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Resumen

La contaminacién de suelos agricolas por hidrocarburos es uno de los principales
problemas derivados de fugas o derrames durante su trasporte. En el presente tra-
bajo se realizd la biorremediacion mediante la bioestimulacion y bioaumentacion
con dos microorganismos aislados del mismo suelo contaminado. Se observ6 una
remocion de hidrocarburos rango diesel (HRD) del 3 al 31% para tratamientos bioau-
mentados con Bacillus sp., y del 12 al 78% con Meyerozima sp. Asimismo del 11 al
93% con ambos microorganismos. Sin embargo, estos valores fueron similares, 31
al 81%, al tratamiento de bioestimulacidn. Por lo que para este suelo result6 que la
bioestimulacion es la alternativa mas factible para la remocién de los contaminan-
tes de este suelo agricola, comparada con la bioaumentacion.
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Introduccion

En los procesos de biorremediacion existen dos
opciones: la bioestimulacion y la bioaumentacion.
La bioestimulaciéon de un sistema contaminado
es la introduccion de nutrientes, en particular los
fertilizantes organicos y inorganicos, con el fin de
promover el crecimiento y estimular a los microor-
ganismos autoctonos con capacidad de degradar
los contaminantes de interés (Juwarkar et al., 2010;
Pankrantz, 2001).

La bioaumentaciéon es la adicion de cepas o
consorcios de microorganismos nativos y no-na-
tivos para eliminar su contaminacién (Fantroussi
& Agathos, 2005). En el presente trabajo se deter-
minoé la remocién de Hidrocarburos Rango Die-
sel (HRD: C,, a C,5) de un suelo agricola, mediante
bioestimulacion y bioaumentacion con dos cepas
previamente aisladas del mismo suelo agricola
contaminado; una bacteria (Bacillus sp.) y una le-
vadura (Meyerozima sp.) (Islas-Garcia, 2014).

Metodologia

La biorremediacién del suelo se realiz6 a nivel mi-
crocosmos en frascos serolégicos de vidrio de 125
mlL, conteniendo 30 g de suelo. El diseno expe-
rimental consisti6 de 6 tratamientos y 2 contro-
les, en todas las pruebas se aplicéd la bioestimula-
cion, excepto un control. La bioestimulacion se
efectud a una proporcion de nutrientes (C:N:P) de
100:10:1, con adiciéon nitrégeno y fosforo ((NH,),
SO, y KH,PO,), micronutrientes hierro y magnesio
Fe SO, y MgS0,), paja de trigo como material orga-
nico y con el ajuste de la humedad al 50% de la Ca-
pacidad de Campo y fueron aireados cada 2 dias.
La bioaumentacion consistié en la inoculacion de
1mL conteniendo 2.65x10% UFC/ml de Bacillus sp.
y/0 4.38 x108 UFC/ml de Meyerozima sp. A los 20 dias
de tratamiento se efectué nuevamente la bioesti-
mulacion para reacondicionar los microcosmos.
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Los tratamientos T1 (no estéril) y T2 (estéril) se
bioaumentaron con Bacillus sp., T3 (no estéril) y T4
(estéril) se bioaumentaron con Meyerozima sp.; T5 (no
estéril) y T6 (estéril) se bioaumentaron con ambas
cepas. El control C (no estéril) no se bioestimul6 ni
bioaumento, CB (no estéril) sélo se bioestimuld pe-
10 no se bioaumento. Las variables respuesta fueron:
Remocion de HRD a los 10, 20 y 30 dias de tratamien-
to yla producciéon de CO, (cada 2 dias), para determi-
nar indirectamente la actividad microbioldgica de
cada microcosmos.

La determinacién HRD se realiz6 mediante el
método de extraccién EPA3546 (2007) en un horno
de microondas CEM MARS-Xpress y el analisis por
cromatografia de gases con detector de ionizacion
de flama con el método EPAS015C (2007). Se empled
un cromatografo Thermo Scientific modelo GC Fo-
cus Series, equipado con columna capilar GRACE de
30 m de longitud por 0.32 mm de diametro interno
y 0.25 pm de grosor de capa AT™-5 como gas aca-
rreador se utilizo nitrogeno y como gases auxiliares
hidrégeno y aire. Condiciones del equipo: inyector
250 °C (split flow: 39ml/min), detector 250 °C y co-
lumna 50-270 °C (rampa en 17.67 min). Las muestras
se concentraron a un volumen de reconstitucion de
2 mLYy se inyect6 1 pL en el cromatografo de gases.

La determinacion de la produccién de CO, en los
microcosmos se realizo mediante un cromatogra-
fo de gases GOW-MAC Modelo SERIES 580, columna
concéntrica empacada ALLTECH CTR 8700, el gas
acarreador fue el helio. Condiciones del equipo: in-
yector 40 °C, detector a 100 °C, corriente 125mA, co-
lumna temperatura ambiente (25 °C) (corrida de 4.0
min). El volumen inyectado de muestra fue de 2 mL.

Resultados y discusion

La produccion de CO, se reporta como el CO, total
acumulado durante los 30 dias (figura 1). De es-
ta manera se observo que los tratamientos T3 y T5
presentaron la mayor cantidad de CO, durante el



Biotecnologia y Sustentabilidad

proceso de remediacion, sequidos T1 y T2. Por otro
lado, los tratamientos con menor produccion de CO,
fueron los tratamientos T4 y T6. El control C no mos-
tr6 produccion de CO,, mientras que el control CB si
presentd una alta produccion.

