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INTRODUCCION

México es uno de los principales productores de petréleo del mundo, siendo un pilar
fundamental de la economia nacional, impulsando el desarrollo industrial y
generando ingresos considerables. Las actividades relacionadas a la industria
petrolera como la exploracion, extraccion del crudo, produccién, almacenamiento y
transporte, ademas de su extraccion ilicita, provocan afluencias, que no solo afectan
el ambito econdmico y social, sino que ademas representan un grave problema
ambiental, debido a que la eliminacion de los contaminantes se vuelve complicada
por la naturaleza quimica y efectos toxicos de los componentes del petréleo y sus
derivados que alteran los ecosistemas. Avila Salazar (2016) reportd que, en la zona
sureste del pais, las concentraciones de hidrocarburos en suelos pueden llegar
hasta 450,000 mg/Kg, donde ademas de afectar la calidad del suelo, los
hidrocarburos ponen en riesgo los mantos acuiferos subterraneos, contaminandolos
de forma casi irreversible. En 2019 SEMARNAT reportd que en el pais habia
aproximadamente 5,000 sitios contaminados por hidrocarburos, de los cuales 2,000
han sido caracterizados, pero solo una minima parte ha sido remediada. Mientras
tanto, en Puebla se detectaron 2,072 sitios contaminados en los ultimos 14 afios,
en su mayoria siendo dafiados por hidrocarburos, de los cuales el 52.61% se han
podido tratar (Rivera, G., 2023)

Esto ha generado la necesidad de desarrollar tecnologias eficientes y
economicamente viables para la restauracion de suelos contaminados, destacando
la biorremediacion como una alternativa prometedora. A diferencia de las técnicas
tradicionales como la excavacion o el tratamiento fisicoquimico, la biorremediacion
se caracteriza por ser mas econdmica, eficiente y segura. Ademas, es una opciéon
sostenible, ya que aprovecha procesos naturales o microorganismos para degradar
o transformar contaminantes en sustancias menos tdxicas. Su enfoque poco

invasivo la convierte en una excelente opcion para la limpieza ambiental.

Se han implementado con éxito proyectos de biorremediacién en diferentes
regiones de México, sobre todo en sitios petroleros como en Tabasco, areas



afectadas por derrames de petréleo en la zona de Campeche, y al sureste del pais
en zonas rurales donde el suelo y las comunidades se han visto afectadas por
derrames de hidrocarburos de las tuberias que se encuentran en el area. La mayoria
de estos proyectos utilizaron bioestimulacion y bioaumentacion por su bajo costo y
mayor eficiencia que han demostrado estas técnicas de remediacion en

comparacion al resto.

La fitorremediacion es una técnica de biorremediacion en la que se emplean plantas
para el tratamiento de sitios contaminados donde en algunos casos se pueden
aprovechar las especies locales que ayudan a fortalecer la resiliencia de los
ecosistemas. Un ejemplo de especie local del centro de México es la higuerilla
(Ricinus communis), una planta con multiples usos y beneficios, entre los cuales
destaca su potencial en la biorremediacién. Es conocida por su resistencia a suelos
contaminados y condiciones extremas; su sistema radicular profundo y su
capacidad para acumular nutrientes y agua le permiten prosperar en suelos
contaminados con metales pesados, hidrocarburos u otros contaminantes. Ademas,
la higuerilla produce una sustancia llamada ricino, que es toxica para muchos
microorganismos y puede tener efectos adversos en la flora y fauna del suelo, sin
embargo, esto puede favorecer la inhibicion del crecimiento de ciertos
microorganismos patdogenos o competidores, permitiendo que los microorganismos
degradadores de contaminantes prosperen y realicen su funcidon de manera mas
eficiente. Estas cualidades hacen de la higuerilla una opcidon prometedora y eficaz

para la restauracion de areas contaminadas. (Palanivel, et al; 2020).



OBJETIVO

Aislar y caracterizar bacterias asociadas a la higuerilla de suelo contaminado con
hidrocarburos de la zona de San Francisco Ocotlan, Coronango, Puebla.

Objetivos especificos:

a. Aislar bacterias degradadoras de diésel en suelo de la zona
contaminada de estudio.

b. Aislar bacterias degradadoras de diésel de la rizosfera y raiz de
la higuerilla

c. Probar el crecimiento de las cepas aisladas en un medio de
cultivo con diésel como unica fuente de carbono.

d. Caracterizar las cepas aisladas por medio de sistemas

miniaturizados API.

HIPOTESIS

1.  Las cepas bacterianas aisladas asociadas a la higuerilla (Ricinus
communis) son capaces de utilizar el diésel como fuente de

carbono.



ANTECEDENTES



México cuenta con reservas probadas de petroleo equivalente a 6,120 millones de
barriles (CONACYT, 2022). La empresa encargada mayormente del procesamiento
y administracion de petroleo en el pais es Petroleos Mexicanos (PEMEX) que
cuenta con 5,259 kilometros de oleoductos y 8,883 kildmetros de poliductos, cuya
concentracion mas importante es el Sistema Zona Sur-Golfo-Centro-Occidente (De
la Torre, et al., 2022). En Puebla estan situados gasoductos y poliductos que
provienen de Veracruz llegando hasta CDMX. Asimismo, Puebla es el tercer estado
con mayor superficie identificada con derrames de hidrocarburos, solo por debajo
de Guanajuato y Tabasco, con una superficie reportada de 308,996 metros
cuadrados, donde las zonas mas afectadas son suelos destinados a la agricultura 'y
pecuaria (Merino, 2020), que pertenecen al coloquialmente llamado “triangulo rojo”
conformado por municipios del estado donde se reportaron la mayoria de las tomas
clandestinas destacando Acajete, Acatzingo, Quecholac, Tepeaca, Palmar de Bravo
(figura 1), que es por donde pasa uno de los oleoductos mas importantes del pais
(Vieira, 2018), extendiéndose mas tarde al noroeste por Coronango y San Miguel
Xoxtla. Debido a la cantidad de contaminantes presentes en el suelo de esta zona,
muchos sitios han quedado infructuosos para la agricultura e incluso algunos se han

convertido en pasivos ambientales; demostrando asi que los hidrocarburos pueden
alterar gravemente un ecosistema.
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Figura 1. Mapa de la ubicacién de los municipios que integran el “triangulo rojo”. Fuente: Transporte.mx (25 de marzo de
2021).




1.1 HIDROCARBUROS

El petrdleo es una mezcla de hidrocarburos acompafnados de azufre, oxigeno y
nitrégeno que forman un aceite mineral de color oscuro que se encuentra sélo en
las rocas sedimentarias (Eneh, 2011). La NOM-138-SEMARNART/SSA1-2012
define a los hidrocarburos como compuestos quimicos organicos, constituidos
principalmente por atomos de carbono e hidrégeno y los clasifica dependiendo del
numero de atomos de carbono que contengan en su cadena principal. La Fraccion
ligera (HFL) son los componentes que contienen cadenas de 5 a 10 atomos de
carbono, la Fraccién media (HFM) con cadenas 11 a 28 atomos de carbono, y la

Fraccion pesada (HFP) compuesta por cadenas de 29 a 40 atomos de carbono.

Para obtener los diferentes derivados es necesario someter el crudo a un proceso
de refinamiento, cuya operacion principal es la destilacion fraccionada donde a
distintas temperaturas se obtiene una gama de productos comerciales como
sustancias gaseosas: metano, etano, propano; liquidas: gasolinas, queroseno y
fueldleo; solidas: las parafinas y los alquitranes (Wauquier, 1995).

El gaséleo o diésel se obtiene de la destilacion del petroleo a una temperatura entre
los 200° y 380°C. Es mas denso que la gasolina por ende se evapora mas lento
debido a su numero de carbonos, cuenta con un mayor poder calorifico y un mejor
proceso de combustion, con 30% mas eficiente que la gasolina, aunque el diésel
produce una mayor cantidad de didéxido de carbono que contribuye al efecto
invernadero (CONUEE, s.f.).

1.2 REMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS POR HIDROCARBUROS

Los suelos contaminados por hidrocarburos representan un dafo grave al
ecosistema y a la salud humana. En México, los suelos contaminados por
hidrocarburos pueden tener diversos origenes como fugas, derrames accidentales,
0 provocadas por las tomas clandestinas de combustible. El suelo es un recurso
natural biogeoquimico dinamico que soporta todos los componentes que
comprenden los ecosistemas terrestres (Brutti et al., 2018).



La Ley General para la Prevencidn y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR, Art.
5, fracc. XL) define un sitio contaminado como un lugar, espacio, suelo, cuerpo de
agua, instalacion o cualquier combinacion de éstos que ha sido contaminado con
materiales o residuos que, por sus cantidades y caracteristicas, pueden representar
un riesgo para la salud humana, a los organismos vivos y el aprovechamiento de

los bienes o propiedades de las personas.

