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RESUMEN: Los microorganismos
tolerantes a petréleo, desarrollan y utilizan
diferentes  respuestas  especializadas
(enzimaticas y fisiologicas) para crecer
en presencia de este contaminante. Estas
condiciones propician las variaciones
poblacionales de los microorganismos
autéctonos, y de manera natural realizan la
degradacion quimica del petréleo presente
en aguas y suelos, por lo que el objetivo de
este trabajo fue estudiar la biodegradacion
de aceite de cocina nuevo, aceite de cocina
usado, gasolina nueva Premium, gasolina
usada Premium, aceite de transmision
nuevo, aceite de motor usado y petrédleo
por: Candida albicans, Aspergillus niger,
Paecilomyces sp. y Penicillium sp, utilizando
una técnica colorimétrica para la medicion
de la biodegradacion. Esta técnica, basada
en lareduccién del indicador 2,6 diclorofenol
indofenol  (DCPIP), encontrando que
Paecilomyces sp., es el que degrada mas
eficientemente petréleo (90.7%), Penicillium
sp., aceite de transmision automotriz nuevo
y aceite de motor usado (86.2 y 60.6%),
Candida albicans, aceite casero nuevo y
usado (79 y 88%), mientras que Aspergillus
niger fue el mas eficiente en biodegradar
gasolina Premium nueva y usada, aunque
con una eficiencia muy baja (18.5y 17%).
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ABSTRACT: Oil-tolerant microorganisms develop and use different specialized responses
(enzymatic and physiological) to grow in the presence of this pollutant. These conditions
favor population variations of autochthonous microorganisms, and naturally carry out the
chemical degradation of oil present in waters and soils, hence, the aim of this work was to
study the biodegradation of oil new kitchen, cooking oil; gasoline new Premium, gasoline
used Premium, new transmission oil, used motor oil and petroleum by Candida albicans,
Aspergillus niger, Paecilomyces sp., and Penicillium sp., using a colorimetric technique
for measuring biodegradation, based on the reduction of the indicator 2,6 dichlorophenol
indophenol (DCPIP), finding that Paecilomyces sp., Is more efficiently degrading petroleum
(90.7%), Penicillium sp., automotive transmission oil new and used motor oil (86.2 and
60.6%), Candida albicans, oil home new and used (79 and 88%), while Aspergillus niger was
the most efficient at biodegrading new and used Premium gasoline, although with very low
efficiency (18.5 and 17%).

KEYWORDS: Biodegradation, Oils, Fungi, Contamination

11 INTRODUCCION

Los derrames de petréleo son una importante fuente de contaminacion del suelo
y agua, ya que el uso, mas el transporte transfronterizo tanto de petréleo crudo como
de sus derivados, derrames de contenedores, rupturas en tuberias subterraneas y
diferentes procesos industriales, hace que los derrames de hidrocarburos sean cada vez
mas frecuentes, lo que provoca riesgos asociados a la salud humana por la inhalacion
de vapores y la ingestiéon de aquellos hidrocarburos que estan disueltos en el agua y el
contacto dérmico, que se da principalmente en actividades recreativas, pues algunos de
sus componentes son considerados carcinogénicos y teratogénicos [1]. También origina que
se desarrolle tolerancia a la presencia de este compuesto, induciendo la selectividad y la
disminucion de la diversidad microbiana en los diferentes nichos ecolégicos contaminados.
Los microorganismos tolerantes a petr6leo, desarrollan y utilizan diferentes respuestas
especializadas (enzimaticas y fisioldgicas) para crecer en presencia de este contaminante
[2]. Estas condiciones propician las variaciones poblacionales de los microorganismos
autéctonos, y de manera natural realizan la degradacion quimica del petroleo presente
en aguas y suelos [3]. La mayor preocupacion es por los contaminantes de hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAHSs), asfaltenos y muchos derivados compuestos por 20 0 méas
atomos de carbono, pues no son facilmente metabolizados por los microorganismos
nativos y son considerados un riesgo potencial como carcindbgeno y mutagénico [1].
Estos son usados para la produccién de lubricantes automotrices y aceites lubricantes.
Y, Comunmente son desechados sin ningun tipo de tratamiento, y pueden persistir en el
ecosistema por mas de 6 afnos y resultan un problema para la biota. Tomando en cuenta
que un litro de lubricante logra agotar el oxigeno de 1 000 000 litros de agua [4]. Entre
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las soluciones existentes podemos mencionar: El confinamiento, el cual se basa en el
aislamiento de las aguas o suelos contaminados, de forma que su objetivo es evitar que
se transfiera lateralmente. En este se hace la construccion de barreras como: Barreras de
lodo, que son trincheras verticales que se rellenan de lodo, que impermeabiliza el perimetro
a aislar, y las barreras quimicas, en las que se inyecta bajo el area afectada un producto
que impida la dispersion del contaminante. Estas metodologias tienen sus limitaciones,
ya que solo evitan la propagacion del contaminante y no logran una verdadera remocion
[5]. Recientemente, se ha estudiado el aislamiento de microorganismos tolerantes y su
capacidad de degradacion, a partir de sitios contaminados con el mismo, como la bacterias
Rhodococcus aetherivorans y E. wratislaviensis [6], Streptomyces spp [7] y Pseudomonas
aeruginosa [8], las levaduras Candida tropicalis y Candida albicans [9, 10] y los hongos
filamentosos Penicillium sp., Aspergillus sp. y Trichoderma asperellum [11]. Por lo anterior
el objetivo de este trabajo fue analizar la capacidad de biodegradacion de diferentes aceites
y gasolinas por diferentes hongos

