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ABSTRACT

Klebsiella oxytoca has been reported to cause some urinary infections, however, it has been
reported to be a large industrial ethanol producer [1]. Bioremediation is not a new alternative for
the degradation of hydrocarbons, since in other studies it has been investigated in depth as, for
example, in the treatment of industrial effluents and biogas production [2]. Reviewing the
previous studies, we have proposed an alternative bioremediation with this microorganism for its
characteristics of origin (northern Veracruz); being able to reduce costs, time, energy, in a faster
and safer way without causing harm to any living being or ecosystem [3].The samples were taken
from sludge at a depth no greater than 20cm from a zone contaminated by fats in the city of
Tihuatlan in the state of Veracruz, which were deposited in jars and kept in refrigeration until
they were processed. Two culture media containing: 8g/1 of beef extract, 8g/l of NaCl, 120g/1 of
bacteriological gelatin, 5g/l of sucrose were used. In the degradability test different
concentrations of crude oil were used. Positive quantitative results have been obtained in the rate
of degradation of crude oil by means of this microorganism, resulting in the degradation of 80%
of crude oil in a week, with a percentage of 5% of crude in the Petri box. Therefore, this
represents a viable and innovative option to reduce contamination by crude oil in the north of the
state of Veracruz, any area that its biotic and abiotic factors allow. For the identification of the
microorganism, molecular tests were carried out and then purified by electrophoresis.
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RESUMEN

La Klebsiella oxytoca ha sido reportada como causante de algunas infecciones urinarias, sin
embargo, se ha reportado que es una gran productora de etanol a nivel industrial [1]. La
biorremediacion no es una nueva alternativa para la degradaciéon de hidrocarburos, ya que en
otros estudios ha sido investigada a profundidad, por ejemplo, en el tratamiento de efluentes
industriales y produccion a biogas [2]. Revisando los estudios anteriores, hemos propuesto una
alternativa de biorremediacion con este microorganismo por sus caracteristicas de origen (zona
norte de Veracruz); siendo capaz de disminuir costos, tiempo, energia, de una manera mas rapida
y segura sin causarle dafio a ningln ser vivo o ecosistema [3]. Las muestras fueron tomadas de
lodos, a una profundidad no mayor a los 20 cm de una zona contaminada por grasas en la ciudad
de Tihuatlan en el estado de Veracruz, las cuales se depositaron en frascos y fueron conservadas
en refrigeracion hasta que se procesaron. Se usaron dos medios de cultivo que contenian: 8g/1 de
extracto de carne de res, 8g/1 de NaCl, 120g/l de gelatina bacterioldgica, 5g/1 de sacarosa. En la
prueba de degradabilidad se usaron concentraciones diferentes de petrdleo crudo. Se han obtenido
resultados cuantitavos positivos en la tasa de degradacion de petréleo crudo por medio de este
microorganismo dando como resultado la degradacion del 80% de crudo de petrdéleo en una
semana teniendo un porcentaje de 5% de crudo en la caja Petri. Por lo tanto, esto representa una
opcidn viable e innovadora para disminuir la contaminacioén por petroleo crudo en el norte del
estado de Veracruz, o en cualquier zona que sus factores bidticos y abidticos lo permitan. Para la
identificacion del microorganismo se realizaron pruebas moleculares purificandose después por
electroforesis.
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INTRODUCCION

En el norte del estado de Veracruz

existen sitios con diferentes niveles de

contaminacion ~ por  hidrocarburos. La
exposicion a hidrocarburos ocasiona un
deterioro en el medio ambiente y salud
efectos

humana por sus toxicos y

cancerigenos. Al ser derramados estos
contaminantes la mayoria de sus componentes
alifaticos se pierden por volatizacion, mientras
que otros persisten en la superficie
ocasionando dafios en los ecosistemas y
especies que lo habitan [3]. Por ello, se debe
buscar soluciones apropiadas para las
condiciones climatologicas de esta zona del
estado de Veracruz. Petrdleos Mexicanos
(PEMEX) y el Instituto Mexicano del Petréleo
(IMP), han realizado busquedas de soluciones
efectivas en costo y beneficio para recuperar
sitios contaminados especialmente en los
estados de Veracruz, Tabasco, Chiapas y

Campeche [4].

La biorremediaciéon es una de las
técnicas que ha sido propuesta para la
descontaminacion de desechos de

hidrocarburos 'y remediacion de zonas
contaminadas, esto es debido a que esta
resultando la opcién mas prometedora y de
muy bajo costo para darle fin a este tipo de

estragos en los ecosistemas [3]. La
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biorremediacion es un proceso de descontaminacion
en el que intervienen reacciones bioquimicas por
microorganismos inoculados en Zonas
contaminadas, convirtiendo sustancias toxicas en
menos toxicas o no daninas [3]. La seleccion de una
tecnologia biorremediadora estd limitada por
multiples factores, como, por ejemplo, el tipo de
microorganismo presentes en el medio, las
condiciones del sitio contaminado (temperatura,
oxigeno, energia, humedad, etc.), la concentracion y
la toxicidad de los contaminantes presentes [5].
Algunos microorganismos como las bacterias,
tienen la capacidad de utilizar hidrocarburos como
su fuente de carbono y son las mejores opciones
para degradar una posible contaminacion en el sitio
donde habitan. La biodegradacion natural por parte
de bacterias nativas puede ser estimulada por el
agregado de fertilizantes y oxigeno [6]. Por estas
razones, en este proyecto se hizo una busqueda de
uno o varios microorganismos de la zona norte de
Veracruz para su aplicacion en la degradacion de

contaminantes de petrdleo.

