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RESUMEN 

Se determinaron las condiciones óptimas de crecimiento de Stenotrophomonas 

maltophilia obteniéndose mayor densidad de biomasa en condiciones de 24° C, 70 

rpm, pH 5 y 2 vvm. Posteriormente se realizaron experimentos de biorremediación, 

usando la técnica de bioaumentación, en muestras de suelo nativo y suelo 

modelo. En el suelo nativo se obtuvo una degradación superior al 60% en 

tratamiento en frascos y hasta el 90% en biorreactor de tanque agitado a cielo 

abierto. En cuanto al suelo modelo el mayor porcentaje de remoción se presentó 

en biorreactor de tanque agitado a cielo abierto con 95.2 %; en el tratamiento en 

frascos se obtuvo un porcentaje de remoción del 92.4%; el tratamiento donde se 

presentó menor remoción fue en la pileta con un porcentaje máximo de 76.8 %. Se 

concluyó que Stenotrophomonas maltophilia posee la capacidad de limpiar suelos 

contaminados con hidrocarburos y su uso es factible en la técnica de 

bioaumentación. 

Palabras clave: Stenotrophomonas maltophilia, crecimiento, hidrocarburos 

lineales, bioaumentación, degradación. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 

La región norte del estado de Veracruz cuenta con un gran número de sitios con 

diferentes niveles de impacto ambiental, resultado de la actividad petrolera. Dicha 

actividad económica está acompañada de numerosos eventos de riesgo tales 

como derrames de hidrocarburos líquidos y en estado gaseoso, además de  

explosiones por fugas en ductos. Todo esto deteriora los ecosistemas, dejando 

inutilizables suelos, cuencas hidrológicas, genera contaminación atmosférica y 

todo ello trae como consecuencia fenómenos como el calentamiento global, 

cambio climático y modificación de los ciclos biogeoquímicos (Vela, 2007).  

 

Para contrarrestar el efecto de todo lo anterior, se han desarrollado diversas 

tecnologías de remediación que mediante acciones físicas, químicas o biológicas 

pueden alterar la composición de los contaminantes, extraer y separar el 

contaminante del medio, o inmovilizarlo para que no continúe afectando otras 

áreas (Loya del Ángel, 2013). Una de estas tecnologías para recuperar espacios 

contaminados con hidrocarburos es la biorremediación. Ésta utiliza elementos 

biológicos autóctonos del sitio contaminado, que degradan y/o transforman éstos 

contaminantes a sustancias inocuas (Ferrera-Cerrato et al., 2006; Travieso et al., 

2004).  
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El éxito y el tiempo de aplicación del tratamiento de biorremediación están 

condicionados por la capacidad del organismo utilizado para degradar los 

contaminantes orgánicos a productos inocuos como dióxido de carbono, agua y 

biomasa, así como por los factores limitantes que afectan el tratamiento como son 

las características del microorganismo, el medio y del producto petrolífero 

(Ferrera-Cerrato et al.,  2006). 

 

La degradación de  hidrocarburos es realizada principalmente por bacterias y 

hongos. Los géneros de bacterias reportados como degradadores de 

hidrocarburos en el agua y suelo son: Acinetobacter sp., Alcaligenes sp., 

Mycobacterium sp., Pseudomonas sp.,  Rhodococcus sp., Corynebacterium 

renale, Moraxella sp., Streptomyces sp., Vibrio sp., Nocardia sp., Cycloclasticus 

sp. Agrobacterium sp., Sphingomonas sp.,Stenotrophomonas sp. Entre los 

géneros de hongos con capacidad degradadora de hidrocarburos encontramos: 

Absida sp., Aspergillus sp., Basidiobolus sp., Candida sp., Choanephora sp., 

Circinella sp., Claviceps sp., Cokeromyces sp., Conidiobolus sp., Gliocladium sp., 

Pestalotia sp., Pestalotia palmarum, Beauveria alba, Aspergillus terreus, 

Mortierella sp., Rhizopus sp., Laetiporus sp., Daedaela sp., Flamulina sp., 

Penicullium sp.(Juhasz et al., 2000; Berry y Brigmon, 2006). 
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Se ha reportado a Stenotrophomonas maltophilia como degradadora de  

hidrocarburos de bajo peso molecular, por su naturaleza hidrocarbonoclasta y 

actividad lipolítica (Cervantes-Gonzalez et al., 2013), pero aún no se ha 

establecido un proceso de biorremediación utilizando ésta bacteria. Por lo que el 

presente trabajo se enfocará en establecer un proceso de biorremediación de 

suelos contaminados por hidrocarburos utilizando Stenotrophomonas maltophilia, 

así como la evaluación de  su efectividad en un suelo nativo y un suelo modelo. 
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2 ANTECEDENTES 

 

El petróleo es un recurso natural no renovable que tiene una composición diversa, 

que determina sus características y calidad, por lo cual el Instituto Americano del 

Petróleo (API, por sus siglas en inglés) los clasifica en extrapesado, pesado, 

mediano, ligero y superligero. La composición del petróleo depende del porcentaje 

de los compuestos como: carbono 84-87%; hidrógeno 11-14%; azufre 0-8%; 

oxígeno, nitrógeno y metales pesados 0-4%; se  divide en cuatro tipos principales 

de hidrocarburos (Viñas, 2005):  

 

a) Saturados: Conocidos también como parafinas, alcanos o metanos, son los 

más abundantes en el petróleo. Se subdividen en alifáticos y acíclicos.   

