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RESUMEN

En los estudios de cinéticas biodegradacion microbianas, es comun considerar que el
crecimiento ocurre dentro de un sistema completamente mezclado y que la biomasa es una
mezcla de varias poblaciones heterogéneas interrelacionadas entre si, en las que cada cepa
presenta un crecimiento diferente el cual depende del sustrato y de factores ambientales.

En el presente estudio se realizd a nivel laboratorio una cinética de crecimiento en medio
liquido de un cultivo microbiano conteniendo 7 diferentes cepas aisladas de una muestra de
suelo contaminado con turbosina y aclimatadas a degradar altas concentraciones de dicho
combustible. Se presentan los resultados de las diferentes determinaciones analiticas. Los
valores corresponden al promedio de 3 corridas experimentales simultdneas con una
concentracion de 3 % v/v de turbosina como sustrato. El estudio se realiz6 durante 5 dias
con 2 eventos de muestreo procurando tomarlas cada 10 o 12 horas. El crecimiento se
cuantific6 como proteina celular por el método de Lowry, y para complementar estos
resultados se realiz6 la cuantificacidon de bacterias heterotrofas; Ademas de cuantificar la
variacién de nitrégeno amoniacal y la variacion de fésforo en forma de fosfatos con respecto

al tiempo.

La mayor tasa de crecimiento se presento en el periodo de tiempo que comprende de las 33
horas a las 47 horas con una velocidad de crecimiento u = 0.1133 h™ a pH neutro. El pH
adecuado a los microorganismos y el fésforo disponible para la transformacion de la

turbosina hizo mayor la tasa de biodegradacion y crecimiento microbiano.

Lorena Lorenzo Cardenas 1



INTRODUCCION

INTRODUCCION

Uno de los problemas importantes en materia de contaminacién ambiental a nivel mundial es el
vertido de hidrocarburos en ecosistemas acuaticos y terrestres (Rahman et al., 2002). La mayor
contaminacion es principalmente generada por procesos de embarque y desembarque de crudo
en los puertos; operaciones de prospeccion, actividades de extraccion, asi como transporte,

almacenamiento y refinacion.

Los combustibles en el suelo causan problemas ecotoxicolégico, por el potencial toxico,
carcindbgeno y mutagénico que poseen los mismos (Seoanez, 1999). En consecuencia los
efectos de las propiedades fisicoquimicas del suelo se ven alterados, sucediendo cambios en
las condiciones de fertilidad; que a su vez alteran las actividades agricolas y ganaderas;
ademas de la subsecuente afectacion de los mantos acuiferos que abastecen a la poblacion

humana.

En México, la explotacion petrolera y todos los procesos relacionados con esta actividad han
generado un incremento en la contaminacion y la disposicién de residuos en los ecosistemas
antes mencionados; esto representa graves problemas ambientales y econémicos. Por esta
razén se han desarrollado nuevas técnicas aplicables como la biorremediacion, la cual
proporciona una solucién ambiental segura efectiva y con costos relativamente bajos para la

remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

La biorremediacion es un proceso que tiene como principal objetivo acelerar la degradacion
total o parcial de un contaminante organico disminuyendo su toxicidad, movilidad e impacto
ambiental (Dua et al., 2002). La biorremediacion es conocida como un método efectivo de bajo
costo para tratar suelos que contengan combustibles y otros residuos; consiste en una
degradacion selectiva de ciertos compuestos que son metabolizados por microorganismos
autéctonos del suelo; pero la efectividad del proceso depende del tipo de combustible, de las

poblaciones microbianas y de las condiciones del tratamiento (Salanitro et al., 1997).

El valor real de la contaminacion se ve influenciado por el tiempo, tipo y cantidad de
combustible que se haya derramado sobre el suelo, asi como sus propiedades. La
biodegradacién de hidrocarburos puede verse afectada por las condiciones ambientales que se

presenten en el sitio contaminado, por este motivo es indispensable controlarlas para que la

Lorena Lorenzo Cardenas 2



INTRODUCCION

actividad de los microorganismos degradadores sea eficiente. Ademas de que el nimero y

actividad de los mismos también es importante tener en cuenta.

A partir de lo anterior, se puede establecer que la aplicacién de técnicas de biorremediacion
exige un intenso monitoreo y control de variables operacionales; entre ellas los estudios
cinéticos son de suma importancia, ya que estos indican en que tiempo y bajo qué condiciones

se tiene una eficiente actividad microbiana.

En el presente estudio se presenta una cinética de crecimiento de un cultivo microbiano

aclimatado a degradar altas concentraciones de turbosina en condiciones aerobias.

Justificacion
Estudios previos realizados en el laboratorio han mostrado la degradacion de turbosina en un
suelo contaminado, por lo que se consider6 necesario conocer la cinética de reproduccion

utilizando un cultivo enriquecido aislado a partir de suelo.

Objetivo General
% Realizar a nivel laboratorio una cinética con un cultivo microbiano aclimatado para

degradar altas concentraciones de turbosina.

Lorena Lorenzo Cardenas 3



2. MARCO TEORICO

2.1. El Petréleo

La industria petrolera es fundamental en nuestro pais, por afio se extraen millones de toneladas
de petréleo de yacimientos terrestres subterraneos y maritimos. La mayor parte es utilizada
como combustible y una fraccion en forma volatil, que en conjunto representa la principal fuente
de energia industrial y doméstica. Tan s6lo en nuestro pais la produccion promedio de crudo es
de aproximadamente 2.85 millones de barriles diarios y paralelamente se extraen unos 1295
millones de metros cubicos diarios mundiales (Schifter, 1998).

La vida sin el petréleo no podria ser como la conocemos. Del crudo se obtienen combustibles
para todo tipo de motores y transportes. Se utiliza para generar electricidad, obtener energia
calorifica para fabricas, hospitales, oficinas y diversos lubricantes para maquinaria y vehiculos.
La industria petroquimica usa productos derivados del petrleo para la fabricacion de plasticos,
fibras sintéticas, detergentes, medicinas, conservadores de alimentos, hules y agroquimicos
(Ayllon y Chavez, 1994)

El petréleo ha transformado la vida de las personas y la economia de las naciones. Su
descubrimiento creé rigueza, modernidad, ciudades industriales présperas y nuevos empleos,

motivando el crecimiento industrial (Schifter, 1998).

El crecimiento industrial en el mundo ha provocado el surgimiento de nuevos problemas en
donde los de mayor impacto son los ambientales. La mayoria de las industrias generan
contaminacién en sus diferentes etapas productivas. EI ambiente se puede afectar ya sea

contaminando el aire, el agua o el suelo (Alvarez-Manilla et al., 2002)

La contaminacion de suelos y acuiferos ocasionada por la industria petrolera se presenta
durante actividades de extraccion, refinacion, petroquimica, transporte, distribucion,
almacenamiento y comercializacién; por lo que en México todas las empresas de PEMEX estan

involucradas, Refinacion, Exploracién y Produccién. Gas y Petroquimica Basica (Saval, 1995).

2.1.1. Extraccién y refinacion del petroleo

Para obtener petroleo de las entrafias de la tierra, se hace una perforacion en el terreno donde

se sospecha la existencia de petroleo, y este se bombea, o bien se deja que la presion natural,

Lorena Lorenzo Cardenas 4



2. MARCO TEORICO

lo eleve hasta la superficie. Cuando la perforacion ha alcanzado la zona petrolifera, se procede
a la puesta en servicio del pozo, operacién delicada si se quiere evitar problemas riesgosos,
como los incendios.

Una vez realizada la extraccion del crudo, éste es llevado por los bugues-tanques, por vagones

especiales o modernos oleoductos, a la refineria.

El petrdleo crudo es depositado en los tanques de almacenamiento, en donde permanece por
varios dias para sedimentar y drenar el agua que normalmente contiene. Posteriormente, es
mezclado con otros crudos sin agua y es bombeado hacia la planta para su refinacion.

Una vez en la refineria comienza el proceso llamado destilacion, el cual es fundamental, pues
permite hacer una separacion de los hidrocarburos aprovechando sus diferentes puntos de
ebullicion, que es la temperatura a la cual hierve una sustancia (Rosenberg y Ron, 1999).

El primer paso de la refinacién del petréleo crudo se cumple en las torres de "destilacion
primaria" o "destilacién atmosférica". En su interior, estas torres operan a una presion cercana a
la atmosférica y estan divididas en numerosos compartimientos a los que se denominan
"platos”. Cada plato tiene una temperatura diferente y cumple la funcién de fraccionar (separar)
los componentes del petréleo. El crudo llega a estas torres después de pasar por un horno,
donde se calienta a temperaturas de hasta 400 grados centigrados que lo convierten en vapor.
Esos vapores entran por la parte inferior de la torre de destilacion y ascienden por entre los

platos a medida que suben pierden calor y se enfrian (SENER, 2010)

Cuando cada componente vaporizado encuentra su propia temperatura, se condensa y se
deposita en su respectivo plato, al cual estan conectados ductos por los que se recolectan los
distintos cortes de destilacion. Al fondo de la torre queda el crudo que no alcanz6 a evaporarse

en esta primera etapa. Se cumple asi el primer paso de la refinacion.

De abajo hacia arriba se han obtenido, en su orden: gaséleos, queroseno, turbosina, nafta y
gases ricos en butano y propano. Algunos de estos, como la turbosina y queroseno son
productos ya finales. Las demas cortes del destilado se envian a otras torres y unidades para
someterlas a nuevos procesos, al final de los cuales se obtendran los demas derivados del
petroleo. En la Figura 1 se esquematizan los principales productos de la refinacién y sus usos
(PEMEX, 2002; SENER, 2010)

Lorena Lorenzo Cardenas 5



2. MARCO TEORICO

El petréleo crudo, como tal, no tiene aplicaciones; por lo que se debe transformar mediante un
proceso de refinacion; es en este punto donde la propiedad mas importante para la refinacion

es la temperatura de ebullicion

— Recuperacidn y endulramiento de
aGLP
RIS £ saturado |L

1 Destilaciin 9
atmosféna Isomerizacion C'Ce

4 ]
k4 Gasolina
Hid rotratamiento Reformacién [ F :l

fincheye
hid rosulfuracidn)

primaric a FOC

[primaria)

2 Destilacidn petroquimicos
al vacio
[secundaria) i-04 Gas licuado ‘
L de petrdleo

Coquizacion m
7 Metil
Metil Erer Tesbutil Erer nCq
(TAME) (MTEE) | ’E

tratamientos
L W | Combustélen

Figura 1. Refinacién del petréleo (Fuente: SENER. Prospectiva de petroliferos 2002-2011)

2.1.2. Clasificacion de los hidrocarburos del petroleo

En términos quimicos, el petroleo es una mezcla de compuestos a base de carbono e
hidrogeno, con o sin otros elementos metalicos. Estos compuestos pueden estar en estado
liquido, gaseoso o sdlido y dependiendo de la naturaleza de los mismos y de las condiciones
existentes de temperatura y presion, la composicion de los mismos varia. Esta mezcla es
compleja dada la capacidad del carbono de formar cuatro enlaces con otros atomos. Las
cadenas formadas por el carbono se conocen como compuestos alifaticos y debido a sus
enlaces se nombran como enlaces sencillos (alcanos), dobles (alquenos) o triples (alquinos)
(Vander, 2006).

