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RESUMEN

En este trabajo se determind la capacidad de seis cepas de hongos para degradar
hidrocarburos totales de petréleo (HTP) de un suelo con 11,464 ppm de HTP
proveniente de Coatzacoalcos, Veracruz. Las cepas fueron crecidas previamente en
bagazo de cafa sobre la superficie del suelo. Después de tres semanas de incubacion
se dio inicio al proceso de biorremediacién mezclando el bagazo con el suelo. El
tratamiento se llevd a cabo durante seis semanas a temperatura ambiente. Los
mejores porcentajes de remocioén alcanzados fueron: 38.6, 36.3, 32.6 y 31.1, con las
cepas HBC7, M1H5, HBG y HBC9, respectivamente.

ABSTRACT

The objective of this work was to determine the degradability of total petroleum
hydrocarbons (TPH) by six fungal strains in an industrial soil from Coatzacoalcos,
Veracruz that was contaminated, initially with 11.464 ppm. At the beginning the
strains were grown on sugar cane bagasse over the soil surface and incubated during
3 weeks, then starts the bioremediation process, where the bagasse were mixed with
the soil for another 6 weeks a standard temperature. The removal of TPH was
obtained: HBC7 (38.6%), M1H5 (36.3%), HBG (32.65) and HBC9 (31.1%).
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Introduccion

Actualmente en México, la contaminacién de suelos con
hidrocarburos es un problema que se ha vuelto muy
comun, debido a un excesivo consumo de combustibles
derivados de los hidrocarburos en todo el pais. Esta
problematica aumenta, con el robo de combustibles
desde ductos, realizado por el crimen organizado, lo cual
provoca derrames accidentales, con el subsecuente
impacto ambiental.

Los hidrocarburos presentes en suelos contaminados,
representan riesgos potenciales para la salud humana y
los ecosistemas, ya que son cancerigenos y mutagénicos,
por lo tanto la limpieza de estos sitios es importante para
proteger la salud del hombre (Wang et al.,, 2009).

Debido a la importancia de este problema se han
realizado muchas investigaciones durante los ultimos
afios acerca de la degradacion de hidrocarburos
derramados en suelos y remediados con
microorganismos.

La biodegradacion de contaminantes en suelo es un
proceso crucial en la actualidad, ya que ofrece
alternativas para limpiar ambientes. Por ejemplo, los
hongos filamentosos que realizan los primeros pasos de
la biodegradacién de hidrocarburos vertidos en suelo y
agua, siendo necesarios para su actividad degradadora,
los nitratos y fosfatos disponibles en el suelo (Manahan,
2007).

Los hongos basidiomicetos, también conocidos como
ligninoliticos, han sido ampliamente utilizados para la
degradacién de compuestos organicos persistentes,
como los hidrocarburos de petréleo debido a la similitud
estructural de la lignina con éstos contaminantes.
Durante su catabolismo, los hongos sintetizan un sistema
enzimatico que se encarga de la ruptura de la lignina. Las
enzimas en cuestion son de la familia de las peroxidasas,
oxidoreductasas, lacasas y tirosinasas. La eficiencia de la
degradacién dependerd del tiempo, del tipo y
concentracion del contaminante, asi como de algunas
propiedades fisico-quimicas del suelo (Haritash y
Kaushik, 2009).

Un estudio realizado por Haritash y Kaushik (2009)
analizé diferentes parametros para mejorar Ila
biorremediacién, determinando que la eficiencia del
proceso se puede aumentar mediante la combinaciéon de
microorganismos como algas, bacterias y hongos, para
trasformar a los contaminantes en formas menos
peligrosas o inocuas.

Wang y colaboradores (2009) determinaron que la
degradaciéon de los Hidrocarburos Aromaticos

Policiclicos (HAP) en suelo se realiz6 a ritmos diferentes
y en distinta medida, porque la tasa de transferencia de
masa de los contaminantes organicos a la fase acuosa del
suelo, es la clave que regula la velocidad de
biodegradacion.

En México la Universidad Auténoma Metropolitana,
Unidad Azcapotzalco, en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental se han realizado investigaciones acerca de la
degradacién de hidrocarburos en suelo.