b) Aromáticos: Compuestos por uno o más anillos del benceno, se conocen 

monoaromáticos, diaromáticos y aromáticos policíclicos,  están presentes 

tanto en el crudo como en sus derivados, es común encontrarlos en sitios 

contaminados por derrames. 

c) Resinas. Fracción del crudo constituido por agregados de anillos aromáticos 

fusionados entre sí, se encuentran en una fase de transición entre el crudo 

y los asfaltenos. 

d) Asfaltenos: Moléculas de elevado peso molecular que se encuentran en 

dispersión coloidal en el crudo. 
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El diésel o gasoil es una mezcla de hidrocarburos de composición química no 

definida en la que predominan cadenas de n-alcanos de entre 11 y 22 átomos de 

carbono  además de alquenos y aromáticos. El uso principal de diésel producido 

en México es para uso automotriz, industrial y marino (Rodríguez et al., 2006). 

Debido a sus características el diésel se ha utilizado como hidrocarburo modelo en 

estudios de biorremediación (Nikakhtari et al., 2009; Sanscartier et al.,  2011). 

 

2.1 Degradación de hidrocarburos por microorganismos 

 

La degradación de los hidrocarburos por microorganismos se basa en su 

capacidad de aceptar como sustrato sustancias orgánicas para transformarlas en 

compuestos menos tóxicos, o inocuos y/o eliminarlos de forma total produciendo 

CO2, agua y biomasa microbiana. El resultado del proceso de biorremediación 

depende de las características de la población microbiana (biomasa, actividad 

enzimática, diversidad de la población, tipo de metabolismo), características del 

sitio (nutrientes, donadores y receptores de electrones, condiciones ambientales 

inhibidoras, pH, temperatura, etc.) y características del sustrato (estructura 

química del contaminante, toxicidad, solubilidad y concentración del 

contaminante). Estos factores determinan si es necesario un periodo de 

aclimatación del microorganismo y son indicadores del mecanismo de degradación 
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del contaminante y si éste servirá como sustrato primario, secundario o co-

metabólico (Boopathy, 2000; Solanas, 2009). 

 

Dependiendo de la complejidad de cada fracción del petróleo crudo, es la facilidad 

de degradación que poseen los microorganismos. Al derramarse en el suelo los 

hidrocarburos inician procesos fisicoquímicos que al ser lentos, aumentan su 

toxicidad. Debido a su alta salinidad su tratamiento es complicado, pues los 

microorganismos utilizados mueren por deshidratación al no metabolizarlas (De 

Mesa et al., 2006). Es importante mencionar que los microorganismos pueden 

degradar los hidrocarburos, utilizándolos como fuente única de alimento, o bien 

mediante el co-metabolismo: pueden alimentarse de otras moléculas como 

azúcares y proteínas y al mismo tiempo, de los hidrocarburos presentes en el 

medio (Solanas, 2009). 

 

De acuerdo con estudios realizados, algunos  microorganismos aislados de suelos 

en donde ha ocurrido un derrame, independientemente del tiempo que lleve 

contaminado el sitio, son degradadores de petróleo (Del Carmen Rivera et al., 

2002). Los hidrocarburos en el medio ambiente son degradados principalmente 

por bacterias y hongos que poseen la capacidad peroxidasa y oxigenasa que 

facilitan la degradación de los mismos mediante ataques secundarios (Rich et al., 

2003). 
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Se han realizado diversos estudios de degradación de hidrocarburos usando 

cepas bacterianas, por ejemplo en su estudio de degradación de n-alcanos 

Hasanuzzaman et al. (2007) obtuvieron porcentajes de degradación del 51% 

usando una cepa de Pseudomonas aeruginosa. Otros estudios reportan valores 

de  degradación de n-alcanos e hidrocarburos policíclicos superiores al 70% 

utilizando cepas de Exiguobacterium aurantiacum, Burkholderia cepacia, 

Sphingobium indicum, Sphingobium japonicum, Staphylococcus lentus, 

Pseudomonas fluorescens, Acinetobacter calcoaceticus, Acidovorax delafieldii, 

Klebsiella, Bacillus, Enterobacter, Streptomycesy, Stenotrophomonas maltophilia 

(Khoury et al., 1992; Juhasz et al., 2000; Berry y Brigmon, 2006; Moliterni et al., 

2012). 

 

2.1.1 Degradación de hidrocarburos por Stenotrophomonas 

maltophilia 

 

El género Stenotrophomonas se encuentra presente en todo el medio ambiente, 

dentro de estas la especie más predominante es Stenotrophomonas maltophilia, 

presenta gran versatilidad ya que tiene actividad simbiótica con plantas, posee una 

capacidad intrínseca de resistencia a los metales y degrada contaminantes de 

bajo y alto peso molecular por su capacidad de metabolizar compuestos presentes 

en la rizósfera (Vallejo et al., 2007; Ryan et al., 2009). Es una bacteria Gram 
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negativo, y como tal, posee una membrana externa adicional que le permite 

impermeabilizar a la célula, intercambiar sustancias con el medio y producir 

proteínas específicas y surfactantes para degradar compuestos (Lazaroaie, 2010; 

Singh et al., 2015). 

 

Stenotrophomonas maltophilia es la primer especie Gram negativa reportada por 

poseer la capacidad de crecer utilizando pireno como única fuente de carbono, sin 

embargo, S. maltophilia no puede iniciar su crecimiento en medios con 

hidrocarburos de alto peso molecular, por lo que es necesario inocular una carga 

grande de microorganismos adultos en medios con éstas características (Juhasz, 

1998). 

