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1. Introduccion

Los hidrocarburos son compuestos organicos, considerados como una fuente
importante de energia, sin embargo, tienen un impacto negativo en el medio
ambiente cuando no se manipulany eliminan adecuadamente (Devatha et al.,
2019). Cuando hay un derrame de hidrocarburos en el suelo estos modifican sus
propiedades fisicoquimicas tales como niveles de humedad, conductividad
hidraulica, carbono organico total, nitrégeno total, fésforo disponible, pH, etc.;(Ugaz
et al., 2020). De manera que este ambiente se vuelve toxico para la flora, fauna,
seres humanos y microorganismos benéficos. Ademas, los hidrocarburos pueden
filtrarse en las aguas subterraneas y contaminar los suministros de agua potable.
(Rodriguez et al., 2019).

México es un pais con reservas de petroleo y parte de su economia se basa en la
exploracién, explotacién,refinacion del crudo y transporte de petroliferos. Durante el
periodo de 2000 a 2018, se registraron un total de 13,180 emergencias quimicas,
mayormente relacionadas con la filtracion de gasolina, diésel, petrdleo crudo y
combustdleo, siendo el transporte a través de ductos el escenario principal de estas
contingencias (PROFEPA, 2022).

La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales informé sobre 550
emergencias entre 2018 y 2019, con aproximadamente un tercio atribuido a los
derrames de hidrocarburos. Ademas, se han identificado 1,430 sitios contaminados
por hidrocarburos entre 2008 y 2017 (SEMARNAT, 2019). Aunque Petrdleos
Mexicanos (PEMEX) es ampliamente sefialado como un protagonista clave en estos
incidentes, el fendbmeno del "huachicoleo”, la extraccion ilegal de combustible, ha
emergido como un factor adicional significativo en la contaminacién del suelo.
Ejemplificando esto, en 2017, se sustrajeron clandestinamente 15,208 millones de
barriles de hidrocarburos de los ductos de PEMEX, generando la contaminacion de
675 hectareas de suelo (Bautista, 2021).



La naturaleza hidrofébica de los hidrocarburos hace que estos compuestos sean
poco accesibles y se adhieran fuertemente a las moléculas del suelo. Para favorecer
su degradacién se ha propuesto el uso de compuestos tensioactivos, ya que estos
aumentan su disponibilidad (Raiger & Lépez, 2009). Algunos microorganismos
poseen la capacidad de sintetizar este tipo de compuestos, cuando estas moléculas

tienen origen bioldgico se les denomina “biosurfactantes” (Saleger, 2002).

Se ha investigado la efectividad de las bacterias productoras de biosurfactantes y
se ha demostrado que pueden contribuir significativamente a la eliminacion de
contaminantes en el suelo. Esto se logra mediante la técnica de bioaumentacion, la
cual consiste en incrementar la densidad poblacional de microorganismos
especificos y eficientes capaces de degradar agentes contaminantes con
microorganismos (Nzila et al., 2016).

Ademéas, se ha investigado ampliamente el potencial de produccion de
biosurfactantes de numerosos géneros bacterianos, como Pseudomonas,
Acenetobacter, Bacillus, Rhodococcus, Alcaligenes y Corynebacterium, y se ha
demostrado que su bioaumentacion genera una degradacidén eficiente de los
hidrocarburos (Sah et al., 2022).

Debido a lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente trabajo fue usar
bacterias productoras de biosurfactantes para la remediacién de suelo contaminado
por hidrocarburos en un modelo a escala de laboratorio, ya que estos estudios
contribuyen en gran medida a reducir los riesgos para la salud y proteger el medio

ambiente.



2. Marco teorico

2.1 Hidrocarburos

El término hidrocarburo se refiere a una molécula organica que esta compuesta
exclusivamente de atomos de hidrogeno y carbono. Aunque estan compuestos por
solo dos tipos de atomos, existe una amplia variedad de hidrocarburos. Estos
pueden consistir en diferentes longitudes de cadenas, cadenas ramificadas, y
anillos de &tomos de carbono, o combinaciones de estas estructuras. Ademas, los
hidrocarburos pueden diferir en los tipos de enlaces carbono-carbono presentes en

sus moléculas. (McMurry et al., 2023).

De forma natural, los hidrocarburos se originan a partir de fésiles de plantas y
animales que se formaron por las fuerzas de temperatura y peso durante milenios.
Se encuentran principalmente en las profundidades subterraneas, en formaciones
rocosas porosas, Como arenisca, piedra caliza y esquisto; mientras que otros se han

sintetizado en el laboratorio (Herndon, 2017).

Los hidrocarburos son muy importantes para la economia moderna. Son
responsables de méas del 80% del consumo mundial de energia. Esta cifra en
realidad puede subestimar el papel de los hidrocarburos en la economia por un
margen significativo porque se utilizan en una amplia gama de aplicaciones, aparte
de su uso como fuente de energia. Por ejemplo, el petroleo refinado se ha utilizado
para producir muchos materiales derivados que juegan un papel critico en la

economia global, como plasticos, solventes y lubricantes (Jason, 2022).

2.1.1. Tipos

Los quimicos del siglo XIX clasificaron los hidrocarburos como alifatico o aromatico
sobre la base de sus fuentes y propiedades. Alifatico (del griego aleiphar, “grasa”),
descritos como derivados de productos quimicos degradacion de grasas o aceites.
Por otra parte, estan los Hidrocarburos aromaticos los cuales constituian un grupo
de sustancias obtenidas por degradacion quimica de ciertos extractos de plantas de

olor agradable (Oluwaseun, 2022).



Los términos alifatico y aromatico se conservan en la terminologia moderna, pero

los compuestos que describen se distinguen en funcién de la estructura y no del

origen, esto conduce a diferencias en las geometrias y en la hibridacion de los

orbitales de carbono (Carey, 2023).

2.1.1.1 Hidrocarburos alifaticos

El término 'alifatico' se refiere a hidrocarburos no aromaéaticos. Son hidrocarburos

basados en cadenas de atomos de carbono (C). Existen diferentes tipos de

hidrocarburos alifaticos:

Alcanos: También se denominan parafinas o hidrocarburos saturados, con
formula quimica CnHen+2). LOs alcanos se caracterizan por cadenas
ramificadas o no ramificadas de atomos de carbono con a&tomos de hidrogeno
unidos y contienen solo enlaces carbono-carbono sencillos sin enlaces
dobles o enlaces triples entre &tomos de carbono (Krishna & Mishra, 2012).
Los alcanos son materias primas importantes de la industria quimica y el

componente principal de la gasolina y los aceites lubricantes (Wade, 2019).

Naftenos: También conocidos como cicloalcanos. Al igual que los alcanos,
estos hidrocarburos estdn compuestos de atomos de hidrégeno y carbono
unidos con enlaces Unicos; sin embargo, difieren de los alcanos en que no
forman estructuras de cadena sino que forman estructuras ciclicas (King,
2023). Muchos cicloalcanos se utilizan en combustible de motor, gas natural,
gueroseno, diesel y otros aceites pesados, aunque también son usados
como disolventes, lubricantes, materias primas quimicas y en perfumeria o

cosmeética (Suman, 2021)

Alguenos: también se denominan olefinas o isoparafinas, con una formula

guimica de CnHn-2). Los alquenos se caracterizan por cadenas ramificadas
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0 no ramificadas de atomos de carbono, similares a los alcanos excepto por
la presencia de atomos de carbono con doble enlace. Los alquenos
generalmente no se encuentran en los aceites crudos, pero son comunes en
los productos refinados, como la gasolina (Pizafia, 2013). El uso mas
importante de los alquenos es como materia prima para la elaboracién de

plasticos (Kennepohl et al., 2016).

e Alquinos: Su férmula general es CnH(n - 2), estos poseen un triple enlace, la
cual es la caracteristica distintiva de la estructura de los alquinos y este
mismo triple enlace hace que la molécula sea muy reactiva (Pizafia, 2013).
Los alquinos son utilizados principalmente como combustibles, el alquino de
mayor importancia comercial es el acetileno o etino. Su aplicacion comercial
mas importante es como combustible de los sopletes oxiacetilénicos, ya que
las temperaturas obtenidas de su combustion son muy altas (2800 °C)
(Lozano, 2017)

La disponibilidad y capacidad para formar enlaces quimicos diversos convierten a
los hidrocarburos alifaticos en componentes clave en numerosos procesos
industriales y en la vida cotidiana (Amosu et al., 2015). En la figura 1 se presenta

el ejemplo mas simple de los diferenrtes tipos de hidrocarburos alifaticos.

A) B) C) D)
H H H., H H
| | (;‘ Mo H C=C H
A SLNVVA S A
b N H,C—CH, H H

Figura 1. Estructura mas simple de los tipos hidrocarburos alifaticos siendo: A)

Alcano; B) Cicloalcano; C) Alqueno; D) Alquino (Clayden et al., 2012).



2.1.1.2. Hidrocarburos Aromaéaticos

Son los hidrocarburos que contienen al menos un anillo aromatico, el cual consta
de enlaces dobles y simples alternados entre los atomos de carbono. Los
aromaticos con dos o mas anillos se conocen como hidrocarburos aromaticos
policiclicos y pueden ir desde uno a seis por molécula (Lawal, 2017). La figura 2

muestra un ejemplo del hidrocarburo aromético mas simple que existe.

El término 'aromatico' se acufié antes del mecanismo fisico que determina la
aromaticidad y se derivé del hecho de que muchos de los compuestos tienen un
olor dulce. Se sabe que son el componente toxico mas agudo del petréleo crudo y
también estadn asociados con efectos cancerigenos y cronicos. Muchos arométicos
de bajo peso son solubles en agua, lo que aumenta el potencial de exposicion a los

recursos acuaticos (Krishna & Mishra, 2012).

Son excelentes solventes, se utilizan en la fabricacién de combustibles, pesticidas,
lacas, pinturas, detergentes y mas. Un ejemplo importante de un hidrocarburo
aromatico es el benceno, una estructura de anillo de seis carbonos (Roberts &
Caseiro, 2014).

Estos compuestos pueden persistir en el aire y el agua durante periodos
prolongados, lo que aumenta la preocupacion sobre su impacto en la calidad del
aire y la salud humana. Los hidrocarburos arométicos policiclicos son objeto de
regulaciones y monitoreo estricto en muchos paises debido a su potencial para
causar dafios tanto en la salud humana como en los ecosistemas acuéticos y

terrestres (Lawal, 2017).

Figura 2. Estructura mas simple de un hidrocarburo aromatico (benceno) (Clayden
et al., 2012).
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2.2 Suelo
2.2.1 Definicion

El suelo es el material organico y mineral no consolidado que se encuentra en la
superficie de la Tierra. Es producto de la intemperizacion y fragmentacion de la roca
madre, por varios factores: la influencia del clima, el relieve (elevacion, orientacion
y pendiente del terreno), actividad bioquimica de organismos y materiales
parentales del suelo (minerales originales) que interactian en el tiempo (miles de
afnos). Por ello, es considerado un recurso natural no renovable, al mismo tiempo
es un ecosistema megadiverso, ofrece un habitat para multiples organismos
(Voroney, 2007).

El suelo es un sistema de reciclaje de nutrientes y desechos organicos, un regulador
de la calidad del agua , un modificador de la composicion atmosférica y un medio
para el crecimiento de las plantas , lo que lo convierte en un proveedor de servicios

ecosistémicos de importancia critica (Dominati et al., 2010).

Dado que el suelo tiene una enorme variedad de nichos y habitats disponibles,
contiene la mayor parte de la diversidad genética de la Tierra. Un gramo de suelo
puede contener miles de millones de organismos, pertenecientes a miles de
especies, en su mayoria microbianas y en gran parte aun inexploradas (Torsvik &
@vreads, 2002).

2.2.2 Composicion

El suelo es un cuerpo complejo, la composicion del suelo varia dependiendo de
varios factores, como el tipo de suelo, la ubicacién geografica y los procesos
naturales y humanos que hayan ocurrido en el area (Poveda, 2020). Sus
componentes se muestran en la tabla 1, donde se aprecia que por lo general solo

la mitad del suelo se encuentra compuesto por paticulas sélidas.
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Es importante destacar que los suelos son dinamicos y pueden experimentar
cambios en su composicion y estructura con el tiempo. Esta constante
transformacion puede ser influenciada por una variedad de factores, como las
condiciones climéticas, la vegetacion circundante, especialmente en respuesta a

practicas agricolas y de manejo del suelo (Blum et al., 2006).