La presencia de hidrocarburos en el suelo trae como consecuencia el deterioro
parcial o total del ambiente, afectando flora y fauna, ademas de alterar sus
propiedades fisicoquimicas como el contenido de materia organica, pH,
permeabilidad y retencién de agua, niveles de intercambio catidnico, entre otros. Si
la liberacion de los contaminantes de un sitio no fue contenida oportunamente, o si
después de la retencion, no hubo un seguimiento debido para la remediacién total
del sitio, se convertira en un pasivo ambiental ya que implica una obligacion de
remediacion (LGPEGIR, 2006). En cuanto a sus efectos a la salud depende de las
concentraciones de los contaminantes, donde las rutas de exposicion son mediante
inhalacion, ingesta y absorcion a través de la piel (FAO and UNEP, 2021). A nivel
microscopico afecta a la microbiota del sitio debido a la toxicidad de estos
compuestos, modificando los procesos biogeoquimicos del suelo. El analisis de la
poblacién microbiana en el suelo es un indicador biolégico para la evaluacién de la
capacidad de recuperacion y regeneracion del sistema, resistencia a cambios
ambientales y potencial degradativo debido a la sensibilidad de los cambios y a su
capacidad de proveer informacién de diversos factores ambientales (Zamora, et al.
2012). También se ve afectado el ambito social debido a la baja produccion de
cultivos, repercutiendo asi en la economia de productores y/o campesinos. Por lo
que el sector rural es el que se ve principalmente afectado como lo sefalan
Cavazos-Arroyo, et al. (2014) donde expone la problematica de este sector de la

poblacion debido al entorno socioeconémico de desventaja.
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Para determinar el grado de contaminacion en México, existe la Norma Oficial
Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 que establece los limites maximos
permisibles de hidrocarburos en suelos y las especificaciones para su
caracterizacion y remediacion. A partir de los resultados obtenidos se puede
escoger el mejor tratamiento para recuperar el suelo dafiado por hidrocarburos o

derivados del mismo.

Cuando ocurre una fuga de combustible a suelos ya sea de forma accidental o
provocada, se busca detener el dafio y tratar de remediar el sitio contaminado a
través de procesos fisicos, quimicos o biologicos. Los tratamientos fisicos y
quimicos utilizan las propiedades de los contaminantes o del medio contaminado
para efectuar la limpieza del suelo dafado. La contencién mediante barreras fisicas
para aislar el contaminante es un ejemplo de método fisico (CEUPE, s.f.). En
décadas pasadas, una practica comun para estabilizar reservas de crudo en suelo
fue el uso de micro-encapsulados. Estos productos funcionaban mediante la
adsorcion de hidrocarburos, reteniéndolos en su estructura interna, pero sin llevar a
cabo una fase de degradacion del contaminante. Otra limitante de estos micro-
encapsulados era la inhibicidon de absorcion ante la presencia de ciertos compuesto
no polares como aceites e hidrocarburos aromaticos halogenados, que afecta su
endurecimiento dejando asi a expensas los contaminantes a posibles afectaciones

a mantos acuiferos subterraneos (Brito, et al; 2003).

También se han usado sustancias detergentes para “lavar” el suelo separando el
suelo de los hidrocarburos, pero esta técnica es de alto costo, sin mencionar que su
mas grande desventaja es la inhibicion de la actividad microbiologica. Y aunque el
lavado de suelo mostré buenos resultados en sus inicios, el alto contenido de arcillas
y materia organica de algunos suelos fueron limitantes para seguir utilizando esta
técnica (Brito, et al; 2003)

Otras alternativas que se han practicado en México han sido la incineracion,

desorcion térmica, la extraccion con vapor y la vitrificacion, que ademas de
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costosas, su impacto ecolégico es mayor que dejar la zona se convierta en un
pasivo ambiental (Volke y Velasco, 2002). Las ventajas de los tratamientos
fisicoquimicos y térmicos son que pueden verse resultados en periodos cortos de
tiempo y con equipo accesible pues no se necesita desarrollar una nueva
tecnologia. En cambio, los tratamientos biolégicos son mas efectivos en cuanto a
costos, son tecnologias mas amigables con el medio ambiente y se requiere un
minimo de mantenimiento posterior. En México se han utilizado con éxito la
bioestimulacion mediante la incorporacion de fertilizantes y aireacién del suelo para
degradar los hidrocarburos; y la fitorremediacion con el uso de ciertas especies de
plantas.

1.3 BIORREMEDIACION DE SUELOS POR HIDROCARBUROS

Mueller, et al. (1996) definen a la biorremediacién como “el proceso mediante el cual
los desechos organicos se degradan biolégicamente en condiciones controladas a
un estado inocuo, o a niveles por debajo de los limites de concentraciones
establecidos por las autoridades reguladoras”. La restauracién de los suelos por
medio de la actividad biologica se basa en el empleo de organismos vivos como
levaduras, bacterias, hongos, microalgas, plantas y sistemas biolégicos o enzimas
para mineralizar compuestos toxicos en condiciones aerobias o anaerobias,
oxidando o transformando hidrocarburos en productos metabdlicos como CO2 y
agua, o biomasa (Rivera Ortiz, et al; 2018). Este proceso emplea a los organismos
para degradar los compuestos contaminantes utilizandolos como fuente de energia
donde se elimina el contaminante o se transforma en compuestos mas simples vy,

por ende, menos téxicos para el medio.

Existen dos técnicas principales de biorremediacién que son la bioestimulacion y
bioaumentacion, la primera se refiere a la adicion de nutrientes que favorecen el
crecimiento y actividad de los microorganismos presentes en el entorno, los cuales
son capaces de llevar a cabo la biorremediacion; mientras que la bioaumentacion

implica la introduccion de organismos vivos que tiene la capacidad de acelerar el
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proceso de descomposicion de contaminantes especificos (Islas-Garcia, y otros,
2016).

Para la biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos, se emplean
ciertas biotecnologias para el saneamiento y recuperacion del suelo como es el
bioventeo donde se inyecta aire de manera controlada, oxigenando el suelo para
estimular a los microorganismos aerobios presentes y acelerar el proceso de
biorremediacion. Otra biotecnologia que se usa son los biorreactores que son
buques donde se introduce el suelo con microorganismos que ayudan a la
degradacion del contaminante ya que imita su ambiente natural para optimizar las
condiciones de crecimiento; la biolabranza es uno de los procesos mas simples
pues consiste en el arado del suelo periédicamente para airear el suelo y ayudar a
los microorganismos ya presentes con la transformacion de los contaminantes a sus
estados menos perjudiciales. Las biopilas, que es una combinacion entre la
biolabranza y los biorreactores, son capsulas grandes con suelo contaminado
pretratado aireado adicionado con nutrientes suministrados con un flujo de agua
controlado; otra biotecnologia que se usa es la fitorremediacion que usa las planta
para remover, transferir, estabilizar o destruir contaminantes en el suelo, que ha
mostrado tener éxito principalmente para el tratamiento de suelos contaminados con

hidrocarburos (Harekrushna, et al; 2012)

Estas técnicas ofrecen soluciones sostenibles y de bajo costo para la remediacion
de suelos contaminados, utilizando procesos naturales para reducir la
concentracion de contaminantes a niveles seguros, que promueven la recuperacion

de sistemas afectados, restaurando su funcionalidad y biodiversidad.

1.4 FITORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS POR
HIDROCARBUROS

La fitorremediacion es una técnica amigable con el ambiente, rentable y viable para

la remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos. Forma parte de la
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biorremediacion que puede aplicarse a contaminantes organicos a través de sus
propias fitotecnologias, donde se establecen especies vegetales tolerantes y
estimular la actividad microbiana de la rizosfera consiguiendo la remocion,
transferencia, estabilizacion y neutralizacion de compuestos organicos e
inorganicos toéxicos (Chan-Quijano, et al, 2015). Dentro de ella existen varias
categorias destacadas, cada una con su mecanismo especifico de accion.

La fitoextraccién es una técnica de fitorremediacién que se centra en la capacidad
de las plantas para absorber contaminantes inorganicos del suelo y acumularlos en
sus tejidos. Este proceso facilita la remocion de metales pesados y otros
contaminantes inorganicos del suelo, permitiendo una limpieza progresiva del area

afectada (Gonzalez, et al. 2010).

Por otro lado, Bolan et al. (2011) explican que la fitoestabilizacién introduce
plantas compatibles con el ambiente contaminado con el objetivo de reducir la
movilidad de los contaminantes en la rizosfera o acumulandolos en sus raices donde
la actividad microbiana asociada a ésta puede acelerar la degradacion en el caso

de contaminantes organicos.

En el caso de la fitovolatilizacién, la planta capta los contaminantes del suelo o
agua y los libera a la atmosfera en una forma menos toxica a través de su
transpiracién. Este proceso es particularmente util para contaminantes volatiles,
transformandolos en formas menos dafinas antes de su liberacion (Delgadillo-
Lépez et al, 2011).

La rizorremediacion se basa en la interaccidon entre las plantas y los
microorganismos asociados a sus raices para degradar los contaminantes
organicos en el ambiente. Este enfoque es especialmente eficaz para tratar suelos
contaminados con hidrocarburos, ya que los microorganismos de la rizosfera

pueden metabolizar y descomponer estos compuestos complejos (Massot, 2018).
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Segun Yavari (2015), la rizorremediacion es considerada una de las mejores

estrategias para la remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

De acuerdo con Chan-Quijano et al. (2013) reportan que se han identificado 129
especies de plantas capaces de degradar hidrocarburos. Estas plantas no solo
ayudan a limpiar los suelos contaminados, sino que también contribuyen a la
recuperacion del ecosistema al mejorar la estructura y la fertilidad del suelo.
Saadawi et al. (2015) realizaron un estudio en el que probaron tres tipos de plantas
(Malva parviflora, Ricinus communis y Triticum repen) para la fitorremediacion de
suelos contaminados con crudo. Los resultados demostraron que estas plantas son
efectivas en la remocion del contaminante, logrando disminuir su concentracion en
el suelo hasta un 0.5% de su concentracion inicial. Las plantas mostraron una rapida
adaptacion a las condiciones ambientales, con Ricinus communis (higuerilla)
degradando el 77% del crudo en un lapso de 30 dias. Sin embargo, se observo que,
a mayores concentraciones de contaminantes, las plantas requieren mas tiempo

para adaptarse y poder degradar con mayor eficacia el contaminante.

