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Bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre provenientes de diferentes rizosferas de
mangles
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Resumen

Los microorganismos desempefian un rol importante en la degradacién de petréleo en diversos
ecosistemas contaminados; sin embargo, existen organismos resilientes con la capacidad de
metabolizarlo. Por lo tanto, se investigan alternativas para remediar estos sitios a través de la
biotecnologia con el uso de microrganismos. El presente trabajo tuvo como objetivo obtener
bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre capaces de degradar petréleo. Los microorganismos
se obtuvieron a partir de las rizésferas de mangle: rojo (Rhizophora mangle), blanco (Laguncularia
racemosa) y negro (Avicennia germinans), las cuales estaban libres de petrdleo. De las tres rizdsferas
se obtuvieron 16 cepas bacterianas, las cuales se caracterizaron fenotipicamente, y posteriormente
se sometieron a crecimiento en Agar Bushnell Hass y triple 17 con petréleo como Unica fuente de
carbono, y determinar si eran petrofilicas. Los resultados demostraron tres especies de cepas
bacterianas petrofilicas identificadas como: Bi:MR, BsMR perteneciente del mangle rojo y B;MN
mangle negro.
Palabras claves: bacteria, biorremediacion, mangles, nitrégeno, petrdleo, rizosfera

Abstract

Microorganisms play an important role in the degradation of oil on numerous kinds of contaminated
ecosystems; however, there happens to exist some resilient organisms capable of metabolizing this
substance. Therefore, some alternatives are currently being investigated in order to achieve
remediation through biotechnology using these valuable microorganisms. The objective of this work
is to obtain freeliving nitrogen-fixing bacteria that are capable of degrading oil. These
microorganisms were all obtained from the following mangrove rhizospheres: red (Rhizophora
mangle), white (Laguncularia racemosa) and black (Avicennia germinans), which were free of oil.
From the three rhizospheres, 16 bacterial strains were obtained, which were phenotypically
characterized, and subsequently subjected to growth on Bushnell Hass Agar and triple 17, counting
oil as the sole carbon source, and to determine if these microorganisms were petrophilic. Results
demonstrated three species of petrophilic bacterial strains identified as: BiMR, BsMR belonging to
the red mangrove and B,MN black mangrove.

Key words: bacteria, bioremediation, mangle, nitrogen, oil, rizosphere
Recibido: 01 de diciembre de 2023. Aceptado: 22 de diciembre de 2023. Publicado: 30 de abril de 2024.
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1. Introduccion

México posee grandes riquezas de recursos naturales no renovables principalmente la extraccidn
de hidrocarburos, ocupando el segundo lugar como productor en Latinoamérica [1]. Dentro del
mismo contexto, este recurso forma parte de la matriz energética a nivel mundial por su gran valor
comercial e importancia dentro de la quimica, teniendo un gran impacto en el sector industrial y
economia debido a la exploracién, produccién y extraccion de este. Sin embargo, algunas de estas
actividades generan contaminantes a los ecosistemas provocando problemas al medio ambiente,
debido a la presencia de agentes xenobidticos, sustancia organicas e inorganicas, y compuestos
recalcitrantes [2].

Cabe resaltar que durante mucho tiempo se ha buscado vias alternas para contrarrestar estos
efectos negativos, como es el uso de remediacidn a contaminantes mediante métodos
convencionales, por ejemplo: solidificaciones, filtracidn, incineracién, evaporacién, oxidacién
avanzada, dsmosis inversa, precipitacion quimica, tratamiento electroquimico entre otros. Sin
embargo, los altos costos y los grandes volumenes de reactivos son una limitante para estos
métodos, ya que no se logran eliminar en su totalidad por ende se utiliza otros métodos para
eliminarlo. Teniendo en cuenta esto, una excelente alternativa de solucién es la biorremediacion, la
cual representa una tecnologia emergente que aprovecha la capacidad metabdlica de los
microorganismos (levaduras, bacterias, hongos, microalgas), para degradar, biotransformar estos
contaminantes. En primer lugar, la biorremediacidn permite acelerar los procesos biodegradables
de forma natural, utilizando microorganismos nativos o exdgenos, anaerobios, aerobios o
facultativos, puede realizarse ex situ e in situ [3].

