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Resumen

Los productos derivados del petroleo son la principal fuente de energia, tanto para
la industria, como para la vida diaria. La contaminacion por hidrocarburos (HCs) del
petréleo es una de las preocupaciones mas grandes hoy en dia, esta se puede dar
por fugas y derrames accidentales, los cuales, ocurren regularmente durante la
exploracion, produccion, refinacion, transporte y almacenamiento de petréleo y
productos derivados de éste.

La aplicacion de los procesos bioldgicos se ha convertido en una alternativa para
reducir la contaminacion por petréleo y sus derivados. Lo anterior debido al bajo
costo, son altamente eficientes, causan poco dafio al ambiente y favorecen la
mineralizacion completa de los contaminantes. El petrdleo es una mezcla compleja
de muchos compuestos por lo que se requiere el uso de diferentes actividades
metabdlicas concertadas para degradar las diferentes fracciones del petréleo. Ya
que se ha demostrado, gracias a humerosos estudios la existencia de mas de 100
géneros de bacterias capaces de degradar los HCs del petréleo. El objetivo del
presente trabajo fue disefiar un consorcio bacteriano sintético utilizando 12 cepas
de origen marino aisladas del golfo de México. Los estudios demostraron que las
cepas bacterianas seleccionadas tienen la capacidad de reducir la tensién
superficial y producir biosurfactantes, los cuales permiten la solubilizacién de los
HCs del petroleo favoreciendo los procesos degradativos. Los resultados de este
proyecto de investigacion demuestran que cuando las bacterias trabajan en
conjunto, la degradacién aumenta casi al doble, lo que nos indica que un consorcio

bacteriano es mas eficiente para degradar HCs que las cepas individuales.
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1.- Introduccion

1.1.- Composicién y clasificacion del petroleo

El petréleo consiste en una mezcla liquida con textura viscosa, que contiene miles
de compuestos, entre los cuales se encuentran los hidrocarburos (HCs) que son
moléculas compuestas por atomos de carbono e hidrogeno. La composicion
quimica del petréleo es de: 44% parafinas, 10% resinas y asfaltenos, 16% parafinas
ramificadas y 30% de aromaticos.

El petréleo se puede clasificar segin su densidad o gravedad APl (American

Petroleum Institute), como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1. Clasificacion del petréleo segun su gravedad API (Rodriguez, 2014).

Extrapesado >1.0 10
Pesado 1.0-0.92 10.0-22.3
Mediano 0.92-0.87 22.3-31.1
Ligero 0.87 -0.83 31.1-39
Super ligero <0.83 >39

El petréleo también puede ser clasificado como crudo dulce (poco azufre), o acido
(mayores cantidades de azufre).

En México se producen tres tipos de crudo: el Maya-API22 pesado, que constituye
casi la mitad del total de la produccion; el Istmo-AP3l4, ligero, bajo en azufre, que
representa casi un tercio del total de la produccion; y el Olmeca-API39, extra ligero,
aproximadamente la quinta parte del total de la produccién (gob.mx, 2021)

En el mundo, los yacimientos petroliferos se encuentran principalmente en el Golfo
Pérsico. El petroleo se distribuye principalmente por el océano y al afio se produce
mundialmente cerca de cuatro mil millones de toneladas métricas de petroleo crudo
(Harayama et al., 1999; Fernandez R., 2023).



1.2.- Clasificaciéon de los HCs del petréleo

El petréleo esta constituido de HCs, estos se clasifican en saturados, aromaticos,
resinas y asfaltenos. Estos se pueden separar mediante cromatografia de absorcion
utilizando disolventes de diferente polaridad, cada una de las fracciones obtenidas
contiene muchos compuestos (Karsen y Larter, 1991). Los saturados no contienen
dobles enlaces y se pueden clasificar de acuerdo con sus estructuras quimicas en
alcano (parafinas) y cicloalcanos (naftenos). Los alcanos a su vez tienen cadenas
de carbono ramificadas o no ramificadas y su formula general es CnH2n + 2. Los
cicloalcanos tienen uno o mas anillos de atomos de carbono (ciclopentanos y
ciclohexanos) y su formula general es CnH2n. La mayoria de los cicloalcanos del
petréleo tienen uno 0 mas anillos aromaticos con o sin sustituyentes alquilo. Los
aromaticos tienen uno o mas anillos aroméaticos con o sin sustituyentes alquilo. El

hidrocarburo aromatico es el mas simple, como se muestra en la figura 1.
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Fig.1.- Estructura de algunos HCs del petréleo (Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo, 2014)

Las resinas como los asfaltenos contienen compuestos polares no hidrocarbonados
a diferencia de las fracciones saturadas y aromaticas. Ademas de que sus
elementos contienen carbono e hidrogeno, nitrégeno, azufre y oxigeno, los cuales
pueden formar complejos con metales pesados.

Los asfaltenos son compuestos de alto peso molecular y las resinas contienen

compuestos heterociclicos acidos y sulféxidos (Harayama et al., 1999).

1.3.- Contaminacién ambiental por HCs del petréleo

La contaminacion ambiental es uno de los desafios mas relevantes del mundo
actual, ya que no solo tiene efecto sobre la biodiversidad, sino también en la salud
humana. Los HCs del petrdleo constituyen uno de los principales contaminantes del
ambiente, tanto en suelos como en los océanos. Sin embargo, son los principales
contaminantes del medio marino y provienen en su mayoria de la escorrentia
terrestre y de agua dulce, los desechos de las refinerias de petroleo costeras, las
actividades del transporte maritimo, derrame accidental o por afloramientos
naturales, conocidos como chapopoteras (fig. 1) (Deppe et al., 2005; Malik y
Ahmed., 2012).
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Fig.2.- Destino final del petréleo crudo (Tomado de Rojas., 2023).

La produccion, el transporte, el uso y la eliminacion a gran escala del petréleo a
nivel mundial lo han convertido en un contaminante de gran importancia, tanto en
prevalencia como en cantidad (Rahman et al., 2002).

El destino final de los HCs del petréleo son los mares y océanos, por lo que son los

principales contaminantes del medio marino (fig. 1) (Deppe et al., 2005).

1.4.- Derrames de petrdleo en México

México es un pais petrolero, ya que su desarrollo y macroeconomia dependen de
la produccién de HCs. El Golfo de México es una de las areas de mayor produccion
de petroleo, es ahi donde ha ocurrido el mayor accidente de derrame de petroleo
en México, el cual fue debido a la explosion de la plataforma Deepwater Horizon
(DWH) el 20 de abril del 2010, en tres meses se derramé cerca de 800 mil toneladas

de petroleo (Herzka et al., 2021).

1.5.- Métodos de eliminacion de HCs del petréleo en ambientes

contaminados

Existen diversos métodos para eliminar los HCs del petréleo, entre ellos se
encuentran los métodos fisicos que incluyen adsorcion, flotacion de aire, filtracion
de membrana, etc., y los métodos quimicos que comprenden electrocoagulacion, la
oxidacion humeda, oxidacion electrolitica, oxidacion catalitica de ozono, entre otros,
sin embargo, estos métodos suelen ser muy costosos y pueden producir

contaminaciéon secundaria.



1.6.- Biorremediacién de ambientes contaminados por HCs del

petréleo

Debido a las consecuencias negativas de los métodos fisicos y quimicos, se opta
mas por los métodos bioldgicos, como la biorremediacion, en la que intervienen
diversas especies de microorganismos, entre los cuales se encuentran las
bacterias. (Malik y Ahmed., 2012).

La biorremediacion es una forma sostenible de degradar contaminantes
ambientales; se basa en la degradacion de compuestos organicos, convirtiéndolos
en energia, masa celular y productos de desecho biolégicos, por dichos
microorganismos, originando metabolitos menos téxicos o inocuos para el medio
ambiente o con el fin de realizar una mineralizacién generando H20, CO2 (aerodbica)
o CH4 (anaerdbico) como productos finales. Los procesos de biorremediacion
ofrecen varias ventajas como, un bajo costo, un manejo seguro, ademas de que no
generan impacto ambiental (Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo., 2014).

Las tasas de degradacién y mineralizacion de muchos compuestos organicos de
una poblacién microbiana dependen de la concentracién del compuesto, ya que se
ha demostrado que, a una mayor concentracion la tasa de degradacion es menor
(Rahman et al., 2002).

1.7.- Consorcios bacterianos naturales degradadores de HCs

Se ha encontrado que alrededor de 100 géneros de bacterias tienen la capacidad
de oxidar HCs (Cui et al., 2020), sin embargo, no existe en el mundo una sola cepa
de bacterias con la capacidad metabdlica de degradar todos los componentes que
se encuentran en el petréleo crudo. La biodegradacion del petréleo crudo en la
naturaleza es realizada por diversas especies dentro de un consorcio de
microorganismos con altas capacidades enzimaticas (Malik y Ahmed., 2012), ya
que, generalmente las bacterias no se encuentran de manera aislada, sino que mas

bien se encuentran en asociaciones, formando consorcios, estos consorcios



bacterianos naturales pueden realizar diversas funciones, entre ellas la degradacion
de contaminantes, como lo es el petréleo.

Los consorcios bacterianos pueden realizar funciones complejas que una poblacion
bacteriana no podria realizar por si sola, asi mismo son mas resistentes a las
fluctuaciones ambientales. Normalmente los consorcios bacterianos se encuentran
de manera natural en el ambiente y pueden estar formados con hasta 38 cepas
bacterianas (Cui et al., 2020). Los miembros del consorcio se comunican unos con
otros intercambiando metabolitos o intercambiando sefnales, donde cada individuo
de la poblacion puede detectar y responder; esta comunicacién les permite la

division del trabajo (figura 2) (Brenner et al., 2008).

(a) Single population D

m B

TRENDS in Biotechnology

Figura 3.- Ejemplo de realizacion de reacciones complejas por una sola poblacion y por un consorcio.
Para la generacion de un sustrato (S) a un producto (P) se requieren muchos pasos, los cuales

pueden realizarse a través de intermediarios (X1 y X2). Tomada de Brenner et al., 2008.