 

Boonchan et al. (1988) aisló una cepa de S. maltophilia de un suelo contaminado 

con hidrocarburos de alto peso molecular y observó que la bacteria, en  consorcio 

con otras bacterias y hongos, degrada el 53% de benzo a pireno en un lapso de 

49 días. De acuerdo con Zafra et al. (2014), S. maltophilia tolera concentraciones 

de 2000 mg de HAP/l sin presentar inhibición en su crecimiento.  Salek et al. 

(2013) realizó estudios de degradación de hidrocarburos con S. maltophilia 

utilizando tensoactivos  y obtuvo valores de remoción del 45%. Por lo que se 

puede deducir que es un organismo con potencial para la recuperación de 

espacios contaminados con hidrocarburos. 
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Por lo anteriormente expuesto el presente trabajo tiene como objetivo, establecer 

un proceso de biorremediación usando Stenotrophomonas maltophilia, mediante la 

determinación de las condiciones óptimas de crecimiento, así como la influencia 

de la presencia de hidrocarburos en sus parámetros de crecimiento. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

 

Evaluar la efectividad de la  biorremediación en muestras de suelo nativo y un 

suelo modelo usando Stenotrophomonas maltophilia, a nivel laboratorio y 

mediante una prueba piloto de campo utilizando la técnica de bioaumentación. 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar las condiciones óptimas de crecimiento de S. maltophilia: 

nutrientes, temperatura, pH, oxígeno, agitación. 

 

 Evaluar la influencia de hidrocarburos sobre los parámetros de 

crecimiento: velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicación. 

 

 Determinar el porcentaje de degradación de hidrocarburos por S. 

maltophilia en muestras de suelo nativo y suelo modelo, con diferentes 

tratamientos. 

 

 Evaluar la efectividad de cada tratamiento para el establecimiento del 

proceso de biorremediación. 
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4 HIPÓTESIS 

 

El establecimiento de las condiciones óptimas de crecimiento de S. maltophilia 

permitirá producir intensivamente la cepa para su aplicación en campo. 

 

El mejor tratamiento de remoción de hidrocarburos será el de biorreactor en 

tanque agitado a cielo abierto ya que este sistema proporcionará un mejor 

mezclado de componentes. 

 

Se obtendrán mejores resultados de remoción en las muestras de suelo modelo 

debido a la menor complejidad estructural del suelo. 
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5 MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Material biológico 

 

La cepa de S. maltophilia fue aislada de un suelo contaminado con hidrocarburos, 

procedente de las tarquinas-PEMEX de Tuxpan, Veracruz. La bacteria fue 

identificada taxonómicamente mediante la secuenciación de los espaciadores 

internos transcritos y/o dominios D1/D2 del gen ITS y 16S del ADNr realizada en el 

centro de Biotecnología Genómica del IPN, Reynosa, Tamaulipas. La cepa se 

mantiene en refrigeración en medio agar/peptona/glucosa, en el Centro de 

Investigación de Alimentos y Ambiental del Instituto Tecnológico Superior de 

Álamo Temapache. 

5.2 Diseño experimental 

5.2.1 Condiciones óptimas de crecimiento 

 

Para la determinación de las condiciones óptimas de crecimiento se montaron 

once tratamientos secuenciales por triplicado (Figura 1). Los tratamientos partieron 

de la evaluación del crecimiento de S. maltophilia a cuatro diferentes temperaturas 

(T1 a T4). En cada tratamiento se evaluó el aumento de biomasa y se eligió el que 

proporcionara mayor concentración de la cepa. Posteriormente, se evaluó el 
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crecimiento a diferentes velocidades de agitación y se eligió aquella que 

proporcionara mayor concentración de biomasa (A1 a A3). A continuación se 

evaluó el crecimiento de la cepa combinando la temperatura y velocidad de 

agitación seleccionadas con dos valores de pH (pH1 y pH2) y se eligió el valor en 

que se obtuvo mayor cantidad de biomasa. Finalmente, los valores de 

temperatura, velocidad de agitación y pH elegidos se combinaron con dos valores 

de aireación (Ar1 y Ar2) y se eligió la combinación en la que existió mayor cantidad 

de biomasa.  

 

Figura 1. Diseño experimental para la determinación de las condiciones 

óptimas de crecimiento de S. maltophilia. 
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5.2.2 Evaluación de la efectividad de la capacidad 

biorremediadora de S. maltophilia 

 

Para la evaluación de la efectividad de biorremeciación de S. maltophilia se 

evaluaron dos grupos de muestras. El primer grupo de muestras, provenientes de 

un suelo nativo, fueron sometidas a tratamientos en frascos de vidrio y en 

biorreactor de tanque agitado a cielo abierto (BTACA). El segundo grupo, 

compuesto por muestras de un suelo modelo, se sometieron a tratamientos en 

frascos de vidrio, en BTACA y en pileta. Cada tratamiento se evaluó por triplicado 

(Fig. 2). 

