

Los plásmidos se consideran elementos genómicos que codifican infonnación que confiere 

.ª las bacterias carncterfsticns que las hacen más competentes que otro tipo de bacterias en 

dcte~inados medios. En este caso. no se pudo comprobar de manera definitiva la presencia de 

plásmido en ninguna de las cepas bacterianas aunque esto debe de ser conoborado 

posterionnente. 

La figura m muestra un gel de agnrosa ni 1 % donde se observa en todas las muestra material 

genómico con pesos moleculares aproximadamente de 22.1 kb. 1.90 kb y 1.43 kb. comparados 

con el ADN del fago A utilizado com..> marcador de ADN lambda cortado con Eco RI y Hind 

111. En el extremo derecho se colocó el mismo material genético pero conado con la enzima de 

restricción Eco RI según el método descrito en el capitulo anterior 
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A B C E <1 

Fis•f'll -. Gel de •prosa para e:tcctrofOf"eSIS de ADN &enómico de &os 3 microorpni•rnos; 
Carril O, P.jl--; carril C, P. -f'WllílWMD; Ca"il P,Acl-tobact•r. Carriles E. F 
y G, la misnws que B. C y C pero rcs1ringidas con Eco RI. Llnra ~ marcador de 
peso molecular. 

Como se observa claramente. el material genético es totalmente cortado cuando se expone a 

la enzima de restricción sin que aparezcan bandas discretas de menor peso molecular. Un 

plásmido debido al su tamano tiene un número reducido de sitios de corte JX)r lo que las bandas 

deben de verse claramente en el gel. como en este caso no se nota ninguna banda clara después 

del tratamiento de restricción. esto sugiere que las enzimas responsables de la degradación de 

los hidrocarburos se encuentran codificadas no en material plasm(dico sino en cromosómico. 

Varios autores han demostrado que los plásmidos proporcionan a varias especies de 

bacteñas la habilidad de cataboliz.ar varios hidrocarburos y otros compuestos orgánicos 

{Furukawa. K. y Chakrabarty. A. 1982; Burlagc S •• et al .• 1989). pero también se ha reportado 

que hay enzimas encargadas de la degradación codificadas en ADN cromosomal (Hamann. C .• 

et al •• 1999; Wang. R .• et al •• 2000). 
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A ndll.d.~ r/c pmtdnqs. 

La figura n muestra el patrón ~lectroforético de p«>tcinas de las diferentes bacterias 

encontradas en la muestra de agua observando una notoria banda de aproximadamente 29 kD en 

los 3 casos comparada con el marcador del peso molecular colocado en los carriles A y E. Los 

carriles subsecuentes muestran el patrón de cada una de las bacterias en un medio donde la 

fuente de carbono no era un hidrocarburo (peptona S'Ye); B para Acinetobacte,.. C para P. 

aeruglnosa y D para P. jluorescens. En los canilcs F, G y H se muestra el mismo orden de las 

bacterias pero el patrón corresponde a las protcinas expresadas en medio con diese) como rucntc 

de carbono. P. aeruginoso fue la que expresó más claramente la protcina de 29k D identificada 

como calrctinin~ que en la bibliografia se ha identificado en varias mcz.clas de bacterias 

dcgradadoras de hidroca..-buros y esta asentada en bancos genéticos como en: 

www.infobiogcn.fr/db/index-gcg/genbank/gb_sg_OOO.ref. lo que podría estar relacionado con su 

mejor adaptabilidad al medio con hidrocarburo. 

45 kD 

36k0 

29k0 
24 kD 

2okn 
14k0 

.. e o o 11 

Fl&ant w. Gel de pohacrillllmida. Clllml U. Ae1rwtohQC1~r. canil C. P ~r..glncua~ cann O, P fl~:11~nu; carril F. 
G y 11. In mismos m1croorga.msmos •es~hvamcntc J"CTO en me.:hos con dtcscl mM:nlrm que los 3 primeros 
cone.pondcn a m1croor&nn1smos criec1dos en medio pcp1onado Lln~ A y E marcadasn de peso molecular. 
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Conclusiones 

El mejoramiento ecológico presentado en el km 84 de la carretera México Hidalgo reportado 

antes de la toma de muestra, pudo ser. en parte, por la acción de las bacterias sobre el diese) 

derramado. No hay que olvidar que factores naturales como la dilución, absorción. dispersión y 

volatilidad pudieran también ser parte de la mitigación en el dafto causado a esta zona. 