Las familias de compuestos existentes generalmente en el petréleo se agrupan en: parafinas
(alcanos), isoparafinas, olefinas (alquenos), naftenos, compuestos aromaticos y compuestos de

azufre, nitrégeno y oxigeno. Las parafinas son la familia mas numerosa en el petréleo crudo,

Lorena Lorenzo Cardenas 6



2. MARCO TEORICO

éstas pueden ser lineales o ramificadas (isoparafinas) y la longitud de éstas varia de 1 a 40
atomos de carbono. Las moléculas en las que se forman ciclos de carbono saturados son los
naftenos, son un componente minoritario del petréleo crudo, y cuando presentan dobles
uniones alternas (anillo bencénico) se tiene la familia de los aromaticos. Ademas hay
hidrocarburos con presencia de azufre, nitrégeno y oxigeno formando familias bien
caracterizadas, y un contenido menor de otros elementos (Valderrama, 2008). A continuacion
una breve explicacion de las familias de hidrocarburos.

Hidrocarburos saturados (IMP, 2011)

Los hidrocarburos saturados son los principales compuestos encontrados en el petréleo y en
sus derivados. Su estructura consiste en enlaces simples C-C, estas moléculas pueden tener
diversas configuraciones:

Alifaticos: lineales o ramificados, con la formula general: C,Hno

Los nombres comunes para este tipo de compuestos son alcanos e isoalcanos; pero para la

industria del petréleo se refieren a estos compuestos como parafinas e isoparafinas,

respectivamente.
CH3CHaCHaCHS CH3CHLCH;
Ejemplos: Butano CH,
fsoburtano

Aliciclicos: compuestos ciclicos con la formula general: C,Ha,
Estos compuestos son hidrocarburos saturados que tienen en su estructura uno o mas anillos,
los cuales pueden también contener cadenas unidas saturadas. Estos compuestos son

llamados cicloalcanos. La industria del petréleo los denomina comdnmente naftenos o

Ejemplos: O

Ciciogicano  Metiiciclopentano

cicloparafinas.

CH,

Lorena Lorenzo Cardenas 7



2. MARCO TEORICO

Hidrocarburos Insaturados
Esta clase de compuestos tiene &tomos de carbono en la molécula unidos por un enlace doble
o triple. Estos compuestos no se encuentran en el petréleo crudo y son producidos

principalmente en el proceso de craking en la produccion.

Alguenos /Olefinas: estos compuestos pueden ser cadenas lineales, ramificados o compuestos
ciclicos. La formula general es: C,H,,

Ejempilos:
H,C=CH, H,C=CHCH,CH3;
Eteno 1-Buteno

Alguinos /Acetilenos: estos compuestos se presentan en cadenas lineales y estructuras
ramificadas. La formula general es: C,H,,,.,
Ejemplos:
HC=CCH; HC=CCH,CHj;
Etino 1- Butino

Aromaéticos (IMP, 2011)

La estructura de estos compuestos se basa en la estructura del anillo del benceno el cual es un
anillo aromatico simple con la férmula general: C,H,. La molécula de benceno puede tener uno
0 mas atomos de hidrogeno sustituidos por radicales alquilos, dando como resultado
compuestos llamados alquil bencenos; o puede haber dos o mas anillos aromaticos unidos
llamados hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs). Todos los derivados del petréleo
(excepto algunos solventes) contienen compuestos aroméaticos. Varios HAP's pueden ser

contaminantes persistentes, particularmente en la matriz del suelo y sedimentos; son analitos

Estructura: @

blancos semivolatiles.

Lorena Lorenzo Cardenas 8



2. MARCO TEORICO

el
=0

Naftaiano 2> Metiinaftaliano Fenantrano

Alquilbencenos (IMP, 2011)
Los monoaromaticos, como el benceno, el tolueno y los xilenos, tienen una parecida solubilidad

en agua, por lo tanto una mayor movilidad en ambientes acuosos. Los BTEX son considerados
analitos volatiles.

Ejempilos:
CH
CH3 CH3 CH3 3
CH;
CH;
Talena o= Klizho e Xileho CH,

- Klieno

Otros compuestos (IMP, 2011)
El petréleo contiene trazas de compuestos organicos que no se consideran hidrocarburos, estos
compuestos contienen oxigeno, nitrégeno y azufre. Estos compuestos son concentrados en las

fracciones pesadas de destilacion y en los residuos durante el refinado. Se hace referencia a
ellos frecuentemente como asfaltenos.

Por definicion, estos compuestos no son hidrocarburos.

Ejempilos:

Lorena Lorenzo Cardenas 9



2. MARCO TEORICO

2.1.3. La actividad petrolera en México

México es un pais productor de petréleo. El petréleo es administrado por el gobierno federal a
través de la compafiia paraestatal Petréleos Mexicanos (PEMEX), y es ésta la que lleva a cabo
todos los procesos tanto de exploracién, explotacion y procesamiento del petréleo (PEMEX,
1988).

En todo el territorio nacional existen importantes yacimientos que se encuentran en las
regiones Sur (compuesta por Villahermosa y Tabasco), la region Norte (Poza Rica y Veracruz) y
la regién Marina (Ciudad del Carmen y Campeche) (PEMEX, 2009; Schifter, 1998).

PEMEX REFINACION es el organismo subsidiario de Petrdleos Mexicanos encargado de
realizar la refinacion del petréleo, cuenta con seis refinerias con capacidad de procesamiento
primario de 1.54 millones de barriles diarios; opera una red de oleoductos y de ductos de
13.762 mil kildmetros (4.647 de oleoductos y 9.115 de la red de poliductos) que conecta a las

refinerias con 77 centros de ventas (PEMEX, 2010)

Las seis refinerias son: Cadereyta con una produccion de 275 MBD (millones de barriles
diarios), Ciudad Madero con 190 MBD, Minatitlan con 185 MBD, Salamanca con 245 MBD, Tula
315 MBD y Salina Cruz con 330 MBD; ademas cuenta con una capacidad conjunta de
almacenamiento de petrdleo crudo y productos terminados de 13.9 millones de barriles
(PEMEX, 2009) (Figura 2).

Cada crudo es diferente y éste genera fracciones que tienen propiedades fisicoquimicas
desiguales, y de esto depende su clasificacion mundial, esta clasificacion est4 dada por una
asociacion estadounidense de la industria petrolera que patrocina una division de la produccion
petrolera; sus siglas de American Petroleum Institute (API). Esta asociacion publica codigos que
se aplican en distintas areas petroleras y elabora indicadores, como el peso especifico de los

crudos que se denomina "grados API".

El grado API, es una medida de densidad que describe que tan pesado o liviano es el petréleo
comparado con el agua. Si los grados APl son mayores a 10, es mas liviano que el agua, y por
lo tanto flotaria sobre ésta. El grado APl es también usado para comparar densidades de

fracciones extraidas del petréleo (NOOA/HMRAD y API, 1994)
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Figura 2. Principales refinerias, poliductos y oleoductos de México en las diferentes regiones

(Fuente: Petréleos Mexicanos, Pemex Refinacion, 2010)

Generalmente, un mayor valor de API representa que este tiene un mayor valor comercial. Esto

basicamente debido a la facilidad (operacional y econémica) de producir destilados valiosos

como gasolina, turbosina y gaséleo con alimentaciones de crudos livianos y a los altos

rendimientos de los mismos. Esta regla es valida hasta los 45 grados API, mas alla de este

valor las cadenas moleculares son tan cortas que hacen que los productos tengan menor valor

comercial.
En México existen tres tipos de petréleo como puede observarse la tabla 1 (IMP, 2011):

Tabla 1. Diferentes tipos de petréleo en México y su grado API

Olmeca: Superligero con densidad de 39.3 grados APl y 0.8% de azufre en peso.

Istmo: Ligero con densidad de 33.6 grados APl y 1.3% de azufre en peso.

Maya: Pesado con densidad de 22 grados API y 3.3% de azufre en peso.
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Conforme al proceso de refinacién del petréleo crudo en el Sistema Nacional de Refinacion de
PEMEX; los productos principales que se generan en las diferentes refinerias del pais se
exponen en la tabla 2:

Tabla 2. Produccién de los diferentes productos de refinacion del petroleo crudo en México
(Fuente: PEMEX REFINACION, 2002)

Elaboracién de productos en refinerias Miles de barriles diarios
Gas licuado 31
Gasolinas 398
Turbosina 57
Diesel 267
Combustoleo 450
Otros 73

2.2. Turbosina

La turbosina es también conocida como Jet Fuel (JP), es el combustible para turborreactores
de combustién interna y es el mas ampliamente utilizado en el campo de la aviacion. El
combustible contiene parafinas, (alcanos), cicloparafinas (cicloalacanos), compuestos

aromaticos y olefinas, entre aproximadamente 9 y 20 &tomos de carbono.

Los compuestos aromaticos de interés incluyen alquilbencenos, toluenos, naftalenos e
hidrocarburos policiclicos aromaticos.

El combustible de aviacion tiene basicamente la misma composicién del Keroseno, pero esta
bajo especificaciones mas estrictas. Dependiendo del origen del crudo y del método de
produccion podria considerarse que la composicion de la turbosina varia (Roy, 1997). En la

tabla 3 se resume el uso de diferentes tipos de turbosina.

El combustible mas utilizado y conocido es el JP-A y Jet A-1, ya que son los mas usados en la

aviacion comercial. En los siguientes parrafos a este tipo de combustible se le denominara solo
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como turbosina para fines practicos y por el hecho de que en México es conocido con este

nombre y es el que mas se utiliza (SENER, 2010).

Tabla 3. Tipo de turbosina y sus aplicaciones para Estados Unidos de América 1997.

Tipo de Turbosina o Jet Fuel (JP) Usos
JP-1 Producto de baja calidad
JP-4 Usado en la aviacion militar de la Fuerza Aérea
JP-7 En aviones avanzados supersénicos
JP-8 Parecido a JP A-1 utilizado en nuevos modelos militares
JP-A En aviacion civil
JP A-1 En aviacion civil y en algunos modelos militares

A continuacién se observan los siguientes figuras 3 y 4 se puede apreciar los porcentajes de
produccion de los diferentes combustibles extraidos del petréleo en México (la turbosina se
encuentra en el grupo de Otros petroliferos) y precios de la turbosina con respecto a las

gasolinas y diesel que son los combustibles mas vendidos en México (SENER, 2010).

2007

Otros
petroliferos

20%

Figura 3. Porcentajes de la produccién de los diferentes petroliferos en el 2007.
(Fuente: SENER, 2010)
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Figura 4. Precios de los principales petroliferos 1997-2007. (Fuente: SENER, 2010 y Petréleos

Mexicanos. Base de Datos Institucional, 2009)

2.2.1. Informacion fisicoquimica de la turbosina

La turbosina es una mezcla principalmente de hidrocarburos saturados y aromaticos. Muchos
de estos compuestos estan presentes también en diesel. Los mas de cien hidrocarburos que
se encuentran en la turbosina pueden ser divididos en pocas clases de hidrocarburos con
propiedades similares. Estos incluyen parafinas (alcanos), cicloparafinas (cicloalcanos),

aromaticos (anillos de seis carbonos saturados) y olefinas (alquenos y cicloalquenos).