Gracias a la participacién y combinacion de los diferentes procesos metabdlicos y a

la participacion de diferentes enzimas cataliticas de dichas bacterias presentes en
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los ambientes marinos o terrestres, es posible alcanzar tasas de consumo de hasta
el 100 % (Das y Chandran., 2011). Cada bacteria tiene afinidad por diversos tipos
de HCs, por lo tanto, la biorremediacion de la contaminacién por HCs del petroleo
requiere la accion conjunta de mdultiples bacterias funcionales; es decir, los
consorcios bacterianos son mas eficientes para degradar HCs que una cepa
individual, es asi como se puede lograr el mejor efecto de restauraciéon ambiental.
(Xu et al., 2018).

1.8.- Consorcios bacterianos sintéticos

Un consorcio bacteriano sintético, es decir creado in vitro en un laboratorio (fig. 2)
es mas eficiente que un consorcio que se encuentra de manera natural en el
ambiente, ya que en él se pueden controlar las condiciones 6ptimas de crecimiento,
las proporciones de cada cepa y para ello, se tiene que saber el porcentaje de
degradacion de las cepas de manera individual (Cui et al., 2020).

Se pueden construir cultivos mixtos que degraden el petréleo, combinando cepas
gue tengan capacidades degradantes conocidas y estudiadas (Malik y Ahmed.,
2012; McGenity et al., 2012),

Una caracteristica importante de los consorcios microbianos es su capacidad para
realizar funciones que requieren multiples pasos. La diversidad resultante en las
rutas metabolicas le permite realizar tareas mas complejas y utilizar de manera mas
eficiente los recursos disponibles en su entorno. Los consorcios nos sirven como
modelo para estudiar las interacciones que se pueden dar entre las poblaciones
bacterianas durante un proceso de biorremediacion ya que implican la accién
concertada de diferentes microorganismos sobre un sustrato, mediante la
combinacion de sus actividades metabdlicas cooperativas (Desai et al., 2010).

Es importante estructurar espacialmente el entorno, para que las especies cooperen
e interactien, ya que si dos especies participan en competencia se dividiran
espacialmente y como resultado obtendremos un consorcio laminado (Lindemann
et al., 2016).



Existen diversas formas para disefiar un consorcio bacteriano sintético (Jia et al.,
2016). Una de las cuales estad basada en la funcidn, este enfoque se centra en
determinar primero una funcion para la comunidad y luego caracterizar la estructura
y dinamica de la misma en detalle. Dentro de este enfoque, las comunidades
microbianas “naturales “utilizadas en biotecnologia son de mucho interés, ya que la
produccion o degradacion de una sustancia en particular puede actuar como una
medida objetiva de desempefio. En la figura 2 se puede observar como se obtiene

un consorcio bacteriano sintético a partir de un consorcio natural.

&"lﬂl*i
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Fig.4.- Metodologia de la obtencion de un consorcio bacteriano sintético, a partir de un consorcio
natural (Tomado de Rosas Diaz., 2020).

1.9.- Rutas metabdlicas involucradas en la degradacion

Se ha observado que durante la biodegradacion de HCs del petroleo las diferentes
fracciones son asimiladas a variadas tasas de consumo, esto es gracias a la
respuesta a diferentes afinidades que presentan las bacterias a la amplia diversidad
de compuestos del petréleo la cual dependera de la estructura y del peso molecular.
Por ejemplo, los alcanos lineales cuando son asimilados por las bacterias son
metabolizados por la ruta de la B-oxidacion produciendo alcohol como intermediario.
Los alcanos-lineales entre C10 a C24 son los primeros en consumirse debido a la
baja hidrofobicidad que presentan. En estudios llevados a cabo con Pseudomonas
se observé que consumio primero a los alcanos entre C5 y C16 (Das y Chandran.,
2011).



En el caso de los monoarométicos, se ha observado que se degradan por diferentes
rutas metabdlicas, dependiendo de la estructura molecular del compuesto. De los
HCs que conforman el btex (Benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), el tolueno es
el de mayor consumo bajo condiciones aerobias, sin embargo, dependiendo de las
bacterias presentes en las zonas contaminadas, estas moléculas pueden seguir
diferentes rutas metabdlicas. Cuando se oxida un hidrocarburo poliaromético se
forman dihidrodioles, posteriormente los intermediarios dihidroxilados pueden sufrir
un ataque enzimético en las posiciones orto o meta para formar catecol o
protocatecuato, y asi finalmente entrar al ciclo de los acidos tricarboxilicos (Das y
Chandran., 2011).

1.10.- Produccién de Biosurfactantes

Los biosurfactantes son metabolitos producidos por bacterias, se asocian a su
crecimiento cuando los sustratos son hidrofébicos (ejemplo aceites, HCs, etc). Los
biosurfactantes tienen propiedades tensoactivas, emulsificantes y dispersantes, se
clasifican por su alto o bajo peso molecular. Las bacterias utilizan este metabolito
como herramienta para emulsionar las cadenas pesadas del petréleo crudo y asi
hacerlo mas biodisponible para utilizarlo de manera mas eficiente (Akbari et al.,
2018). Actualmente, diferentes lineas de investigacion estan orientadas a la
produccion de biosurfactantes para mejorar la degradacion del petréleo crudo
contaminado en los suelos (Patowary et al., 2017). Los biosurfactantes comprenden
principalmente diferentes tipos de lipopéptidos, exopolisacaridos glicolipidos (Lin et
al., 2008; Sharma et al., 2020). Por ejemplo, en la figura 4 se muestra el ejemplo de

un biosurfactante.
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Fig. 5.- Biosurfactante (ramnolipido) producido por Pseudomonas sp que favorece el consumo de
HCs (tomado de Das y Chandran., 2011).

1.11.- Factores que intervienen en la biodegradacién de HCs

El alcance y la velocidad de biodegradacion depende de muchos factores,
incluyendo: pH, temperatura, oxigeno, la composicién de la poblacién microbiana y
su grado de aclimatacién, accesibilidad de nutrientes, la estructura quimica del
compuesto y tiempo de la contaminacién (Haritash y Kaushik, 2009; Vazquez et al.,
2009).

La temperatura juega un papel importante en la biodegradacion de HCs, puesto que
afecta directamente la fisiologia y diversidad de los microorganismos, asi como la
guimica del petroleo. A temperaturas bajas el petroleo incrementa su viscosidad, se
reduce la volatiidad de los compuestos de bajo peso molecular, que
consecuentemente aumentan la toxicidad en microorganismos. En el Golfo de
México se han aislado bacterias a diferentes profundidades de 1 000 hasta 1 200
metros, estas bacterias tienen la capacidad de degradar el petréleo a temperaturas
alrededor de 4°C. No obstante, se ha observado que conforme se eleva la

temperatura se incrementa la actividad microbiana, encontrando la mayor actividad

10



enzimatica en bacterias mesofilicas y termofilicas en la superficie de los océanos
(Das y Chandran., 2011).

Los HCs en ambientes salinos como es el agua de mar (3.5 % de NaCl) presentan
altas tasas de consumo por parte de los microorganismos, estas tasas de consumo
también se han observado en un rango entre 0.6 a 11.7 % de NaCl, sin embargo, a
concentraciones superiores a 2.4 %, se ha observado inhibicion del consumo de

compuestos aromaticos (Salleh et al., 2003).

1.12.- Biodegradabilidad

La biodegradaciéon del petréleo depende de las caracteristicas del habitat, del
contaminante y de los microorganismos; por tanto, es de gran importancia tener en

cuenta cada uno de estos factores a la hora de aplicar un tratamiento biologico.

Como se menciond anteriormente, el petréleo estd constituido por distintas
fracciones de HCs. La fraccion alifatica (con 18 a 35 atomos de carbono) es la mas
facil de degradar, ya que esta formada principalmente por n-alcanos, lo cuales se
metabolizan mas facilmente por los microorganismos, La degradacion se dificulta a
medida que se incorporan a su estructura ramificaciones y anillos aromaticos, por
lo tanto la fraccién aromatica (con uno o mas anillos, como benceno, naftaleno, y
fenantreno) es mas compleja de metabolizar por los microorganismos, las resinas y
asfaltenos al ser la fraccibn mas recalcitrante debido a la complejidad de sus
moléculas es aun mas dificil de degradar (Acufia et al. 2010 ). El petr6leo también
posee compuestos organicos con sulfuro, nitrégeno y oxigeno, y constituyentes
metalicos en poca proporcion. Debido a la complejidad de la composicion del
petréleo, la biodegradaciéon por parte de las bacterias dependerd de las

proporciones que tenga de cada una de sus fracciones.

2.- Antecedentes directos

El laboratorio de Biotecnologia ambiental (CEIB), forma parte de un proyecto global

en conjunto con el Consorcio de investigacion del Golfo de México (CIGOM), el
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objetivo de dicho proyecto es el de establecer una linea base de las condiciones
biogeograficas de esa area marina, con el fin de poder responder en el futuro ante
posibles impactos ambientales relacionados con derrames ocasionados por la
industria del petréleo. Se cuenta con una coleccion de cepas aisladas de la columna
de agua y de sedimentos del Golfo de México. El muestreo fue realizado a distintas
profundidades: a) zona superficial; b) maxima fluorescencia (hasta 200 m); ¢) zona
minima de oxigeno; d) zona de 1000 m; e) fondo y f) sedimentos. Las cepas fueron
seleccionadas por su capacidad para producir biosurfactantes, moléculas de tipo
anfipatico que les permite solubilizar compuestos hidrofébicos y utilizarlos como
fuentes de carbono y energia (Morales-Guzman et al., 2020). Dichas bacterias
pueden ser empleadas en los procesos de biorremediacion de suelos o aguas
contaminadas con HCs, ya que pueden favorecer la solubilizaciéon de los sustratos
e incrementar la eficiencia de biodegradacién de estos compuestos.