En el 2012, se realizé la determinacién a nivel
laboratorio, de la degradacién de hidrocarburos en un
suelo contaminado artificialmente, utilizando dos cepas
de hongos: la cepa F (Penicillium sp.) aislada de madera
en descomposiciéon y la cepa HBG (Aspergillius sp.)
aislada de un suelo contaminado con hidrocarburos,
dando como resultado un mayor porcentaje de
degradacidén del 7.7% con la cepa F (Brisefio, 2012).

En el 2013, se realiz6 un tratamiento con el hongo HBG
para la remediacién de un suelo contaminado con
hidrocarburos mediante la técnica de bioaumentacidn.
Esta cepay el bagazo de cafia fueron elegidos después de
realizar un estudio previo de la actividad enzimatica de
cinco cepas desarrolladas en tres soportes
ligninoceluldsicos. Un aspecto relevante del estudio fue
que el crecimiento del hongo HBG se vio afectado durante
el tratamiento. Esto fue atribuido al elevado valor de pH
del suelo, el cual no fue modificado. El porcentaje de
biodegradacién alcanzado después de cinco semanas de
tratamiento fue 15.6 (Castafios, 2013).

Finalmente, en 2014 se realiz6 un trabajo para evaluar el
efecto del pH del suelo en el desarrollo y la actividad
enzimatica de seis cepas de hongos. Las cepas estudiadas
presentaron el mejor desarrollo y la mayor actividad
enzimatica a un pH de 5.0 (Juarez, 2014).

En este trabajo se determiné la capacidad de seis cepas
de hongos para degradar hidrocarburos totales de
petréleo (HTP) en un suelo contaminado proveniente de
la zona de explotacién de la refineria de Coatzacoalcos,
Veracruz. La nomenclatura aplicada para las cepas fue
como sigue: HBG, HBC9, HBC12, M1H5, F y HBC7, y
fueron desarrolladas previamente en bagazo de cafia
para su propagacién antes de ser utilizadas en el
tratamiento del suelo contaminado.

Metodologia
Caracterizacion del suelo

Se utiliz6 un suelo contaminado con hidrocarburos
proveniente de Coatzacoalcos, Veracruz. El suelo se trat6é
previamente antes de caracterizarlo. El tratamiento
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consistié en triturado, tamizado por una malla 10 y
secado a temperatura ambiente.

Las determinaciones que se llevaron a cabo para la
caracterizacion del suelo fueron: humedad, pH, nitrégeno
total, nitrégeno inorganico, fosforo, materia organica e
hidrocarburos totales de petréleo (HTP). Esta
caracterizacion tuvo como proposito evaluar el
contenido de nutrientes y el grado de contaminacion del
suelo. Las determinaciones se hicieron por triplicado
basandose enla NOM-021-SEMARNAT-2000 a excepcién
de la humedad y la determinacién de HTP.

La determinacién de la humedad se realiz6 mediante el
método Dean-Starck. La humedad en la muestra se
determiné formando una mezcla azeotrdpica con
tolueno, llevada a destilaciéon y condensada en una
trampa (Departamento de estudios y analisis de
plaguicidas (IICA, 1988)

La determinacion de HTP se realizé6 siguiendo la
metodologia descrita en Fernandez et al. (2006) la cual
consisti6 en una extraccién por reflujo Soxhlet con
diclorometano y la cuantificacién por gravimetria.

Propagacion de las cepas en el soporte

Se emplearon seis cepas diferentes: F, HBC12, HBC9,
HBC7, HBG y M1H5 las cuales pertenecen al cepario del
Laboratorio de Microbiologia Ambiental. La cepa F fue
aislada de madera en descomposicion y las cinco
restantes fueron aisladas de un suelo contaminado
proveniente de la misma zona que el suelo utilizado en
este estudio (Cruz etal,, 2011).

Las cepas fueron sembradas por picadura en botellas
Roux, las cuales contenian agar extracto de malta estéril
y se incubaron a 28 °C durante tres semanas para su
desarrollo. Una vez que se observé crecimiento en las
botellas Roux, se preparé una suspensiéon de esporas
maduras de cada una de las cepas (Figura 1) para ser
utilizadas como inéculo. Posteriormente, las cepas
fueron desarrolladas en bagazo de cafla para su
propagacion antes de ser utilizadas en los tratamientos
de biorremediacion.