Tabla 1. Composicién del suelo, tomado de McClellan, (2007)

Componente Proceso por el cual forma _
Porcentaje que representa

del suelo parte del suelo
Materia Obtenido por diferenciacion y
_ o 45 %
mineral descomposicion de rocas
Proveniente de la
Materia descomposicion de residuos 5 o
0
organica vegetales, restos animales y
tejidos microbianos
N Proveniente de la atmésfera 'y
gua . .
las reacciones en el suelo 50 % del suelo esta hueco o
Proveniente de la atmdsfera, es poroso, la mitad de este
) reacciones de raices, microbios espacio esta ocupada por
Aire o0 gases . .
y productos quimicos en el agua y la otra mitad por gas.
suelo

2.2.3 Horizontes del suelo

Por lo general, se pueden distinguir diferentes capas dentro de los suelos, llamadas
horizontes. Estos horizontes interactian entre si, por lo que no pueden considerarse
independientes, aunque pueden ser muy diferentes. Existe una gran complejidad y
diversidad en los horizontes del suelo, pero en general los horizontes superficiales

son dindmicos y ricos en vida y materia organica. (Needelman, 2013).
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Los horizontes del suelo se forman debido a procesos influenciados por diversos
factores, como el clima, los organismos vivos, la topografia, la composicion de las
rocas madre y el tiempo geoldgico. Los horizontes se definen en muchos casos por
caracteristicas fisicas obvias, principalmente color y textura, Estas capas u
horizontes estan representados por las letras H, O, A, E, C, By R. y las

caracteristicas de cada uno se describen en la tabla 2 (FAO, 2006).

Tabla 2. Horizontes del suelo y sus caracteristicas.

Horizonte Caracteristicas

Horizonte organico formado (o en formacion) por una
acumulacion de materia organica depositada en la superficie
H del suelo. Contiene por lo menos de 20 a 30% de materia
organica, y su composicion depende del tipo de vegetacion

de que provenga la materia organica.

Horizonte organico como el anterior, salvo que no esta
saturado de agua mas de unos cuantos dias por afo.

@) Contiene por lo menos un 35% de materia organica que, por
lo general, consiste en materia organica parcialmente

descompuesta.

Horizonte mineral formado (o en formacién) en la superficie o
adyacente a ésta. Este horizonte muestra una acumulacion
A de materia organica humificada (humus) intimamente
asociada con particulas minerales o posee una morfologia

adquirida por la formacion del suelo.

Horizonte eluvial, yace bajo un horizonte H, O o A. Contiene
menos materia organica, presenta una acumulacién de
E minerales resistentes y es de color mas claro. Se forma por la
pérdida de hierro, arcilla fina, etc., que han sido trasladados al

horizonte B subyacente y se acumulan alli.
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Horizonte mineral en que las particulas minerales (solas o
B combinadas con humus) se han concentrado con el de cursar

del tiempo

Horizonte mineral de material no consolidado a partir del cual
se ha desarrollado el suelo. También se incluyen aqui los

¢ materiales gravosos y pedregosos de fondo que permiten el
desarrollo de las raices.
Capa de roca continua, endurecida suficientemente coherente
en humedo para hacer impracticable la excavacion con una
R pala. Esta roca puede tener fisuras, pero éstas son muy

escasas y demasiado pequeiias para un desarrollo radical
significativo. De hecho, éste no es un verdadero horizonte del

suelo.

2.2.4 Servicios ecosistémicos del suelo

Los suelos como recurso natural desempefian una serie de funciones ambientales,

sociales y econdémicas clave (Blum, 2005). Ejemplos de estas funciones son:

A. Produccion de biomasa: El suelo sirve como ancla para las raices de las
plantas, al mismo tiempo la porosidad de este le concede la capacidad de
retener el agua que la vegetacion necesita, ademas, un suelo fértil también
proporcionara nutrientes minerales disueltos para un crecimiento Optimo
(Weil & Brady, 2017). Esto hace que el suelo sea un lugar apto para las
plantas. Esta funciébn asegura alimentos, forrajes, energias renovables y

materias primas (Blum & Swaran, 2006).

B. Interaccion ambiental: Las interacciones ambientales se dan gracias a la
capacidad de filtrado, amortiguacién y transformacién del agua; estos
procesos en conjunto a la cubierta vegetal influyen fuertemente en el ciclo

del agua(Blum, 2005). Ademas, este puede acumular grandes cantidades de

14



carbono como materia organica del suelo, reduciendo asi la concentracion
total de didéxido de carbono, pudiendo de esta manera mitigar el cambio
climético global (Weil & Brady, 2017).

C. Habitat biolégico y acervo genético: Los suelos representan un habitat fisico,
guimicamente complejo y heterogéneo que sustenta una gran diversidad de
taxones microbianos y faunisticos. Por ejemplo, 10 g de suelo contienen
alrededor de 10° células bacterianas de mas de 10° especies y se estima
que 360,000 especies de animales habitan en el suelo (FAO, 2015).

D. Fuente de materias primas: Los suelos son una fuente de materias primas
como lo pueden ser la arcilla, arena, grava y minerales en general, ademas
de fuente de energia y agua. Las materias primas son la base del desarrollo

técnico, industrial y socioeconémico (Blum, 2005).

2.2.4 Propiedades fisicoquimicas del suelo

Cada una de estas propiedades influyen en la capacidad del suelo para sustentar la
vida vegetal y animal, por lo tanto, son criticas para la produccién agricola y la

conservacion de los ecosistemas naturales (Weil & Brady, 2017).

Las propiedades fisicas del suelo se muestran en la tabla 3 y las propiedades
guimicas en la tabla 4. Conocer las propiedades fisicas del suelo ayuda a evaluar
la erosion, la infiltracion del agua y la susceptibilidad a la compactacion. Por su
parte, determinar las propiedades quimicas del suelo es de gran importancia debido

a su influencia en la fertilidad y productividad del suelo.

Cada caracteristica del suelo, desde su textura y densidad hasta su nivel de acidez
y contenido de materia organica, desvela informacion esencial sobre su calidad y
capacidad de soportar vida (FAO, 2021).
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Tabla 3. Propiedades fisicas del suelo obtenida de FAO, (2021).

Propiedad Caracteristicas
Se refiere a la proporcion de tamafio y forma de particulas,
entre estas encontramos la arena (0.05y 2.0 mm), limo (0.002
T y 0.05 mm) y arcilla (>0.002 mm) (USDA, 2017). Esta

propiedad influye como factor de fertilidad y en la capacidad
de retener agua, asi como en la aireacion, drenaje, contenido

de materia organica y otras propiedades.

Capacidad de
Campo (CC)

Es la cantidad de agua que el suelo es capaz de retener luego
de ser saturado y dejado drenar libremente evitando su
evapotranspiracion y hasta que el potencial hidrico se

estabilice (tras 24 a 48 horas de la lluvia o riego).

Densidad

Se refiere al peso por volumen del suelo. Existen dos tipos de

densidad, real y aparente.

La densidad real es una medida de la cantidad de material
sélido presente en un volumen determinado de suelo,

excluyendo los espacios porosos.

La densidad aparente se refiere a la masa total del suelo
dividida por el volumen total, incluyendo los espacios

POrosos.

Color del Suelo

Depende de sus componentes y varia con el contenido de
humedad, materia organica y grado de oxidacion de
minerales presentes. Esta se usa para distinguir las
secuencias en un perfil del suelo, determinar el origen de
materia parental, presencia de materia organica, estado de

drenaje y la presencia de sales y carbonato.
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Tabla 4. Propiedades quimicas del suelo

Propiedad

Caracteristicas

Capacidad de
intercambio
catiénico (CIC)

Se define como el nUmero de cargas negativas del suelo. Se
debe casi en su totalidad a la fraccidn arcilla y a la materia

organica.

pH

Es una medida de acidez o alcalinidad de una solucion,
indicando la concentracién de iones de hidrogeno (H+)

presentes.

De este parametro depende la disponibilidad de nutrientes
para las plantas, determinando su solubilidad y la actividad
de los microrganismos, los cuales mineralizan la materia

organica.

Nutrientes para las

Plantas

Se clasifican entre macro y micro nutrientes.

Los macronutrienes se requieren en grandes cantidades e
incluyen Carbono(C), Hidrégeno (H), Nitrégeno(N), Fésforo
(P), Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Azufre(S).

Los micronutrientes por otro lado se requieren en pequenas,
su insuficiencia puede dar lugar a carencia y su exceso a
toxicidad, se refieren a Hierro (Fe), Zinc (Zn), Manganeso
(Mn), Boro (B), Cobre (Cu), Molibdeno (Mo), Cloro (CI).

Carbono Organico

Es la fraccion de carbono contenida enla materia

organica del suelo (como residuos vegetales, raices,

del Suelo _ . . o
microorganismos Yy otros residuos organicos).
Conductividad Se refiere a la acumulacion de sales solubles en agua en el
eléctrica suelo.
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2.3 Microbiota del suelo

El suelo es un ambiente megadiverso, habitat para la microbiota edafica compuesta
por bacterias, actinomicetos, hongos, algas, protozoos y nematodos (Hooman,
2010).Todas estas poblaciones interactian de manera sinérgica y/o antagonica,
influyendo en la fertilidad del suelo ya que los microorganismos median entre el 80

y el 90% de todos los procesos que ocurren en el suelo (Furtak & Gajda, 2018).

En él se llevan a cabo los ciclos biogeoquimicos (C, N, P, S), encargados de
realizar la degradacion de la materia organica, fijar nitrégeno vy liberar nutrientes
para las plantas, también ayuda a prevenir la erosion y mantener la estructura
del suelo. La actividad bioldgica del suelo depende del numero y la composicion de

especies de microorganismos y su actividad enzimatica (Torsvik & @vreds, 2002).

Los valores tipicos de densidad poblacional de la microbiota de un suelo no
impactado por la presencia de contaminacion, se muestran en la tabla 5, en donde
se observa que las bacterias son el grupo con mayor densidad poblacional siendo
ademas los microorganismos mas diversos. Se estima que un solo gramo de suelo

puede albergar miles de especies bacterianas diferentes (Hooman, 2010).

Tabla 5. Densidad poblacional y biomasa de grupos microbianos a una profundidad

de suelo de 0 a 15 cm. Tomado de Hooman, (2010)

Grupos de Numero de células / g Biomasa (g / m?)
Microorganismos de suelo

Bacterias 108-10° 40-500
Actinomicetos 107-10¢% 40-500
Hongos 105-10° 100-1500
Algas 104-10° 1-50
Protozoos 103*-10+* Varia
Nematodos 102-10°3 Varia
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2.3.1 Bacterias productoras de biosurfactantes

Los microorganismos utilizan una amplia variedad de compuestos organicos como

fuentes de carbono y energia para su crecimiento. Cuando estos sustratos son

inaccesibles por su baja solubilidad, competencia con otros microorganismos u otro

tipo de factor ambiental, utilizan a los biosurfactantes para disponer de la fuente de
carbono (Al-Hawash et al., 2018).

Los biosurfactantes son producidos por una variedad de microorganismos, ya sea

secretada extracelularmente o unidos a componentes celulares, principalmente

durante su crecimiento en sustratos inmiscibles en agua (Becerra & Horna, 2016).

Las principales funciones de los biosurfactantes a nivel fisiolégico son:

Capacidad para emulsificar y solubilizar compuestos insolubles en fases
acuosas, como son los hidrocarburos, facilitando la disponibilidad de estos
sustratos para el crecimiento y mantenimiento de los microorganismos (Priya
& Usharani, 2009).

Adherencia y liberacion de células en superficies. Esta es una de las mas
iImportantes estrategias de supervivencia de los microorganismos debido a la
presencia de biotensoactivos en la parte externa de la membrana o pared
celular. Estos biotensoactivos son responsables de regular las propiedades
de la superficie celular, promoviendo la adherencia o liberacion de las células
de sitios especificos de acuerdo a sus necesidades nutricionales o para

evadir ambientes desfavorables (Das & Chandran, 2011).

Facilitar el transporte de hidrocarburos a nivel de membrana, funcion
atribuida a los biotensoactivos del tipo glicolipidico ligados a membrana

celular (Becerra & Horna, 2016).
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e Actividad antibidtica, la que ha sido demostrada por varios biotensoactivos,

principalmente los lipopéptidos y glicopéptidos (Ceresa et al., 2023).