Las bacterias cultivables de estos consorcios se aislaron e identificaron mediante
caracterizacion polifasica bacteriana. Una de las especies aislada y caracterizada
fue Enterobacter cloacae, la cual presenté actividad biosurfactante. El extracto
obtenido del biosurfactante de esta bacteria presentd una alta estabilidad térmica,

en condiciones alcalinas y a salinidad elevada. Ademas, se analiz6 su genomay se
observé la presencia de genes rhlAB que codifican para la ramnosiltransferasa,

requerida en la produccién de ramnolipidos,y genes alkAB, que codifican para las
enzimas alcano hidroxilasas, las cuales estan relacionadas con la degradacion de
alcanos (Curiel- Maciel et al, 2020).

Idiomarina es otro género bacteriano aislado y caracterizado de origen marino; se
demostré que esta bacteria es capaz de producir exopolisacaridos (EPS) a 5, 15y
25 °C; es capaz de formar biofilm y tiene la capacidad de utilizar HCs (Bahena.,
2020).

Thalassospira sp. B6FA se aislo en altas concentraciones de queroseno y fue capaz
de emulsionar diferentes HCs con indices de emulsion (EI24) de hasta 80 %. Sin
embargo, el biosurfactante obtenido de esta cepa no presentd la capacidad de
reducir la tension superficial. El agente emulsionante se identifico como un terpeno.

Esta cepa también fue capaz de degradar 50 % de HC diferentes después de 30
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dias y mostr6é potencial para su uso en la biorremediacion de ambientes marinos

contaminados con HC (Bertrand et al., no publicado).

3.- Justificacion

La contaminacion por HCs del petréleo es una problematica de caracter mundial y
amplia distribucién geogréfica, teniendo en cuenta que independiente de la zona
afectada (lagos, suelos, zonas freéticas, rios y playas) por procesos biologicos y
fisicos, los HCs tienen como destino final los mares y océanos.

México es un pais petrolero, ya que su economia depende principalmente de este
recurso, las zonas de mayor explotacién petrolera estan situadas en el golfo de
México. Estas zonas se han visto afectadas en los Ultimos afios por la
contaminacion de HCs, producto de las actividades domésticas, industriales y
maritimas. Asi mismo, debido a procesos relacionados con la explotacion,
transporte, manejo del petréleo y sus derivados, la seleccion de bacterias con
capacidad de degradar los HCs sigue siendo tema de interés en diferentes grupos
de investigacion.

Actualmente se estudian microorganismos con capacidad para degradar HCs, sin
embargo, debido a que el petréleo es una mezcla de muchos compuestos, se
requiere el uso de mdltiples cepas para mejorar la eficiencia de biodegradacion,
estas cepas se pueden seleccionar lo que nos traeria diversas ventajas: elegir las
mejores cepas, aprovechar las capacidades metabodlicas de cada una de ellas,
reducir los tiempos de los tratamientos, evitar la adicion de sustancias téxicas al

ambiente.

4.- Hipotesis

Un consorcio bacteriano sintético compuesto por aislamientos bacterianos
provenientes del golfo de México, es capaz de degradar petréleo crudo mas

eficientemente que un aislado individual.
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5.- Objetivos

5.1.- Objetivo general:

Disefiar un consorcio especializado de bacterias marinas que degraden el petréleo

crudo.

5.2.- Objetivos particulares

1. Evaluar el crecimiento y capacidad de degradacién de las cepas aisladas del

golfo de México, de manera individual en medio liquido marino.

2. Diseflar mezclas (consorcios) con dichos aislamientos por medio del

software Designe-expert.

3. Evaluar la capacidad de degradacién por los consorcios disefiados.

4. Seleccionar los aislamientos con mayor efecto sobre la remocion del

petréleo crudo y con ello crear el consorcio final.
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6.- Estrategia experimental

Caracterizacion
de las 12 cepas
seleccionadas

Morfologia
Tincion de Gram

12 cepas seleccionadas
del cepario del
Laboratorio de

Biotecnoloaia Ambiental

Estudios de
degradacion del
petréleo crudo

Determinacion del indice
de emulsién y tensién
superficial por cada cepa

Estudios cinéticos de
cada cepa parala
obtencion de biomasa
en peso seco

Disefo de los
consorcios
bacterianos

Estudios de
degradacién de los
consorcios
disefiados

Determinacion del
indice de emulsion y
tensioén superficial
por cada consorcio

Seleccion de los
aislamientos con mayor

efecto en la degradacion
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7.- Materiales y Métodos
7.1.- Bacterias iniciales

El disefio del consorcio partié de 12 cepas bacterianas, las cuales fueron aisladas
de muestras de la columna de agua y de sedimentos del Golfo de México (Fig. 4)
en trabajos previos al presente estudio.

Las 12 cepas (Tabla 4) fueron reactivadas de alicuotas de la biomasa bacteriana
conservada en una solucién de glicerol a -80 °C las cuales se encontraban en el

cepario del Laboratorio de Biotecnologia Ambiental

26°N

24°N

22°N

20°N

18°N

95°W 90°w 85w

Fig.6.- Mapa del sitio de recoleccion de las cepas incluidas en el estudio.

En la tabla 2 se muestra el nombre del sitio y la profundidad a la que fueron
recolectadas las cepas bacterianas, las cuales podemos ubicar en el mapa de la

figura 4.
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Tabla 2.- Sitio y profundidad, donde se recolectaron los aislados incluidos en el estudio.

Cepa Sitio Profundidad (m)
Pseudoalteromonas sp (A2MO) | A2 356
Shewanella sp (A4F) A4 2946
Enterobacter sp (A3SMO) Cl1 48
Bacillus subtilis Cl4 82
Thalassospira sp (B6F) B6 998
Citrobacter sp (C13MF) C13 65
Micrococcus luteus (C14MF) Cl4 82
Erwinia sp (C14MF) Cl14 82
Vibrio sp C12 1329
Bacillus cereus (C14MF) Cl4 82
Microbacterium sp (C14MF) Cl4 82
Idiomarina sp (B7H2) B7 1210

Algunos trabajos previos con estas cepas fueron realizados en el Laboratorio de

Biotecnologia Ambiental del CEIB. En la tabla 3 se presenta informacion relevante

de estas cepas que permitieron su eleccién para realizar el presente trabajo de

investigacion.

Tabla 3.- Bacterias con capacidad para degradar diferentes tipos de HCs

Género HCs que utiliza

Citrobacter sp. Diesel

Enterobacter sp. Presencia de genes
alkAB que estan
relacionados con la
degradacidn de alcanos
Petroleo crudo e
hidrocarburos
aromaticos policiclicos
(HAPs)

n-alcanos e HAPsS

Shewanella sp.

Idiomarina sp.

Pseudoalteromon Petréleo crudo

as sp.

Biodegradacion
(%)
60,14 £ 0,7%

Petroleo crudo
47.24 % , FLN
68%, PHE 40% y
PYR 39%
21.77 %

27.13%

Medio de cultivo
para su seleccion
Medio liquido
suplementado con
Fe
Caldo de tripticasa
de soja

ONR7 y Medio
MSB

Medio marino
minimo
Medio minimo
salino ONR7

Referencia

(Venkidusamy
et al., 2018)

(Curiel-
Maciel et al,
2020).

(Bayat et al.,
2015) y (Ben
Said et al.,
2008)
(Bahena.,
2020).
(Bayat, et al.
2015)
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Vibrio sp.

Fenantreno, HAPS,
naftaleno; bola de
alquitran asociada

(Chikere et al.,
2011)

Thalassospira sp. | Queroseno, arominay 50 % Medio marino (Bertrand B. et
petroleo crudo minimo al., 2020).
Bacillus subtilis. HAPs 98 % FLN, 12% Medio MSB (Ben Said, et
PHE y 40% PYR al., 2008)
Micrococcus sp. Petroleo crudo 66.08 % Medio minimo (Bayat et al.,
salino ONR7 2015)
Microbacterium Fenantreno - - (Chikere et al.,
sp. 2011)
Erwinia sp Alcanos - - (Chikere et al.,
2011)

7.2.- Caracterizacion de las cepas

7.2.1.- Caracterizacion morfolégica

Se realiz6 una caracterizacion morfologica de las cepas, para confirmar su
morfologia y pureza, por lo que las 12 cepas se sembraron en cajas de Petri con
medio de cultivo marino (caldo de soya tripticaseina 30 g/L, dextrosa anhidra 2.5
g/L, extracto de carne 1.2 g/L, sulfato de amonio 1.2 g/L, cloruro de calcio 1.2 g/L,
sal marina 10 g/L y agar bacteriolégico 15 g/L) a temperatura ambiente, durante 48
horas, tomandose en cuenta los siguientes parametros: forma de la colonia, bordes,

elevacion, color y consistencia.

7.2.2.- Tincién de Gram

Se utilizo la tincidn de Gram para determinar si las bacterias eran Gram positivas o
Gram negativas, y como parte de su caracterizacion. Se sembré cada cepa en
medio marino y se dejaron crecer durante 24 horas a temperatura ambiente,
posteriormente se tomd una colonia de cada cepa y se colocé en un portaobjetos

fijandose con calor. La tincion se realizé siguiendo los siguientes pasos:
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1.- Se cubrié cada muestra con cristal violeta durante 30 segundos y posteriormente
se enjuagaron con agua destilada.

2.- Se agrego0 Lugol y se dejaron reposar durante 30 segundos, se enjuagaron con
agua destilada.

3.- Se agreg6 alcohol cetona (70-30%) durante 30 segundos, posteriormente se
enjuagaron con agua destilada.

4.- Se afadio safranina durante 30 segundos y se enjuagaron con agua destilada,
inmediatamente se dejaron secar y una vez secas se observaron en el microscopio

compuesto a un objetivo con ampliacién de 100x.

7.3.- Degradacion del petroleo crudo por cada cepa individual

Se realizaron ensayos de degradacion a cada cepa de manera individual, para
conocer sus capacidades degradativas. Para ello se utilizd un petréleo crudo maya
con gravedad API de 22, libre de asfaltenos, a 100 partes por millén (ppm) en medio
minimo marino como Unica fuente de carbono. Los experimentos fueron realizados
por triplicado en matraces de 50 ml, a un volumen de 20 ml, temperatura de 15 °C,
salinidad de 12.29 g/L y se incubaron durante 12 y 30 dias para tener un tiempo

minimo y un méximo.