Un 75-95% por volumen de los hidrocarburos de la turbosina son compuestos parafinicos y
nafténicos, teniendo limitado el contenido de aromaticos de un 10-25% por volumen; finalmente
las olefinas son los compuestos mas reactivos y sélo son permitidos en 5% por volumen. Sin

embargo, la composicion especifica de este combustible varia de un lote a otro (Roy, 1997).

La turbosina también puede contener diferentes aditivos, como son los compuestos sulfurados,
gomas, alcoholes, acidos nafténicos, antioxidantes e inhibidores del punto de cristalizacion y de

corrosion (Roy, 1997).

En la Tabla 4, se muestra las principales caracteristicas de la Turbosina comercial en México
(PEMEX, 1998)
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Tabla 4. Principales caracteristicas de la turbosina. (Fuentes: National Park Service, Water
Resources Divisions, 1997. PEMEX REFINACION, 1998)

Caracteristica
Grado API 37/51
Punto de fusion, °C, min 43
Densidad relativa (H20 = 1) 20/4 °C 0.772/0.837
Punto de cristalizacion, F, max - 40
Temperatura de ebullicion (°C) 160-300 a 760 mm Hg (aprox)
Contenido de compuestos sulfurados, % peso 0.035
Contenido de compuestos nafténicos, % peso 1.59
Contenido de aromaticos, % vol. 18.5
Contenido de olefinas, % vol. 1.0

2.2.2. Toxicidad de la turbosina

Por ser un combustible de aviacion la turbosina es producida bajo especificaciones muy
estrictas, ya que de éstas depende un vuelo seguro; sin embargo, como todos los productos
derivados del petréleo, la identificacion exacta de los hidrocarburos que la constituyen varia con
la composicion del crudo original y con el proceso de refinacion (Landis et al., 1993).

La toxicidad de la turbosina va de moderada a aguda en los seres vivos, esto depende al tipo y
concentracion de compuestos aromaticos que contenga. En términos generales, el riesgo
potencial enfocado a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (siglas en ingles HAPS); debido a
su persistencia y a los potenciales efectos cronicos pueden contribuir a largo plazo a cambios
en el higado y efectos dafiinos sobre los rifiones, corazdn, pulmones y sistema nervioso,
incrementando el indice de cancer, enfermedades inmunoldgicas, efectos en la reproduccion,
efectos genotdxicos que han sido asociados a por lo menos un compuesto presente en la
turbosina (NOOA/HMRAD y API, 1994).

En la actualidad existe el debate de como los HAPs y otros compuestos aromaticos en mezclas
tipicamente complejas, se pueden clasificar como carcinégeno y los detalles de como

funcionan éstos en el ambito ecolégico y humano.
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2.3. El suelo

El suelo es un sistema abierto en el espacio y en el tiempo, que no es no renovable; esti
constituido por tres fases: la fase sélida, compuesta a su vez por la fraccion mineral y la
orgéanica; la fase liquida, que es principalmente agua con sales disueltas y la fase gaseosa, que
ocupa el espacio que la fase liquida deja libre en la porosidad del suelo (Vallejo et al. 2005).
Como consecuencia de estas tres fases, el suelo presenta propiedades que dependen de la

composicion y la constitucion de sus componentes.

Los gases y la dinAmica general del agua ejercen también un papel importante, el primero
proporciona el suficiente oxigeno para la actividad microbiana; y el segundo esta relacionado
con el exterior en lo que se refiere a los aportes, como son las fuentes, la lluvia o la infiltracion y
en lo que se refiere a las pérdidas, como son la evaporacion o la infiltracion de las aguas

subterraneas (acuiferos y corrientes).

El suelo no sélo esta confinado a la importancia que éste tiene sobre el ambiente; sino también

a la importancia que éste tiene en la vida cotidiana e industrial.

Las principales funciones que el suelo posee, son las siguientes (Saval, 1999):
e Regulador de los ciclos del agua y biogeoquimicos.
e Medio filtrante del agua que recarga a los acuiferos y consiguientemente la proteccion
de los mismos.
e Espacio de actividades agricolas, ganaderas, forestales y recreativas.
e Habitat de una gran diversidad de organismos.
e Base de la construccion de obras civiles.

e Hospeda la riqueza cultural de la historia y el paisaje.

2.3.1 Actividad depuradora del suelo

El conjunto de las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo lo hacen un sistema
importante en los ciclos biogeoquimicos, en los que actia como un sistema apreciablemente
complejo, capaz de realizar funciones de filtracion, descomposicion, neutralizacién, inactivacion

y almacenamiento. Por todo ello el suelo actia como barrera protectora; es decir, que posee
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una cualidad de amortiguacion de otros medios mas sensibles, como los hidrologicos y los

biolégicos.

El suelo es también considerado como un sistema depurador, ya que es capaz de degradar
varios compuestos o inmovilizarlos. Esta capacidad depuradora es resultado de la suma de
varios mecanismos, los cuales son: neutralizacién, degradacién bidtica o abidtica, adsorcion,

reacciones complejas, inmovilizacion y filtracion, entre otras.

La capacidad depuradora del suelo no es infinita, en ocasiones el umbral de depuracién se ve

seriamente rebasado al punto de ser imposible y da como resultado la degradacién del mismo.

La mayoria de los suelos presentan una elevada capacidad de depuracion es diferente para
cada tipo de suelo y para cada tipo de contaminacién; es decir, no va actuar de la misma

manera si el contaminante es un hidrocarburo a cuando es un agente quimico de otra indole.

La capacidad de amortiguamiento del suelo, su resiliencia y su capacidad de filtrar y absorber
sustancias contaminantes hacen que los dafios no se perciban hasta una fase muy avanzada.
Es probable que ésta sea la razén principal por la que no se haya fomentado la proteccién del
suelo en la misma medida que la proteccion del aire y del agua (Seoanez, 1999).

2.3.2 Contaminacion del suelo y consecuencias

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO, siglas de
Food and Agriculture Organization) define la contaminacién como una forma de degradaciéon

quimica que provoca la pérdida parcial o total de la productividad del suelo (FAO, 1996)

El suelo puede degradarse al acumularse en él sustancias a niveles elevados que se convierten
en toxicas, lo que repercute en el comportamiento natural del mismo, fisica, quimica y
biol6gicamente; situacion que provoca la pérdida parcial o total de su productividad. Puede
considerarse como degradaciéon del suelo, a toda modificacién que conduzca a su deterioro
(Seoanez, 1999)

Las causas mas frecuentes en la contaminacion del suelo son debidas en gran medida a las

actividades humanas, que al desarrollarse de una manera inadecuada producen un cambio
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negativo de las propiedades del mismo. Estas actividades suelen ser directas o indirectas; las
directas estan relacionadas con agricultura, actividad forestal, ganadera y el riego, las indirectas
son las industriales, de eliminacion de residuos y de transporte, entre otras (Agencia Europea
de Medio Ambiente (EEA, 2002)

Entre las consecuencias de la contaminacién del suelo se destacan las siguientes (EEA, 2002):
e Moadificacion de las propiedades fisicoquimicas.
e Deterioro de la estructura.
e Disminucion de la capacidad de retencion del agua por degradacion de la estructura o
por pérdida de suelo.
e Incremento de la toxicidad, ya que al perder la capacidad autodepuradora las

concentraciones de contaminantes se elevan.

2.3.3 Contaminacioén del suelo con hidrocarburos

Las caracteristicas determinantes de los hidrocarburos en el suelo son las siguientes: densidad,
presion de vapor, coeficiente de particion de suelo, polaridad (EEA, 2002), electronegatividad e
hidrofobicidad, esta Ultima es la caracteristica quimica mas importante para asegurar lo
siguiente: (a) movilidad quimica, (b) estabilidad quimica, (c) acumulacion quimica, (d)
bioacumulacién quimica y (e) sorcién quimica y solubilidad en el agua. La alta solubilidad de un
compuesto promueve su mayor movilidad y tiene menor probabilidad de ser acumulativo,
bioacumulativo, volatil y persistente; por lo tanto tiene una mayor probabilidad de ser
biodegradado y metabolizado por los microorganismos el contenido de materia organica del
suelo o sedimento es importante en la adsorcion de los contaminantes organicos (Dorronso y
Garcia, 2004).

Ademas de las caracteristicas fisicas y quimicas antes mencionadas de los compuestos
contaminantes, también se toman en cuenta las caracteristicas del medio, como son la unidad
del suelo, permeabilidad, estructura, tamafio de las particulas, contenido de humedad y de
materia organica, asi como la profundidad del manto freético, factores climatolégicos como la
temperatura y la precipitacion pluvial también tienen una gran influencia. Todas las variables en
su conjunto definen el tamafio y la distribucién tridimensional del frente de contaminacion en

una zona especifica.
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La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) (SEMARNAT, 1996),
establece que las propiedades fisicas del suelo mas afectadas por derrames de hidrocarburos
son:

e La estructura del suelo debido a la ruptura de los agregados.

e Aumento de la retencion del agua en la capa superficial.

e El potencial hidrico.

Las propiedades quimicas del suelo méas afectadas por un derrame de hidrocarburos son
(SEMARNAT, 1996):
e Aumento de carbono organico, ya que el 75% del carbono del petréleo crudo es
oxidable.
e Disminucién del pH, debido a la acumulacién del carbono organico y generacion de
acidos organicos.
e Aumento del manganeso y hierro intercambiable.
e Aumento del fosforo disponible.
Los efectos téxicos de los hidrocarburos en el ambiente dependeran de (SEMARNAT, 1996):
e La cantidad y composicion del producto.
e La frecuenciay tiempo de exposicion.
e El estado fisico del derrame.
e Las caracteristicas del sitio donde sucedio el derrame.
e Variables ambientales como temperatura, humedad y oxigeno
e El uso de dispersantes quimicos.

e La sensibilidad de la biota especifica del ecosistema impactado.

2.3.3.1 Contaminacién de suelos con hidrocarburos en México

La principal causa de contaminacion de suelos con petroleo y sus derivados se debe
principalmente a derrames o fugas, ocasionados por diversas causas entre ellas, los accidentes

durante la carga y descarga (Alvarez-Manilla et al., 2002; Flores et al., 2004).

En el afio 2009, un estudio realizado por la PROFEPA arrojé los siguientes datos mostrados en
la figura 5. De acuerdo con las cifras reportadas por la Procuraduria Federal de Proteccién al

ambiente (PROFEPA), el tipo de eventos ocurridos en emergencias ambientales durante el
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periodo 1993-2009 se debe a fugas o derrames, seguido por las fuego y explosion (PROFEPA,
2010) (Figura 6).

