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RESUMEN GENERAL

RESTAURACION DE SUELO CONTAMINADO POR PETROLEO, CON
VEGETACION DE MANGLAR EN TABASCO
Marcia Eugenia Ojeda Morales
Colegio de Postgraduados, 2017

Los bosques de manglar son ecosistemas muy complejos con mudltiples funciones
ecoldgicas, alto valor econémico y social. Infortunadamente, estos ecosistemas han sido
impactados por derrames de petréleo alrededor del mundo. Cuando el petroleo se libera en
aguas costeras y de estuarios, se adhiere en las raices finas de arboles y plantulas, y se
adsorbe en las superficies oleofilicas de la biota de los manglares que es asfixiada,
envenenada y muerta en cuestion de meses o incluso dias, repercutiendo en todos los

niveles de la cadena tréfica.

Con el objetivo de evaluar la restauracion de suelos con Rhizophora mangle, se aplico un
tensioactivo sintetizado por una cepa bacteriana y otro con base en aceite de pino. Para
esto, inicialmente se aislaron cepas bacterianas petrofilicas fijadoras de nitrégeno y
productoras de tensioactivos, identificadas como Azospirillum lipoferum y Azospirillum
brasilense. Al tensioactivo puro (con base en lipopéptidos) sintetizado por A. lipoferum, se
le determinaron propiedades fisicoquimicas, de superficie y concentracion letal media. Este
tensioactivo presenté propiedades de estabilidad de emulsion 260 min; capacidad de
emulsion 90 %; concentracion letal media 90695 ppm y reduccién de la tension superficial
del agua 35.5 mN.m~'. También se evalud el crecimiento de plantulas de R. mangle y la
restauracion de suelo contaminado con petroleo emulsificado con el tensioactivo producido

por A. lipoferum, y el tensioactivo con base en aceite de pino.

Los tratamientos con petréleo emulsificado con el tensioactivo de A. lipoferum, permitio
mayor remocién de petrdleo emulsificado (93.97% a 30000 ppm) y mayor crecimiento de
area foliar, longitud de tallo, diametro de tallo, incremento de biomasa total seca y biomasa
total hiumeda en plantulas de R. mangle, en comparacién con los tratamientos con petroleo

emulsificado con el tensioactivo con base en aceite de pino. Por otra parte, el suelo



contaminado a 30000 ppm de petréleo emulsificado con tensioactivo bacteriano en
condiciones de invernadero, presentd la remocion mayor de hidrocarburos totales del
petréleo (93.97%) y crecimiento bacteriano (25148 UFC.g1), respecto al suelo con petréleo
emulsificado con pino 81.39% y 8463 UFC.g* respectivamente a la misma concentracion
de petroleo. El suelo con petroleo emulsificado con tensioactivo bacteriano tuvo mayor
crecimiento de plantulas de R. mangle. Los resultados de este estudio mostraron que la
aplicacion del petréleo emulsificado con tensioactivo bacteriano, alcanzé una buena
eficiencia en la remocion de hidrocarburos totales del petréleo, reafirmando esta técnica
como algo prometedor en la restauracion de suelo con vegetacion de R. mangle. Puede
considerarse una técnica de correccion de contaminaciobn en ecosistemas de alta

importancia ecoldgica.

Palabras claves: Restauracion, Azospirillum sp, tensioactivo, Rhizophora

mangle



GENERAL SUMMARY
RESTORATION OF OIL CONTAMINATED SOIL, WITH MANGROVE SWAMP
VEGETATION IN TABASCO
Marcia Eugenia Ojeda Morales

Colegio de Postgraduados, 2017

Mangrove swamps are complex ecosystems with multiple ecological functions and high
social value. Unfortunately, they have been impacted by oil spills all around the world.
When oil is spilled on coastal waters and estuaries, it adheres to the fine roots of trees
and seedlings and it is absorbed by the oily surface of the biota of mangroves which is
suffocated, poisoned and dead in a lapse of months or even days, having repercussions

in all levels of the trophic chain.

With the objective of evaluating the soils restoration with Rhizophora mangle was applied
a tensioactive synthesized by a bacterial strain and another that is based on pine oil. In
order to get the goal, initially the tensioactive producer and nitrogen fixing petrofilic
bacterial strains were isolated and were identified as Azospirillum lipoferum and
Azospirillum brasilense. To the pure tensioactive (lipopeptide based) synthesized by A.
lipoferum were determinated its physicochemical properties, surface properties and lethal
concentration 50 (LC50). It presented properties such as emulsion stability of 260 min,
90% in emulsion capacity, LC50 at 96,695 ppm and a reduction of surface tension of
water of 35.5mN m=in.

The growth of R. mangle seedlings, as well as the restoration of a soil contaminated by
oil emulsified with the tensioactive synthesized by A. lipoferum, and pine oil tensioactive
were evaluated. The treatments with emulsified oil with the tensioactive of A. lipoferum
generated higher removal of emulsified oil (93.97% at 30000 ppm) and higher growing
of. foliar area, length and diameter of stem, increase in wet and dry total biomass in
seedlings of R. mangle than those obtained in treatments with emulsified oil with the pine
oil based tensioactive. In the other hand, the polluted soil at 30000 ppm of emulsified oil

with bacterial tensioactive in greenhouse conditions, it presented a major removal of total



hydrocarbons of petroleum (93.97 %) and bacterial growing (25148 UFC.g™1), with respect
to the soil with emulsified oil with pine 81.39 % and 8463 UFC.g* respectively to the same

petroleum concentration.

The soil with emulsified oil with a bacterial tensioactive generated a higher growing of
seedlings of R. mangle. The results of this research showed that the application of
emulsified oil with bacterial tensioactive reached a good efficiency in the removal of total
hydrocarbons of petroleum. This confirms the technique is promising in restoration of soils
with R. mangle vegetation. This technique can be considered as the way to correct the

polluted ecosystems of high ecological importance.

Key words: Restoration, Azospirillum sp, tensioactive, Rhizophora mangle
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CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL

Los manglares se desarrollan en las planicies costeras de los tropicos y estan
conformados por arboles y arbustos que poseen mecanismos que les permiten
eliminar el exceso de sal (NaCl) del agua, por lo cual han desarrollado tolerancia a
suelos anegados y con alta salinidad (Dominguez-Dominguez et al. 2011). Su
importancia ecoldgica reside en las funciones que desempefian en la estabilizacion
y proteccion de las lineas costeras, proporcionando un area de cria y alimentacion
de numerosas especies de peces y crustaceos, hébitat para cangrejos y moluscos
y lugares de anidamiento de aves costeras (CONABIO 2014). Asi mismo, son
refugio de un significativo nUmero de especies de varios grupos de invertebrados,

peces, reptiles, aves y mamiferos (Aburto et al. 2008; Lépez y Ezcurra 2012).

Las comunidades de manglar proveen diversos servicios ambientales, y son
considerados a nivel mundial, como los mejores filtros biol6gicos de aguas
contaminadas. La alta produccion de hojarasca es uno de los servicios mas
importantes de las comunidades de manglar en las areas costeras del noroeste de
México. Esta productividad contribuye a disminuir el CO2 atmosfeérico,
contribuyendo relativamente a mitigar el cambio climatico (Moreno et al. 2002;
Ochoa 2014).

En el estado de Tabasco existen registradas cuatro especies de mangle: mangle
rojo (Rhizophora mangle), mangle blanco (Laguncularia racemosa), mangle negro
(Avicennia germinans) y mangle botoncillo (Conocarpus erectus), que actualmente
se ven afectadas por muchos factores como la utilizacién de tierras para la
ganaderia extensiva, agricultura, apertura de diques, construccion de carreteras,
actividades de la industria petrolera y crecimiento de la poblacion (CONABIO 2014).
Sin duda, el impacto de la actividad humana en los manglares ha provocado
problemas de tipo ambiental derivados de la industria petrolera y aprovechamientos
forestales sin control de algunas comunidades (Dominguez-Dominguez et al.
2011). Aunque las especies de manglar estan consideradas bajo proteccion
especial en la NOM-ECOL-059/2001 (SEMARNAT 2002), su uso, restauracion y



conservacion en Meéxico estd regido por la NOM-EM-001-RECNAT-1999
(SEMARNAT 1999).