7.4.- indice de emulsion (IEz4) por las cepas individuales

Una emulsién es una mezcla homogénea de dos liquidos inmiscibles entre si, un
bioemulsificante estabiliza esta reaccion. La emulsion se determiné al terminar los
tiempos de incubacion de los ensayos de degradacion de cada cepa. Se calculo el
IE24 mediante el protocolo de Cooper y Goldenberg, el cual consiste en la adicion
de queroseno a un volumen de 6 ml con 4 ml caldo de cultivo libre de células.
Después de mezclar con vortex durante 2 min y dejar reposar durante 24 h, el indice
IE24 se da como porcentaje de la altura de la capa emulsionada (en milimetros)
dividido por la altura total de la columna de liquido (en milimetros).
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7.5.- Tension superficial por las cepas individuales

Se midi6 la tension superficial (TS) con un tensiémetro Kriiss (modelo K20S), se
tomd 4 ml de cultivo libre de células y se coloc6 en un vissel de vidrio, se tomé como
control el medio de cultivo y se midio la tensién superficial en dinas /cm. (Tuleva B.,
et al., 2005). Para medir los valores de la TS se tomé en cuenta el valor minimo
reportado en la literatura, el cual es de 28 mN/m (100%) que se podia alcanzar para

la produccién de un biosurfactante (BS) (Morales-Guzman, et. al., 2021)

7.6.- Extraccion del hidrocarburo

Se realiz6 la extraccion del petroleo de los ensayos de degradacion, con dos
volumenes iguales de DCM (10 ml) y colocando la mezcla en tubos de centrifuga de
50 ml, se agitd en un vortex hasta quedar homogéneo, posteriormente se centrifugo
a 2000 RPM durante 15 minutos a 15 °C, se evaporo el disolvente (DCM) en un
evaporador rotatorio (Buchi). Una vez que se tuvieron concentrados los extractos,
se transfirieron a viales de 2 ml para posteriormente realizarse la cuantificacién por

peso del hidrocarburo degradado.
7.7.- Analisis cromatogréfico

Se inyectd 1 pL de la muestra resuspendida en DCM y se analizé en un
cromatografo de gases Hewlett-Packard Mod. HP-5890 equipado con un detector
de ionizacién de llama (FID) y una columna capilar de caucho de HP-metil-silicén
(25,5 m de largo x 0,32 mm de didmetro interior). La inyeccién se realizé con un split
1:10. Se utilizara helio como gas portador con un flujo de 29 ml min-1. El inyector
se mantuvo a una temperatura de 270 ° C. La temperatura inicial fue de 90 ° C con
un gradiente inicial de 2 ° C min-1 hasta 150 ° C, y un segundo gradiente de 10 ° C
min-1 de 150 ° C a 280 ° C. La temperatura del detector fue de 300 ° C.
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7.8.- Cinéticas de crecimiento

Se realizaron cinéticas de crecimiento a cada una de las cepas, para cuantificar la
biomasa en peso seco en su fase exponencial, ya que en esta fase se observa un
crecimiento constante en la poblacién celular, por lo tanto, es el momento 6ptimo
para tomar la muestra de cada una de las cepas (Orozco M. y Solarte J., 2003), esto
con el fin de determinar la proporcion que se adicionara de cada una de ellas a los
consorcios bacterianos para los ensayos de degradacion.

Para ello se inoculé cada una de las cepas a una densidad Optica (DO) inicial de 0.1
en matraces de 250 ml a un volumen de 100 ml en medio de cultivo marino antes
mencionado, fueron incubadas a 150 rpm, a una temperatura de 15°C, durante 48
horas. Se tomaron muestras cada 6 horas para determinar el crecimiento de cada
cepa. Se cuantifico el peso seco de la biomasa y la DO y se establecié una curva
de calibracion para cada una de ellas. Todos los experimentos fueron realizados por
triplicado. También se determind la velocidad méxima de crecimiento y el tiempo de
duplicacién de cada una de las cepas. Estos valores se calcularon a partir de la
regresion lineal de los datos obtenidos del peso seco y la DO de cada una de las

cepas.

7.9.- Disefo de los consorcios bacterianos

Se eligid6 un disefio experimental que mejor se adapta al disefio de mezclas,
mediante el software Design-Expert version 7.0.0, este fue el disefio simplex
reticular (simplex-lattice) aumentado, el cual consiste en tener g componentes o
ingredientes (en este caso cada una de las cepas, sera un componente), la
combinacion o mezcla de dichos componentes se define como tratamiento y se
denotan por x1, X2..., Xq. Deben satisfacerse dos restricciones a la hora de definir las

proporciones en las que participan cada uno de los componentes de la mezcla:

0 < x; <1,para cada componente i

q
Z Xp=x1+ x+...+x,=1

=1
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Estas restricciones son las siguientes:

1.- Las proporciones tienen que ser cantidades entre cero y uno

2.- Las q proporciones deben sumar siempre la unidad, esto causa que los niveles
de los componentes x1 no sean independientes entre si, ya que, si aumentamos la
proporcion de un componente, se reducird la proporcion de los demas
componentes.

La unidad de cada una de las mezclas fue la concentracion de la biomasa inicial, la
cual fue de 0.26 g/L.

8.- Resultados y discusion

8.1.- Caracterizacién morfologicay tincion de Gram

Las 12 cepas se mostraron puras y tenian las caracteristicas mostradas en la tabla
4. La tincion de Gram de las 12 cepas y la morfologia en microscopio y en caja,
coincide con lo reportado en la literatura, los aislados pertenecientes a las
Gammaproteobacterias y que, a su vez, son Gram negativas son: Citrobacter sp,
Enterobacter sp, Erwinia sp, Vibrio sp, Shewanella sp, Thalassospira sp, Idiomarina
sp, y Pseudoalteromonas sp. (Morales-Guzman et. al., 2021; lvanova et al., 2004;
Werkman y Gillen, 1932; Breed R., et. al., 1957)

Por otro lado las bacterias aisladas Gram positivas, fueron Bacillus subtilis la cual
es un bacilo formadora de esporas, perteneciente a la clase Bacilli y a la familia
Bacillaceae (Madigan y Martinko., 2006) y Micrococcus luteus (Morales-Guzman
et. al., 2021).
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Tabla 4.- Caracterizacion morfolégica y tincion de Gram de las cepas seleccionadas.

Nombre de la cepa

Shewanella sp

Morfologia en caja

Tincion al microscopio

Caracteristicas

Colory

Forma, borde

Tincion de Gram

Enterobacter sp

Bacillus subtilis

Citrobacter sp

tamafio de la | y elevacion de
colonia la colonia
Blanca, Circular, Gram -
mediana completo,
plana
Blanca, Circular, Gram -
mediana completo,
plana
Amarilla, Circular, Gram +
mediana completo y
elevada
Blanca, Circular, Gram -
mediana completo,
plana
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Micrococcus luteus

Vibrio sp

Bacillus cereus

Microbacterium sp

Idiomarina sp

Amarilla, Circular, Gram +
pequefia completo,
plana
Blanca, No tiene forma Gram -
efecto ni borde, plana
swarming (presenta
efecto
swarming)
Blanca, Circular, Gram +
mediana completo,
plana
Blanca, Circular, Gram +
pequefa completo,
plana
Blanca, Circular, Gram -
mediana completo,
plana
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8.2. Degradacion de petréleo crudo por cada cepa individual

Se evaluo el porcentaje de degradacion de las 12 cepas antes mencionadas,
utilizando como unica fuente de carbono, el petroleo crudo a 100 ppm. Los ensayos
de biodegradacion fueron en un méximo de 30 dias y un minimo de 12 dias
respectivamente, el tiempo de degradacién fue dependiente del tiempo de
crecimiento de cada bacteria y de sus capacidades metabdlicas. Al mismo tiempo
que se evalué el porcentaje de degradacion, se determindé la actividad
biotensoactiva (tension superficial) por sus siglas TS y bioemulsificante, IE24 (indice

de emulsion).
En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en porcentajes, para la
degradacion de HCs, la reduccién de la tensién superficial y actividad

bioemulsificante (IE24).

Tabla 5.- Porcentaje de degradaciéon, TS (mN/m) e IE24 de las cepas a 30 dias

Cepa Biodegradacion (%) TS (mN/m) (%) 1E24 (%)
Pseudoalteromonas sp 17.47+0.8 21.3 15
Shewanella sp 9.6+04 10.3 20
Enterobacter sp 188+1.2 21.3 2
Bacillus subtilis 25.73+0.6 93.1 30
Thalassospira sp 17.4+0.6 13.7 22
Citrobacter sp 11+0.8 6.8 1
Micrococcus luteus 13+0.6 0 15
Erwinia sp 108+ 0.4 6.8 1
Vibrio sp 249+0.8 41.3 2
Bacillus cereus 2261 86.2 30
Microbacterium sp 12+ 0.4 13.7 0.8
Idiomarina sp 40.1+0.6 58.6 5
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La cepa con mayor porcentaje de degradacion en un periodo de 30 dias de
incubacion fue Idiomarina sp, la cual tuvo un porcentaje del 40.1 % de degradacion
del petréleo crudo y eso lo podemos explicar ya que, esta cepa redujo la tension
superficial 58.6% lo que nos podria indicar la produccion de un biosurfactante.

Por otro lado la cepa, Bacillus subtilis fue la segunda més alta en porcentaje de
degradacion, ya que esta degrado6 25.73 % en un periodo de incubacién de 30 dias.
Ashis y Naba en el 2012 demostraron que una cepa de Bacillus subtilis fue capaz
de degradar benceno en un 82 % a los 90 dias de incubacion agregandole fosfato,
nitrato y H202, lo que nos sefiala que posiblemente hubiéramos podido alcanzar un
mayor porcentaje de degradacion si la incubacién con dichos HCs fuese de mayor
tiempo.