21 MATERIAL Y METODOS

Muestras de tierra

Se tomaron en recipientes de plastico previamente lavados con &cido sulfurico al
10% y esterilizados por calor humedo, muestras de suelo de diferentes suelos contaminados
de la Ciudad de San Luis Potosi, México, y se guardaron en hielera, y se trasladaron al

laboratorio y se conservaron en refrigeracion hasta su uso.

Aislamiento e identificacion de las cepas obtenidas

El aislamiento se realiz6 inoculando 100 L de las muestras previamente diluidas (1
g de suelo en 9 mL de agua destilada estéril) en cajas de Petri conteniendo medio minimo
de Lee adicionado de agar bacteriol6gico (20% p/v) [12], sin glucosa y adicionadas de
1.0 mL de petroleo crudo como fuente de carbono, incubando a 28°C durante 7 dias. Las
colonias obtenidas se purificaron por resiembras sucesivas en el mismo medio de cultivo, y
para su posterior identificacion, se sembraron por duplicado en Agar Sabouraud Dextrosa,
asi como la prueba de tubo germinal para la identificacion de C. albicans [13].

Aceites analizados

1. Aceite nuevo casero
2. Aceite usado casero.
3. Gasolina nueva Premium.

4. Gasolina usada Premium.
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5. Aceite de transmision para automovil nuevo
6. Aceite de motor de automovil usado.

7. Petroleo crudo.

Estudios de biodegradabilidad

Estos se realizaron utilizando una técnica basada en el indicador redox 2.6-
dichlorophenol indophenol (DCPIP) [14]. La resistencia se analiz6 inoculando por duplicado
1 x 108 celulas/mL en tubos de ensaye de 12 mL, conteniendo 4.5 mL de medio Bushnell-Hass
(BH), 50 uL de cada aceite y gasolina a analizar, y 25 uL de DCPIP a una concentracion de
27mg/mL, y se incuban 3 dias a 28°C. El medio BH contiene (g/L): MgSO,: 0.2; CaCl,: 0.02;
KH,PO,: 1.0; K,HPO,: 1.0; NH,NO,: 1.0; FeCl_: 0.05 [15]. El principio de esta técnica es que
durante la oxidacion microbiana de los hidrocarburos, los electrones se transfieren a un
aceptor de electrones como O, nitratos y sulfatos, y al incorporar un aceptor de electrones
como el DCPIP al medio de cultivo, es posible analizar la capacidad de los microorganismos
para utilizar como sustrato los hidrocarburos, por la observacion del cambio de color del
DCPIP de azul (oxidado a incoloro (reducido), determinando la absorancia delas muestras
en un Espectrofotometro Uv/Vis a una longitud de onda de 600 nm [14]. Esta técnica se ha
utilizado en diferentes trabajos, con resultados satisfactorios [3, 5, 16].