El estado de Tabasco, ademas de contribuir a la economia nacional, principalmente
por la industria petrolera, representa una reserva natural de gran impacto en la
biésfera. No obstante, esta industria ha dafiado una parte considerable de suelos
y cuerpos de agua de la region, localizados en la franja costera, donde predomina
el manglar. (Zavala et al. 2009; Dominguez-Dominguez et al. 2011).

El petréleo es la materia prima mas importante usada en la sociedad moderna, y
base de la economia de varios paises. Este recurso natural no renovable no sélo
es utilizado en la manufacturacion de plasticos, prétesis, érganos artificiales,
implantes para odontologia, fertilizantes, herbicidas, colorantes, detergentes,
envases, embalajes, gasolinas, lubricantes, ceras, asfalto, etc., también es utilizado
para la produccién de combustibles (Libes 2009). Generalmente, los hidrocarburos
derivados del petréleo se dividen en cuatro grupos: parafinas, olefinas, naftenos y

compuestos aromaticos (Riazi 2005).

Cuando el petréleo impacta los bosques de manglar, las plantulas menores de un
afio sufren alteraciones en su desarrollo morfolégico, en comparacién con las
plantulas de sitios no contaminados (Santos et al. 2010; Requena-Pavén et al.
2012; Duke 2016). Asi mismo, existen investigaciones que sefialan que la
restauracion de un manglar dafiado por derrames de petréleo puede tomar hasta
20 afios; aunque en muchas ocasiones, la pérdida es total e irreversible (CONABIO
2009; Hoff et al. 2014; Duke y Schmitt 2015; Duke 2016).

En el mismo contexto, Dominguez-Dominguez et al. (2011) hacen mencion que
existen al menos 13 sitios de vegetacion de manglar en Tabasco contaminados por
petréleo, que superan el limite maximo permisible (LMP) de hidrocarburos en su
fraccibn pesada establecidos por la NOM-138-SEMARNAT/ss-2003. Estos
derrames afectan la reproduccion y crecimiento de las plantas de mangle (Duke y
Schmitt 2015). Los sitios contaminados con petroleo pueden ser restaurados
utilizando procesos quimicos, fisicos y bioldgicos. Sin embargo, los procesos in situ

que utilizan microorganismos son los mas recomendados, debido a que son
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considerados amigables con el ambiente, y su aplicacion implica menos dafio al
sitio impactado (Adams et al. 2015; Duke 2016; Rivera-Cruz et al. 2016).

La mayoria de los hidrocarburos derivados del petroleo son biodegradables, pero
la biodegradacion se ve limitada debido a la baja biodisponibilidad de estos
compuestos hidrocarburicos. Una de las propuestas para mejorar la
biodegradacion del petréleo es mediante el uso de tensioactivos o dispersantes
(Bharali et al. 2011).

Los tensioactivos son moléculas en las que se observan dos secciones con
caracteristicas quimicas diferentes: una fraccién polar o cabeza hidrofilica y una
fraccion no polar o cola hidrofébica, manteniéndose principalmente en la interfase
aceite/agua o aire/agua; estos compuestos pueden ser de origen quimico o
bacteriano (Thies et al. 2004; Kuttuvan et al. 2013; Luna et al. 2013; Nathalia et al.
2014; Huang et al. 2015). Cuando el tensioactivo es sintetizado por un

microorganismo, se le conoce como biotensioactivo.

Los biotensioactivos poseen baja toxicidad, alta biodegradabilidad, digestibilidad,
compatibilidad con el medio ambiente, alta estabilidad a temperaturas extremas,
pH y salinidad altos, se sintetizan a partir de fuentes renovables, alta actividad de
superficie y actividad bioldgica antimicrobiana y antitumoral (Muller et al. 2012),
dichas propiedades constituyen una ventaja al compararlos con los surfactantes
sintéticos, ya que estos ultimos son considerados altamente contaminantes para el

medio ambiente (Kitamoto y Nakahara, 2002).

A pesar de que los manglares son reconocidos como un recurso econémico y
bioldgico, con una serie de servicios altamente beneficiosos para sostener un
ecosistema, con complejas interrelaciones entre plantas y animales, tienen un alto
riesgo a grandes y crénicos derrames de petréleo. Una vez que el petréleo esta
dentro del manglar, se han aplicado medidas como i) ninguna accion, ii) aplicar
plumas y otras barreras, incluyendo cabellos y almohadas absorbentes, iii)
extraccion manual, iv) lavado del petroleo con agua de mar, v) biorremediacion y
vi) tensioactivos quimicos con accién dispersante. Sin embargo no hay

investigaciones suficientemente detalladas en las que se hayan generado
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tecnologias sustentables, para la restauracion de suelos contaminados por petréleo
con vegetacion de manglar, que involucren el uso de un tensioactivo sintetizado

por bacterias fijadores de nitrogeno.

En este contexto, Duke (2016) menciona que los dispersantes son una buena
opcion para restaurar ecosistemas de manglar impactados por derrames de
petrdleo debido a su potencial de emulsificar hidrocarburos, separar fases y

aumentar la humectacion en sitios impactados con aceites.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la restauracién de suelos con
especies de mangle a través de la aplicacién de un emulsificante bacteriano y uno
con base en aceite de pino, y determinar su eficiencia en la degradacién de

petréleo.

La presente tesis se dividié en cinco capitulos, en el primero se describe de modo

general el contexto de la investigacion.

En el segundo capitulo se describe el procedimiento para la obtencion de cepas

fijadoras de nitrégenos y petrofilicas, con capacidad de producir tensioactivos.

En el tercer capitulo se caracterizé el tensioactivo producido A. lipoferum. Se
determinaron las propiedades termodinamicas (pH y densidad), de superficie
(concentracion micelar critica), transporte (viscosidad), fisicas (capacidad y
estabilidad de la emulsién), quimicas (indice de saponificacién y de acidez), y
biologicas (toxicidad aguda y concentracion letal media). Las caracteristicas del
tensioactivo permitieron visualizar sus aplicaciones potenciales en la restauracion

de sitios con vegetacion de manglar contaminados con petréleo.

En el cuarto capitulo se evaluo el crecimiento en longitud y didmetro del tallo, longitud
de raices, area foliar, biomasa fresca y seca de las plantulas de R. mangle en seis
concentraciones de petréleo emulsificado con un biotensioactivo de origen bacteriano
y de pino, en invernadero durante 11 meses para determinar los tratamientos con la

emulsion tensioactivo bacteriano-petroleo que permitan el mejor crecimiento de



plantulas de R. mangle en comparacion con los tratamientos con biotensioactivo de

pino.

En el quinto capitulo se evalud la remocion de hidrocarburos totales del petroleo y las
unidades formadoras de colonias en un suelo contaminado con petréleo emulsificado
con un tensioactivo bacteriano y un tensioactivo con base en aceite de pino, en
invernadero durante 11 meses, para determinar los tratamientos con la emulsion
tensioactivo bacteriano-petréleo y de pino que permitieran la mayor remocion de

hidrocarburos totales de petréleo y crecimiento bacteriano.

La importancia de este trabajo es haber generado datos de dosis-respuesta al aplicar
petréleo emulsificado con un biotensioactivo producido por una cepa bacteriana
fijadora de nitrégeno. La base de datos se obtuvo al hacer la evaluacion del proceso
durante restauracion del suelo, y de la medicion de variables dasométricas de la

vegetacion de manglar del suelo contaminado.
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1.2 Objetivos

General

Evaluar la restauracion de areas con vegetacion de manglar a través de la
aplicacion de un tensioactivo bacteriano obtenido de una cepa bacteriana y

determinar su eficiencia en la degradacion de petroleo.

Particulares
1. Evaluar cepas bacterianas autdctonas fijadores de nitrégeno con capacidad

de degradar petréleo crudo.