Las bacterias aisladas en este estudio corresponden a bacilos Gram negativos (Pseuc/omonas 

.fluorescen.v, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter). 

P. aeruginosa mostró un mejor aprovechamiento del diese). 

Estos microorganismos no presentan una actividad sinérgica en su acción metabólica sobre el 

dicsel como fuente de carbono. 

Los resultados obtenidos en este trabajo no arrojan la suficiente evidencia para afinnar que 

las prote{nas necesarias para la degradación del diesel se encuentren codificadas en plásmidos. 

como esta reportado en innumerables f'uentes bibliográficas. 

En este estudio todas las cepas expresaron en medio con diesel una proteina a 29 kD de masa. 

que podría estar involucrada en el aprovechamiento del diesel. y presuntivamente podemos 

declarar que la cantidad expresada de esta proteína pudiera ser detenninante para la degradación 

del dicscl. 

El uso de Peroxido de hidrógeno en el proceso de biorrcmcdiación. mejora considerablemente 

la acción microbiana sobre los sustratos. 
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------- Anexos 

Medio mineral 1 

Macronutrientes: 
NH .. so .. 2g/I 
K2HPO" 0.039g/I 
MgSO, 0.075 gil 
NaCO, 0.02 g/I 
EDTA O.Olg/1 
citrato de sodio 0.06gll 
Feso .. 0.03 gil 

Micronutrientcs: 
H3B03 2.8 mgll 
MnSO,. 0.181mg/I 
znso .. 0.222 mg/1 
NaMoO., 0.19 mg/I 
cuso .. 0.079mg/1 
Co(N03)2 0.049 mg/1 

Medio nrlneral 2 

Macronutricntcs: 
NH .. so .. 2g/I 
K 2HPO" 0.039g/I 
MgSO .. 0.075 g/I 
NaC0:1 0.02 g/I 
EDTA O.OOlg/l 
citrato de sodio 0.006 gil 
Fcso .. 0.006g/J 

M icronutrientes: 
H3B03 0.028 ang/1 
MnS04 0.00!8mg/1 
znso .. 0.0022 mg/I 
NaMoO" 0.00!9 mg/I 
cuso .. 0.0079mg/I 
Co(N0:1)2 0.0049 mg/1 

lltcdio Peplonado 

Peptona 5g 
Medio mineral IOOOml 

lllec/io-L 

Caseina IOg 
NaCI 10 g 
Extracto de levadura 5g 
Agua destilada IOOOml 
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Buffer E 

Tris-acetato 
EDTA 

Solución de /úls 

40mM 
2mM 

SOS 3 o/o 
Tris SOmM 

---~--------Anexos 

La solución es ajustada a pH 12.6 por la adición de 1.6 mi de NaOH 2N, el volumen es ajustado 
a 1 OOml con agua destilada. y finalmente se filtra con un filtro de membrana (0.2µm de tamafto 
de poro). 

Fenol estandarl:.ado 

A una solución hidratada de fenal se le agrega un volumen Igual de solución de Tris l M y se 
ogitn enérgicamente y se guarda a 4ºC. cuando las fases cst..!n separadas, al fenal se le mide el 
pH hasta que esté en 8; si es necesario. repetir la operación. Cuando el pH sea el adecuado se 
guarda a 4°C con Tris 0.1 M. 

Solución Fenal-cloroformo I: 1 

Fenal 
Clorofonno 

Buffer TE 

Tris-HCI 
EDTA 

B11ffer Trl.'i borato.o¡ IX 

Tris base pH 8.0 
Ácido bórico 
EDTA 
Agua des ti lada a 

50ml 
SO mi 

0.010 M a un pH de 7.S 
0.001 M 

54.0g 
27.S g 
3.72¡: 
IOOOml 

Buff~r df! c11rs:a para DNA (IOX) 

Sacarosa 
EDTA 
Azul de bromocresol 
sos 

37% 
SOmM 
0.1% 
0.1% 



Reactivo de BIWdford 

Azul de coommassie 
Etanol 95% 
Ácido f'osfórico 85% 
Agua destilada a 

Gel se,,•rodor 12.$% 

Sol stock bis-acrilamida ( 30: 0.8 ) 
Buffer Tris-HCI pH 8.3. 3M (BX) 
SOSIO% 
Agua destilada 
Pcrsul fato de amonio ( l Oo/a) 
TEMED 