Adicionalmente, diversos estudios han resaltado la capacidad de la higuerilla para
degradar pesticidas organoclorados. Rissato et al. (2015) demostraron que esta
planta puede degradar hasta 15 compuestos organicos persistentes en un periodo
de 66 dias, con una eficiencia de degradacion que varia entre el 25% y el 70%.
Ademas, la higuerilla ha mostrado una notable capacidad para retener y acumular
cadmio, llegando a concentrar este metal hasta 17 veces mas que Brassica junce
en un periodo de 90 dias (Bauddh & Sigh, 2012). También ha sido efectiva en la
acumulacion de metales pesados en general, como lo indican los estudios de
Yeboah et al. (2020)

1.4.1  RICINUS COMMUNIS

De la familia Euphorbiaceae, la Ricinus communis conocida en México como

Higuerilla” (figura 2) y en inglés como “Castor bean”, es nativa de Africa que crece

en climas calurosos. Es un arbusto de rapido crecimiento que, en ocasiones puede
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desarrollarse como un pequefio arbol de madera blanda, alcanzando alturas de
hasta 6 metros o0 mas. Sus hojas son caracteristicas, con entre 5 y 12 I6bulos
profundos y segmentos toscamente dentados, dispuestos de manera alterna y
palmeada. Las semillas (figura 3) de la planta son ovaladas, lisas, de color pardo
con una caruncula conica. Miden entre 8 y 18 mm de largo y entre 4 a 12 mm de
ancho, y estan recubiertas por una testa rigida y quebradiza (Jena & Gupta, 2012).

Figura 2. Higuerilla. (Autoria propia). Figura 3. Semillas de higuerilla. (Autoria propia).

En la actualidad, India se destaca como el mayor productor de Ricinus communis a
nivel mundial. Es una planta de origen africano que se ha adaptado con éxito a
diversos tipos de suelos en México, donde se considera una especie invasora. No
obstante, en otros paises se cultiva en grandes cantidades debido a la importancia
de sus semillas, de las cuales se extrae el aceite de ricino, un producto de gran
relevancia en las industrias de aceites y cosméticos (Benavides, 2007). El aceite de
ricino tiene registros de sus usos desde el antiguo Egipto, habiéndose encontrado
en tumbas egipcias de hace 4000 afios. Fue de las primeras civilizaciones en utilizar
el aceite de las semillas de esta planta como combustible para lamparas. Ademas,
el uso medicinal del aceite de ricino estd documentado en el Papiro de Ebers, un

antiguo escrito de aproximadamente 1550 a.C. Este papiro describe el empleo del
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aceite como laxante, en el tratamiento de afecciones cutaneas, para problemas de
vision y como inductor del parto (Mesa, 2023). Actualmente es muy sabido que la
ingesta de este aceite es perjudicial para la salud debido a su toxicidad, pero tiene
multiples aplicaciones industriales. El aceite de ricino deshidratado se emplea en la
fabricacion de pinturas y barnices, asi como en la manufactura de fibras de nylon.
Ademas, se utiliza en la produccién de lubricantes y fluidos hidraulicos, que son

esenciales en la operacion de aviones y naves espaciales (Sujatha et al; 2008).

La adaptacién rapida de la higuerilla a diversas condiciones ambientales y su
efectividad en la remocién de contaminantes la posiciona como una opcion viable y
sostenible para la remediacién de suelos contaminados. Estas caracteristicas,
sumadas a su valor econémico por la produccién de aceite de ricino, hacen de la

higuerilla una especie de gran interés tanto ecolégico como comercial.

1.4.2 CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Generalmente no requieren condiciones de crecimientos especiales para su
desarrollo, sin embargo, esta especie es tipicamente de climas aridos y semiaridos.
Su germinacion es lenta en suelos frios, la temperatura 6ptima es de 25 a 31°C,
soportando minimas de 14°C y maximas de 36°C (Severino & Auld, 2013).

La higuerilla se ha probado como una planta tolerante a metales pesados, capaz de
crecer en suelos contaminados, lo que la convierte en una planta valiosa en el
campo de la fitorremediacion (Olivares, et al, 2013). Esta capacidad de tolerancia a
la contaminaciéon permite que la higuerilla se utilice para limpiar suelos
contaminados, aportando beneficios ambientales significativos. Ademas, es una
buena alternativa para la produccion de biocombustibles, sector en el que ha tenido
un notable auge en paises como Brasil e India, debido a que estas regiones ofrecen

condiciones climaticas favorables para su crecimiento.

Un estudio publicado en 2015 por Gonzalez-Chavez, et al. evalud la concentracién

de contaminantes en los productos de plantas de higuerilla que crecieron en suelos
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contaminados por metales. Los resultados demostraron que tanto el aceite extraido
de las semillas como el biocombustible producido a partir de la planta no
presentaban riesgo de introducir metales a la cadena trofica, consolidando aun mas

su potencial como recurso sostenible y seguro.

La higuerilla es una especie potencial para la fitorremediacion por su capacidad para
beneficiar la microbiota de la rizosfera a través del reciclaje y la solubilizacidon de
nutrientes minerales, asi como el incremento de metabolitos, incluidas las
fitohormonas del crecimiento. Crece en suelos contaminados por metales pesados
y posee una gran tolerancia a diversas condiciones de estrés, tales como suelos
salinos, sequias y heladas (Kiran, et al., 2017). Su rapido crecimiento y la poca
necesidad de mantenimiento hacen que sea recomendada para la plantacion en
suelos agricolas contaminados por hidrocarburos.
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21 RECOLECCION DE MUESTRAS DE SUELO

Se tomaron cuatro muestras de suelo en la junta auxiliar de San Francisco Ocotlan
en el municipio de Coronango, Puebla, con las en las coordenadas en zona 14N,
Este 576,636.7111 m, Norte 2,116,563.2693 m, que se muestra en la figura 1 de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, Limites
maximos permisibles de hidrocarburos en suelos y lineamientos. Las muestras
puntuales se recolectaron en frascos de vidrio ambar de boca ancha con tapa de
PTFE debidamente identificadas. Para conocer la contaminacion de fondo, se
tomaron muestras de suelo visualmente no contaminado a 10 metros
aproximadamente pendiente arriba (Este 576,596.7692 m, Norte 2, 117, 566.7756
m) del primer punto, siguiendo los mismos parametros de muestreo que se llevaron

a cabo para suelo contaminado.

/
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Figura 4. Fotografia aérea del lugar de estudio indicando el punto exacto de las tomas de muestra de suelo contaminado en
el rectangulo rojo. Tomado de Google Maps, s.f.

2.2 CARACTERIZACION DE SUELO

La caracterizacion parcial de las muestras de suelo se realiz6 de acuerdo con la
NOM-021-SEMARNAT-2000, que establece las especificaciones de fertilidad,
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salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis; determinando los
siguientes parametros: pH del suelo en agua (potencidmetro), conductividad
eléctrica (conductimetro), textura (hidrémetro de Bouyoucos), contenido de fésforo
(procedimiento de Bray y Kurtz 1), contenido de potasio (con acetato de amonio),
contenido de nitrogeno total, capacidad de intercambio cationico (EDTA) y materia
organica (Walkey-Black).

2.3 GERMINACION DE SEMILLAS DE HIGUERILLA

Las semillas de higuerilla se recolectaron en la zona de estudio. Para evaluar la
germinacion y optimizar el tiempo de obtencion de las plantas que se usaron en este
estudio, se sugirid una metodologia propia donde se probaron dos condiciones:
semillas con testa y semillas sin testa. En el caso de las semillas sin testa, estas se
desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 10% durante 5 minutos,
seguido de tres enjuagues con agua destilada para eliminar residuos del
desinfectante. Posteriormente, las semillas se colocaron en contenedores de
plastico entre dos capas de toallas de papel previamente esterilizadas, las cuales
se mantuvieron humedas con agua destilada estéril. Los contenedores se incubaron
a una temperatura constante de 30 °C en ausencia de luz hasta que se observo la
emergencia de la radicula en las semillas. El mismo procedimiento se aplicé a las
semillas con testa, con el objetivo de comparar la velocidad de germinacién entre

ambos tratamientos y determinar si la presencia de la testa influye en este proceso.

Para la germinacion de semillas en suelo se ocuparon cinco macetas de 15 cm de
diametro por 20 cm de altura, se agregé un kilogramo a cada una de la mezcla de
suelo contaminado con suelo limpio en proporcién 1:1 previamente humedecido con
agua destilada y cribado por un tamiz de dos milimetros para homogeneizar el suelo.
Ademas, se prepard una sexta maceta con suelo limpio. Las seis macetas se
llevaron al invernadero a una temperatura maxima de 26°C con luz natural donde
se regaron dos veces por semana con 120 ml de agua destilada hasta que las
plantas alcanzaran una altura de 15 cm o por lo menos que hayan desarrollado 3
hojas verdaderas.
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2.4 AISLAMIENTO DE BACTERIAS DE SUELO CONTAMINADO

Se pesaron 100 g de suelo contaminado y se tamizaron a través de una malla de
acero inoxidable de 2 mm. De esta muestra, se tomaron 20 g, los cuales se
mezclaron con 40 mL en buffer de fosfatos estérii 0.1 M (ver anexo 1).
Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas hasta una concentracion de 10

en buffer.

