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Resumen 

Las bacterias se encuentran ampliamente distribuidas en ecosistemas marinos y 
terrestres, desempeñan un papel importante en el tratamiento de agentes 
contaminantes del medio ambiente, siendo esenciales para prevenir, controlar y 
restaurar ecosistemas afectados por contaminantes como el petróleo. En el 
presente trabajo, se evaluó el proceso de biorremediación en columnas de acrílico 
a sedimentos contaminados por hidrocarburos empleando bacterias autóctonas de 
la laguna de Tamiahua, Veracruz, México. Se tomaron muestras de sedimento al 
azar de tipo compuesto, mediante aislamientos bacterianos con medio Bushnell 
Hass y petróleo como única fuente de carbono y energía se obtuvieron cepas en 
agar de soya tripticaseína. Mediante pruebas cualitativas se seleccionó la cepa 
con capacidad de degradación y fue bioaumentada por técnicas de laboratorio. Se 
realizó el proceso de biorremediación aplicando las técnicas de bioaumentación y 
bioventeo. El proceso constó de dos tratamientos, el primero sin bacterias y el 
segundo con bacterias. Al inicio del proceso los sedimentos contaminados tenían 
un valor inicial de HTP de 104, 000 mg/kg, el experimento tuvo una duración de 90 
días al cual se le inyectó aire de manera constante (Bioventeo), durante el 
experimento el pH se mantuvo en 7.3 y la temperatura osciló entre los 26.9 y 
27.7°C. Como resultado del experimento se obtuvo que para el tratamiento sin 
bacterias se presentó un contenido de 97, 560 mg/kg y un 6.44 % de degradación, 
para el tratamiento que tenía concentrada la biomasa bacteriana el contenido fue 
de 35.640 mg/kg y una remoción del 68.36%. La cepa aplicada en la 
biorremediación fue identificada mediante pruebas  bioquímicas por el sistema API 
20 NE y complementada por pruebas moleculares de ARNr 16s teniendo como 
resultado a la especie Ochrobactrum anthropi. Por lo anterior descrito, en el 
presente trabajo de investigación, el proceso de biorremediación fue considerado 
exitoso. 
 

Palabras clave: aislamiento, purificación, degradación, biomasa, bioaumentación, 

bioventeo. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La industrialización en el mundo ha generado graves problemas de contaminación, 

en el caso de la industria petrolera debido a la exploración y comercialización del 

petróleo sigue aumentando los derrames rutinarios y accidentales causando un 

mayor daño al medio ambiente (Vieira et al., 2009; Araujo et al., 2006). 

En México, el desarrollo de la industria petroquímica ha generado graves 

problemas ambientales, como el deterioro de los ecosistemas en el país (Volke-

Sepúlveda y Velasco-Trejo, 2002), esto debido al incremento por el aumento de la 

explotación y producción de la industria petrolera (Scholz et al., 2008), algunos de 

los estados del país que presentan mayor afectación por contaminación de 

hidrocarburos y sus derivados, son Campeche con el primer lugar en las 

concentraciones de hidrocarburos dispersos en aguas costeras y marinas, seguido 

por el estado de Veracruz, Tabasco y Quintana Roo (Ponce-Vélez y Vázquez-

Botello, 2005). 

Debido a la presencia de esta problemática, la biotecnología ambiental surge 

como una solución a problemas de contaminación, esta disciplina emplea los 

procesos biológicos modernos en la protección y restauración de la calidad del 

ambiente (Barrios-San Martín, 2011). Actualmente la principal aplicación de la 

biotecnología es la biorremediación, que surge como alternativa para 

descontaminar áreas empleando organismos vivos (Beskoski et al., 2011). La 

biorremediación o biotratamiento permite la recuperación de ambientes como 
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suelos, sedimentos y acuíferos contaminados con xenobióticos, mediante la 

aplicación de la capacidad metabólica de los sistemas biológicos (Rivelli et al., 

2013) para degradar, transformar o remover compuestos orgánicos tóxicos a 

productos metabólicos inocuos o menos tóxicos, utilizando el carbono del 

contaminante como fuente de alimento y energía (Ortiz et al., 2005; Van Elsas et 

al., 2007).  

El uso de tecnologías de biorremediación para el tratamiento de sitios 

contaminados es una opción que presenta ventajas con respecto a métodos 

físicos y químicos: son sencillas de implementar, efectivas, ambientalmente 

seguras, los contaminantes se destruyen o transforman y son relativamente 

económicas (Volke-Sepúlveda y Velasco-Trejo, 2003). 

 

Los procesos de biorremediación se han usado para tratar suelos, lodos y 

sedimentos contaminados con hidrocarburos, solventes, explosivos, clorofenoles, 

pesticidas, conservadores de madera e hidrocarburos aromáticos policíclicos (Van 

Deuren et al., 1997; Volke-Sepúlveda y Velasco-Trejo, 2003). 

 

Por tal motivo el presente trabajo de investigación tuvo como objetivo principal 

realizar un experimento de biorremediación a nivel de microcosmos empleando las 

técnicas de bioaumentación y bioventeo en sedimentos contaminados por 

hidrocarburos de la laguna de Tamiahua utilizando bacterias autóctonas con 

capacidades hidrocarbonoclásticas. 
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II. ANTECEDENTES 

2.1 La industria petroquímica en México 

El desarrollo económico en México ha favorecido la concentración y expansión de 

la industria petrolera, sin embargo, actualmente este desarrollo ha dado origen a 

graves problemas en materia ambiental, derivados de emergencias ambientales, 

con graves repercusiones a la salud humana y al equilibrio ecológico de los 

ecosistemas (Volke-Sepúlveda y Velasco-Trejo, 2002). 

La intensificación y diversificación de la actividad industrial en el país, así como el 

acelerado crecimiento en la población, ha dado como resultado la demanda de 

mayores cantidades de combustibles fósiles (hidrocarburos); aunque gran parte de 

estos compuestos se utilizan para generar energía, un alto porcentaje es liberado 

al medio ambiente como agente contaminante (Volke-Sepúlveda y Velasco-Trejo, 

2003). 

Las diferentes actividades industriales son fuentes potenciales de contaminación 

ambiental, como la emisión de humos, polvos, gases y descargas de aguas 

residuales generadas durante la perforación de pozos petroleros, en la extracción 

de líquidos, por la refinación y en la producción de petroquímicos (Ortínez et al., 

2003). Esto como consecuencia del inadecuado manejo y disposición final de 

estos residuos, que se ha visto reflejado en poco tiempo en los altos niveles de 

contaminación alcanzados en los suelos, agua y aire (Beltrán et al., 2013). 
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2.2 Características y propiedades de los hidrocarburos de petróleo 

El petróleo se caracteriza por ser un líquido negro, viscoso y con una composición 

química sumamente compleja, los principales componentes del petróleo son los 

hidrocarburos, formados únicamente por hidrógeno y carbono (Rahman et al., 

2007); los hidrocarburos constituyen uno de los grupos de contaminantes 

ambientales más importantes, tanto por su abundancia, como por su persistencia 

en distintos ambientes (Viñas-Canals, 2005).  

La composición elemental del petróleo está condicionada por la predominancia de 

los compuestos tipo hidrocarburo: 84-87% de Carbono, 11-14% de Hidrógeno, de 

0-8% de Azufre y de 0-4% de Oxígeno y Nitrógeno (Rahman et al., 2007). Los 

principales componentes se dividen en fracciones (Cuadro 1), los ácidos grasos 

saturados, los compuestos aromáticos, los asfaltenos y las resinas  

Cuadro 1. Composición de las fracciones químicas de los hidrocarburos de 

petróleo 

Fracción Composición 

Saturados  n-alcanos, alcanos de cadena ramificada e isoprenoides 

y cicloparafinas o cicloalcanos, hopanos. 

Aromáticos  Hidrocarburos monoaromáticos, diaromáticos, aromáticos 

policíclicos (HAP) 

Resinas  Agregados de piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos, 

sulfóxidos y amidas 

Asfaltenos  Ácidos grasos, metaloporfirinas, fenoles polihidratados 

Autor: Speight, 1991 
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2.2.1 Fuentes de hidrocarburos  

Los hidrocarburos comprenden una amplia variedad de compuestos químicos que 

tienen distintos orígenes. Una vez liberados al ambiente, estos pueden distribuirse 

en el agua, suelo y sedimentos. Aunque el origen es muy diverso se pueden 

diferenciar los siguientes: 

 Hidrocarburos antrópicos: son introducidos como resultado de la actividad 

humana. Los procesos de combustión industrial contribuyen con niveles 

altos, debido al humo generado por carbón, combustibles fósiles y petróleo 

refinado, las descargas de aguas municipales, las actividades de transporte 

y los derrames son algunas de las principales fuentes de estos 

contaminantes (Bidleman et al., 1990). 

 Hidrocarburos biogénicos: son sintetizados casi por todas las plantas, 

animales terrestres y marinos, incluyendo a la microbiota, bacterias, 

plancton marino, diatomeas, algas y plantas superiores (Bedair y Al Saad, 

1992). 

 Hidrocarburos diagenéticos: provenientes de una transformación 

microbiana o química que ocurre en los sedimentos a partir de moléculas 

biogénicas precursoras como terpenos, esteroles, carotenos (Benlahcen et 

al., 1997) 

Se reconoce que los hidrocarburos diagenéticos constituyen principalmente a los 

alifáticos, cicloalcanos, esteranos, triterpenos pentacíclicos y los hidrocarburos 
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aromáticos policíclicos. En donde los HAPs son los más importantes entre los 

hidrocarburos diagenéticos, están formados por dos o más anillos de benceno 

fusionados, los cuales difieren en el número y posición del anillo aromático (Acuña 

et al., 2010). Los HAPs se forman por la exposición de moléculas orgánicas a 

elevadas temperaturas (pirolisis), así como también por exposiciones a menor 

temperatura (100- 150°C) y a elevadas presiones durante millones de años en 

sedimentos, durante la formación del petróleo (Notar et al., 2001). 

Las características fisicoquímicas de los HAPs son las que condicionan su 

comportamiento, en el medio ambiente, siendo las más importantes la 

hidrofobicidad y la recalcitrancia. Debido a sus propiedades hidrofóbicas, los HAPs 

suelen acumularse en la superficie, lo que dificulta su degradación (Lladó - 

Fernández, 2012; Atagana, 2006). Además de su elevada persistencia ambiental, 

los HAPs suponen un riesgo para la salud pública, como son el naftaleno, 

acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenentreno, antraceno, fluoranteno y pireno, 

son considerados como contaminantes prioritarios por la Agencia de Protección 

Ambiental de los Estados Unidos (US Enviromental Protection Agency, USEPA), la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Comunidad Europea (CE) debido a 

sus efectos carcinogénicos (Menzie et al., 1992; Ortínez et al., 2003). 

Estos compuestos se encuentran distribuidos en el suelo, mar, sistemas pluviales 

y sedimentos y su presencia se ha atribuido principalmente a los derrames de 

petróleo y descargas de plantas petroquímicas (Labana et al., 2007). 
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2.2.2 Impacto ambiental de los hidrocarburos  

En la actualidad uno de los problemas ambientales más importantes es la 

contaminación de ecosistemas terrestres y acuáticos por hidrocarburos y sus 

derivados (Pardo et al., 2004). Esta contaminación surge debido a los accidentes 

que ocurren en la industria petrolera, como derrames de tanques, ruptura de 

tuberías y extracción de pozos, que representan 10% de estas descargas; sin 

embargo el 90% es debido a descargas de las actividades industriales (Fernández 

et al., 2006). 