La alta o baja producciéon de CO, indican la acti-
vidad metabdlica en cada tratamiento, pero el CO,
no necesariamente es proporcional con la remocion
del contaminante, debido a que quiza existen otros
factores abidticos (fotdlisis e hidrélisis) y bidticos co-
mo descomposicion de materiales organicos que
también generan CO,. Esto nos demuestra la com-
plejidad de los procesos microbianos y fisicoquimi-
cos que suceden en los sistemas de suelos.

Se observo que los tratamientos inoculados con
Bacillus sp. presentaron valores de remocion de HRD
de 3 a 18% en el tratamiento T1 (no estéril) y de 11 a
31% en el T2 (estéril), determinando que cuando s6-
lo esta presente Bacillus sp. en el suelo contaminado
existe una mayor remocion, en comparacion al sue-
lo (no estéril) con microorganismos nativos (figura
2). De forma similar en los tratamientos con Meye-
rozima sp. se observo para T3 (no estéril) remociones
del 12 al 28% y para el T4 (estéril) del 12 al 78% (figura
2).

En los tratamiento inoculados con Bacillus sp. y
Meyerozima sp. se presentaron los mayores valores de
remocion con el 11 al 86% en el tratamiento (T5) (no
estéril) y del 14 al 93% en el (T6) (estéril), demostran-
do que en conjunto estos microorganismos presen-
tan una mayor remocién del contaminante.
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Figura 1. Produccién total acumulada de CO, en los
diferentes tratamientos.

Estos resultados nos indican que estas cepas, ais-
ladas del mismo suelo contaminado tienen la ca-
pacidad de degradar este contaminante. Pero en
presencia de los microorganismos nativos del suelo
la remocién disminuye, tal vez debido a la compe-
tencia e inhibicion entre las poblaciones inoculadas
y las nativas. En general, se observé que remociéon
a los 10 y 20 dias es baja en todos los microcosmos,
mientras que la mayor remocion se present6 a los 30
dias de tratamiento.
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Figura 2. Remocién de HRD en diferentes tiempos y
diferentes tratamientos.
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El control C (no estéril) present6 una minima
remocion de 0 a 2%. Mientras que el control CB (no
estéril estimulado) presentd valores de remocion de
HRD del 31 al 81%, mostrando que la bioestimula-
cion de los microorganismos nativos, sin inocula-
cion de otros, puede degradar adecuadamente el
contaminante.

Estos resultados denotan que no siempre la bioau-
mentacion favorecera la remocion del contaminan-
te y que la bioestimulacion puede ser suficiente para
realizar la biorremediacion del suelo impactado. Es-
to ha sido previamente reportado en otros trabajos,
donde mencionan que la adicién de microorganis-
mos no aumentan las velocidades de degradacién
con respecto a lo que se consigue tinicamente ana-
diendo nutrientes para estimular a la poblacién mi-
crobiana nativa (Lee y Merlin, 1999; Van Hamme et
al., 2003).

Conclusiones

De acuerdo con los resultados se puede concluir que
Bacillus sp. y Meyerozima sp. son microorganismos ca-
paces de degradar los HRD; sin embargo, en presen-
cia de las especies nativas del suelo contaminado, la
degradacion disminuye, probablemente por efecto
de competencia.

Por otra parte se observo que los valores de re-
mocion de los contaminantes en los microcosmos
bioaumentados son similares al bioestimulado. De
ahi que se demuestra que la bioestimulacion es una
alternativa mas viable que la bioaumentaciéon para
la remediacion de estos suelos agricolas impactados.

Ademas es importante en la evaluaciéon de las
alternativas de biorremediacion (bioestimulacion o
bioaumentacion) de sistemas contaminados; reali-
zar pruebas exploratorias previas a su aplicacion a
nivel de campo.

Biotecnologia y Sustentabilidad

Reterencias

Enviromental Protection Agency (EPA) (2000). Method 8015C.
Nonhalogenated organics by gas chromatography (FID). Re-

https://www.epa.gov/sites/production/
files/2015-07/documents/epa-8015¢.pdf

Enviromental Protection Agency (EPA) (2007). Method 3546.

cuperado de

Microwave extraction. Recuperado de https://www.epa.
gov/hw-sw846/sw-846-test-method-3546-microwave-
extraction

Fantroussi, S., E.I, Agathos, S. (2005). Is bioaugmentation
a feasible strategy for pollutant removal and site reme-
diation? Current Opinion in Microbiology, 8(3):268-275.

Islas-Garcia, A. (2014). Biorremediacion de suelos agricolas
contaminados con plaguicidas e hidrocarburos (Tesis Doc-
toral). Centro de Investigacién y de Estudios Avanza-
dos, México.

Juwarkar, A., Singh, S., Mudhoo, A. (2010). A comprehen-
sive overview of elements in bioremediation. Reviews in
Environmental Science and Bio/Technology, 9(3):215-288.

Lee, K., Merlin, F. (1999). Bioremediation of oil on shoreli-
ne environments: development of techniques and gui-
delines. Pure and Applied Chemistry, 74(1):161-171.

Pankrantz, T. (2001). Environmental Engineering Dictionary
and Directory. Boca Raton, Florida: CRC Press.

Van Hamme, J.,, Singh, A., Ward, O. (2003). Recent Ad-
vances in Petroleum Microbiology. Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 67(4):503-549.



