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Resumen

En México y el mundo existen diversas areas impactadas con petréleo crudo. Las tecnologias
de biorremediacion actuales emplean mayormente microorganismos para descontaminar sitios
con hidrocarburos. En esta investigacion, se evaluaron las condiciones para el 6ptimo desarro-
llo de la cepa de un hongo hidrocarbonoclasta, encontrada en muestras de un suelo contamina-
do con 4.0x10° mg kg'' de Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP), a fin de obtener biomasa
fingica para su potencial aplicacion en biorremediacion.
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Environmental and optimum nutrient
conditions for in vitro hydro-carbonoclast
microorganism Penicillium sp development

Abstract

In Mexico and the rest of the world there are several regions affected by crude oil spills.
The current bioremediation technologies use mainly microorganisms to decontaminate areas
with presence of hydrocarbons. In this research, the conditions for optimum development of
a hydro-carbonoclast fungus strain, found in samples of soil contaminated with 4.0x10° mg
kg of total oil hydrocarbons, were assessed in order to obtain fungal biomass for potential
applications in bioremediation.
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Introduccion

A nivel mundial es de trascendental impor-
tancia la explotacion de los recursos energé-
ticos. En el caso de México, el petréleo cru-
do es su principal fuente energética (INEGI,
2009), logrando una extraccion total de 2.6
millones de barriles diarios en el afno 2009:
77.5 % fueron extraidos de los pozos en el
mar del Golfo de México (Cruz-Serrano,
2010), y el 22.5% se extrajo de los pozos
en tierra. La mayoria de los pozos en tierra
se encuentran ubicados en el estado de Ta-
basco, de donde se obtuvo el 77% del total
de petréleo extraido de los pozos en tierra
(Hernandez, 2009), correspondientes al 3.7
% del Producto Interno Bruto (PIB) total na-
cional (Arias, 2010). La industria petrolera
sufre continuamente de accidentes que ori-
ginan derrames de petréleo, contaminando
los ecosistemas terrestres y marinos, impi-
diendo con ello el aprovechamiento de los
recursos naturales afectados y problemas
de salud en la poblacion humana (Levin y
Gealt, 1997; Eweis et al., 1999). Es por ello
que se han estado desarrollando estudios
en técnicas de biorremediacion para estos
sitios, a fin de hacer esfuerzos para abatir
estos serios problemas que afectan la eco-
logia y la salud humana.

La biorremediacion utiliza el potencial
metabodlico de los microorganismos para
limpiar ambientes marinos y terrestres
abiertos contaminado, siendo una técnica
adecuada para la industria petrolera por-
que es de aplicacion simple sobre grandes
areas y lleva a la destruccion completa de
los hidrocarburos contaminantes (Castro-
Riquelme, 2008). Dentro de la biorreme-
diacién, la bioaumentacion involucra la
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inoculacién de una cepa o consorcio mi-
crobiano mixto enriquecido en la tierra o
en el agua (Kuiper et al., 2004; Ogbulie et
al., 2010), donde se ha senalado que los
microorganismos indigenas son mas efica-
ces para degradar petroéleo crudo local o
sus derivados locales, que para degradar
hidrocarburos provenientes de otras regio-
nes (Gesinde et al., 2008). Los microorga-
nismos indigenas, estan presentes en can-
tidades muy pequenas y por ello no tienen
la capacidad para degradar un contami-
nante en particular o pueden encontrarse
en formas metabdlicas inactivas en sus ha-
bitats. La bioaumentacién ofrece una ma-
nera de proporcionar microbios especificos
en numero suficiente para completar la
biodegradacion (D'Annibale et al., 2006).
Se ha reportado que los hongos son me-
jores que las bacterias en la degradacién
de hidrocarburos tanto en cantidad como
en variedad de constituyentes, siendo los
géneros Aspergillus y Penicillium los que
se encuentran con mayor frecuencia en
suelos y aguas marinas contaminados con
hidrocarburos (Chavez-Gomez et al. 2003;
Valenzuela et al., 2006; Castro-Riquelme,
2008; Ogbulie et al., 2010). Estos hon-
gos toleran a los hidrocarburos y crecen en
ellos, porque producen enzimas y &cidos
que rompen y desarman las cadenas largas
de los hidrocarburos, la estructura base
comun a los aceites, productos derivados
del petréleo y muchos otros contaminan-
tes (Launen et al., 1995, Wunder et al.,
1997; Isitua e Ibeh, 2010). Es por ello que
se ha utilizando el Penicillium sp. en estu-
dios sobre la biodegradacion de petrédleo
crudo (Mittal y Singh. 2009; Okoro, 2008;
Obire et al., 2008; Leitao, 2009; Obire y