2. Caracterizar un tensioactivo sintetizado por bacterias fijadoras de nitrégeno
para determinar su aplicacién en suelo contaminado con petréleo, con plantulas de

mangle.

3. Evaluar el crecimiento de Rhizophora mangle en suelos contaminados con

petréleo tratados con tensioactivos.

1.3 Hipotesis
Las bacterias fijadoras de nitrégeno autéctonas del estado de Tabasco, tienen la
capacidad de producir metabolitos para reducir la tensién superficial de

compuestos hidrofobos.

El tensioactivo producido por bacterias fijadoras de nitrégeno tiene potencial para

restaurar suelo contaminado con petroleo, con plantulas de mangle.

Un suelo contaminado con petréleo emulsificado con tensioactivo de origen
bacteriano permite el crecimiento de R. mangle y remocion de petrdleo, en
comparacién con un suelo contaminado por petréleo emulsificado con tensioactivo

con base en aceite de pino
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Resumen

Algunos microorganismos producen biosurfactantes al estar en contacto con
petréleo, lo que favorece la formacion de micelas, permitiendo que las células
microbianas las metabolicen eficazmente. En esta investigacion se presentan
resultados de la evaluacidbn de cepas bacterianas fijadoras de nitrégeno e
hidrocarbonoclastas con capacidad de generar biotensioactivos. El sitio de
muestreo fue en la planicie de inundacién del rio Chico Zapote, en la cuenca baja
del Rio Tonalda en Tabasco, México. Se colectaron rizésferas y el suelo
contaminado con petréleo ademas de ejemplares botanicos para su identificacion
taxondmica. El suelo rizosférico colectado fue sembrado en medio de cultivo Rojo
Congo para la obtencion de las cepas bacterianas fijadoras de nitrdgeno del género
Azospirillum (BFN). Las cepas BFN fueron colocadas en medio mineral liquido con
petréleo como Unica fuente de carbono, para obtener bacterias fijadoras de
nitrogeno e hidrocarbonoclastas. El biosurfactante producido por A. brasilense
mostré una estabilidad de la emulsion de 229 min, rendimiento de 0.1375 g.L™%, y
una capacidad de emulsiéon de 80 % Yy tension superficial de 38 mN.m™1, mientras
que el biosurfactante producido por A. lipoferum tuvo una estabilidad de emulsion
de 260 min, rendimiento de 0.22 g.L™%, capacidad de emulsién de 90 % y una

tension superficial de 35.5 mN.m™.

! Este articulo fue publicado en la Revista Water, Air, & Soil Pollution (2016) 227:181
DOI 10.1007/s11270-015-2659-0
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2.1 Abstract

Some microorganisms can produce biotensoactive when in contact with
hydrocarbons, which favours micelle formation, allowing microbial cells to
metabolise them effectively. In this study, we evaluated the capacity of nitrogen-
fixing and hydrocarbonoclastic bacterial strains to generate biotensoactive. The
sampling site was in a flood plain of the Chico Zapote River, on the low basin of the
Tonala River in Tabasco, Mexico. Rhizospheres and soil contaminated by oil were
collected, and the concentration of oil and botanic samples were determined for
their taxonomic classification. The collected rhizosphere oil was seeded into Congo
red cultures to obtain Azospirillum (NFB) bacteria. The NFB strain was placed in
liquid mineral medium with oil as the only carbon source to identify the
hydrocarbonoclastic strains. Biochemical and physiological evaluations determined
that the species were Azospirillum brasilense and Azospirillum lipoferum. The
strains were placed into Kim medium for generating a biosurfactant. The
biosurfactant produced by A. brasilense showed an emulsion stability of 229 min,
yield of 0.1375 g.L™", emulsion capacity of 80 % and superficial tension of
38 mN.m™", and while the biotensoactive produced by A. lipoferum had an emulsion
stability of 260 min, yield of 0.22 g.L™", emulsion capacity of 90 % and superficial
tension of 35.5 mN.m™",

Keywords. Azospirillum Biosurfactants Hydrocarbonoclastic bacteria

2.2 Introduction

Oil is a non-renewable natural resource and is currently the main energy source
available to humans. According to a report by the Mexico Energy Secretariat in
2013, 86,575.3 thousand barrels daily (TBD) of crude oil were produced worldwide
in 2011 alone. The main oil processing plants are refineries and petrochemical
plants, and although they are beneficial for society, they produce approximately

10,000 m? per day of oil solid residues worldwide (Souza et al. 2014).

Mexico is the eighth largest oil producer in the world. In 2012, national production
was 2547 TBD, with the north-eastern maritime region contributing the greatest
percentage of 51.38 %. Likewise, in the coast of the Gulf of Mexico alone, the
production of hydrocarbons in onshore wells was 25.11 %. The state of Tabasco
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reported production of 433 TBD, which represents 16.99 %, making it the state with
the highest hydrocarbon extraction in the nation (PEMEX 2013).

Oil production has been accompanied by several mismanagement-related
consequences during its extraction, transport and storage, causing a negative
impact on ecosystems. According to The Federal Attorney for Environmental
Protection of Mexico (Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente de México -
PROFEPA), between 2000 and 2012, 1415 oil spills were reported in the country,
of which 34 % occurred in Tabasco. A total of 92.6 % of oil spills or leaks from
pipelines accumulated in the soil (PROFEPA 2011). Currently, there is great
concern regarding potential contamination in soils, water and air caused by oil-
related activities. Based on this concern, research is being conducted to develop
treatment processes of contaminant materials using chemical or biological methods.
In the case of the latter, it is known that microorganisms are capable of oxidising
hydrocarbons and using them as energy sources (Silva et al. 2014; Ojeda et al.
2013; Hernandez et al. 2011), transforming them into less toxic products and
intermediate metabolites (Madigan et al. 2012). In addition to the efficiency of
degradation or catabolic pathways, biological restoration must also consider that
the limiting timeframe for the removal of most contaminant compounds in the

environment is related to their bioavailability (Yahya et al. 2014).

If a substrate is not available, the cell will not be able to use it as an energy source
for metabolism; this is exactly what happens with hydrocarbons that are highly
insoluble in water, deterring their removal. Bioavailability can be improved with the
use of surfactant materials of chemical or biological origin. The latter are known as
biosurfactants, and these have been obtained and purified using several laboratory
processes (Luna et al. 2013; Kuttuvan et al. 2013; Nathalia et al. 2014; Thies et al.
2014). Biosurfactants can be from bacterial or fungal origin (Ojeda et al. 2012), but
one limiting factor for their commercial use is production time. However, production
time can be reduced using nitrogen-fixing and hydrocarbonoclastic bacteria due to

their rapid growth, as demonstrated in this study.

It is important to identify and study strains of microorganisms that possess the

capacity to produce biosurfactants. Biosurfactants are compounds that concentrate
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or accumulate at the interface between two mediums, altering the surface tension.
In dispersion, larger particles are formed by groups of molecules known as micelles
that are held together by attraction forces between the particles instead of by
chemical bonds. Biosurfactants generally have a linear and asymmetric molecular
structure with two zones, one hydrophobic and the other hydrophilic, and are found
mostly at the interface, which leads to the formation of emulsions. If the emulsion
contains drops of oil (0) in water (w) it is called an o/w emulsion, but if the dispersed
phase is water, then the emulsion is called w/o, and it causes humidification,
dispersion, detergence and/or solubilisation of the two immiscible phases (Riojas et
al. 2010; Laurencio and Delgado 2008; Nehal et al. 1999).

The biosurfactants have the ability to emulsify hydrocarbons, separate phases and
increase moisture in sites affected by oil. Moreover, given their biological origin,
they could be used to optimize petrochemical and pharmaceutical processes
(Cortés et al. 2013), benefit the food and cosmetics industry or improve the
restoration of sites affected by oil spills (Rakeshkumar et al. 2013; Ruffino et al.
2013). In contrast, the impact caused by hydrophobic substances spilled in coastal
zones is devastating. Mangrove plants, which are considered natural protection
barriers against floods, have been affected by anthropogenic activities, damaging
11.2 % of the mangrove surface in Tabasco via activities such as oil-related
infrastructure (oil wells, separation units, compression stations, pipelines), roads
and dirt paths, dredging, pastures for livestock, urban uses and forest fires

(Dominguez-Dominguez et al. 2011; Santos et al. 2011).

