AVANCES EN EL USO DE
MICROORGANISMOS PARA
LA REMEDIACION DE
SUELOS CONTAMINADOS
CON HIDROCARBUROS
AROMATICOS POLICICLICOS.
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RESUMEN

La contaminacién de los suelos con
hidrocarburos es un problema ambiental
prioritario. Los episodios de contaminacién
continua con petréleo crudo y sus derivados,
tavorecen el depédsito y acumulacién de
compuestos xenobidticos y potencialmente
téxicos enlos suelos. Unodelos contaminantes
ambientales que se consideran prioritarios
debido a su alta toxicidad y persistencia,
son los Hidrocarburos Aromdticos Policiclicos
(PAHs). Los PAHs son hidrocarburos que
poseen caracteristicas que favorecen
su toxicidad y persistencia en el suelo,
representando un riesgo para la flora y la
fauna de los habitats afectados. En esta nota
se describen brevemente las investigaciones
realizadas y algunos de los avances
obtenidos en el CIBA-IPN en cuanto la
biorremediaciéon de suelos contaminados con
PAHs utilizando microorganismos nativos,
modificados genéticamente y consorcios
microbianos mixtos. Los resultados obtenidos
demuestran que la biorremediacién es
una tecnologia eficaz y promisoria para la
remediaciéon de suelos contaminados con
PAHs, representando una alternativa costo-
efectiva y amigable con el medio ambiente.
Palabras Clave: Biorremediacién, PAHs,
microorganismos, suelos, degradacién

ABSTRACT

Contamination of soils with hydrocarbons is
a priority environmental problem. Continuous
contamination with crude oil and its derivatives
favor the deposition and accumulation of
xenobiotics and potentially toxic compounds
in soils. One of the environmental pollutants
considered as a priority in Mexico because
of its high toxicity and persistence are the
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs).
PAHs possess characteristics that favor their
toxicity and persistence in soil, representing
a risk for the flora and fauna of atfected
habitats. This note briefly describes the
research conducted at CIBA-IPN regarding
the bioremediation of soils contaminated with
PAHs by using native and genetically modified
microorganisms, as well microbial consortia.
The results demonstrate that bioremediation is
an effective and promising technology for the
remediation of soils contaminated with PAHs,
being a cost-effective and environmentally
friendly alternative.

Key Words: Bioremediation, PAHs,
microorganisms, soils, degradation
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Introduccion

Durante las ultimas décadas el avance de
diferentes actividades industriales a nivel
mundial, pero en especial de la industria
petroquimica y de refinacién del petréleo, ha
dado origen a grandes cantidades de residuos
peligrosos. Los accidentes y emergencias
ambientales tales como fugas, derrames
e incendios durante el almacenamiento y
transporte del petréleo crudo y sus derivados,
asi como la disposicién no controlada de los
residuos que se generan, contribuyen en gran
medida a la contaminacion de los suelos y
cuerpos de agua. En el caso particular de
México, existe un numero elevado de sitios
con suelos contaminados con hidrocarburos.
Segun PEMEX, al finalizar el ano 2013 el area
total de la superficie de suelo afectada con
hidrocarburos fue de 1,020.24 hectdreas, tan
solo un 0.3% menos que el ano 2012. Ademdas
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se presentaron 153 eventos de fugas y
derrames; en total, tan solo en 2013 se estima
un total de 7276 barriles de hidrocarburos
derramados en suelos [1]

Los constantes episodios de
contaminacién con petréleo y sus derivados
favorecen el depdsito y acumulacién de
compuestos toxicos en los suelos. Uno de los
contaminantes ambientales que se consideran
prioritarios debido a su alta toxicidad y
persistencia son los Hidrocarburos Aromdticos
Policiclicos (PAHs). Los PAHs son compuestos
quimicos presentes en el petréleo crudo y
poseen caracteristicas fisicas y quimicas que
favorecen su persistencia en el ambiente, asi
como de altos niveles de toxicidad. Por lo tanto
los PAHs son contaminantes ambientales
que pueden tener un fuerte impacto sobre
la flora y la fauna de los hdbitats afectados,
resultando en la acumulacién de productos
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hidrocarburos. El trabajo