La principal funcién biologica de los biosurfactantes es su capacidad para solubilizar
sustratos hidrofébicos tales como hidrocarburos, lipidos, aceites, farmacos y otros
(Islas, 2010). Esto porque la interaccion de los biosurfactantes con la membrana
celular incremetra la hidrofobicidad en esta, lo que reduce el indice de
lipopolisacéridos de la pared celular sin causar dafio alguno a la membrana. Esta
accion de los biosurfactantes bloquea la formacion de puentes de hidrégeno,
permitiendo asi interacciones mas efectivas entre lo hidrofébico y lo hidrofilico en el
ambiente circundante (Santos et al., 2016).

2.3.2 Biosurfactantes

Un biosurfactante es un compuesto bioldgico, cuya molécula es de caracter
anfifilico. Es decir, presenta una doble afinidad, que desde el punto de vista
fisicoquimico puede definirse como una dualidad polar-apolar, ya que estas

moléculas tienen restos hidrofilicos e hidrofébicos (Saleger, 2002).

El resto apolar es a menudo una cadena de hidrocarburo, mientras que el resto polar
puede ser idnico (catidnico o anidnico), no iénico o anfétero (Santos et al., 2016).El
uso de los biosurfactantes para la degradacion de hidrocarburos se presenta
graficamente en la figura 3. La biodegradacion de los hidrocarburos derivados del

petréleo por los biosurfactantes se produce a través de dos mecanismos.

El primero implica un aumento de la biodisponibilidad del sustrato hidr6fobo para los
microorganismos, con la consiguiente reduccién de la tension superficial del medio
alrededor de la bacteria, asi como una reduccion de la tension interfacial entre la

pared celular y las moléculas de hidrocarburo (Sah et al., 2022).
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El segundo mecanismo implica la interaccién entre el biosurfactante y la superficie
celular, provocando cambios en la membrana, facilitando la adherencia de los
hidrocarburos (aumento de la hidrofobicidad) y reduciendo el indice de
lipopolisacéridos de la pared celular sin dafiar la membrana. Asi, los biosurfactantes
bloguean la formacién de puentes de hidrogeno y permiten interacciones
hidrofobicas-hidrofilicas (Santos et al., 2016)

Por ejemplo, en el Complejo Petroquimico en Poza Rica, Veracruz, México, se llevo
a cabo la bioaumentacion de Pseudomona putida CB-100 (productora de
biosurfactantes del tipo ramnolipidos) como parte de un proceso de biorremediacion
a un suelo contaminado por hidrocarburos. Durante el tratamiento, se logré una
remocién del 40,6% de los hidrocarburos totales de petréleo (TPH), también se
detect6 una produccion de ramnolipidos de 1,54 mg/kg y se observé una reduccion
de la tensién superficial a 64 mN/m. Ademas, se identific6 una correlacion negativa
significativa (R =-0,54; p < 0,019) entre la concentracién de TPH (mg/kg) y la tensién
superficial (mN/m) (Angeles & Refugio, 2013).
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(@)
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Figura 3. Diagramas del funcionamiento de los biosurfactantes: A) Modificado de
Krishna & Mishra, 2012; B) Obtenido de Santos et al., (2016).
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2.3.2.1 Propiedades de los biosurfactantes

La actividad de los biosurfactantes se relaciona con cambios de la tension superficial
de los liquidos, por lo cual sus propiedades estan relacionadas a esta actividad. La
concentracion de biosurfactantes en la que se alcanza la minima tensién superficial
es denominada concentracion micelar critica (CMC); se refiere también a la
concentracion de biosurfactantes por debajo de la cual las micelas se forman
espontdneamente. La CMC es un parametro caracteristico para cada surfactante.
Para valores inferiores a esta concentracion, todo el surfactante presente en
solucion se encuentra en forma de mondmeros ubicados en la interfase agua-aire,
mientras que, a valores mas altos, algunas moléculas de tensioactivo se encuentran

en forma micelar (Novelo & Gracia, 2005).

En la figura 4 se observa que antes de alcanzar la CMC, la tension superficial
cambia fuertemente con la concentracion del biosurfactante. Después de alcanzar
el CMC, la tension superficial permanece relativamente constante aunque mientras
siga aumentando la CMC lo sigue haciendo también la solubilidad (Ramesh &
Sakthishobana, 2021)

Ademas de la CMC, tres propiedades mas caracterizan a los biosurfactantes y
surfactantes en general son: el nimero de agregacién (na), el balance hidrofilico-
lipofilico (HLB) y el punto de nube (PN). El na indica el promedio de moléculas de
surfactante que se encuentran formando las micelas. Los agregados micelares
estan conformados generalmente de 20-100 mondmeros, con un radio aproximado
de 1.5-30 A (Islas, 2010).

Dado que una molécula biosurfactante tiene porciones tanto hidrofilas como
hidréfobas, el equilibrio hidrofilo-lipofilo (HLB) clasifica la tendencia de un
tensioactivo a ser hidrofilo o hidrofobo (Yamashita & Sakamoto, 2016). Los
tensioactivos con mayor valor de escala HLB son mas hidrdfilos y, por lo tanto, son

mas solubles en agua. De manera similar, los tensioactivos con menor valor de
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escala HLB son mas lipofilicos y, por lo tanto, mas solubles en aceite. Por lo tanto,
los tensioactivos de HLB mas altos crearan emulsiones de aceite en agua y los
tensioactivos de HLB mas bajos crearan emulsiones de agua en aceite (Azhar et al.,
2006).

La temperatura también es un factor clave que incide directamente en la solubilidad
de los biosurfactantes en soluciones acuosas. Al incrementarse la temperatura, la
solubilidad de los surfactantes decrece gradualmente y las moléculas no solubles
rompen el equilibrio existente entre las del tensioactivo y las del agua, formando
super-agregados de tensioactivo, lo cual provoca un cambio de fase y genera una
apariencia turbia. Este efecto se ha denominado punto de nube (PN) y se define
como la temperatura a la cual el tensioactivo (generalmente no io6nico) pierde su

solubilidad en una solucién acuosa (Islas, 2010).

Estos cuatro parametros CMC, Na, HLB y PN caracterizan a los tensioactivos que
se utilizan en la industria y el ambiente por sus capacidades para solubilizar
compuestos poco solubles, formar emulsiones entre fases inmiscibles, humectar
superficies hidréfobas y determinar la temperatura a la cual se da un cambio en las
propiedades del tensioactivo. De esta manera, las caracteristicas y capacidades
para cada grupo de tensioactivos estan directamente relacionadas con su estructura
quimica, la cual le provee ventajas en un nicho industrial o ecoldgico particular (Ron
& Rosenberg, 2001).

A Extremo hidréfilo
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. -
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v

Concentracién de biosurfactantes

Figura 4. Valor de tension superficial en funcion de la concentracion de

biosurfactante, traducido de Kumar et al., (2018).
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2.3.2.2 Clasificaciéon de los biosurfactantes

Los biosurfactantes se clasifican principalmente segun su estructura quimica y su

origen microbiano. En general, la estructura quimica de los biosurfactantes incluye

un grupo hidrofilico consistente de aminoacidos, péptidos anidnicos o cationicos;

mono-, di-, o polisacaridos; y un grupo hidrofébico constituido por acidos grasos

saturados o insaturados (Fakruddin, 2012); estos incluyen:

Glucolipidos: Es uno de los grupos mas conocidos entre los biosurfactantes.
Son carbohidratos en combinacién con una larga cadena alifatica de acidos
y acidos hidroxilicos. Generalmente son compuestos de carga anionica,
excelentes agentes tensioactivos y tienen la capacidad de generar cambios
en la hidrofobicidad de la membrana bacteriana. Entre los glucolipidos
conocidos, los mas estudiados son los ramnolipidos, trehalolipidos,
soforolipidos (Mnif et al., 2018).

Lipopéptidos y lipoproteinas: Es el segundo grupo de biosurfactantes
microbiano mas estudiado, representado por gran numero de lipopeptidos,
gue son simples moléculas organizadas en un compuesto cuyo esqueleto
esta conformado por un péptido ciclico unido a una cola de acido graso, sin
embargo, existen numerosas variantes en sSu estructura que generan
cambios en su comportamiento como agente tensioactivo. Siendo la
surfactina el biosurfactante mas conocido de este grupo (Antonioli et al.,
2022).

Acidos grasos, fosfolipidos y acidos neutros: Este tipo de biosurfactante es
producido por una gran variedad de especies bacterianas y levaduras
durante su crecimiento sobre n-alcanos. El balance hidrofilico o lipofilico de
los &cidos grasos esta relacionado con la longitud de la cadena de

hidrocarburo. Los &acidos grasos que disminuyen considerablemente la
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tension superficial e interfacial, son aquellos que en su molécula presentan

entre 12 y 14 atomos de carbono (Santos, 2017).

Actualmente se sabe que el tipo de biosurfactante producido depende del tipo de
microorganismo que lo produce. Los ramnolipidos son producidos por P.
aeruginosa; los lipidos de la trehalosa son producidos por un nimero de géneros
estrechamente relacionados, incluyendo Rhodococcus, Nocardia,
Corynebacterium, Tsukamurella, Gordonia, Mycobacterium y Arthrobacter; todos
pertenecientes a la division Firmicutes; y los soforolipidos son producidos por varias
especies de Candida. Un grupo recientemente identificado de glicolipidos llamado
lipidos de manosileritriol son producidas por Candida antartica y Ustilago maydis
(Eras et al., 2022).

Una segunda clase importante de biosurfactante son las lipoproteinas como la
surfactina, iturina, fengicina y lichenisina, las cuales son producidas por Bacillus sp.
Otros géneros que producen lipoproteinas incluyen Actinoplanes, Arthrobacter,
Pseudomonas y Serratia. Organismos productores de biosurfactantes poliméricos
incluyen los siguientes géneros: Acinetobacter, Bacillus, Candida, Halomonas,
Methanobacterium, Phormidium, Pseudomonas, Saccharomyces y Sulfolobus
(Becerra & Horna, 2016).

2.3.3 Aislamiento de bacterias productoras de biosurfactantes.

Los suelos contaminados son, por lo general, colonizados por diferentes especies
gue se adaptan a las fuentes de energia presentes en el sitio. Se estima que en un
gramo de suelo en condiciones naturales (no afectadas por acciones
antropogénicas) se pueden encontrar hasta 600 millones de bacterias, entre las
cuales pueden existir entre 15 mil y 20 mil especies distintas. En los suelos
contaminados con hidrocarburos, las bacterias y hongos capaces de utilizar
hidrocarburos representan el 1% de la poblacién total siendo aproximadamente 10*

a 10° células por gramo de suelo (Gonzalez et al., 2010).
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Se conoce que las bacterias son el grupo microbiano mas versatil en la
biodegradacion de hidrocarburos. Los microorganismos degradadores de
hidrocarburos estan ampliamente distribuidos en el medio ambiente, el 96% de las
bacterias aisladas en medios liquidos (lagos, rios y lagunas) presentan capacidad
de crecer y emulsificar hidrocarburos, de manera que buscar microorganismos en
medios liquidos supone una opcidn viable para el aislamiento de este tipo de

bacterias (Dejonghe et al., 2003).

Para comprobar si producen biosurfactantes se siembran en Agar Siegmund y
Wagner o un similar como lo es en este caso el Agar Azul de Metileno (su
composicion se detalla en el método). En estos medios, la presencia de
biosurfactantes se constata por el surgimiento de un halo azul alrededor de las
colonias después de 48 horas de incubacion a 30 °C (Becerra & Horna, 2016).

2.3.4 ldentificacién de bacterias productoras de biosurfactantes

degradadoras de hidrocarburos

Si se quiere saber si la bacteria es capaz de metabolizar hidrocarburos se utiliza el
agar Bushnell-Haas, el cual es recomendado para el examen microbiolégico de
combustibles por el Comité SIM sobre deterioros microbiolégicos de combustibles.
Este medio contiene todos los nutrientes con excepcion de que la unica fuente de
carbono es un hidrocarburo. Solo las bacterias que pueden descomponer los
hidrocarburos creceran en estos medios (Gimba et al., 2023).

Para los hidrocarburos liquidos, el hidrocarburo se coloca en capas sobre la
superficie del agar inoculado. Para probar hidrocarburos volatiles como la gasolina,
las placas de Petri que contienen el medio se invierten y el hidrocarburo se vierte
en la tapa. El sulfato de magnesio, el cloruro de calcio y el cloruro férrico
proporcionan oligoelementos. El nitrato de amonio es una fuente de nitrdgeno,
dihidrogenofosfato de potasio e hidrogenofosfato dipotasico amortiguan el medio
(HiMedia Laboratories, 2020).
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Se estima que se necesitan de 10° a 10* UFC/g suelo de microorganismos para una
biodegradaciéon y 10° a 10 UFC/g de heterétrofos totales en el suelo capaces de

metabolizar y mineralizar el contaminante hasta CO2 y H2O (Gonzélez et al., 2010).