Localizacion Fuego Otro Tipo
Maritima Explosion  65% [0
74% 2% |\
Termestre Fuga o
526% Derrame
86,9%

Figura 5. Localizacién y Tipo de las Emergencias Ambientales Reportadas a la PROFEPA
(Fuente: PROFEPA 2009)

Conforme a los datos anteriores se deduce que el principal problema, desde el punto de vista
de contaminacion, son los derrames en el caso de los combustibles trasportados por carretera,
que en los udltimos afios han ocupado el primer lugar; para el caso de las emergencias
ambientales suscitadas en la red de ductos, se consideran las fugas (PROFEPA, 2010).

La contaminacién de suelos por fugas ocurre principalmente durante el transporte de
hidrocarburos a través de la red de ductos con la que cuenta actualmente PEMEX, ademas de
la toma clandestina.

Cerca de la mitad de los ductos tienen mas de 30 afios de operacion, por lo que son

susceptibles a la corrosion y fallas del material.

Fuego OO Fuga

Explosion  6.0% 0.9% 9.9,
4.7T%

Derrame
78.9%

Figura 6. Tipo de eventos ocurridos en emergencias ambientales durante el transporte
(Fuente: PROFEPA, 2010)

Lorena Lorenzo Cardenas 20



2. MARCO TEORICO

Se ha identificado que gran parte de las fugas de combustibles contaminantes ocurre en zonas
donde el suelo no tiene ningun recubrimiento; y que en los ductos, el mal estado de los
empaques produce un goteo constante de combustible, que de manera individual no son
significativas para la cantidad transportada, sin embargo, si se suman estos pequefios
derrames, se obtienen cantidades de importancia que viajan al suelo y producen contaminacién
(Alvarez-Manilla et al., 2002).
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Figura 7. Porcentaje de casos con afectaciones al medio ambiente
(Fuente: PROFEPA, 2003)

De acuerdo con los datos de la PROFEPA, se puede apreciar en la figura 7, que el suelo fue el
medio mas se afectado durante el periodo 1999-2001, con un porcentaje promedio para los tres
afos de un 80% (Flores et al., 2004).

A partir de lo anterior, se deduce que la mayor parte de los derrames han afectado al suelo.

2.4 Normatividad

Una vez que se ha diagnosticado el estado de contaminacion del suelo en un sitio, se deben
plantear opciones para su limpieza hasta niveles aceptables, es decir, el limite maximo de
contaminacién que se aceptara en un suelo después de haber sido sometido a un tratamiento

de remediacion.
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En la actualidad, la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 establece los limites maximos permisibles
de hidrocarburos en suelos afectados, las especificaciones para la caracterizacion del sitio, las
especificaciones ambientales para la remediacion, la evaluacion de la conformidad y el grado

de concordancia con normas internacionales (DOF, 2005).

2.5 Biorremediacion

Es un proceso biolégico que consiste en el uso de microorganismos para degradar o
transformar sustancias peligrosas presentes en un sitio contaminado formando compuestos no
téxicos como agua, diéxido de carbono, acidos grasos y otros productos inocuos. Es una de las
técnicas mas prometedoras para tratar suelos contaminados, ya que ofrece una solucion

permanente.

Al contrario de la biodegradacién que se produce naturalmente, la biorremediacion es un
proceso dirigido por el hombre generalmente con el propésito de subsanar el medio ambiente,
empleando los microorganismos que existen de manera natural en el suelo tales como hongos,
bacterias y levaduras aclimatados para degradar el contaminante de interés y adicionados

externamente al suelo.

El conocimiento sobre las rutas de degradacion microbiana de contaminantes, es conocido por
estudios realizados con microorganismos aislados en cultivos a nivel laboratorio. Para entender
este proceso es necesario tomar en cuenta tres objetivos principales, los cuales son: (1)
Degradacion de productos del petréleo por la poblacion microbiana, (2) los factores que afectan
el proceso de biodegradacion y (3) la estructura quimica del producto del petréleo sobre el
proceso de biodegradacion. A continuacion se explicardn los puntos antes mencionados
(Englert et al., 1993).

2.5.1 Clasificacion de las técnicas de remediacion

Las técnicas para remediacion de suelos contaminados se han desarrollado en los ultimos
afos, principalmente como resultado de las acciones por parte de los gobiernos, como es la
expedicion de leyes y reglamentos que hacen responsables a los propietarios de las industrias
o de la tierra, de la contaminacion que ocasionan sus actividades, exigiéndoles la limpieza del

suelo contaminado. Aun en los paises desarrollados, la experiencia sobre remediacion de suelo
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es relativamente reciente, las universidades y empresas contindan desarrollando técnicas para
limpieza del suelo, las cuales se someten a evaluacién sobre la practica segun la politica que

para tal efecto tiene cada pais.

En México la clasificacion de las técnicas de remediacién de suelos contaminados esta regida
por el Reglamento de la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los residuos en la
Seccion V Articulo 143 (DOF, 2006), en donde se clasifican conforme a su forma de operacién o
aplicacion en los siguientes tipos:

e Se considerard que los suelos son tratados a un lado del sitio (in situ), cuando el
tratamiento se realiza sobre un area adyacente al sitio contaminado o sobre un area
dentro del sitio contaminado, previa remocion del suelo y materiales semejantes a
suelos.

e Seran suelos tratados fuera del sitio (off site), cuando se remueve el suelo y los
materiales semejantes a suelos contaminados a un lugar fuera de aquél donde se

ubican, para someterlos a tratamiento en instalaciones fijas autorizadas.

Las caracteristicas de las técnicas de biorremediacién en general son las siguientes:

* Econdmicas: mas baratas que otras tecnologias.

* Efectivas: los contaminantes son realmente degradados.

* Versatiles: el proceso se adapta a las condiciones del sitio segun sus requerimientos.

» Seguras: no causan danos al ambiente.

La biorremediacion funciona para:

+ Compuestos organicos en suelos y cuerpos de agua que sean biodegradables o
biotransformables.

» Compuestos inorganicos en cuerpos de agua que son bioacumulables o biotransformables.

» Compuestos organicos e inorganicos en suelos que sean biotransformables (Flores et al.,
2004).

La biorremediacion no funciona para:

» Compuestos organicos recalcitrantes ya que no son biodegradables (Flores et al., 2004).
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2.5.2 Ventajas y desventajas de la biorremediacién
Ventajas
e Se pueden usar microorganismos naturales propios del suelo, para degradar sustancias
peligrosas o sustancias menos téxicas, o inocuas.
e Es un proceso natural, eficaz en funcién del costo, que puede aplicarse a muchos

desechos organicos comunes.

e Por su costo y eficiencia ofrece ventajas sobre otros sistemas utilizados para la
degradacioén, o separacién de contaminantes en suelo y agua

e El suelo puede ser reincorporado a su vocaciéon natural.

e Las bacterias exdgenas o degradadoras de los contaminantes mueren cuando los

nutrientes y los contaminantes organicos se agotan (Flores et al., 2004).

Desventajas de la biorremediacion
e En las arcillas es muy dificil llevar a cabo una biorremediacion debido a la baja
permeabilidad.
e Requiere de mucho tiempo segun el tipo de contaminante.
e En ocasiones, las bacterias se inhiben por la alta concentracién de contaminantes.
e En ocasiones se promueve involuntariamente la volatilizacion de hidrocarburos (Flores
et al., 2004).

2.5.3 Biodegradacién microbiana de hidrocarburos en suelo

Existen varios mecanismos 0 procesos por los cuales los contaminantes organicos sufren
cambios o degradacién; esto depende de la funcionabilidad quimica del compuesto, ya que
puede ser retenido o inmovilizado, lo que impide su transferencia a otros medios y retarda, en
principio su degradacién. No obstante la principal forma de degradaciéon del compuesto o
compuestos organicos en el suelo se da a través de procesos de biodegradacion, debido a la
relativamente elevada concentracién de microorganismos que catalizan las reacciones quimicas
(Domenech y Peral, 2006).

Se halla considerable evidencia de que la turbosina puede ser biodegradada en el suelo. Se

sabe que varios de sus componentes son degradados por microorganismos. Un aumento en la
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actividad microbiana tras la adicion de turbosina al suelo ha sido asociada con el incremento del

crecimiento microbiano y la disminucién de los hidrocarburos residuales (Eve, 1992).

Comparaciones hechas en el laboratorio entre suelos contaminados y no contaminados con
turbosina muestran que ambos son capaces de generar actividad degradadora bajo condiciones
aerobias, cuando nitrégeno, fésforo y minerales traza son adicionados (Vallejo et al., 2005). El
estudio realizado en 1990 muestra que el suelo no contaminado present6 una fase lag antes de
gue la biodegradacién haya iniciado, mientras que en el suelo contaminado la biodegradacién
ocurri6 en forma inmediata (Song et al., 1990). Estos datos indican la importancia de la
adaptacion microbiologica a la biodegradacion de la turbosina en el suelo.

Otros experimentos realizados en ese mismo afio en suelos no aireados muestran que la
biodegradacién de los hidrocarburos ocurre, pero es considerablemente reducida comparada
con la degradacion en condiciones aerobias. Ellos mismos sostienen la evidencia de que la
mayor parte de la biodegradacion de turbosina ocurre en presencia de oxigeno (Song y Bartha,
1990).

En contraste con los ejemplos antes mencionados existen varios reportes en la literatura, donde
la adicién de microorganismos degradadores de compuestos organicos no mostré ningun efecto
en el suelo o cuando los microorganismos eran incluso inferiores a la flora existente (Stegmann
et al., 2001)

2.5.4 Factores gue afectan el proceso de biorremediacion.

Un nimero de factores afectan el proceso de biodegradacion y el manejo de éstos ayudara a
neutralizar los efectos no deseados. Existen 4 factores principales que afectan el proceso de
degradacion microbiana en el suelo (Englert et al., 1993):

1) El primer factor limitante es la escasez o ausencia de una adecuada fuente de energia

para los microorganismos.
2) Elrango de pH, el cual es mejor para los microorganismos del suelo entre 6y 7.

3) Latemperatura, que afecta el grado de degradacion de compuestos quimicos organicos.
La degradacion 6ptima de hidrocarburos del petréleo con bacterias aerobias ocurre entre
15°Cy 30°C.
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4) Oxigeno tiene un efecto significativo sobre la degradacion del petréleo, las altas
concentraciones de algunos quimicos pueden disminuir o aumentar la degradacion
porque reducen el tiempo de aclimatacidén y/o incrementan el crecimiento y la actividad

de la poblacion microbiana (Englert et al., 1993).

2.5.5 Estructura quimica y biodegradacion

El potencial de degradacion de los hidrocarburos del petréleo puede ser generalmente estimada
basandose en su estructura quimica. La susceptibilidad de los productos del petrdleo a la
biodegradacién varia con los tipos y tamafios de los componentes. La biodegradacion de los

productos del petréleo es generalmente descrita por la siguiente ecuacion:

Hidrocarburos + Bacterias +O, + Nutrientes — CO, + H,O + Subproductos + Biomasa

Los alcanos, alquilaromaticos y aromaticos son los predominantes en los productos del
petréleo. Los n-alcanos, n-alquilaromaticos y compuestos aromaticos de un rango de Cyo a Co»

son los menos toxicos y mas rapidamente biodegradables (Englert et al., 1993).