Anyanwu, 2009; Ogbulie et al., 2010), o
derivados del petroleo con el mismo fin
(Jeonge-Dong and Choul-Gyun, 2007;
Castro-Riquelme, 2008; Leitao, 2009: Isi-
tua e Ibeth, 2010; Machin-Ramirez et al.,
2010), y sobre la mineralizacion de una va-
riedad de compuestos derivados del petrd-
leo, tales como los hidrocarburos aroma-
ticos policiclicos (HAP), incluidos pireno,
criseno, y el benzo [a] pireno, a metaboli-
tos polares (Kiehlmann et al., 1996; Sing,
2006; Leitao, 2009; Isitua and Ibeh, 2010:;
Machin-Ramirez et al., 2010), asi como
en estudios de toxicidad con diferentes hi-
drocarburos, puesto que la biodegradacion
puede no llevarse a cabo por la toxicidad
del hidrocarburo méas que por la persisten-
cia del mismo (Castro-Riquelme, 2008).
Se ha senalado la presencia del hongo Pe-
nicillium sp. en suelos contaminados con
hidrocarburos en diversas partes y am-
bientes en el mundo, como por ejemplo: en
Kwait (Radwan et al.,1995), Canadéa (April
et al.(2000), Africa (Gesinde et al., 2008;
Nkwelang et al.,2008; Isitua e Ibeth, 2010;
Ogbulie et al., 2010), Chile (Valenzuela et
al., 2006), y Korea (Jeonge-Dong y Choul-
Gyun, 2007), entre otros.

En lo relativo a las condiciones de Tempe-
ratura, Nutrimentos y pH para el desarrollo
optimo del Penicillium sp., varios investiga-
dores han senalado temperaturas de 30 °C
o 31 °C (Castro-Riquelme, 2008; Leitéo,
2009), aunque Corry (1987) y Lacey (1989)
reportaron que en nueve especies de Penici-
llium la temperatura media 6ptima de creci-
miento fue de 28 °C. Sin embargo estudios
recientes han recomendado un intervalo de
28 + 2 °C para el crecimiento éptimo del
Penicillium sp. (Isitua e Ibeh, 2010). Res-

pecto a los nutrientes, en necesario propor-
cionar C, N, P, Ky oligoelementos. Segun
reporta Ercoli et al. (2000), la fuente de oli-
goelementos ayuda a mejorar el proceso de
biodegradacion de hidrocarburos. Respecto
al pH, Alexander (1994) ha recomendado
en pH = 4.0 para el crecimiento éptimo de
los hongos. Los resultados obtenidos por
Sanchis et al. (1992), en su estudio sobre
Penicillium griseofulvum, mencionaron que
el pH de entre 3.5 y 4.5 es el 6ptimo para
Su crecimiento.

El hongo Penicillium sp. ha demostrado
su alto potencial en el campo de la biorre-
mediacion, sin embargo no ha recibido la
atencion adecuada para su aplicacién en
proyectos a gran escala (Leitdo, 2009). Es
por ello que el presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar cuales son las condiciones
optimas medioambientales y de nutrientes
que puedan favorecer el mayor desarrollo
biomasico de este microorganismo, a fin de
ser un aporte en el disefio de nuevas estra-
tegias en biorremediacion por bioaumenta-
cion sobre suelos contaminados con petré-
leo crudo o derivados del petrdleo, tanto en
México como en el Mundo.