2.3.5 Mecanismo de biodegradacion de los hidrocarburos

Los microorganismos degradan hidrocarburos mediante procesos aerobicos vy
anaeroébicos (Meckenstock et al., 2016). En condiciones aerdbicas, se produce una
degradacion mas eficiente, ya que el oxigeno actia como aceptor de electrones
(Cao etal.,, 2009). Un resumen de la via de degradacién aerobia de los

hidrocarburos se muestra en la figura 5.

Los procesos que facilitan la descomposicion suelen implicar reacciones como la
oxidacion, reduccion, hidroxilacion y deshidrogenacion, las cuales pueden ocurrir
tanto en entornos aerébicos como anaerbébicos. Enzimas como las
monooxigenasas, dioxigenas, citocromo P450, peroxidasas, hidroxilasas y
deshidrogenasas desempefian un papel crucial en la eliminacién de hidrocarburos
(Rojo, 2009).

Enzimas como las monooxigenasas, didxigenas y citocromo P450 son tipicamente
utilizadas en procesos aerobios, ya que requieren oxigeno para llevar a cabo sus
funciones metabdlicas. Por otro lado, enzimas como las deshidrogenasas y algunas
hidroxilasas pueden estar implicadas tanto en procesos aerobios como anaerobios,
ya gue pueden funcionar en ausencia de oxigeno pero también pueden utilizarlo si
estd presente. Estas enzimas tienen una flexibilidad metabdlica que les permite

adaptarse a diferentes condiciones ambientales (Das et al., 2023).
En un proceso aerobio, la primera reacciéon intracelular es un ataque a los

contaminantes organicos que consiste en reacciones oxidativas mediadas por

enzimas oxigenasas Yy peroxidasas, de manera que se realiza la incorporacion y
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activacion de oxigeno, esto ocurre a través de la oxidacion terminal, subterminal, u-

oxidacion y b-oxidacion (Cao et al., 2009).

El segundo proceso se ve mediado por una via de degradacioén periférica, la cual es
una serie de pasos en los que se convierte gradualmente los contaminantes
organicos en intermediarios del metabolismo central, por ejemplo, el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA). Los metabolitos precursores centrales pueden funcionar en
diferentes procesos, por ejemplo, acetil-CoA, succinato y piruvato son componentes
principales para la biosintesis de la biomasa celular. Mientras que los azucares son
esenciales para varios procesos de biosintesis y gluconeogénesis responsables del

crecimiento (Wang et al., 2021).

Por lo general, los alcanos son oxidados por un sistema de monooxigenasa
dependiente de un transportador de electrones (hidroxilasas de alcanos) para
formar sus alcoholes correspondientes. Esto conlleva a la oxidacion del grupo metilo
para formar un alcohol primario que luego se somete a deshidrogenacién para
producir aldehido y acido carboxilico. Estos siguen la via de la beta-oxidacion y
finalmente entran en el ciclo del &cido tricarboxilico (TCA) con CO2 y agua como

productos finales (Xia et al., 2005)

En contraste, los compuestos arométicos muestran una alta resistencia a la
biodegradacion debido a su mayor estabilidad estructural. El metabolismo de estos
ocurre a través del sistema de oxidasa de funcién mixta mediada por citocromo
P450, con oxidacion o hidroxilacion como primer paso, formando dioles como
intermediarios. Estos intermediarios siguen ya sea la via de ortoescision o
metaescision para formar intermediarios de catecol, que finalmente se integran en
el TCA (Imam et al., 2019).

Otros mecanismos involucrados son (1) la unién de células microbianas a los
sustratos y (2) la produccion de biosurfactantes. El orden de susceptibilidad de los

hidrocarburos a la degradacion microbiana es el siguiente: los alcanos de cadena
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lineal son los mas susceptibles, seguidos de los alcanos ramificados, los aroméaticos
de bajo peso molecular le sigueny, por ultimo, los aromaticos de alto peso molecular
(Cerqueira et al., 2011).

‘ Hidrocarburos Hidrocarburos
alifaticos aromaticos
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Figura 5. Vias para la degradacién bacteriana aerobica de hidrocarburos. Dos

flechas representan mas de una reaccion; modificado de Kumar et al., (2018).

La degradacion de hidrocarburos bajo condiciones anaerdbicas tiene una menor
eficiencia energética al utilizar aceptores de electrones alternativos al oxigeno, los
cuales incluyen compuestos como nitrato, sulfato, dioxido de carbono, metales

oxidados o incluso ciertos compuestos organicos (B. Zhu et al., 2020).

La figura 6 proporciona una representacion grafica de la ruta de degradacion
anaerobica de los hidrocarburos. Los microorganismos anaerobios utilizan
diferentes estrategias para activar los hidrocarburos sin requerir oxigeno molecular.

Se describen tres estrategias princiales en bacterias:
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1. Adiciéon de fumarato: Las bacterias utilizan el fumarato para activar alcanos y
aromaticos sustituidos. El fumarato, un metabolito celular comun, se une al
grupo metilo de los hidrocarburos a través de un doble enlace. Esto produce
compuestos intermedios que se degradan aun mas mediante
reordenamiento de carbono, descarboxilacion y oxidacion B (Bian et al.,
2015).

2. Hidroxilacién independiente del oxigeno: En este proceso, se afiade un grupo
hidroxilo a la cadena lateral del etilbenceno, transformandolo hasta benzoil-

CoA y acetil-CoA mediante de reacciones oxidativas (Heider, 2007).

3. Carboxilacion: Esta estrategia se aplica a hidrocarburos alifaticos vy
aromaticos. Involucra la adicion directa de CO:2 a los hidrocarburos y se cree
gue es analoga a otros mecanismos de degradacion. La carboxilacion del
benceno se cree que ocurre en condiciones reductoras de hierro y nitrato
(Meckenstock et al., 2016).

Las bacterias anaerobias se dividen en dos clases: anaerobios estrictos y
anaerobios facultativos. Las bacterias anaerobias facultativas tienen la opcion de
degradar hidrocarburos con o sin oxigeno mientras que las estrictas lo hacen de
manera unicamente anaerobia. En el proceso de biodegradacion anaerobico, al
igual que en la fermentacion, los contaminantes organicos pueden ser
mineralizados y convertidos en metano, dioxido de carbono e hidrégeno (Widdel
et al., 2010).
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Figura 6. Vias para la degradacion bacteriana anaerodbica de hidrocarburos. Dos

flechas representan mas de una reaccion; modificado de Kumar et al., (2018).

2.3.4.1 Mecanismo de biodegradacion de los hidrocarburos BTEX

Los productos quimicos BTEX (Benceno, Tolueno, Etilbenceno, y Xyleno) son
hidrocarburos monoaromaéticos volatiles que se encuentran comunmente juntos en
el petroleo crudo y productos derivados del petréleo como la gasolina (Bolden et al.,
2015). Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), la
principal fuente de contaminacion por BTEX en el medio ambiente es debido a fugas
de tanques de almacenamiento, lixiviacion de vertederos, vertidos de fabricas,

refinerias y terminales de distribucion (Su et al., 2010).

Cada uno de los compuestos BTEX posee al menos una ruta aerdbica que implica
la descomposicién en un catecol modificado (El et al., 2014). Un esquema de la

degradacion aerobia de estos compuestos se muestra en la figura 7.
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Por ejemplo, el benceno se descompone en catecol, mientras que el tolueno tiene
diversas vias de biodegradacion, algunas de las cuales incluyen el 3-metilcatecol
como producto intermedio. De manera similar, el etilbenceno puede seguir multiples
rutas de degradacioén, resultando en 3-etilcatecol. Todos los isébmeros de xileno son
metabolizados en catecoles con un solo grupo metilo; por ejemplo, el m-xileno se
convierte en 3-metilcatecol. En todos estos casos, posteriormente, el anillo
aromatico del catecol modificado se fragmenta mediante una dioxigenasa
(Stephens, 2023).
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[*] Etilbenceno ¥ Benceno: R =H
o Tolueno: R =CHsy
[ ” Etilbenceno: = R = CH>CH3
l m-Xileno: R =CHsz
IZI m-Xileno

Figura 7. Degradacion aerobica de quimicos BTEX, traducido de Stephens, (2023).

Las vias anaerdbicas de la biodegradacion BTEX son importantes porque la
biorremediacion de estos compuestos se encuentran con frecuencia en situaciones
donde la demanda de oxigeno excede el suministro (Weelink, 2008). La
representacion grafica de la degradacion anaerobica de estos compuestos se

muestra en la figura 8.
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El benceno, el tolueno y el etilbenceno tienen un intermedio de biodegradacion
comun: benzoil-CoA. Este compuesto es el intermedio central mads comdn del
metabolismo aromatico anaerdbico. El anillo aromatico de benzoil-CoA se reduce y
finalmente se transforma en acetil-CoA. Pocos organismos son capaces de
metabolizar anaerébicamente el xileno. Incluyen cepas de bacterias desnitrificantes
capaces de usar m-xileno como sustrato de crecimiento. Decloromonas RCB puede
degradar anerdébicamente los tres isomeros de xileno. La via(s) de biodegradacion

anaerobica de xileno no es bien conocida (Stephens, 2023).

Benceno

ol - T Cai
| T A o
Tolshe o ] Bencil-CoA
e
||
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|| ‘ - - Mineralizacion
|
m-Xileno

Figura 8. Degradacion anaerobica de quimicos BTEX, traducido de Stephens,
(2023).
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2.4 Bioaumentacion: técnica de restauracion de suelos
contaminados

2.4.1 Definicion y etapas de la bioaumentacion

La bioaumentacion es una técnica de la biorremediacién que se usa para mejorar la
capacidad de biodegradacion dentro de un sitio contaminado mediante la
introduccion de cepas 0 consorcios de microorganismos competentes (autdctonos,
no autéctonos o genéticamente modificados) especificos (Xu et al., 2018). Estos
deben tener la capacidad de metabolizar y crecer sobre los contaminantes

organicos de interés (Rodriguez et al., 2019).

El proceso para llevar a cabo la bioaumentacion se encuentra conformado por
diferentes fases donde: La primer fase se basa en realizar una evaluacion de
microorganismos degradadores, este proceso consiste en: (a) la recolecciéon de la
muestra de sitios contaminados (p.e. suelo, lodo, agua, sedimento, etc.), (b) realizar
un cultivo de enriquecimiento selectivo donde el contaminante es la Unica fuente de
carbono y energia usando un medio minimo de sales, después se debe realizar (c)
aislamiento y seleccién de los organismos usando medios de cultivo selectivos
donde el contaminante sea empleado como Unica fuente de carbono y energia, (d)
identificacién taxonOmica de los aislamientos por analisis genéticos, pruebas

bioguimicas, entre otros (Cycon et al., 2017).

La segunda fase consiste en determinar las caracteristicas del potencial de
degradacion de los aislamientos realizando ensayos en suelo, bajo condiciones de
laboratorio, en micro o mesocosmos o escala piloto para determinar los factores que
influyen en la tasa de degradacion (p.e. degradacion por co-metabolismo, tamafio
del in6culo, temperatura, pH, concentracion del contaminante, entre otros). Y por
ultimo se procede a la tercera fase que consiste en un estudio de escalamiento en
el cual se introducen los organismos previamente aislados y seleccionados a los

sitios contaminados; para dicho proceso se debe determinar (a) la concentracion
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del contaminante, (b) metabolitos y (c) las consecuencias fisico-quimicas y

bioldgicas producidas en la degradacion del contaminante (Rengifo, 2018).

En la figura 9 se observa un panorama general de como un cultivo bacteriano
competente para la remediaciéon de suelos contaminados por hidrocarburos degrada

los contaminantes, y ejemplifica el antes y después de un suelo bioaumentado.

[ Suelo contaminado con hidrocarburos ]

Consorcio de bacterias
degradadoras de

hidrocarburos

—

Bioaumentacion

Biosurfactantes
inducidos
por
MICTOOTZANISMOS

Formacion de
micelas

[VAAY A,
Hidrocarburos del petroleo

Enzimas
inducida
por
bacterias

5
£
g
£
&
£

Suelo remediado

Figura 9. Diagrama de un enfoque integrado de bioaumentacion, modificado de

Kumari et al., (2020).