Bemoormeno  TEC1iZado hasta el momento

Naftal 3 -
i “.O CyoHyy se centra en la biorreme-
10778
diaciéon de los suelos uti-
' — O oo lizando  microorganismos
O‘ Cy:Hy O‘.O tales como hongos y bac-
terias para descontaminar
o los suelos. En este articulo
a Crabls OO ?m}zl*)f’"m se describe de forma breve
204412 .
OO } algunas de las estrategias y
resultados obtenidos como
Fluoreno . .
0.0 C.H., ‘ Dibenzahjanacene  TESUltado de estas investi-
CaH gaciones.
Fenantreno
C[.qu; - - -7
Bioremediacién de suelos
Para eliminar o reducir la
Benzo(g.h.i)perileno . .,
O CaH;s contaminacién de los sue-
Antraceno W™ R
OOO C,Hy, OCO los con PAHs u otros hi-
‘O drocarburos existen varias
O Fluoranteno tecnologias y estrategias,
.O Ciefhio cuyas condiciones éptimas
Indeno(1.23,-cdpien0 A€ OpPeracién estdn deter-
Diccias O‘ CyH), minadas principalmente
“ Cigto O.‘]O por las propiedades fisico
‘O quimicas del contaminante,
T e su concentracién y por las
CyeHys O CeHy, condiciones  ambientales

Figura 1. Estructura y féormula molecular de 16 PAHs designados como contaminantes

prioritarios por la US-EPA

quimicos tdéxicos y en problemas de salud
graves o defectos genéticos en animales y
seres humanos. La agencia de proteccién
ambiental de USA ha designado a 16 de
estos compuestos como prioritarios por su
alta toxicidad y recalcitrancia (figura 1) [2].
En respuesta a esta problemdatica el
grupo de investigacién en biotecnologia am-
biental y biorremediacion del CIBA-IPN ha
venido adelantando investigaciones relacio-
nadas con la recuperacién y remediacién de
los suelos contaminados con PAHs y otros

predominantes [3]. Existe
un factor importante en la
implementacién de una tec-
nologia de remediacién: su
costo. En este sentidola  bi-
orremediacion, que se basa
en el uso de microorganismos para degradar
los contaminantes, es una tecnologia prom-
etedora debido a su alta eficiencia y costo-
efectividad. Desde hace mdas de tres décadas
se ha demostrado que microorganismos tales
como bacterias, hongos y algas poseen ac-
tividades catabdlicas especificas que pueden
ser aprovechadas para la remediacién de
aguas y suelos contaminados con PAHs [4].
La biorremediacién hace uso de la versa-
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tilidad metabdlica de los microorganismos
para degradar diferentes contaminantes
peligrosos, entre ellos los PAHs.

Elobjetivoprincipaldelabiorremediacion
es transformar los contaminantes orgdnicos
en compuestos no téxicos o mineralizarlos a
didxido de carbono (CO,) y agua [5]. Para
esto, nuestra investigacion se basa en el uso
de dos estrategias generales: 1) la adicién
de microorganismos degradadores de
contaminantes a los suelos o bioaumentacién
y 2) bioestimulacion ambiental mediante la
adiciéon de fertilizantes y texturizantes, con
el fin de mejorar las condiciones generales
de crecimiento de los microorganismos
degradadores en los suelos. Estas dos
estrategias pueden aplicarse en el suelo
mediante métodos como land farming, el
composteo y las biopilas para la degradacién
de los PAHs en suelos [5].