Las principales consecuencias ambientales que se presentan después de un 

evento de contaminación por hidrocarburos son: la reducción o inhibición del 

desarrollo de la cobertura vegetal, cambios en la dinámica poblacional de la fauna 

y la biota microbiana, contaminación por infiltración de cuerpos de agua 

subterránea (Cohen, 2013). Además del impacto negativo al ambiente, los 

hidrocarburos juegan un papel importante en el desarrollo económico y social, ya 

que inciden directamente en la producción de alimentos a través de la pesca y la 

acuacultura, el transporte, la construcción y la administración de puertos e 

industrias y en los últimos años se han presentado afectaciones en la expansión 

de las zonas urbanas y recreativas, cabe destacar que una de las principales 

consecuencias es la afectación a la salud humana, esto por medio de la cadena 

alimenticia debido a su potencial tóxico (Ponce-Vélez y Vázquez-Botello, 2005). 
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2.2.3 Hidrocarburos contenidos en sedimento 

El ecosistema marino cerca de la costa se distingue por ser un ambiente muy 

dinámico con una gran variedad de sedimentos según sus distintos hábitats 

biológicos, los procesos de erosión y los mecanismos de transporte de cada 

región (Salazar et al., 2004).  

Los sedimentos forman parte importante de los ecosistemas acuáticos, se 

caracterizan por ser áreas productivas y reservorio de especies bentónicas; sin 

embargo, en ellos pueden acumularse sustancias tóxicas mediante mecanismos 

complejos de adsorción físicos y químicos, que depende la naturaleza de la matriz 

sedimentaria y las propiedades de los contaminantes (De Bartolomeo et al., 2004). 

El destino de los contaminantes en los sedimentos están predispuestos a factores 

como las características de los sedimentos, las propiedades de los compuestos y 

factores ambientales tales como la temperatura y la precipitación. Los destinos 

posibles de los contaminantes que entran incluyen las biodegradación, 

volatilización y la transferencia a los organismos (Chapman et al., 2002).  

Históricamente los sedimentos son considerados reservorios para diversos tipos 

de contaminantes antropogénicos, los contaminantes que entran a estos 

ecosistemas pueden acumularse en la biota residente y ser incorporados en las 

cadenas alimenticias marinas o costeras; también pueden considerarse como una 

fuente de contaminantes persistentes en el ambiente (Pruell et al., 2000). 
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2.3 Legislación ambiental en materia de hidrocarburos 

En México existe un gran número de sitios contaminados, principalmente por 

hidrocarburos derivados del petróleo. Esta situación ha generado que en los 

últimos años se genere legislación, que controle y regule dicha situación. 

Los límites de limpieza para hidrocarburos en suelos y aguas dependerán de los 

criterios o normas vigentes en México. En 2005 se publicó la Norma Oficial 

Mexicana con el título de NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 y que en el año 2012 se 

actualizaría a NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, límites máximos permisibles de 

hidrocarburos en suelos y lineamientos para el muestreo en la caracterización y 

especificaciones para la remediación. En esta norma se establecen los límites en 

función de las fracciones ligera, media y pesada, así como el uso del suelo 

(Cuadros 2 y 3). 

Cuadro 2. Límites máximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en 

suelo 

Fracción de 

hidrocarburos 

Uso de suelo predominante 

(mg/kg base seca) 

 Agrícola, forestal, 

pecuario y de 

conservación 

Residencial y 

recreativo 

Industrial y 

comercial 

Ligera 200 200 500 

Media 1 200 1 200 5 000 

Pesada 3 000 3 000 6 000 
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Cuadro 3. Límites máximos permisibles para hidrocarburos específicos en 

suelo 

 

 

Hidrocarburos 

específicos 

Uso de suelo predominante 

(mg/kg base seca) 

Agrícola, 

forestal, 

pecuario y de 

conservación 

Residencial y 

recreativo 

Industrial y 

comercial 

Benceno  6 6 15 

Tolueno  40 40 100 

Etilbenceno  10 10 25 

Xilenos 40 40 100 

Benzo(a) pireno 2 2 10 

Dibenzo(a,h) 

antraceno 

2 2 10 

Benzo(a) 

antraceno 

2 2 10 

Benzo(b) 

fluoranteno 

2 2 10 

Benzo(k) 

fluoranteno 

8 8 80 

Indeno(1,2,3 cd) 

pireno   

2 2 10 
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2.4 Tecnologías de remediación 

La tecnología de remediación implica la remoción, degradación o transformación 

de contaminantes a sustancias menos tóxicas, a través de acciones químicas, 

físicas o biológicas, que reducen la movilidad y migración de contaminantes (Jain 

et al., 2011). 

De acuerdo con Volke-Sepúlveda y Velasco-Trejo, 2002, las tecnologías de 

remediación pueden clasificarse de distintas maneras, con base en los siguientes 

principios: a) estrategias de remediación; b) lugar en que se realiza el proceso de 

remediación y c) tipo de tratamiento. 

a) Estrategias de remediación: son estrategias básicas que pueden ser 

utilizadas por separado o en conjunto. 

1. Destrucción o modificación: altera la estructura química del 

contaminante. 

2. Extracción o separación: se extraen los contaminantes o separan del 

medio contaminado. 

3. Aislamiento o inmovilización: los contaminantes son estabilizados, 

solidificados. 

b) Lugar del proceso de remediación: se pueden clasificar en in situ y ex situ. 

1. In situ: son las aplicaciones en las que el suelo contaminado es tratado, 

o bien, los contaminantes son removidos del suelo contaminado sin 
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necesidad de excavar el sitio, es decir, se realizan en el mismo sitio en 

donde se encuentra la contaminación. 

2. Ex situ: se requiere de excavación, dragado o cualquier otro proceso 

para remover el suelo contaminado antes de su tratamiento que puede 

realizarse en el mismo sitio (on site) o fuera del sitio (off site). 

c) Tipo de tratamiento: se divide en tres tipos de tratamientos. 

1. Tratamientos biológicos (biorremediación): utiliza las actividades 

metabólicas de organismos vivos (plantas, hongos, bacterias) para 

degradar, transformar o remover los contaminantes a productos 

metabólicos inocuos. 

2. Tratamientos fisicoquímicos: este tipo de tratamientos, utiliza las 

propiedades físicas o químicas de los contaminantes o del medio 

contaminado para destruir, separar o contener la contaminación. 

3. Tratamientos térmicos: utilizan calor para incrementar la volatilización, 

quemar, descomponer o fundir los contaminantes en un suelo. 
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2.5 Tratamiento biológico: biorremediación 

Los microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en una gran 

variedad de hábitats, que van desde ambientes marinos a los ambientes 

terrestres; sin embargo gran parte de estos ambientes han sido contaminados por 

compuestos tóxicos provenientes de las actividades antropogénicas (Hawumba et 

al., 2010). El poblamiento de ambientes contaminados por microorganismos 

significa que son capaces de sobrevivir en esas condiciones ambientales, por 

tener una mayor capacidad de adaptación a los medios contaminados (Abalos et 

al., 2004; Benavides et al., 2006). 

El término biorremediación se aplica principalmente a la utilización de 

microorganismos (bacterias y hongos) para degradar, transformar y desintoxicar 

contaminantes orgánicos e inorgánicos y residuos peligrosos a compuestos 

inocuos tales como dióxido de carbono, agua o a formas menos tóxicas (US EPA, 

2005; Paul et al., 2005; Vidali, 2001). Las transformaciones de los contaminantes 

se logran a través de las capacidades catabólicas de los microorganismos (Domde 

et al., 2007). 

Durante la biorremediación se puede emplear organismos autóctonos (organismos 

propios del sitio contaminado) o exógenos (de otros sitios), puede realizarse in situ 

o ex situ (Ang et al., 2005). Los procesos de biorremediación se han usado con 

éxito para tratar suelos, lodos y sedimentos contaminados con hidrocarburos de 

petróleo (HTP), solventes (benceno y tolueno) explosivos (TNT), clorofenoles 
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(PCP), pesticidas, conservadores de madera (creosota), hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAP) y metales pesados (Semple et al., 2001; Volke-Sepúlveda y 

Velasco-Trejo, 2002). 

2.5.1 Tecnologías in situ 

La técnica in situ consiste en estimular y crear un ambiente favorable para el 

crecimiento microbiano a partir de los contaminantes. Las tecnologías de 

biorremediación in situ, incluyen el bioventeo, la bioaumentación, la 

bioestimulación, la biolabranza, la atenuación natural y fitorremediación (Volke-

Sepúlveda y Velasco-Trejo, 2003). 

 Bioventeo: es una técnica innovadora in situ donde los microorganismos 

autóctonos son estimulados mediante la inyección de aire, con el objetivo 

de proporcionar oxígeno para estimular el crecimiento microbiano y la 

actividad de los microorganismos para promover la degradación de los 

hidrocarburos del petróleo (Eyvazi y Zitner, 2009; Sardrood et al., 2013). 

 Bioaumentación: consiste en la adición de microorganismos, que tengan la 

capacidad para degradar el contaminante (Mahanty et al., 2013). 

 Bioestimulación: esta técnica implica la estimulación de los 

microorganismos autóctonos, mediante la adición de nutrientes o 

receptores de electrones, para mejorar así la biodegradación de los 

contaminantes orgánicos (Singh et al., 2011). 
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 Biolabranza: consiste en que el suelo contaminado es tratado in situ por 

medio del arado. El suelo contaminado se mezcla con agentes de volumen 

y nutrientes, y se remueve periódicamente para favorecer su aireación, 

optimizando la velocidad de degradación (Riser-Roberts, 1998). 

 Atenuación natural: proceso natural por el cual los microorganismos 

descomponen o degradan sustancias peligrosas, transformándolas en 

sustancias menos tóxicas o inocuas (US EPA, 1996; Margesin y Schinner, 

2001). 

 Fitorremediación: utiliza las plantas para remover, reducir, transformar, 

mineralizar, degradar, volatizar o estabilizar contaminantes (Harvey et al., 

2002). 

2.5.2 Tecnologías ex situ 

Este proceso se lleva a cabo fuera del sitio de contaminación, estas técnicas 

implican la excavación o remoción de suelo contaminado de la tierra (Sardrood et 

al., 2013). 

 Landfarming: es una técnica en la que el suelo se excava y extiende, es 

labrada periódicamente, el objetivo es estimular los microorganismos 

nativos para facilitar la degradación de los contaminantes (Vidali, 2001). 

 Composteo: el composteo es un proceso biológico, es una técnica que 

consiste en la combinación de tierra contaminada con material orgánico 

biodegradable como el estiércol o desechos agrícolas, la presencia de 
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estos materiales orgánicos estimula el desarrollo de la población 

microbiana. El compostaje se puede realizar usando pilas estáticas 

aireadas (Antizar et al., 2008). 

 Biopilas: es una combinación entre landfarming y compostaje. Consiste en 

formar pilas con el suelo contaminado. El sistema puede ser abierto o 

cerrado, se adiciona con nutrientes y agua y se coloca en áreas de 

tratamiento que incluyen sistemas para colectar lixiviados y alguna forma de 

aireación. Las biopilas proporciona un entorno favorable para las 

comunidades indígenas (Volke-Sepúlveda y  Velasco-Trejo, 2003). 