2.4.2 Ventajas y desventajas de la bioaumentacion
En el proceso de bioaumentacion existen factores que promueven o desfavorecen
el uso de esta técnica, estos se muestran en la tabla 6. En donde se resalta que el

uso de esta técnica representa un menor impacto ambiental y un ahorro, pero

supone mayor tiempo en el proceso de degradacion (Alin et al., 2016).
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Tabla 6. Ventajas y desventajas de la bioaumentacién

Ventajas

Desventajas

de

biosurfactantes pueden ser eficaces en

Las bacterias productoras
la degradacién de una amplia gama de

hidrocarburos (Eras-Mufioz et al., 2022)

Algunas bacterias pueden tener una
mayor afinidad por ciertos compuestos,
lo que puede limitar su efectividad en la
degradacion de otros (Bouchez et al.,
2000).

Estas bacterias pueden estimular la
actividad microbiologica y promover la
formacion de agregados en el suelo, lo
que favorece la retencidén de nutrientes

y mejora su estructura (Lynch, 1981).

En comparacién con los métodos de
remediacion quimica, el bioaumento de
de

biosurfactantes presenta un menor

bacterias productoras

riesgo para la salud humana y el medio
ambiente (Guo et al., 2022).

Las bacterias son sensibles a las

condiciones ambientales, como la
temperatura, salinidad o pH. Esto
puede limitar su eficacia en algunos
suelos contaminados, especialmente si
las condiciones no son Optimas para su
crecimiento y actividad (Amruta, 2023).
La restauracion completa de un suelo
hidrocarburos

contaminado por

mediante la accidbn de bacterias
productoras de biosurfactantes puede
llevar tiempo. Es proceso que puede
extenderse durante varios meses 0
(United

Protection

incluso afos States
Environmental

2000).

Agency,

Al aprovechar los propios procesos
de

reducen los costos asociados con la

naturales biodegradacion, se
adquisicién de productos quimicos o la
implementacion de tecnologias mas
(United

Protection

complejas States
Environmental

2000).

Agency,

Al introducir bacterias exdgenas al
suelo, existe el riesgo de que compitan
con las especies nativas presentes en
el ecosistema, afectando al equilibrio
natural del suelo. Aunque la seleccion
adecuada de bacterias autéctonas
puede minimizar este riesgo (Mrozik &
Piotrowska, 2010).
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2.4.3 Aplicaciones de la bioaumentacion

La bioaumentacion con bacterias productoras de biosurfactantes se ha usado para

tratar suelos contaminados con:

Herbicidas (2,4-D, clorofam) insecticidas (lindano, clordano, paration), clorofenoles
(PCP) y nitrofenoles, bifenilos policlorados (BPCs), hidrocarburos totales del
petroleo (HTPs), hidrocarburos poli aromaticos (HAPs) y también se ha aplicado
efectivamente para tratar desechos con concentraciones relativamente altas de

metales (Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico, 2007).

2.4.4 Factores que afectan la biorremediacion del suelo

Existen diversas variables que influyen en el proceso de biodegradacion de
hidrocarburos en el suelo. Estas incluyen la presencia de componentes
fundamentales como nutrientes, pH del suelo, contenido de humedad, temperatura
y disponibilidad biolégica de los hidrocarburos (Kanwal et al., 2022). La tabla 7
muestra varios factores que influyen en la velocidad de biodegradacion en el entorno

ambiental.

Tabla 7. Resumen de varios factores fisicos que afectan la tasa de biodegradacion,
modificado de Kumar et al., (2018)
PARAMETRO CONDICION

La facilidad con la que los microorganismos realizan

ESTRUCTURA Y la degradacién de hidrocarburos ocurren en 6rden
COMPOSICION DE descendente de la siguiente manera:
HIDROCARBUROS. n-alcanos > alcanos ramificados > aromaticos de bajo

peso molecular > alcanos ciclicos.

Temperaturas elevadas, disminuyen la tasa de
TEMPERATURA biodegradacion debido a la disminucion de la

actividad enzimética.
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La tasa de degradacién mas alta en suelo se produce
en el rango de 30-40 °C.

OXIGENO

La disponibilidad de oxigeno es uno de los factores
criticos para la degradacion aerobica, la cual es la
mas eficiente en procesos de biodegradacion de
hidrocarburos. La disponibilidad de oxigeno en el
suelo depende de las tasas de consumo de Oz por

parte de los microorganismos y del tipo de suelo.

NUTRIENTES

El Nitrégeno y Fosforo son importantes para el
crecimiento microbiano y la actividad enzimatica en el
suelo. Su ausencia o exceso pueden reducir el

porcentaje de degradacion de los hidrocarburos.

ACIDEZ Y
ALCALINIDAD

El pH afecta el crecimiento de bacterias y especies
microbianas, la mayoria de las bacterias crecen en un
rango de pH entre 6 y 8, fuera de estos parametros el
crecimiento de las células y su capacidad de

degradacion se ve reducido

HUMEDAD DEL SUELO

Es la cantidad de agua contenida en el material del
suelo. Como el agua es el componente principal del
proceso bioldgico y ecoldgico, la cantidad de agua
presente en el suelo es muy importante para el
estudio de remediacién. Un microorganismo requiere
suficiente agua para su crecimiento y difusion de
nutrientes a lo largo del proceso de biodegradacion.
Las tasas Optimas de biodegradacion en lodos de
petréleo en el suelo ocurren con una saturaciéon de
agua del 30 al 90%
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2.5 Respiracion del suelo y su relacion con los procesos de

biorremediacion.

Para evaluar los resultados de la descontaminacion bioldgica no solo es suficiente
medir el contenido remanente de hidrocarburos en el suelo, es necesario observar
también los procesos microbianos (Margesin et al., 2000). La respiraciéon del suelo
se define como la liberacion de CO: del suelo a la atmosfera e incluye la respiracion
microbiana del suelo, respiracion de la fauna del suelo y respiracion de las raices
de plantas (Frank et al., 2006).

La respiracion de microorganismos en el suelo fue una de las primeras y todavia es
uno de los indices de actividad microbiana del suelo mas utilizados (Stotzky, 2016).
La respiracion microbiana es un indice biol6égico de los ecosistemas del suelo
ampliamente utilizada, ya que refleja la utilizacién de hidrocarburos totales utilizados
por microorganismos. Estudios anteriores han informado que la produccién de CO:
es un parametro importante para el crecimiento, metabolismo y reproduccion de

microorganismos en suelos contaminados (Zhang et al., 2019).

Se ha demostrado que la respiracion se correlaciona con el nivel de contaminacion,
lo que apunta a una relacion entre la degradacion de los hidrocarburos y la
produccion de CO:. Estudios previos mostraron que el contenido de materia
organica del suelo y la tasa de respiracion del suelo estaban positivamente

correlacionados(Zhu et al., 2015).

La actividad respiratoria es ventajosa para monitorear la biodegradacion que de otro
modo seria dificil de cuantificar. Este método permite un fécil control de los
parametros importantes para la biodegradacién (p. ej., contenido de N) y la
determinacién de la cinética a partir de la tasa de liberacion de CO:2 del suelo.
También puede ayudar a determinar las fases de biodegradacion, como la

adaptacion y la biodegradacion activa (Fallgren, 2009).
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3. Antecedentes

Algunos de los trabajos en bioaumentacion con bacterias productoras de

biosurfactantes de los ultimos 8 afios y sus caracteristicas comunes mas

importantes se presentan en la tabla 8. En esta puede observarse que la minima

densidad poblacional de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en el proceso de

bioaumentacién es de 10°. Tres de los reportes citados en la tabla, establecen un

tiempo de tratamiento de 90 dias o superior para realizar la cuantificacion de la

remocion de los hidrocarburos totales presentes en el suelo.

Tabla 8. Antecedentes en bioaumentacion con bacterias productoras de

biosurfactantes.

Detalles de la

Cantidad

%

Referencia Microorganismos ) » ) »
bioaumentacion bioaumentada  Degradacion
Degradacion de
Pseudomonas hidrocarburos de
Rodriguez- e i 86%
. cloritidis mutans y petréleo en 1 x 10° UFC/g i
Uribe et al., ) en 90 dias de
Rhodococcus microcosmos de suelos  de suelo seco. )
2021 ) . ) tratamiento.
gingshengii salinos. En la Venta,
Tabasco, México.
Simulaciones en
mesocosmos para la
Andreolli Bacillus subtilis restauracion de suelos 10° UFC/g de 75.2-75.9%
etal., 2021 DSM 3256 impactados por suelo. en 90 dias
hidrocarburos de alto
peso molecular.
Bioaumentacion,
bioestimulacién y
bioventeo para la
) . remediacion de suelo
Jimenez, Flavobacterium sp. y ) 32.2%
costero contaminado i
2018 Pseudomonas sp. en 14 dias.

con hidrocarburos
intemperizados en la
localidad de Agua Dulce,
Veracruz, México.

40



Degradacion de 34% con
) hidrocarburos totales de bioaumentacion
Wu et al., Acinetobacter SZ-1 i ) 108 UFC/g de
petréleo mediante y 60% con
2016 cepa KF453955 ) y suelo. ] ) y
bioaumentacion y bioestimulacion
bioestimulacion. en 70 dias
Los cultivos fueron
Cultivos de inoculados en biopilas
bacterias fijadoras con1l5gde
Pérez-Vargas de hidrocarburo/kg de suelo 90%
etal., 2015 nitrégeno de vida las cuales se en 180 dias

libre

contaminaron con
fenantreno y antraceno

respectivamente.
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4. Hipotesis

La bioaumentacion con consorcios de bacterias productoras de biosurfactantes en
el suelo contaminado por hidrocarburos resultara en un aumento de la densidad
poblacional microbiana y una mayor actividad respiratoria en un plazo de 90 dias.
Se espera que los experimentos a escala de microcosmos permitan un entorno
controlado que contribuya en la estandarizacion de la degradacién de hidrocarburos

mediante bioaumentacion.
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5. Justificacion

La problematica de la contaminacion por hidrocarburos es un desafio ambiental de
relevancia global que demanda soluciones eficaces y sostenibles. La situacion
especifica del sitio contaminado en San Antonio Detifia, Acambay, Estado de
México, derivada de una toma clandestina de combustible en enero de 2019, este
es un ejemplo alarmante de los riesgos asociados a la actividad ilegal del
huachicoleo. La necesidad de la investigacién en este ecosistema degradado y su
remediacion aportan valor para la salud publica y la biodiversidad nativa,

subrayando la importancia de este proyecto.

En este contexto, la bioaumentacién con bacterias productoras de biosurfactantes
han demostrado eficacia en la degradacién de hidrocarburos. Su habilidad para
descomponer estos contaminantes es fundamental en la restauracion de suelos
impactados, contribuyendo significativamente a la rehabilitacion de su calidad y
funcionalidad. La naturaleza biodegradable de las bacterias y los biosurfactantes en
conjunto a su adaptabilidad a las condiciones del sitio contaminado, ofrecen una
alternativa sostenible y respetuosa con el entorno edéfico, preservando asi la rica

biodiversidad microbiana caracteristica de un pais megadiverso como México.

De igual manera, es crucial llevar a cabo experimentos a escala de microcosmos
antes de la implementacion de la bioaumentacién en el terreno, ya que esta
aproximacién se desarrolla en un entorno controlado. Esta etapa ofrece una valiosa
oportunidad para adaptar y optimizar los protocolos de bioaumentacién en funcién
de las caracteristicas y demandas especificas de los suelos contaminados en
cuestion. Asimismo, el trabajo en una escala reducida permite alcanzar resultados
precisos y controlados, lo que a su vez simplifica la toma de decisiones basadas en
datos con respecto a la viabilidad y efectividad de la técnica en diversos contextos.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar la bioaumentacion con consorcios de bacterias productoras de
biosurfactantes en la restauracion de suelo contaminados por hidrocarburos
mediante ensayos a escala de microcosmos, para determinar su efectividad y

viabilidad en la mejora de la calidad del suelo y la reduccién de la contaminacién.

6.2 Objetivos especificos

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas del suelo

contaminado con gasolina.

= Comparar el efecto de la bioaumentacion de dos consorcios de bacterias
productoras de biosurfactantes en la restauracion del suelo contaminado con

gasolina.

» Analizar la tasa de respiracion microbiana del suelo contaminado con
gasolina, bioaumentado con dos consorcios de bacterias productoras de

biosurfactantes.

