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BIOMONITOREO: SEGUIMIENTO DE POBLACIONES MICROBIANAS EN PROCESOS DE BIORREMEDIACIÓN DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS.

Hamdan Partida Aída;y Ramírez Saad, H.

Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. Calz. del Hueso No. 1100. Departamentos  de Sistemas Biológicos.

INTRODUCCION. 

El desarrollo tecnológico industrial ha incrementado la introducción en el ambiente de compuestos químicos tóxicos provenientes de diversas fuentes, como son la industria farmacéutica, petroquímica, la actividad minera, etc. En nuestro país, debido a la explotación, comercialización, almacenamiento y transporte de petróleo y sus derivados, muchos sitios se encuentran contaminados.

De acuerdo con información de PEMEX, dos de los lugares más contaminados por hidrocarburos a nivel nacional son la refinería "Lázaro Cárdenas" y el pantano de “Santa Alejandrina”, ambos ubicados en el sureste de México. PEMEX en el 2004 reportó que el aumento en el proceso de crudo y en la producción de hidrocarburos fue de 10.4 millones de toneladas, es decir, 3.1 por ciento más respecto al año anterior (PEMEX, 2004).

En los estados de Campeche, Tabasco, Veracruz y Chiapas se encuentran las reservas de petróleo más grandes de nuestro país, las características climáticas y geográficas que representa cada zona de extracción determina que cada sitio tenga características de suelo diferente, por ejemplo: contenido de materia mineral, materia orgánica, agua, aire y poblaciones de microorganismos. La complejidad y especificidad que presenta cada suelo contaminado, por su estructura, características fisicoquímicas y biológicas, así como por la gran variedad de contaminantes, requiere por lo general, de trenes de tratamiento específicos para su limpieza. Los métodos tradicionales de remediación para estos sitios, se basan en tecnologías que se han desarrollado en los últimos 20 años, tratamientos biológicos, físicos, químicos y térmicos. La biorremediación es un proceso que involucra microorganismos o procesos biológicos para transformar y/o eliminar contaminantes del ambiente. En este sentido, la biodegradación se define como el cambio, en la estructura química de un compuesto, catalizado biológicamente (Madsen, 1991). 

En la biorremediación se busca acelerar la degradación de los microorganismos a través de la manipulación del medio contaminado, con la aplicación de diversas tecnologías (Van Deuren y col., 1997). Una de las tecnologías de biorremediación de suelos es utilizar biopilas de composteo. (Riser-Roberts, 1998). 

El biomonitoreo es una técnica que permite realizar un seguimiento de diversas poblaciones microbianas en muestras ambientales. Permite conocer y estudiar, la estructura, composición y dinámica de las diferentes de poblaciones microbianas presentes en procesos de biorremediación de suelos contaminados (Torsvik y col. 1994).

La biología molecular, por su parte, hace posible la detección e identificación de microorganismos a nivel de genotipo, en vez de analizar el fenotipo de las células. Las moléculas ribosomales como el 16S y 23S del rDNA y algunos genes estructurales de proteínas, los hace candidatos para este tipo de estudios (Roszak y Colwell, 1987).

Un biomarcador es cualquier compuesto biológico que puede ser utilizado como indicador de la presencia y/o la actividad de un grupo microbiano en particular. Por sus propiedades, los ácidos nucleicos pueden ser utilizados como biomarcadores. Debido a la ubicuidad entre los seres vivos, así como su diferencia en la secuencia de la estructura primaria permite utilizarlos como cronómetros evolutivos para una detección altamente especializada de microorganismos en muestras ambientales (Ramírez, 1999).

Los tres genes ribosomales en bacterias codifican a tres moléculas de RNA (16S, 23S y 5S) y constituyen parte de la estructura del ribosoma. la estructura primaria del gen ribosomal se encuentra bien conservada en todos los organismos y se ha utilizado como un biomarcador molecular para establecer relaciones filogéneticas entre los microorganismos. Los genes ribosomales contienen dominios muy conservados y variables, lo que permite su utilización en la clasificación de los microorganismos y la diferenciación entre grupos taxonómicos (Ramírez y col., 2000).

Electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización (DGGE), permite estudiar comunidades microbianas en muestras ambientales, al utilizar regiones del gen del 16S rRNA, que fueron previamente amplificados por PCR y cuyos amplicones representan a la comunidad completa en la muestra. Este gen es ideal porque se cuenta con una base de datos (Ribosomal Database Project II) y porque no se transfiere lateralmente y conserva su función como se mencionó. Se utiliza como ayuda filogenética al poder identificar y relacionar diversas secuencias de poblaciones microbianas (Muyzer y col. 1993).
La tipificación permite discriminar cepas con características fenotípicas similares y realizar una agrupación genotípica rápida en un grupo de bacterias. Las técnicas convencionales de microbiología, como características coloniales y celulares, pruebas bioquímicas, en muchos casos no dan información suficiente acerca de los microorganismos aislados. Las técnicas de biología molecular proporcionan una mayor información genotípica de los microorganismos, además de que minimizan problemas en los resultados, son técnicas altamente discriminatorias y reproducibles, además en la mayoría de casos se tienen bases de datos que permiten identificar a los microorganismos. Algunos métodos, como el de DNA fingerprinting, permiten tipificar a bacterias de comunidades en muestras ambientales sin la necesidad de aislar o cultivar a los microorganismos (Ranjar y col. 2000).

JUSTIFICACION.
La biorremediación es una alternativa que utiliza sistemas vivos (plantas, consorcios microbianos) para lograr una degradación más eficiente, limpia y completa de diversos contaminantes orgánicos como los hidrocarburos. En el tratamiento en biopilas de suelos contaminados con hidrocarburos, las comunidades microbianas involucradas no están definidas. Se desconoce tanto la composición inicial de las poblaciones microbianas como la dinámica de las mismas a lo largo del tratamiento de biorremediación. Este conocimiento es básico si se trata de proponer trenes de tratamiento adecuados, en los que en adición a los parámetros fisicoquímicos determinados durante el proceso. La información sobre la comunidad microbiana y su dinamismo se pueda obtener mediante biomonitoreo.

HIPOTESIS.
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Durante el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos, en un sistema de biopilas, la dinámica de las poblaciones bacterianas involucradas puede cambiar con respecto al tiempo y componentes del sistema.
OBJETIVO

Determinar los cambios en las comunidades bacterianas presentes en una biopila para biorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos.

RESULTADOS.

Tabla 1. Cuenta de bacterias totales e hidrocarbonoclastas del suelo de Huimanguillo, Tabasco.
	UFC/g suelo seco
	PUNTO 1
	PUNTO 6
	PUNTO 7
	Mezcla de suelo

	BACTERIAS TOTALES


	4.15 X 105  

D.E.: 2.2 X 105
	1.28 x 10 6 

D.E.: 1.0 x 106
	1.4 x 106 


	5.2 x 106
D.E.: 3.1 X105

	BACTERIAS

HIDROCARBONOCLASTAS
	1.52 X 107

D.E.: 2.1 X 106
	1.5 X 107 

D.E.: 6.7 X 106
	6.6 X 106

D.E.: 4.2 X105
	2.28 x 107
D.E.: 4.2 X 106


D.E.: Desviación Estándar.
Para el suelo de Poza Rica, Veracruz, se realizó la cuenta microbiana de bacterias totales y bacterias hidrocarbonoclastas, se tuvieron muestras tanto del suelo control (no contaminado) que se muestreó de una zona cercana, como del suelo contaminado. El suelo contaminado tuvo una cuenta total un orden de magnitud mayor que la del suelo control, posiblemente porque entre las bacterias totales también están consideradas las bacterias hidrocarbonoclastas que metabolizan los hidrocarburos presentes en dicho suelo. También en el caso de las bacterias hidrocarbonoclastas se presentó una cuenta de un orden de magnitud mayor con respecto al suelo control; al igual que en las bacterias totales, dicho aumento se puede atribuir a que las bacterias hidrocarbonoclastas pueden oxidar a los hidrocarburos presentes en el suelo contaminado y están contenidas en la cuenta microbiana de las bacterias totales. 