Materiales y métodos

Etapa 1. Aislamiento,
caracterizaciéon y adaptacion de
hongos hidrocarbonoclastas

Se colectaron muestras de un suelo con-
taminado de un campo petroleo del Muni-
cipio de Huimanguillo, estado de Tabasco
en Meéxico, ubicado a una altitud de 20
msnm (INEGI, 2001). Se tomaron mues-
tras simples de suelo de acuerdo con la
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Norma Oficial Mexicana 021 (NOM-021-
RECNAT-2000, 2002), para una superficie
total de 5 000 m? (0.5 ha), y se conserva-
ron a 4.0 °C hasta su uso. A continuacion,
se determinaron los Hidrocarburos Totales
del Petroleo (HTP) presentes en las mues-
tras de suelo por el método de Extraccion
(EPA-3540C, 1996; EPA-9071B, 1998), en
su fraccién pesada (hidrocarburos con un
numero de atomos de carbono mayores de
C18), y posteriormente se cuantificaron por
gravimetria (EPA-1664A, 1999). Las mues-
tras de suelo fueron sometidas a siembra
en la Fase |.

Fase I: El aislamiento de los hongos totales
se llev6 a cabo en el medio de cultivo Agar
Papa Dextrosa PDA (Baker), preparado de
acuerdo con el fabricante y adicionado en
placas petri. Se prepar6 una disolucién con
10.0 g del suelo muestreado en 90 mL de
agua destilada estéril, a partir de la cuél se
prepararon dos diluciones seriadas (Madi-
gan et al., 2003), obteniéndose diluciones
10" y 102 Posteriormente, se sembr6 0.1
mL de cada dilucién por separado en 6
cajas petri con PDA, esparciéndola con la
espatula de Drigalsky y se incubaron a 28
°C por 8 dias (d). Luego se cuantificaron
hongos totales por el método del recuen-
to en placas por dilucion seriada (Madigan
et al., 2003). De entre 14 cepas de hongos
aisladas, se escogieron las 5 de mayor cre-
cimiento radial: H14, H18, H19, H20 y H24,
para ser evaluadas como hidrocarbonoclas-
tas en la Fase Il. Las cepas se inocularon en
tubo inclinado con PDA y se preservaron a
4 °C hasta su uso.

Fase Il: Cultivo en medio Sélido Agar Celu-
losa (SAC) para hongos hidrocarbonoclas-

tas. El medio SAC (Baker) se prepard de
acuerdo con Rivera-Cruz et al. (2002), y se
adicion6 a placas petri. Los medios de culti-
vo, el petréleo crudo Istmo fraccion pesada
(C>18), con indice APl = 33.74 (PEMEX,
1988), y papel filtro de 1 cm?, se esteriliza-
ron durante 20 min a 121 °C (Madigan et
al., 2003). Por otro lado, se re-sembraron
las cepas de hongos obtenidas de la Fase
1, tocando con un asa el micelio de cada
colonia preservada, se esparcieron en PDA
esterilizado y se incubaron a 35 °C por 72
h. A continuacién se colocd un cuadro de
1.5 cm? de papel filtro impregnado con pe-
tréleo crudo sobre en medio SAC de cada
placas petri, se extrajo con un saca-bocado
(0.9 cm de didametro) una rodaja de hongo
con estructura reproductiva de las cepas re-
sembradas, se colocd sobre el papel filtro
impregnado con petréleo en el medio SAC y
se tapd la placa petri (Rivera, 2001). Cada
cepa se sembro por triplicado en el medio
SAC y se incubaron a 29 °C por 6 d. Las ce-
pas H14, H18 y H24 presentaron mayor de-
sarrollo radial, y pasaron a la siguiente Fase.

Fase lll: Adaptacion de hongos en medio
mineral Liquido Agar-Celulosa (LAC) para
hongo hidrocarbonoclastas. El medio LAC
fue preparado de acuerdo con Johnson y
Curl (1972). Se incorporé petréleo cru-
do al medio LAC, como fuente de carbo-
no y energia de acuerdo con Rivera-Cruz
(2001), luego se sembrd cada cepa por
separado, considerando lo senalado por
Rivera-Cruz et al. (2002), y se incubé por
6 d. La cepa H24 mostré mayor desarrollo
y se eligié para ser evaluada en la Etapa
2. Esta cepa se identifico como Penici-
llium sp. por medio de un micro-cultivo,
empleando las claves de Barnett y Hunter



(1972). Este hongo fue preservado en me-
dio PDA a 4 °C en tubo inclinado.