Cien microlitros de las diluciones comprendidas entre 102y 10-5 se sembraron por
triplicado mediante la técnica de extendido en placas, utilizando medio BH (Bushnell
Haas) (ver anexo 2) con 100 ul de diésel estéril, y medio TSA (Agar Triptona-Soya).
Las placas con medio TSA se incubaron a 32°C por 24 horas, mientras que las
placas con medio BH se incubaron a 32°C durante 72 horas.

Se realizd el recuento de la poblacién bacteriana en las placas que presentaron
entre 20 y 200 colonias. Se describio la morfologia de las colonias observadas en
ambos medios y, posteriormente, se aislaron mediante el método de estrias

cruzadas.

2.5 AISLAMIENTO DE BACTERIAS RELACIONADAS A LA HIGUERILLA

Se seleccionaron aleatoriamente seis plantas que cumplieran con el criterio de
crecimiento previamente mencionado. Con cuidado, se extrajeron de las macetas,
reservando el suelo cercano a la raiz (suelo rizosférico) y el suelo adherido a la

misma (suelo rizoplano) para su posterior analisis.

Siguiendo la metodologia anteriormente descrita para el aislamiento de bacterias de
suelo contaminado, se aislaron cepas tanto del suelo rizosférico como del rizoplano.
Para aislar las bacterias asociadas a la raiz, se trituraron tres gramos de raiz en un
vaso de licuadora a de vidrio estéril con 30 mL de caldo BH en pulsos de 20
segundos durante cinco repeticiones para evitar el calentamiento de la muestra.
Posteriormente, se hicieron diluciones seriadas en buffer de fosfatos hasta 10 para
su cultivo en medios TSA y BH con diésel.
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2.6 IDENTIFICACION DE CEPAS BACTERIANAS

La identificacion de las bacterias se realiz6 a través tincion de gram, prueba de
catalasa y oxidasa, ademas un sistema de microtubos de pruebas bioquimicas

llamadas galerias API20NE tomando lecturaalas 24 hy alas 72 h.

2.7 PRUEBA DE RESISTENCIA DE DIESEL

Las cepas aisladas se inocularon en tubos de ensayo de 13x100 con cuatro mL de
caldo BH y glucosa con 1000, 2000, 4000 y 8000 ppm de diésel. El ensayo se realiz6
por triplicado y un control sin diésel por cada cepa sembrada. Los tubos fueron

incubados con agitacion continua a 32°C por 10 dias.

Las cepas que mostraron crecimiento se sembraron por estriado en agar TSA como
control para descartar contaminacién. Estas cepas se sembraron en tubos de
ensayo de 18x150 con 20 mL de caldo BH sin glucosa con 1000, 2000, 4000 y 8000
ppm de diésel por triplicado y se llevaron a agitacion continua a 32°C por 10 dias.
Al final del periodo de incubacidon se les hizo prueba de control para descartar

contaminacion sembrando cada ensayo en medio TSA.

2.8 MEDICION DE DEGRADACION DE DIESEL POR CROMATOGRAFIA

2.8.1 CRECIMIENTO DE CEPAS PARA LA EVALUACION CUALITATIVA DE
DEGRADACION DE DIESEL

Las cepas que pasaron la prueba de resistencia a las concentraciones mas alta de
diésel se sembraron por triplicado en tubos de ensayo de 18x100 con 15 mL de cald
BH adicionado con 8000 ppm del hidrocarburo estéril y se incubraron a 32°C en
agitacion por 20 dias. Pasado el tiempo de incubacion, los caldos se prepararon
para medir la concentracién final de diésel por lo que cada muestra se separaro el
caldo de cultivo de los microorganismos usando la centrifugadora Beckman modelo
J2-21 a 15,000 ppm por 16 minutos. Posteriormente, el diésel se extrao utilizando
diclorometano, realizando tres extracciones por cada muestra, utilizando embudos

de separacion de 100 mL y 15 mL de diclorometano por extraccion, pasando la fase
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pesada por papel filtro con silica y sulfato de sodio (NaSO4). Finalmente se
redujeron a 1 mL cada una de las extracciones en Rotavapor R-100 a 25°C. Cada
una de estas extracciones s alamacenaron en viales de 2 mL sellados con PTFE, y

se refrigeraron hasta su analisis.

Para el analisis de las muestras de suelo, se colocaron cinco gramos de suelo en
viales con tapa de rosca, a los que se afadié dos gramos de silice para absorber
completamente la humedad del suelo. Luego, se agregaron 15 mL de
diclorometano, asegurandose de que el nivel del solvente superara el del suelo en
el vial. Los viales se sometieron a agitacion por ultrasonido utilizando un limpiador
ultrasénico Branson 1210 durante 15 minutos. El contenido de los viales se filtro a
través de papel filtro y silica. Posteriormente se siguid el mismo proceso de
extraccion que el realizado con las muestras de las cepas en caldo de cultivo.

La metodologia utilizada en esta parte del estudio toma como referencia la Norma
Mexicana NMX-AA-145-SCFI1-208, Suelos-hidrocarburos fraccion media por
cromatografia de gases con detector de ionizacién de flama-método de prueba, de
acuerdo con la técnica de Cromatografia de Gases de Detector de lonizacién de
Flama (CG/DIF) referenciada en la Norma Oficial Mexicana NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012, que clasifica el diésel en la fraccion media de
hidrocarburos. Para realizar el analisis se utilizé un cromatografo THERMO FU con
detector de ionizacién de flama (DIF), con una columna de fase estacionaria de DB-
TPH de 30 m x 0.320 mm x 0.25 ym, con las siguientes condiciones de operacion:
temperatura del inyector de 280°C, detector a 280°C, temperatura inicial del horno
45°C por 4 minutos, un incremento de 20°C por minuto hasta alcanzar 275°C, con

un tiempo de corrida total de 16.5 minutos, con inyeccién manual de 1ul de muestra.

Los resultados obtenidos se compararon con los valores de una curva estandar para
determinar la eficiencia del proceso de biodegradacion llevado a cabo por las cepas
seleccionadas para evaluar su potencial en biorremediacion de suelos

contaminados con hidrocarburo.
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RESULTADOS
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3.1 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS DE SUELO

Conocer las caracteristicas de un suelo es la base para comprender sus efectos en
los ecosistemas. El presente estudio se enfoca en la caracterizacion parcial de las
muestras de suelo para comparar el nivel de nutrientes, su salud general y conocer
las condiciones que las muestras de suelo brindan para el desarrollo de la
investigacion. En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de la
caracterizacion de las muestras de suelo, abordando su composicion fisica y

quimica.

En la tabla 1 se proporcionan los resultados detallados de la caracterizacion parcial
de las muestras de suelos obtenidas del lugar de estudio, proporcionando asi una

vision clara y cuantitativa de ambas muestras para su comparacion.

Tabla 1. Valores de los parametros analizados para la caracterizacion parcial de la muestra de suelo limpio. (Autoria propia)

Parametro analizado Valor obtenido Norma de referencia
Suelo limpio Suelo
contaminado

pH 6.0 6.41 NOM-021-RECNAT-2000 AS-02
Conductividad eléctrica

(mS/cm) 0.210 0.280 NOM-021-RECNAT-2000 AS-18
Contenido de Fésforo (mg/l) 11.86 6.82 NOM-021-RECNAT-2000 AS-11
Contenido de K (cmol(+)/kg) 0.399 0.396 NOM-021-RECNAT-2000 AS-12
Nitrégeno total % 0.09 0.3 NOM-021-RECNAT-2000 AS-25
CIC (cmol(+)/kg) 1.5 2.0 NOM-021-RECNAT-2000 AS-12
Materia organica (%) 11.86 6.1 NOM-021-RECNAT-2000 AS-07
Textura Franco Arena NOM-021-RECNAT-2000 AS-09

arenoso

3.1.1 pHDEL SUELO EN AGUA

La suspension de suelo limpio en agua destilada obtuvo un valor de pH de 6.0. Por
otro lado, el suelo contaminado present6 un pH ligeramente mas elevado, con una
lectura de 6.14. De acuerdo con la clasificacion establecida por la NOM-021
RECNAT-2000, ambas muestras se encuentran dentro de la categoria de
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“moderadamente acido’, la cual abarca un rango de pH de 5.1 a 6.5. Esta acidez
puede tener implicaciones en la actividad enzimatica y microbiana del suelo, lo cual
podria explicar, en parte, la baja densidad de poblacién vegetal observada en la
zona de muestreo. Sin embargo, la presencia de hidrocarburos no es un factor que
pueda cambiar drasticamente el pH del suelo.

3.1.2 _CONDUCTIVIDAD ELECTRICA
La CE del suelo determina su capacidad para conducir corriente eléctrica,

determinada por la cantidad de sales disueltas en la solucion (Shainberg, et al.
1980).