= Comparar la eficiencia de la restauracion del suelo por bioaumentacion,

mediante el porcentaje de biodegradacion de hidrocarburos.
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7. Método

7.1 Muestreo del suelo contaminado por hidrocarburos

El suelo contaminado con hidrocarburos se recolectd de un sitio identificado
previamente, que en enero de 2019 sufrio el derrame de gasolina producto de una
toma clandestina (huachicoleo) de combustible en la localidad de San Antonio
Detifia, municipio de Acambay, Estado de México. La toma fue localizada en el
kilometro 5 de la carretera a Temascalcingo, donde se origind un derrame de
hidrocarburo hasta el kilbmetro 4 (19°57'24.8"N, 99°52'57.0"W) (Gonzéles, 2019).
En la figura 10 se muestran fotos de como lucia el sitio durante el derrame en

comparacién con su apariencia actual.

Se realizaron recolecciones de suelo contaminado en diferentes puntos del sitio
antes mencionado con excavaciones de hasta 30 cm de profundidad y 19 Kg se

transportaron al laboratorio en botes de plastico de 20 L.

Figura 10. Fotografias del sitio contaminado siendo: A) Durante el derrame de
gasolina en Acambay (El Sol de México, 2019) y B) Después del derrame con
fecha del 6 de julio de 2022.
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7.2 Preparacion del suelo

El suelo recolectado se sec6 a temperatura ambiente durante 7 dias, posteriormente
se tamizé a través de una malla de 2 mm. En este proceso se observo la presencia
de diferentes tipos de insectos, esto es un posible indicio de que la cantidad de
hidrocarburos presentes en el suelo ha disminuido hasta niveles tolerables para la
vida del suelo, cabe resaltar que al momento de la preparaciéon el suelo no

presentaba olor a gasolina.

Con el fin de recrear condiciones similares a las del derrame original, se aumenté la
cantidad de hidrocarburos totales. Para esto, se afiadié 2 % del peso del suelo en
gasolina, luego se homogenizé cuidadosamente y se uso tanto para el andlisis
guimico microbiolégico; esto basado en una modificacion al procedimiento de la
literatura (Andreolli et al., 2021).

7.3 Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas del suelo.

7.3.1 Determinacion del pH del suelo

Se colocaron 10 g de suelo en un vaso de precipitado de 100 mL, se afadieron 20
mL de agua, lo cual dio una relacion suelo/solucién 1:2. Se agitd manualmente
durante 1 minuto y se dejo reposar por 10 minutos. La operacion se repiti6 dos

Veces.

Un potencidometro se calibré con las soluciones amortiguadoras con pH de 4.0, 7.0
y 9.0 0 10.0. Una vez calibrado se agito la suspensiéon del suelo antes de efectuar
la lectura correspondiente de pH y se tomd la medicion de la disoluciéon de agua con

suelo contaminado (Jackson, 1964).
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7.3.2 Conductividad eléctrica

De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000, se colocaron 10 g de suelo en un vaso
de precipitado de polipropileno de 100 mL. Se afiadieron 50 mL de agua. Se agitd
la suspension y se dejo reposar por 24 h. Se midid la conductividad eléctrica del
sobrenadante y posteriormente se enjuago el electrodo tres veces con agua
destilada. La medicién de la conductividad eléctrica se hizo un total de tres veces.
Al final se tomé la temperatura de la solucién y las lecturas se corrigieron por un
factor de temperatura, en el cual por por cada grado de aumento de la temperatura

encima de 25 °C, el valor de la conductividad aumenta un 2 %.

7.3.3 Determinacion de la textura del suelo

De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000 Se pesaron 60 g de suelo en un vaso
de precipitado de 500 mL y se agregaron 40 mL de agua oxigenada al 30%, después
de la reaccion la mezcla se puso a secar en una parrilla eléctrica. Se agregaron
otros 40 mL de H20:2 al 30% y se observé la reaccion. La muestra se puso a secar
nuevamente y se repitio el proceso hasta que no hubo efervescencia por el agua
oxigenada.

Después de eliminar la materia organica y llevar a sequedad el suelo, se pesaron
50 g de suelo en un vaso de precipitado de 250 mL para después agregar agua
hasta que el liquido sobresalga 2 cm por encima del sedimento. A esta solucion se
afiadieron 5 mL de oxalato de sodio y 5 mL de metasilicato de sodio y se dejo

reposar durante 15 minutos.

Posteriormente se pasaron las muestras de los vasos de precipitado a copas de
agitadores mecanicos, enjuagando con ayuda de una piseta. Se activaron los
agitadores y se procedio a dispersar por cinco minutos. Al finalizar el tiempo de
agitacion, se bajo la copa del dispersor y se paso el contendido a una probeta de

1000 mL, enjuagando la copa con ayuda de una piseta.
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Se agreg0 agua destilada hasta completar un litro con el hidrometro dentro de la
suspension. Se sac6 el hidrémetro y se suspendié la solucion, para ello se tapo la
probeta con plastico para cocina y se agité vigorosamente a mano durante un
minuto. Se tomaron las lecturas del hidrometro a los 40 segundos y después de 2

horas de terminada la dispersion con el agitador de mano.

Para hacer una lectura, se colocé el hidrometro dentro de la probeta cuidando de
alterar lo menos posible la suspensién y a los 20 segundo se hizo la determinacion.
Después de hacer la lectura el hidrometro se sec6, lavo, seco y se tomo la
temperatura. Si por alguna razon al hacer la lectura se acumulaba espuma alrededor
del hidrémetro, se agregaban unas gotas de alcohol etilico. Se corrigieron las
lecturas del hidrometro agregando 0.36 por cada grado centigrado arriba de 19.5°C

restando la misma cantidad por cada grado abajo de dicha temperatura.

La lectura a los 40 segundos multiplicada por 2 es igual al porcentaje de arcilla mas
limo. Restando de 100 se obtiene el porcentaje de arena. La lectura obtenida a 2
horas multiplicadas por 2 es igual al porcentaje de arcilla. El porcentaje de limo se
obtiene por diferencia. Cuando se usan 100 g no debe multiplicarse por 2 ya que el
hidrémetro esta calibrado en porcentajes considerando 100 g de suelo. Con los
porcentajes de limo, arena y arcilla se determiné la textura correspondiente con el

triangulo de texturas que se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Triangulo de clases texturales (Pellegrini, 2019).
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7.3.4 Andlisis de la materia organica en el suelo

La determinacion de materia organica del suelo (MOS) se evalu6 a través del
contenido de carbono orgénico con el método de Walkley y Black presente en la
NOM-021-RECNAT-2000. Con este procedimiento se detecta entre un 70 y 84 %
del carbon organico total por lo que es necesario introducir un factor de correccion,
el cual puede variar entre suelo y suelo. En los suelos de México se recomienda
utilizar el factor 1.298 (1/0.77).

Se disolvieron 48.82 g de K2Cr207 en agua destilada y se aforaron a 1000 mL en un
matraz volumétrico. Para preparar el indicador de difenilamina se disolvio 0.5 g de
difenilamina en 20 mL de agua y se afadieron 100 mL de &cido sulfarico

concentrado.

Para realizar la determinacion de la MOS se pesaron 0.5 g de suelo seco y se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 ml. Se proceso un blanco con reactivos
por triplicado. Se adicionaron exactamente 10 mL de dicromato de potasio 1 N
girando el matraz cuidadosamente para que entrara en contacto con todo el suelo.
Se agregaron cuidadosamente con una bureta 20 mL de H2SO4 concentrado a la

suspension, se giré nuevamente el matraz y agité de esa forma durante un minuto.
Se dej6 reposar durante 30 minutos sobre una lamina de asbesto o sobre una mesa
de madera. Se afiadieron 200 mL de agua destilada y posterior a ello 5 mL de HzPOa4
concentrado. Se adicionaron de 5 gotas del indicador de difenilamina. Y finalmente
se titul6 con una disolucion de sulfato ferroso 0.1N gota a gota hasta un punto final

verde claro.

El calculo para determinar la MOS fue el siguiente:
- B-T
% C orgénico = <T> (N)(0.39)(mc f)
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Donde:

B = Volumen de sulfato ferroso gastado para valorar el blanco de reactivos (mL)
T= Volumen de sulfato ferroso para valorar la muestra (mL)

N= Normalidad exacta del sulfato ferroso.

g= Peso de la muestra empleada (Q)

mcf= Factor de correcciéon de humedad

% Materia organica = (% C organico) ( 1.724)

7.4 Caracterizacion microbioldgica del suelo

Se cuantificé la densidad poblacional de Bacterias Heterotrofas Totales (BHT) por
el método de cuenta viable, mediante diluciones seriadas. Se tomé 1 gramo de
suelo, se mezclé con 9 mL de solucion salina (0.85%) estéril, se agitd manualmente
y se dejo reposar durante un minuto. De esta mezcla se recolecté 1 mL y se agrego
a otros 9 mL de solucién salina (0.85 %) estéril. Esta dilucién es de 10 E™.

De la dilucién 10 E'se tomé 1 mL y se incorporé a otros 9 mL de agua destilada
estéril. La nueva diluciéon es de 10 E?. Este proceso se repiti6 de manera
consecutiva hasta llegar a la dilucién 10 E®. De las diluciones se tomaron 100
microlitros (uL) que fueron colocados en placas de Agar Nutritivo. Las placas se
incubaron a 37°C durante 24 horas, posterior a este tiempo se procedié a contar las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g) (Espinoza & Leon, 2014).

7.5 Construccion de consorcios bacterianos para bioaumentar

7.5.1 Reactivacion de cepario de bacterias productoras de biosurfactantes

Se reactivd un cepario constituido por siete tipos diferentes de bacterias que

producen biosurfactantes que fueron aisladas de sitios contaminados en Chiapas,
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sembrandolo en placas de Agar Nutritivo (AN) a 28°C por 24 horas. Las cepas no
estan identificadas, pero cuentan con las siguientes denominaciones: 2, 3, 4, 697,
2214, 27853 y G101. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 anteriormente se

habia informado que produce ramnolipidos. (Somoza et al., 2020).

7.5.2 Confirmacion de produccion de biosurfactantes y crecimiento con

hidrocarburos como fuente principal de carbono

Para confirmar la produccion de biosurfactantes, el cepario se sembrd en placas
con un Medio de Sales Minerales mas Azul de Metileno (MSM+AM) con glicerol al
2 %. El MSM+AM consta, por litro, de: 0.7 g de KH2PO4, 2 g de NaNOs, 0.9 g de
NaHPO4, 0.2 g de CaClz, 0.4 g de MgSOs, 15 g de agar bacteriologico, 0.03 g de
azul de metileno y glicerol al 2% (v/v). Las bacterias se incubaron a 28°C por 5 dias.
La presencia de halos blanquecinos alrededor de las colonias confirma la

produccion de biosurfactantes (Yafiez et al., 2017).

También se comprob0 si las bacterias son capaces de crecer con hidrocarburos.
Para ello el cepario se sembré en placas de Agar Bushnell-Haas (BH), en este medio
la dnica fuente de carbono son hidrocarburos, de manera que la capacidad
degradadora se demuestra si son capaces de crecer en el medio. El medio BH
consta, por 1 L de: 15 de agar, 1 g de KH2PO4, 1 g de K2HPO4, 1 g de NH4NO3, 0.2
g de MgS0O4-7H20, 0.05 g de FeCls, 0.02 g de CaClz2:2H20y 2 % de gasolina (Atlas,
2010). La bacterias se incubaron a 37°C de 2 a 4 dias (Bagga et al., 2015).

7.5.3 Prueba de biocompatibilidad del consorcio bacteriano

El suelo contaminado con hidrocarburos es un ambiente que estresa a las bacterias
y limita su crecimiento. Por esta razon el disefio de los consorcios bacterianos toma
en cuenta que no exista antagonismo entre las cepas seleccionadas para evitar mas
factores que limiten el crecimiento de las bacterias y por ende la restauracién del

suelo.
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Para comprobar qué cepas tienen compatibilidad entre si, se realizdé prueba de
biocompatibilidad. Para lo cual, se sembrd de manera individual cada una de las
cepas en AN, inoculando 0.1 mL a una densidad poblacional de 1x108 UFC/mL;

extendiéndola masivamente sobre la superficie del medio.

A cada cepa sembrada masivamente se le afiadieron discos de 5 mm de papel filtro
inoculados a densidades poblacionales de 1x108 UFC/mL de cada una de las demas
cepas a evaluar. Estos se dispusieron de manera que se evaltan todas las posibles
combinaciones de cepas, tal como se observa en la figura 12. Es importante
mencionar que si una combinacion de cepas ya fue evaluada anteriormente en una
caja de Petri (por ejemplo, la cepa 2 sembrada masivamente con la cepa 3 en el
disco), cuando se evalue la cepa 3 sembrada masivamente, la cepa 2 no se colocaréa

en el disco porgque esta combinacion ya fue evaluada previamente.