Para el crecimiento de las cepas en el soporte se
utilizaron 6 refractarios donde se colocaron 300 g de
suelo en cada recipiente, sobre el suelo se agregaron 9
gramos de bagazo de cafia como soporte de crecimiento
para los hongos y 150 mL de medio salino con el
propdsito de proporcionar la humedad y los nutrientes
necesarios para el desarrollo de las cepas. La
composicion del medio salino por litro de medio fue: 5.0
g de glucosa, 2.0 g de fosfato dibasico de potasio
(KH2P04), 0.5 g de sulfato de magnesio (MgS04-7H20), 0.1

g cloruro de calcio (CaClz) y 0.3 g de cloruro de amonio
(NH4Cl). Los refractarios con suelo, soporte y medio
fueron esterilizados dos veces en autoclave a 15 kg/cm?
durante 20 minutos para asegurarse de la ausencia de
microorganismos. Se agregaron 150 mL de in6culo de las
cepas en los refractarios con suelo, soporte y medio
estéril, una cepa por refractario. Se dejaron por tres
semanas a condiciones ambientales para su propagaciéon
en el soporte, manteniendo la humedad mediante la
adicién de agua estéril cuando fue necesario. De igual
manera se prepar6 un refractario utilizado como blanco
con suelo, soporte, medio y sin in6culo.

Figura 1. Suspension de esporas.
Biorremediacion del suelo

Para dar inicio al proceso de biorremediacion, el bagazo
con las cepas desarrolladas sobre él, fue mezclado con el
suelo contaminado con hidrocarburos. Los tratamientos
fueron mantenidos en condiciones ambientales durante
6 semanas y se tomaron muestras cada dos semanas para
llevar a cabo la determinacién de HTP remanentes. Se
obtuvo de cada tratamiento, una muestra compuesta de
cinco puntos aleatorios, la cual fue mezclada y secada a
50 °C. La determinacién de HTP en el blanco tinicamente
se realiz6 al inicio y al final del tratamiento siguiendo el
mismo procedimiento de muestreo y para la
determinacién de HTP remanentes.

Resultados y discusion
Caracterizacion del suelo

En la tabla 1 se presentan los resultados de la
caracterizacion fisicoquimica del suelo contaminado con
hidrocarburos y su clasificacion de acuerdo con lo
establecido en la NOM-021-SEMARNAT-2000.
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Para este suelo se determind una concentraciéon de
11,464.5 ppm de HTP, un pH que lo clasifica como un
suelo medianamente alcalino, normal para este tipo de
suelo, un porcentaje muy alto de nitrégeno total y un
contenido bajo de nitrégeno inorganico, mientras que los
contenidos de fosforo y de materia organica son
clasificados como medio. El contenido de materia
organica se debe en parte a la cantidad de HTP presente
en la muestra. El contenido de humedad por el método
Dean-Stark fue de 10%.

Tabla 1. Caracterizacién fisicoquimica del suelo y su
clasificacion de acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-2000.

Resutaso | _ciasmeacion |

ALCALIND
29 MUY ALTO
Materia Orgénica % 3.1 CLASE MEDIA
Fosforo " 1.1 MEDIO

Humedad % 10
11645 £ 502

Propagacion de las cepas en el soporte

El crecimiento de las seis cepas sobre bagazo fue visible
a los 5 dias de ser inoculadas, se observé que las cepas
HBG, HBC7 y F mostraron un crecimiento abundante
cubriendo la mayor parte de la superficie del soporte
(Figura 2). Las otras cepas HBC9, M1H5 y HBC12
mostraron un buen crecimiento pero necesitaron de
alrededor de 10 dias para cubrir el soporte en la misma
proporcién que las tres anteriores.

Al final de la etapa de propagacidén, todas las cepas
presentaron un buen crecimiento en el bagazo. Las cepas
HBG, HBC7 y F fueron las que mostraron el mejor
crecimiento en el soporte durante esta etapa.