En esta investigacion se propone el uso de microorganismos fijadores de nitrégeno de vida libre,
estos son capaces de catalizar el triple enlace de nitrédgeno y activarlo para que se combine con otros
elementos quimicos, se encuentran ampliamente distribuidas en ecosistemas naturales, poseen
gran importancia en el equilibrio ecoldgico, tienen una actividad metabdlica alta, con la cual pueden
desencadenar reacciones que conllevan a la transformacion del nitrégeno atmosférico molecular en
nitrégeno mineral que es asimilable por las plantas, producen pigmentos y enzimas extracelulares
con las que son capaces de degradar materia orgdnica de origen vegetal o animal [4][5].

3. Metodologia experimental

El desarrollo de la investigacidn se llevd en diferentes fases: ubicacién, muestreo de las rizosferas,
caracterizacion fisicoquimica del petrdleo, obtencidn de microorganismos totales proveniente de
las rizosferas, ensayos presuntivos y confirmatoria, y finalmente caracterizacién fenotipica.
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Fase I. Muestreo

La zona de estudio se ubica en Ursulo Galvan perteneciente al municipio de Jalpa de Méndez,
Tabasco. Se colectaron tres muestras de rizosferas de diferentes especies de mangles sin aparente
contaminacidn por petrdleo, para esto se tomaron cuatro submuestras por mangle, a una distancia
de 1.5m en direccién a los puntos cardinales (figura 1), en cada uno de estos se debe continuar
removiendo el suelo, hasta encontrar la raiz principal, a partir de esta, se busca raices finas (aprox.
1mm o menores de didametro) y se extraen un total de 30 cm por arbol, es decir se requiere de 7.5cm
de raiz por submuestra y finalmente resguardar cada muestra en bolsas plasticas con cierre
hermético con su de cadena en custodia y procesados dentro de las 24 h de su colecta [6].

Figura 1. Ejido Ursulo Galvan: a) zona de muestreo, b y c) recolecta y d) resguardo de las rizosferas.

Fase Il. Procesamiento de las muestras rizosferas a nivel laboratorio

El suelo excedente fue removido de las raices de mangles: se cortaron, pesaron 10 g de raiz con
suelo adherido, seguidamente se transfirié en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 90 mL de agua
destilada estéril, asi mismo se llevd a agitacidn y se dejé reposar por 30 min y finalmente se realizé
la determinacion de células viables por el método de conteo en placas usando diluciones seriadas,
cabe mencionar que fue aplicado para cada una de las especies de mangles por triplicado [5].

a b C d
Figura 2. a) procesamiento de las rizosferas, b) mangle rojo, c) mangle blanco y d) mangle negro
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Fase lll. Obtencion de las bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre: por método diluciones
seriadas

En este método se utilizaron diluciones seriadas con base 10, consistid en preparar diluciones
seriadas desde 10 a 10 tomando 1 mL de la solucién madre (10 g de suelo rizosferico en 90 mL de
agua destilada estéril) y se transfirié a 9 mL de agua destilada estéril (10), repitiendo el proceso
hasta alcanzar la dilucién 10°[5]. El conteo de células viables se realizd colocando las cajas Petri
estériles con su respectivo medio de cultivo semiselectivo Rojo Congo (acido malico 5 g/L, K;HPO,
0.5 g/L, MgS04-7H,0 0.2 g/L, extracto de levadura 0.5 g/L, FeCl;-6H,0 0.015 g/L, KOH 4.8 g/L, NaCl
0.1 g/L, agar-agar 20 g/L y Rojo Congo 15 mL/L) para bacterias fijadoras de nitrgeno de vida libre,
se agregd una alicuota de 0.1 mL desde 10 hasta 10 en el centro de la caja Petriy se extendi6 por
la superficie usando un asa Drigalski y finalmente, las cajas Petri fueron invertidas e incubadas a
28°Cdurante 3a5d [5].