Siguiendo la interpretacion de la NOM-021-SEMARNAT-2000, los valores obtenidos
de la muestra de suelo limpio y suelo contaminado en la tabla 1 se sugiere que
ambos suelos se clasifican como "moderadamente salinos™. Estos niveles resultan
en una disminucion en la diversidad de la vegetacion, por lo que se debe de tomar
en cuenta medidas precautorias para el cultivo de especies vegetales sensibles. La
higuerilla por su parte, no se veria afectada por suelos moderadamente salinos en
cuanto se garantice un suministro adecuado de agua, ya que es una especie

sensible al estrés hidrico (Severino, et al. 2012)

3.1.3 PORCENTAJE DE SATURACION Y PASTA SATURADA

El porcentaje de saturacion del suelo es un indicador clave de la capacidad del suelo
para retener agua y nutrientes, que tienen relacién directa con la estructura fisica
del suelo y su soporte de agua. Es la proporcion entre el agua requerida para saturar
el suelo seco (Aali, et al. 2009) y se expresa como un porcentaje de volumen
(volumen de agua /volumen de muestra de suelo). El analisis de este parametro
proporciona un panorama detallado de como la contaminacion afecta la capacidad
de retencién de agua del suelo y su estructura fisica, lo que repercute en la salud
del ecosistema y la decision de estrategias de remediacion.
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En el caso del suelo limpio, el porcentaje de saturacion del suelo (PS) fue de 31.6%,
mientras que en el suelo contaminado fue ligeramente mayor, con un 34%. Debido
a que son muestras compuestas mayormente por arena, el agua afnadida a estos
tipos de suelo suele perderse en su mayoria por escorrentia ya que las arenas no
retienen la humedad. Sin embargo, es importante destacar que el suelo
contaminado cuenta con un porcentaje ligeramente mayor de PS que el suelo limpio,
aunque este ultimo contenga mas arcillas. Esto puede atribuirse al contenido de
hidrocarburos en la muestra de suelo contaminado debido a su hidrofobicidad
provocado por una acumulacidén irregular de agua y limitando su drenaje
(Gennadiev, et al. 2015). Y una vez que se ha logrado humedecer uniformemente,
es mas facil que el agua pueda quedar encapsulada y asi obtener diminutas
reservas de agua, segun lo observado.

3.1.4 CONTENIDO DE FOSFORO
El contenido de fésforo disponible en el suelo esta relacionado con la fertilidad de

este. Aunque otros elementos como el nitrégeno, potasio y calcio son igualmente
importantes para el desarrollo vegetal, el fésforo se destaca como un factor limitante
que influye significativamente en la calidad y proliferacion de las plantas. Este
elemento interviene en la sintesis proteica y contribuye al crecimiento radicular, y
formacion de 6rganos de reserva, como semillas y tubérculos, al formar parte de

fosfolipidos y acidos nucleicos (Sanzano, 2006).

Los resultados obtenidos revelan diferencias significativas en el contenido de
fésforo entre muestras de suelo limpio y contaminado. Mientras que la muestra de
suelo limpio exhibe un valor de 11.86 mg/kg, lo que corresponde a una clasificacion
de clase media segun la NOM-021-RECNAT-2000, el suelo contaminado muestras
un contenido mas bajo, con un valor de 6.82 mg/kg, situandose en una categoria
baja de contenido de fésforo debido a que los hidrocarburos presentes en la muestra
de suelo podrian estar inhibiendo la movilidad del fésforo, atrapandolo en formas no
disponibles (Elgazali, et al. 2023). Estas disparidades resaltan la importancia de
comprender y gestionar el fosforo en los suelos, que ademas de ser favorable para
la fertilidad del suelo, también ayuda al desarrollo saludable de las plantas.
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3.1.5 CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO Y CATIONES
INTERCAMBIABLES (CALCIO, MAGNESIO, SODIO Y POTASIO) EN SUELOS
NEUTROS

En suelos con porcentaje de arcilla alto y gran cantidad de materia organica, el valor
de CIC sera mayor lo que indica que el suelo tiene un gran potencial para retener e
intercambiar nutrientes y por ende seran suelos mas fértiles. La CIC indica la
reserva de nutrientes para reponer los que fueron absorbidos por las plantas, estos
nutrientes son los cationes que estan adheridos a las particulas del suelo (K*, Ca?*,
Mg?*, AI** y H*) que son los predominantes en suelos agricolas que pueden ser

reemplazados por otros nutrientes (Agrologia, 2020).

El suelo limpio presentd 1.5 cmol/kg de cationes intercambiables, mientras que el
suelo contaminado mostro 2.9 cmol/kg. Ambos valores se consideran bajos, lo que
indica un bajo porcentaje de arcillas en ambas muestras de suelo (INTAGRI, 2015).
Aunque normalmente los suelos contaminados con hidrocarburos tienden a tener
una CIC bajo debido a que los hidrocarburos atrapan las particulas de arcilla y
materia organica, bloqueando los sitios de intercambio catiénico (Sutormin, et al;
2024)

Los niveles de potasio intercambiable en ambas muestras de suelo, tanto limpio
como contaminado (0.399 y 0.396 cmol/kg, respectivamente), alcanzan apenas los

valores adecuados para el desarrollo saludable de la vegetacion.

3.1.6 NITROGENO TOTAL
El nitrégeno total (NT) es un nutriente esencial para el desarrollo de las plantas y un

indicador clave de la salud del suelo (Partida-Sedas et al., 2021). Este parametro
refleja la cantidad total de nitrégeno presente en el suelo, incluyendo sus formas
organicas e inorganicas. Dependiendo de su forma quimica, el nitrégeno interactua
de manera diferente con los procesos bioldgicos y quimicos del suelo y las plantas.
La mayor parte del nitrégeno en el NT es de origen organico, y debido a su baja
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tasa de mineralizacion, este indicador representa las reservas organicas y el

equilibrio nutricional del suelo (Jarquin-Sanchez et al., 2011).

Los resultados obtenidos en las muestras analizadas mostraron una diferencia
significativa en el contenido de nitrégeno total. El suelo no contaminado presento6 un
valor de 0.09%, considerado bajo segun los estandares de la NOM-021-
SEMARNAT-2000. El suelo contaminado registré6 un valor de 0.3%, clasificado
como muy alto segun la misma norma. Este incremento en el suelo contaminado
podria atribuirse al ciclo del carbono y al proceso de inmovilizacion del nitrégeno,
en el cual los microorganismos que degradan hidrocarburos retienen el nitrégeno
en formas no disponibles para las plantas (Sutton et al., 2013). Ademas, en suelos
contaminados con hidrocarburos, la transformacion del nitrégeno hacia formas
asimilables por las plantas, como el nitrato (NOs~) y el amonio (NH,"), podria verse
ralentizada debido a la alteracion de las actividades microbianas y enzimaticas
(Margesin et al., 2000).

3.1.7 MATERIA ORGANICA
Se refiere a todos los materiales de origen biologico presentes en el suelo, como

diferentes restos vegetales y animales en diferentes etapas de descomposicion, asi
como microorganismos presentes en el suelo. Provee energia y nutrientes para los
procesos bioldgicos de los microorganismos (Brady & Weil, 2008). El método para
obtener los valores de materia organica se basa en la medicion de carbono
organico. El suelo limpio tuvo un porcentaje de 11.86 considerado como una clase
alta de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000, y la muestra de suelo

contaminado se clasificO como clase media con un porcentaje de 6.1.

Un porcentaje medio de MO en el suelo contaminado podria suponer una ventaja
para los procesos biolégicos responsables de la degradacion de los hidrocarburos
debido a que los microorganismos presentes en el area afectada podrian estar
enfocados en la degradacidon de los combustibles, aunque este mismo escenario

podria limitar la diversidad microbiana. Dado que un porcentaje del NT proviene de
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la MO, y que se obtuvo un valor alto de NT, es probable que la MO contenga
suficiente nitrogeno para ser asimilado por los microorganismos (Herrera-Navarrete
et al., 2011).

3.1.8 TEXTURA

La textura del suelo es la relacidén entre los tamafos de particulas que componen el
suelo, principalmente arena, limo y arcilla. Siendo una de las caracteristicas mas

importantes que determinan su funcion (Malone & Searle, 2021).

Se evalud la textura de ambos suelos de estudio: el suelo limpio presenté un
porcentaje de 22.52% de limo, 6.52% de arcilla'y 70.96%, y el suelo contaminado
consistié en 3.52% de limo, 1.52% de arcilla y 94.95% de arena. donde de acuerdo
con el triangulo de texturas, el suelo limpio se clasific6 como franco arenoso; por el
contrario, la muestra de suelo contaminado donde se obtuvieron porcentajes
significativamente bajos de limo y arcilla se clasificO como arena. Esta distincion
textural es crucial ya que influye en la capacidad del suelo para retener agua, su
aireacion y su susceptibilidad a inundaciones (Brady, 2008). Siendo que las
muestras se tomaron en la misma area a no mas de 50 metros de distancia, la
textura del suelo en el area contaminada pudo haber cambiado en la reparacién del
ducto donde ocurrio la fuga de combustibles, ya sea por la mezcla de los horizontes
del suelo o se pudo haber ocupado suelo de otra area cercana para su relleno.

Aunque ambos tipos de suelo presentan caracteristicas generales favorables como
poca retencidbn de agua y buena aireacion, ademas de baja probabilidad de
inundacién, el analisis por cromatografia de gases registré6 una concentracion de
mas de 20,000 ppm de hidrocarburos, 40 veces mas que los resultados obtenidos
para el suelo limpio con apenas 500 ppm. Por lo que ademas de tener en cuenta
que el alto porcentaje de arena en el suelo limpio podria ser inconveniente para la
agricultura, también es importante considerar los hidrocarburos presentes en suelo
podrian ser reto para el desarrollo de la higuerilla y cualquier otro tipo de vegetacion.
Estos resultados subrayan la importancia de considerar la textura del suelo y la
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presencia del tipo de contaminantes para el analisis con los resultados
experimentales, como el desarrollo de las plantas de higuerillas en laboratorio, y el

crecimiento microbiano de ambos suelos.