The damage produced by natural phenomena in zones where mangrove forests
have decreased is not quantifiable. It is important to save plant species that help
maintain the coastline; therefore, the use of biosurfactants in sites affected by oil
can offer advantages compared to chemical technologies and lead to the discovery

of biosurfactants of higher quality.

The aim of this study was the detection of new bacterial strains with the capacity to
produce biosurfactants.
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2.3 Materials and Methods
2.3.1 Isolation of native nitrogen-fixing bacterial strains in the laboratory and

collection of plant specimens for taxonomic identification

The sampling of plant specimens and field recording of information was performed
according to Lot and Chiang (1986). This included describing the habitat; common
names; plant uses and biological features, such as life form, type, flower colour,
fruit, seed and tree bark. The plant specimens collected in the study area were
placed in a plant press labelled with the date and name of the person sampling.
Then, they were dried and taxonomically identified using specialized literature
(Bueno et al. 2005).

The identification of plant species was performed to assess the diversity of plant
species capable of surviving in natural soils and water with high hydrocarbon

concentrations.

The sampling site was located in the flood plain of the Chico Zapote River in the
Tonala river lower basin near the Benito Juérez Village. This area belongs to
Céardenas Municipality in the western part of Tabasco State, México. The exposure
period of plant species to oil was 20 years, as they were located in the Sanchez

Magallanes oil field.

2.3.2 Rhizosphere sampling for the isolation of nitrogen-fixing bacteria

A rhizosphere sample was taken from every plant specimen collected in the study
area and was processed according to Hernandez et al. (2003). They were tested to
assess microbial populations of nitrogen-fixing bacteria that tolerated crude oil. The
rhizospheres of each plant species collected were stored in closed amber glass
vials according to the Official Mexican Guideline NOM-021 (SEMARNAT 2002) and

kept under refrigeration at 4 °C.

2.3.3 Microbial evaluation of the rhizosphere

The culture medium used for bacteria belonging to the genus Azospirillum was
Congo red supplemented with the following (g.L™"): malic acid (5), MgSQO4-7H20 (2),
NaCl (0.2), FeCl (0.02), KOH (4.8), yeast extract (0.5), bacteriological agar (18),
Congo red 1:400 and 10 % w/v K2HPOa.
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Bacterial samples from the rhizosphere were cultured in Congo red-malic acid
medium. Bacterial culture was performed using the streak plate method (Madigan
et al. 2012). Growth conditions were 28 °C for an incubation period of 100-168 h
until growth and presence of nitrogen-fixing bacterial (NFB) were observed in the
medium. Macroscopic characterization was performed taking into account features
such as colour, size and consistency (Ramirez et al. 2001). Simultaneous to the
sampling process from the rhizosphere, three water samples were obtained from
the surface to determine oil concentrations according to NMX-AA-SCFI-117.

Evaluation of the population development of NFB colonies with the capacity to

degrade oil in liquid mineral medium.

2.3.4 Microbial evaluation of the hydrocarbonoclastic strains

Colony forming units (CFU.mL™") of NFB were evaluated in liquid cellulose agar
medium for oil-degrading bacteria. This medium was composed of solution A with
the following (g.L™"): K2HPO4 (0.86), KH2PO4 (0.2), KCI (0.1), Naz2MoOa-2H20
(0.002) and disodium EDTA (0.04), and of solution B with the following (g.L™"):
MgS0a4-7H20 (1.8), CaCl2-2H20 (0.6) and biotin (0.005). Lastly, crude oil was added
as the only carbon source. Bacterial strains were sampled every 48 h until the death
phase was achieved to determine if NFB strains were hydrocarbonoclastic (HNFB).
Viable cell counts were performed using the streak plate method (Madigan et al.
2012). The effect of time on bacterial growth of Azospirillum species was determined
using a correlation between observations. The data were analised using SAS
statistical software (SAS Inst, Inc., 2009).

2.3.5 Production and extraction of the biosurfactant from hydrocarbonoclastic
nitrogen-fixing bacterial strains

Hydrocarbonoclastic nitrogen-fixing bacterial strains were cultured in Kim medium
(Kim et al. 2000). To determine the production of biosurfactants, a bioassay was
established under in vitro conditions according to a completely randomized single-
factor experimental design. Using a test of means, the behaviour of the strains to

produce biosurfactants was determined.

Kim medium was composed of the following (g.L™"): yeast extract (0.2), meat extract
(5), glucose or dextrose (2), monobasic KH2PO4 (0.2), dibasic K2H2PO4 (0.3),
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MgSOas (0.1), Na2SO4 (0.1), CaCl2 (0.1) and FeSO4 (0.1). The medium was
prepared in a 250-mL glass bioreactor that was previously disinfected with 12 %
benzalkonium chloride and ultraviolet radiation for 15 min. The bioreactor had a
glass tube air inlet of 6-mm internal diameter connected to an air compressor of
3.5 W (3.5 psi), and it was coupled to a microbiological filter to avoid the entry of
microorganisms. Each experimental unit featured an atmospheric vent through a 4-
mm diameter glass tube to release pressure from the system (Herndndez et al.
2011). During biosurfactant production, viable cell counts were performed every
24 h to record the change in colony forming units per milliliter from the initial phase
until the death phase. Once the experiment was completed, the bioassay was

dismantled under axenic conditions to recover the medium.

2.3.6 Recovery of pure biosurfactants

The culture medium with nitrogen-fixing bacteria was filtered with Whatman No. 1
filter paper to filter the biomass. Then, it was centrifuged at 2500 rpm for 30 min to
remove any traces of biomass that may have passed through the filter.

Extraction of the biosurfactant was performed from the biomass-free culture
medium. For the precipitation of non-surfactant substances, a 1:1.2 culture
medium/acetone ratio was used (Almazan et al. 2000). The acetone was slowly
added to the medium while maintaining agitation. The precipitate obtained was
separated from the supernatant by filtration through Whatman No. 1 filter paper.

The acetone was removed using a rotary evaporator at 40 °C and 375 mmHg.

Recovery of the active product was performed in a separation funnel by three
successive extractions of the free-cell supernatant using a mix of
chloroform/methanol at a 2:1 ratio. The organic extracts were joined and evaporated
at 30 °C and 375 mmHg until dryness was achieved.

2.3.7 ldentification of polar lipids associated with the surfactant activity

As a preliminary test, the presence of a polar lipid associated with surface activity
was evaluated. The presence of glycolipids, lipopeptides and phospholipids was
determined by thin layer chromatography using developer solutions (Hamilton and
Hamilton 1992).
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2.3.8 Species-level identification of hydrocarbonoclastic nitrogen-fixing bacterial
strains capable of producing biosurfactant

Identification of Azospirillum capable of producing biosurfactants at the species
level was performed by measuring the width of the cell in micrometres (um), by
growth in potato dextrose agar (PDA) to determine the type of colony, by
biochemical reactions (reduction of nitrates to nitrites, indole formation (tryptophan
among them), glucose fermentation, arginine dihydrolase, urease, hydrolysis (-
glucosidase and protease)) and by assimilation assays (d-glucose, l-arabinose, d-
mannose, d-mannitol, d-ribose, N-acetyl-glucosamine, d-sorbitol and d-fructose).
The reaction readings were performed with the help of identification tables
according to the biochemical characteristics of Azospirillum species proposed by
Holt et al. (1994).

Microscopic studies were performed in the NFB strains, and the macroscopic
characterisation of the colonies included shape, height, size, colour, surface and

border according to Ramirez et al. (2001).