Tabla 2. Cuenta de bacterias totales e hidrocarbonoclastas del suelo de Poza Rica, Ver.

	
	SUELO

CONTROL
	SUELO

CONTAMINADO

	BACTERIAS TOTALES
	4.95 X106 
D.E.:1.22 x 106
	7.54 x 107 
D.E.:5.63 x 107 

	BACTERIAS

HIDROCARBONOCLASTAS
	1.52 x 106 

D.E.: 8.26 x 105
	1.50 x 10 7 

D.E.: 2.58 x 106


D.E.: Desviación Estándar.

Las cuentas bacterianas de totales e hidrocarbonoclastas en los diferentes tiempos de muestreo de la biopila del suelo de Poza Rica, se presentan en la Fig. 1. En el caso de las bacterias totales, se observó un incremento de tres órdenes de magnitud a los 15 días de empezar el tratamiento de la biopila, debido posiblemente a la adición de nutrientes aportados por el bagazo de caña y a las bacterias endógenas que crecieron bajo las condiciones de la biopila, además de la aireación a la cual fue sometida. Posteriormente se observó que la cuenta bacteriana total decreció en una orden de magnitud permaneciendo constante a lo largo de todo el tiempo que duró la biopila (60 días). 

De igual manera, las cuentas de bacterias hidrocarbonoclastas en los diferentes tiempos de muestreo de la biopila, presentaron un aumento de un orden de magnitud a los 15 días del tratamiento, el crecimiento pudo verse favorecido por la adición de agua al suelo de la biopila, además de que el texturizante (bagazo de caña) permitió una mejor aireación del sistema y un aumento en la porosidad del suelo, esto refleja un aumento paulatino de las bacterias permaneciendo constante durante los siguientes 30 días. Posteriormente, a los 60 días de tratamiento se observó un aumento de dos órdenes de magnitud en la cuenta microbiana, lo que se relaciona con la remoción de hidrocarburos como se muestra en la Fig. 1. 
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Fig. 1. Cinética de crecimiento bacteriano y de biodegradación de HTP’s de los diferentes tiempos de la biopila, Poza Rica.

Se presentan una dinámica similar, observando un incremento de estas bacterias en los primeros días de tener un derrame experimental de hidrocarburos. Stephen y col. (1999), encontraron un incremento en el número de bacterias de 5.2 x 105 a 3.9 x 107 bacterias/g de suelo seco en un suelo contaminado por hidrocarburos. Muñoz y col. (2003), reportan que hay un aumento de bacterias hidrocarbonoclastas en los primeros días de tratamiento de una biopila, que coincide con el periodo de mayor biodegradación de los hidrocarburos. En este trabajo, el suelo de Poza Rica, muestra un perfil muy parecido a estos resultados. 

La diferencia entre las cuentas de bacterias totales e hidrocarbonoclastas del suelo analizado y del tiempo 0 de muestreo de la biopila de Poza Rica, puede deberse a que el suelo de la biopila fue secado al sol y algunas de las poblaciones decrecen con este tratamiento.
Caracterización e identificación de bacterias por API 20NE. Con la finalidad de identificar los 21 aislados que se obtuvieron del suelo de Poza Rica se analizaron mediante galerías API 20NE. En la Tabla 3 se muestra el género y especie, así como el porcentaje de identificación de las cepas aisladas. Las cepas 4, 5, 7 y 10, aunque fueron identificadas por API 20NE presentaron un porcentaje muy bajo de identificación, por lo que se decidió seguirla nombrando por su número de identificación inicial. Las cepas 13, 16, 18 y 21 no fueron identificadas por API 20NE ya que eran microorganismos Gram (+). Una de las limitaciones que presentó esta técnica es el bajo porcentaje de identificación por ser cepas aisladas de muestras ambientales, además de que la base de datos es del año 2000. 