 Biorreactores: este método se utiliza para tratar material sólido contaminado 

(suelos, lodos y sedimentos) o agua a través de un biorreactor. Un 

biorreactor puede ser definido como un recipiente de contención (sólido, 

líquido y gas) que mezcla el contenido para aumentar la tasa de 

degradación por medio de los microorganismos (Vidali, 2001). 

2.5.3 Factores que limitan la biorremediación 

El éxito de la biorremediación depende de los diversos factores, así como de las 

características propias del contaminante así como del suelo (Bamforth y Singleton, 

2005). La velocidad y el grado de biodegradación de los compuestos tóxicos en 

los suelos y sedimentos se encuentran condicionados por múltiples factores 

(Labana et al., 2007). En general dentro de los factores se encuentran los 

físicos/químicos, biológicos y ambientales (Cuadro 4). 
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Cuadro 4. Factores que afectan la biorremediación 

Factores físicos y 

químicos 

Factores biológicos Factores ambientales 

 Propiedades de los 

contaminantes 

 El contenido 

orgánico en el 

suelo 

 Estructura y tipo 

de suelo 

 Presencia del 

contaminante 

 Características de 

población 

microbiana 

(diversidad 

genética/ potencial 

catabólico) 

 Temperatura  

 Oxígeno  

 Humedad 

 pH 

 Sorción 

 Grado de 

contaminación  

Autor: Labana et al., 2007 

El factor determinante en el proceso de degradación de hidrocarburos es la 

población microbiana, que debe estar adaptada al compuesto contaminante y 

poseer las enzimas necesarias para catalizar las reacciones de degradación 

(Viñas et al., 2005). En muchos casos el éxito de la biorremediación se condiciona 

a varios factores como la naturaleza química y la concentración de contaminantes, 

su disponibilidad para los microorganismos y características físico químicas del 

medio ambiente (Fantroussi y Agathos, 2005; Hamamura et al., 2006). Por otro 

lado, la temperatura, el pH y la humedad deben ser considerados siempre, ya que 

afectan directamente a las características químicas de los contaminantes, así 

como a la fisiología y diversidad bacteriana autóctona del sitio (Das y Chandran, 

2011; Cárdenas et al., 2010). Para el caso de la temperatura se considera que 

esta debe oscilar entre los 18 a 30 °C (Fantroussi y Agathos, 2005). Cabe 
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destacar que el pH es un factor importante que interviene en la biodegradación de 

los hidrocarburos, se considera que el rango recomendado para que se lleve a 

cabo la degradación se encuentra entre 5 y 9 (Volke-Sepúlveda y Velasco-Trejo, 

2003), sin embargo un pH próximo a la neutralidad de 6 a 9 es un rango favorable 

para el crecimiento de la mayor parte de los microorganismos (Boopathy et al., 

2012; Nikolopoulou et al., 2007).  

Se debe considerar la presencia de nutrientes inorgánicos (nitrógeno, fósforo y 

potasio) para que las tecnologías tengan resultados favorables. En suelos 

contaminados donde la presencia de carbono orgánico suele ser alta, debido a la 

naturaleza del contaminante, los nutrientes disponibles pueden agotarse muy 

rápido (Barrios-San Martín, 2011). La textura del suelo se encuentra relacionada 

con la eficiencia del proceso de biorremediación, es importante considerar esta 

propiedad, ya que la relación área/volumen de los diferentes tipos de partícula, 

tienen un impacto directo sobre las propiedades físicas, químicas y biológicas del 

suelo, y por consiguiente en las tecnologías de remediación (Volke-Sepúlveda y 

Velasco-Trejo, 2002). Un alto contenido húmico se relaciona con los derrames de 

hidrocarburos, ya que estos influyen en el aumento de materia orgánica (Barrios-

San Martín, 2011). 
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2.6 Microorganismos degradadores de petróleo 

Las bacterias para su crecimiento requieren de fuentes de carbono derivados de 

los hidrocarburos del petróleo, estos microorganismos se han caracterizado por 

ser tolerantes a los derivados del petróleo, además de desarrollar y utilizar 

diferentes respuestas especializadas (enzimáticas y fisiológicas) para crecer en 

presencia de este contaminante y de manera natural realizar la degradación 

química del petróleo (Acosta et al., 2011; Atlas et al., 1991); las bacterias con 

capacidad degradadora de hidrocarburos de petróleo, se les conoce como 

bacterias hidrocarbonoclásticas (Harayama et al., 2004). 

Actualmente, numerosos géneros bacterianos han sido descritos como 

degradadores de hidrocarburos, a partir de procesos de biorremediación se han 

identificado microorganismos tolerantes y con capacidad de degradación, a partir 

de sitios contaminados, como es el caso de Ochrobactrum intermedium (Colla et 

al., 2014), Mycobacterium spp., Salmonella spp. (Chikere et al., 2012), 

Burkholderia spp., Achromobacter spp., Alcaligenes spp., Cupriavidus spp., 

Rhodanobacter spp. (Pactao et al., 2012), Enterobacter aerogenes, Escherichia 

coli, Proteus mirabilis (Acosta et al., 2011), Bacillus sp. (Lebkowska et al., 2011), 

Ochrobactrum anthropi, Vibrio, Aeromonas sp. (Pucci et al., 2010), Monilinia sp. 

(Wu et al., 2008), Acinetobacter calcoaceticus (Gallego et al., 2007), 

Stenotrophomonas sp. y Ochromonas sp. (Ueno et al., 2007). 

Por otra parte se han identificado especies con capacidad para degradar petróleo 

a partir de pruebas de degradación, algunas de las bacterias reportadas son 
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Enterobacter cloacae, Acintobacter y Bacillus pumillus (González – Hernández, 

2014); Listeria fleischmanni, Bacillus coagulans, Ochrobactrum intermedium (Lira – 

Rodríguez, 2014) y Pseudomonas aeruginosa (Pérez et al., 2008), estas especies 

fueron identificadas a partir de pruebas bioquímicas y moleculares. 

Uno de los géneros bacterianos más explotados en los bioprocesos es 

Rhodococcus, presentan una gran diversidad metabólica, capaz de transformar, 

biodegradar hidrocarburos alifáticos halogenados y aromáticos (Chikere et al., 

2009; Rivelli et al., 2013). 

Las Pseudomonas forman parte del grupo de las bacterias más utilizadas en la 

biorremediación, en diversos estudios han demostrado la capacidad de utilizar una 

amplia variedad substratos, incluyendo los creados a partir de petróleo (Zanaroli et 

al., 2010; Vázquez et al., 2009; Labana et al., 2007; Benavides et al., 2006; 

Mohamad et al., 2004); dentro de este género destacan las Pseudomonas 

aeruginosa, son muy empleadas en los procesos biorremediación, debido a las 

capacidades para degradar compuestos aromáticos (Khodijah et al., 2004; Fan et 

al., 2003 ), en otros estudios ha demostrado un mayor crecimiento sobre petróleo 

como única fuente de carbono (Pérez et al., 2008), además de tener un potencial 

como bacteria exógena en la biorremediación (Ueno et al., 2007). 
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2.7 Las técnicas de bioaumentación, bioestimulación y bioventeo como 

alternativas de biorremediación 

2.7.1 Bioaumentación y bioestimulación 

En los últimos años se han realizado diversos estudios de biorremediación de 

suelos y sedimentos contaminados por hidrocarburos y sus derivados, 

combinando las técnicas de bioaumentación y bioestimulación, como Colla et al., 

(2014) que estudiaron la eficacia de la bioaumentación y bioestimulación en un 

suelo contaminado por diesel, el experimento se llevó durante 32 días a una 

temperatura de 28 °C, utilizaron bacterias autóctonas que fueron identificadas en 

base a la secuencia 16S rRNA gen (Pseudomonas aeruginosa, Achromobacter 

xylosoxidans y Ochrobactrum intermedium) lograron una degradación del 35.7%. 

En otro caso Qiao et al., (2014) realizaron una investigación que se basó en la 

aplicación de la técnica de bioestimulación evaluando la eficacia de fertilizantes 

(NPK), sustancia húmica y residuos orgánicos, así como la aplicación de 

consorcios bacterianos, después de 90 días de incubación los resultados 

mostraron que la mayor degradación de TPH fue mediante la bioestimulación con 

NPK con un porcentaje de 64%. 

Autores como Bayer et al., (2013) realizaron un proceso de biorremediación en 

columnas de vidrio de sedimentos limo-arenoso, que fueron contaminados por 

diesel, durante 111 días aplicaron las técnicas de atenuación natural y 

bioestimulación, durante el experimento la temperatura se registró de 25.1 a 28.7 
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°C, un pH de 6.7 a 8.4, la eficiencia en la eliminación total del contaminante fue de 

82 y 78% respectivamente. 

De acuerdo con Nikolopoulou et al., (2013a) examinaron la eficacia de la 

bioaumentación por medio de bacterias autóctonas, para recuperar sedimento de 

un ambiente marino contaminado por petróleo, durante 30 días del experimento 

aplicaron nutrientes para estimular la degradación, con este proceso llegaron a un 

73% de degradación del contaminante. 

En otro estudio Nikolopoulou et al., (2013b) combinaron las técnicas de 

bioaumentación y bioestimulación durante 90 días, emplearon bacterias 

autóctonas para la remediación de ambientes marinos contaminados, 

comprobaron que la combinación de estas dos técnicas se mejora la degradación 

de hidrocarburos, de acuerdo a lo anterior obtuvieron una degradación de HAPs 

del 88%.   

Investigaciones como la realizada por Chagas et al., (2012) en donde evaluaron 

un suelo de arcilla contaminado con diesel, aislaron bacterias a partir de medio 

Bushnell Hass, utilizaron tres tratamientos de biorremediación: landfarming, 

bioestimulación y bioestimulación con bioaumentación; al finalizar los 129 días del 

período experimental, obtuvieron los valores de 87%, 89% y 87% para cada 

tratamiento respectivamente.  

Cabe destacar trabajos como el de Lladó et al., (2012) donde se enfocaron en la 

aplicación de microorganismos y nutrientes a un suelo franco-arenoso 

contaminado por hidrocarburos, el experimento se llevó en microcosmos durante 
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280 días, con un pH de 7.5 y un contenido inicial de hidrocarburos de 1,727 mg/kg, 

lograron biorremediar entre un 30 y 50%. 

Se han aplicado procesos de biorremediación a nivel de laboratorio como el 

realizado por San Martín et al., (2012) aplicaron la biorremediación a sedimentos 

contaminados, aislando bacterias apartir de medio Bushnell Hass y cultivos en 

agar de soya tripticaseína, este proceso consistió en la bioaumentación de 

bacterias hidrocarbonoclastas nativas, el experimento tuvo una duración de 3 

meses, obtuvieron al final del experimento un porcentaje total de degradación del 

72%. 

Otros autores como Beolchini et al., (2010) realizaron un proceso de 

biorremediación en sedimento limo arcilloso, con alto contenido húmico y altas 

concentraciones  de hidrocarburos alifáticos y HAP, investigaron los efectos del 

suministró de nutrientes inorgánicos y la cinética de crecimiento microbiano. La 

adición de nutrientes inorgánicos en este estudio influyeron en el 70% de la 

degradación de los hidrocarburos alifáticos y 40% para los HAP después de 35 

días de tratamiento. 

