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RESUMEN
En el presente trabajo se estudió la capacidad de degradación de un microbioma, extraído de un suelo agrícola del 

sureste mexicano contaminado con hidrocarburos del petróleo, como método de biorremediación. Se prepararon 

muestras de agua contaminada con diesel comercial y con un petróleo ligero de 30°API. Las muestras fueron 

inoculadas con el microbioma en crecimiento, analizándose la concentración de hidrocarburos por cromatografía 

de gases (GC-FID), espectroscopía UV-vis e IR-ATR, el crecimiento microbiano por cuenta en placa. Se obtuvieron 

eficiencias de degradación de 95 % para las muestras de agua contaminadas con petróleo y 98 % para las muestras de 

agua contaminadas con diesel.

Palabras clave: biodegradación, aerobio, adaptación.

ABSTRACT
In this study, the degradation capacity of a microbiome extracted from an agricultural soil in the Mexican southeastern 

area contaminated with petroleum hydrocarbons was researched as a bioremediation method. Samples of contaminated 

water were prepared with commercial diesel and light petroleum of 30°API. The samples were inoculated with the 

growing microbiome, and the concentration of hydrocarbons by gas chromatography (GC-FID), spectroscopy UV-vis and 

IR-ATR, microbial growth by count on a sheet was analyzed. Degradation efficiencies of 95 % were obtained for the water 

samples contaminated with petroleum and 98 % for the samples of water contaminated with diesel.

Keywords: biodegradation, aerobic, adaptation.
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INTRODUCCIÓN

L
a Comisión Nacional de Hidrocarburos (CNH) ha 

reportado que desde el año 2000 se han derra-

mado 93320 barriles de petróleo, de los cuales 

85% han sido en tierra (CNH, 2014). Las alternati-

vas para limpieza y descontaminación de zonas impac-

tadas son muy caras, difíciles de aplicar, o bien, provo-

can que la contaminación se extienda a mayores áreas 

(Cummings, 2010). Entre estas alternativas están el lava-

do de suelos, el uso de barreras reactivas o la oxidación 

con agentes químicos. En algunas de estas técnicas se 

producen intermediarios por oxidación, los cuales tie-

nen mayor toxicidad que los compuestos inicialmente 

presentes (Huaiquilaf, 2008). La aplicación de microor-

ganismos con actividad degradadora es una estrategia 

que se ha utilizado desde hace varias décadas (Gonzá-

lez et al., 2010). Su versatilidad y su impacto positivo en 

el ambiente han sido reportados (D’adamo et al., 1984; 

Huaiquilaf, 2008; Kaplan and Kitts, 2004; Kurisu, 2008; 

Tahhan et al., 2011). También se ha demostrado que 

tiene efectos como mejorador de suelos, haciéndolos 

aptos para el cultivo de algunas especies vegetales. Los 

microorganismos tienen diferentes mecanismos a través 

de los cuales son capaces de metabolizar los hidrocar-

buros, sin embargo, existen limitaciones que se relacio-

nan con la presencia o ausencia de oxígeno, elemen-

tos esenciales y con la concentración de hidrocarburos 

en el medio. El mecanismo para conseguir la degra-

dación de hidrocarburos puede ser aerobio o anaero-

bio. En ambos casos el microorganismo debe ingresar 

las moléculas del hidrocarburo al interior de su mem-

brana celular mediante diferentes vías, y para lograrlo, 

puede involucrar la acción de exoenzimas, las cuales 

disminuyen el tamaño de la molécula, o surfactantes, 

sintetizados por el propio microorganismo, para hacer 

biodisponible las moléculas. Por tanto, existen propieda-

des que cambian en un sistema contaminado y que son 

evidencia indirecta de actividad metabólica sobre los 

hidrocarburos contaminantes, tal como la variación de 

la tensión superficial (Das y Chandran, 2011). Aunque la 

importancia de la actividad microbiana en pozos petro-

leros se conoce desde hace mucho tiempo, el estudio 

sobre la naturaleza y diversidad del desarrollo bacteriano 

en esos ecosistemas es pobre y su actividad metabóli-

ca in situ aún no ha sido totalmente esclarecido (Magot 

et al., 2000). Una amplia variedad de microorganismos 

han sido aislados o detectados en fracciones de crudo 

mediante técnicas moleculares (aerobias, anaerobias fa-

cultativas y microaerofílicas). Las transformaciones que 

los microorganismos pueden llevar a cabo han revolu-

cionado la industria petroquímica en los últimos 20 años 

y estas incluyen biodesulfuración, biodenitrogenación, 

biodesmetalización, bioemulsificación y recuperación 

mejorada de petróleo por microorganismos (Magot et 

al., 2000; Singh et al., 2012). Todas las operaciones en la 

industria del petróleo, tales como exploración, produc-

ción, transporte y refinamiento son fuentes potenciales 

de contaminación de agua, suelo y aire (Caliman et al., 

2011). Entre las tecnologías disponibles para la limpieza 

de zonas contaminadas por hidrocarburos, la biorreme-

diación y fitorremediación son las más económicas y 

más amigables con el ambiente. Las bacterias son ca-

paces de degradar compuestos tóxicos orgánicos, tales 

como xenobióticos, que incluyen herbicidas, pesticidas, 

refrigerantes, solventes, etcétera. también actuan como 

mejoradores de la fitorremediación, participando acti-

vamente en el proceso (Glick, 2010; Singh et al., 2012). 