Tabla 3. Identificación con API 20 NE de las bacterias hidrocarbonoclastas.
	CEPA
	IDENTIFICACION CON API 20 NE
	PORCENTAJE DE IDENTIFICACIÓN
	Subfamilia

	1, 2, 3
	Stenotrophomonas maltophilia
	97.8, 99.9 y 99.9
	γ-Protebacteria

	11, 12 y 20
	Sphingomonas paucimobilis
	95.8, 92.5 y 95.3
	α-Protebacteria

	6, 19
	Chryseomonas luteola
	90.8, 82.5 y 90.5
	γ-Proteobacteria

	8, 9, 14
	Burkholderia cepacia
	95.2, 97.8 y 97.5
	β-Protebacteria

	15, 17
	Agrobacterium radiobacter
	99.9 y 99.9
	α-Proteobacteria


Dinámica de poblaciones en la biopila mediante (DGGE).

Se presentan alrededor de 12 bandas de poblaciones en los tiempos de la biopila. En los carriles 3 al 7 se trata de muestras de suelo con el texturizante y solamente se aprecia una banda diferente comparando con el carril 2 o 3 de muestras de suelo contaminado, la adición del bagazo de caña parece no influir en un incremento en el número de bandas de las poblaciones. Las bandas A, B, C, D y E, corresponden a poblaciones bacterianas importantes, ya que están presentes a lo largo del tratamiento de la biopila y la mayoría de estas bandas incrementan su intensidad en el tiempo. Como se ve la banda E se encontró muy abajo del gel por lo que se realizó otro gel aumentado el gradiente. La cepa 5 se utilizó como referencia de la corrida, ya que dicha cepa se encontraba en la parte concentrada del gel además por que presentó como huella digital 3 bandas.
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Fig. 2. Carril 1: Cepa 5. Carril 2: Suelo Contaminado. Carril 3: Suelo contaminado seco. Carril 4: Tiempo 0 de la biopila (0 días). Carril 5: Tiempo 1 de la biopila (15 días). Carril 6: Tiempo 2 de la biopila (30 días). Carril 7: Tiempo 3 de la biopila (45 días). Carril 8: Tiempo 4 de la biopila (60 días). Carril 9: Cepa 5.

CONCLUSIONES.

· Se determinaron 5.2 x 106 UFC/ g de suelo en el caso de bacterias totales y 2.28 x 107 UDC/g de suelo, de bacterias hidrocarbonoclastas, en los suelos de Huimanguillo, Tabasco.

· En los suelos de Poza Rica, Ver., se cuantificaron 7.54 x 107 y 1.5 x 107 UFC/ g de suelo, de bacterias totales e hidrocarbonoclastas respectivamente.  

· Se aislaron 7 cepas degradadoras de hidrocarburos del suelo de Huimanguillo, Tab. y 21 cepas degradadoras de hidrocarburos del suelo de Poza Rica, Ver.

· Se identificaron mediante API 20 NE, 13 cepas bacterianas de las 28 cepas aisladas.

· El mejor método de extracción de DNA de los suelos contaminados con hidrocarburos es el que utiliza Bead Beater-lisozima-SDS. El método de purificación más adecuado para DNA proveniente de suelos contaminados resultó ser el cloruro de cesio.

· Mediante el método de DGGE se pudieron identificar bandas dominantes de poblaciones bacterianas. La mayoría de las comunidades observadas por DGGE, probablemente están involucradas en la mineralización de hidrocarburos y son poblaciones no cultivables o que no pudieron ser aisladas con las técnicas utilizadas.
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