Sol stock bis-acrilamida ( 30:0.8) 
Buffer Tris-HCI pH 6.8. 0.5 M (4X) 
sos 10% 
Agua destilada 
Persul fato de amonio ( 10%) 
TEMED 

100 mg (G-250) 
SO mi 
IOOml 
IOOOml 

16.60ml 
5.0ml 
320 µI 
18.02ml 
300 µI 
20µ1 

2ml 
2.5ml 
100µ1 
50.4ml 
150 µI 
125µ1 

Solución stock acrilamida (30:0.011) 

Acrilamida 
Bisacrilamida 

Buffer WIUl!Slt'a 

58.4 g 
1.6 g 

Tris-HCI pH 6.8 0.125 M 
sos . 4% 
Glicerol 20o/a 

--------"'.n~xos 

Ajustar a un volumen final de 10 mL almacenar en cpcndorfa -20ªC 

Solución telfidoru 

Azul de coomassie 
Mctanol 
Ácido acético glacial 
Agua des ti lada a 
Filtrar con filtros Whatman # 1 

1.25 g 
500ml 
IOOml 
IOOOml 

.. , 



Sol11c/ón de electrodos 

Metanol 
Ácido acético 
Agua destilada a 

Buffer de electrodos (SX) 

Tris base 
Glicerina 
sos 
Agua d.:stilada a 

11 
0.71 
101 

9g 
43.2ml 
3g 
600ml 

Buffer de car¡:u para prole/nas (/O X) 

TriswHCI 
sos 
Glicerol 
P-mcrcnptoctanol 
Azul de bromo--fcnol 

0.125M 
4% 
20% 
10% 
2mg/ml 

-------··---Anexos 
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Tablas de rl!sullados. 

T•hl• 7. Variables P',.. la detcnnlnaclón celul•r • 600rvn 

Condiciones Negativo Positivo 
A tiempo de 3 min 4min 

centrifugado 
B número de 2 3 

lavados 
e limpiado sin limpiar limpiando 

T•Nm • Resul~ obcenklos del bl•nco sasua destll.S.! 

A O C kl (abs a 600nm) k2 (abs a 600nm) 
1 0.000 0.000 
2 0.000 0.000 
3 0.000 0.000 
.. 0.000 0.000 
s 0.000 o.ooo 
6 
7 
K 

+ 
+ 

0.000 
0.000 
0.000 

0.000 
0.000 

º·ººº 
T•bl• 9 Resulcados del rroblem11 Smcdk> mineral ma-.. 1% de diesel) 

promedio 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
o.ooo 
0.000 
o.ooo 

A B C k J(ebs e 600nm) 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 0.007 0.027 0.034 
8 0.013 0.004 0.008 

T•hla 12. Ctt-Cimientn de P. (1t10,.....sc-~n.-c a 2 % de dicsel lratada !ahvuhancia • 660 nm). 

tiempo (hrs) k1 k2 k3 prom desv 
o 0.050 0.053 0.054 0.052 0.0021 

72 0.041 0.047 0.052 0.CM7 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 0.21 o 0.235 0.224 0.0127 
288 0.174 0.198 0.197 0.190 0.0136 
312 0.154 0.154 0.176 0.161 0.0127 
336 0.262 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 

------Anexos 
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Anexos 
T•bl• 13.Crecimlenio de P. flNOrwPW#lru eon diese! sin untar (aMorbancla 11660 nm). 

tiempo (hra) k 1 k2 k3 promedio desviación 
O.O 0.047 0.041 O.OS6 0.048 0.0075 
16.5 0.034 0.040 0.078 O.OS 1 0.0239 
41.8 0.052 0.047 0.065 O.OS5 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.S 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 0.241 0.134 0.167 0.0645 
246.3 0.098 0.112 0.100 o. 103 0.0076 
316.3 0.094 0.081 0.099 0.091 0.0093 
368.1 0.093 0.166 0.178 o. 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 o.too 0.114 o.012s 
583.1 O.IDO 0.258 0.133 0.164 0.0833 

T•hl• .... Creclmlenlo de P. fl~:ic~~ a 1.S % de die.el tl'lllado !atMorhwlcl11 a 660 nm) 

tiempo (hra) k1 k2 k3 promedio desviación 
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 0.13-4 0.145 0.136 0.0078 
168 0.156 0.160 0.173 0.164 0.0061 
240 0.145 0.156 0.165 0.155 0.0100 
264 0.176 0.167 0.178 0.174 0.0059 
266 0.176 0.154 0.134 0.155 0.0220 
312 0.166 0.165 0.176 0.176 0.0106 
336 0.210 0.196 0.178 0.195 0.0162 
406 0.189 0.199 0.196 0.195 0.0051 
432 0.205 0.234 0.243 0.227 0.0199 
456 0.254 0.245 0.234 0.244 0.01 ºº 
460 0.265 0.245 0.274 0.261 0.0148 
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T•h .. ll'l Crccimien10 de P. fluan.$cr.u a 1 % de diesc:l iratado fahsarbmM:ia a 660 nm) 