Etapa 2. Desarrollo del disefo
experimental para
determinacion de parametros
de desarrollo 6ptimo

Se empled el modelo estadistico Y ijk=u
+Ti+Nj+pHk+TiNj+TipHk+NipHj+EI(i
jk), para la implementacion del bioensayo
experimental in vitro con arreglo de facto-
res 3x3x2, consistente de las temperatu-
ras: T1=29°C ,T2=35°C y T3=40°C; los
pH's: pH1=38.5, pH2=5.0 y pH3=6.0; y
los fertilizantes nutricionales: N1=Urea y
N2=Nitrofoska-Azul. Las temperaturas de
35 °C y 40 °C se establecieron en banos
con calentador eléctrico. Los parédmetros
de nutrimentos y pH se determinaron en
matraces Erlenmeyer de 250 mL distribui-
dos en tres series de 6 tratamientos, conec-
tados a un compresor con filtro de membra-
nay controlador de vélvulas para suministro
de aire estéril.

Preparacion de los medios de cultivo.
Los medios nutritivos utilizados fueron:
N1=Urea (Abbot), y N2=Nitrofoska-Azul
12-12-17-6 NPKS (Compo), preparados
con igual proporcién de C, en base a la mis-
ma cantidad de glucosa (Merck), adicionada
a cada medio. Los medios tuvieron la rela-
cion de proporcionalidad de nitrogeno N si-
guiente, Urea:Nitrofoska-Azul aprox. 9.5:1;
en cuanto a la proporcion de fésforo Py po-
tasio K, se tomaron las informadas por Her-
nandez Rivera et al. (2011), donde se cum-
ple proporcion entre Triple-17:Nitrofoska-
Azul, P (2.8:1) y K (1:1), respectivamente,

ya que la Urea no proporciona P ni K. Asi
mismo, la carga en masa fue la misma para
ambos fertilizantes orgénicos. Los medios
se prepararon de la siguiente manera: para
cada uno de los se prepararon tres matra-
ces Erlenmeyer con 500 mL de agua desti-
lada (Quimica Mercurio) y 2.5 g de glucosa
como fuente de carbono. El primer medio
contenia 0.25 g de Urea y 0.25 g Nitrofos-
ka, haciendo un total de 6 matraces. Pos-
teriormente a cada tipo de estos medios
nutritivos se les ajusté el pHa 3.5, 5.0y 6.0
respectivamente, utilizando disoluciones
0.1M de H2S04 (J.T. Baker) y de NaOH
(J.T. Baker). Para evaluar los medios nutri-
tivos a cada temperatura, se midieron por
triplicado 150 mL de cada medio nutritivo
con su pH ajustado y se colocaron en un
matraz de 250 mL, obteniendo 18 unidades
experimentales (u.e.), de acuerdo al disefno
experimental. Las u.e. fueron esterilizadas
durante 20 mina 121 °Cy 103.421 kPa (15
Ibf plg?). Estas u.e. fueron posteriormente
inoculadas con Penicillium sp.

Preparacion del inoculante. El Penicillium
sp. preservado (Fase Il de Etapa 1),
se re-aislo en placas petri en el medio
PDA como se sefaldé previamente y se
incubd a 35 °C por 4 d. A continuacion se
adicionaron 5 mL de agua destilada estéril
al tubo inclinado. La suspensién anterior
se vacid en un matraz Erlenmeyer con
100 mL de agua estéril y se determiné la
concentracion inicial de esporas por conteo
en camara Neubauer de acuerdo con Pica
et al. (2004). De este medio inoculante, se
inyectaron 2.5 mL en cada una de las 18
u.e. y de manera inmediata se determind
la cantidad inicial del in6culo como UFC de
Penicillium sp. al tiempo cero dias (t=0d),



por el método de celular viables (Madigan,
2003). La evaluacion de la multiplicacion
del hongo en las u.e. se realizdé cada 2
d durante 37 d por el mismo método.
Los valores de pH y de temperatura se
determinaron diariamente.