Algunos autores han comparado las técnicas como la realizada por Couto et al., 

(2010) quienes compararon la técnica de atenuación natural y bioaumentación-

bioestimulación para un bioensayo a nivel de mesocosmo de manera in situ 

durante nueve meses, con el fin de descontaminar el suelo de una refinería 

petrolera, los valores de degradación fueron de 30% para la atenuación natural y 

para la bioaumentación-bioestimulación una degradación de 50%; el hecho de que 
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la atenuación natural fuera tan eficiente, refieren que probablemente es un 

resultado de la presencia de microorganismos nativos fisiológicamente adaptados. 

Finalmente trabajos como el de Bento et al., (2005) evaluaron las técnicas de 

atenuación natural, bioestimulación y bioaumentación para dos suelos 

contaminados por petróleo que los obtuvieron de Long Beach, California (EE.UU.) 

y Hong Kong (China). Utilizaron bacterias nativas, previamente aisladas por la 

secuencia del gen 16S rRNA como Bacillus cereus, Bacillus sphaericus, Bacillus 

fusiformis, Bacillus pumilus, Acinetobacter junii y Pseudomonas sp., después de 

12 semanas de experimento, los resultados fueron una degradación 84% para 

Long Beach por bioaumentación y por bioestimulación fue de 72%. En el suelo de 

Hong Kong la atenuación natural fue la más alta con 47% de degradación. 

 

2.7.2 Bioventeo 

La técnica de bioventeo es una valiosa alternativa para tratar sitios contaminados 

mediante la inyección de aire y la aplicación de bacterias hidrocarbonoclásticas 

potencializando la biodegradación. 

Investigaciones recientes han demostrado la eficacia de la técnica, como Muskus 

et al., (2013) quienes evaluaron las técnicas de bioventing, atenuación natural, 

bioaumentación y bioventing con bioaumentación en un suelo contaminado 

artificialmente con diesel contenido en columnas; para la bioaumentación se 

inoculó el suelo con un consorcio bacteriano, cada tratamiento lo realizaron por 

triplicado, con una duración de cuatro meses. Los resultados fueron que con la 
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aplicación de la técnica de bioventing obtuvieron porcentajes de remoción hasta 

del 97%, mientras que con la técnica de bioventing-bioaumentación fue una 

remoción hasta del 75% y con la atenuación natural y bioaumentación, los 

porcentajes de remoción no superaron el 48%. 

Se han realizado trabajos como el de García et al., (2010) aplicaron esta técnica a 

nivel de laboratorio, para tratar suelo contaminado por fenantreno (HAPs), la 

bioventilación fue realizada en columnas de vidrio con un contenido de 5.5 kg de 

suelo contaminado y no contaminado, durante un período de 7 meses, en 

condiciones óptimas de C, N y P, lograron una tasa de reducción de fenantreno 

del 93%. 

Trabajos como el realizado por Eyvazi y Zytner (2009) donde expusieron siete 

tipos de suelos a diferentes concentraciones de gasolina, proporcionaron los 

nutrientes necesarios a los microorganismos degradadores, se incubaron a 25 °C 

durante 30 días, los resultados de este estudio mostraron que la biodegradación 

para los diferentes tipos de suelo puede ser predecible de acuerdo a las 

propiedades del suelo, de acuerdo a esto la correlación que desarrollaron predijo 

la velocidad de degradación con una estimación de error de menos de 5% con un 

nivel de confianza de 95%. 

Investigaciones recientes han evaluado la técnica, entre los que destaca Vieira et 

al., (2009) que examinaron los efectos de la aireación y la velocidad de agitación, 

como un método para optimizar la biodegradación en los sedimentos 

contaminados por diesel y gasolina, emplearon cultivos de bacterias exógenas y 
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obtuvieron resultados favorables con una degradación de 75,9 % después de 3 

días. 

De acuerdo con Byun et al., (2005) quienes aplicaron la técnica de bioventeo en 

un suelo contaminado por hidrocarburos totales de petróleo (HTP), el suelo fue 

tratado por 180 días, durante el proceso estimularon los microorganismos con 

nutrientes (nitrógeno y fósforo), la disminución de HTP sucedió alrededor del día 

45 del experimento. 

Por último, autores como Osterreicher et al., (2004) evaluaron un tratamiento de 

bioventeo en un suelo contaminado por gasolina-etanol, utilizaron bacterias 

nativas con capacidad de degradar el contaminante, fueron aisladas en medio 

mineral, en esta investigación se aplicó aire mediante un compresor a un flujo 

constante, durante los 141 días que duró el tratamiento, obtuvieron una 

disminución del contaminante en un 98.8%. 
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III. OBJETIVOS 

Objetivo general: 

Evaluar el proceso de biorremediación, utilizando bacterias autóctonas 

degradadoras de hidrocarburos para descontaminar sedimentos de la 

Laguna de Tamiahua. 

Objetivos particulares: 

 Caracterizar física y químicamente el sedimento del área de estudio. 

 Obtener cepas bacterianas hidrocarburolíticas axénicas, aisladas de 

los sedimentos contaminados del área de estudio. 

 Aplicar la técnica de bioventeo y bioaumentación a los sedimentos 

contaminados durante el proceso de biorremediación. 

 Establecer el contenido de hidrocarburos totales de petróleo a los 30, 

60 y 90 días de los sedimentos del área de estudio. 

 Determinar taxonómicamente a nivel bioquímico y molecular las 

cepas bacterianas hidrocarburolíticas del área de estudio. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Toma de muestras 

El sedimento usado para el estudio fue extraído de la laguna de Tamiahua, 

Veracruz, México ubicada en las coordenadas 21° 20´ 08´´ latitud norte y 97° 49´ 

longitud oeste, que presenta antecedentes de contaminación por derrame de 

hidrocarburos. 

El muestreo consistió en colectar 12 muestras de sedimento al azar de tipo 

compuesto de la laguna de Tamiahua, las muestras fueron puestas en bolsas 

obscuras para evitar la fotodegradación y trasladadas al laboratorio de 

Biotecnología Ambiental, en la Universidad Veracruzana. El proceso se inició con 

la homogenización de las muestras de sedimento, posteriormente fue tamizado 

para eliminar cualquier tipo de basura u otro material no deseado. 

Para el análisis físico-químico se tomó un kilogramo de sedimento contaminado 

finamente tamizado. 

Para el aislamiento bacteriano se utilizaron 500 gr de sedimento contaminado. 

4.2 Análisis físicos y químicos del sedimento 

Los análisis físicos y químicos se realizaron conforme a la: NOM-021-RECNAT-

2000, que establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificación de 

suelos, estudios, muestreos y análisis. 
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Para los análisis físicos y químicos, la muestra de sedimento se dejó secar a 

temperatura ambiente, posteriormente se tamizó y se realizaron los siguientes 

análisis: 

Clase textural, pH, densidad real, materia orgánica, capacidad de intercambio 

catiónico, carbonatos totales, nitrógeno inorgánico, fósforo asimilable, potasio 

intercambiable, calcio intercambiable, magnesio, manganeso, conductividad 

eléctrica y adsorción de sodio. 

Los resultados obtenidos fueron interpretados según la clasificación agronómica 

correspondiente. 

4.3 Determinación de hidrocarburos totales de petróleo (HTP) 

La determinación de hidrocarburos totales del petróleo (HTP) del sedimento se 

efectuó por medio del método de reflujo utilizando el equipo de Soxhlet 

(Fernández et al., 2006), (Anexo A). 

4.3.1 Preparación del sedimento para la extracción de hidrocarburos 

Para llevar a cabo la extracción de hidrocarburos primero se determinó la 

humedad de la muestra, la cual consistió en colocar 40 gr de sedimento 

contaminado en un recipiente a peso constante en la estufa marca Felisa a 30 °C 

durante 72 horas, hasta que la muestra perdió toda la humedad posible. 

Posteriormente, la muestra se sacó de la estufa y se colocó en el desecador para 
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que tomara la temperatura ambiente, después la muestra fue pesada nuevamente, 

registrando el peso final. 

El porcentaje de humedad fue determinado por la diferencia de pesos de acuerdo 

a Fernández et al., (2006) utilizando la siguiente fórmula: 

 

 

4.3.2 Extracción de hidrocarburos y cuantificación 

Este proceso se realizó con el método de reflujo con equipo Soxhlet, tomando 

como referencia los métodos, D5369-93 de la ASTM  (2003) y 3540 C de la US 

EPA (1996, 1994) el proceso consistió en colocar 5 gr de suelo seco, finalmente 

molido, los 5 gr de suelo se depositaron en un cartucho de celulosa y después el 

cartucho fue puesto en la columna extractora del equipo Soxhlet. 

Como siguiente paso en un matraz bola (marca Pyrex) con capacidad de 500 ml 

se colocó en la estufa para obtener el material a peso constante, después de un 

lapso de 72 horas se retiró de la estufa, se dispuso en un desecador para que 

tomara la temperatura ambiente y se registró el peso inicial, posterior a esto se 

adicionó 400 ml de hexano A.C.S. (marca CTR SCIENTIFIC), se ensambló el 

matraz con la columna extractora, se inició el calentamiento hasta alcanzar el 

punto de ebullición, se mantuvo el reflujo en estas condiciones durante 8 horas de 

tal manera que se efectuaron de 6 a 8 reflujos por hora. Al término del proceso el 

% humedad= (peso inicial-peso final)/(peso inicial)(100) 
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matraz fue colocado en la estufa 24 horas y después fue introducido en el 

desecador hasta llegar a temperatura ambiente, finalmente se registró el peso final 

del matraz que contenía el extracto orgánico. 

La extracción y cuantificación de los hidrocarburos se efectuó al inicio del 

experimento y posteriormente a los 30, 60 y 90 días. 

La cuantificación de los HTPs se llevó a cabo utilizando la siguiente fórmula. 

 

Donde: 

HTPs (mg kg -1 de s.s.)= Hidrocarburos totales de petróleo en mg/kg de 

sedimento. 

RA= Peso (mg) del recipiente vacío a peso constante. 

RB= Peso (mg) del recipiente con el extracto orgánico concentrado. 

P= Cantidad de suelo extraído (g). 

FH= Factor de corrección de humedad (1-(% humedad/100). 

FC= Factor de corrección para transformar a  Kg de s.s. = 1000. 

 

 

 

HTPs= (RB-RA)(FC)/(P)(FH) 
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4.4 Aislamiento de las bacterias 

El proceso de aislamiento de bacterias se realizó en sedimento contaminado, 

obtenido del área de estudio con la finalidad de determinar el tipo de bacterias 

presentes. 

Para llevar a cabo el aislamiento de bacterias se utilizó el medio de cultivo 

Bushnell Hass (Anexo B), el cual fue previamente esterilizado en autoclave a 15 

libras de presión por 15 minutos. 

El aislamiento consistió en agregar  500 gr de sedimento en frascos estériles, 

después adicionar 100 ml de medio Bushnell Hass y 1 ml de petróleo, los frascos 

fueron colocados en la estufa a 30 °C por un lapso de 72 horas. Posteriormente se 

procedió a realizar el cultivo en agar. 

4.5 Cultivo en agar 

Después del proceso de aislamiento, se efectuó el cultivo bacteriano en cajas petri 

medianas (marca Pyrex) que contenían 20 ml de agar de soya tripticaseína estéril. 