La comprensión de los procesos involucrados en la bio-

transformación, biodegradación y biorremediación del 

petróleo por parte de los microorganismos ha ido escla-

reciéndose, gracias al desarrollo de técnicas molecula-

res, debido a que menos de 1% de microorganismos son 

cultivables en condiciones de laboratorio. Estas técnicas 

permiten estudiar material genético de todo un conjun-

to de microorganismos sin necesidad de aislar y cultivar. 

Estas mismas técnicas han permitido la caracterización 

detallada de la estructura de la membrana bacteriana, lo 

cual permite establecer mecanismos de ingreso y ascen-

sión de las moléculas de hidrocarburos al interior celular 

(Van Hamme et al., 2003). La comprensión de este me-

canismo es vital para la aplicación de principios correc-

tos de ingeniería (Singh et al., 2012; Van Hamme et al., 

2003). Se ha reportado el uso de microorganismos para 

el monitoreo de diferentes compuestos orgánicos con-

taminantes como alcanos, benceno y derivados, nafta-

leno, salicilatos, bifenilos policlorados y clorocatecoles 

(Daunert et al., 2000). Entre los microorganismos repor-

tados con actividad degradadora de hidrocarburos se 

encuentran Arthrobacter, Burkholderia, Mycobacterium, 

Pseudomonas, Sphingomonas, Bacillus, Alcaligenes, 

Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, 

Corynebacterium y Rhodococcus (Das and Chandran, 

2011). En el metabolismo aerobio de alcanos, Pseudo-

mona putida, con la enzima monooxigenasa unida a la 

membrana permite la conversión de un alcano en un 

alcohol, el cual puede ser oxidado más tarde en un al-

dehído y en ácido para proceder a la -oxidación y al 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Patel et al., 2012; Van 

Hamme et al., 2003). En la Figura 1 se muestra la regu-

lación que se lleva a cabo por un par de operones para 
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transformar alcanos en acetil coenzima-A (Van Hamme 

et al., 2003). Se ha reportado que Pseudomona putida, 

Burkholderia cepacia y Acinetobacter sp. poseen ope-

rones con capacidad degradadora del tipo alk (Magot 

et al., 2000; Van Hamme et al., 2003). En Acinetobacter 

sp. se ha descrito una vía donde una dioxigenasa con-

vierte un alcano a aldehídos a través de n-alquilhidro-

peroxidasas sin un alcohol intermedio. Esta dioxigenasa 

requiere oxígeno molecular para catalizar la oxidación 

de los n-alcanos (C10 a C30) y alquenos (C12 a C20) sin la 

producción de radicales (Van Hamme et al., 2003). Uno 

de los principales factores que limita la biodegradación 

de un hidrocarburo es su biodisponibilidad (Barathi and 

Vasudevan, 2001).

Los hidrocarburos difieren en su susceptibilidad para ser 

atacados por un microorganismo en el siguiente orden: 

alcanos lineales, alcanos ramificados, aromáticos pe-

queños, cicloalcanos y con mayor dificultad los hidro-

carburos aromáticos policíclicos (PAHs, por sus siglas en 

inglés) (Das and Chandran, 2011), y los factores que afec-

tan la efectividad de la biodegradación de hidrocarburos 

son las propiedades fisicoquímicas del contaminante, 

como la temperatura, debido a que afecta directamente 

la química de los contaminantes, su solubilidad, fisiolo-

gía y diversidad de la microflora, presencia de nutrientes, 

tales como nitrógeno, fósforo y ocasionalmente hierro 

(Atlas M. Ronald, 1981; Das and Chandran, 2011; Van 

Hamme et al., 2003).

MATERIALES Y MÉTODOS

Adaptación de consorcio microbiano

El medio mínimo (1.2 ml L1 FeCl2 0.1%, KH2PO4 0.5 g 

L1, MgCl2 0.4 g L1, NaCl 0.4 g L1, NH4Cl 0.4 g L1, 

CaCl2 0.05 g L1, 1 ml L1 solución elementos traza: 

ZnSO4 10 mg L1, MnCl2 3.0 mg L1, H3BO4 30 mg L1, 

CoCl2 20 mg L1, CuCl2 1.0 mg L1, NiCl2 2.0 mg L1, 

Na2MoO4 3.0 mg L1; todos los reactivos grado analíti-

co proporcionados por Fermont) fue inoculado con una 

relación de 1 g de soporte (conteniendo el microbioma) 

por cada 100 mL de solución. Se mantuvo en agitación a 

200 rpm por 3 h a 30 °C para ser filtrado posteriormente. 