Resultados

Se realiz6 un estudio sobre un suelo conta-
minado con 4.0x10° mg kg HTP (400,000
ppm) de petroleo crudo (APl = 33.74), con
la finalidad de encontrar y aislar microorga-
nismos degradadores de hidrocarburos para
emplearlos en la produccién de biomasa
fungica. El Cuadro 1 muestra 14 cepas de
hongos obtenidos en la fase de aislamiento
microbiano (Fase 1 de la Etapa 1), de las
cuales se seleccionaron las 5 que tuvieron

mayor crecimiento radial en el medio de cul-
tivo PDA para continuar con su evaluacion
en la Fase Il.

De las 5 cepas seleccionadas de la Fase
anterior, sembradas en el medio de cultivo
SAC para hongos degradadores de HTP
(Fase 1), las cepas nombradas como H14,
H18 y H24 mostraron un mayor desarrollo y
pasaron a la Fase lll (Cuadro 2).

En el Cuadro 3 (Fase Ill), se presenta el cre-
cimiento de los tres hongos seleccionados
en la Fase Il, en el medio LAC. Se observd
el comportamiento de la rapidez de su repro-
duccion a través del tiempo (6 d). Asi mismo,
se verifico visualmente el rompimiento de la
tension superficial del petroleo crudo cam-
biando completamente su apariencia fisica.

Estos resultados permitieron clasificar a las

CuADRo 1: CARACTERISTICAS Y CRECIMIENTO RADIAL DE LOS HONGOS AISLADOS DEL SUELO
CONTAMINADO CON PETROLEO CRUDO, EN EL MEDIO PDA

Longitud (cm)

HONGO COLOR FORMA Od 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d
H1 : rojo-verde | Redondo | 0.9 0.9 2.2 3.0 3.8 4.5 5.1 55 6.0
H2 E blanco | Redondo { 0.9 0.9 1.3 2.3 3.5 4.8 5.0 5.5 6.0
H3 rojo | Redondo : 0.9 0.9 1.5 2.5 3.4 4.2 4.7 5.0 5.4
H5  : wverde oscuro | Redondo : 0.9 0.9 1.6 1.9 2.5 3.2 4.0 4.5 5.0
H6 naranja | Redondo : 0.9 0.9 1.5 3.2 4.1 5.0 55 6.0 6.0
H12 : amarillo-blanco | Redondo : 0.9 0.9 1.4 2.1 3.6 4.3 5.0 54 5.8
H14 | verdeolivo : Redondo : 0.9 0.9 1.4 2.5 3.3 4. 5.0 5.7 6.5
H15 gris-blanco | Redondo : 0.9 0.9 1.0 2.3 2.9 3.4 3.9 4.2 4.9
H18 blanco ;| Redondo : 0.9 0.9 2.0 3.5 4.2 55 6.3 6.5 6.8
H19 café | Redondo : 0.9 0.9 2.3 3.0 3.5 45 55 6.0 6.5
H20 |  cafétierra | Redondo : 0.9 0.9 2.3 3.5 4.5 5.6 6.8 7.0 8.0
H21 gris | Redondo : 0.9 0.9 1.1 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
H22 ¢ blanco | Redondo : 0.9 0.9 1.7 2.5 3.3 4.0 4.5 5.0 5.3
H24 verde oscuro 0.9 09 1.5 2.6 3.8 45 55 6.5 7.5

Redondo




Cuabro 2: DESARROLLO RADIAL DE LAS CEPAS SELECCIONADAS DE LA FASE 1, EN EL MEDIO DE
CULTIVO SOLIDO AGAR-CeLULOSA (SAC) PARA HONGOS DEGRADADORES DE HiDROCARBUROS
ToTALEs DE PETROLEO HTP, DURANTE LOS 6D QUE DURG EL ESTUDIO

Desarrollo radial (cm) a cada dia (d)

HONGO : 1d : 2d 3d 4d 5d 6d
H14 09 : 11 : 20 | 3.2 . 46 | 54
e ee | 1s | se | as | ar | s
R T 00 1z 15 18 19
T"Q‘T : ﬁii 0_9§ 71; 7 25% 38;ﬁ 7.0 -