A partir del cultivo bacteriano obtenido en el medio Bushnell-Hass, estas cepas se 

incubaron a una temperatura de 35°C en un período de 24, 48 y 72 horas 

(Fletcher, 2000). 

4.6 Purificación de las cepas bacterianas 

La purificación de las cepas bacterianas consistió en realizar cultivos sucesivos 

hasta alcanzar el grado de pureza; se estableció como límite la morfología de las 
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colonias bacterianas para verificar el proceso se efectuaron tinciones de Gram 

(Anexo C). Una vez reconocidas las colonias fueron almacenadas en cajas petri 

medianas con 20 ml de agar de soya tripticaseína bajo condiciones de 

refrigeración (4°C) con el fin de preservar su viabilidad. 

4.7 Selección de cepas bacterianas hidrocarbonoclastas 

Las cepas bacterianas obtenidas se seleccionaron de acuerdo a su eficiencia en la 

biodegradación de hidrocarburos con respecto al tiempo. Se realizó una prueba 

cualitativa que consistió en hacer crecer en forma individual las bacterias en 

frascos que contenían 50 ml de caldo de Bushnell-Hass y 1 ml hidrocarburo, las 

muestras se incubaron a 35°C por lapsos de 24, 48 y 72 horas, registrando la 

degradación que presentaban. 

4.8 Incremento de la biomasa bacteriana 

La bioaumentación se desarrolló en condiciones de esterilidad en la campana de 

flujo laminar, con ayuda del mechero, asa bacteriológica, guantes y cubre boca, 

las bacterias fueron inoculadas en tubos de ensaye que contenían 10 ml de caldo 

de soya tripticaseína que es un medio enriquecedor de bacterias. Obteniendo 40 

ml de caldo de soya tripticaseína y se evaluó mediante el grado de turbidez. 

Cuando las bacterias proliferaron en los tubos de ensaye, se vaciaron a un matraz 

con capacidad de 100 ml que contenía caldo de soya tripticaseína 

respectivamente y se repitió el proceso de incubación. Al término de la incubación 
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el contenido se vertió a un matraz de 500 ml de caldo de soya tripticaseína 

respectivamente y se incubaron a 35°C por 72 hrs. 

Una vez obtenido el aumento bacteriano deseado las bacterias se vertieron en 

tubos falcon con capacidad de 15 ml y fueron separadas del medio de cultivo por 

centrifugación, se utilizó una centrifuga PLC series a 2000 revoluciones por minuto 

(RPM) por 10 minutos (Fletcher, 2000). 

Las células bacterianas centrifugadas se aplicaron al sedimento contaminado para 

comenzar el proceso de biorremediación. 

4.9 Diseño experimental y tratamientos 

Para el proceso de biorremediación se elaboró el siguiente diseño: constó de 8 

columnas de acrílico con medidas de 45 cm de altura y un diámetro de 5.5 cm. 

Las columnas fueron divididas en dos tratamientos: el tratamiento “Sin bacterias” 

es una mezcla de sedimento contaminado con hidrocarburos previamente 

esterilizado enriquecido con caldo de soya tripticaseína y el tratamiento “Con 

bacterias” es sedimento contaminado por hidrocarburos previamente esterilizado 

con caldo de soya tripticaseína más la bioaumentación de bacterias, cada columna 

fue conectada con mangueras a un tubo de material de pvc, por donde se 

suministró el aire a las bacterias (bioventeo) contenidas en las columnas (Figura 

1). 
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Figura  1. Columnas conectadas a la bomba de aire. 

4.10 Proceso de biorremediación 

En este se evaluó la capacidad de las bacterias para degradar los hidrocarburos 

presentes en el sedimento. En primera instancia se prepararon las columnas, 

llenándolas de 1. 200 kg de sedimento contaminado previamente esterilizado, 

posteriormente al tratamiento “sin bacterias” no se le hizo ninguna aplicación y al 

tratamiento “con bacterias” se le añadió la biomasa bacteriana obtenida a partir del 

aislamiento del sedimento contaminado por hidrocarburos de la laguna de 

Tamiahua. 

Durante el proceso de biorremediación las muestras se mantuvieron en constante 

aireación (bioventeo) y se le agregó caldo nutritivo (agar de soya tripticaseína), se 

monitoreo la temperatura de la muestra y pH de forma quincenal durante todo el 

experimento de biorremediación. 

Sin bacterias 

Con bacterias 
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Se tomaron muestras al inicio, a los 30, 60 y 90 días del experimento, para la 

realización de la cuantificación de hidrocarburos. 

4.11 Análisis estadísticos 

Se realizaron los análisis estadísticos con el programa Estadistic, utilizando la 

prueba T student para la cuantificación de hidrocarburos totales de petróleo. 

4.12 Identificación taxonómica 

4.12.1 Sistema API 20 NE 

Para el desarrollo de la prueba, se preparó una suspensión bacteriana en 5 ml de 

agua fisiológica la cual se adicionó a cada galería, siguiendo las indicaciones de la 

técnica. Posteriormente al llenado de las galerías, se incubaron a una temperatura 

de 36°C por un período de 18-24 horas. Posteriormente se procedió a la lectura e 

interpretación de las galerías. Las galerías que requirieron la adición de reactivos 

se realizó en último lugar, ya que algunas pueden liberar algunos gases que 

pudieran alterar los resultados. 

El resultado de la prueba bioquímica fue interpretado por el software APIWEB 

(BioMerieux). 
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4.12.2 Análisis de ARNr 16s 

Extracción de DNA 

Se realizó un cultivo de la cepa en medio de agar Luria Beltrani, se tomó una 

colonia y se resuspendió en 50 µl de agua miliQ, se le añadieron 50 µl de 

cloroformo, se efectuó una agitación mediante un mezclador de vórtice durante 

medio segundo. Posteriormente, se centrifugó durante 5 minutos a máxima 

velocidad. A partir de la obtención del DNA se tomaron 5 µl de la muestra sin tocar 

la fase orgánica (cloroformo) y se colocó en un tubo eppendorf limpio, para su 

conservación se utilizó hielo. 

Amplificación 

Para la amplificación del fragmento ARNr 16s se realizó la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR), utilizando los siguientes iniciadores (Cuadro 5): 

Cuadro 5. Iniciadores universales UniBact Forward y Reverse 

Primer Secuencia 

Primer forward 63F 59-CAC GCC TAA CAC ATG CAA GTC-39 

Primer reverse 1387R 59-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-39 

 

Las muestras fueron introducidas en tubos eppendorf de 0.2 y se le añadió una 

mezcla con los siguientes componentes (Cuadro 6): 
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Cuadro 6. Componentes para la amplificación por PCR 

Componentes Volumen 

DNA molde 2 µl 

Buffer 10x 5 µl 

Buffer 5x GC 10 µl 

dNTP´S 4 µl 

Oligo 63 F 4 µl 

Oligo 1387R 4 µl 

H2O 20 µl 

HF 1 µl 

Total 50 µl 

 

Posteriormente se dispusieron en el termociclador y las condiciones de la reacción 

fueron las siguientes: 

 Desnaturalización del DNA a copiar (molde): con una duración de 4 minutos 

a una temperatura de 94 °C. 

 Alineamiento del DNA molde: 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 

segundos a 55 °C y 1 minuto con 30 segundos a 72 °C. 

 Elongación: 7 minutos con una temperatura de 72 °C. 

La muestra procesada por la PCR se comprobó su amplificación en un soporte 

sólido de agarosa en una cámara de electroforesis. 
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Purificación y cuantificación 

Se purificó el fragmento de PCR mediante el método de purificación de DNA de 

fragmentos de PCR de GE Healthcare. La cuantificación se realizó en un 

espectrofotómetro. Una vez purificado el DNA la secuenciación se procesó a 

través de Secugen. 

Análisis de secuenciación  

El análisis se desarrolló a partir de la secuencia obtenida, se utilizó el software 

SnapGene Viewer 2.3.2 para obtener los ácidos nucleicos de la cadena forward y 

reverse. Después se efectuó el alineamiento con el programa Clustalw2, donde se 

obtuvo la secuencia completa de nucleótidos. Posteriormente se comparó la 

secuencia obtenida con el programa Blast. 
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V. RESULTADOS 

5.1 Caracterización física y química del sedimento 

5.1.1 Análisis físicos de los sedimentos contaminados 

De acuerdo a los análisis físicos realizados a los sedimentos sus tres principales 

componentes fueron arena con el 10%, limo 45.8% y arcilla 44.1% (Figura 2), 

como resultado se obtuvo una fracción arcillo limosa de acuerdo a la clasificación 

agronómica del triángulo de texturas. La densidad real que presentó fue de 2.48 

t/mc3 que es normal y con una conductividad eléctrica clasificada como 

fuertemente salino (Cuadro 7). 

Cuadro 7. Resultados del análisis físicos de los sedimentos 

Parámetro Valores de referencia 

(NOM-021-RECNAT-2000) 

Resultado 

Conductividad eléctrica >16.0 muy fuertemente salino 27.10 dS/m 

Densidad real 2.4–2.7 densidad normal 2.48 t/m3 

Arena 10% 

45.8% 

44.2% 

Limo 

Arcilla 
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Figura 2. Proporción de arena, limo y arcilla del sedimento contaminado. 

5.1.2 Análisis químicos de los sedimentos contaminados 

Los resultados de los análisis químicos del sedimento, mostraron que el pH fue de 

8.4 lo que indica que es medianamente alcalino según Moreno (1978). Por otro 

lado, la materia orgánica registró un valor de 5.78 % lo que indica que el 

sedimento es muy rico en materia orgánica, en cuanto a los carbonatos totales el 

resultado fue de 9.06 % que indica que el valor es medio. En la determinación de 

minerales el nitrógeno inorgánico fue bajo con un 3.4 mg/kg, mientras fósforo, 

potasio y manganeso se presentaron con valores altos, sin embargo para calcio y 

magnesio estos se caracterizaron por presentar valores medios, para la capacidad 

de intercambio catiónico se registró un 44.0 kg lo que indicó un valor muy alto 

(Cuadro 8). 

 

ARENA 
10% 

LIMO 
45.8% 

ARCILLA  
44.2 % 

Textura arcillo limosa 



42 
 

Cuadro 8. Resultados del análisis químico del sedimento 

Parámetro Valores de referencia  

(NOM-021-RECNAT-2000) 

Resultados 

pH 7.4-8.5 medianamente alcalino 8.4 

Materia orgánica >3.6-6.0 alto 5.78% 

Nitrógeno inorgánico 0-10 muy bajo 3.4 mg/kg 

Potasio >0.6 alta 1.720 mg/kg 

Fósforo >11 alto 13.22 mg/kg 

Calcio 5–10 media  9.453 mg/kg 

Magnesio 1.3–3.0 media 1.345 mg/kg 

Manganeso >10 alto 16.59 mg/kg 

Carbonatos totales 2.1–15 mediano 9.06% 

Capacidad de intercambio 

catiónico 

>40 muy alta 44.0 kg 
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5.2 Cepas bacterianas hidrocarburolíticas axénicas 

Derivado del proceso de aislamiento y purificación se obtuvieron las cepas 

bacterianas axénicas, que se muestran en las figuras 3 y 4. 

                                    

Figura 3. Morfología macroscópica: colonias mucoides pequeñas y con una 

coloración beige claro. 