 

Figura 2. Diseño experimental para la evaluación de la capacidad 
biorremediadora de S. maltophilia. 
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Los tratamientos para el crecimiento celular, la determinación de parámetros de 

crecimiento, evaluación de la influencia de los hidrocarburos en los parámetros de 

crecimiento y la efectividad de la capacidad biorremediadora de S. maltophilia se 

realizaron en el Centro de Investigación de Alimentos y Ambiental del Instituto 

Tecnológico Superior de Álamo Temapache. Los análisis cromatográficos de los 

tratamientos de evaluación de la capacidad biorremediadora se realizaron en el 

laboratorio del Instituto Tecnológico de Toluca. 

 

5.3 Determinación de las condiciones óptimas de crecimiento 

de S. maltophilia 

 

Para reactivar el crecimiento del microorganismo la bacteria se inoculó en 300 ml 

de medio de agar y glucosa. Previa esterilización, los tres matraces inoculados se 

incubaron con agitación magnética a 30° C durante 48 h, con una agitación de 60 

rpm (Chaires et al., 2012). 

 

Con el objetivo de determinar las condiciones óptimas de crecimiento se llevaron a 

cabo fermentaciones en un biorreactor con capacidad de 10 L, trabajando a 

volumen de 7 L. El fermentador trabajó con  medio esterilizado a 121° C, con una 

aireación de 1 - 2 vvm,  temperatura de 24 a 36° C, pH 4 - 5 y velocidad de 
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agitación de entre 70 - 280 rpm. El biorreactor se inoculó con una biomasa de  

0.08g/L obtenida de la fermentación en los matraces. 

 

5.4 Métodos de análisis 

 

Se recolectaron muestras de la fermentación realizada en los matraces durante 48 

h a intervalos de 2 h para su análisis. Los azúcares se determinaron por el método 

del Ácido Dinitro Salicílico (DNS) (Miller, 1959). Se determinó la desviación óptica, 

usando un espectrofotómetro UV/VIS (Cecil CE 100-series, Aquarius Inc., London, 

UK). Las variables cinéticas se estudiaron de acuerdo al procedimiento de Pirt 

(1975). Se evaluó la velocidad específica de crecimiento µ (h-1), el coeficiente de 

rendimiento celular (Yx/s), el coeficiente de rendimiento del sustrato (Ys/x), el 

tiempo de duplicación (Td), la constante de utilización de sustrato (qs) y la 

velocidad específica de formación de células (qx). 

 

5.5 Evaluación del efecto de hidrocarburos en parámetros de 

crecimiento de S. maltophilia 

 

El  inóculo se preparó en matraces Erlenmeyer  de 125 ml utilizando 25 ml de  

medio con glucosa-peptona y pH 6.5 y se evaluó la influencia de los hidrocarburos 
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en el crecimiento de la bacteria en tres tratamientos diferentes: el primer 

tratamiento contenía diésel como fuente de carbono, el segundo contenía diésel y 

glucosa como fuentes de carbono. El tercer tratamiento contenía peptona y 

glucosa como fuente de carbono y, después de 20 h de crecimiento, se adicionó 

diésel. 

Posteriormente se evaluaron nuevamente los parámetros de crecimiento 

velocidad específica de crecimiento µ (h-1) y tiempo de duplicación (Td)  

 

5.6 Degradación de hidrocarburos en suelo nativo 

5.6.1 Tratamiento en frascos 

 

Se inocularon 50 ml de la cepa de Stenotrophomonas maltophilia en 100g de 

suelo nativo contaminado con hidrocarburos en botellas de vidrio de 500 ml 

cerradas y se incubó a  28°C  y 140 rpm durante 90 días, las botellas se 

reinocularon a los 45 días de tratamiento. 

5.6.2 Tratamiento en BTACA 

 

Se llevaron a cabo tres ensayos trabajando con muestras de 200 g de suelo nativo 

contaminado con hidrocarburos y 100 ml de la cepa de Stenotrophomonas 
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maltophilia en BTACA; la muestra se mantuvo en agitación constante a 170 rpm a 

temperatura ambiente, se reinoculó a los 45 días de tratamiento y a los  90 días de 

tratamiento se evaluó la capacidad de S. maltophilia para degradar hidrocarburos, 

mediante análisis cromatográfico. 

5.7 Degradación de hidrocarburos en un suelo modelo  

5.7.1 Tratamiento en frascos  

 

Se inocularon 50 ml de la cepa de Stenotrophomonas maltophilia  en 100g de 

suelo nativo contaminado con hidrocarburos en botellas de vidrio de 500 ml 

cerradas y se incubó a  28°C  y 140rpm durante 90 días, las botellas se 

reinocularon a los 45 días de tratamiento. 

5.7.2 Tratamiento en BTACA 

 

Se llevaron a cabo tres ensayos trabajando con muestras de 200 g de suelo 

modelo contaminado con hidrocarburos y 100 ml de la cepa de Stenotrophomonas 

maltophilia, la muestra se mantuvo en agitación constante a 170 rpm a 

temperatura ambiente, se reinoculó a los 45 días de tratamiento y a los  90 días de 

tratamiento se evaluó la capacidad de S. maltophilia para degradar hidrocarburos, 

mediante análisis cromatográfico. 
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5.7.3 Prueba piloto en campo 

 

Se realizó una prueba piloto en campo, mediante la inoculación de 1.198x10-3g 

de la cepa de Stenotrophomonas maltophilia por cada 100g de suelo modelo 

contaminado con un hidrocarburo prueba (diésel). El suelo inoculado se depositó 

una pileta de 205 cm3 de capacidad y se reiniculó con la cepa cada 20 días. 