2.3.9 Determination of emulsion capacity and emulsion stability of pure
biosurfactant

Emulsion capacity is used to explain the stabilising activity of the cell and culture
emulsion. It was determined at 30 °C +1° and was a modification of the method
used by Cassidy and Hudok (2001). Briefly, 2.0 mL of the biosurfactant and 1 mL
of water were added to an assay tube (180x18 mL), closed system and
atmospheric pressure (14.7 Ib/in.?), the contents were vigorously agitated for 30 s,
500 rpm in a Barnstead Thermolyne brand vortex mixer model, and then a volume
of 0.2 mL of oil was added (10 % emulsion capacity) and agitated again. To
determine emulsion stability, the time from 0 min to phase separation was recorded.
The mix was left to settle during 48 h until the phases completely separated, and
the elapsed time was recorded (min) to report emulsion stability. The oil addition
cycle was repeated until a fraction of pure oil was observed in the upper phase of
the liquid. The volume of total oil used was divided by the volume of the aqueous
phase and multiplied by 100. The resulting value represented the percentage of

emulsion capacity.
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2.3.10 Measurement of surface tension of pure biosurfactant

Solutions with different concentrations of biosurfactant were prepared in water,
covering an interval of 1 x 1076 to 1 x 1072 weight percentage. Once the solutions
were prepared, they were left to settle at 30 °C for 2 days in 20 cm?® sealed vials.
The measurements of static surface tension were performed using a Kris K 10 ST
digital tensiometer model, which measures the surface and interphase tension of
liquids at a controlled temperature. The measurements were performed at 30 °C,

and the Wilhelmy plate method described by Alvarez et al. (2009) was used.

2.3.11 Determination of the critical micelle concentration

The concentration at which the micelles begin to form is defined as the critical
micelle concentration (CMC). This is determined by a sudden change in surface
tension, viscosity, density, etc. The CMC of the biosurfactants was determined by
graphically representing the viscosity as a function of the concentration.

2.3.12 Fourier transform infrared spectroscopy

Samples of biosurfactants generated by Azospirillum lipoferum and Azospirillum
brasilense were structurally characterised by Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR) to support the results obtained by thin layer chromatography.
The samples were analysed on a KBr tablet (Sigma-Aldrich grade FT-IR). They
were subsequently analysed in a Shimadzu model IRAFfinity-1 FT-IR spectrometer
at an interval of 750—4500 cm™" and a resolution of 2 cm™ in 40 scans, and the data

obtained were processed with IRsolution™ software.

2.4 Results and Discussion

2.4.1 Isolation of native hydrocarbonoclastic nitrogen-fixing bacterial strains in the
laboratory

Geographic latitude and longitude coordinates were obtained using a global
positioning system (GPS) at five sampling points: 1: 18° 10’ 33.996" and 93° 54’
34.1994"; 2: 18° 10 '4.368" and 93° 54' 8.676"; 3: 18° 9' 42.5514" and 93° 54'
58.4274"; 4: 18° 9' 42.336" and 93° 54' 58.5354"; 5: 18° 9' 41.652" and 93° 54'
58.644" (Fig. 1).
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Figure 1. Sampling site located in the flood plain of the Chico Zapote river in the lower basin of the

Tonala river, Benito Juérez Village, Cardenas, Tabasco, México

The sites where the plant and rhizosphere samples were taken showed an average
concentration of 138000 ppm of total oil hydrocarbon and pH 7.69 in the flood plain
of the Chico Zapote river. From the study zone, 30 specimens belonging to 22 plant
families were taxonomically classified (Table 1).

The site where the rhizospheres were collected showed contamination with
hydrocarbons in the Cis* phase due to hydrocarbon spread via flow of surface water
in the flood plains of the Chico Zapote River. These hydrocarbons likely derived
from oil spills in the Sanchez Magallanes oil field, Cardenas, Tabasco, México.
These results agree with reports for gleysols, histosols and solonchaks soils with
hydrophytic vegetation and mangroves in oil fields in the lower basin of the Tonala
river (Zavala et al. 2005; Garcia et al. 2006; Dominguez-Dominguez et al. 2011;
Guerrero et al. 2012).
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Table 1 Plant species collected in a flood plain of the Chico Zapote river, on the low basin of the

Tonala river in Tabasco, México

Plant family Genus Species

Alismataceae  Sagittaria lancifolia L.

Apiaceae Arracacia sp.

Apocynaceae Asclepias curassavica L.

Araceae Pistia stratiotes L.

Arecaceae Acoelorrhaphe wrightii H. Wendl. & Becc.
Asteraceae Parthenium  hysterophorus L.
Dryopteridaceae Dryopteris filix-mas L.
Campanulaceae Lobelia cardinalis L.

Cyperaceae Cyperus articulatus L.
Cyperaceae Cyperus giganteus Vahl.
Cyperaceae Cyperus luzuloe (L.) rest
Fabaceae Mimosa pigra L.

Fabaceae Mimosa somnians Humb. & Bonpl. ex. Willd
Heliconiaceae Heliconia latispatha Benth.
Lamiaceae Hyptis sinuata Pohl ex Benth.
Malvaceae Hibiscus tiliaceus L.
Marantaceae  Calathea lutea (Aubl.) Schult.
Marantaceae  Thalia geniculata L.

Moraceae Ficus elastica Roxb.
Onagraceae Ludwigia peruviana (L.) Hara
Piperaceae Piper glabrescens (Mig.) C. DC.
Poaceae Echinochloa colona (L.) Link
Poaceae Leersia hexandra Sw.

Poaceae Panicum repens Linn
Pontederiaceae Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.
Pontederiaceae Pontederia  sagittata C.P.
Pteridaceae Acrostichum aureum L.

Salviniaceae  Salvinia auriculata Aubl.
Typhaceae Typha latifolia L.

Verbenaceae Lantana camara L.

Taxonomic identification of 30 specimens belonging to 22 plant families, of which 83.33 % were
herbaceous, 13.33 % shrubs and 3.33 % trees.

When evaluating the bacterial strains from the rhizosphere of each plant species
identified, 42 bacterial strains belonged to the genus Azospirillum. Based on the
microbial reproduction in the liquid mineral culture where oil was the only carbon
source, 28 strains showed the ability to complete the microbial population growth
curve with log, exponential, stationary and death phases. At the end of the stationary
phase, oil emulsion stability was evaluated. Treatments in which the emulsion
stability was greater than 150 min were identified with the codes M1B2, M1Bs, M7Bs
and M4Ba.
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Plant species found in the study area agree with previous studies performed on the
plant cover of the lower basin in the Tonala river in vascular plants (Lot 1991) and
in aquatic plants (Garcia et al. 2006). Several plant species have economic
importance for roof construction (Marantaceae, Calathea lutea), basketry items
(Cyperaceae, Cyperus articulatus), medicinal uses (Asteraceae, Parthenium
hysterophorus; Campanulaceae, Lobelia cardinalis; Piperaceae, Piper glabrescens;
Verbenaceae, Lantana camara, etc.) and as ornamental species (Fabaceae,
Mimosa pigra; Marantaceae, Thalia geniculata; Pontederiaceae, Pontederia
sagittata, etc.). Plant resources in the area have great importance for the local
population; therefore, studies on their use and conservation have been performed
(Garcia et al. 2012).

2.4.2 Determination of physiological and biochemical characteristics differentiating
each Azospirillum species

The evaluation of physiological characteristics, such as cell width (Fig. 2), and
characteristics differentiating both bacterial strains (Table 2) revealed two species:
A. lipoferum (M1B2) and A. brasilense (M1Bs, M7Bs and M4B1), both found in C. lutea
of the Marantaceae family. A. brasilense was found in Typha latifolia (Typhaceae)

and in one species of the genus Ficus elastica (Moraceae).