METABOLISMO DE K. OXYTOCA EN
GLICEROL

Las bacterias del género Klebsiella estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza, tanto en
el suelo y agua, aunque son también parte de la
regularidad de la flora del tracto intestinal de los

seres humanos, la fermentacion de glicerol por
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Klebsiella oxytoca implica dos vias: paralelo
y acoplado (es decir, oxidativo y reductora)

como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Caminos para el metabolismo de
glicerol en género Klebsiella.

A través de la via oxidativa, el glicerol
es deshidrogenado a dihidroxiacetona (DHA)
y luego a dihidroxi-acentonfoafato, siendo los
acidos succinico y lactico acético, asi como
2,3-butanodiol, etanol, didoxido de carbono y
el hidrogeno los productos finales. A través de
una via reductora, una enzima glicerol-
deshidratasa quita una molécula de H20 del
glicerol para obtener 3-hidroxi-propaldehido
(3-HPA). Este  producto se reduce
adicionalmente a 1,3-PD, que no se puede

metabolizar y se libera posteriormente al
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medio [7]. Todos los subproductos mencionados
son a ambas vias sin inhibidores potenciales de la
produccion de 1,3-PD. A pesar de que la K. oxytoka

es un excelente productor de 1,3-PD [8].
METODOLOGIA

Se inici6 a partir de una muestra contaminada
con petroleo crudo, y se realiz6 el aislamiento para
probar la capacidad biorremediadora de las cepas
nativas. Este método demuestra que la Klebsiella
oxytoca crece a concentraciones altas de petroleo
con otras Dbacterias

crudo, en comparacion

reportadas como biodegradadoras. Lo que la
convierte en un potente microorganismo para el
tratamiento de limpieza de contaminacién por
petroleo. Se prepararon tres medios de cultivos para
la inoculacion de las muestras: para el
procesamiento de muestras se tomd una pequeia
cantidad de cada una y se agreg6 agua destilada, se
pusieron en agitacion de 50 rpm a temperatura
ambiente durante un periodo de 10 min, se
prepararon las muestras para su posterior
inoculacioén y se incubaron a 22 °C durante cuatro

dias.
RESULTADOS Y DISCUSION

Para los andlisis de biorremediacion presentes
en este proyecto, se realizaron medios de cultivos
con agar nutritivo, a los cuales se les agregaron
porcentajes del 5%, 10% y 15% de petroleo crudo,

mientras que los inoculos utilizados durante esta
12
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experimentacion ~ fueron  obtenidos  de
diferentes lugares tales como el "RANCHO
EL FARO" localizado en una localidad del
municipio de Tihuatldn, y en los municipios

de Coatzintla y Poza Rica de Hidalgo.

Los resultados obtenidos en la prueba de
degradabilidad mostraron que, solo en los

medios de cultivo en los cuales se usaron

inoculos provenientes de la muestra tomada

" " , Figura 2. Las actividades degradativas de la bacteria
en el "RANCHO EL FARO" se producian producen la disminucion del crudo cambiando la
actividades bioquimicas degradativas, aun  coloracion del medio.

- v ik

teniendo diferentes porcentajes de . ARX ’, &
hidrocarburos, como se muestra en la Tabla 1. ’ ' > - ’
. " . “
-
Tabla 1. Degradacion del hidrocarburo a o ' e .
diferentes porcentajes. 4 - - e
Medio de % de Degradacion del S ” ‘ -~ \. 0!
cultivo hidrocarburo hidrocarburo(%) . '. ’
Agar nutritivo 5 100 4 ' .
Agar nutritivo 10 100 - = -
Agar nutritivo 15 100 Figura 3. Klebsiella Oxytoca en el microscopio optico a
100x.
Se logro saber que la bacteria degradaba Una vez que se ha demostrado que esta

el hidrocarburo debido a que en el medio de pacteria degrada el hidrocarburo se realizé la
cultivo existia un cambio de coloraciéon de  caracterizacion de este microorganismo (Figura 3).
oscuro a blanco, esto era la principal  Egta caracterizacion fue realizada en el Instituto de
caracteristica para saber si se habia realizado biotecnologia de la UNAM. Los resultados de la
un proceso biodegradativo que se muestra en identificacion ~ fueron  positivos  tratandose,
la Figura 2. efectivamente, de la Klebsiella oxytoca. La K.

oxytoca es una bacteria redonda Gram negativa 'y ha
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demostrado promisora produccion industrial

de combustible etanol.
CONCLUSIONES

El uso de la biorremediacion con
microorganismos nativos es una alternativa
para  reducir la  contaminaciéon  por
hidrocarburos y recuperar las zonas dafiadas.
La Klebsiella oxytoca representa una opcion
mas de microorganismo para Su uso en
biorremediacion, este microorganismo puede
sobrevivir bajo condiciones de contaminacion

de 5%, 10% y 15% en la presencia de crudo.

Por lo tanto, los resultados que se obtuvieron
arrojaron que representa una alternativa
positiva para la biorremediacion. Esta bacteria
presenta grandes ventajas tanto en vias
econdmicas y de produccidn, ya que no tiene
grandes

exigencias en la obtenciébn y

reproduccion de esta.
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