5.8 Análisis cromatográfico 

 

La degradación de combustóleo se determinó a los 90 días, mediante extracción y 

cuantificación de hidrocarburos de dos muestras compuestas de suelo de cada 

tratamiento. La extracción se realizó con diclorometano mediante agitación 

mecánica (Schwab et al., 1999) usando el método modificado EPA 8270B SW-846 

(USEPA, 1986; Louchouarn et al., 2000). Los extractos se concentraron por 

evaporación del solvente, recolectando una alícuota final de 1 ml para su análisis 

cualitativo con GC-MS en un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard GCD PLUS 

G1800-B y una columna capilar HP-5 (5%-fenil)-metilpolisiloxano (30 m; 0.25 mm 

i.d.; 0.25 μm espesor de película). Cada componente se identificó con base en su 

tiempo de retención y por la búsqueda y comparación de su espectro de masas 

(70 eV) en la biblioteca del HP-Chemstation-NIST MS, versión A.00.00-1995.  
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5.9 Análisis estadísticos 

 

Se verificaron las medias y la desviación estándar de los parámetros de 

crecimiento y de las tres repeticiones realizadas a los ensayos de capacidad 

degradadora de hidrocarburos de S. maltophilia.  Adicionalmente se verificó la 

existencia de interacciones entre los tratamientos y las fracciones de 

hidrocarburos, mediante un modelo lineal general (GML), siendo la variable de 

respuesta el porcentaje de degradación de hidrocarburos, y las variables 

independientes los tratamientos. Los datos se analizaron con el test ANOVA y 

comparación de medias por Tukey usando el software MINITAB (Minitab 16.1.0) 
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6 RESULTADOS 

6.1 Condiciones óptimas de crecimiento 

 

Al realizar el análisis estadístico ANOVA del factor temperatura se encontraron 

diferencias significativas entre tratamientos (F = 5.85, P = 0.002), La mayor 

biomasa se obtuvo en el tratamiento a 24° C. (Figura 3a). A continuación al 

analizar la combinación de dicha temperatura con el factor agitación el estadístico 

indicó la existencia de diferencias significativas entre tratamientos (F = 9.10, P = 

0.001), se obtuvo mayor densidad de células con una agitación de  70 rpm (Figura 

3b).  

 

 Los resultados del ANOVA para el factor pH (Figura 3c) no muestra diferencias 

significativas (F=0.09, P = 0.771) por lo que se eligió el tratamiento que 

proporcionó mayor cantidad de biomasa (pH = 5). Por último, para el factor 

aireación, el resultado de la prueba de Tukey tampoco indicó diferencias 

significativas  entre los tratamientos con dos diferentes valores de aireación (p = 

0.564), como se observa en la figura 3 d),  por lo que se eligió el tratamiento en el 

que se obtuvo mayor biomasa (24° C, 70 rpm, pH 5 y 2 vvm).  Así mismo, en tales 

condiciones, el tiempo de duplicación (Td) fue menor y la velocidad específica de 

crecimiento (µ) mayor (Cuadro 1). 
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Adicionalmente se estimaron valores de algunos parámetros cinéticos partiendo 

de que en 24 h las células consumen 32.28 g/l de azúcar. Conociendo éste dato y 

la biomasa producida (53.6 g/l) se calculó el rendimiento celular Yx/s (1.66 g cel.g 

substrato-1), el rendimiento del sustrato Ys/x  (0.602 g substrato.g cel-1), así como la 

constante de utilización de sustrato  qs (32.38 g.g cel-1.h-2) y la velocidad 

específica de formación de células qx (88.97 g cel.l-1.h-2)  

 

 



  

 
 

 

Figura 3. Crecimiento de S. maltophilia a diferentes condiciones. a) Temperatura b) Velocidad de agitación (a 

24°C)  c) pH (a 24°C y 70 rpm) d) Aireación (a 24°C, 70 rpm y pH 5). Medias con letras diferentes son 

estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). 
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Cuadro  1. Velocidad específica de crecimiento y tiempo de duplicación de S. 
maltophilia. 

Condiciones T °C 
Velocidad de 

crecimiento µ (h
-1

) 

Tiempo de 
duplicación Td (h) 

 
24 0.143 ± 0.008   a 4.86 ± 0.297 b 

 
28 0.1312 ± 0.058  a 6.95 ± 3.932 b 

 
32 0.1494 ± 0.00  a 4.63 ± 0.000 b 

 
36 0.1076 ± 0.028 b 6.84 ± 1.539 b 

Velocidad de Agitación (rpm) 

24° C 

70 0.1409 ± 0.000 b 4.91 ± 0.000 a 

140 0.0472 ± 0.013 a 16.06 ± 5.227 b 

210 0.1018 ± 0.026 b 7.23 ± 1.685 b 

pH 

24° C; 70 rpm 
4 0.1388 ±0.000 a 4.99 ± 0.000 b 

5 0.1493 ± 0.000 a 4.64 ± 0.000 b 

Aireación (vvm) 

24° C; 70 rpm; pH 
5 

1 0.162 ± 0.000 a 4.27 ± 0.000 b 

2 0.1728 ± 0.003 a 4.01 ± 0.063 b 

Medias con letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).
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6.2 Efecto de hidrocarburos en los parámetros de crecimiento 

de S. maltophilia 

 

En el cuadro 2 se evidencia el efecto de la adición de hidrocarburos del diésel 

sobre los parámetros de crecimiento (µ y Td) de S. maltophilia. Se puede observar 

el efecto negativo de los hidrocarburos sobre la velocidad específica de 

crecimiento y el tiempo de duplicación, cuando el diésel fue adicionado desde el 

inicio del cultivo. Sin embargo, se demostró que S. maltophilia puede sobrevivir en 

un medio teniendo como única fuente de carbono a los hidrocarburos. Por otro 

lado, también se evidenció que S. maltophilia incrementó la producción de 

biomasa cuando se adicionó diésel a las 20 h de cultivo. 