En un estudio realizado en 1996 por Elias Munguia y Martinez (SEMARNAT, 1996),
establecieron que el componente de mayor importancia es la arcilla por su
persistencia a sustancias toxicas, es decir que la arcilla al ser una particula muy
pequeina dentro de las texturas del suelo, los hidrocarburos permanecen
significativamente mas en su sistema reteniendo y limitando el movimiento del
contaminante, en comparacion a particulas mas grandes como es la arena que no
absorbe tanta materia y los hidrocarburos pueden expandirse con mayor facilidad
sobre el area afectada.

3.2 AISLAMIENTO DE BACTERIAS EN LAS MUESTRAS DE SUELO

La distribucion de los microorganismos en el suelo esta estrechamente vinculada
con la disponibilidad de nutrientes y oxigeno en los poros del suelo. En suelos libres
de petrdleo, las poblaciones microbianas son mas densas en las capas superficiales
y disminuyen con la profundidad. Sin embargo, en el suelo limitrofe a pozos
petroleros y sumideros naturales de petréleo, las bacterias hidrocarbonoclasticas
son especialmente abundantes (Del Carmen Rivera-Cruz, et al. 2002).

3.2.1 AISLAMIENTO DE BACTERIAS DE SUELO CONTAMINADO
El diésel es una mezcla compleja de hidrocarburos que puede ser toxica para

muchos microorganismos, lo que resulta en una disminucion inicial de la diversidad
bacteriana. Sin embargo, ciertos grupos bacterianos, especialmente aquellos con
capacidad para degradar hidrocarburos, pueden proliferar bajo estas condiciones
(Sutton el al; 2013).

El nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) fue de 5.8x10° por gramo de

suelo en TSA. En total se lograron observar al menos 12 tipos de morfologia colonial
marcadas de la A-L, sus caracteristicas se presentan en la tabla 2.
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Tabla 2. Descripcién morfoldgica de las cepas aisladas de TSA asociadas al suelo contaminado. (Autoria propia).

CEPA

Descripcion morfoldgica

Resultado
tincion Gram

Morfologia
celular

Circulares de bordes redondeados, elevacion planoconvexa
de superficie lisa y tamafio mediano de color rosa palido,
aspecto humedo mucoide.

bacilos cortos

Circulares con bordes redondeados, elevacion plana
convexa de superficie lisa y tamafio pequefio de color
blanco, aspecto humedo brillante mucoide.

bacilos cortos

Circular de bordes redondeados, elevacion planoconvexa, de
superficie lisa y tamafio pequefio de color marrén anaranjado
claro, aspecto humedo brillante mucoide.

bacilos

Circular de bordes redondeados, elevacion planoconvexa, de
superficie lisa y tamafio pequefio amarillo brillantes, aspecto
himedo mucoide

Ccocos

Circular de bordes irregulares, elevacion umbilicada, de
superficie rugosa y tamario grande, de color blanco
amarillento transparente, aspecto humedo brillantes

mucoide.

bacilos cortos

Circular de bordes redondeados, elevacion planoconvexa, de
superficie lisa y tamafio pequefo de color verde palido
transparente, aspecto humedo brillante mucoide.

bacilos cortos

Circular de bordes irregulares, elevacion umbilicada, de
superficie rugosa y tamafio pequefio, de color blanco
amarillento transparente, aspecto humedo brillantes

mucoide.

bacilos

Circular de bordes irregulares, elevacion acuminada, de
superficie lisa y tamafio mediano, color blanco transparente,
aspecto humedo brillantes mucoide.

bacilos cortos

Circular de bordes irregulares, elevacion acuminada, de
superficie rugosa y tamafo mediana, color amarillo
blanquecino transparente, aspecto humedo brillantes
mucoide.

bacilos cortos

Circular de bordes redondeados, elevacion planoconvexa, de
superficie lisa y tamafio mediano amarillo brillantes, aspecto
hiamedo mucoide

bacilos

Circular de bordes redondeados, elevacion plano convexa,
de superficie lisa y tamafo pequefio de color anaranjado
claro, aspecto humedo brillante mucoide.

bacilos cortos

Circular de bordes irregulares, elevacion umbilicada, de
superficie lisa y tamafio mediano, color blanco transparente,
aspecto humedo brillantes mucoide.

bacilos cortos
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Es comun encontrar predominancia de bacterias gram-negativas, particularmente
bacilos, en suelos contaminado por hidrocarburos que pertenecen a géneros
bacterianos capaces de metabolizar compuestos organicos complejos. Sin
embargo, también puede haber presencia de gram-positivas que tengan una alta
tolerancia a conficiones adversas lo que les permite sobrevivir en ambientes
contaminados. La coexistencia de ambos grupos se debe a la diversidad de
estrategias metabdlicas y adaptaciones que permiten a las bacterias colonizar y
remediar suelos contaminados (Atlas, 1981).

En el ensayo de aislamiento de bacterias en medio BH con diésel como fuente de
carbono y energia, se observo un crecimiento mas lento, lo que requirié un periodo
prolongado de incubacion de 72 horas. Debido a las propiedades del medio
selectivo, las colonias no desarrollaron colores distintivos, presentando en su
mayoria una apariencia blanquecina y traslucida. Por esta razén la diferenciacion
entre las colonias se baso principalmente en sus caracteristicas morfologicas, como
la forma, la elevacion y el borde. Se identificaron un total de 5 tipos de colonias
(tabla 3), lo que sugiere una menor diversidad en comparacion al medio TSA.

Las colonias presentes fueron visiblemente menos que en el medio TSA obteniendo
un UCF de 1.6x10% por gramo de suelo (a, b, c, d, e).

Se observd que el medio BH inhibe el crecimiento de bacterias sensibles a la falta
de nutrientes por lo que la es normal que la densidad poblacional haya sido menor
que medio TSA. Este medio cubre las necesidades basicas de las bacterias que
puedan usar el diésel como fuente de carbono, por lo que las cepas no mostraron
caracteristicas particulares significativas como color. Asimismo, se confirmd la
predominancia de las bacterias Gram-negativas por lo que se sugiere que son
capaces de tolerar y metabolizar hidrocarburos.
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Tabla 3. Descripcién morfoldgica de las cepas aisladas de BH asociadas al suelo contaminado. Autoria propia.

CEPA Descripcion morfologica .Rcf?ultado Morfologia
tincion Gram celular
Circulares de bordes redondeados, elevacion planoconvexa
a de superficie lisa y tamafo grande de color blanco, aspecto -
humedo mucoide. bacilos cortos
Circulares con bordes redondeado puntiforme, elevacién
b planoconvexa de superficie lisa y tamafo pequefio de color -
blanco, aspecto humedo brillante mucoide. bacilos cortos
Circular de bordes redondeados, elevacion planoconvexa, de
c superficie lisa y tamafio pequefo de color amarillo claro, - bacilos cortos
aspecto humedo brillante mucoide. curvos
Circular de bordes irregulares, elevacion planoconvexa, de
d superficie rugosa y tamafo pequefio de color blanquecino -
transparente, aspecto humedo mucoide bacilos largos
Circular de bordes irregulares, de superficie plana y tamafio
e grande, de color blanco transparente, aspecto humedo -
brillantes mucoide. bacilos
Circular de bordes redondeados puntiforme, elevacioén plana,
f de superficie lisa y tamafio muy pequefio de color blanco, -
aspecto humedo brillante. bacilos
3.3 AISLAMIENTO DE BACTERIAS DEGRADADORAS ASOCIADAS A LA
HIGUERILLA
3.3.1 PRUEBAS DE GERMINACION DE SEMILLAS

Para el aislamiento de bacterias asociadas a la higuerilla, fue necesario cultivar las

plantas a partir de semillas. Con el fin de determinar las condiciones optimas para

el crecimiento, se evaluo la germinacion de semillas con testa y sin testa. Las

semillas sin testa lograron germinar, aunque presentaron crecimiento de hongos.

En cambio, las semillas con testa se contaminaron completamente por hongos y no

mostraron ningun brote.

Es probable que la aparicién de hongos esté relacionada con el exceso de humedad

en las semillas. Aunque ambas pruebas se realizaron bajo las mismas condiciones

de humedad, la testa acumula mas agua debido a la porosidad de su estructura.

Raya et al. (2016) mencionan algunos hongos que atacan a esta planta,
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especialmente cuando hay un exceso de humedad en el ambiente y el suelo en el
que se encuentra no tiene un buen drenaje. Esto hace que la higuerilla sea propensa
al desarrollo de hongos cuando el riego es excesivo. Sin embargo, también se
observé que, si no se mantiene un nivel adecuado de humedad en el ambiente de
germinacion (en este caso, papel estéril permanece seco por al menos 24 horas),

las raices que lograron brotar pueden morir.

3.3.2 CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS

Las macetas con suelo contaminado presentaron menor permeabilidad de agua,

aunque se observo una mejor retencidn de ésta. Cuando un suelo se contamina por
hidrocarburos, estos recubren las particulas del suelo creando una capa repelente
al agua. Una vez que el agua lograr penetrar el suelo, ya sea por un riego intenso o
al maniobrar un poco el suelo para que se cree una mezcla, puede quedar retenida
debido a una reduccion de la capacidad de drenaje (Aislabie et al; 1999). La textura
del suelo en las macetas con suelo contaminado y en el control fue bastante similar.
Sin embargo, el suelo control, al estar libre de hidrocarburos, present6 un drenaje
muy alto debido a su textura franco-arenosa. Esta caracteristica provoco estrés
hidrico en las plantas, ya que el suelo no fue capaz de retener suficiente agua para
satisfacer sus necesidades, por ende, las semillas en la maceta de control no

pudieron germinar.