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
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 O.o.te 0,056 0.053 0.0042 
120 0.065 0.054 0.069 0.063 0.0078 
14.it 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 
2641 0.116 0.134 0.121 0.124 0.0093 
288 0.143 0.124 0.133 0.133 0.0095 
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 0.199 0.203 0.243 0.215 0.0243 
456 0.245 0.234 0.256 0.245 0.011 o 
480 0.25• 0.276 0.285 0.272 0.0148 

T•h .. 16. Crec:imten10 de P. nuorenecn' con la adición ggiódica de n,o, S ah!'Orbancla • 660 nm). 

tiempo (hrs) k1 k2 k3 Promedio desviación 
o 0.043 0.054 0.050 0.049 0.0056 

72 0.033 0.065 0.054 0.051 0.0163 
se o.054 o.os6 o.oss o.ose 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 0.31 o 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 0.199 0.278 0.286 0.254 0.0481 
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T•hhl 1'7. Crecimlcn1ndc P. aemsinosa con 2 % de diese! trai.do !ah5orbancia a 660 nm) 

tiempo (hrs) k 1 k2 k3 promedio desviación 
o 0.05 0.043 0.057 0.050 0.0070 

72 0.096 0.076 0.087 0.086 0.01 00 
96 0.086 0.091 0.076 0.08' 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 0.418 0.367 0.0442 
312 0.272 0.33' 0.376 0.327 0.0523 
336 0.29 0.456 0.486 0.411 0.1056 
38' 0.388 0.487 0.491 0.455 0.0595 
408 o.478 o.456 o ... 97 o.477 0.0205 
432 0.434 0.421 0.435 0.430 0.0078 
456 0.303 0.373 0.356 0.344 0.0365 
490 o ... 83 o.471 o ... 67 o.474 0.0093 

Tabla Ul Crecimlcn10 de P. O#ntEl"o.wcon 2 "~de dict.t"l 11in iratar !at-K.orhancia a 660 nm) 
tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 

o 0.051 0.049 0.056 0.053 0.0047 
19.75 0.036 0.049 0.057 0.047 0.0106 
44.75 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 0.166 0.119 0.0431 
354.25 0.114 0.144 0.166 0.148 0.0362 
445.75 0.062 0.067 0.109 0.079 0.0258 
473.25 0.133 0.116 0.097 0.115 0.0160 
566.25 0.153 0.243 0.16 0.185 0.0501 
634.5 0.091 0.075 0.156 0.107 0.0429 
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Tahla 19. Crecimiento de P. ""'"'llnoso con 1 !'i%dc dicscl ttntado !•hKlrhll.ncin • 660 nm) 

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o 0.042 0.047 0.051 0.047 0.0045 
72 0.076 0.087 0.071 0.076 0.0062 
96 0.094 0.053 0.076 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 
166 0.401 0.407 0.378 0.395 0.0153 
240 0.398 0.376 0.406 0.394 0.0144 
286 0.456 0.423 0.436 0.436 0.0166 
312 0.458 0.465 0.453 0.459 0.0060 
336 0.514 0.475 0.522 0.504 0.0251 
384 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 '. ~ 

Tahla 20 Crcelmien10 der. acrupin<>53 con I~~ de d1cscl tmtndo (ahsorhancia a 660 nm) 

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o 0.045 0.061 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 0.062 0.0111 
144 0.093 0.084 0.087 0.088 0.0046 
166 0.103 0.097 0.083 0.094 0.0103 
240 0.104 0.132 0.118 0.118 0.0140 
288 0.267 0.276 0.194 0.252 o.osos 
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 
406 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 
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T•hl• 21. Crec:lmiento dt:- P. ar,...gimna con la adición CC'Tiódica de 1 hOi (absorhDnci11 • 660 nm} 

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o 0.053 0.058 0.041 0.051 0.0067 