 

Cuadro 2. Influencia de los hidrocarburos en los parámetros de crecimiento 
de S. maltophilia 

 

Parámetro cinético µ (h-1) Td (h) 

Diésel/Peptona 0.09 7.7 

Diésel al 
inicio/glucosa/peptona 0.13 5.33 

Diésel a 20 h de crecimiento 0.17 4.07 
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6.3 Evaluación de la efectividad de remediación en suelo nativo 

 

La efectividad de remediación de S. maltophilia del suelo nativo presentó 

variaciones estadísticamente significativas (F0.05,1,28 = 34.03, P < 0.05) entre el 

tratamiento en frascos y en biorreactor de tanque agitado a cielo abierto (BTACA). 

Se observa mayor remoción con el tratamiento en BTACA, ya que en todas las 

fracciones supera el 50%, mientras que el tratamiento en frascos alcanza un 

máximo de 67% y no muestra actividad de remoción en la fracción de los 

hexadecanos (Figura 4). Por otro lado, el análisis de interacción entre tratamientos 

y fracciones (F0.05,4,24 = 3.79, P = 0.019) indica la existencia de diferencias 

significativas entre los tres tratamientos, así mismo confirma que en todas las 

fracciones en el tratamiento en  BTACA se obtienen mayores resultados de 

remoción (Figura 5). En cuanto a las fracciones, los valores del estadístico 

muestran variaciones estadísticamente significativas entre sí (F0.05,4,24 = 10.72, P < 

0.05) . 
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Figura 4. Capacidad de remoción de S. maltophilia con dos diferentes 

tratamientos en muestras de suelo nativo. Medias con letras diferentes son 

estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). 

 

Figura 5. Interacciones entre tratamientos y fracciones en el proceso de 

biorremediación del suelo nativo usando S. maltophilia. 
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6.4 Evaluación de la efectividad de remediación en suelo 

modelo 

En la figura 6 se muestran los valores de remoción de hidrocarburos por S. 

maltophilia alcanzados en los tratamientos en frascos, BTACA y pileta, se observa 

que el mejor tratamiento fue el de BTACA ya que alcanzó valores de hasta 95.2%, 

seguido del tratamiento en frascos con 92.4%. En el tratamiento en pileta el valor 

máximo fue del 76.8% para la fracción de los tetradecanos, también se encontró 

efecto en las fracciones de dodecanos y hexacosanos, fracciones en las que los 

otros tratamientos no tuvieron actividad.  

Al realizar el análisis estadístico (ANOVA) se determinó que existen diferencias 

significativas (F0.05,2,78 = 6.26, P = 0.003) entre tratamientos. Con base en la 

prueba de Tukey se determinó que los tratamientos en frascos y en pileta 

presentan un porcentaje de remoción estadísticamente diferentes (P < 0.05) El 

análisis de interacciones muestra diferencias significativas (F0.05,2,54 = 10.65, P < 

0.05)   en la actividad de los tratamientos sobre cada fracción. (Figura 7).  En 

cuanto a las fracciones, el análisis muestra diferencias significativas entre sí 

F0.05,2,54 = 9.78, P = 0.000). En conjunto, el tratamiento en frascos obtuvo mayores 

resultados de remoción seguido del tratamiento en BTACA y por último el 

tratamiento en pileta. 
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Figura 6. Capacidad biorremediadora de S. maltophilia en tres tratamientos 

diferentes para muestras de suelo modelo. Medias con letras diferentes son 

estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). 
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Figura 7. Interacciones entre tratamientos y fracciones en el proceso de 

biorremediación del suelo modelo usando S. maltophilia. 
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7 DISCUSIÓN 

Stenotrophomonas maltophilia es una especie identificada con la capacidad de 

degradar hidrocarburos (Lee et al., 2002; Juhasz et al., 2000),  por lo cual, en el 

presente estudio se establecieron sus condiciones óptimas de crecimiento en 

laboratorio y se obtuvo una eficiencia en la producción de biomasa más alta que 

la reportada en estudios similares (Vazquez et al., 2005; Oves et al., 2013; 

Tebyanian et al., 2013). Así mismo, se realizaron pruebas de remoción de 

hidrocarburos por S. maltophilia en muestras de dos tipos de suelo con tres 

diferentes tratamientos. 

7.1 Determinación de las condiciones óptimas de crecimiento 

de S. maltophilia 

Un factor de éxito en la técnica de biorremediación por bioaumentación es obtener 

la mayor densidad de biomasa microbiana posible (Bhalerao, 2012). En el 

presente trabajo se establecieron las condiciones óptimas de crecimiento de  S. 

maltophilia a nivel laboratorio. Se produjo mayor cantidad de biomasa a  24° C, 70 

rpm, pH 5 y 2 vvm, en comparación con la reportada  por Vazquez et al. (2005), 

que obtuvo una biomasa de 2.4 gl-1, al inocular la cepa de S. maltophilia en caldo 

nutritivo suplementado con CaCl2.2H2O a 24° C y 240 rpm, o la reportada por 

Oves et al. (2013) y Tebyanian et al. (2013), quienes obtuvieron valores que van 

de 4 a 6 gl-1 al combinar diferentes valores de pH (2 – 12), temperatura (30 – 37° 

C) y agitación (120 - 180 rpm). Ésta mejora en el volumen de producción de 
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biomasa de la bacteria en el presente trabajo, puede atribuirse al control de la 

aireación en biorreactor de tanque agitado, que no se realizó en los trabajos 

anteriormente citados. 