CuADRO 3 : CRECIMIENTO DE LAS CEPAS FUNGICAS COMO UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
(UFC) EN EL MEDIO DE CULTIVO MINERAL LiQuiDo AGAR-CELULOSA (LAC), ENRIQUECIDO CON
PETROLEO CRUDO DURANTE LOS 6D QUE DURO EL EXPERIMENTO

HONGO UFC inicio (t=0d) UFCat=3d UFCat=6d
Testigo (sin hongo) 30 x 102 31 x102 28 x 10?2
H14 30 x 107 28 x10° | 31 x10°
H18 30 x 102 | 34 x10° | 52 x 10°
H24 30 x10° 72 x 10° 78 x 10°
tres cepas de hongos como hidrocarbono- En la evaluacion del crecimiento de Peni-
clastas. De estas cepas, la nombrada H24 cillium sp. en matraz (Etapa 2, Fase 1), se
e identificada como Penicillium sp. por com- observo un aumento en la viscosidad del
paracion con las claves de Barnett y Hunter medio de cultivo en el transcurso del cre-
(1972), tuvo el mayor crecimiento durante el cimiento biomasico. Con los datos obte-
tiempo que durd el experimento, y fue se- nidos se realiz la prueba de medias. La
leccionada para ser evaluada en la Etapa 2. Figura 1 muestra los resultados obtenidos




en los tratamientos a diferentes tempera-
turas, nutrimentos y pH. La Figura 1A indi-
ca que la multiplicacion de Penicillium sp.
fue mejor a la temperatura de 29 °C, y un
poco menor en las otras dos temperaturas.
La Figura 1B senala que el microorganismo
se desarrollé més en el medio con el ferti-
lizante Nitrofoska-Azul, manifestando una

FiGURA 1 : DESARROLLO DE PENICILLIUM SP
A DIFERENTES CONDICIONES DE:

A) TemperRATURA, B) NuTrienTes ¥ C) PH.
MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS CON
DIFERENTES LETRAS TIENEN DIFERENCIAS
ESTADISTICAS SIGNIFICATIVAS (¢<0.05)

diferencia significativa en comparacion 2'.2— A) Temperatura
del medio con Urea. En la Figura 1C se - 52

muestra que el desarrollo poblacional de TEJ =

Penicillium sp. a un valor de pH de 3.5 fue S 2'2

significativamente superior al de los pH's 1(13 4'4

de 5.0y 6.0, mientras que la diferencia en- =

tre éstos dos dltimos no mostré diferencia 8 10

notable. 3.8

La Figuras 2 muestra los resultados de IR Te=ds"e 195G
tres tratamientos para cada medio nu-

tritivo que presentaron el mayor creci- B) Nutrientes a

miento poblacional de Penicillium sp. de
acuerdo con el disefo experimental. La
cantidad de microorganismo al t=0 h fue
de 4500 UFC mL'. Se observé que el
mejor resultado se obtuvo con el medio
N,=Nitrofoska-AzulpH,=3.5T ,=35°C,
con un maximo de crecimiento poblacio-
nal de 4.28x10° UFC mL' a los 20 d. Los
siguientes mejores tratamientos fueron

(en orden decreciente de desarrollo fungi- 0 Urea Nitrofaska
co): N,=Nitrofoska-AzulpH,=6.0T,=29°C

(8.18x10° UFC mL' a los 13 d), 5.6~
N,=Nitrofoska-AzulpH,=5.0T,=29°C 54t C) pH

(2.92x10° UFC mL' a los 33 d),
N,=UreapH,=3.5T,=29°C (8.9x10* a los
25 d), N,=UreapH,=6.0T,=29°C (5.8x10*
a los 9 d), y N,=UreapH,=5.0T =29°C
(4.1x10% a los 22 d). La multiplicaciéon maxi-
ma de los medios preparados con Nitrofos-
ka fue superior a los preparados con Urea.

pH1=3.5 pH2=5.0 pH3=6.0




Ficura 2 : DEsarRROLLO DE PENICILLIUM SP EN TRATAMIENTOS A NIVEL MATRAZ
(4.5x 103 UFC ML, AL T= OD)
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FIGURA 3 : DESARROLLO DE PENICILLIUM SP EN TRATAMIENTOS A NIVEL MATRAZ
(4.5x 103 UFC ML, AL T= OD)
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Mientras que la Figura 3 es una ampliacion
de la figura 2, que no incluye el tratamiento
N,=Nitrofoska-AzulpH,=3.5T,=35°C.