Fase IV. Caracterizacion morfolégica a nivel colonia de bacterias fijadora de nitrégeno de vida libre

Expresadas las de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), se caracterizd con base en: forma
(puntiforme, circular), bordes (enteros, ondulados), consistencia (seca, viscosa, elevacion: plana,
elevadas y convexa) y el rubro mas importante es el color, ya que estas colonias se tifien de rojo
oscuro o escarlata en comparacidn con otras bacterias no absorben el colorante rojo Congo [6][7]

(8].
Fase VI. Aislamiento de cepas bacterianas por el método de extension en placas

Una vez caracterizadas se procedid la preparacion y esterilizacién del medio agar nutritivo (DIBICO®)
donde se prepararon 250 mL del medio de cultivo, se precalentd a ebullicidon de 1 a 2 min. Después
se esterilizo en autoclave por calor himedo durante 15 min a 15 kg/cm?y 12°C. Una vez enfriado se
vacio en cajas de Petri estériles. Posteriormente, el aislamiento en las cajas; se seleccionaron de
acuerdo con su morfologia y sembraron por triplicado mediante la técnica de estria cruzada en el
medio nutritivo, se incubaron bajo condiciones de 35 + 2 °C durante 24 h [4].

Fase VII: Identificacidn de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre degradoras de petréleo
en medio sélido

La obtencidn de cepas bacterianas degradoras de petrdleo por la técnica de estriado, se evaluaron
las nueve cepas por triplicado. En condiciones axénicas, las cajas Petri estériles contenian el medio
selectivo Bushnell Haas (MgS04 0.2 g/L, CaCl 0.02 g/L, KH,PO4 1 g/L, K;HPO4 1 g/L, NHsNOs1 g/L,
FeCl; 0.05 g/L, Agar-Agar 20 g/L) previamente esterilizado por base himeda, se agregd 1mL de
petréleo estéril como fuente de carbono, extendiéndose por toda la placa con la ayuda de un asa
Drigalski. Finalmente fueron llevadas a inoculacién 32°C durante 7 d para obtener su crecimiento.
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Figura 3. ensayo medio sélido: a) petrdleo estéril, b) extension del petréleo

Fase VIII. Identificacion de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre bacterias degradoras de
petréleo en medio liquido

Las cepas bacterianas seleccionada de fase |, pasaron a la fase Il. Consistié en utilizar un matraz
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio mineral liquido (triple 17) estéril, por triplicado.
Seguidamente se agregd 10mL de indculo de las bacterias en cada biorreactor experimental
posteriormente se agregd un 1mL de petrdleo estéril como Unica fuente de carbono. Los
biorreactores fueron conectados a un sistema de venteo atmosférico impulsado por un compresor
de 1.5 watts, acoplado con un filtro Vacushield TM microporo (0.45 um), para evitar
microorganismos externos. Para cada biorreactor experimental se utilizé un matraz Erlenmeyer de
250 mL y un tapdn de goma con dos tubos de vidrio. Uno de los tubos sirvio como fuente de
aireacion impulsado por una bomba de aire, acoplado con un filtro, para evitar contaminacion. El
segundo tubo funciond como salida de aire para liberar la presidn. Cabe resaltar que las cepas
identificadas (fase 1), de igual forma, se establecio otro biorreactor libre de microorganismos como
control. Las cepas bacterianas utilizadas para evaluar la mineralizacidn del petréleo fueron las que
mostraron una mejor expresion en el medio Bushnell Haas. Estas fueron preservadas en cajas Petri
con agar nutritivo a 28°C por 48 h. El experimento se mantuvo durante siete dias en condiciones de
temperatura ambiente [14].

Figura 4. Bacterias de vida libre en medio mineral
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Fase IX. Caracterizacion fisco-quimica del petréleo

Se analizé petréleo crudo mediante tres métodos: °API, viscosidad y flash point. El método para
medir °API se basé en la Norma ASTM D287 [16]. Para esto, se emplearon matraces aforados a
hidrocarburos a diferentes temperaturas. Primero se registr6 el peso del matraz vacio,
posteriormente se transfirié el petrdleo hasta aforo y tomo lectura peso con la muestra y
temperatura, esto se realizé continuamente hasta obtener 30 lecturas, se reporta densidad
especifica y temperatura. [15].

Ademas, se determind Viscosidad Saybolt aplicando el procedimiento ASTM D88 [15]. Este se
realizdé en un equipo MASTESTS P.A TREVIOLO modelo:6087-01, a diferentes temperaturas en
paralelo se registra el tiempo, en donde se compara la temperatura de la muestra con respecto al
equipo y se hace pasar entre y otro. Este procedimiento se realiza hasta que el petréleo no tenga
intermitencia al vaciarse al matraz Saybolt. Se reporta viscosidad cinematica aplicando la ecuacién
con base al tiempo y temperatura es decir: si 25 < t <40 al cumplir esta condicién es 0.0024t-0.60/t
Finalmente, se determino Punto de inflamacion (Flash Point) con base en el método de copa abierta
Cleveland [17]. Primero se establecié un sistema (temperatura-muestra-prueba de chispa, ver
figura 3c). posteriormente, el petrdleo se calentd (25-80 °C, 1°C/min) hasta alcanzar el punto de
ignicidn, se registré temperatura.