Los medios se incubaron a 30°C durante 48 horas hasta observar crecimiento o
halos de inhibicién. La actividad inhibitoria se obtuvo observando la presencia de
halos de inhibicion (Moreno, 2017). Con los resultados de esta prueba se
seleccionaron consorcios bacterianos altamente compatibles entre si los cuales

forman al Consorcio 1 y Consorcio 2.

. Cepa2 D Cepa3 D Cepa4d D Cepa 697 l Cepa 2214 l Cepa 27853 D Cepa G101
Figura 12. Representacion del modelo seguido en la prueba de biocompatibilidad.
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7.5.4 Produccién de in6culo para la bioaumentacion

La produccion del inoculo con las bacterias degradadoras de hidrocarburos
seleccionadas se realiz6 sembrando las cepas seleccionadas para los consorcios

en Caldo Nutritivo (CN) a una temperatura de 28°C durante 48 horas.

Posterior a ello se centrifugd el medio a 2500 rpm por 25 minutos. El medio se retird
y el inéculo bacteriano Unico se prepard suspendiendo los sedimentos celulares en
solucion salina (NaCl 0.85%) hasta que alcanzo una densidad 6ptica de 0,5 (Aeoo),

equivalente a 1x108 bacterias por mL. (Morales et al., 2017).

Los microcosmos fueron inoculados con 1x10% UFC por gramo de suelo seco, esto
de cada componente bacteriano (Rodriguez et al., 2021). Y se monitoreo durante
90 dias.

7.6 Ensayo de bioaumentacién en microcosmos

Un microcosmos es un ecosistema miniaturizado, estos ofrecen la ventaja de
permitir investigar en condiciones controladas los efectos de las presiones
selectivas, como la aparicibn de agentes xenobidticos, en las comunidades

microbianas naturales (Grenni et al., 2012).

Para este proyecto, se realizaron ensayos experimentales a nivel de microcosmos
utilizando frascos hermeéticos de 3 L, a los cuales se les depositaron 1.5 kg de suelo
adicionado con 2 % del peso del suelo en gasolina y se almacenaron en condiciones
ambientales. Los ensayos consistieron en tres tratamientos por triplicado como se

describen a continuacion:

= Control (C): Suelo contaminado (sin bioaumentacion).
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= Tratamiento 1 (SCB1): Suelo contaminado + bioaumentacion del consorcio
1.

= Tratamiento 2 (SCB2): Suelo contaminado + bioaumentacién del consorcio
2.

7.6.1 Monitoreo de la densidad poblacional de Bacterias Heterotrofas

Totales durante la bioaumentacion

Para cada tratamiento se tomaron 0.33 g de suelo de cada repeticion para hacer
una muestra compuesta de aproximadamente 1 gramo, estos se homogenizaron y
la mezcla resultante se mezcl6é con 9 ml de solucion salina (NaCl 0.85%) estéril, se
agito vigorosamente y dejé reposar durante un minuto. A partir de aqui se realizé el

proceso de cuenta viable tal como se menciona en el apartado 6.3.

Para cuantificar las Bacterias Heterotrofas Totales (BHT) las alicuotas fueron
inoculadas en AN y se incubaron a 37 °C de 24 a 48 horas (Giles et al., 2009).
Transcurrido este tiempo desde el momento del cultivo, se procedié a contar cada
célula viva en los medios seleccionados y esto se realiz6 a los 0, 7, 14, 21, 28, 35,
42,54, 70 y 90 dias.

7.6.2 Respiracion del suelo

La tasa de respiracion del suelo se determiné los dias de incubacion 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 14, 16, 21, 25, 30, 47, 59 y 90 (Zhu et al., 2015). Debido a la
cantidad de suelo contenida en cada microcosmos, la tasa de CO: emitida
carbonataba la solucion de NaOH (0.1N) de la técnica tradicional, por lo que no
podia ser valorada en la titulacion de este proceso. Por este motivo se ha realizado

un procedimiento modificado.

54



Los dias que se realizé la prueba, se instalé un sistema de captura de CO2 para
cada microcosmos, el cual consta de un vaso de plastico con 10 mL de NaOH 0.5
N, los cuales se depositaban en los microcosmos cerrados durante 30 minutos
(Silva et al., 2009). También se prepararon 2 blancos, es decir 2 recipientes de
cristal con cierre hermético que contienen en su fondo 25 mL de agua destilada y
un vial con 10 mL de NaOH 0.5 N.

Para determinar el CO2 desprendido, se valoré por duplicado el NaOH de cada
repeticion con HCI 0.5N. Para esto se colocan en otros vasos de plastico 20 mL de
agua a los cuales se les agregaron alicuotas de 2 mL de los viales de NaOH

procedentes de la incubacion de cada una de las muestras y de los blancos.

Se afiadio 1 mL de BaClz al 20%, el cual facilita la precipitacion de los carbonatos y
se tifieron con dos gotas de fenolftaleina. La solucion resultante es valorada con
HCI, que debe ser afadido lentamente para evitar una posible dilucién de BaCOs
precipitado (Alef & Nannipieri, 1995). Para este experimento en especifico el célculo
de la respiracion del suelo viene dado por:

Mg CO2/1000 g ss = (B-M) - N - 22 (10/2) - (1000/1500(ss/sh)))
Donde:
B = valor medio del volumen de la solucion de HCI gastado por los blancos.
M = valor medio del volumen de la solucion de HCI gastadas por las muestras.
N = normalidad del HCI utilizado para valorar.

Ss = suelo seco

sh = suelo himedo
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7.7 Analisis estadistico

Se obtuvo la correlacion y el modelo de regresion lineal simple para la concentracion
acumulada del CO2 emitido durante la bioaumentacién y mediante una prueba de
comparacién de pendientes se contrastd si existen diferencias significativas en el
gréfico del flujo de CO: entre los tratamientos (p < 0.05). El andlisis estadistico se
realizd con STATGRAPHICS Centurion XVI.
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8. Resultados y discusion

8.1 Caracterizacion fisicoguimica del suelo

De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000 la muestra de suelo obtenida debe ser
moderadamente acida, moderadamente salina, con un contenido alto de materia
organica y de textura franco, los valores exactos de cada propiedad se encuentran

enla Tabla 9.

El suelo con un pH de 6.5 est4 considerado como moderadamente acido. Se ha
observado que la presencia de hidrocarburos en el suelo genera acidez (Obire &
Nwaubeta, 2002). Cabe destacar que este valor de pH del suelo se encuentra dentro
del rango considerado 6ptimo para la biodegradacion de hidrocarburos en el suelo,
ya que el rango es de 5 a 7.8 (Kumar et al., 2018).

Cuando el pH esta fuera del umbral 6ptimo para el crecimiento bacteriano, se
observa una inhibicion en la proliferacion celular, acompafiada de una disminucion
en su capacidad metabdlica. Que el pH este dentro del umbral 6ptimo es importante
para la biorremediacién, dado que el pH ejerce influencia sobre factores criticos
como la disponibilidad de carbono y nutrientes, asi como la solubilidad de metales

pesados (Mousavi et al., 2018).

A su vez, el utilizado en el estudio se clasifica como moderadamente salino, lo cual
se considera como beneficioso para la biorremediacién. Esto porque las sales
aumentan el potencial osmatico del agua en el suelo. Sin embargo, si la salinidad
es excesiva, puede resultar en la extraccion de agua de las células, lo que lleva a la
muerte de los microorganismos debido a la plasmdlisis (Yan et al., 2015). Por otro
lado, un bajo potencial osmoético dificulta que los microorganismos extraigan agua
del suelo, y se ha observado que una salinidad extremadamente baja también

reduce significativamente la biodegradacion (Qin et al., 2012).
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La contaminacion por hidrocarburos también puede contribuir a la salinidad del
suelo, ya que algunos productos quimicos presentes en los hidrocarburos pueden
afectar la composicion ionica del suelo y aumentar la salinidad, lo que puede resultar
en cambios a la eficiencia de biodegradacion (Qin et al., 2012)

Por su parte, un alto contenido de materia organica es beneficioso para la fertilidad
del suelo, ya que contribuye a la retencion de humedad, mejora la estructura del
suelo y suministra nutrientes a las plantas. Se ha reportado que mientras mas
elevado sea el contenidos de materia organica en el suelo, mayor es la eficiencia

en la biodegradacion (Chen et al., 2020).

La textura franco indica una mezcla equilibrada de arena, limo y arcilla en el suelo,
los porcentajes de cada tamafio de particula se muestran en la Tabla 10. Esta
textura es considerada ideal en muchos casos, ya que ofrece una serie de ventajas
en términos de retencidon de agua, permeabilidad, capacidad de aireacion y facilidad
para el crecimiento de las raices. Sin embargo, la contaminacion por hidrocarburos
puede alterar la estructura del suelo, causando la formacion de aglomerados,
reduciendo la permeabilidad y aireacién del suelo, reduciendo la capacidad de la

respiracion de los microorganismos (Abdel et al., 2012).

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo.

Parametro Valor obtenido Clasificacion de acuerdo a
la NOM-021-RECNAT-2000
pH 6.5 Moderadamente acido
Conductividad eléctrica 307 Moderadamente salino
(dS/cm)
Materia Orgéanica (%) 4.2 Porcentaje alto
Textura Franco Franco
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Tabla 10. Granulometria para la textura del suelo.

Tipo de particula Porcentaje (%)
Arena 40
Limo 35
Arcilla 25

Por su parte, la densidad poblacional de UFC por gramo de suelo es igual a 3.4x10°
0 5.5 Logio. Esto puede considerarse una concentracion relativamente baja ya que
aungue el niumero de microorganismos varia entre diferentes tipos y condiciones de
suelos. Un nimero menor a 10° por gramo indica una salud del suelo deficiente
(Ratnakar, 2018).

Las poblaciones bacterianas presentes en el suelo antes de bioaumentar se pueden
atribuir a la capacidad de ciertas bacterias para resistir y adaptarse a altos niveles
de contaminacion. Estudios han demostrado que los contaminantes inducen la
selectividad de algunos organismos capaces de utilizar nuevos sustratos, aunque
algunos componentes téxicos, como los hidrocarburos del petréleo, pueden inhibir
el crecimiento de ciertos grupos microbianos, lo que explicaria la disminucién en la

cantidad de microorganismos presentes en el suelo (Morales et al., 2017).

8.2 Establecimiento de los consorcios bacterianos

Un consorcio se puede definir como una mezcla de diversos microorganismos
capaces de utilizar hidrocarburos. Ningun microorganismo por si solo puede
degradar varios tipos de hidrocarburos. Por lo tanto, diferentes especies de
microorganismos son esenciales en los procesos de biorremediacion, pues cada
especie cuanta con sus enzimas proteicas y rutas metabolicas epecificas para para

la degradacion de ciertos tipos de hidrocarburos (Sihag et al., 2014).
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Un factor clave para un proceso de biorremediacion por bioaumentacion efectivo es
la seleccién adecuada de microorganismos, para ello se realizan pruebas a las
cepas bacterianas evaluando la capacidad que tienen para degradar hidrocarburos
de manera aislada y en conjunto con otras especies bacterianas (Rodriguez et al.,
2019).

La primer prueba realizada al cepario original fue la confirmacién de la produccién
de biosurfactantes. El experimento resultd positivo para las 7 cepas, presentando
una apariencia similar a lo mostrado en la figura 13 donde la caja Petri inoculada
muestra halos blanquecinos alrededor de las colonias como muestra de la

produccion de biosurfactantes.

Esto es importante ya que el derrame de hidrocarburos causa una contaminacion
ambiental alarmante, que exige un rendimiento elevado de degradacion de los
microorganismos para la remediacion microbiana exitosa de estos contaminantes
toxicos. El empleo de bacterias productores de biosurfactantes mejora la efectividad
de la biorremediacion, ya que el biosurfactante juega un papel clave al hacer que

los hidrocarburos sean biodisponibles para la degradacion (Patowary et al., 2017).

Figura 13. Comparacion de MSM + AM entre: A) Control; B) Inoculado con bacterias
productoras de biosurfactantes.
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Dado que todas las cepas produjeron biosurfactantes, el cepario entero se sembré
en medio BH. De igual manera todas las bacterias que fueron sembradas en este
medio selectivo crecieron, lo que significa que tienen la capacidad de sobrevivir con
hidrocarburos como unica fuente de carbono y por ende tienen la capacidad de

degradarlos.

En la figura 14 se evidencia de la capacidad de degradacién de hidrocarburos por
parte de las bacterias, en esta también se resalta que no todas las cepas crecieron

con la misma densidad poblacional.