Discusion

El estudio se realiz6 sobre un suelo Gleysol-
molico del estado de Tabasco en México,
contaminado por mas de 20 anos con petro-
leo crudo (Zavala et al., 2003). La cuantifi-
cacion de HTP dio un valor de 4.0x10° mg
kg' HTP. El Cuadro 1 muestra 14 cepas fun-
gicas, de las cuales las denominadas H14,
H18, H19, H29 y H24 presentaron mayor
desarrollo poblacional en el medio PDA vy
fueron sembradas en el medio SAC, donde
H14, H18 y H24 mostraron mayor creci-
miento (Cuadro 2), y pudieron considerarse
como cepas especializadas y degradadoras
de hidrocarburos, segin Atlas et al. (1991) y
Adams-Schroeder et al. (2002), por su po-
der de adaptacion en suelos contaminados
con HTP (Cerniglia y Heitkamp, 1987; Hei-
delberg et al., 2002; Leitao, 2009). A conti-
nuacion, estas 3 cepas fueron sembradas en
el medio LAC, donde H24 present6 el mayor
crecimiento poblacional (Cuadro 3), vy fue
clasificada como Penicillium sp. de acuerdo
con Barnett y Hunter (1972), y con Mier et
al. (2000). Esto se puede atribuir a que el
Penicillium sp. posee en la membrana un
grupo especifico de oxigenasas asociado a
la produccion de agentes de superficie (Lee
y Levy, 1989; Walton et al., 1994). Sin em-
bargo, hasta el momento sélo se puede ha-
blar del potencial del Penicillium en el campo
de la biorremediacion, puesto que no se en-
cuentra informacion relativa a la generacion
de biomasa flngica de este hongo hidrocar-
bonoclasta con miras a su aplicacion en bio-

rremediacion de petréleo crudo en suelos, es
decir, no se encuentran reportados estudios
a gran escala (Leitao, 2009).

Posteriormenteseestablecidelexperimento
en el laboratorio para la determinacion de
los parametros oOptimos de crecimiento
fangico. El Penicillium sp. presentd
pigmentacion roja en los tratamientos con
urea, coincidiendo con Méndez-Zavala et
al. (2007). Al respecto Cho et al. (2002),
han informado que la fuente de nitrégeno
marca un efecto muy significativo sobre
la expresion de los pigmentos. Alexander
(1994), indicd que los microorganismos
presentan el crecimiento optimo en un
rango de temperatura de 28 a 39 °C. Varios
investigadores han senalado temperaturas
optimas para el desarrollo del Penicillium sp
de 30 °C o 31 °C (Castro-Riquelme, 2008;
Leitao, 2009). Por su parte, Corry (1987)
y Lacey (1989) reportaron que en nueve
especies de Penicillium la temperatura
media 6ptima de crecimiento fue de 28 °C.
La Figura 1A muestra que Penicillium sp
produjo el mejor desarrollo poblacional a
una temperatura de 29°C (Tukey 0.<0.05),
lo que esta de acuerdo con Isitua e Ibeh
(2010), quienes han recomendado un
intervalo de 28 = 2 °C para el crecimiento
optimo del Penicillium sp. Respecto a
los nutrientes, se registraron evidencias
estadisticas significativas (Figura 1B),
resultando el mejor crecimiento en el
tratamiento con Nitrofoska-Azul (4.28x10°
UFC mL"), lo que se atribuye a contiene
P y K, elementos que no proporciona la
Urea. La Figura 1C presenta diferencia
estadistica significativa (Tukey «=0.05),
con mayor poblacion de 1x10° UFC
mL-1 en el tratamiento pH,=3.5. Segln



Alexander (1994), los hongos presentan
el crecimiento 6ptimo en medio con agar a
un pH de alrededor de 4.0. Los resultados
obtenidos por Sanchis et al. (1992), en su
estudio sobre Penicillium griseofulvum,
mencionaron que el pH 6ptimo se encuentra
en un rango de 3.5 a 4.5. Sin embargo,
Hussein y Abdel-Fattah (2002), han
indicado como 7.0 el valor de pH para el
crecimientos optimo en sus estudios sobre
Penicillium sp. Con estos datos se procedi6
a planificar el disefio experimental a fin
de determinar las mejores condiciones de
desarrollo del Penicillium sp., y asi emplear
el tratamiento mas eficiente en la obtencién
de biomasa fungica hidrocarbonoclasta.