Uso de hongos nativos
El papel de los hongos en el proceso de
biodegradacién de los PAHs y los mecanismos
asociados al mismo se conocen ampliamente
[6]. Dos grupos se encuentran directamente
asociados con la degradacién de PAHs: los
hongos ligninoliticos (basidiomicetos), que
aunque producen enzimas ligninoliticas que
degradan PAHs no se adaptan bien al suelo
y los hongos no ligninoliticos (principalmente
ascomicetos), habitantes normales de los
suelos pero que no producen la gama de
enzimas producidas por los basidiomicetos.
Trichoderma asperellum H15 es un
hongo filamentoso no ligninolitico aislado
por nuestro grupo de un suelo contaminado
con petréleo crudo pesado en el estado
de Veracruz (figura 2). Este y otros hongos
aislados del mismo suelo se caracterizaron
por ser capaces de degradar hidrocarburos
y presentar niveles de tolerancia elevados
hacia diferentes tipos de PAHs [7]. El trabajo
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Figura 2. Trichoderma asperellum H15 en una
placa de medio PDA después de 5 dias de cultivo

posterior con Irichoderma asperellum HI15
consistié en probar su capacidad para
degradar PAHs de bajo (fenantreno) y alto
peso molecular (pireno y benzolalpireno)
en suelo a nivel laboratorio, mediante
bioaumentacién y bioestimulacién con
bagazo de cana. Trichoderma asperellumH]15
se adapté rapidamente al suelo contaminado,
produciendomdés CO2que cuandosecultivaba
en suelos no contaminados, indicando una
mayor actividad metabdlica. Este hongo
consiguié degradar entre 60 y 80% de los PAHs
presentes en los suelos contaminados durante
un periodo de dos semanas de tratamiento.
También se observé que algunas enzimas,
tales como lacasa, catecol dioxigenasa
y diferentes peroxidasas no ligninoliticas
estaban implicadas en diferentes momentos
del proceso de degradacién de los PAHs en
sistemas de microcosmos. Los resultados
mostraron el potencial de I asperellum de
ser usado en un proceso de biorremediacion
a mayor escala, gracias a su elevada
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tolerancia, gran adaptaciéon al suelo y a
la producciéon de enzimas utiles para la
degradaciéon de hidrocarburos. Este es
ademds el primer reporte de la utilizacién de
esta especie de hongo en la biorremediacién
de hidrocarburos.

Uso de hongos modificados genéticamente
Como se menciond anteriormente, los hongos
no ligninoliticos no poseen la maquinaria
enzimdtica capaz de degradar PAHs que
poseen los hongos ligninoliticos, pero si
pueden poseer otros tipos de enzimas utiles
para hacerlo (como en el caso de Trichoderma
asperellum H15). En consecuencia, otro de
los trabajos llevados a cabo en el CIBA-IPN
consiste en mejorar genéticamente hongos no
ligninoliticos para que produzcan las enzimas
de los hongos ligninoliticos [8]. De esta
manera se busca mejorar la degradacién de
los PAHs en suelos combinando
las caracteristicas de ambos tipos
de hongos que permitan acelerar
el proceso.

Aspergillus niger SCB2 es
un hongo aislado a partir de
bagazo de cana, que inicialmente
mostré niveles de
altos (800 ppm) y una capacidad
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de producir la enzima MnP En orden de
probar la efectividad de la nueva cepa
para degradar PAHs, se realizaron ensayos
con suelos contaminados con 600 ppm de
fenantreno, en donde se observé que la cepa
podia degradar hasta 44% en un periodo de
14 dias, en comparacion con 7% que degradé
la cepa sin modificar SCB2. Ademds la cepa
transformante aumenté su capacidad de
tolerar PAHs. Esto demuestra una vez mds
que los algunos hongos no ligninoliticos son
una buena alternativa para su aplicacién
en sistemas de biorremediacién, ya que
pueden ser degradadores eficientes de
PAHs y a la vez adaptarse bien y no ser
desplazados f&cilmente en el suelo por otros
microorganismos.