 

 

 

 

 

Figura 4. Morfología microscópica: formas bacilares Gram negativo. 
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5.2.1 Selección de bacterias degradadoras de hidrocarburos 

Al término de la prueba cualitativa de degradación durante un periodo de 24 a 72 

horas de 10 cepas solo la cepa 8 fue elegida como la más eficiente. En la figura 5 

se muestra como la cepa 8 a las 24 horas de incubación tenía un porcentaje de 

degradación del 25%, a las 48 horas presentaba una degradación de petróleo del 

40% y para las 72 horas logró una degradación del 70%, mientras que el resto de 

las cepas presentaron degradaciones de 0 a 20% durante las 72 horas. 

Cepa No. 8 

0 horas 

 
0% de degradación 

24 horas 

 
25% de degradación 

48 horas 

 
40% de degradación 

72 horas 

 
70% de degradación 

igura 5. Prueba cualitativa donde se muestra la degradación de los hidrocarburos 

a distintos tiempos postincubación. 

 

5.3 Cuantificación de hidrocarburos totales de petróleo (HTPs) 
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Para el tratamiento de biorremediación sin bacterias, el contenido total de HTP al 

inicio del proceso fue de 104,000 mg/kg. Posteriormente en el día 30 se presentó 

un contenido de 101,220 mg/kg lo que es igual a un 2.78% de degradación. A 

continuación para el día 60 el contenido llegó a 99,120 mg/kg con lo cual alcanzó 

un 4.88%. Al finalizar el experimento de biorremediación, es decir a los 90 días se 

obtuvo un contenido final de 97,560 mg/kg que corresponde a un 6.44% menos 

del contenido de HTP en el sedimento (Cuadro 9). 

Cuadro 9. Contenido de HTP (mg/kg) al inicio 30, 60 y 90 días del proceso de 

biorremediación sin bacterias 

TRATAMIENTO SIN BACTERIAS 

Días del proceso de 

biorremediación 

HTP  

(mg/kg) 

Porcentaje de 

degradación 

Día 0 104,000 0% 

Día 30 101,220 2.78% 

Día 60 99,120 4.88% 

Día 90 97,560 6.44% 

 

Para el tratamiento de biorremediación con bacterias, el proceso comenzó con un 

valor de 104,000 mg/kg de HTP. A los 30 días se obtuvo una reducción a 96,730 

mg/kg lo que representa un 7% de degradación. Posteriormente a los 60 se tenía 

un contenido de hidrocarburos de 73,690 mg/kg, lo que representa un porcentaje 

de degradación del 30.31%. Al término de este proceso de biorremediación, es 

decir a los 90 días, se mostró un contenido final de 35,640 mg/kg logrando así un 
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porcentaje final de degradación del 68.36% para el tratamiento con bacterias 

(Cuadro 10). 

Cuadro 10. Contenido de HTP (mg/kg) al inicio 30, 60 y 90 días del proceso 

de biorremediación con bacterias 

TRATAMIENTO CON BACTERIAS 

Días del proceso de 

biorremediación 

HTP 

(mg/kg) 

Porcentaje de 

degradación 

Día 0 104,000 0% 

Día 30 96,730 7.27% 

Día 60 73,690 30.31% 

Día 90 35,640 68.36% 

  

En el cuadro 11, puede observarse los resultados de los análisis estadístico, de 

acuerdo con el mismo, se obtuvo que a los 30 días se registró un valor promedio 

de 101222.5 mg/kg para el tratamiento sin bacterias y para el tratamiento con 

bacterias fue un valor promedio de 96732.5 mg/kg, en cuanto al resultado del valor 

de t=26.1806 y el valor de significancia fue p=2.04873x10-7, lo que expresa que se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas para este período. De 

acuerdo al estadístico realizado para el día 60 se presentó un valor promedio para 

el tratamiento sin bacterias de 99122.5 mg/kg y para el tratamiento con bacterias 

se registró un valor de 73690 mg/kg, de acuerdo con estos resultados se generó 

un valor promedio de t=463.8488 y un valor de significancia p=6.77662x10-15, es 

decir, encontrándose diferencias estadísticamente significativas. Para los 
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estadísticos del día 90 se registró un valor promedio de 97565 mg/kg para el 

tratamiento sin bacterias, en cambio para el tratamiento con bacterias se encontró 

un valor promedio de 35645 mg/kg, de la prueba t realizada se obtuvo un valor de 

t=1626.0988 y encontrando un valor de p=3.65106x10-18, lo que nos indica que se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas. En la figura 6 se observan 

las diferencias significativas que se presentaron entre los tratamientos. 

Cuadro 11. Resultados de las pruebas estadísticas, t student 

Días Valor promedio Valor de t Valor de P 

(<0.05) 
Tratamiento sin  

Bacterias 

(mg/kg) 

Tratamiento con 

bacterias 

(mg/kg) 

30 101222.5 96732.5 26.1806 2.04873x10-7 

60 99122.5 73690 463.8488 6.77662x10-15 

90 97565 35645 1626.0988 3.65106x10-18 
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Figura 6. Valores promedio de contenido de TPH mg/kg a los 30, 60 y 90 días del 

tratamiento. 

5.3.1 Potencial de hidrógeno 

Por otra parte, los datos obtenidos del potencial de hidrógeno monitoreado durante 

el experimento variaron entre los dos tratamientos, para el tratamiento sin 

bacterias se inició con un pH neutro de 7.1, mientras que para el tratamiento con 

bacterias fue medianamente alcalino, con un valor de 7.5; a los 45 días del 

experimento para el tratamiento sin bacterias se registró un pH neutro de 6.8 y 

para el tratamiento con bacterias fue medianamente alcalino con un 7.8; al final del 

periodo experimental a los 90 días en el tratamiento sin bacterias mostro un pH 

moderamente ácido con un valor de 6.5 y para el tratamiento con bacterias fue 
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medianamente alcalino, con un 7.4 para el potencial de hidrógeno. De acuerdo a 

los datos registrados, el valor promedio para el tratamiento sin bacterias fue neutro 

con un valor de 7.1; mientras que para el tratamiento sin bacterias fue 

medianamente alcalino con un pH de 7.5 (Figura 7). 

 

Figura 7. Valores de Potencial de Hidrógeno durante el proceso de 

biorremediación. 

5.3.2 Temperatura  

Para los resultados obtenidos de la medición de temperatura durante el proceso 

de biorremediación, la temperatura que se registró al inicio para el tratamiento sin 

bacterias fue de 26.5 °C y para el tratamiento con bacterias fue de 28 °C, 

alrededor de los 45 días la temperatura para el tratamiento sin bacterias osciló 

entre los 27.5 °C y el tratamiento con bacterias obtuvo un valor de 27.2 °C, para el 

final del experimento el valor de la temperatura en el tratamiento sin bacterias fue 
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de 27 °C y para el tratamiento con bacterias la temperatura presentó un aumento 

registrándose 27.5 °C, estos rangos en la temperatura siempre se mantuvieron 

durante el experimento, se obtuvo un valor promedio de 26.9 °C para el 

tratamiento sin bacterias y para el tratamiento con bacterias el valor promedio fue 

de 27.7 °C (Figura 8). 

 

Figura 8. Valores de temperatura durante el proceso de biorremediación. 

5.4 Identificación taxonómica 

5.4.1 Sistema API 20 NE 

Las pruebas bioquímicas se aplicaron a la cepa aislada y purificada del sedimento 

de la laguna de Tamiahua y que fue utilizada en el proceso de biorremediación. 

Los resultados de las galerías del API 20 NE fueron que Nitrato potásico, D-

glucosa, L-arabinosa, D-manosa, N-acetil-glucosamina, D-maltosa, Gluconato 
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potásico, Ácido cáprico, Ácido málico y Citocromo oxidasa presentaron una 

reacción positiva, mientras que los substratos L-triptófano, D-glucosa, L-arginina, 

Urea, Esculina citrato férrico, Gelatina, 4-nitrofenil-D-galactopiranosida, D-manitol, 

Ácido adípico, Citrato trisódico y Ácido fenilacético los cuales dieron un resultado 

negativo al test (Cuadro 12). 

Cuadro 12. Resultados de la galería API 20 NE 

TEST SUBSTRATOS RESULTADOS 

NO3 Nitrato potásico Positivo 

TRP L- triptófano Negativo 

GLU D- glucosa Negativo 

ADH L-arginina Negativo 

URE Urea Negativo 

ESC Esculina citrato férrico Negativo 

GEL Gelatina (origen bovino) Negativo 

PNG 4-nitrofenil- D-galactopiranosida Negativo 

GLU D- glucosa Positivo 

ARA L-arabinosa Positivo 

MNE D-manosa Positivo 

MAN D- manitol Negativo 

NAG N-acetil-glucosamina Positivo 

MAL D-maltosa Positivo 

GNT Gluconato potásico Positivo 

CAP Ácido cáprico Positivo 

ADI Ácido adípico Negativo 

MLT Ácido málico Positivo 

CIT Citrato trisódico Negativo 

PAC Ácido fenilacético Negativo 

OX Citocromo oxidasa Positivo 
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Se realizaron las pruebas de oxidasa y catalasa, las cuales ambas resultaron 

positivas. 

De los datos obtenidos de las pruebas bioquímicas se realizó el análisis en 

APIWEB, como resultado se obtuvo que el microorganismo pertenece a: 

Reino: Bacteria 

         Clase: Alphaproteobacteria 

                 Orden: Rhizobiales 

                          Familia: Brucellaceae 

                                     Género: Ochrobactrum 

                                                  Especie: anthropi 

Con una coincidencia de un 99.8%. 
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5.4.2 Análisis de ARNr 16s 

Como resultado de la amplificación de la secuencia de ARNr 16s mediante PCR 

utilizando iniciadores universales, se obtuvo una banda de aproximadamente de 

500 pb correspondiente a una región del RNA 16s (Figura 9). 

 

Figura 9. Amplificación gen ARNr 16s mediante PCR. 

Como resultado de la secuenciación se obtuvo un electroferograma 

correspondiente a la secuencia parcial reverse del gen ARNr 16s, se obtuvieron 

546 pares de bases, de acuerdo con el recuento estas bases pertenecieron a: 112 

adenina (A), 141 citosina (C), 144 guaninas (G) y  149 timina (T) (Figura 9). 
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Los resultados obtenidos tras los alineamientos de BLAST con las secuencias del 

gen 16s ARNr albergadas en la base de datos del Genbank con código de acceso 

AB778289, indica que la cepa corresponde a: 

 

Reino: Bacteria 

         Clase: Alphaproteobacteria 

                 Orden: Rhizobiales 

                          Familia: Brucellaceae 

                                     Género: Ochrobactrum 

                                                Especie: anthropi 

De acuerdo con esto se obtuvieron 547 nucleótidos de la cepa y un porcentaje de 

identificación del 97.1 %. 
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VI. DISCUSIÓN 

En el presente estudio se utilizaron bacterias autóctonas como alternativa de 

biorremediación, el análisis físico de los sedimentos del área de estudio, mostró 

como resultado una clase textural arcillo limosa. De acuerdo a trabajos previos se 

considera que la clase textural es una propiedad muy importante, ya que la 

relación área/volumen de los diferentes tipos de partícula, tienen un impacto 

directo sobre las propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo e inclusive 

sobre las tecnologías de remediación (Volke-Sepúlveda y Velasco-Trejo, 2002). Al 

igual que Beolchini et al., (2010) en su trabajo de biorremediación en microcosmos 

señalan que el sedimento tuvo una clase textural arcillo limosa, lo cual se asemeja 

al reportado en el presente trabajo y que obtuvo resultados óptimos en el proceso 

de biorremediación. Por otra parte San Martín et al., (2012) obtienen un clase 

textural franco limoso en su estudio en la laguna de Tamiahua, obteniendo 

resultados favorables de degradación. De acuerdo con lo antes citado se ha 

demostrado que los sedimentos que muestran texturas de arcilla y limo, presentan 

resultados favorables en la degradación, esto podría deberse a que estas 

fracciones tienen capacidades de retención de agua por largos períodos, lo que 

proporciona a las bacterias una humedad adecuada para el desarrollo de su 

metabolismo.  