Las semillas en el suelo contaminado comenzaron a brotar después de 15 dias.
Para la quinta semana, se observaron las primeras hojas verdaderas, con una altura
promedio de 2.1 cm. Durante este mismo periodo, la maceta de control no presenté
ningun brote. Al finalizar la novena semana, cada una de las cinco macetas con
suelo contaminado contaba con cuatro plantas de higuerilla. Estas plantas
presentaban al menos dos hojas verdaderas y alcanzaron una altura promedio de
3.2 cm. Por su parte, Singer, et al. (2003) determinaron que los metabolismo
secundarios de ciertas plantas pueden estimular la degradacion de agentes
contaminantes en suelos y los compuestos resultantes pueden incluso servir de

nutrientes para las mismas plantas. Por lo que se podria sugerir que lo
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hidrocarbruos presentes en las macetas pudieron ayudar en cierta medida al
desarrollo de las plantas de higuerilla.

En total se dejaron crecer 12 semanas y tres dias. La maceta de control no tuvo
algun desarrollo de higuerilla. Tuvieron una evolucion de 33.33%, es decir que, de
cada 12 semillas plantadas, germinan 4. Un porcentaje bajo cuando se han
reportado tasas del 83% al 90% de germinacion (MERI, s.f.). Las plantas crecieron
entre un rango de 4.9 a 7.6 cm y un promedio de 4 hojas por planta.

3.3.3 AISLAMIENTO DE BACTERIAS ASOCIADAS A LA HIGUERILLA

Los cultivos de suelo rizosférico en TSA mostraron crecimiento después de 24
horas, con una densidad poblacional de 33x10* UFC por gramo de suelo. Por otro
lado, las cepas cultivadas en medio BH con diésel como unica fuente de carbono

tardaron 72 horas en crecer, con un rango de 2.9 a 11x10* UFC por gramo de suelo.

En las cepas asociadas al rizoplano (la superficie de la raiz y el suelo adherido a
ella), se observd una mayor densidad poblacional microbiana en comparacioén con
el suelo rizosférico. En medio TSA, el recuento fue de 28x10* UFC, mientras que en
medio BH se registré un valor mas alto de 50 x 10* UFC. Este resultado contrasta
con lo observado en el suelo rizosférico, donde el medio TSA favorecié un mayor
crecimiento microbiano. Esto sugiere que las bacterias asociadas al rizoplano estan
mejor adaptadas para metabolizar el diésel, lo que explica su mayor crecimiento en
el medio BH.

En el caso de las cepas asociadas a la raiz de higuerilla, la densidad poblacional
fue menor. En medio TSA, el recuento fue de 7.5x10* UFC, mientras que en
medio BH se registraron 29x10* UFC, superando incluso los resultados del suelo
rizosférico. Esto indica que, aunque la densidad poblacional en la raiz es menor que
en el rizoplano, las bacterias asociadas a la raiz tienen una mayor capacidad para
degradar hidrocarburos, como lo demuestra su crecimiento en el medio BH.
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En resumen, la densidad poblacional bacteriana en BH disminuy6 en el siguiente
orden: rizoplano > raiz > rizosfera. Esto se debe a que el rizoplano es una zona rica
en nutrientes y exudados radiculares, que favorecen el crecimiento de bacterias
degradadoras de hidrocarburos. La raiz, aunque tiene una menor densidad
poblacional, alberga bacterias especializadas en la degradacién de compuestos
organicos. Finalmente, la rizosfera, al estar mas alejada de la raiz, presenta una
menor densidad de bacterias, ya que los nutrientes y exudados estan menos
disponibles (Berg & Smalla; 2009).

3.3.4 PRUEBA DE RESISTENCIA A DIESEL

Las cepas asociadas a la higuerilla que crecieron en los medios TSA y BH fueron

aisladas para realizar las pruebas de resistencia. Cada cepa se diferencio segun su
morfologia, considerando caracteristicas como el tamario, color, forma, aspecto y
tipo de borde. Aquellas cepas que presentaron similitudes morfolégicas, que
crecieron en el mismo medio y que provenian de la misma muestra de suelo, se

consideraron como la misma cepa. En total, se identificaron 47 cepas.

Para determinar la resistencia de las cepas, se utilizé un criterio de seleccidén basado
en su crecimiento en tubos de ensayo por triplicado. Se consideraron
como positivas las cepas que crecieron en dos o tres tubos de ensayo, mientras que
se clasificaron como negativas aquellas que crecieron en solo uno o en ningun tubo.
La evaluacion se realizé comparando la nitidez del caldo en los tubos de ensayo

con respecto al tubo de control, como se muestra en la figura 5.

En primer lugar, se realizé un ensayo por triplicado para cada cepa (Tabla 4) en
caldo BH con glucosa, utilizando cuatro concentraciones diferentes de diésel (1000,
2000, 4000 y 8000 ppm), bajo condiciones de agitacién para garantizar la aireacion.

Los tubos se revisaron cada tercer dia para monitorear el crecimiento bacteriano.
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Figura 5. Tubos de ensayo con caldo HB y 8000 ppm de diésel sembrados con la cepa aislada SRA7 (los primero tres
tubos) junto a el tubo de control (cuarto tubo). Imagen de autoria propia.

Durante las primeras 72 horas, se observo crecimiento en algunos tubos con
concentraciones de 1000, 2000 y 4000 ppm de diésel. Para el séptimo dia, fue
posible distinguir entre las cepas que mostraron un resultado positivo y aquellas en
las que la prueba habia fallado. Sin embargo, en los tubos con 8000 ppm, se
observaron particulas de diésel emulsificado, por lo que se decidid extender el

periodo de incubacion tres dias mas.

Al décimo dia, se descartaron las cepas que no mostraron crecimiento o que no
crecieron en todas las concentraciones de diésel. En el caso de las cepas que
habian logrado emulsificar el diésel previamente, para el décimo dia ya se
observaban particulas de diésel significativamente mas pequefias o, en algunos
casos, la ausencia completa de diésel. Esto sugiere que las cepas requirieron un
tiempo mas prolongado para metabolizar el hidrocarburo a concentraciones mas

altas.

En la segunda etapa de la prueba de resistencia al diésel, se repitid el ensayo con
las cepas que lograron crecer a la concentracion mas alta de hidrocarburo, pero
esta vez sin la adicidn de glucosa en el caldo BH. Estas cepas se incubaron bajo

las mismas condiciones durante 14 dias.
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TABLA 4. Cepas aisladas de suelo rizosférico, rizoplano y raiz de higuerilla. Autoria propia.

Prueba de crecimiento en caldo BH 'y

Procedencia Medio Cepas diesel
encontradas
Con glucosa Sin glucosa
SRA4 + i
SRA5 + -
SRAG6 + -
SRA7 + +
TSA | sRrB1 + _
SRB2 + -
SRB3 + -
Suelo

rizosférico SRB4 + -
SRC1 + -
SRJ1 + -
SRJ2 + -
SRJ3 + +

BH
SRBK1 + +
SRBK2 + +
SRBK3 + -
SPD1 + -
SPD2 + -

TSA
SPD4 + -
Suelo SPE1 + -

rizoplano

SPN2 + -
HB SPN4 + +
SPN5 + +
Raiz TSA RF3 + -
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Alrededor del 50% de las cepas aisladas demostraron capacidad de crecimiento en
presencia de diésel, lo que sugiere una adaptacion inicial a este hidrocarburo como
fuente de carbono. Sin embargo, al eliminar la glucosa del caldo de cultivo y someter
las cepas a condiciones mas restrictivas, solo el 12.8% de las 47 cepas evaluadas
(equivalente a 6 cepas) mostraron la capacidad de utilizar el diésel como unica
fuente de carbono, superando asi la prueba de resistencia al hidrocarburo. Este
resultado es consistente un estudio del 2019 (Gao, S. et al; 2019) que indica que
las bacterias asiladas de la rizosfera de plantas que crecieron en suelo
contaminados por petroleo, solo el 25% mostraron capacidad para degradar el
contaminante. Pacwa-Plociniczak, M, et al; (2014) mencionaron que un 20% de su

total de cepas aisladas de rizosfera pudieron degradar hidrocarburos.

De las seis cepas resistentes identificadas, cinco fueron aisladas en medio BH y se
asociaron con la rizosfera, destacando el papel de este nicho ecoldégico como
reservorio de microorganismos con potencial biorremediador. Tres de estas cepas
provinieron especificamente del suelo rizosférico y fueron aisladas en medio BH,
mientras que una cuarta cepa se aislé de medio TSA. Las dos cepas restantes se
obtuvieron del rizoplano, lo que refuerza la idea de que las raices de las plantas y
su entorno inmediato son zonas criticas para la seleccion de microorganismos con

capacidad de degradacion de contaminantes.