Figura 2. Crecimiento de las cepas en bagazo a los 5 dias (a)
HBG, (b) HBC7, (c¢) Fy (d) HBC12.

Biorremediacion del suelo

En la primera semana de tratamiento se observé un
evidente crecimiento de las cepas HBG, HBC7 y M1H5.
Las cepas F, HBC9 y HBC12 mostraron un crecimiento
menor comparado con las anteriores.

En la figura 3 se muestran los resultados del proceso de
biorremediacién de las seis cepas durante las 6 semanas
de tratamiento. Como se observa las cepas HBC7, M1H5,
y F tuvieron la mayor actividad durante las 2 primeras
semanas logrando una remocion de HTP de 34.2, 29.5, y
23.9%, respectivamente. La cepa HBC9 en las dos
primeras semanas no mostré ninguna degradacidn, sin
embargo en las siguientes cuatro semanas alcanzé un
31.1% de remociéon de HTP. Al final del tratamiento la
cepa HBC7 fue la que logré la mayor remocién de HTP,
con un porcentaje del 38.6.
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Figura 3. Hidrocarburos remanentes en los procesos de
biorremediacién.

Como lo muestra la tabla 2, la cepa HBC7 fue la que
alcanz6 la mejor remocion de HTP, 38.6%, seguida por la
cepa M1H5 con un 36.3%. Estas cepas mostraron un
buen crecimiento durante el proceso de biorremediaciéon
por lo que seria importante poner atencién a estas cepas
para futuros proyectos.

Tabla 2. Porcentajes de remociéon de HTP’s después de 6
semanas de tratamiento.

9% de Degradacién HTP’s Remanentes

Cepas

(ppm)

F 275 8306.8
HBC7 38.6 7035.9
HBCY 31.1 7896.0
M1H5 36.3 7305.1
HBG 326 77274
HBC12 20.2 9143.8
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Conclusiones Castafios N.A. (2013). Remediacién de un suelo

El suelo present6 un pH con valores correspondientes a
un suelo normal, un porcentaje de nitrégeno total muy
alto y el contenido de fosforo fue clasificado como clase
media de acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-2000,
caracteristicas favorables para el desarrollo de las cepas.

Las seis cepas de hongos evaluadas fueron capaces de
crecer en el suelo contaminado con hidrocarburos,
también fueron capaces de remover parte de los HTP’s
presentes, siendo las cepas HBC7, M1H5, HBG y HBCO las
que presentaron los mayores porcentajes de remocion:
38.6,36.3,32.6 y 31.1%, respectivamente.

Se observo una relacion directa entre el crecimiento del
micelio en el bagazo, de las cepas HBG y HBC7 y su
capacidad de degradacion, ya que con ellas se obtuvieron
los mejores resultados. Aun cuando no se observé el
mismo crecimiento en bagazo de las cepas HBC9 y M1H5,
su capacidad de remocién de HTP fue comparable con las
dos cepas mencionadas anteriormente.

Se mencionan algunas recomendaciones para futuros
proyectos en biorremediacion de suelos con
hidrocarburos:

a) Aumentar el tiempo de desarrollo de los hongos en el
bagazo, para favorecer la sintesis del sistema
enzimatico degradador, lo cual ocurre cuando los
hongos crecen previamente en un sustrato de apoyo,
realizandose el proceso llamado co-metabolismo.

b) Mantener la humedad a un nivel adecuado tanto en el
soporte como en el suelo, ya que se comprobé que es
un factor determinante tanto para el desarrollo de las
cepas como para el proceso de biorremediacién.

¢) Yaque de acuerdo a las referencias consultadas, se han
reportado tiempos del proceso mayores de seis
semanas, se recomienda prolongar el tiempo del
tratamiento hasta por 8 semanas, para determinar si
el porcentaje de remocién aumenta y la cantidad de
HTP remanentes son inferiores a los limites
establecidos en NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012.

d) Considerar en un futuro, el estudio de la aplicacion de
las cepas combinadas en un consorcio para comprobar
un efecto de sinergia, ya que todas tuvieron un cierto
porcentaje de degradacién de HTP’s.
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