C

Figura 5. Caracterizacion fisicoquimica del petrdleo: a) °API, c) viscosidad Saybolt y d) flash point

Fase X. Tincion de Gram

De un cultivo puro, se tomd la UFC mds aislada, lo cual fue colocada en un portaobjeto para realizar
el frotis posteriormente se llevd a la llama para ser fijada. Seguido de esto, se afiadié una solucién
de cristal violeta 1 min, lavando con suficiente agua destilada. Luego se agregé una soluciéon de Lugol
por 1 min, y finalmente adiciéon de una solucidn de safranina por 2 min, aplicando lavado con agua
en cada solucidn colorante y después observadas en el microscopio con los objetivos 10X y 100x,
afadiendo una gota de aceite de inmersion (figura 3).
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Figura 6. tincidn gram: a) frotis, b) fijacidn frotis, c) aplicacion de soluciones colorantes d) safranina

4. Resultados y discusiones

Obtencion bacterias totales de especies de mangles por método diluciones seriadas

El crecimiento en el medio de cultivo Agar Rojo Congo, se observé 16 bacterias totales provenientes

de las especies de mangles, las colonias macroscépicamente presentaron formas ondulada, circular,

puntiforme con paredes gruesas, de color rojo, amarillo, crema entre otras. Cabe resaltar las
bacterias de interés absorben el color rojo (B;MR, BsMR, BsMR, B;MR, BsMR, B.MN, B,MB, B;MB,
B4sMB), ademas, concuerdan con [3, 16,17]. presenta la caracteristica de que sus colonias planas y

brillantes, poseen una forma circular; superficie: rugosa y brillante, de bordes, enteros, ondulados;

consistencia: cremosa o viscosa y su color caracteristico de este género (Tabla 1).

Numero cepas Nomenclatura Forma Borde Textura Elevacion Color
1 B1Mg Puntiforme | Entero Seca Plana Crema
2 BMg Circular Entero Viscoso | Elevada Rojo*
3 BsMg Circular Entero Viscoso | Elevada Crema
4 BsMg Puntiforme | Entero Seca Plana Rojo*
5 BsMg Circular Entero Viscoso | Plana Naranja
6 BeMg Circular Entero Seca Plana Rojo*
7 B;Mg Circular Entero Seca Plana Rojo*
8 BsMr Ondulada Granular | Viscoso | Elevada Rojo*
9 BsMg Circular Entero Viscoso | Plana Amarillo
10 B1My Puntiforme | Entero Viscoso | convexa Amarillo
11 B,My Circular Entero Viscoso | Convexa Rojo*
12 BsMn Circular Entero Viscoso | Convexa Crema
13 B:Mg Circular Entero Viscoso | Plana Naranja
14 B;Mg Lobulada Granular | Viscoso | Plana Rojo*
15 BsMg Circular Entero Viscoso | Elevada Rojo*
16 BsMg Puntiforme | Entero Seca Plana Rojo*

*cepas seleccionas cumplen con caracteristica principal coloracidn rojo

Tabla 1. Caracterizacién macro de bacterias totales provenientes de las rizosferas de mangles.
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Caracterizacion del petréleo crudo

El petrdleo es la materia prima que se encuentra en la industria a nivel mundial y se clasifica con
base en su densidad API (parametro internacional del Instituto Americano del Petrdleo), lo cual nos
permite diferenciar las calidades del crudo. Con base en los resultados obtenidos (tabla 2,3), el
petréleo caracterizado a nivel laboratorio estd en la categoria mediano debido a | referencia.