Los productos del petréleo contienen amplia diversidad de estructuras quimicas; lo importante
es que el suelo tenga microorganismos con la capacidad para degradarlos. Sin embargo,
algunos no pueden ser degradados por via microbiana e incluso pueden inhibir o retrasar el
ataque a compuestos degradables. Algunos derivados del petréleo varian en las proporciones
de parafinas, aromaticos e hidrocarburos asfélticos; el grado que alcance la biodegradacion
depende de la proporciébn de los compuestos presentes y su biodegradabilidad. Cada
compuesto organico tiene caracteristicas Unicas que dictan, el mecanismo o la combinacion de

mecanismos que controlan el proceso de degradacion (Vallejo et al., 2005).

2. Cinética microbiana

Se entiende por crecimiento microbiano el aumento en el nUmero de microorganismos a lo largo
del tiempo; esto es el crecimiento de una poblacion, pero no el crecimiento de un solo individuo.
Si la bacteria crece en un medio liquido, en la mayoria de los casos las células que se producen
en cada division contindan su vida independientemente formandose una suspension de células

libres.
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En un cultivo de bacterias en medio liquido, se pueden diferenciar cuatro fases en la evolucion
de los pardmetros que miden el crecimiento microbiano (Devlin, 1999):

1.- Fase lag o de adaptacion durante la cual los microorganismos adaptan su metabolismo a
las nuevas condiciones ambientales (abundancia de nutrientes y condiciones de cultivo) para
iniciar la fase de crecimiento exponencial.

2.- Fase exponencial o logaritmica: en ella la velocidad de crecimiento es maxima y el tiempo
de generacion es minimo. Durante esta fase las bacterias consumen a velocidad maxima los
nutrientes del medio.

3.- Fase estacionaria: en ella no se incrementa el nimero de bacterias (ni la masa u otros
parametros del cultivo). Las células en fase estacionaria desarrollan un metabolismo diferente al
de la fase exponencial y durante ella se produce una acumulacion y liberacién de metabolitos
secundarios. Los microorganismos entran en fase estacionaria porque se agota algun nutriente
esencial del medio o porque los productos de desecho que han liberado durante la fase
exponencial hacen que el medio sea inhdspito para que continde el crecimiento microbiano.

4.- Fase de muerte: se reduce el nimero de bacterias viables en cultivo (Devlin, 1999).
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Figura 8. Curva de crecimiento de un cultivo bacteriano
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2.6.1 Cinética de crecimiento

Es importante conocer la cinética de crecimiento microbiano para predecir cdmo va a
evolucionar un cultivo, cobmo se va a consumir el substrato y como se van a acumular los
productos en el cultivo. Las células aisladas cultivadas en un volumen finito de medio de cultivo
van utilizando los nutrientes que tienen disponibles con la mayor eficiencia y rapidez que
pueden, sintetizando sus propios componentes celulares y dividiéndose en cuanto se haya
duplicado su masa y su material genético. El tiempo que tarda una célula en hacer todo lo
anterior se conoce como tiempo de generacion (t) y puede variar. Cada vez que transcurre un
tiempo de generacion, el nimero de células se duplica, siguiendo, por tanto, un incremento

exponencial (Nufiez, 2001).

2.6.2 Crecimiento en funcion de latasa de reproduccién (Russel y Ginn, 2004)

Una forma de representar la cinética de crecimiento es considerando el incremento en el
namero de células (dX) en un intervalo corto de tiempo (dt). En este caso, la ecuacion que
describe la cinética es la siguiente:

dX/dt = pX (ecuacién 1)
esto es: el incremento del nimero de células (dX) por unidad de tiempo (dt) es proporcional al
namero de células presentes en el cultivo (X). A la constante de proporcionalidad (u) se le
denomina tasa de crecimiento o velocidad de crecimiento.
Al integrar la ecuacion anterior durante el tiempo de cultivo, se transforma en la siguiente
funcion exponencial:

X = Xo ept (ecuacion 2)

la transformacion de esta ecuacion en una recta (tomando logaritmos) rinde lo siguiente:

InX = InXy + ut (ecuacion 3)

esto es: el incremento del logaritmo del niumero de células aumenta linealmente con el tiempo

siendo la constante de proporcionalidad .

Las ecuaciones anteriores permiten predecir cual serq el numero de células 6 masa celular,

después de un cierto tiempo de cultivo (t).
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2.6.3 Cinética de Monod

Para poder relacionar la tasa de crecimiento (M) con la concentracion de sustrato (S) es
necesario aplicar la expresion matematica que relaciona ambos parametros y se conoce con el
nombre de ecuacion de Monod:

M = Mmax [S/(Ks+S)] (ecuacion 4)

En condiciones de substrato abundante, la concentracién de éste no afecta al valor de u; pero
cuando el substrato se hace limitante, si existe ese efecto. La tasa de crecimiento (M) depende
de la maxima que puede alcanzar el microorganismo (Mmax), de la concentracién de substrato
(S) y de una constante, Ks, que representa la concentracién de substrato a la que se alcanza
una tasa de crecimiento igual a la mitad de la maxima. Para que se cumpla esta ecuacioén el
rendimiento debe ser independiente de la concentracion de substrato; por lo tanto la ecuacién
de Monod tendr4 mucha importancia al tratar de cultivos continuos (Bernd, 2002; Hermann,
2007).

En la practica, los valores de Ks suelen ser muy bajos, lo que indica que los microorganismos
crecen con tasas (J) muy préximas a las maximas (Umax) @ concentraciones de substrato bajas y
s6lo cuando estas son extremadamente bajas, la velocidad de crecimiento se reduce. Esto es
debido a que los sistemas de transporte de nutrientes suelen tener valores de Km
considerablemente reducidos (La Km indica la concentracién de substrato a la que la velocidad

de transporte es la mitad de la maxima) (Garcia y Peralta, 2008).

La ecuacion de Monod fue originalmente ideado para describir el crecimiento de un cultivo de
una sola especie con una constante insignificante sobre un solo sustrato de crecimiento. El
modelo de Monod asume poco mantenimiento y un factor constante producido; ademas esto
presupone un constante crecimiento de biomasa. El uso de las cinéticas de Monod solo permite
describir la cinética de biodegradacion o de consumo del sustrato por células en reposo y no en
crecimiento variable; si esto fuera posible , se tendria que aplicar esta ecuacién pero de manera
independiente para modelar el consumo del sustrato pero en células en crecimiento constante
en ausencia de cosustratos; es decir en condiciones ideales de cultivo; puesto que la ecuacién
de Monod no puede explicar los siguientes efectos: i) inhibicion del consumo de sustrato por el
cosustrato y viceversa y ii) el decaimiento celular en ausencia del sustrato. Para que se pueda

disminuir estos efectos o bajo las condiciones de crecimiento variable en presencia de
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multisustratos es necesario recurrir a modelos mas complejos como la ecuacién modificada de
Haldane (Garcia y Peralta, 2008).

2.7 Cinéticas de biodegradacion

El petréleo y mucho de sus productos refinados contienen miles de hidrocarburos y compuestos
relacionados. Cuando cada compuesto petroquimico entra en un sistema acudtico, son sujetos
a varios factores fisicos, quimicos y biol6gicos que contribuyen a perder o alteracion de muchos
de sus componentes (Eve, 1992).

El control cinético viene determinado por varios factores que dependen de: a) el compuesto en
si (propiedades fisicoquimicas); b) el suelo (propiedades fisicoquimicas) la humedad, el
contenido de materia organica, porosidad, etc.; y c) el medio ambiente (pluviosidad, la

temperatura atmosférica, renovacion de aire, etc.) (D6menech y Peral, 2006)

La tasa de mineralizacién de un nimero de compuestos quimicos organicos es directamente
proporcional a su concentracién sobre un amplio rango de concentraciones. Los parametros

que influyen en la cinética de biodegradacion son de 2 tipos (Eve, 1992):

1. Los que determinan la disponibilidad y concentracion de los compuestos para ser
degradados o que afectan la poblacion microbiana del sitio y actividad de los mismos.
Como son solubilidad, dispersion, difusién, volatibilidad, viscosidad, densidad, dilucién;
por mencionar algunos.

2. Los que controlan la reaccién. Todos los parametros que influyen en la degradacion en
un cultivo liquido como pH, temperatura, contenido de oxigeno, concentracion de sales y

adicion de fuentes de carbono (Muller y Mahro, 2001).

Las cinéticas de degradacion son de orden cero, si la concentracion de contaminante es
relativamente alta a los microorganismos que pueden degradarla, o puede ser de primer orden,
si la concentracibn no es lo suficientemente alta para saturar la capacidad de los
microorganismos. Las cinéticas de primer orden se aplican en donde la concentracién de los
productos quimicos que estan siendo degradados, es baja en relaciébn con la actividad
biol6gica, el indice de pérdida de los productos quimicos es proporcional a dicha concentracion.

Las cinéticas de Michaelis-Menten pueden aplicarse cuando la concentracion de los productos
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quimicos incrementa y la tasa de descomposicibn cambia de ser proporcional a ser

independiente de la concentracion (Miller y Mahro, 2001).

En ecosistemas naturales, una variedad de factores pueden modificar la forma de las curva de
desaparicion de sustrato. Estos factores podrian ser, el tiempo de induccion de los organismos
activos, la acumulacion de toxinas producidas por otros microorganismos, el agotamiento de
nutrientes inorganicos o factores de crecimiento, la presencia de otros sustratos que pueden
reprimir la utilizacion de los compuestos de interés y la union de los compuestos a la materia
coloidal. Los impactos o interacciones de tales factores potencialmente importantes pueden
hacer esto dificil para predecir las cinéticas de mineralizacion o desaparicion de un sustrato en

particular (Doménech y Peral, 2006)

Los indices de degradacion de largas cadenas de alcanos presentes en los productos derivados
del petroleo, depende de la disponibilidad de los hidrocarburos a los microorganismos. (Vallejo
et al., 2005)

La biodegradacion de hidrocarburos puede verse afectada por las condiciones ambientales que
se presentan en el sitio contaminado, por ello es indispensable controlarlas para que la
actividad de los microorganismos degradadores sea eficiente. Los factores que limitan en gran
medida este proceso son: temperatura, pH, humedad, aceptores de electrones y nutrientes (N,
P, S); ademas de la cantidad de oxigeno disponible a los microorganismos (Muller y Mahro,
2001)

2.7.1 Estudios de degradacion de combustibles a nivel laboratorio

La biodegradacién de hidrocarburos puede verse afectada por las condiciones ambientales que
se presenten en el sitio contaminado, por lo que es indispensable controlarlas para que la
actividad de los microorganismos degradadores sea O6ptima, los principales factores que
intervienen en la biodegradacion: pH, aceptores de electrones y nutrientes, estos ultimos son de
particular importancia ya que después del derrame de un producto del petréleo, se observa una
elevada concentracion de carbono y una carencia de nitrogeno (N) y fosforo (P) que son
necesarios para el metabolismo microbiano por este motivo se debe optar por la
implementacion de estrategias del proceso de biorremediacion, como la bioestimulacion;

bioaumentacion, cuando las condiciones son favorables (Miller y Mahro, 2001).
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El conocimiento de las vias de degradacion microbiana de contaminantes es ampliamente
conocido por estudios realizados en el laboratorio con microorganismos aislados e inoculados

en cultivos liquidos (Cardona e Iturbe, 2003).