Figura 14. Comparaciéon del medio BH entre: A) Control; B) Inoculado con la cepa

3; C) Inoculado con la cepa 4.

Es bien conocido que una sola cepa bacteriana no es capaz de degradar toda la
fraccion de hidrocarburos del petréleo. De hecho, la mayoria de las bacterias solo
pueden degradar o utilizar de manera efectiva ciertos componentes de

hidrocarburos de petréleo, mientras que otros no estan disponibles en absoluto.

Esto se puede atribuir al hecho de que diferentes bacterias autéctonas tienen
diferentes enzimas cataliticas; por lo tanto, sus roles en sitios contaminados con

petroleo también varian ampliamente. Esto también implica que la remediacion de
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la contaminacion por hidrocarburos de petréleo requiere la accién conjunta de
multiples bacterias funcionales para lograr el mejor efecto de restauracion ambiental
(Xu et al., 2018).

El suelo contaminado con hidrocarburos es un ambiente estresante incluso para las
bacterias que son capaces de degradar estos compuestos. Por ello, para el
establecimiento de los consorcios es importante considerar que las bacterias no

presenten bio-incompatibilidad (actividad antagénica) (Rodriguez et al., 2019).

Los resultados de la prueba de compatibilidad se muestran en la tabla 10. En esta
tabla las “v” representan compatibilidad entre ambas cepas, ya que se observa el
crecimiento de la cepa del disco sobre la sembrada masivamente sin inhibirla.
Mientras que las “X” representan antagonismo representado por halos de inhibicion.
En ambos casos un doble simbolo representa una interaccion clara (fuerte),

mientras que solo uno representa una actividad no tan marcada (débil).

Por su parte los “?” indican que la cepa inoculada en los discos de papel filtro no
crecio y por ende parece que no existe actividad. Se infiere que este efecto puede
ser el resultado de inhibicién por parte de la cepa inoculada masivamente hacia la

gue se encontraba en el disco.

Tabla 10. Resultados de la prueba de compatibilidad.

Cepas inoculadas masivamente

2 3 4 697 2214 27853 G101
Cepas 2 - - - - - - -
inoculadas 3 XX - - - - - -
en discos 4 NN IV - - - - -
697 X XX X - = - -
2214 ? ? XX XX - - -
27853 v X N4 ? ? - -
G101 X XX X XX N4 XX -
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Los resultados de la tabla 10 pueden entenderse mejor si se comparan con la figura
15. En esta se puede observar las relaciones de antagonismo con presencia de
halos de inhibicién (como en el caso de la pareja 3: G-101) y compatibilidad con el
crecimiento de la cepa del disco sin inhibir a la cepa inoculada masivamente (como
en el caso de la pareja 2214: G-101), lo que sugiere un efecto sinérgico entre estas
(Pérez et al., 2014).

Con los resultados obtenidos se propone que dada la compatibilidad de las cepas y
la cantidad de biomasa generada al momento de sembrar en agar BH, los

consorcios bacterianos a bioaumentar fueron:

e Consorcio 1 (SCB1): Cepa 3y Cepa 4.

e Consorcio 2 (SCB2): Cepa G101y Cepa 2214.
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Figura 15. Resultados de la prueba de biocompatibilidad que presentan los grupos
de las cepas escogidas (cada numero identifica a la cepa inoculada). A) Muestra la
interaccion entre la Cepa 3 y la Cepa 4, y B) llustra la interaccion entre la Cepa
G101y la Cepa 2214.

8.3 Desarrollo de la bioaumentacion

8.3.1 Comportamiento de la densidad poblacional de bacterias

La cuenta viable proporciona una referencia aproximada de la densidad poblacional
microbiana presente en el suelo tratado, lo que permite monitorear y comprender la
respuesta de los microorganismos al tratamiento con bioaumentacion. Los datos
ofrecen informacion valiosa sobre la capacidad de los microorganismos para crecer
y degradar los contaminantes. Una alta densidad poblacional (10° UFC/g) se
traduciria en una mayor actividad microbiana y un aumento en su biomasa, factores

cruciales para la efectiva degradacion de los hidrocarburos (Lawniczak et al., 2020).
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En la figura 16 se puede observar que las UFC por gramo de suelo (UFC/gs) en el
tiempo inicial tuvieron valores similares en los tres tratamientos, con un promedio
igual a 3.4x10° UFC/gs 0 5.5 Logio0 UFC/gs. Este resultado puede considerarse una

concentracion relativamente baja de acuerdo con Ratnakar (2018).
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Figura 16. Comportamiento de la densidad poblacional microbiana durante el

tratamiento de suelos contaminados por bioaumentacion en microcosmos.

En la primera medicion de las UFC (dia 28), los microcosmos sin bioaumentacion
(tratamiento control), incrementaron su densidad poblacional de bacterias 2.5
veces, mientras que las UFC de los microcosmos inoculados con el consorcio 1

(SCB1) aumentaron 1.45 veces y con el consorcio 2 (SCB2), 1.87 veces.

El valor maximo de la densidad poblacional de bacterias se observé en el dia 49
para los microcosmos control (C) y aquellos bioaumentados con el consorcio 2
(SCB2). Mientras que los microcosmos inoculados con el consorcio 1 (SCB1)

obtuvieron este valor maximo en el dia 56.

Los microcosmos control presentaron un incremento de 7 veces las UFC/gs
iniciales; los bioaumentados con el consorcio 1, presentaron un aumento de 14.1
veces las UFC/gs; mientras que los inoculados con el consorcio 2, tuvieron un

aumento en la de la densidad poblacional de 19.1 veces las UFC/gs iniciales.
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Después de haberse registrado la mayor densidad poblacional de bacterias de cada
tratamiento, en las semanas posteriores comenz0 un descenso en la densidad
poblacional de bacterias. Esto corresponde a una aparente fase de muerte celular

gue durd hasta el final del monitoreo.

Se ha comprobado que los microorganismos que pueden sobrevivir y prosperar
utilizando hidrocarburos como su Unica fuente de carbono y energia, han
evolucionado como respuesta a la introduccion de dichos contaminantes en el
medio ambiente (Shahi et al., 2016). Las bacterias nativas de la muestra de suelo
cumplen con estas caracteristicas pues sobrevivieron y prosperaron usando

hidrocarburos como fuente de energia debido al derrame sucedido en 2019.

En los microcosmos control las bacterias nativas no presentan competencia con las
bacterias bioaumentadas. Esto sumado a su previa adaptacion a las condiciones de
contaminacion, pudo dar como resultado una mayor facilidad al utilizar los
hidrocarburos como fuente de carbono para las bacterias nativas. De manera que
las UFC/gs de los microcosmos control aumentaron en mayor medida durante los
primeros 28 dias (Kebede et al., 2021).

No obstante, el efecto de la bioaumentacién es notable en los dias posteriores.
Debido a que el valor maximo de las UFC en microcosmos bioaumentados (SCB1
y SCB2), superaron por al menos el doble la densidad poblacional maxima de los
los microcosmos control. Esto porque la bioaumentacion es una estrategia de
biorremediacion que suministra una microbiota exogena, la cual incrementa la
abundancia de microorganismos que pueden eliminar el contaminante ( Pérez et al.,
2017) .

Por su parte, la disminucion de la densidad poblacional al paso del tiempo en un
proceso de bioaumentacion se ha reportado con anterioridad (Pepper et al., 2002).
Se ha observado que mientras mas contaminado esté un suelo con hidrocarburos

tiende a haber un mayor descenso en el recuento de bacterias (Mrozik et al., 2011).
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Otro factor que influye en la disminucion de las UFC bioaumentadas es la falta de
nutrientes (Zhang et al., 2019). Pues cuando se produce un derrame sustancial de
hidrocarburos, hay un fuerte aumento en el suministro de carbono; sin embargo, la
disponibilidad de fésforo y nitrégeno se convierte en un factor limitante para la
degradacion de los hidrocarburos y la proliferacion de microorganismos (Sah et al.,
2022).

Esta reduccion observada en la densidad poblacional de bacterias por gramo de
suelo a lo largo del tiempo enfatiza la influencia de factores ambientales en la

dinamica de poblacional de las bacterias (Nedaa et al., 2022).

Es importante destacar que el numero de microorganismos presentes en el suelo
en todos los tratamientos estuvo de inicio a fin en el rango de 10* a 10’ UFC por
gramo de suelo. Estas cifras permiten lograr un proceso exitoso de biodegradacion,
pues para ello, la densidad poblacional de bacterias no deberia ser inferior a 10° por

gramo de suelo (Kumar et al., 2018).

Para mantener la densidad bacteriana en niveles que favorezcan un proceso de
biodegradacion eficiente y sostenido, se puede realizar la combinacion de
bioaumentacion con bioestimulacion (Wu et al., 2016). La bioestimulacion es la
adicion de nutrientes especificos que activan las poblaciones de bacterias
autdctonas biodegradadoras; en conjunto a la bioaumentacion se ha reportado que
tiene una degradacion mas efectiva en la biorremediacion de suelos contaminados
con hidrocarburos en comparacion a la bioaumentacién por si sola (Suja et al.,
2014).

8.3.2 Comportamiento de la actividad respiratoria del suelo

La respiracion del suelo implica la liberacion de diéxido de carbono desde el suelo
hacia la atmdsfera e involucra procesos como la actividad microbiana, la respiracion

de la fauna subterrdnea y la de las raices de las plantas (Hursh et al., 2017).
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En consecuencia, este fenébmeno se ha empleado de manera extendida para
comprender la respuesta microbiana ante la contaminacion del suelo y para vigilar
la descomposiciéon de contaminantes (Sutton et al., 2013). En este trabajo, la
cantidad de CO2 emitida a lo largo de la bioaumentacion puede observarse en la

figura 17.

Se encontrd que el CO2 emitido acumulado en el tiempo se ajusta a un modelo de
regresion lineal en todos los tratamientos. La R para el modelo de regresién lineal
del control fue de 0.9524, la del consorcio 1 de 0.9517 mientras que la del consorcio
2 fue de 0.9746. Debido a que existe una correlacion de al menos 95%, en todos

modelos de regresion lineal se pueden considerar estadisticamente significativos.

Tratamiento
Consorcio 1
—— Consorcio 2
—— Control

800

600

400

200

mg C02/1000g de suelo

Dia
Figura 17. Grafica del modelo ajustado del CO: acumulado, emitido en la

bioaumentacion.

Se compard con analisis de varianza la pendiente de las lineas de regresion del
CO:2 emitido acumulado durante la bioaumentaciéon. Se observé que existen
diferencias estadisticamente significativas entre las pendientes de las lineas de
regresion de los distintos tratamientos (P<0.01). Esto indica que la actividad
metabdlica de las bacterias y por ende la produccion de CO: es diferente entre los

tratamientos.
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La respiracién microbiana es un indice que refleja la utilizacion de hidrocarburos por
parte de los microorganismos (Zhang et al., 2019). Se ha demostrado que existe
una relacion proporcional entre la degradacion de los hidrocarburos totales y la
produccion de CO:z, esto debido al metabolismo aerobico de estos compuestos
(Chen et al., 2020).

A su vez, se ha observado que una mayor tasa de respiracién del suelo se asocia a
mayores porcentajes de degradacion de hidrocarburos (Zhu et al., 2015). Y debido
a que existen diferencias estadisticamente significativamente en la cantidad de CO>
emitido acumulado entre los tratamientos, se infiere que también existen diferencias

significativas en el porcentaje de hidrocarburos degradados.

De acuerdo con lo anterior, el consorcio 2 (SCB2) parece ser el méas eficaz en la
degradacion de hidrocarburos, seguido del consorcio 1 (SCB1) mientras que los
microcosmos control presentarian los menores porcentajes de degradacion de

hidrocarburos.

Cabe resaltar que Diplock etal., (2009) en experimentos de microcosmos,
reportaron que tasas de respiracion superiores a 0,1 mg de CO2/g de suelo/dia son
necesarias para garantizar la biorremediacion en el campo. Esta cifra fue superada
en todos los tratamientos, de manera que la bioaumentacién en campo podria ser

viable.
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9. Conclusiodn

La bioaumentacion de bacterias productoras de biosurfactantes tuvo un efecto
observable en el incremento de la densidad poblacional de bacterias en

comparacion a los microcosmos control.

La actividad microbiana del suelo tuvo un incremento estadisticamente significativo
en los microcosmos bioaumentados. Esto se registré como mayores emisiones de

CO: en la respiracién del suelo.

Los experimentos a escala de microcosmos permitieron un entorno controlado que
contribuy6é en la estandarizacion de la degradacion de hidrocarburos mediante

bioaumentacion.
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