Para la adaptación del microbioma se tomaron tres volú-

menes de 9 mL de la solución de medio mínimo inocu-

ladas. Se agregaron 1 ml de diesel y 1 ml de petróleo de 

30 °API, manteniéndose en agitación a 200 rpm a 30 °C 

por 36 h. Se realizó el conteo en placa de las soluciones 

obtenidas.

Contaminación de muestras de agua y montaje de 

reactores y métodos analíticos

Las muestras de agua contaminada fueron preparadas 

tomando nueve volúmenes de medio mínimo por un 

volumen del hidrocarburo (diesel o petróleo). Los siste-

mas se mantuvieron en agitación por 24 h a 200 rpm 

a 30 °C. Se utilizaron tres reactores (Figura 2), con un 

volumen de 600 ml. Se mantuvieron condiciones aero-

bias, proporcionando un flujo de aire de 60 L h1 y una 

Figura 2. Biorreactor utilizado en el estudio de degradación de hidro-
carburos por el microbioma agrícola.

Figura 1. Transformación de alcanos en acetil coenzima-A, mediada 
por el operón alkBFGHJKL y el operón alkST que decodifica la rube-
droxina reductasa [tomado de (Van Hamme et al., 2003)].
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temperatura constante de 30 °C. Los reactores fueron 

cargados con 450 ml de muestra contaminada, dos con 

muestra contaminada con petróleo y dos con muestra 

contaminada con diesel. Se adicionaron 50 ml del inó-

culo correspondiente a un reactor conteniendo muestra 

contaminada con diesel y a otro con muestra contami-

nada con petróleo. Los dos restantes se completaron 

con solución de medio mínimo para tomarse como 

blancos. Las condiciones se mantuvieron por seis días, 

tomando muestras de 2 ml cada 12 h.

Análisis por espectrofotometría de UV-vis, IR-ATR y 

cromatografía de gases

Debido a que las técnicas espectrofotométricas de UV-

vis e IR-ATR no son destructivas, las muestras tomadas 

fueron medidas primero por estas dos técnicas. Se utili-

zó un espectrofotómetro de ultravioleta-visible (Ocean 

Optics Serie Jaz, USA) y uno de infrarrojo con reflexión 

total atenuada (Perkin Elmer Spectrum-100, USA). Se 

utilizó 0.5 ml de CCl4 por cada 2 ml de muestra para 

la extracción. La fase orgánica obtenida fue filtrada a 

través de fibra de vidrio con Na2SO4 anhidro (Fermont) 

para eliminar cualquier traza de agua presente. El ex-

tracto fue recibido en un vial ambar de 2 ml y sometido 

al análisis de cromatografía de gases. Se utilizó una je-

ringa de 10 l para inyectar 1l de muestra en un cro-

matógrafo de gases (GC Clarus 580 Perkin Elmer Inc, 

USA) equipado con un detector de ionización de flama 

(FID). Se usó una columna capilar Elite-MS (30 mD.I. 

0.25 mmespesor de película 0.25 m). El gas de arras-

tre fue nitrógeno con un flujo de 1ml min1. La tem-

peratura del inyector fue de 350 °C. Se usó una rampa 

de temperatura (50 °C (1 min), 15 °C hasta 180 °C, 

7 °C hasta 230 °C, 30 °C hasta 380 °C) para lograr 

la separación de los hidrocarburos en la columna. La 

cuantificación se realizó con una curva de referencia, 

usando diesel comercial en CCl4. Para el recuento de 

microorganismo se utilizaron placas 3MTM PetrifilmTM 

para el recuento de aerobios, de acuerdo con la meto-

dología marcada por el fabricante.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados de la degradación de los hidrocarburos a 

través de uv-visible se muestran en la Figura 3, y la dismi-

nución de la concentración del sustrato hidrocarbonado 

se muestra en la Figura 4.