En el 2001 en Hamburgo Alemania (Muller y Mahro), se realiz6 un estudio sobre los factores
que influyen en el rendimiento de las bacterias en el suelo, usando variedades de cepas con la
capacidad de degradar compuestos policiclicos aromaticos (4-clorobenzoato, 4-clorofenol, 2,4-
diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, tetraclorofenol , pentaclorofenol, antraceno, fenantreno vy
pireno); dicho estudio demostr6 que cuando se introducen diferentes compuestos y se
adicionan microorganismos degradadores, las bacterias son capaces de remover el
contaminante del suelo en un promedio de 5 dias. Adicionalmente, en este mismo estudio, se
desarrollaron varios modelos experimentales, en los que se utilizaron las mismas cepas y los
mismos compuestos antes mencionados; pero esta vez en cultivos liquidos, cambiando en
algunos casos los factores limitantes, como pH y temperatura. En todos los casos se demostrd
que el comportamiento de las bacterias degradadoras en suelos recientemente contaminados,
es idéntico al comportamiento visto en los cultivos liquidos, con las condiciones previstas en el

suelo en concordancia con los requerimientos de las bacterias en los cultivos liquidos.

En todas las pruebas realizadas en cultivos liquidos, se concluyd que los parametros que
influyen en la degradacién de los hidrocarburos policiclicos aromaticos, como pH, temperatura,
contenido de oxigeno (aireacion) y contenido de sales de amonio y fésforo, tienen un efecto

similar en el suelo (Cardona e Iturbe, 2003).

Richard Bartha y Wang Xiaoping (1989) en un estudio sobre potencial de biorremediacion en
derrames terrestres trabajaron con 4 diferentes combustibles (turbosina, diesel no.2, diesel y
aceite residual) bajo una amplia variedad de condiciones de incubacion (temperatura, tipos de
suelo, concentracidon de carga en la columna cromatografica); se demostré un comportamiento
cinético exponencial de primer orden. Los resultados mostraron que la persistencia en el
ambiente de los combustibles depende de la composicion quimica de los mismos y se
incrementa en el siguiente orden turbosina > diesel 2 > diesel y concluy6 que la biorremediacion
sustancialmente reduce la persistencia de estos combustibles y que la temperatura tiene un
efecto predecible sobre el indice de degradacion (Hong-Gyu et al., 1990)

En otro estudio de Cardona e Iturbe (2003), demostraron la influencia de la concentracion del

diesel en la transformacion, lo cual determina la tasa de degradacién, ya que los porcentajes del
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contaminante removido son menores con el aumento de la concentracion por la inhibicion que

causan los hidrocarburos a las bacterias del suelo; ademas se determind que el

comportamiento de la cinética en este estudio, correspondié a una cinética de primer orden.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL.

3.1. Cultivo inicial

Se utilizé un cultivo de microorganismos capaces de crecer en presencia de turbosina que ya
disponia el laboratorio, el cual fue aislado de un suelo contaminado con dicho combustible. Este
fue denominado cultivo inicial.

3.2. Medios de cultivo
Se utilizé el medio mineral 2 (MM2), que es un medio modificado del desarrollado originalmente
por Ridgway (Ridgway et al., 1990), este medio fue empleado para la adaptacion del cultivo a

altas concentraciones de turbosina y ademas para realizar los experimentos; su composicién es

la siguiente:
Tabla 5. Composicion de MM2

KH,PO, 0.5¢g/L
Na,HPO, 1.42 g/L
(NH,4).SO, 2.38 g/L
MgCl,*6H,0 0.05 g/L
CaCl, 0.01 g/L

pH=6.89

Las sales empleadas en este medio de cultivo fueron reactivos analiticos marca Merck®. Una
vez realizado el medio de cultivo, este se esterilizé 15 /121°C por el método de calor himedo en
una autoclave comercial marca AESA modelo CV-300.

3.3. Cuantificacion de bacterias heterétrofas

Para la cuantificacion de bacterias heterotrofas se empled el técnica vaciado en placa en agar
ASM (Germida, 1993). Se tom6 1 mL del cultivo del tiempo correspondiente y se transfirié a 9
mL de solucion salina 0.85% estéril, posteriormente se hicieron diluciones seriadas hasta 10°°.
En cada caso se tom6 1 mL y se realizé el mismo procedimiento ya descrito. De cada dilucion
se tomd 0.1 mL y se transfirio a una caja de Petri conteniendo medio para conteo en placa

sélido Merck®. Se incubaron a 25°C por 48 horas. En todos los casos las diluciones se
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manejaron por triplicado. Al término del periodo de incubacién se contaron aquellas que
mostraron entre 30 y 300 colonias cultivables, claramente aisladas. Figura 9.

Técnica para el conteo de bacterias heterétrofas viables

TmL ""u O1mL
\l 01mL
:

O mL mlut b

— .,
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Figura 9. Técnica vaciado en placa (Fuente: Lim Microbiology. McGraw Hill, 1998)

3.4. Turbosina utilizada

La turbosina utilizada para esta experimentacion, fue proporcionada por la Estacion de

Combustibles del Aeropuerto Internacional de Cancun; ésta fue esterilizada por filtracion a
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través de una membrana Millipére® de 0.22 um y se conservd a 4°C. Una vez realizado lo
anterior, se adicion6 a los medios de cultivo ya estériles en una campana de flujo laminar a

temperatura ambiente. En la figura 10 se muestra la turbosina empleada en este estudio.

Figura 10. Turbosina estéril

3.5. Desarrollo de técnicas

3.5.1. Cultivos empleados para cinética

A partir del cultivo inicial, se tomaron alicuotas de 10 mL y se transfirieron a frascos de vidrio de
250 mL de boca ancha con tapa rosca y contratapa de teflén; los cuales contenian 90 mL de
medio mineral 2 (MM2) previamente esterilizado (Ruiz, 2002); esto con el fin de evitar la pérdida

de combustible y facilitar la oxigenacion para favorecer el crecimiento microbiano.

En total se utilizaron 10 frascos; cada frasco correspondié a un tiempo de muestreo, los cuales
fueron etiquetados de t, a to. Posteriormente se incubaron a 28°C en agitacion constante a 150
rom en la agitadora—incubadora New Brunswick® modelo G-10. Cada tiempo de cultivo fue
manejado por triplicado, lo que dio como resultado un total de 30 tarros experimentales. A cada
tarro experimental se le adicionaron 3% v/v de turbosina estéril. La cantidad de turbosina que se
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aplicé, fue tomada como base, ya que en estudios previos a este protocolo el cultivo se
aclimat6 a altas concentraciones del combustible (Bruce et al. 1987).

3.5.2. Preparacién de las muestras

Las muestras se tomaron cada 12 horas a partir del tiempo cero para realizar las
determinaciones previamente establecidas. Se tomaron en condiciones de esterilidad 10 mL de
muestra. Posteriormente cada muestra se transfirid a un tubo de centrifuga estéril y se
centrifugd a 8000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se trasladé a un embudo de
separacion con una capacidad de 60 mL y se le agregaron 2 mL de hexano grado HPLC para la
extraccion. Se agité suavemente para facilitar la extraccion y una vez separadas las fases, la
fase acuosa se separd en otro matraz para la posterior determinacién del pH. La fase organica
se transfirié a un matraz aforado de 10 mL y se llevé a aforo con hexano; se trasfirié a un vial de
25 mL, el cual fue etiquetado y colocado en refrigeracion para determinar algiin cambio en el

perfil cromatogréafico del combustible.

La biomasa obtenida se resuspendié en 1 mL de MM2 y se transfiri6 a un tubo Eppendorf de 1

mL para determinar proteina celular como indicador de crecimiento celular.

Todo el material empleado en la toma de muestras se lavo con extran, se enjuagé con agua
desionizada y se esteriliz6 por el método de calor himedo; ademas de ser lavado con un
sistema de tres disolventes: metanol, acetona, hexano grado reactivo, en ese orden (Ruiz,

2002). En la figura 11 se esquematiza la obtenciéon y manejo de las muestras.

3.5.3. Determinacion de pH

La fase acuosa proveniente de la extraccion, se transfiri6 a un vaso de precipitados de 25 mL
en donde se le determind el pH con ayuda de un potenciometro Orion 320®, previamente
calibrado, siguiendo las especificaciones establecidas en la norma NOM-021-SEMARNAT-2000

para la determinacién del pH en agua (DOF, 2002).
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3.5.4. Cuantificacién de crecimiento como proteina celular

Se emple6 el método de Lowry para cuantificar la biomasa como proteina celular utilizando un
kit de BIO-RAD Protein Assay®. Se siguieron las indicaciones descritas por el fabricante; salvo
por las modificaciones descritas por Ruiz (2002); ya que se adecuaban a la condiciones del
presente estudio.

Para la curva estandar de proteina se empled albumina sérica bovina grado reactivo marca
Sigma®. La curva se preparé a partir de un stock previamente preparado en medio MM2

considerando concentraciones de 0.2 a 2.0 mg/mL; como blanco de reactivos se usé6 MM2.

C ]

[ 1 10 mL de muestra

100 mL \ '
Cultivo

Centrifugar & S000 rpm x 10 min

Biomasa

I
Sobrenadante I
Pellet ____1 ml de MM2

o

Resuspender

a5e OrgAnica

PN
*’J k) Cuantificaciin de bliomasa como
proteina cehlar
Determinacion de 10N
pH

Nirégeno amoniacal y
Fésforo

Figura 11. Obtencién y manejo de las muestras
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3.5.5. Determinacion de fosforo en forma de fosfatos

Se tomé 1 ml de la fase acuosa de la extraccion del sobrenadante y se determind la
concentracion de fosforo en forma de fosfatos por el método interno Bray P- 1 (Instituto de
Ingenieria, 2005). La determinacion se efectué de acuerdo con los lineamientos descritos por el
método; el cual se basa en la adicion de un agente reductor que permite la captacion de
concentraciones bajas de P por la formacién del color azul caracteristico de la reaccion del azul

de molibdeno.

3.5.6. Determinacién de nitrégeno amoniacal por el método de azul de indofenol

Se empled el método de azul de indofenol descrito en “Andlisis de las aguas naturales,
residuales y de mar” (Rodier et al. 1990). Fue necesario realizar algunas modificaciones para
adaptarlo a las condiciones de la muestra y de trabajo en el laboratorio, las modificaciones
fueron las siguientes: De la fase acuosa resultado de la extraccion del sobrenadante se tomo 1
mL vy se diluyé en 9 mL de agua desionizada (1:10), posteriormente de esta solucién se tomo
otro mililitro y se diluyé de la misma forma anterior (1:100); esto se efectio porque se habia
determinado anteriormente que la muestra leida directa del cultivo se salia del rango de la
curva patron del método. Posteriormente se ajustd los mililitros agregados de reactivos al
volumen final de muestra (10 mL), tal como lo establece el método.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentan los resultados de las diferentes determinaciones analiticas. Los valores
corresponden al promedio de 3 corridas experimentales simultaneas.