Uso de consorcios microbianos
Un consorcio microbiano es la combinacién
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moderada de degradar PAHs
[9]. Este hongo fue modificado
genéticamente para que
produjera la enzima ligninolitica
manganeso peroxidasa (MnP),
producida originalmente por el
hongo ligninolitico Phanerochaete
chrysosporium, con el fin de
aumentar su capacidad de
degradacién de PAHs. El hongo

resultante fue denominado
Aspergillus niger MnP+7 vy
se comprobé que después

de la modificacién era capaz
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Figura 3. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de hongos que conforman el consorcio microbiano
degradador de PAHs. A, E) Aspergillus nomius H7. B, F) Rhizomucor variabilis H9. C, G) Trichoderma

asperellum H15. D, H) Aspergillus niger LiP5.

de dos o mds microorganismos diferentes
conviviendo simbidticamente [10]. Para
fines de biorremediacién, la posibilidad de
degradar y mineralizar un contaminante es
mayor cuando las actividades enzimaticas
de dos o mds microorganismos se combinan
[11]; por ello se han propuesto combinaciones
definidas entre hongos y bacterias como una
forma de mejorar la degradacién de PAHs en
los suelos, en especial de alto peso molecular
[12].

Nuestro grupo de investigacién
estd trabajando en la evaluaciéon de las
condiciones 6ptimas bajo las cuales sea
posible implementar una tecnologia de
biorremediacién de suelos contaminados
mediante la bioaumentacién con consorcios
microbianos y la bioestimulacién con residuos
agroindustriales. Comopartedeestetrabajose
aislaron 21 cepas de hongos y 29 de bacterias
a partir de suelos altamente contaminados
con PAHs. Varios de estos hongos y bacterias
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mostraron una resaltable tolerancia hacia
concentraciones elevadas de PAHs [7, 13] y
por consiguiente el potencial para degradar
hidrocarburos en suelos. A partir de estos
microorganismos se construyé un consorcio
microbiano degradador conformado por 5
diferentes hongos (Aspergillus flavus HS6,
Aspergillus nomius H7, Rhizomucor variabilis
H9, Trichoderma asperellumH1S5y Aspergillus
fumigatus HI19) y 7 bacterias (Klebsiella
pneumoniae Bl, Enterobacter sp. B3, Bacillus
cereus B4, Pseudomonas aeruginosa BB,
Streptomyces sp.B8, Klebsiella sp. Bl0 y
Stenothrophomonas maltophilia B14) (figura
71

El uso del consorcio en el tratamiento de
un suelo contaminado con 1000 ppm de
PAHs llevé a una degradacién del 88% de
fenantreno, 48% de pireno y 57% de benzola]
pireno después de 14 dias de tratamiento,
utilizando como texturizantes y soporte de
crecimiento tres residuos agroindustriales
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Figura 4. Degradacion de PAHs a los 8 y 14 dias por
un consorcio microbiano en un suelo contaminado
con PAHs

(bagazo de cafna, paja de trigo y rastrojo
de maiz) (figura 4). Este estudio, ademas de
mostrar elevadas tasas de degradacién de
PAHs, representé el primer estudio endonde se
evalué la tolerancia de los microorganismos a
concentraciones extremas de PAHs, llevando
a la construccién de un consorcio microbiano
altamente tolerante que se podria utilizar
en sitios con niveles de contaminacién
muy elevados. Las principales ventajas
del consorcio degradador son 1) el sitio del
cual se aislé (altamente contaminado) y 2)
su elevada tolerancia hacia PAHs de bajo y
alto peso molecular, facilitando en general
su adaptacién y competicibn en sitios
contaminados y asimismo aumentando la
velocidad de degradacién.
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Conclusiones y perspectivas futuras

Los avances obtenidos y la investigacién de
los procesos y microorganismos asociados
a la degradacién de hidrocarburos en
suelos contaminados demuestran que la
biorremediacién es una tecnologia viable,
que puede utilizarse de forma barata y
eficaz. En paralelo se estan adelantando mas
investigacionesencuantoalusoyoptimizacién
de las condiciones de degradacion, tanto de
microorganismos nativos como modificados
genéticamente y a la supervivencia de los
microorganismos degradadores en los suelos
a través del tiempo. Son necesarios estudios
adicionales para probar las tecnologias y
microorganismos desarrollados por nuestro
grupo a nivel de campo, asi como para mejorar
el entendimiento de los efectos e interacciones
microbianas producidas en los suelos durante
los procesos de biorremediacion.
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