Figura 3. Decremento de la concentración de compues-
tos aromáticos en la muestra de agua contaminada con A: 
diesel y B: petróleo a través de espectrofotometría UV-vis.
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En el tercer día de tratamiento se alcanzó una degrada-

ción por el consorcio microbiano de 96% para el agua 

contaminada con diesel y 91.5% para la contaminada 

con petróleo. Los cromatogramas obtenidos se mues-

tran en las figuras 5 y 6. La degradación de cada frac-

ción obedece a su complejidad y contenido de carbo-

nos. Las fracciones degradadas más rápidamente fue-

ron con menor número de carbonos. Por otra parte, 

las que tuvieron la mayor cantidad persistieron durante 

más tiempo. Los microorganismos que conforman el 

consorcio microbiano utilizado degradaron primero 

los componentes presentes de menor complejidad y 

menor peso molecular. Los compuestos remanentes 

después del tratamiento tienen menos de 16 carbonos, 

ya que la degradación microbiana fragmenta los hidro-

carburos de mayor peso molecular en moléculas más 

pequeñas, como se muestra en la Figura 7 (Tahhan et 

al., 2011).

En los espectros infrarrojos que se muestran en la Figura 

8 se observan los picos característicos del estiramiento 

C-H propio de los hidrocarburos presentes en las mues-

tras de agua contaminada en la región de 2950-3000 

cm1. Al final del tercer día de tratamiento los picos no 

se detectan, lo que confirma la alta eficiencia obtenida 

con el consorcio utilizado.

La ecuación que relaciona el número de células mi-

crobianas con la masa de peso seco es (D’adamo et al., 

1984):

W7106 UFC3382.6

Donde: W[]mg/L; UFC[]n° de microorganismos/mL

El tratamiento de los datos obtenidos se realizó a tra-

vés del modelo propuesto por Monod (Monod 1949): 

máx
g

CsCc
r

Ks Cs






Los parámetros máx y Ks se obtuvieron a través de la 

forma de Hanes-Woolf de la ecuación de Monod (Ba-

cosa et al., 2011) (Cuadro 1), y los perfiles de degrada-

ción y crecimiento microbiano a una temperatura de 

30 °C se muestran en la Figura 9 para el diesel y el 

petróleo.
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Figura 5. Cromatogramas obtenidos durante la biodegradación de las muestras de agua contaminadas con diesel.
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Figura 6. Cromatogramas obtenidos durante la biodegradación de las muestras de agua contaminadas con petróleo.
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Los balances propuestos para realizar el modelado de 

las ecuaciones se proporcionan en el Cuadro 2, donde 

se consideró el factor de muerte y el de mantenimiento 

celular.

Los hidrocarburos remanentes después de tratamiento 

podrían degradarse totalmente si las condiciones de de-

sarrollo microbiano óptimas se mantienen durante un 

mayor tiempo.

CONCLUSIONES

El tiempo para alcanzar un grado de 

degradación de contami-

nantes mayor a 90% fue de tres días, observando que 

existe un intervalo óptimo de temperatura de operación 

Cuadro 1. Valores de los parámetros  máx y Ks para el agua con petróleo y con diesel.

Agua contaminada con petróleo Agua contaminada con diesel

Temperatura 20 °C 30 °C 40 °C 20 °C 30 °C 40 °C

máx [dia1] 1.1976 1.6085 3.7693 0.3098 0.4841 0.6748

Ks [mg/L] 815.904 1096.493 2555.107 109.468 99.951 78.946

R2 0.95 0.94 0.93 0.93 0.86 0.90

Figura 9. Perfil de velocidades obtenido con el modelo de Monod para de biodegradación a 30 °C. A: diesel y B: petróleo.
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entre 30 °C y 40 °C. Es posible reducir la contamina-

ción por hidrocarburos del agua a valores que ya no re-

presenten toxicidad al medio ambiente. La cinética de 

Monod, para este consorcio, describe adecuadamente 

el crecimiento bacteriano, no así la utilización de sus-

trato ni la generación de producto; esto debido a que la 

medida del sustrato se realizó a través de DQO, el cual 

es capaz de oxidar las células microbianas, lo cual pue-

de incrementar el valor del contaminante presente. La 

tasa de mantenimiento se reduce realizando el aporte 

de energía al sustrato, por lo que las actividades meta-

bólicas dentro de la célula microbiana se enfocan en 

la degradación del mismo. Esto mejora el rendimiento 

general del consorcio. Se obtuvieron eficiencias de bio-

degradación de 96% para el diesel y de 91.5% para el 

Cuadro 2. Balances considerados en el biorreactor en fase libre.

Balance Ecuación

Células
dCc

dt
r rg d= −

Sustrato
dCs

dt
Y r mCcs c g= −( )−/

Producto V
dCp

dt
r V Y r Vp p s s= = −( )/
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petróleo (medidos a través de la reducción de DQO), y 

de 95.8% para el diesel y 93.8% para petróleo (medidos  

como hidrocarburos totales del petróleo), con una adap-

tación previa del consorcio bacteriano. En diferente sus-

trato, es decir, en diesel y petróleo, la velocidad máxima 

de crecimiento microbiano a la misma temperatura fue 

el cuadrado de su correspondiente valor; es decir, para 

el petróleo el valor fue n2 veces el valor del diesel.
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