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 0.24'0 0.0177• 
168 0.276 0.217 0.242 0.245 0.0296 
240 0.537 0.367 0.362 0.422 0.0996 
288 0.418 0.324 0.351 0.36• 0.0484 
312 0.448 0.525 0.556 0.51 o 0.0556 
336 0.455 O.Sot3 0.532 0.510 0.0479 
384 o. 715 0.507 0.582 0.601 0.1053 
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 0.523 0.550 0.0330 

. 480 0.356 0.467 0.483 0.435 0.0692 

Tabla 22. Crcclmlen10 de Aclnctoboctcr con 2 % de di~cl 1nnudo ( ahsorhnncia a "60 nm) 

Tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o o.oso 0.041 0.063 0.051 0.0111 

72 0.062 0.073 0.057 0.064 0.0082 
96 0.063 0.081 0.051 0.065 0.0151 
120 0.081 0.093 0.087 0.087 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 0.176 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 
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T•bl• 23. Crcclmlen10 de Acine1obac1er con 2%dc di~l sin 1ra111r (ab!wrhllnci1111660 nm) 

tiempo (hra) k 1 k2 k3 promedio desviación 
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 0.0067 

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 0.096 0.()4105 
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 0.14!5 0.132 0.184 0.154 0.0271 
445.7!5 0.165 0.104 0.1!56 0.142 0.0329 
473.25 0.147 0.158 0.145 0.150 0.0070 
566.25 O.IS? 0.167 0.134 0.153 0.0169 
634.5 0.156 0.154 0.187 0.166 0.0185 

Tabla 2-L Cn-cimirnlo de Acine1ohacicrcon 1.5% de dlescl '"1tado (absorhllnci11 a 660 nm) 

Tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o o.oso 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 
166 0.174 0.181 0.191 0.182 0.0085 
240 0.193 0.195 0.176 0.189 0.0093 
264 0.209 0.215 0.211 0.212 0.0031 
266 0.197 0.230 0.207 0.211 0.0169 
312 0.270 0.291 0.287 0.283 0.0112 
336 0.310 0.315 0.307 0.311 0.0040 
406 0.320 0.317 0.318 0.316 0.0015 
432 0.360 0.364 0.348 0.357 0.0083 
456 0.350 0.348 0.351 0.350 0.0015 
460 0.363 0.351 0.349 0.354 0.0076 
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T•bl• 2!r.. Creclmlentnde Acinelob&lctcr eon 1 % de dlesel 1ra1ado ( absorhllneia a 660 nm) 

Tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o 0.041 0.050 0.057 0.049 0.0080 

72 o.oso 0.040 0.053 0.048 0.0068 
96 0.061 0.056 0.048 0.056 0.0068 
120 0.071 0.050 0.073 0.065 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 0.099 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 0.193 0.184 0.0076 
336 0.191 0.194 0.190 0.192 0.0021 
408 0.197 0.204 0.210 0.204 0.0065 
432 0.211 0.217 0.220 0.216 0.0046 
456 0.243 0.217 0.231 0.230 0.0130 
480 0.250 0.278 0.280 0.269 0.0168 

T•hl• 26. Crecimiento de Aeinetohactcrcon la adkión reriódica de ll·Oz (ah!<orhAncia a 660 nm) 

Tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o 0.060 0.051 0.067 0.059 Q.0080 

72 0.094 0.098 0.105 0.099 0.0056 
96 0.117 0.120 0.121 0.119 0.0021 

120 0.151 0.161 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 0.294 0.381 0.361 0.345 0.0456 
480 0.301 0.347 0.337 0,328 0.0242 
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T•hl• 27. Crecimiento de la mczc:la reconstituida con 2 % de diese! tnouido !absorbancia a 660 nm) 

Tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio de•vlación 
o 0.053 0.048 0.058 0.053 0.0050 

72 0.043 0.062 0.011 0.039 0.0258 
96 0.08' 0.076 0.049 0.070 0.0183 
120 0.044 0.074 0.035 0.051 0.0204 
1'4 0.087 0.096 0.052 0.078 0.0232 
168 0.133 0.121 0.12• 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 0.2•3 0.0352 
312 0.253 0.276 0.171 0.233 0.0552 
336 0.283 0.301 0.346 0.31 o 0.0324 
408 0.224 0.293 0.289 0.269 0.0387 
432 0.310 0.3A5 0.378 0.344 0.0340 
456 0.350 0.389 0.401 0.360 0.0267 
460 0.389 0.410 0.423 0.407 0.0172 

Tabla l•. Crcc:imicnto de la mc<tela R'C'onstiluida con 2% de diese! sin 1rn1ar (absorbancia a 660 nm) 