The microscopic tests revealed that both strains are Gram-negative. However, the
macroscopic tests showed that A. brasilense forms circular, flat, rough, whole and
opaque colonies, while A. lipoferum forms circular, flat, red, smooth, whole and

shiny colonies.
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Figure 2. Electron microscopy of a) Azospirillum brasilense and b) Azospirillum lipoferum

Table 2 Physiological and biochemical characteristics differentiating each Azospirillum species

Reaction/characteristic

. MiB2 M1Bs
Reactions/enzymes Azospirillum Azospirillum
lipoferum brasilense

Cell width (um) 1.0-1.5 1.0-1.2
Growth in PDA + +
Type of colony in PDA pink, 4 N
elevated, wavy
Gram - -
Reduction of nitrates to nitrites + +
Indole formation (tryptophan) - -
Fermentation (glucose) - -
Arginine dihydrolase - -
Urease - -
Hydrolysis (B-glucosidase) 4 N
(aesculin)

22



Reaction/characteristic

. M1B2 M1Bs
Reactions/enzymes Azospirillum Azospirillum
lipoferum brasilense
Hydrolysis (protease) (gelatine) + +
Assimilation (glucose) + -
Assimilation (arabinose) + -
Assimilation (mannose) - -
Assimilation (mannitol) + -
Assimilation (ribose) + -
Assimilation (sorbitol) + -
Assimilation (fructose) + -
Assimilation (N-acetyl- + _

glucosamine)
Response of two Azospirillum species in biochemical tests and physical characteristics

The bacterial strains identified as A. lipoferum and A. brasilense are not pathogenic
(Madigan et al. 2012), which is of vital importance for their industrial use as

biosurfactant producers.

The production of biosurfactants is important because it targets improved recovery
of hydrocarbons due to oil is the base of the economy in many countries, the
improvement of oil drainage in oil wells, stimulating the release of trapped oill,
moistening of solid surfaces, reduction of oil viscosity and decreasing interphase
tension for tertiary oil recovery (Miller et al. 2012). However, mismanagement of
hydrocarbons also has negative impacts on the environment. Coastal oil spills have
contributed to hydric stress and death by suffocation of seedlings of different
mangrove species. Mangrove seedlings do not survive oil impacts because
hydrocarbons damage cell membranes in the roots, impeding the normal process
of salt exclusion (Proffitt et al. 1995; Inckot et al. 2011).

2.4.3 Microbial evaluation of the hydrocarbonoclastic strains

In the semi-logarithmic graph, the data were fit to a straight line. The correlation
analysis between population growth and the time elapsed showed high sample
correlation coefficients (r=0.95861 for A. lipoferum and r=0.99404 for A.
brasilense) (Fig. 3). The maximum activity for both species in liquid mineral medium
was obtained 144 h after beginning the bioassay, corresponding to
56 x 10 CFU.mL"" for A. lipoferum and 25 x 106 CFU.mL"" for A. brasilense. When
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evaluating microbial growth in liquid mineral media for hydrocarbonoclastic bacteria,
there was a strong association between population development and the time the

experiment lasted, thus classifying them as hydrocarbonoclastic bacterial strains.
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Figure 3. Growth of a) Azospirillum lipoferum and b) Azospirillum brasilense in liquid mineral medium

with oil as the only carbon source

It is important to study the production of biosurfactants over time; as shown in this
study, production can vary. This might be because substrates in treatments are not
renewed and therefore interfere with the ability of bacteria to use biosurfactants as

a nutrient source.

2.4.4 Biosurfactant production into Kim medium

The results of biosurfactant production by A. lipoferum and A. brasilense inoculated
into Kim medium did not show significant differences between treatments during the
first 168 h of the bioassay. However, after 192 h, there were significant differences
between treatments, where A. lipoferum produced the highest amount of
biosurfactant (Fig. 4). The highest microbial population growth and highest
biosurfactant production for both Azospirillum species were obtained after 72 h in
Kim medium. The A. brasilense strain had a maximum growth of 75 x 106 CFU.mL™"
and biosurfactant production of 0.1375 g.L™', while A. lipoferum obtained a
maximum growth of 80 x 108 CFU.mL™" and biosurfactant production of 0.22 g.L™,
72 h after the bioassay began. At the end of the experiment, the microbial population
of A. lipoferum was 33 x 10* CFU.mL™~" with 0.05 g.L™" of biosurfactant produced,
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while microbial population growth for A. brasilense was 35 x 10* CFU.mL™" with
production of 0.0175 g.L™".

This yield can be compared to that of Azotobacter chroococcum studied by Thavasi
et al. (2009), which produced a yield of 4.6 g.L™", 96 h after the bioassay began. In
the same context, Pérez et al. (2010) reported a nitrogen-fixing bacterial strain
Stenotrophomonas sp., with a biosurfactant production yield of 0.5 g.L™" after 288 h.
Although the production times varied, comparison of these yields demonstrates that
the production of biosurfactants by A. lipoferum and A. brasilense is competitive
with other nitrogen-fixing strains. The Kim medium consists of pure salts, and in this
study, the production of both biosurfactants was low. However, the yield could be
optimized in future studies by varying the parameters of the culture conditions, such
as pH, temperature, oxygen and mixing conditions (Fonseca et al. 2007), in addition
to changing the carbon and nitrogen sources (from industrial waste) and trace
elements, such as iron and manganese which would make industrial level
biosurfactant production sustainable (Jiménez et al. 2010).
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Figure 4. Biosurfactant production by strains A. brasilense and A. lipoferum in experimental units

(e.u.) of 250 mL in Kim medium. Values of treatments with different letters have statistically
significant differences (a < 0.05)
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Differences in production and biosurfactant quality may be due to the incubation

time in the Kim medium (Ron and Rosenberg 2001).

2.4.5 Polar lipids associated with the surfactant activity

Thin layer chromatography, used for the identification of polar lipids, led to the
detection of lipopeptides in the biosurfactants produced by A. brasilense and A.
lipoferum (Fig. 5). This compound has been associated with the surfactant activity
of biosurfactants (Hamilton and Hamilton 1992). Lipopeptides were detected in
biosurfactants obtained from A. lipoferum and A. brasilense. These compounds are
classified as low-molecular weight compounds (Rodrigues et al. 2006; Banat et al.
2010), and they possess activity emulsifying, dispersing and wetting properties
capable of reducing surface tension. Microorganisms capable of synthesising
biosurfactants perform this action to break the surface and interphase tension

between liquid/liquid and gas/liquid.
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Figure 5. Detection of lipopeptides associated with surfactant activity produced by a) Azospirillum

lipoferum and b) Azospirillum brasilense
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2.4.6 Critical micelle concentration

An important characteristic of the efficiency of surfactant substances is the
formation of micelles in a polar environment, and this is closely related to the critical
micelle concentration (CMC), which represents the minimum surfactant
concentration required for the spontaneous formation of micelles. The CMC of the
biosurfactants produced by A. lipoferum and A. brasilense was 0.25 % (Fig. 6a) and
0.12 % of weight (Fig. 6b), respectively. The lipopeptides present in both
biosurfactants in this study could increase the apparent solubility of hydrocarbons
by incorporating them into the hydrophobic cavities of the micelles. The CMC of
biosurfactants in aqueous solution varies depending on their structure (Deshpande
et al. 1999).