Con respecto a la reduccion de la tensién superficial, Bacillus subtilis fue la cepa
que tuvo el porcentaje mas alto, llegando casi al 100 % con valores de 31.3 + 2.66
mN/m, tomando en cuenta que el valor minimo reportado es de 28 mN/m (100%),
asi mismo su IE24 fue de 30% lo que nos podria indicar la produccion de un
biosurfactante. Sharma y Pandey (2020) reportan la produccién de un
biosurfactante de tipo lipopéptido en una cepa de Bacillus subtilis que podria tratarse
de surfactina, ya que este biosurfactante es producido por bacterias del género
Bacillus (Wellen, 2014).

Segun la literatura, en estudios realizados por Haba et al., en el 2000y Vilela et al.,
en el 2014 un buen agente tensioactivo deberia reducir la tensién superficial e
interfacial a valores de 40,0 mN/m, eso nos dice que nuestra cepa produce un buen
BS.

Bacillus cereus redujo la TS en menor proporcion (36.8.mN/m) lo que equivale al
86.2 %, esto también nos podria indicar que esta cepa esta produciendo un BS.
Diversos autores destacan que varios géneros bacterianos, incluidos Bacillus,
Pseudomonas y Enterobacter, son capaces de producir BS (Ranasalva et al., 2014;
Ekprasert et al., 2019).

En la tabla 6, la cual se muestra a continuacion, podemos observar los porcentajes

de degradacion de cada una de las cepas, junto con el porcentaje de reduccion de
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la TS e IE24. La comparacion de los porcentajes de biodegradacion de las cepas a

los 12 y 30 dias de incubacion con petroleo crudo se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6.- Comparacion del porcentaje de degradacion de las cepas a 12 y 30 dias.

% de biodegradacion

Cepa 12 dias 30 dias Pr>it]
Pseudoalteromonas sp 14+ 2 1747 +£0.8 0.064
Shewanella sp 6.7 +0.95 9.6+04 0.0086
Enterobacter sp 1621 18.8+1.2 0.0454
Bacillus subtilis 1211+ 0.5 25.73+£0.6 <.0001
Thalassospira sp 1145+1 174+ 0.6 0.001
Citrobacter sp 8116 11+0.8 0.0419
Micrococcus 58+0.9 13+0.6 0.0003
Erwinia sp 6.1+05 10.8+0.4 0.0002
Vibrio sp 23.1+0.98 249+0.8 0.0699
Bacillus cereus 8.7+x0.5 2261 <.0001
Microbacterium sp 8+0.76 12+0.4 0.0013
Idiomarina sp 37+25 40.1£0.6 0.0956

Si el valor de probabilidad (Pr) es <0.05 significa que la comparacion del valor de las dos
medias es significativamente diferente. Los valores subrayados nos muestran las cepas que
no tuvieron una diferencia significativa en el porcentaje de degradacién de 30 dias con
respecto a 12.

Para comparar los porcentajes de degradacion de las cepas a los 12 y a los 30 dias
y saber si fueron significativos los porcentajes se realiz6 una prueba de t de Student,
con un alfa de 0.05, en la tabla 6 podemos observar que no hubo una diferencia
significativa en el aumento del porcentaje de degradacion de las cepas
Pseudoalteromonas sp, Vibrio sp e Idiomarina sp a los 30 dias con respecto a 12

dias de incubacion con el petréleo crudo, ya que el valor de probabilidad (Pr) es

27



mayor que 0.05. Sin embargo, para las demas cepas si fue significativo el aumento
de la degradacion.

Pseudoalteromonas sp mostré porcentajes de degradacion de 14 % a los 12 dias,
a los 30 dias solo aumentd un 3 %, estudios anteriores revelan que algunas cepas
de Pseudoalteromonas sp cuentan con el gene alkB, el cual es un gen que codifica
para la enzima alcano 1-monooxigenasa, esta enzima cataliza la hidroxilacion de
alcanos (Zan, S. et al., 2021). Por lo que esta cepa podria degradar alcanos, esto
se puede observar en el andlisis cromatogréfico de la tabla 8 inciso B y C donde ya
que se observa una disminucién de los picos correspondientes a los HCs saturados,
con respecto al control abidtico.

Microbacterium sp, mostré un porcentaje de degradacion bajo, el cual fue de 8%, al
aumentar el tiempo de exposicion el porcentaje de degradacién aumento6 a 12%.
Se ha demostrado que Bacillus subtilis tiene la capacidad de degradar n-alcanos de
cadena media y de cadena larga (C17-25), (Wang et al. 2019; Sakthipriya et al.,
2015), esto coincide con la degradacion que observamos de esta cepa en el analisis
cromatografico (fig. 41), donde se muestra una disminucién de los alcanos,
podemos observar que a 12 dias no se muestra una degradacion significativa, sin
embargo, a los 30 dias ya se observa una disminucién significativa del petréleo.

La cepa que tuvo un mayor porcentaje de degradacion fue Idiomarina sp, esta cepa
alcanzo niveles de degradacion de 37 y 40% a 12 y 30 dias, respectivamente.
Malavenda et al., en el 2015 aislaron 18 bacterias, entre ellas una Idiomarina sp. La
cepa fue capaz de crecer en presencia de HCs y producir biosurfactantes con IEz4
de 50% y reducir la tension superficial a valores inferiores a 30 mN/m. A diferencia
de los resultados obtenidos en este trabajo, la cepa de Idiomarina sp evaluada en
el presente estudio no mostré6 buenos resultados de reduccion de la tension

superficial ni de indices de emulsion.
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8.3.- Cinéticas de crecimiento bacteriano

La muestra se tomo en la proporcion que nos arrojo el disefio experimental “Simplex
lattice” , asi mismo se determiné la cinética de crecimiento de cada cepa ( figuras
5-16)
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Enterobacter sp
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Figura 7.- Regresion lineal de las cinéticas de crecimientos de las 12 cepas individuales (incisos A-
L)

Como podemos observar en las gréficas anteriores (Fig 7. Inciso A al L) el

crecimiento exponencial de algunas cepas es diferente y de otras es igual, por
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ejemplo el crecimiento exponencial de las cepas Pseudoalteromona sp, Shewanella
sp, Bacillus subtilis, Citrobacter sp, Erwinia sp, y Vibrio sp., termina a las 18 horas
mientras que el de Enterobacter sp termina a las 12 horas, el de Thalassospira,
Micrococcus, Microbacterium e Idiomarina sp, termina a las 36 horas y el
crecimiento exponencial de Bacillus cereus termina a las 24 horas, por lo que ese
tiempo se tomd en cuenta para tomar la muestra y asi iniciar con los ensayos de
degradacion, de los consorcios obtenidos por el programa estadistico, y con ello
gue todas las cepas inicien en su fase exponencial, con las misma cantidad celular.
Como informacion importante del crecimiento de cada cepa se evalud la velocidad

maxima de crecimiento y el tiempo de duplicacion (tabla 7).

Tabla 7.- Velocidad maxima de crecimiento (Umax) Y tiempo de duplicacion (td) de las cepas

Cepa Hmax (h™) ta (h)
0.0748 9.272
Pseudoalteromonas
Shewanella sp 0.0640 10.830
Enterobacter sp 0.1070 6.478
B. subtilis 0.0570 12.160
Thalassospira 0.0558 12.433
Citrobacter sp 0.0233 29.813
Micrococcus 0.0486 14.277
Erwinia sp 0.0947 7.323
Vibrio sp 0.0723 9.587
B. cereus 0.0744 9.323
Microbacterium 0.0713 9.728
Idiomarina sp 0.0461 15.036

8.4.- Disefio del consorcio bacteriano
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Los resultados que obtuvimos gracias al disefio simplex reticular (simplex-lattice)

aumentado fueron los siguientes: en total obtuvimos 12 mezclas, como se mencioné

anteriormente este disefio consiste en tener q componentes, los cuales sus

proporciones deben sumar la unidad, es decir uno. En este caso, cada mezcla esta

conformada por las 12 cepas, y una es mayoritaria, ya que la tenemos en una

proporcion del 50 %, es decir la mitad, el otro 50 % esta conformado por las 11

cepas restantes, en una misma proporcion, estas combinaciones son para saber si

el crecimiento de cada una de las cepas tiene efecto sobre las deméas y como afecta

ello en la variable de respuesta (la degradacion). A continuacion, se muestran

resultados de los tratamientos a 12 y 30 dias de degradacion Tabla 8 y 9).

Tabla 8.- Disefio simplex reticular (simplex-lattice) aumentado, de 12 dias de degradacion.

Component 1 [Component 2 |Component 3 | Component 4 |[Component 5 | Component § [Component 7 | Compenent & | Component 9 [Component 1Component 11 |[Component 12[Response 1 }

Block |4 PseudoalterdB:Shewanella |C:Enterobacte D:B. subtiis [E:Thalassospin F:Citrobacter [G:Micrococcug  H:Erwinia J:Wibrie K:B. cereus |L:Microbacteriy M:ldiomarina [% degradacion
Block 1 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 14
Block 1 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 6.7
Block 1 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 16.2
Block 1 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 21
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 11.45
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 8.1
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 5.8
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 6.1
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 231
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 87
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 ]
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 ET
Block 1 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 359
Block 1 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 T
Block 1 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 83
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 356
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 22
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 291
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 268
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 21.9
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 412
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 332
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 3.3
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 407

36



Tabla 9.- Disefio simplex reticular (simplex-lattice) aumentado, de 30 dias de degradacion.