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o 0.065 o.os 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 0.0291 
142 0.024 0.037 0.146 0.069 0.0670 
161 0.056 0.042 0.136 ü.078 0.0507 
215 0.042 0.059 0.077 0.059 0.0175 
239 0.059 0.016 0.037 0.037 0.0215 
267 0.053 0.021 0.043 0.039 0.0164 

305.5 0.056 0.053 0.022 0.044 O.C1JJ8 
382.9 0.112 0.024 0.032 0.056 0.0487 
404.9 0.189 0.028 0.252 0.156 0.1155 

S'J 



---------·----------Anexos 

T•hl• 29. Crccimlcmln de 111 me7.c1a ntennstiruid• c:on 1.5% de diescl tratado (absorbencia a 660 nm) 

Tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio de&viación 
O 0.023 0.047 O.lM3 0.038 0.0129 

72 0.054 0.056 0.018 0.043 0.0214 
96 0.084 0.071 0.076 0.077 0.0066 
120 0.147 0.079 0.056 0.094 0.0473 
144 0.184 0.131 o.oso 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 
406 0.298 0.121 0.267 0.235 0.0992 
432 0.345 0.331 0.367 0.3"48 0.0181 
456 0.389 0.376 0.378 0.361 0.0070 
480 0.425 0.419 0.420 0.421 0.0032 

Tahl• .lO Cre'i.'imic:ntnde la mc7c:la. reconstituida con I"'"· de: di'="'cl tratadn (ahsorhanc;:la a 660nm) 

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o 0.053 0.048 0.052 0.051 0.0026 

72 0.010 o.oso 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 0.271 0.162 0.161 0.196 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 0.221 0.217 0.0035 
456 0.264 0.241 0.253 0.253 0.0115 
480 0.293 0.274 0,281 0.283 0.0096 
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T•bl• 31. Crecimicruo de la mc;r.c:la rec:On!ni1uida con la adición periódica de fl.O; { absorbanc;:la a 660 nm) 

tiempo (hrs) k1 k2 k3 promedio desviación 
o 0.063 0.051 0.048 0.054 0.0079 

72 0.089 0.097 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 0.163 0.156 0.0163 
166 0.289 0.297 0.250 0.279 0.0251 
240 0.31 o 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 0.3'8 0.365 0.360 0.358 0.0087 
336 0.368 0.389 0.370 0.376 0.0116 
408 0.420 0,434 0.410 0.421 0.0121 
432 0.489 0.478 0.478 0.462 0.0064 
456 0.501 0.523 0.498 0.507 0.0137 
460 o.487 o.sao o.513 o.sao 0.01 ao 

T•hla 32. Curva conttnl de r fluar~~c~".u:on medio ricptomado. 
Tiempo (hrs) kl 

o 0.053 
1.5 0.081 
2.5 0.150 

3.66 0.217 
5.16 0.340 
6.49 0.560 
7.99 0.758 
8.99 0.883 
9.99 0.899 
10.65 0.920 

T•h1• 3.J. Cu,.,,·a connnl der. an-uglnruo en medio pep10Mdo 
Ti.:mpo (hrs) k 1 

o o.oso 
l • .S 0.073 
2.S 0.143 
3.66 0.219 
.S.16 0.350 
6.49 0.522 
7.99 0.741 
8.99 0.840 
9.99 0.873 
10.65 0.910 
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T•hl• 34. Curva control de Acl,.toboa•r en medio pcptonado. 

Tiempo (hrs) kl 
o 0.041 

J.S 0.093 
:2..5 0.164 

3.66 0.240 
S.16 0.358 
6.49 0.541 
7.99 0.761 
8.99 0.850 
9.99 0.857 
J0.65 0.881 

T•bho 35. Curva control de la ~•• nx:onsdtulda en medio pqKOIUldo 

tiempo (hrs) kt 
o 0.068 

1.S o.094 
2.5 0.181 

3.66 0.2SO 
5.16 0.371 
6.49 0.570 
7.99 0.764 
8.99 0.891 
9.99 0.920 
10.65 0.944 

cuna conlrol Aclne1obac1er 

s 10 
tic-mp11 (llrs) 

IS 

,------------------! 
1 
Cun .. _control P. nuorescens ! 

¡ i 1:~ ~~~;~~~~~ ! 

' ~ ~:~ =~~2~==---=~-==---=~=-
0 

_____ ·-- ---------~~e~uu·JP ------~--
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