The application of a biosurfactant with a value less than its CMC would be most
appropriate if the contaminants could be solubilised at low concentrations and if
exposure of toxic substances to soil microorganisms was minimal (Lee et al. 2005).
Notably, the implementation of biosurfactants with concentrations greater than their
CMC, as well as being costly, can be toxic to microorganisms (Riojas et al. 2010;
Laha and Luthy 1992). The CMC value found for biosurfactants in this study is
similar to that reported by other researchers (Diniz et al. 2014; Janek et al. 2013;
Prince et al. 2012; Ferhat et al. 2011). The CMC represents a range of
concentrations, not an exact or absolute value, because phase transitions occur
gradually (Aparicio 2012). In a similar context, Thies et al. (2014) indicated that
biosurfactant agents with concentrations greater than the CMC may be appropriate
for soil cleansing; however, these high concentrations may be inappropriate for
bioremediation, which contrasts with the results of Kim et al. (2011), who found that
the solubility of polycyclic aromatic hydrocarbons is proportional to the
concentration of biosurfactants, i.e. values greater than the CMC improve the
solubility, but it decreases for values below or near the CMC.
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Figure 6. Determination of critical micelle concentration. Formation of micelles in a polar environment
measured at 30 °C. Biosurfactant produced by strains a) Azospirillum lipoferum and b) Azospirillum

brasilense

2.4.7 Measurement of emulsion capacity, emulsion stability of pure biosurfactant

Several characteristics of the biosurfactants led us to consider possible
applications. (1) The emulsification capacity was determined at a temperature of
30 °C £ 1°, resulting in 80 % capacity for the biosurfactant produced by A. brasilense
and in 90 % capacity for the biosurfactant produced by A. lipoferum. (2) The
emulsion stability of a surfactant determines the maximum time it can keep an
emulsion stable. The results of this test showed that the biosurfactant produced by
A. brasilense was stable for 229 min and pH of 6.9 while the biosurfactant produced

by A. lipoferum was stable for 260 min and pH of 7.1.
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2.4.8 Measurement of surface tension of pure biosurfactant
Another desirable characteristic in a surfactant is the capacity to decrease the

surface tension of liquids.

The results of these tests showed that biosurfactants produced by A. lipoferum and
A. brasilense were capable of decreasing the surface tension of water from
72 mN.m™" (values corresponding to the surface tension of HLPC-grade water) to
35 mN.m™" (Fig. 7a) and 38.mN.m™" (Fig. 7b), respectively. The biosurfactants
produced by both Azospirillum species reduced surface tension and produced
emulsions. Both actions allow for increased mass transfer, helping low-solubility
carbon sources become available for biodegradation and to be imported into
different metabolic pathways for the generation of energy and biomass synthesis.
Biosurfactants favour the bioavailability of contaminants by establishing a
desorption-solubilisation equilibrium. According to Kitamoto and Nakahara (2002),
biosurfactants mainly move equilibrium towards the aqueous phase, allowing

performance of different transport processes and biodegradation of contaminants.

75
70 a)
65
=~ 60
= 55
50
45
40
35 ¢ * ¥
30

Surface tension
(mN.m-1)

0 010203040506070809 1
Concentration (%ow.w-1)

75
70
65 b)
60 ¢
= 55

50
45
40 .

35
30

Surface tension
(mN.m)

0 0102030405060.70809 1
Concentration (%w.w1)

Figure 7. Surface tension as a function of the concentration of pure biosurfactant in water measured

at 30 °C. Biosurfactant produced by strains a) Azospirillum lipoferum and b) Azospirillum brasilense
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It is important to highlight that the emulsion stability of the biosurfactants produced
by A. brasilense and A. lipoferum was higher at 220 min; therefore, they could be
used to emulsify oil remaining from coastal spills, protecting species with high
economic and environmental importance before they are impacted by
hydrocarbons. Likewise, the emulsion capacity of the biosurfactants could optimise
cleaning processes, such as bioremediation. Notably, if a biosurfactant is to be
applied at an industrial scale, such as during the bioremediation of sites
contaminated with hydrophobic compounds, it should be added as a broth because
applying it in its purest form requires large amounts of solvents and energy for its
production and purification. Thus, it would be interesting to measure the TS from

the cell-free broth.

2.4.9 Fourier transform infrared spectroscopy

A classic technique for the structural analysis of organic compounds is FT-IR. Figure
8 shows the FT-IR spectrum of a pure biosurfactant produced by A. lipoferum and
A. brasilense. The characteristic absorption bands of both biosurfactants usually
correspond to functional groups formed by lipopeptides. In Fig. 8a, the major
absorption bands were located at 3420 cm™" (O-H bond typical of polysaccharides),
2931 and 2857 cm™' (C-H bond, chains of aliphatic hydrocarbons), 1638 cm™! (O=C-
N bond, amide group), 1457 and 1403 cm™' (C-N amine groups) and 1218 and
1085 cm™' (alkyl radicals), while in Fig. 8b, the major absorption bands were located
at 3499 cm' (O-H bond typical of polysaccharides), 2957 and 2885 cm™" (C-H
bond, chains of aliphatic hydrocarbons), 1648 cm™' (O=C-N bond, amide group),
1438 cm™" (C-N amine groups) and 1118 and 1034 cm™" (alkyl radicals). The wave
numbers obtained in this study are consistent with lipopeptide molecules. The FT-
IR analysis of the biosurfactant obtained from the nitrogen-fixing strain of A.
lipoferum was similar to the results obtained by Kuiper et al. (2004) and Das and
Mukherjee (2007), who used FT-IR as an analytical tool to characterise the
biosurfactant. The results of this study are consistent with a type of polar lipid of the
nitrogen-fixing bacteria A. chroococcum (Thavasi et al. 2009), which is a lipopeptide

with a lipid and protein proportion of 31.3:68.7.
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Figure 8. FT-IR spectrum of the purified biosurfactant produced by strains a) Azospirillum lipoferum

and b) Azospirillum brasilense

2.5 Conclusion

We identified few free-living nitrogen-fixing bacterial strains associated with the
rhizosphere of plants adapted to stressful ecosystems with 138000 ppm oil.
However, Azospirillum lipoferum and Azospirillum brasilense were isolated, and
they showed the capacity to produce biosurfactants in short time intervals. The
biosurfactants produced by A. lipoferum and A. brasilense showed surface activity

and emulsifying properties that could increase the bioavailability of hydrocarbons
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and lead to their biodegradation. Based on these characteristics, they could be used
to emulsify the remaining oil from hydrocarbon spills in the ocean, avoiding the
mortality of species of great ecological importance, such as those present in

mangrove ecosystems.
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Resumen

En este estudio se caracterizé un biotensoactivo producido por la bacteria
Azospirillum lipoferum aislada de rizésferas de plantas contaminadas con petréleo
en la cuenca baja del rio Tonala, Villa Benito Juarez, municipio de Céardenas,
Tabasco, México. Se determinaron propiedades como: viscosidad a 25 °C, analisis
elemental (%omol) por microscopia electrénica de barrido, densidad a diferentes
temperaturas, peso molecular, toxicidad aguda, determinacion de la concentracién
letal media (CLso), indice de saponificacion e indice de acidez. Se estudio el efecto
que el pH (6.0, 7.0, 8.0 y 9.0) y temperatura (25, 30, 35 y 40 °C) tienen sobre la
produccion de biotensoactivo y el efecto del NaCl en la tensién superficial, densidad
y capacidad de emulsién. La viscosidad se mantuvo estable entre 1.0914-1.1276
mPa.s, el biotensoactivo fue clasificado como de bajo peso molecular, el efecto de
la toxicidad en la poblacion de Eisenia foetida se manifest6 a partir de 55000 ppm
y la CLso ocurrié a 96695 ppm; por otra parte el mayor rendimiento en la produccién
de biotensoactivo se obtuvo a las 48 h en el tratamiento pH:7 y T:25 °C. La
reduccion la tension superficial del biosurfactante sintetizado por Azospirillum
lipoferum se llevé a cabo con concentraciones de 3-15 %NacCl (w.v1), en tanto que
la capacidad de emulsién disminuyo de 95 % con 1 % de NaCl a 70 % con 15
%NacCl.

2 Este articulo fue publicado en la Revista Water, Air, & Soil Pollution (2016) 227:181
DOI 10.1007/s11270-016-2871-6
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3.1 Abstract

This study characterizes a biotensoactive produced by the bacterium Azospirillum
lipoferum, which was isolated from the rhizospheres of contaminated plants with oil
in the lower basin of the Tonal& river, Villa Benito Juarez, municipality of Cardenas,
Tabasco, México. The following properties were analised: viscosity at 25 °C,
elemental analysis (%omol) by scanning electron microscopy, density at different
temperatures, molecular weight, acute toxicity, median lethal concentration (LCso),
and saponification and acidity indices. The effects of pH (6.0, 7.0, 8.0, and 9.0) and
temperature (25, 30, 35, and 40 °C) on the production of the biotensoactive and the
effect of NaCl on the surface tension, density, and emulsifying capacity were
studied. The results showed that the viscosity remained stable between 1.0914 and
1.1276 mPa.s, so the biotensoactive was classified as low-molecular weight. Toxic
effects on the population of Eisenia foetida began at surfactant concentrations
above 55000 ppm, and the LCso was 96695 ppm. The highest yield of
biotensoactive production was obtained 48 h after the beginning of the treatment at
pH 8 and pH 9 and 25 °C. At 25 °C, the surface tension ranged from 44.60 mN.m-*
at a 1 % concentration by weight of NaCl to 51.11 mN.m at 15 %NacCl, while at
60 °C, the surface tension ranged from 34.90 mN.m* at 1 %NacCl to 40.22 mN.m*
at 15 %NaCl. The emulsifying capacity was 70 % (aqueous solution 15 %NacCl).