El estudio fue realizado con un cultivo microbiano conteniendo 7 diferentes cepas aisladas de
una muestra de suelo contaminado proveniente de una subestacion de combustibles de la

ciudad de México y aclimatadas a degradar altas concentraciones de turbosina.

4.1. Cinética de crecimiento como proteina celular

El crecimiento se cuantific6 como proteina celular por el método de Léwry, la gréfica aritmética
se presenta en la Figura 12.

2.5

1.5

Concentraciéon (mg/mL)

0.5

Oﬂw’v

20 40 60 80 100 120

Tiempo (horas)

Figura 12. Crecimiento como proteina celular

Con respecto los intervalos de confianza se puede observar que el periodo que comprende de
las 0-70 h. de estudio, la variacion de los datos es minima en comparacién con los 3 ultimos
puntos del gréafico; ya que entre menor sea la variacién es mayor la precision de los valores

experimentales con respecto a la media; o que sugiere que el error absoluto es minimo.

El periodo de tiempo que comprende de las 0 a las 33 horas los valores son negativos (figuras
12 y 13), lo que sugiere un periodo de adaptacion que sufre el consorcio en presencia de un

nuevo medio; pero a partir de las 33 h de incubacion se aprecia un aumento en la concentracion
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de proteina celular, éste se reduce a partir de las 47 h y se vuelve a incrementar a partir de las

57 h de crecimiento y continla asi hasta terminar el experimento.

El periodo de adaptacion también es conocido como “aclimatacion”; en este lapso de tiempo los
microorganismos son sensibles a los cambios abruptos en su ambiente, siempre que las
condiciones fisicas o quimicas son cambiadas repentinamente; es un tiempo de transicion
durante el cual la poblacion microbiana comienza a reactivarse con las nuevas condiciones. El
crecimiento y metabolismo de los microorganismos pueden ser temporalmente interrumpidos y
es causado por el cambio del metabolismo de la poblacibn para compensar el ambiente
alterado (Alexander, 1981; Bruce y Perry, 2001)

Durante un crecimiento microbiano, no todos los constituyentes bioquimicos se sintetizan a la
misma velocidad, y menos aun en los casos en donde se lleva a cabo la biodegradacion de un
nuevo sustrato o al realizar una transferencia de un inoculé a un nuevo medio e inclusive
cuando la transferencia sea al mismo medio de crecimiento del que se partio. Estas situaciones,

contribuyen a la modificacion de la curva de crecimiento tipica, como sucedio en este caso.

Es indispensable tomar en cuenta que, para que la degradacion del sustrato ocurra, es
importante que haya cambiado la velocidad de sintesis (Brock y Smith, 2003); es decir, que
para que se note un aumento de la tasa de crecimiento microbiano es indispensable que exista
de igual manera un aumento de sintesis de moléculas importantes para el crecimiento de las
células; si esta velocidad de sintesis no aumenta, la tasa de crecimiento se vera disminuida.
Esto significa que la velocidad de crecimiento es directamente proporcional a la velocidad de

sintesis de las moléculas para el crecimiento celular.

Por lo que respecta al resto de la gréfica a partir de las 33 horas, su comportamiento sugiere
una cinética multisustrato, situacion que es razonable porque la turbosina es una mezcla de
mas de 100 hidrocarburos quimicamente diferentes, de ahi que se decidi6 determinar las
diferentes velocidades de crecimiento, para lo cual se dispuso a graficar los valores en escala

semilogaritmica (Figura 13).

Para poder analizar los cambios de velocidad de crecimiento, durante la experimentacion se
graficaron los valores por cada par de puntos y se realizé el calculo de velocidad de crecimiento

de cada segmento (Véase anexo 1).

Una vez obtenidas las velocidades de crecimiento por cada par de puntos, se marcaron los

valores en la gréfica semilogaritmica para tener una vision completa de la cinética (Figura 14).
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Figura 13. Cinética de crecimiento del cultivo microbiano en presencia de turbosina
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Figura 14. Variacion de las velocidades de crecimiento

En la figura 14 se aprecia una amplia gama en las velocidades de crecimiento; esto se debe a
la degradacion de los diferentes hidrocarburos presentes en el combustible, que sirven como
sustrato. La mayor velocidad de crecimiento corresponde al intervalo de tiempo entre las 33-47

h de experimentacion, lo que sugiere que los microorganismos comenzaron a utilizar el sustrato
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més facilmente degradable y al cual estaban mejor adaptados; pero después de este periodo
de tiempo, las velocidades de crecimiento disminuyeron; lo que significa que a los
microorganismos les costaba mas trabajo metabolizar el resto de los sustratos, dificiles por su
estructura quimica (probablemente los hidrocarburos alifaticos que son mas faciles de degradar
en comparacion con las cadenas ramificadas, los dobles enlaces, o bien un incremento en el
namero de anillos bencénicos) y la disponibilidad al mismo; ademés de que, para que estos
compuestos pudieran ser degradados, el consorcio necesitaba activar mas enzimas y rutas
metabdlicas que al principio podrian haber estado inactivas, por lo que el tiempo para degradar
fue menor (Baker y Herson, 1998; Englert et al., 1993). Todo lo anterior se justifica por el hecho
de que la turbosina es una mezcla de hidrocarburos quimicamente diferentes (Stainer, 1993);
por lo cual sugiere que los microorganismos que conforma el cultivo optaran por el sustrato mas
facil degradable o incluso algunas especies se pudieron agruparse para degradar compuestos

complejos; a este Ultimo fendbmeno se le conoce como cometabolismo (Jones y Martin, 1988).

A manera de ilustrar el crecimiento, en la figura 15 se muestra el aspecto del cultivo liquido
crecido en el medio MM2 con turbosina 0.03% v/v. Se puede apreciar que la turbidez del medio
es significativamente mayor a los 5 dias del estudio, en comparacién con el cultivo al inicio del

estudio.

Adicional a lo anterior, es importante destacar que, las cinéticas de crecimiento en ambientes
contaminados con multisustratos son complicadas debido a la posibilidad de interacciones entre
los sustratos; las cuales pueden ser el resultado de dos tipos de efecto: a) Metabolismos
competitivos, en donde un sustrato inhibe la utilizacion de otro, por la competencia del sitio
activo de unién con una enzima y b) el crecimiento fortuito de la biomasa debido a la presencia
de multiples sustratos. Lo extenso de estos efectos estd directamente relacionado con el

namero de sustratos que estan presentes (Saumyen et al., 1999).

Segun la literatura (Roy, 1997), los indices de consumo de los compuestos mas degradables y
abundantes presentes en el combustible, son reducidos debido a la inhibicion competitiva pero
aumenta en los compuestos mas recalcitrantes, debido al crecimiento simultaneo de la biomasa
sobre el multisustrato. Muchos de los compuestos sintéticos organicos de importancia ambiental
son degradados por cometabolismo; en esta situacion el llamado cosustrato actia como
inductor enzimatico junto con el sustrato de crecimiento como donador de electrones y

proporciona energia para el crecimiento y mantenimiento celular.
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Figura 15. Aspecto del cultivo degradador al inicio y final del tiempo de crecimiento.

En este trabajo experimental es imposible mencionar qué tipo de cosustratos o sustratos estan
involucrados debido a la complejidad de la turbosina, pero el hecho de haber obtenido
diferentes velocidades de crecimiento, sugiere la existencia de diferentes activaciones para
diferentes sustratos (Muller y Mahro, 2001).

Con la informaciéon obtenida no se consideré conveniente adentrarse en el calculo de una
velocidad especifica de crecimiento, ya que se trata de una poblacién microbiana compleja que
incluye al menos 7 cepas de diferentes especies, la cual esta creciendo en multisustrato, por lo
gue todos los modelos tedricos (Monod, Michaelis-Menten y Haldane) que hasta ahora se han
desarrollado estarian limitados y serian necesarios mas estudios para demostrarlo. Lo realizado
aqui solo pretende resaltar que existen diferentes velocidades de crecimiento y que esto esta
dado por la degradacién de los diferentes grupos de hidrocarburos presentes en la turbosina.

De acuerdo con los resultados presentados no se puede hablar de una M. debido a que el
crecimiento celular fue variable; ademas no se puede hablar de una pms ya que para obtenerla
se tendria que conocer la concentracion de cada sustrato en cultivo de células en reposo,
puesto que es especifica para cada sustrato bajo ciertas condiciones de pH y temperatura. La
situacion es que no se puede hablar de s cuando el crecimiento es variable en presencia de
multisustrato y no se tiene un sustrato limitante, por lo tanto en este caso no aplica Monaod; en
este caso solo se hara referencia a una velocidad de crecimiento y no a velocidades
especificas, que esta Ultima se utiliza para caracterizar una poblaciébn microbiana en un solo

sustrato en condiciones ambientales en donde se encuentra el microorganismo.
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En la préctica, la biodegradacion completa de cualquier combustible no siempre es total; puesto
gue, en la superficie del suelo sufre modificaciones en forma natural, las fracciones volatiles son
las primeras en desaparecer quedando una fraccion del combustible absorbida al suelo (Saval y
Lesser, 1999), la cual toma mas tiempo en ser degradada.

4.1.1 Cuantificacion de bacterias heterotrofas

Con la intencion de complementar los resultados anteriores se realiz6 la cuantificacion de

bacterias heteroétrofas para cada una de las muestras obtenidas (Tabla 6).

Tabla 6. Cuantificacion de bacterias heterotrofas

EL%T;S(; Dilucién 10™ Dilucién 10° Dilucién 10° Dilucién 107 Dilucién 10°® Dilucién 10°
0 155 57 46 18 5 -
10 »300 237 198 142 93 34
23 »300 »300 »300 »300 »300 »300
33 »300 »300 »300 »300 »300 »300
47 »300 »300 »300 »300 »300 »300
57 »300 »300 »300 »300 »300 »300
71 »300 »300 »300 »300 »300 »300
95 »300 »300 »300 »300 »300 »300
105 »300 »300 »300 »300 »300 »300
119 »300 »300 »300 »300 »300 »300

Como se puede observar; el nUmero de colonias cuantificadas fue considerablemente elevado
desde el inicio de la cinética; a partir de las 23 h de crecimiento el conteo de heterétrofas ya no
pudo determinarse, con las diluciones realizadas; puesto que fue mayor a 300 colonias; lo que

sugiere que el cultivo microbiano se encontraba en una elevada velocidad de crecimiento.

De acuerdo con la tendencia observada, se reconoce que las diluciones aplicadas no fueron
suficientes para un conteo de heterotrofas detallado; ya que sélo se realizaron diluciones hasta
1X10°°, cuando se debieron de realizar por lo menos hasta 1X10?°, pero en la préactica esto ya
no fue posible aplicarlo. El dato importante de este ejercicio es haber observado un incremento
en el crecimiento en el nimero de células durante las primeras horas aun cuando la grafica de

crecimiento como proteina celular indicaba una fase de adaptacion. A continuacion se muestra
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el aspecto de las cajas de petri durante el conteo de heterotrofas, a to y 23 h de crecimiento, en
la dilucién 10°°.