Parametros Valor
° API 22.4+0.26
Densidad (g*m-3) 0.87
Flash point 81+1°C
viscosidad SSF 0.943a90°C

°API = (141.5)/peso especifico - 131.5 a 60 °F.
Tabla 2.Caracterizacion del petréleo crudo

Aceite crudo Mediano
Densidad (g*cm3) 0.92-0.87
Densidad de °API 22.3-31.1

Tabla 3. Clasificacién del petréleo segun el Instituto Americano del Petréleo [19]

Identificacion de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre degradoras de petréleo en medio
solido

Los nueves bacterias seleccionada a nivel macro, sélo ocho bacterias mostraron capacidades
degradativas En este sentido cabe destacar el medio Bushnell Hass cuenta con los nutrientes
necesarios para crecimiento por ejemplo el magnesio ( ayuda al crecimiento bacteriano debido a
gue forma parte de los cofactores enzimaticos ), el NHsNOs (como fuente de nitrégeno debido a que
la cepa utiliza los nitratos como aceptor terminal de electrones para la respiracion), el hierro
(aumenta significativamente la produccion metabolitos) el K;HPO,4 y el KH2PO4 (favorecen el 6ptimo
crecimiento y produccién de biotensoactivos cabe resaltar este trabajo se continua realizando, las
faltas de estos componentes limitan el crecimiento y por consiguiente la produccion de
biotensoactivos [10][11].

Figura 7. Bacterias degradoras de petrdleo a) mangle rojo, b) mangle negro, c) mangle blanco
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Identificacion de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre bacterias degradoras de petréleo
en medio liquido

Los resultados se observaron, solo tres bacterias (B.MR, BsMR y B,MN), degradoras de petroéleo las
cuales solubilizaron el petréleo crudo , mientras que B:MB no utilizé el petréleo como fuente de

energia y su desarrollo poblacional (figura 8)..

Figura 8. Fase |l mineralizacion del petrodleo.

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal pueden convertir el nitrdgeno en amonio y
solubilizar el fosforo, esto permite que los nutrientes estén disponibles para su aprovechamiento
[10]. microrganismo que se pueden encontrar en el ambiente que se ha logrado aislar de la rizosfera
del manglar y de suelos no contaminados [19].

-

B,MR BsMR B.MN
Figura 9. bacterias microbianas, a) mangle rojo (B:MR), b) mangle rojo (BsMR) y c) mangle negro(B,MN)

Por otra parte, se puede observar de forma cualitativa que las cepas puras y aislada en el presente
trabajo tiene capacidad de mineralizar petrdleo en medio triple 17 y crecer en medio Bushnell Hass,
por lo que podria ser de gran interés. El ensayo de mineralizacién de petrdleo observado (figura 8).
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Por otra parte, McMillen y cols. (2002), han demostrado que el punto final de la biorremediacién es
directamente proporcional al APl del petrdleo, y los crudos con un valor de aproximadamente 30
°APl y superiores son facilmente biodegradables, mientras que los petrdleos con valores de °AP| de
20 o menos son muy dificiles y lentos de biodegrada [19].

La morfologia a nivel colonia de la bacteria denominada B.MR es de forma granular, plana, de borde
plano, de color rojo intenso y de acuerdo con su tincién gram, su tincién diferencial es Gram ). Por
otro lado, la bacteria BsMR tuvo una morfologia circular, de elevacién convexa, borde entero, color
rojo y presenté bacilos Gram ¢ (figura 9). Y por ultimo la bacteria B,MR mostro una forma redonda,
consistencia viscosa y la tincidn diferencial una cepa bacteriana gram negativo.

5. Conclusiones

Después de haber estudiado las diferentes rizosferas de suelos libre de petréleo en estado de
Tabasco en “Ursulo Galvan “se obtuvieron 16 cepas bacterianas totales, y pasando por ensayos
presuntivos y confirmatorios, finalmente se obtiene dos cepas Gram negativas y una cepa Gram
positivas y se contindan estudiando. Las poblaciones bacterianas tienen la capaz de utilizar una
enorme variedad de compuestos organicos como sustratos para crecer, capacidad que le permite
colonizar nichos y ambientes inhdspitos en los que son escasos los nutrimentos y que otros
organismos no pueden asimilar. Las cepas aisladas fueron capaces de crecer sobre petréleo como
Unica fuente de carbono y energia, y demostraron su crecimiento sobre petréleo al lograr llevar a
cabo la mineralizacién de este, por tanto, estos podrian ser organismos potenciales para realizar

futuros trabajos de biorremediacion en el estado de Tabasco.
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