En este trabajo durante el proceso de biorremediación el sedimento presentó un 

pH ligeramente alcalino con valores de 7.1 a 7.5, de acuerdo a la bibliografía, el 

pH es un factor importante que interviene en la biodegradación de los 
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hidrocarburos, un pH próximo a la neutralidad de 6 a 9 es un rango favorable para 

el crecimiento de la mayor parte de los microorganismos (Boopathy et al., 2012). 

Trabajos como el de Bayer et al., (2013) que durante su experimento de 

biorremediación en sedimentos registraron un pH que osciló entre 6.9 a 8.4, el 

cual se acerca al obtenido en la presente investigación, se considera que este 

valor de pH influyó en la eliminación del contaminante. Autores como Lladó et al., 

(2012) obtuvieron en un proceso de biorremediación de un suelo un pH de 7.5, el 

cual se encuentra dentro del rango recomendado, al igual que en el presente 

trabajo se registraron valores de 7.1 a 7.5 logrando una degradación de 

hidrocarburos de más del 50%, esto podría corresponder a que el pH se mantuvo 

dentro de los valores indicados, lo que benefició el crecimiento y desarrollo de las 

bacterias. 

Con respecto a la temperatura en los sedimentos para la presente investigación se 

registró una temperatura entre los 26 y 28 °C. Algunos autores señalan que la 

temperatura es un factor importante en la actividad degradativa, considerando que 

la temperatura debe permanecer entre los 18 y 30 °C para garantizar así la 

actividad metabólica de las bacterias (Fantroussi y Agathos, 2005). Tal es el caso 

de Colla et al., (2014) quienes evaluaron las técnicas de biorremediación 

manteniendo una temperatura controlada en 28 °C, esto es similar a la presentada 

en este trabajo de biorremediación, teniendo resultados positivos en el proceso. El 

estudio realizado por Bayer et al., (2013) registró una temperatura de 25.1 a 28.7 

°C, de acuerdo a lo antes citado estos valores se encuentran dentro del rango 
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sugerido. En la presente investigación se controló la temperatura manteniéndola 

dentro de los niveles recomendados, obteniendo un proceso de biorremediación 

exitoso, por lo que se considera que la temperatura es un factor importante en la 

actividad degradativa, ya que cada microorganismo tiene un rango de temperatura 

que garantiza su actividad metabólica y por consecuente las tecnologías de 

biorremediación. 

La materia orgánica registrada para este estudio fue un valor de 5.78% lo que se 

considera muy rica en humus, estos valores se relacionan con la presencia del 

contaminante (petróleo) influyendo en el aumento del contenido de materia 

orgánica (Barrios-San Martín, 2011). Estos resultados coinciden con los obtenidos 

por Beolchini et al., (2010) que reportan un alto contenido húmico y altas 

concentraciones de hidrocarburos alifáticos y aromáticos, con respecto a lo citado 

en el actual trabajo de investigación se reportó un porcentaje alto de materia 

orgánica, condición que podría deberse a que corresponde a sedimentos de 

laguna costera que presentan un grado de contaminación alto influyendo 

directamente en la concentración de materia orgánica. 

Para este trabajo los sedimentos presentaron una concentración de nitrógeno baja 

y de potasio-fósforo alta, se considera que un alto contenido de nutrientes 

inorgánicos como es NPK incrementan las poblaciones microbianas y la tasa de 

biodegradación del contaminante (Barrios-San Martín, 2011). De acuerdo con los 

resultados obtenidos por Qiao et al., (2014) que mediante la adición de sustancias 

nutritivas registraron un alto contenido de nutrientes inorgánicos y por lo tanto 
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porcentajes de degradación positivos, de acuerdo a lo anterior en el presente 

trabajo se adicionaron nutrientes para estimular a las bacterias, consiguiendo 

porcentajes altos de remoción, demostrando que la presencia de nitrógeno, 

potasio y fósforo en sedimentos pueden mejorar el proceso de degradación del 

contaminante. 

En este trabajo, el aislamiento bacteriano se efectuó a partir de sedimento 

contaminado, la técnica se realizó en medio Bushnell Hass, debido a la efectividad 

que presenta en el aislamiento de bacterias hidrocarbonoclastas (Fletcher, 2000). 

Trabajos como el de Osterreicher et al., (2004), utilizaron medio mineral para el 

aislamiento bacteriano, obteniendo resultados favorables; sin embargo otros 

autores como Chagas et al., (2012) y San Martín et al., (2012) aislaron bacterias 

de un sitio contaminado por petróleo mediante el medio Bushnell Hass, 

demostrando que este medio es muy eficiente durante la etapa de aislamiento, por 

lo que en el presente trabajo se utilizó el medio Bushnell Hass para el proceso de 

aislamiento, el empleo de este medio garantizó el uso únicamente de bacterias 

con capacidad de degradación de petróleo durante el proceso de biorremediación. 

Para el presente estudio el cultivo, purificación y aumentación bacteriana se 

hicieron en los medios nutritivos de caldo y agar de soya tripticaseína, Fletcher 

(2000) menciona que mediante la utilización de estos medios nutritivos se obtiene 

un mayor crecimiento de bacterias tanto aerobias como anaerobias. En el caso de 

San Martín et al., (2012) utilizó los mismos medios nutritivos, generando cultivos 

puros. En el presente trabajo de investigación se emplearon los medios nutritivos 
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de caldo y agar de soya tripticaseína, obteniendo cultivos puros y biomasa 

bacteriana, la eficiencia presentada en estos procesos se atribuye a que estos 

medios son reconocidos y han demostrado en trabajos previos tener la capacidad 

de incrementar el crecimiento bacteriano y ser los adecuados en los procesos de 

bioaumentación, debido a que es un medio enriquecedor. 

En el proceso de biorremediación desarrollado se emplearon bacterias autóctonas 

extraídas del sedimento contaminado, de acuerdo a estudios previos se considera 

que la población microbiana son un factor determinante en el proceso de 

degradación, ya que estas deben estar adaptadas al compuesto contaminante y 

poseer la capacidad para degradar petróleo (Viñas et al., 2005). De acuerdo con 

Nikolopoulou et al., (2013a), San Martín et al., (2012) y Osterreicher et al., (2004) 

quienes durante el proceso de biorremediación que efectuaron utilizaron bacterias 

autóctonas o nativas de los sitios contaminados respectivamente, estos resultados 

coinciden con los logrados en el presente trabajo, donde se aislaron bacterias 

autóctonas a partir de un sitio contaminado, obteniendo resultados favorables de 

degradación, con respecto a lo citado anteriormente esto podría deberse por la 

adaptación que tienen los microorganismos a su hábitat presentando una mejor 

facilidad para degradar los compuestos tóxicos. 

Las bacterias bioaumentadas e inoculadas durante el proceso de biorremediación 

presentan un solo morfotipo, bacilos Gram negativos, los cuales coinciden con los 

reportados por San Martín et al., (2012) quienes para el trabajo de biorremediación 

utilizaron bacterias Gram negativas obtenidas de la Laguna de Tamiahua, 
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mostrando porcentajes de degradación altos. En el presente trabajo se lograron 

remover los hidrocarburos utilizando bacilos Gram negativos, por lo que se 

considera que los morfotipos encontrados en la laguna se encuentran mejor 

adaptados al contaminante y por lo tanto presentan capacidades altas para 

biodegradar los agentes contaminantes. 

Para la identificación bacteriana la cepa fue identificada mediante la prueba 

bioquímica API 20 NE, además de pruebas moleculares secuenciando el gen 

ARNr 16s, de acuerdo a esto se obtuvo la especie Ochrobactrum anthropi, 

algunos autores señalan que dado que las bacterias presentan una amplia 

diversidad fenotípica y genotípica, es necesario realizar la identificación no solo 

bioquímica y fisiológica sino que también molecular basada en el análisis del ARNr 

16s (Colla et al., 2014). Con respecto, Lira – Rodríguez, (2014) identificó bacterias 

hidrocarburolíticas a partir de pruebas bioquímicas y moleculares, señalando que 

permite una identificación más precisa y acertada. Por lo antes mencionado en el 

presente trabajo se aplicaron pruebas bioquímicas y moleculares, determinando a 

nivel de género y especie la bacteria, el empleo de estas técnicas permitieron una 

identificación más completa, considerándolas importantes y complementarias para 

realizar una adecuada identificación. 

Es importante señalar que la especie Ochrobactrum anthropi fue identificada como 

especie hidrocarburolítica para el presente trabajo de investigación, de acuerdo 

con la bibliografía este grupo de microorganismos se han caracterizado por ser 

tolerantes al petróleo, desarrollar y utilizar diferentes respuestas enzimáticas para 
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crecer en presencia del contaminante y realizar la degradación (Acosta et al., 

2011; Atlas et al., 1991). En contraste con el presente trabajo González – 

Hernández, (2014) menciona que las especies Enterobacter cloacae, 

Acinetobacter y Bacillus pumillus, presentaron capacidades de degradar petróleo, 

por otra parte Lira – Rodríguez, (2014) señala que Listeria fleischmanni, Bacillus 

coagulans y Ochrobactrum intermedium, también tienen capacidades de 

biodegradar compuestos contaminantes. A diferencia de lo antes mencionado 

Pucci et al., (2010) coinciden con el presente trabajo, al identificar la especie 

Ochrobactrum anthropi y demuestran la capacidad de esta especie para degradar 

distintos compuestos como gasolina, petróleo, kerosene y aceite diesel, con 

respecto a lo antes citado, en el presente estudio la especie Ochrobactrum 

anthropi presentó capacidad para degradar hidrocarburos, además de realizarle 

pruebas degradativas fue utilizada en el proceso de biorremediación, debido a 

estos atributos, esta especie puede ser considera como una bacteria con 

capacidades de degradar compuestos derivados del petróleo, debido a que en el 

presente estudio esta especie logró remover los hidrocarburos en más de un 50%. 

Durante el proceso de biorremediación llevado a cabo se aplicó la técnica de 

bioventeo a los sedimentos contaminados durante 90 días logrando una 

degradación del 68.36%, autores señalan que la técnica de bioventeo provee el 

oxígeno necesario para sostener la actividad de los microorganismos 

degradadores (Sardrood et al., 2013). De acuerdo a García et al., (2010) utilizando 

la técnica de bioventeo alcanzaron una tasa de reducción del contaminante del 
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93%, mientras Vieira et al., (2009) que mediante esta técnica obtuvieron una 

degradación del 75.9%. Con relación a lo antes citado se considera que el 

bioventeo es una técnica innovadora donde los microorganismos son estimulados 

mediante la inyección de aire, propiciando una mejor degradación de 

contaminantes, esto se podría relacionar a la estimulación que se le da a las 

bacterias, induciendo al crecimiento microbiano y acelerando la actividad 

metabólica, mejorando el proceso de degradación. 