Figura 16. Conteo de heterotrofas al inicio y al final del estudio.

Durante el experimento se observé el crecimiento de 2 diferentes tipos de colonias; aunque se
tenia conocimiento de la existencia de 7 cepas en el cultivo inicial, solo se observaron dos tipos
de ellas; esto puede deberse a que el medio en donde se llevo a cabo el conteo de placa es un
medio de enriquecimiento, por lo tanto no se muestran las diferencias entre cada cepa, ya que
no es un medio selectivo. El aspecto de las colonias fue el siguiente: colonias de color blanco
crema, mucoide de borde regular y colonias blancas traslicidas de apariencia butirosa muy
pequefias, bien delimitadas; las primeras fueron de mayor tamafio que las de apariencia

trasllcida, estas Ultimas eran mas pequefas pero mas abundantes.
4.2. Determinacion de pH

En la figura 17 se presentan los valores de pH obtenidos en la corrida experimental, se puede
observar que a medida que el tiempo de degradacion aumenta, el pH en el medio presenta un
ligero aumento de 6.95 a 7.6; lo que sugiere que durante todo el proceso de biodegradacion, el
medio en el que se desarrollaron los microorganismos realmente se mantuvo en condiciones
cercanas a la neutralidad. El ligero aumento fue mas notable entre 47 y 105 horas cuando se

observaron cambios en el crecimiento.
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Figura 17. Variacién de pH con respecto al tiempo

Como se puede observar en la figura 17, el intervalo de confianza de los datos es mayor con
respecto a la media, lo que sugiere una elevada variacion de los datos experimentales

individuales y esto se vio reflejado en las barras de variacion.

Cada microorganismo suele tener un nivel de pH, dentro del cual es posible su desarrollo y un
pH éptimo bien definido para su crecimiento en un sustrato especifico; en este caso se tenia
conocimiento de que el cultivo utilizado constaba de 7 cepas; para las cuales segun la literatura
el pH optimo de crecimiento y desarrollo esta dentro del rango de 6.5 a 7.5 (Brock y Smith,
2003), por lo cual, se encontraba en las condiciones adecuadas para su desarrollo; ademas
pensando en que provienen de una muestra de un ambiente terrestre los valores de pH son
acordes (Brock y Smith, 2003).

Aunque la variacién del pH no mostré un comportamiento tipico de una sola cepa y un solo
sustrato lo importante es que los cambios permitieron el desarrollo de la poblaciéon microbiana,
equilibrio en la concentracion de protones de ambos lados de las membranas celulares, que es
importante para la obtencion de la energia metabdlica en presencia del combustible y de los

nutrientes.
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4.3. Variaciéon en la concentracion de nutrientes

Se optd por sblo evaluar la variacion de nitrégeno amoniacal y de fésforo en forma de fosfatos,
ya gue la biodisponibilidad de los mismos es muy importante para que el crecimiento del cultivo
y de los combustibles ocurra, puesto que son los principales nutrientes para obtener el
metabolismo (Jones y Martin, 1988).

El nitrégeno es el nutriente mas susceptible a transformaciones microbianas; ademas de ser la
unidad clave de la molécula de las proteinas sobre la cual se basa toda la vida y por
consiguiente en un elemento indispensable del protoplasma de los microorganismos (Brock y
Martin, 2003). El fésforo es el segundo nutriente inorganico de importancia requerido por los
microorganismos; su principal funcién fisiolégica radica en algunos pasos esenciales en la

acumulacién y liberacion de energia durante el metabolismo celular.
A continuacioén se analiza el comportamiento de estos nutrientes en el cultivo:
4.3.1 Variacion del nitrégeno amoniacal

La variacion del nitrégeno en el cultivo no mostr6 cambios significativos con respecto a la
concentracion inicial del medio oscilaron dentro del intervalo de concentracion de 0.85 a 1.34
mg/mL (Figura 18). Este comportamiento puede deberse a que el nitrbgeno amoniacal existe
como ién amonio o como amoniaco, dependiendo del pH de la solucién. Tomando en cuenta

esta aseveracion el equilibrio existente en un medio liquido de estos iones es el siguiente:
NH3 + H20 > NH4+ + OH"

A niveles de pH superiores a 7, el equilibrio se desplazara hacia la izquierda y predomina el
NH;, pero a niveles de pH inferiores a 7 el equilibrio se desplaza hacia la derecha y el ion
amonio es el predominante. Durante el desarrollo de la experimentacion el valor del pH del
medio fue ligeramente mayor a 7, pero no lo suficiente para asegurar que la reaccién se

desplazara hacia la izquierda; manteniéndose de esta manera un equilibrio de ambos iones.

En la figura 18 se aprecia que hay ligeros descensos en la concentracion de amonio disponible;
pero también existen puntos donde ésta aumentd. Estos altibajos, pueden sugerir que en la
transformacioén microbiana el nitrégeno se incorpora a la biosintesis de las moléculas complejas
del protoplasma, pero también esta asociado con el exceso de productos de desecho del
metabolismo microbiano, en donde el amonio acumulado representa la cantidad de nitrégeno

del sustrato que sobrepasa a la demanda microbiana, quedando el cation disponible sélo
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cuando no es necesario para el crecimiento, ademas de que el medio en si, contenia una alta

concentracion de nitrégeno amoniacal.
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Figura 18. Variacién de nitrdgeno amoniacal con respecto al tiempo

Con respecto a las barras de variacion de los datos en la figura 18 se observa que la variacion

es pequenfa, lo que sugiere que los errores en la medicién o toma de la muestra son menores.
4.3.2. Variacién de fosforo en forma de fosfatos

En la figura 19, a partir de las 50 horas se observo un decaimiento en la concentracién de los

fosfatos a una concentracién de 1. 64 ug/L a las 105 horas de experimentacion.

Para determinar la velocidad de consumo del sustrato, los valores obtenidos entre las 57 a 105
horas se graficaron, (Figura 20). En esta grafica se suprimieron los primeros valores del periodo

de 0 a 50 horas porque se considera corresponden a la etapa de adaptacion.

El consumo de fésforo en forma de fosfato dentro del tiempo referido, present6é una cinética de
primer orden con una constante de variacién de sustrato de -0.0572 horas™, como puede

observar en la figura 20.

El decaimiento de la concentracion de fosfato sugiere que el fésforo fue requerido para las
funciones esenciales del metabolismo microbiano; si se compara con los resultados de la figura

12 y 13, la disminucion de los niveles de fésforo coincide con el aumento de la biomasa celular,
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lo que significa que a medida que aumenté la biomasa se utilizo el fésforo para la formacion de
complejos necesarios para el crecimiento, como por ejemplo los acidos nucléicos, o bien, para
satisfacer la demanda de energia en forma de ATP durante el metabolismo celular; ya que esta
molécula depende en gran medida de la presencia de fosforo; pues es la base principal para la
formacion de los enlaces de alta energia (Brock y Martin, 2003; Dennis et al., 1993).
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Figura 19. Variacion de fosforo en forma de fosfato en funcién del tiempo

Para la formacién de 1 gramo de material celular (peso humedo) deben consumirse cerca de 20
milimoles (mmoles) de ATP. Como la concentracién intracelular de ATP es solamente de 2
mmolar, obviamente el ATP sélo tiene un papel catalitico durante el crecimiento, pero
continuamente se esta rompiendo y resintetizando. Se ha calculado que durante el tiempo de
crecimiento de una célula, la reserva de ATP debe renovarse alrededor de 10000 veces (Brock
y Martin, 2003); por lo tanto el consumo de complejos que contengan este elemento es

indispensable para llevar a cabo las funciones metabdlicas de cultivo degradador en cuestion.

La variabilidad de los datos en la figura 19, es mayor en el periodo de tiempo que comprende 0-
71 hrs., lo que sugiere una mayor heterogeneidad de los datos; pero a medida que avanzaba el
estudio estos errores indeterminados de la medicién fueron siendo menores y se vio reflejado

en el intervalo de variacion de los ultimos datos.
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Figura 20. Cinética de la variacion de fésforo en forma de fosfato en funcién del tiempo.
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5. CONCLUSIONES

e Se observé el crecimiento de microorganismos en presencia de turbosina como sustrato.

e A lo largo del experimento que duro 120 h, se observaron diversas velocidades de

crecimiento, lo cual corresponde a una cinética multisustrato.

e La mayor tasa de crecimiento se presentd en el periodo de tiempo que comprende de las 33

horas a las 47 horas con una p = 0.1133 h* a pH neutro.

e EIl consumo de fésforo se representd adecuadamente como una cinética de primer grado con
una velocidad de -0.0572 h™* en el periodo de 57 - 105 h.
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ANEXO 1

Célculo de velocidades de crecimiento por cada par de segmentos de tiempo
Nomenclatura:

dX/dt = cambio de la biomasa

U = variacién de la biomasa

In = logaritmo natural

n = numero de observaciones

t = tiempo

X = Biomasa presente en el tiempo t

La rapidez de variacion de la biomasa es proporcional a la cantidad de microorganismos
presentes en un momento dado

dx/dt =X — p=(dx/dt)/ X 6 X=X,
Resolviendo la ecuacién diferencial se obtiene:
dX=puxdt —» [dx=]pdt - Inx=Inx+ pt

Esta ecuacién adquiere la forma de una linearectay =mx + b; sisehacey=Inx, m=pu, x=tyb
= In Xo.

Se utilizaron los promedios de las muestras y posteriormente se obtuvo por cada par de puntos

el valor de las velocidades. Los resultados se resumen en la tabla 7.

Tabla 7. Variacion de p en los diferentes intervalos de tiempo.

Intervalo de crecimiento en el
Intervalo de tiempo (h) u(h?) intervalo de tiempo (mg/mL)
33-47 0.1133 0.012 - 0.390
47- 57 0.0040 0.39-0.043
57-71 0.0124 0.43-0.64
71-95 0.0176 0.64-1.7
95 - 105 0.0070 1.7-2.00
105 - 119 0.0053 200-24
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Con estos resultados se decidié hacer la grafica que se encuentra en la figura 12 del apartado
de resultados y discusion.

Figuras de las diferentes velocidades de crecimiento obtenidas experimentalmente

4 ) 4 )
p=0.1133h"1 p=0.004 ht
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
- J N\ J
Figura 21y 22. Calculo de la velocidad de crecimiento entre 33 - 47 h y 47- 57 h.
4 ) 4 )
pH=0.0124 ht
p=0.0176 ht
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
- J - J

Figura 23y 24. Calculo de la velocidad de crecimiento entre 57 =71 hy 71 -95 h.
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Tiempo (horas)

N

J

Tiempo (horas)

1 =0.0053 h

Figura 25y 26. Céalculo de la velocidad de crecimiento entre 95 - 105 h y 105 - 119 h.
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