 

En cuanto a las variables cinéticas, a las condiciones de crecimiento establecidas 

en éste estudio, se obtuvo una velocidad específica de crecimiento (µ)  de 0.17 h-1, 

similar a la reportada en estudios de crecimiento de consorcios microbianos a 26° 

C y 50 rpm (Moliterni et al., 2012), pero menor que la reportada por Vazquez et al. 

(2005), que obtuvo una µ con  valor de 0.78 h-1. En el presente estudio S. 

maltophilia tiende a aumentar su velocidad específica de crecimiento (µ) y 

disminuir tiempo de duplicación (Td), y viceversa, cuando aumenta su tiempo de 

duplicación (Td),  disminuye su velocidad específica de crecimiento (µ)  (ver 

cuadro 1), lo cual se debe a la relación inversa entre los parámetros citados . 

 

Por otro lado, en éste trabajo se obtuvo un tiempo de duplicación (Td) dentro del 

intervalo (3 – 19 h) reportado por otros autores para microorganismos 

degradadores de hidrocarburos (Rivera et al., 2002; Willison, 2004; Marcon et al. 

2007). En cuanto a los cocientes metabólicos se obtuvieron resultados que 

superan en un 70 %  los reportados en estudios de cinética de crecimiento en 

consorcios microbianos degradadores de hidrocarburos (Khoury et al., 1992; Binks 

et al., 1995; Chen et al., 2011; Bhattacharya et al., 2015). Por lo tanto, se deduce 

que las condiciones de crecimiento establecidas en el presente estudio son las 

óptimas.  
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7.2 Influencia de hidrocarburos sobre los parámetros de 

crecimiento. 

 

El aumento en la biomasa está fuertemente influido por la presencia inicial de 

hidrocarburos, ya que el volumen de biomasa de S. maltophilia disminuyó 

drásticamente si se inoculaba para iniciar el crecimiento en el medio con diésel. 

Así mismo, se observó un efecto negativo sobre la µ y aumento desfavorable del 

Td,  mientras que si se inoculaba una población más madura al medio con diésel, 

la concentración de biomasa aumentaba significativamente y por consiguiente los 

parámetros cinéticos tomaron valores favorables, lo cual puede atribuirse a la 

sensibilidad de S. maltophilia a los hidrocarburos en su etapa inicial de 

crecimiento (Juhasz et. al. 2002, Willison, 2004; Marcon et al. 2007), sin embargo, 

éstos datos coinciden con el comportamiento reportado es estudios de 

degradación de n-alcanos presentes en diésel con cepas de otras especies 

(Mohanty  y Mukherji, 2008; Moliterni et al. 2012).  

7.3 Efectividad de la biorremediación con S. maltophilia 

mediante la aplicación en un suelo nativo y un suelo modelo 

 

Se ha reportado la capacidad de S. maltophilia de degradar compuestos 

xenobióticos e  hidrocarburos aromáticos policíclicos de alto peso molecular 

(Juhasz et al., 2000; Lee et al., 2002). En éste trabajo S. maltophilia mostró altos 
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valores de degradación de hidrocarburos lineales (figuras 2 y 3), similares a los 

obtenidos en estudios de degradación de hidrocarburos con microorganismos 

(Singh et al., 2015; Berry y Brigmon, 2006; Juhasz y Naidu, 2000; Rich et al., 

2003). Así mismo, los porcentajes de remoción alcanzados en éste estudio se 

encuentran dentro del intervalo  (20 a 95 %)  reportado en estudios de remoción 

de hidrocarburos por métodos químicos (Oprea et al., 2009; Mora et al., 2013).  

 

Los resultados de remoción de hidrocarburos por S. maltophilia muestran variación 

en la degradación de las fracciones de hidrocarburos, en general presenta 

tendencia a degradar las fracciones de eicosano, nona y tetradecanos,  lo cual 

puede ser atribuido a las diferencias en la facilidad de degradabilidad de cada 

compuesto individual (Pond et al., 2002; Zytner et al., 2006). Por ejemplo, autores 

como Mohanty et al. (2008) reportan que los n-alcanos más cortos son más fáciles 

de degradar, mientras que Hasanuzzaman et al. (2007) indican  que las fracciones 

más cortas resultan tóxicas para los microorganismos, por lo que se puede inferir 

que el éxito en la degradación de hidrocarburos depende de la capacidad del 

microorganismo para metabolizar cada fracción. 

 

S. maltophilia mostró porcentajes más altos de degradación  de hidrocarburos, 

tanto en muestras de suelo nativo como de suelo modelo, en el tratamiento en 

BTACA, probablemente debido a que en éste tratamiento se promueve el 

intercambio de oxígeno y la homogenización del medio en el que se encuentra el 

microorganismo, así mismo se promueve la solubilidad de las fracciones de 
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hidrocarburos (Bhattacharya et al., 2015; AbuBakr et al., 2016). Sanscartier et al. 