Component 1

Component 2

Component 3

Component 4

Component 5

Component 6

Component 7

Component 8

Component 9

Component 10

Component 11

Component 12|

Response 1

Block |4:PzeudoalterdB:Shewanella |C:Enterobacte [:B. subtiis [E:-Thalassospi F:Citrobacter |G:Micrococcud  H:Erwinia Jibrio K:B. cereug |L:Microbacteri| M:idiomarina [% degradacior
Block 1 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 17.4
Block 1 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 9.6
Block 1 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 18.8
Block 1 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 257
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 17.4
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 11
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 13
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 10.8
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 249
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 226
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 12
Block 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 40.1
Block 1 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0042 0.042 0.042 51
Block 1 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0042 0.042 0.042 63.5
Block 1 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0042 0.042 0.042 39
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0042 0.042 0.042 50
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 452
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 428
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 53.8
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 0.042 336
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 0.042 556
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.542 0.042 0.042 472
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0042 0.542 0.042 38.6
Block 1 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0042 0.042 0.542 509

8.5.- Biodegradacion de HCs por los consorcios bacterianos

Las mezclas que obtuvimos gracias al disefio simplex reticular (simplex-lattice)

aumentado las sometimos a experimentos de degradacion, con las mismas

condiciones que para las cepas individuales (Medio ONR7, a 100 ppm de petréleo

crudo) y los tiempos de incubacion fueron de igual forma 12 y 30 dias, los

experimentos se realizaron por triplicado, y las proporciones de cada cepa, ya la

conocemos gracias al disefio. A continuacion, se muestra en la siguiente tabla los

porcentajes de degradacion por cada mezcla, asi mismo, la actividad biotensoactiva

(tensidn superficial) y bioemulsificante (indice de emulsion).

37



Tabla 10.- Resultados obtenidos con respecto al porcentaje de degradacion, TS (mN/m) e IE24 de

las mezclas a los 12 dias.

Mezcla (cepa mayoritaria) % de biodegradacion TS (mN/m) 1E24 (%)
Mezcla 1 (Pseudoalteromonas sp) 36+0.4 0 2.2
Mezcla 2 (Shewanella sp) 37.7+2.3 0 30
Mezcla 3 (Enterobacter sp) 83+29 0 1.3
Mezcla 4 (Bacillus subtilis) 35.6+0.12 0 2.9
Mezcla 5 (Thalassospira sp) 22+1.3 0 13.4
Mezcla 6 (Citrobacter sp) 29.18+2 0 2
Mezcla 7 (Micrococcus luteus) 26.8+0.6 0 2.5
Mezcla 8 (Erwinia sp) 21.9+0.6 0 27
Mezcla 9 (Vibrio sp) 41.2+0.5 0 2
Mezcla 10 (Bacillus cereus) 33.2+04 0 10
Mezcla 11 (Microbacterium sp) 31.3+0.6 0 1
Mezcla 12 (Idiomarina sp) 40.7+£1.2 0 5

La mezcla con mayor porcentaje de degradacion a los 12 dias fue la mezcla 9,
donde la cepa mayoritaria fue Vibrio, con un valor de 41.2%, sin embargo, esta
mezcla no tuvo buen porcentaje de IE24 y tampoco redujo significativamente la
tensién superficial. La degradacion podria estar dada por la actividad enzimatica de
alguna cepa. Ocurrié lo mismo para el caso de la mezcla 12, la cual tiene por cepa
mayoritaria a Idiomarina sp, obtuvimos un porcentaje de degradacion de 40.7%,
pero el porcentaje |IE24 y de reduccién de la TS fue muy bajo..

Un caso distinto fue con la mezcla 2 donde la cepa mayoritaria fue Shewanella sp,
la cual degrad6 37.7% del petroleo y tuvo un IE24 de 30%, aunque no redujo la

tensién superficial.
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Tabla 11.- Porcentaje de degradacion, TS (mN/m) e IE24 de las mezclas a los 30 dias.

Mezcla (cepa mayoritaria) % de biodegradacion TS (mN/m) 1E24 (%)
Mezcla 1 (Pseudoalteromonas sp) 51+0.8 0 2.9
Mezcla 2 (Shewanella sp) 63.5+0.6 0 2.9
Mezcla 3 (Enterobacter sp) 39+ 0.58 0 1
Mezcla 4 (Bacillus subtilis) 50+ 0.5 0 2
Mezcla 5 (Thalassospira sp) 452+1.1 0 125
Mezcla 6 (Citrobacter sp) 428+0.4 0 2.6
Mezcla 7 (Micrococcus luteus) 53.87+1 0 25
Mezcla 8 (Erwinia sp) 36.6 +0.4 0 2.8
Mezcla 9 (Vibrio sp) 55.6 £ 0.4 0 2.2
Mezcla 10 (Bacillus cereus) 472+0.4 0 2.9
Mezcla 11 (Microbacterium sp) 38.6 +0.6 0 2.6
Mezcla 12 (Idiomarina sp) 51+0.6 24.1 10

Como podemos observar en la tabla 10, el porcentaje de degradacién de las
mezclas aumento significativamente en todos los tratamientos, lo que significa que
las cepas requieren mas tiempo de incubacion para alcanzar un porcentaje de
degradacion mayor. La mezcla 3 fue la que incrementd mas su porcentaje de
degradacion a los 30 dias (30.7%), seguida de la mezcla 7, la mezcla 2 y la mezcla
5.

Tabla 12.- Comparacion del porcentaje de biodegradacion de las mezclas en un lapso de 12 y 30
dias.

Mezcla (cepa % de biodegradacién Incremento % Pr>t)
mayoritaria) 12 dias 30 dias degradacion
1 (Pseudoalteromonas sp 36+04 51+0.8 15 <0.001
2 (Shewanella sp) 37.7+2.3 63.5+0.6 25.8 <0.001
3 (Enterobacter sp) 8.3+29 39 +0.58 30.7 <0.001
4 (Bacillus subtilis) 35.6+0.12 50+0.5 14.4 <0.001
5 (Thalassospira sp) 22+1.3 452+1.1 23.2 <0.001
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6 (Citrobacter sp) 29.18+2 42.8+04 13.7 0.0003
7 (Micrococcus luteus) 26.8+0.6 5387 +1 27 <0.001
8 (Erwinia sp) 21.9+0.6 36.6+04 14.7 <0.001
9 (Vibrio sp) 41.2+0.5 55604 14.4 <0.001
10 (Bacillus cereus) 33.2x04 47.2+04 14 <0.001
11 (Microbacterium sp) 31.3+0.6 38.6+£0.6 7.3 0.0001
12 (Idiomarina sp) 40.7+1.2 51+0.6 10.3 0.0002

Si el valor de probabilidad (Pr) es <0.05 significa que la comparacion del valor de las dos
medias es significativamente diferente

Se observo que Thalassospira sp incrementa su porcentaje de degradacién del
petrdleo crudo en presencia de otras 11 bacterias. Se sabe que Thalassospira sp
estd presente en consorcios aislados del Atlantico Medio y que son capaces de
degradar fenantreno y pireno (Cui et al., 2008; Yuan et al., 2009). Otros autores
reportan que es capaz de degradar alcanos (40ara et al., 2003 ; McKew et al., 2007).
Con respecto a Bacillus subtilis se observa que incrementa dos veces su porcentaje
de degradacion en presencia de las 11 cepas. No obstante, se observa una
disminucién de la actividad bioemulsificante (IE24) y tampoco se observa una
disminucién de la tensién superficial, esto podria deberse a que otra cepa esta
inhibiendo la produccion del biosurfactante. La mezcla que tuvo un mayor porcentaje
de degradacion fue la mezcla 2, alcanzando niveles de degradacion de 37.7% y
63.5% a 12 y 30 dias respectivamente, en esta mezcla la cepa de Shewanella sp

donde esta cepa fue mayoritaria.

8.6 Comparacioén de la Biodegradacion de HCs por cepas individuales

y en consorcio

Se observd que todas las cepas presentaron biodegradacién en la dicha fuente de

carbono, los porcentajes de degradacion aumentaron cuando las cepas se
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encontraban en consorcio. A continuacion, se muestran los resultados para cada

una de las cepas evaluadas de manera individual y estando en consorcio.

1. Pseudoalteromonas sp

El porcentaje de degradacion de Pseudoalteromonas sp por si séla fue de 17.47%
en un tiempo de incubacion de 30 dias, asi mismo la reduccion de la tension
superficial fue de 21.3% y el indice de emulsion de 15%., mientras que la cepa
estando en consorcio con las 11 cepas restantes y siendo ésta mayoritaria, aumento
la degradacion a 51%, esta respuesta en el aumento de la degradacion al estar en
consorcio puede deberse a la buena sinergia con la que esta cepa trabaja con las
demas cepas y a que posiblemente esta cepa sigui6é siendo mayoritaria al final del
experimento, sin embargo, no hubo un buen resultado con respecto a la reduccion
de la TS ni al IE24. En la literatura se ha demostrado que algunas cepas de
Pseudoalteromonas si degradan HCs del petréleo, un estudio hecho por Bayat, et
al., en el 2015 demostraron que una cepa de Pseudoalteromonas (BHA8) degradd

27 % de petroleo crudo, y tuvo un IE24 de 71 %.

Pseudoalteromonas sp
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Fig. 8.- Gréafica comparativa del porcentaje de biodegradacion, disminucion de la TS e |E24 de la cepa

Pseudoalteromonas sp individualmente y en consorcio.
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Fig. 9.- Comparaciéon del perfil cromatografico de Pseudoalteromas sp individualmente y en

consorcio.

En la figura 34 se muestra la comparacion entre el control abiotico, la cepa individual

y en consorcio, siendo muy notorio la disminucién de los picos en el cromatograma.

2. Shewanella sp

Shewanella sp de manera individual degrad6 9.6% de petrdleo crudo, mientras que
en consorcio siendo esta mayoritaria, degradoé el 63.5%, lo que nos indica que esta
cepa trabaja muy bien estando en consorcio, respecto a la disminucion de la tensiéon
superficial, se observa la disminucién de la tensién superficial en un 10.3% por la
cepa individual, esto nos indica que la bacteria puede estar produciendo algun
biosurfactante en poca cantidad, no hay estudios donde se compruebe la
produccion de biosurfactantes en la cepa del género Shewanella, por lo que se debe
investigar mas a fondo que tipo de biosurfactante estara produciendo y en qué
cantidades. Se puede observar que estando en consorcio no se observa
disminucion de la tension superficial, lo que nos podria estar indicando que la

produccion del surfactante podria estar siendo inhibida por otras bacterias.
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Fig. 10.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucion de la TS e IE24 de la

cepa Shewanella sp individualmente y en consorcio.
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Fig. 11.- Comparacion del perfil cromatografico de Shewanella sp individualmente y en consorcio.