31 RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron 3 hongos contaminantes ambientales y una levadura: Candida albicans,
Aspergillus niger, Paecilomyces sp., y Penicillium sp, los cuales crecen muy bien con 1 mL
de petréleo crudo como fuente de carbono. Con respecto a la capacidad de biodegradacién
de los diferentes compuestos analizados, se encontré que Paecilomyces sp., es el que
degrada mas eficientemente petrdleo (90.7%), Penicillium sp., aceite de transmision
automotriz nuevo y aceite de motor usado (86.2 y 60.6%), C. albicans, aceite casero nuevo
y usado (79 y 88%), mientras que A. niger fue el mas eficiente en biodegradar gasolina
Premium nueva y usada, aunque con una eficiencia muy baja (18.5y 17%) (Tabla 1, Figura
1), mientras que utilizando una mezcla de los hongos aislados, ésta fue mas eficiente en
la biodegradacion de aceite casero nuevo y usado (61 y 49.5%, respectivamente) (Tabla
2, Figura 2).
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MUESTRA HONGO USADO % DE BIODEGRADACION

1.1 Aceite casero nuevo Candida albicans 78.78

2.1 Aceite casero usado Candida albicans 87.73

3.1 Gasolina Premium nueva Aspergillus niger 18.5
4.1 Gasolina Premium usada Aspergillus niger 17

5.1 Aceite de transmision Penicillium sp. 86.2

nuevo
6.1 Aceite motor usado Penicillium sp. 60.6
7.1 Petréleo Paecilomyces sp. 90.7

Tabla 1.- Porcentaje de degradacion de los diferentes aceites analizados por los hongos analizados.

Figura 1.- Biodegradacion de las diferentes muestras de aceite por las diferentes cepas utilizadas.

MUESTRA % DE BIODEGRADACION

1.1 Aceite casero nuevo 61
2.1 Aceite casero usado 49.5
3.1 Gasolina Premium nueva 11.2
4.1 Gasolina Premium usada 11.2
5.1 Aceite de transmision nuevo 39.8
6.1 Aceite de motor usado 325
7.1 Petroleo 1

Tabla 2, Porcentaje de biodegradacion de los diferentes sustratos analizados por una mezcla de las
diferentes cepas obtenidas.
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Figura 5. Biodegradacion de la diferentes muestras analizadas por una mezcla de las diferentes cepas
obtenidas.

Por otro lado, Se ha encontrado que el 96% de bacterias aisladas de medios
liquidos (lagos, rios, y lagunas) presentan capacidad de crecen y emulsificar hidrocarburos
derivados del petroleo [3], y los resultados obtenidos en este trabajo, demuestran que
las cepas de hongos y levadura aislados, crecen eficientemente en el medio liquido
adicionado con 1.0 mL de petréleo crudo, Estos resultados son similares a los obtenidos
con las bacterias R. aetherivorans 'y E. wratislaviensis [6], con P. aeruginosa [8] y con la
levadura C. albicans [10]. La sobrevivencia en estas condiciones, sugiere que estos hongos
podrian tener la capacidad de utilizar hidrocarburos alifaticos y aromaticos como fuentes de
carbono y/o donadores de electrones [17]. Por otra parte, los resultados obtenidos fueron
muy eficientes, lo que representa un buen avance para considerar esta técnica como una
opcion para el estudio de la biorremediacion de contaminacion por aceites y confirma
algunos de los reportes de la literatura con diferentes bacterias, hongos y levaduras [3, 4,
56,7,8,9,10,16y 17].

CONCLUSIONES

Se aislaron 3 hongos contaminantes ambientales y una levadura resistentes a
petr6leo, con el potencial para degradarlo. Ademas en presencia de diferentes sustratos
como fuente de carbono presentan una gran capacidad de biodegracion, por lo que pueden
utilizarse para eliminar hidrocarburos presentes en aguas y suelos contaminados.
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