Se destaca que en este proceso de biorremediación además de la técnica de 

bioventeo se adicionaron las técnicas de bioaumentación y bioestimulación, 

mejorando los resultados de degradación, de acuerdo a la bibliografía, la técnica 

de bioaumentación proporciona microorganismos y la bioestimulación los estimula 

para mejorar el proceso de biodegradación (Mahanty et al., 2013; Singh et al., 

2011). Autores como Colla et al., (2014) emplearon la bioaumentación y 

bioestimulación obteniendo una degradación del 35.7%, que representa niveles 

bajos de remoción, por otra parte Muskus et al., (2013) combino las técnicas de 

bioventeo y bioestimulación teniendo porcentaje de hasta el 97% de degradación. 

En la presente investigación se combinaron las tres técnicas, bioaumentación, 

bioestimulación y bioventeo, alcanzando un alto porcentaje de degradación, se 

considera que mediante estas técnicas se aportan los microorganismos y 

nutrientes adecuados, además del oxígeno necesario para llevar un buen proceso 

de biorremediación. 
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En este estudio se registró un contenido inicial de hidrocarburos de 104,000 

mg/kg, sobrepasando los límites permitidos en la Norma Oficial Mexicana, sin 

embargo los resultados generados en el proceso de biorremediación fueron de un 

contenido final de 35,640 mg/kg, con respecto a la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-

2012, que establece los límites máximos permisibles de hidrocarburos en suelos 

de acuerdo con los lineamientos el límite máximo permisible es de 3,000 mg/kg. 

En el presente estudio no se logró degradar todos los hidrocarburos, sin embargo 

se consiguió disminuir el contenido de hidrocarburos en un 68.36% mediante la 

aplicación de la tecnología de remediación, la efectividad de este proceso se 

atribuye a la utilización de bacterias en el proceso de biorremediación como 

técnica para descontaminar los sedimentos de estudio. 

En el presente trabajo se emplearon bacterias autóctonas de la Laguna de 

Tamiahua, teniendo grandes resultados en el proceso de biorremediación; 

estudios previos señalan que utilización de sistemas biológicos, como son las 

bacterias, han generado resultados favorables en procesos de remediación 

(Volke–Sepúlveda y Velasco–Trejo, 2003). Estudios realizados por San Martín et 

al., (2012), Chagas et al., (2012) y Osterreicher et al., (2004), obtuvieron 

excelentes resultados al utilizar bacterias en sus proceso de biorremediación, 

demostrando resultados de más del 50% de degradación. Para el proceso de 

biorremediación aplicado en este trabajo se consiguió un porcentaje de 

degradación del 68.36% mediante la aplicación de bacterias, debido a esto, el 
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resultado es considerado exitoso mediante la técnica de biorremediación, de 

acuerdo a lo citado por los autores antes mencionados. 
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VII. CONCLUSIONES Y APLICACIÓN PRÁCTICA DEL TRABAJO 

7.1 Conclusiones 

 Los parámetros físicos obtenidos mostraron una clase textura arcillo limosa 

y una densidad real de 2.48 t/m3. Los resultados de los análisis químicos se 

obtuvo un pH medianamente alcalino con 8.4, materia orgánica de 5.78% y 

una concentración de nitrógeno del 3.4 mg/kg estos parámetros influyeron 

en la efectividad del proceso de biorremediación. 

 Se obtuvieron cepas hidrocarburolíticas axénicas a partir del sedimento 

contaminado. 

 El tratamiento con bacterias al finalizar el proceso de biorremediación, 

mostró una degradación de 68.36%. 

 Se determinó taxonómicamente la bacteria Ochrobactrum anthropi 

mediante pruebas bioquímicas. 

 La identificación bioquímica se complementó mediante la secuenciación y 

análisis de ARNr 16s permitiendo la identificación de la cepa bacteriana 

coincidiendo con la especie Ochrobactrum anthropi. 

 Finalmente en el presente trabajo de investigación el proceso de 

biorremediación fue considerado exitoso, siendo una alternativa eficiente, 

fácil de aplicar y con un costo menor con respecto a otras tecnologías para 

la recuperación de sitios contaminados por hidrocarburos. 
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7.2 Aplicación práctica del trabajo 

En este proyecto se efectuó una biorremediación a nivel de laboratorio a 

sedimentos provenientes de un sistema lagunar que fueron afectados por 

hidrocarburos, de acuerdo al éxito en los resultados obtenidos se considera que 

las técnicas aplicadas podrían ser utilizadas como acción remediadora para 

reducir la presencia de contaminantes en la laguna. 

De acuerdo con lo anterior se aplicaría: 

 Biorremediación in situ de los sedimentos contaminados. 

La biorremediación a aplicar se llevaría en dos fases, como a continuación se 

describe: 

Fase de laboratorio: 

Consistiría en toda la metodología aplicada en el presente trabajo y el empleo de 

la bacteria obtenida e identificada como Ochrobactrum anthropi. 

Fase de campo: 

Esta etapa comprendería la instalación del sistema de bioventilación mediante el 

cual se estimulará la actividad metabólica por medio de la inyección de aire a 

través de pozos de ventilación. Estos pozos se instalarán en varios puntos del 

área contaminada y a través de ellos se inyectará la cepa bacteriana 

bioaumentada para acelerar el proceso de biorremediación, estas bacterias serán 

bioestimuladas mediante una solución de nutrientes que favorecerá el crecimiento 
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y desarrollo de estas bacterias, la bioestimulación se llevará de forma permanente 

durante todo el proceso de biorremediación. 

Se realizarán análisis constantes (quincenales) de agua y sedimento para evaluar 

el contenido de nutrientes presentes, por otra parte se monitoreará la 

concentración de hidrocarburos en sedimentos y  su porcentaje degradación por 

medio de cromatografía de gases. 

En el cuadro 13 se establecen algunas de las ventajas y desventajas que se 

podrían presentar el llevar a cabo este proceso al sitio. 

Cuadro 13. Ventajas y desventajas de realizar el proceso de biorremediación 

in situ 

Ventajas Desventajas 

 Utilizar bacterias autóctonas del 

sitio, mejora la degradación. 

 La aplicación de estas técnicas 

estimula el metabolismo 

microbiano. 

 Son técnicas de bajo costo con 

respecto a otras técnicas. 

 La baja disponibilidad de 

nutrientes. 

 Limitación en la transferencia de 

oxígeno. 

 Bajas temperaturas provocando 

aletargamiento en las bacterias. 

 Un pH inadecuado. 

 Es un proceso de mediano a 

largo plazo. 
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7.3 Recomendaciones 

 Es necesario desarrollar un aislamiento únicamente de bacterias 

hidrocarbonoclastas, para asegurar la degradación de los contaminantes 

derivados del petróleo. 

 Es fundamental realizar la identificación mediante pruebas bioquímicas y 

complementarlas con pruebas moleculares, para obtener mayor exactitud 

en los resultados. 

 Es esencial hacer un análisis físico y químico del sedimento o suelo previo 

al proceso de biorremediación y durante el proceso para determinar la 

presencia o ausencia de los nutrientes.  

 Se sugiere que durante un proceso óptimo de biorremediación se debe 

tener en cuenta los siguientes factores: temperatura, pH, la disponibilidad 

de nutrientes y oxígeno, ya que la presencia o ausencia de algunos de 

estos parámetros influirá directamente en la eficiencia del proceso.  

 Se señala la importancia de realizar análisis periódicos que determinen la 

degradación de los contaminantes. 

 Se recomienda la aplicación de las técnicas de bioestimulación, 

bioaumentación y bioventeo como alternativas en los procesos de 

biorremediación. 
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IX. ANEXO  

Anexo A 

Extracción por reflujo (Soxhlet) 

Para extraer los hidrocarburos de suelos contaminados se utiliza el método de 

reflujo con equipo Soxhlet, tomando como referencia los métodos D5369-93 de la 

ASTM (2003) y 3540C y 3541 de la US EPA (1996, 1994). 

Reactivos 

 Sulfato de sodio anhidro (Na2SO4). 

 Diclorometano (cloruro de metileno, CH2Cl2) grado HPLC. 

Material y equipo 

 Equipo de reflujo Soxhlet de 250 ml 

 Perlas de ebullición 

 Cartuchos de celulosa o fibra de vidrio 

 Balanza analítica 

 Vaso de precipitados 250 ml 

 Matraz de bola de 500 ml 

 Viales 

 Espátula 

Procedimiento: 
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1. Colocar de 5 a 10 g de suelo seco y finamente molido en un cartucho de 

celulosa o fibra de vidrio. 

2. Adicionar sulfato de sodio anhidro en una relación suelos: sulfato 1:1 y 

mezclar. 

3. Colocar cada cartucho conteniendo las muestras dentro de la camisa o 

columna extractora del equipo Soxhlet. 

4. Adicionar 125 ± 5 ml de Diclorometano en el matraz de bola y colocar 

suficientes perlas de ebullición para evitar la proyección del solvente al 

calentarse. 

5. Ensamblar el quipo Soxhlet e iniciar calentamiento hasta alcanzar una 

temperatura de 45 °C. 

6. Mantener en reflujo en estas condiciones durante 8 horas, de tal manera 

que se efectúen entre 6 y 8 reflujos por hora, lo que permitirá la liberación 

de los analitos. 

7. Después de 8 horas, el extracto orgánico contendrá todos los hidrocarburos 

solubles en Diclorometano. Pasar el matraz bola a un rotoevaporador y 

concentrar el extracto orgánico a sequedad. 

8. Recuperar el concentrado en un vial de 40 ml con un tapón de teflón para 

su cuantificación. 
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Anexo B 

Composición química del medio Bushnell Hass 

Reactivo Fórmula c. b. p. 1000 ml 

Sulfato de magnesio MgSO4 0.2 g/l 

Cloruro de calcio CaC2 0.029 g/l 

Monofosfato de potasio K3Po4 1 g/l 

Nitrato de amonio NH3NO3 1 g/l 

Cloruro férrico FeCl3 1 g/l 
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Anexo C 

Tinción de Gram 

Material: 

 Cristal violeta 

 Lugol 

 Yodo 

 Alcohol 

 Safranina 

 Aceite de inmersión 

 Cultivo de bacterias 

 Portaobjetos  

 Asa bacteriológica 

 Mechero 

Procedimiento: 

1. Prepara frotis delgados e individuales, secarlos al aire libre y fijarlos con 

calor. 

2. Cubrir los frotis con reactivo de cristal violeta, durante 1 minuto. 

3. Lavar los portaobjetos en una corriente suave de la llave, durante 5 

minutos. 
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4. A continuación lavar los frotis con reactivo de yodo y luego aplicar el mismo 

reactivo durante un minuto. 

5. Lavar como se indico en el paso 3. 

6. Aplicar lentamente el reactivo de alcohol y seguir agregando el decolorante, 

hasta que la tintura ya no fluya del frotis. 

7. Lavar inmediatamente como se hizo en el paso 3. 

8. Cubrir el frotis con reactivo de safranina durante 30 segundos. 

9. Lavar como se indico antes y secar presionando lentamente con una toalla 

de papel haciendo descansar el portaobjetos sobre la mesa. Oprimir 

suavemente sin tallar. 

10. Observar el frotis utilizando el aceite de inmersión en el lente del 

microscopio.  

 

 