(2011) reporta porcentajes de remoción que van del 48 al 83% usando un  

biorreactor con control de temperatura y velocidad de aireación, aunque en el 

reactor usando en el presente estudio sólo se controló la agitación se obtuvieron 

porcentajes de remoción superiores (96.22%). 

 

El tratamiento en frascos limitó la disponibilidad de oxígeno para S. maltophilia, lo 

cual afectó el metabolismo de la bacteria, ya que es un aerobio, no fermentativo 

(Gurjeet et al., 2014) y provocó una reducción en la efectividad de remoción de 

hidrocarburos en ambos tipos de suelo (Figuras 4 y 6), sin embargo, aunque se 

obtuvieron porcentajes más bajos, tuvo actividad en más fracciones que los otros 

tratamientos. 

 

En el caso del tratamiento para el suelo modelo en la pileta S. malthopihilia 

presentó bajos porcentajes de remoción de hidrocarburos (0 - 76.68%). La causa 

principal de la reducción en la efectividad, es que a diferencia del reactor, en la 

pileta no existe homogenización del medio, lo cual reduce la actividad de la 

bacteria confinándola a la parte superficial del suelo contaminado, esto se 

combina con la exposición a las variaciones de temperatura ya que de acuerdo 

con estudios sobre degradación de hidrocarburos por  S. maltophilia,  la cepa 

reduce su actividad a temperaturas superiores a 35° C (Gurjeet et al. 2014; Del 

Carmen Rivera et al., 2002).  
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Otro factor que influyó en los bajos porcentajes de remoción en el tratamiento en 

la pileta fue el número de reinoculaciones, Lebkowska et al. (2011) en su estudio 

de remoción de hidrocarburos por bioaumentación obtuvo porcentajes del 95% 

reinoculando microorganismos cada tres días lo cual aumentó la eficiencia de la 

biorremediación, a diferencia del presente trabajo en el que se reinoculó cada 20 

días. 
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8 CONCLUSIONES 

 

Las condiciones  de crecimiento para S. maltophilia establecidas en el presente 

trabajo permiten obtener una densidad de biomasa nueve veces mayor que la 

reportada en otras investigaciones, aunque su  velocidad de crecimiento (µ) es 

baja, por lo tanto, es factible su aplicación en la técnica de biorremediación por 

bioaumentación.  

 

Para una mayor efectividad en el proceso de biorremediación utilizando S. 

maltophilia, es necesario que el inóculo sea maduro ya que la presencia de 

hidrocarburos al comienzo del crecimiento de la bacteria tiene un efecto negativo 

en el aumento de biomasa y, por lo tanto, en sus valores de µ y Td. 

 

S. maltophilia es un microorganismo que logra altos porcentajes de remoción de 

hidrocarburos, y dada su naturaleza biótica, es una mejor alternativa a los 

tratamientos químicos.  

 

Dado que los porcentajes más altos de remoción de hidrocarburos se obtuvo en el 

tratamiento en BTACA, para optimizar  el proceso de remoción con S. maltophilia 

es necesario implementar un sistema de homogenización del medio que permita el 

intercambio de oxígeno, la disponibilidad  del contaminante  para la bacteria así 
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como la atenuación del efecto de la temperatura sobre el área a tratar. Del mismo 

modo, se debe establecer un sistema de reinoculación constante de S. maltophilia. 

9 APLICACIÓN PRÁCTICA 

 

El presente trabajo amplía el conocimiento de especies hidrocarbonoclastas, 

específicamente Stenotrophomonas maltophilia, y contribuye el establecimiento de 

estrategias de remediación de suelos contaminados con hidrocarburos.  

 

Las condiciones de crecimiento de Stenotrophomonas maltophilia establecidas en 

éste estudio permiten su producción intensiva para su aplicación en la técnica de 

biorremediación por bioaumentación. Sin embargo, se recomienda realizar un 

estudio de crecimiento en medios enriquecidos con diferentes nutrientes para 

potencializar aún más  el aumento de biomasa a una mayor velocidad específica 

de crecimiento. 

 

La información obtenida sobre el comportamiento cinético de la bacteria en 

presencia de hidrocarburos permite establecer estrategias de remediación de 

suelos en campo, ya que se demostró que S. maltophilia produce mejores 

resultados de degradación si se inoculan cepas de edad adulta. 
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El análisis de interacciones realizado contribuye al conocimiento del 

comportamiento de S. maltiphilia en la degradación de hidrocarburos lineales, ya 

que presenta tendencia a degradar tetracosanos y nonadecanos tanto en 

tratamiento en BTACA como en frascos. 

 

En este trabajo se demostró la capacidad biorremediadora de Stenotrophomonas 

maltophilia, por lo tanto, es factible su uso en la técnica de bioaumentación en 

zonas afectadas por derrames petroleros. Dado que el tratamiento de 

biorremediacion en que se obtuvieron porcentajes más altos fue el de BTACA y la 

remediación in situ se da en áreas extensas a cielo abierto, se recomienda 

implementar un sistema de labranza que promueva la homogenización del suelo 

afectado por el derrame y un sistema de inoculación por aspersión que distribuya 

la carga microbiana de forma continua. 
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ANEXO A  

 

Fuente: Kuehl, R. O. R. O. 2001.Diseño de Experimentos: Principios estadísticos 

para el diseño y análisis de investigaciones. Thomson Learning. 666 pp. 