Las Figuras 2 y 3 muestran el desarrollo
fingico obtenido en los 6 mejores trata-
mientos del diseno experimental consisten-
te de 18 u.e. Todos los medios tuvieron un
rapido desarrollo microbiano los dos prime-
ros dias, llegando a un orden de magnitud
de 10% para luego continuar su adaptacién
en cada medio en el mismo orden de magni-
tud de manera paulatina, previo a su desa-
rrollo exponencial, logrando un maximo en
el mismo orden de magnitud que la meseta
previa para el caso de la Urea, pero para
el caso de Nitrofoska-Azul el maximo lle-
go a 10° (NpH,T, y N,pH,T,) e incluso de
10°para el medio N,pH,T,. Posteriormente,
en cada tratamiento disminuyé la pobla-
cion fungica, alcanzando una meseta que
continuaba disminuyendo la cantidad de
microorganismo hasta su eliminacién o tér-
mino del estudio. Los tratamientos a base
de Nitrofoska-Azul lograron la mayor mul-
tiplicacion del Penicillium sp por sobre los
medios preparados con Urea. El mejor de
todos los tratamientos fue el denominado

N2pH, T, con 4.28x10° UFC mL' a los 20 d,
el segundo mejor medio fue el N,pH.T, con
3.18x10° UFC mL" a los 13 d, correspon-
diente al 7.43 % del desarrollo poblacional
microbiano logrado con el medio N_pH,T..
El mejor medio con Urea, logré un a mul-
tiplicacion flngica correspondiente al 2.08
% del N,pH T, (N ,pH,T,, con 8.9x10* UFC
mL" a los 25 d). Finalmente, el sexto mejor
medio (N,pH,T , con 4.1x10* UFC mL" a los
22 d), alcanzo 0.96 % del desarrollo logrado
por el medio N_pH,T..

Los resultados expuestos en esta investi-
gacion, el estudio sobre la obtencién de
biomasa bacteriana en biorreactor por Her-
nandez et al. (2011), y el costo del fertili-
zante Nitrofoska-Azul (bulto de 50 kg: Urea
21.34 dollar, Nitrofoska-Azul 61.04 dollar),
dan soporte para recomendar la obtencion
de biomasa flngica empleando el fertilizan-
te Nitrofoska-Azul, por sobre la Urea.

Conclusiones

La investigacion sobre un suelo Gleysol-mo-
licodel estado de Tabasco en México, deter-
min6 que estaba contaminado con 4.0x10°
mg kg' (400,000 ppm) de HTP. Este suelo
se muestreo, y se aislé y caracterizo el hon-
go hidrocarbonoclasta Penicillium sp. La
adaptacion del microorganismo en dos me-
dios nutricionales: Urea y Nitrofoska-Azul, a
tres temperaturas y tres pH, sirvieron para
disenar un experimento completamente al
azar. En base a los resultados obtenidos del
diseno experimental, se encontré que el tra-
tamiento con Nitrofoska-Azul, pH de 3.5y
a una temperatura de 35 °C (N,pH,T,), pre-
sento el mejor crecimiento poblacional a los




20 d con 4.28x10° UFC mL". Por lo anterior
y considerando los costos de los fertilizan-
tes y estudios previos de nuestro equipo
de investigacion, se recomienda el empleo
de estas condiciones experimentales para
la obtencion de biomasa fungica, a fin de
que sea considerada en una estrategia de
biorremediacioén por bioaumentaciéon sobre
suelos contaminados con petroéleo crudo, y
contribuir asi a dar solucion al problema de
los suelos contaminados con hidrocarburos
en México y en el mundo.
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