En la tabla 5 se muestra que las cepas que mostraron mejor crecimiento en
presencia de diésel y que ademas pudieron disminuir la concentracion del
contaminante fueron bacterias Gram-negativas. Diversos estudios han identificado
bacterias Gram-negativas capaces de degradar compuestos hidrofébicos como el
diésel. Una de las caracteristicas principales de estas bacterias es su membrana
externa rica en lipopolisacaridos, lo que les confiere resistencia a ambientes

contaminados (Das & Chandran, 2011).
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Tabla 5. Descripcién morfoldgica de las cepas aisladas que dieron positivo en la prueba de resistencia a diésel. Autoria

propia.
CEPA Descripcion morfolégica Origen Resultado | Morfologia
tincion celular
Gram
SRA7 Circular de bordes redondos, elevacion Suelo - bacilos
convexa, tamafo pequeno, superficie lisa rizosférico cortos
blanquecina translucida, aspecto brillante (TSA)
y humedo mucoide.
SRBK1 Circular de bordes irregulares, elevacion Suelo - bacilos
(figura6) | planoconvexa, de superficie lisa y tamafio rizosférico
mediana de color amarillo claro, aspecto (BH)
humedo brillante mucoide.
SRBK2 Circular de bordes redondeados, Suelo - bacilos
(figura 6) | elevacion planoconvexa, de superficie lisa rizosférico cortos
y tamafio mediana de color amarillo (BH)
traslucido, aspecto humedo brillante
mucoide.
SPN4 Circular de bordes irregulares, de Suelo - bacilos
(figura 6) superficie plana y tamafio mediano, de rizosférico
color verde transparente, aspecto (BH)
hamedo brillantes mucoide.
SPN5 Circular de bordes redondos, de Suelo - bacilos
superficie plana y tamafio grande, de rizoplano
color blanco, aspecto humedo brillantes (BH)
mucoide.
SRJ3 Circulares con bordes redondeados, Suelo - bacilos
(figura ) | elevacion planoconvexa de superficie lisa rizoplano cortos
y tamafio pequeno de color beige claro, (BH)

aspecto humedo brillante mucoide.
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Figura 6. Fotos de cepas aisladas descritas en la tabla 5. (1) Esquina superior izquierda SRBK2, (2) esquina superior derecha
SRJ3, (3) esquina inferior izquierda SRK1, (4) esquina superior derecha SRN4. Autoria propia.

Las seis bacterias que mostraron degradar el diésel fueron aisladas de la rizosfera
de la higuerilla. Las bacterias asociadas a la rizosfera de algunas plantas han
mostrado un potencial significativo en la biodegradacion de compuestos toxicos
organicos en suelos contaminados, contribuyendo asi a mejorar la eficiencia de la
fitorremediacion (Glick et al., 2020; Bell et al., 2014; Molina et al., 2020). La rizosfera,
al ser una zona de alta actividad microbiana, actua como un entorno ideal para las
interacciones entre plantas y bacterias, facilitando la degradacion de contaminantes.
Estas bacterias no solo pueden ayudar en la biodegradacion de hidrocarburos, sino
que también promueven el desarrollo de ciertas plantas, lo que favorece el proceso
de fitorremediacion (Khan et al., 2013).

Esto demuestra que la interaccién entre las plantas y las bacterias de la rizosfera

juegan un papel fundamental en la remediacion de suelos contaminados con
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hidrocarburos, fortaleciendo tanto el crecimiento de las plantas como la capacidad
de degradacion de los contaminantes presentes en el suelo.

La cepa SRAY fue la unica cepa que se pudo identificar a través de la prueba API
correspondiente al género Sphingomona. En un estudio realizado por la Universidad
de Campeche en el 2013, se utilizé un consorcio de bacterias aisladas de suelos
para estudiar su potencial degradativo para diferentes compuestos de petréleo. Este
grupo de géneros bacterianos fue conformado por Pseudomonas y Sphingomonas
paucimobilis (Ruiz-Marin, et al., 2013). En otro estudio publicado en el 2016, la
Sphingomona fue aislada de suelos contaminados por petrédleo mostré una
reduccion significativa de los niveles de hidrocarburos totales del petréleo después
de 21 dias, donde ademas que observo un aumento en la diversidad microbiana
nativa (Zhou, et al; 2016).

3.4 ANALISIS DE DEGRADACION DE DIESEL POR CROMATOGRAFIA DE
GASES

Para cuantificar la degradacion del diésel en el caldo de cultivo BH de las seis cepas
seleccionadas (tabla 5), se generd una curva estandar con concentraciones 2,000
(figura 7) a 10,000 ppm (figura 8) con diésel comercial atendiendo las
recomendaciones de la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 (grafica 1). En la grafica
2 se muestran de manera mas clara los resultados de la degradacion del diésel
después de 20 dias de incubacion en caldo BH con la concentracién inicial de 8000
ppm del hidrocarburo. Se puede apreciar resultados favorables donde las cepas
aisladas lograron reducir alrededor de un 75% los niveles iniciales de diésel (grafica
2), como se puede apreciar en la figura 9 y 10 que son los cromatogramas de los
analitos correspondientes a las cepas SRBK2 y SPN4, respectivamente.

Un estudio publicado en septiembre de 2024 cuantificé la degradacion de diésel
utilizando cepas aisladas de muestras de suelo de Peru, encontrando que las cepas
del género Pseudomonas lograron degradar hasta un 91.5% % 0.7 de la
concentracion inicial en un periodo de 10 dias (Quifioes-Cerna et al., 2024). Por otro
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lado, Patowary et al. (2016) llevaron a cabo un estudio en el que se cuantifico la
degradacion de hidrocarburos totales de petréleo mediante un consorcio bacteriano
aislado de muestras de suelo de India. Este consorcio, compuesto por bacterias del
género Bacillus, logré degradar hasta un 84.15% en un periodo de 5 semanas de
incubacion. Sugiriendo que las seis cepas aisladas podrian alcanzar un mayor

porcentaje de degradacion en un periodo de tiempo mas largo que 20 dias.

Grafical. Curva estandar que se us6 para comparar las concentraciones de diésel de las cepas. Autoria propia.
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Grafica 2. Niveles de concentracion de diésel de los caldos de cultivo con las cepas seleccionadas después de estar 20 dias

en incubacién. Autoria propia.
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Figura 7. Grafica de la lectura por analisis cromatografico de estandar con 2000 ppm de diésel.
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Figura 8. Grafica de la lectura por analisis cromatografico de estandar con 10,000 ppm de diésel.
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Figura 9. Gréfica de la lectura por analisis cromatografico de la cepa SRBK2.
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Figura 10. Grafica de la lectura por analisis cromatografico de la cepa SPN4.




CONCLUSIONES

En México, los pasivos ambientales son un problema significativo, especialmente
por la contaminacion de suelos con hidrocarburos. Estos sitios resultan de
actividades industriales abandonadas o mal gestionadas que afectan los
ecosistemas y limitan el uso de suelo. Puebla ocupa el tercer lugar a nivel nacional
en cuanto a superficie afectada. El area de estudio, ubicada en Coronango es un
ejemplo que esta problematica.

La caracterizacion y determinaciéon de propiedades fisicoquimicas del suelo la zona
de estudidé presentan un pH acido, textura arenosa y un contenido de materia
organica moderada, aportando nitrogeno total suficiente, que podria favorecer el
desarrollo de algunas especies vegetales.

Se aislaron diecisiete cepas del suelo contaminado de la zona de estudio, en su
mayoria Gram-negativo, de las cuales cinco mostraron crecimiento en presencia de
diésel.

Se aislaron 47 cepas asociadas a la higuerilla con morfologia colonial diferente,
donde la poblacién en rizoplano fue mayor que la presente en raiz y rizosfera.

El 12.8% de cepas (seis de un total de 47) presentaron capacidad de degradar el
75% de la concentracién inicial de diésel en un periodo de 20 dias, en caldo BH
como medio de cultivo. Todas estas cepas resultaron ser todas Gram-negativo.

Solo una de las cepas se logro identificar como Sphingomona sp. No obstante, el
hecho de haberse identificado una cepa de seis sefala que el sistema API no seria
el mas conveniente para esta metodologia, por lo que el método de identificacion
API no seria el mas conveniente para esta metodologia.
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Anexos
Anexo 1. Contenido de Buffer de peptonas Anexo 2. Contenido de medio agar BH en 1
en 1 L de agua destilada L de agua destilada
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Buffer de Peptonas

REACTIVO | CONTENIDO [g/L]
K HPO, 2.1772
KH,PO, 1.7008
TWEEN 0.1 mL
pH 7 0.2

Tabla 6.1. Preparacion de Thiamina

Medio agar BH
CONTENIDO

REACTIVO [a/L]
MgSO4 0.2
CaCl2 0.02
K2HPO4 1.4
KH2PO4 1.8
NH4NO3 1.3
GLUCOSA 0.1
VITAMINAS 1 m/L_c/u
ELEMENTOS TRAZA 10 m/L
AGAR
BACTERIOLOGICO 18
pH 740.2
*Biotina y Tiamina en una
concentraciéon de 1 mg/mL.

Nota: Las especificaciones para
la preparacion de vitaminas y elementos
traza se encuentran especificados en las

tablas 6.1y 6.2.

para 1 L de solucién

Tabla 6.1. Preparacion de elementos traza

Thiamina

Elementos traza

REACTIVO

CONTENIDO

Thiamina

1 mg/ml

Con agua destilada y se esteriliza
por micromebrana

REACTIVO CONTENIDO
EDTA 5g
FeCl-6H20 0.83g
ZnCl2 84 mg
CuCI-2H20 13 mg
H3BO3 10 mg
GLUCOSA 10 mg
MnCI2-4H20 1.6 mg

Primero se debe agrandar el EDTA al
80% del volumen de la solucién y
ajustar pH a 7.5 con NaOH, después
agregar el resto de los reactivos.
Esterilizar en autoclave
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