3.- Enterobacter sp

La cepa Enterobacter sp tuvo un porcentaje de degradacion de 8% cuando se
encontraba de manera individual, mientras que estando en consorcio, siendo esta
mayoritaria el porcentaje de degradacion aumenté a 39%. Respecto a la
disminucién de la tensién superficial la cepa disminuy6 la tensién superficial en un
21.3%, por lo que tuvo un indice de emulsion del 8% y en consorcio no se observo

dicha disminucion ni tampoco indice de emulsion. Estudios anteriores han
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encontrado que la cepa del género Enterobacter producia un biosurfactante que,

mediante cromatografia de capa fina (TLC) concluyeron que se trataba de un

glicolipido. Ademas, la cepa podia crecer en aceite de motor gastado y realizar una

actividad de emulsificacion relativamente mayor de BS en comparacion con la

mayoria de BS producidas por otras cepas de Enterobacter (Ekprasert et.al., 2020).
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Fig. 12.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucién de la TS e |E24 de la

cepa Enterobacter sp individualmente y en consorcio.
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Fig. 13.- Comparacion del perfil cromatografico de Enterobacter sp individualmente y en consorcio.

4.- Bacillus subtilis
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Esta cepa a los 30 dias alcanz6 valores de degradacion de 25.73 %, también redujo
la tension superficial (TS) a 31.3 £ 2.66 mN/m y se obtuvo porcentaje de IE24 de
41%, el cual fue el mayor, con respecto a las demas cepas.

Segun la literatura, en estudios realizados por Haba et al., 2000 y Vilela et al., 2014
un buen agente tensioactivo deberia reducir la tension superficial e interfacial a
valores de 40,0 mN/m, en este estudio los resultados obtenidos mostraron que las
cepas de Bacillus subtilis y Bacillus cereus lograron reducir la tension superficial,
Bacillus subtillis redujo la tensién superficial (TS) a 31.3 + 2.66 mN/m, mientras que
Bacillus cereus la redujo en mayor proporcién (36.8.mN/m (tabla 9), lo que podria
indicar la produccién de un biosurfactante (BS). Diversos autores destacan que
varias especies bacterianas, incluidas Bacillus, Pseudomonas y Enterobacter, son
capaces de producir BS (Ranasalva et al., 2014; Ekprasert et al., 2019). Sharma y
Pandey, 2020 reportan la producciéon de un biosurfactante de tipo lipopeptido en
Bacillus subtilis. Podria tratarse de surfactina, ya que este biosurfactante es
producido por bacterias del género Bacillus (Wellen, 2014).

Ashis K. y Naba K. en el 2012 demostraron que una cepa de Bacillus subtilis fue
capaz de degradar Benceno en un 82% a los 90 dias de incubacion agregandole
Fosfato, Nitrato y H202, en el caso de nuestra cepa, logro degradar el 25.73% a los
30 dias, lo que nos sefiala que posiblemente hubiéramos podido alcanzar un mayor
porcentaje de degradacion si la incubacion con dichos HCs fuese de mayor tiempo.
Eso no descarta que el aislamiento de Bacillus subtilis sea un potencial degradador
de HCs. A su vez esta cepa, del estudio antes mencionado al estar en consorcio

con otras cepas de P. aeruginosa degradd mas porcentaje de hidrocarburo (88%).
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Fig. 14.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucion de la TS e |E24 de la

cepa Bacillus subtilis, individualmente y en consorcio.
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Fig. 15.- Comparacion del perfil cromatogréafico de Enterobacter sp individualmente y en consorcio.

5.- Thalassospira sp

La cepa Thalassospira sp tuvo una velocidad de crecimiento de 0.0558 h-1, a las 6
horas de incubacién alcanzé una DO de 0.39. esta cepa degrad6 17.4 % a los 30
dias de incubacion. Sin embargo, cuando se incubd en consorcio con las demas
cepas y fue mayoritaria, su porcentaje de degradacion fue de 45.2 al mismo tiempo
de incubacién. Cui Z et al., en el 2008 aislaron dos consorcios de sedimentos a

3,542 m de profundidad en la Dorsal del Atlantico Medio, en uno de estos consorcios
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el género Thalassospira fue uno de los mas dominantes y un género potencial en la
degradacion de HCs Aromaticos policiclicos (HAP) y lograron degradar HAP de 2 a
4 anillos, lo que nos dice que esta bacteria poseé la maquinaria enzimatica para
degradar HAP. Asi mismo si logro reducir la tension superficial en un 13.7 % y su
indice de emulsién fue de 22%, sin embargo al estar en consorcio estos valores

disminuyen.

Thalassospira sp
® Individual = Consorcio

100
90
80
70
60
50

40
30
20
: m B
0

Biodegradacion TS (mN/m) IE24

%

Fig. 16.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucién de la TS e |E24 de la

cepa Thalassospira sp, individualmente y en consorcio.
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Fig. 17.- Comparacion del perfil cromatografico de Thalassospira sp individualmente y en consorcio.

6.- Citrobacter sp
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La degradacion aumenta considerablemente al estar en consorcio, como se puede

apreciar en la figura

Citrobacter sp
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Fig. 18.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucién de la TS e |E2s de la

cepa Citrobacter sp, individualmente y en consorcio.
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Fig. 19.- Comparacion del perfil cromatogréfico de Citrobacter sp individualmente y en consorcio.

7.- Micrococcus luteus

La cepa Micrococcus luteus degrado sélo el 13% de petrdleo crudo en 4 semanas,

se ha reportado que cepas de Micrococcus luteus a una concentracion de 3.2 x 108
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ml~* de células, pueden degradar hasta el 75% de gasolina en muestras de suelo

contaminado dejandolas 8 semanas en incubacién, podriamos concluir que el bajo
porcentaje de degradacion de nuestra cepa es debido al poco tiempo de incubacion
que se dejé con el petrdleo, si se dejara mas tiempo podria degradarse un mayor

porcentaje.
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Fig. 20.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucién de la TS e |E24 de la

cepa Micrococcus luteus, individualmente y en consorcio.

a) Control abidtico b) Individual ¢) Consorcio

Fig. 21.- Comparacion del perfil cromatografico de Micrococcus luteus individualmente y en

consorcio.
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8.- Erwinia sp

La cepa Erwinia sp a los 30 dias degradd unicamente el 10.8% de petrdleo crudo,
estudios anteriores han reportado para este géenero la capacidad para degradar
alcanos, gracias a la presencia de Alcano hidroxilasas, genes importantes en la
degradacion de dichos HCs. Esta cepa alcanz6 valores arriba del 50% en la
reduccion de la tension superficial, sin embargo, no alcanzé niveles altos de

degradacion, como puede verse en la siguiente imagen
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Fig. 22.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucion de la TS e IE24 de la

cepa Erwinia sp, individualmente y en consorcio.

a) Control abidtico b) Individual ¢) Consorcio
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Fig. 23.- Comparacion del perfil cromatografico Erwinia sp individualmente y en consorcio.

9.- Vibrio sp

La cepa Vibrio sp a los 12 dias degrad6 23.1 % de petroleo crudo y a los 30 dias

s6lo aumentd un poco el porcentaje a 24.9 %, varios autores han reportado para la

familia Vibrionaceae que son capaces de degradar HAP, especificamente

fenantreno West et al ., 1984
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Fig. 24.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucion de la TS e |E24 de la

cepa Vibrio sp, individualmente y en consorcio.

a) Control abidtico

b) Individual

¢) Consorcio
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Fig. 25.- Comparacion del perfil cromatogréafico de Vibrio sp individualmente y en consorcio.

10.- Bacillus cereus

La cepa de Bacillus cereus degradd 22.6 % de petroleo crudo por si sola y fue la
cepa que mas redujo la TS a un valor de 86.2 % y su indice de emulsion fue de
30%, al estar en consorcio la degradacion aumento6 a 33.2 %, sin embargo, no se
observé indice de emulsion ni reduccion de la TS. Liny Cai en el 2008 estudiaron
bacterias que degradan HCs aromaticos policiclicos, aislaron la cepa Bacillus
cereus de un consorcio que extrajeron de un manglar y confirmaron que esta cepa

degradé pireno en un 65.8 %.
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Fig. 26.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucion de la TS e |E24 de la

cepa Bacillus cereus, individualmente y en consorcio.
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Fig. 27.- Comparacion del perfil cromatogréafico Bacillus cereus individualmente y en consorcio.

11.- Microbacterium sp

La cepa Microbacterium sp obtuvo un porcentaje de degradacion del 12 % estando

sola, mientras que estando en consorcio con las cepas restantes, aumento su

degradacion a 38.6 % a los 30 dias de incubacion.
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Fig. 28.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacién, disminucion de la TS e IE24 de la

cepa Microbacterium sp, individualmente y en consorcio.
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Fig. 29.- Comparacion del perfil cromatografico Microbacterium sp individualmente y en consorcio.

12.- Idiomarina sp

Fue la cepa que tuvo mayor porcentaje de degradacion, alcanzando valores de 37%
a los 12 dias de incubaciéon con el petroleo crudo, y de 40.1% a los 30 dias.
Podemos observar que esta cepa redujo solo un poco la tension superficial, con
valores de 53y 40 alos 12y 30 dias, y valores de |E24 de 0.8 y 5 % respectivamente.
Como podemos observar, la degradacion de HCs, no necesariamente esta

relacionada con la reduccién de la tension superficial o el indice de emulsion.
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Fig. 30.- Grafica comparativa del porcentaje de biodegradacion, disminucion de la TS e IE24 de la

cepa ldiomarina sp, individualmente y en consorcio.
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Fig. 31.- Comparacion del perfil cromatogréafico Idiomarina sp individualmente y en consorcio.

Los perfiles cromatograficos obtenidos muestran diferencias significativas en la

degradacion del petréleo crudo por cepa con respecto al control.

En latabla 11 se muestra la comparativa general del % de degradacién de cada una

de las cepas de manera individual y estando en consorcio
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Tabla 13.- Comparacién del porcentaje de biodegradacion de las cepas individuales con las cepas
en consorcio, en un lapso de 30 dias.

% de biodegradacién (30 dias)

Cepa Individual Consorcio (cepa Pr>It]
mayoritaria)

Pseudoalteromonas sp 17.47£0.8 51+0.8 <.0001
Shewanella sp 96+04 63.5+0.6 <.0001
Enterobacter sp 18.8+1.2 39 +£0.58 <.0001
Bacillus subtilis 25.73+0.6 50+ 0.5 <.0001
Thalassospira sp 17.4+0.6 452 +1.1 <.0001
Citrobacter sp 11+£0.8 42.8+0.4 <.0001
Micrococcus luteus 13+0.6 53871 <.0001
Erwinia sp 10.8+04 36.6+0.4 <.0001
Vibrio sp 249+0.8 55.6+04 <.0001
Bacillus cereus 2261 47.2+0.4 <.0001
Microbacterium sp 12+04 38.6+0.6 <.0001
Idiomarina sp 40.1+0.6 51+0.6 0.611

Si el valor de probabilidad (Pr) es <0.05 significa que la comparacién del valor de las dos
medias es significativamente diferente

El porcentaje de biodegradacion aumentd significativamente en todos los
consorcios bacterianos con respecto a la cepa individual, como era de esperarse.
Esto comprueba que es mas eficiente una mezcla con todas las cepas, que una

cepa individual, también que las cepas pueden crecer en presencia de otras.

8.7.- Estudio del efecto de las cepas individuales

Se realiz6 un analisis de validacion de cada una de las cepas de manera individual,
Comparando el efecto de una cepa individual contra el efecto de las otras cepas de
manera individual, las cepas que tuvieron un mayor efecto son las que estdn mas

cercanas a 1 (figura 57).
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Fig. 32.- Grafica del efecto de cada una de las cepas de manera individual, cada letra corresponde

a una cepa. Las més cercanas a 1, son las que tuvieron un mayor efecto, por lo tanto, son mejores.

Las cepas que tuvieron un mejor efecto fueron Idiomarina sp, Erwinia sp,

Microbacterium y Vibrio, ya que fueron las mas cercanas a 1.

8.8.- Analisis del efecto de las interacciones entre las cepas

Se validé el modelo probabilistico con las combinaciones dobles de las cepas, para
saber que efecto tenian una sobre la otra, como podemos ver en la figura 58, cada
letra representa a una cepa diferente, las cepas que tuvieron un mejor o mayor
efecto fueron las mas cercanas a 1, por lo tanto, tuvieron una mayor probabilidad,

estas cepas fueron la cepa A y B Pseudoalteromonas sp y Shewanella sp,
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Fig. 33.- Andlisis de las interacciones dobles entre cepas.

En la figura 58-b se observan las letras correspondientes a cada una de las cepas,

gue van de forma ascendente, de la interaccion que tuvo un mayor efecto o

probabilidad a la interaccién que tuvo un menor efecto o probabilidad. Podemos

observar que la interaccion entre las cepas Ay B fueron las mas altas, con un efecto

del 0.9967. Esto nos dice que estas dos cepas fueron las que mejor interaccionan

entre si, seguidas de la interaccion entre las cepas L y M Microbacterium sp e

Idiomarina sp, con un efecto del 0.9912, lo cual también es cercano al 100%.

Estos resultados nos arrojan que las interacciones entre estas cepas son las mas

favorables.
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8.9.- Disefio del consorcio final

Para el disefio del consorcio final, inicamente tomamos en cuenta aquellas cepas
que fueron estadisticamente significativas en la remocién del petréleo crudo, estas
cepas fueron Idiomarina sp, Microbacterium sp y Erwinia sp (fig. 57). Se determin6
que los 3 aislados con los efectos positivos mas altos son los significativos y se
seleccionaron para conformar el consorcio final.

En la siguiente gréfica se observa que, al mezclar estas cepas, en una proporcion
de 350 ul de Microbacterium sp, 350 ul de idiomarina sp y por ultimo 300 pl de

Erwinia sp se obtendrian valores cercanos al 100% de degradacion.

Design-Expert® Software Two Component Mix

% degradacion 105 —|
¢ DesignPoints

X1 = L: Microbacterium
X2 = M: Idiomarina

Actual Components 82.25 |
A: Pseudoalteromonas = 0.000
B: Shewanella sp = 0.000
C: Enterobacter sp = 0.000
D: B. subtilis = 0.000

E: Thalassospira =0.000
F: Citrobacter = 0.000

G: Micrococcus = 0.000

H: Erwinia = 0.300

J: Vibrio = 0.000

K: B. cereus = 0.000 36.75

59.5 —

% degradacion

14—

I I I I I
Actual Microbacterium 0.000 0.175 0.350 0.525 0.700

Actual Idiomarina 0.700 0.525 0.350 0.175 0.000

Fig. 34.- Gréfica representativa del % de degradacién del petréleo crudo que se obtendria al mezclar

las cepas mas significativas estadisticamente en la remocién del petréleo.
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9.- Conclusiones

Todas las cepas estudiadas en el presente trabajo son capaces de degradar
petréleo crudo con valores que van desde el 4% hasta el 35%. El porcentaje de
degradacion no aumenta significativamente al aumentar el tiempo de los ensayos.
Sin embargo, si notamos diferencia significativa en el porcentaje de degradacion
con las mezclas a 30 dias con respecto de las cepas individuales. Lo que nos indica
gue existe un trabajo sinérgico entre ellas y que pueden coexistir.

Las mezclas que obtuvieron un mayor porcentaje de degradaciéon fueron con las
cepas mayoritarias de Shewanella sp, Vibrio sp y Pseudoalteromonas sp, con
valores de 63.5 %, 55.6 % y 51 %, respectivamente.

Asi mismo se demostr0 que la biodegradacibn en algunas cepas esta
correlacionada con la produccién de metabolitos con actividad bioemulsficante y /o
biotensoactiva, entre ellas las cepas de Bacillus subitillis y Bacillus cereus redujeron
la tension superficial con valores de 31 y 36 mN/m a los 12 dias, de 30 y 32 a los
30, respectivamente, asi mismo tuvieron un % de IE24 de 41 y 31 respectivamente,
Shewanella sp y Thalossospira mostraron 1E24 de 20.3 y 20% respectivamente.
Ninguna mezcla redujo la tensién superficial (TS), sin embargo, la mezclas 2,5y 8
a los 12 dias de incubacién presentaron valores de IE24 de 30, 13.4 y 27%. La
mezcla 5 a los 30 dias de incubacién mostro valores de IE24 de 12.5%.

La actividad biotensoactiva y bioemulsificante disminuyen con las mezclas, esto

puede deberse a la competencia de nutrientes.
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10.- Perspectivas

e Realizar analisis de metagendmica de las mejores mezclas, para saber la

proporcion de las cepas al final del experimento de degradacion y saber cual

es la cepa mayoritaria y el efecto que tuvo hacia las demas.
e Probar mezclas en pares, con las cepas que tuvieron un mejor efecto.

e Probar las mezclas con diferentes tipos de petréleo (API)

e Realizar el fraccionamiento del remanente para determinar las fracciones
gue aun quedan y si la fraccion aroméatica fue degrada o no, comparando

contra un control, esto para saber si la degradacion fue diferencial.
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JOMPE+ITRUgK+CvbfYNFfSUd+ll09AuHUsZeLkw8R3CV+IRVQHA5SCA9Eh58KR/JcVEGLRVpbCICOHKsvTgmiR8DCbBJI3XBIVWLXA6IE1+umgPTxplfaSvmM6E1nE50FBM8Q
+rmA+PFpkgyfoAZutli/DKNhHBoq0DJd/DJIVO9HI/WoAIFr4lhwFBHH/cnzrhCZK9+DIV43KGxuMjm20/3Aq6exIISIEh10dTUSzJSVEe5XSBiZvKwdd6M7FE11Nn4XSvKmDrlUIb8V
R2DIlaUXThbbUZ6EQCKzcjhPGzwc6MoRcpwtNmHwpj1Zmkv+Akb4v/CpizirfglMbpmIGSw==

MARIA DEL REFUGIO TREJO HERNANDEZ | Fecha:2023-06-30 11:23:26 | Firmante
dXN2Q5WvLXkHfjsBaYu+xW6u5wJ2fSi3jnc+Z71UP3gpAN6PO43ca/LL220AV7av3KyugS9mOklukp7bmLv9cHStOOH+RDMY ovvZjbVVMdbKLRVr5iS]3RAWhhPvhZcTolsAlgfo
fdIXCVZQWLT1fVT5Dge0zA43Xex4DQVa3Q9Stywb6e3AIP+OnmfK1WgMoBYkCdL4XfzMdwbUgRZLFmHwxpxfO2g56RDENS/QeAmkKj|5l0j8TwD66Dd10hUdvFouoc6elx71+d
WXXLVnbpODOPKuBHd+bcg4AJ5zxg5HISVzcudsCOVIV3cXEGBWAXqPOO0SelWCINNxdYaWXsmJIA==

IRENE DE LA CONCEPCION PEREA ARANGO | Fecha:2023-07-03 09:13:39 | Firmante
t32z3imMtz3/FYpCWOpW2Sn8gumT9Ix32eEXODWivzolbeYgjELzsEM6TH66G0btdwcOwjyOUKY 8/L30N2tcBQNjKEps+pKuHvbKh6qiYripeuVwugzxtAlYJanHclagsQIKyqi86JAI
qVXJIv5I0AeRMjvmfzcSIwY8Lm66amzWHvarWH1Y03v4zpX/kl+xrnJKAtQSqC7vVQfF4L8VPGValyqUvKinzPe2nmGJv2LMdg01Sn1AmAMmMEFWOO0+tC9IrlVOhXYJbkpIN1Tu4
RZTuNFgL7JPX4jZY0oR6xFQmMFuUCV+C3ebGdpJ76pysr4Un/mynpelMznPkG1rcHiOodZYA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

tO9udA3w0

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/juPOjT88bidruul T4pfDnBFalxtgRgWU

Una unive



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/juPOjT88bidruuIT4pfDnBFa1xtqRgWU