Keywords: Azospirillum, Hydrocarbons, Surface tension, Characterization, Toxicity

3.2 Introduction

Environmental pollution from spills of petroleum and its derivatives is an issue of
great environmental importance due to its abundance, the difficulty involved in
cleaning up and remediating spills, and petroleum’s high toxicity. Oil is a
nonrenewable natural resource that is currently the main source of energy around
the world. According to information published by the Secretariat of Energy of Mexico
in 2012, the global production of crude oil in 2011 was 86575.3 thousand barrels
per day (kbpd). In 2012, Mexico produced 6978 kbpd of oil, which is the 8th highest
in the world. The northeast maritime region is the richest region in hydrocarbons
and contributed the largest percentage (51.38 %) of the national production in 2012.
Oil production from onshore wells on the coast of the Gulf of Mexico represented

25.11 % of national production in 2012, and Tabasco, which is the state with the
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highest hydrocarbon production in the country, accounted for 16.99 % of the
national production (PEMEX 2013). However, considerable quantities of oil have
contaminated water and soil as a result of the mismanagement of hydrocarbons
during extraction, transportation, storage, and refining. When oil is spilled, most of
the aliphatic compounds are volatilized, while some polycyclic aromatic
hydrocarbons persist in the environment and have negative impacts on living

organisms due to their toxic effects (Jiménez et al. 2010).

Sites that have been contaminated by petroleum can be remediated using chemical,
physical, and biological processes. However, in situ processes using
microorganisms are most commonly recommended because they are considered
“friendly” because they restore the soil structure, require less energy, and result in
the total destruction or immobilization of contaminants rather than their transfer from
one environment to another (Bharali et al. 2011). However, even though most
petroleum hydrocarbons are biodegradable, their biodegradation is limited due to
their low bioavailability (Torres et al. 2015). One proposal for improving the

biodegradation of oil is by using surfactants.

Surfactants are molecules that contain two sections with different chemical
properties, such as a polar moiety or hydrophilic head and a nonpolar fraction or
hydrophobic tail; thus, they accumulate mainly at the oil/water or air/water interface
(Thies et al. 2014). These compounds may be of biological or chemical origin. The
former, which are known as biosurfactants, have been obtained and purified by
various laboratory processes (Kuttuvan et al. 2013; Nathalia et al. 2014; Luna et al.
2015; Huang et al. 2015).

Several studies have reported successful applications of biosurfactants. These
surface active agents are able to enhance the restoration of sites that have been
impacted by petroleum oil spills (Rakeshkumar et al. 2013; Ruffino et al. 2013), such
as mangrove ecosystems, clean tanks that contain hydrocarbon waste compounds,
and have also been applied in microbial enhanced oil recovery (Mahmoud et al.
2011). In addition, biotensioactives have low toxicity and can emulsify
hydrocarbons, induce phase separation, and increase moisture in sites that are

impacted by oil. Due to their biological origin, biosurfactants can be applied to
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optimize petrochemical and pharmaceutical processes (Cortés et al. 2013) and

improve the food and cosmetics industry among other possible applications.

It is expected that the biosurfactant produced by A. lipoferum strain isolated from
petroleum contaminated soil can be able to reduce surface tension in the presence
of NaCl and at different temperatures. On the other hand, due to its biological origin,
it can exhibit reduced toxicity. The aim of current research was to obtain and
characterize a biosurfactant from Azospirillum lipoferum, a strain which is capable
to produce biosurfactant (Ojeda et al. 2015). Its characterization can help us to
visualize its application for environmental pollution, so we can to minimize damage
to species of high ecological importance, such as those in mangrove ecosystems,
when they are impacted by oil spills.

3.3 Materials and Methods

3.3.1 Microorganisms and culture conditions

Several bacterial strains were isolated from soil samples that were collected at sites
in a floodplain of the Chico zapote river in the lower basin of the Tonala river in
Tabasco, México, that had been contaminated with oil spills. The rhizosphere from
each plant species was inoculated in Red Congo medium to culture the nitrogen-
fixing bacterial strains (NFB) of the genus Azospirilum. One of the isolated
populations was the bacterial strain of the species lipoferum, which was cultured in
Kim medium (Kim et al. 2000). Kim medium was composed of the following (g.L™"):
yeast extract (0.2), meat extract (5), glucose or dextrose (2), monobasic KH2POa4
(0.2), dibasic K2H2PO4 (0.3), MgS0Oa4 (0.1), NaSOa4 (0.1), CaClz (0.1), and FeSOa4
(0.1). The medium was prepared in a 250 mL glass bioreactor that was previously
disinfected with 12 % benzalkonium chloride and ultraviolet radiation for 15 min.
The bioreactor had a glass tube air inlet of 6-mm internal diameter connected to an
air compressor of 3.5 W (3.5 psi), and it was coupled to a microbiological filter to
avoid the entry of microorganisms. Each experimental unit featured an atmospheric
vent through a 4-mm diameter glass tube to release pressure from the system
(Hernandez et al. 2011). Once the experiment was completed, the bioassay was
dismantled under axenic conditions to recover the medium (Ojeda et al. 2015). The

biosurfactant was extracted from the broth by successive washings with solvents as
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per Almazan et al. (2000). The purified biosurfactant was then analised through

various methodologies.

3.3.2 Elemental analysis of the pure biotensioactive

The elemental analysis was performed using the energy dispersive X-ray
spectroscopy method with a JEOL model JSM-6010LA scanning electron
microscope (SEM). For the analysis, the samples were fixed onto a steel sample
holder using double-sided carbon tape, where they were metallized and then

observed under low vacuum conditions.

3.3.3 Average molecular weight determination

The average molecular weight was determined according to the ASTM D 5558-95
Standard Test. For this test, the saponification index (SI) was previously determined
using the technique that was reported by Khazainah et al. (2011) for fats and oils.
This index is the weight in milligrams of KOH that is needed to saponify 1 g of fat or
oil. All the measurements were repeated three times to obtain the average value.

3.3.4 Effects of temperature and pH on the production of the biotensioactive in the
Kim medium

A completely randomized 4 x 4 experimental design was used to characterize the
effects of temperature and pH on the production of the biotensioactive by A.
lipoferum. Factor 1 was pH and consisted of four levels (6.0, 7.0, 8.0, and 9.0);
factor 2 was the temperature, and it consisted of four levels (25, 30, 35, and 40 °C).
Each treatment was realized in triplicate. To control the temperatures in the
bioassay, four glass trays were used (40 x 32 x 9.5 cm). Each contained 5 L of
water, and the temperature was controlled using a submersible thermostat. The
experimental unit (bioreactor) was a 500 mL Erlenmeyer flask connected to an air
compressor of 3.5 W (3.5 psi) by means of a glass tube air inlet of 6 mm of internal
diameter which was coupled to a microbiological filter to avoid the entry of
microorganisms. Each experimental unit featured an atmospheric vent through a 4-
mm diameter glass tube to release pressure from the system (Hernandez et al.
2011). To adjust the proposed pH, 0.1 N H2SO4 or NaOH was added as needed.
Each experimental unit contained 300 mL of the Kim medium, which was sampled

every 24 h. The bioassay was maintained for 192 h. To measure the generated
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biosurfactant, the samples extracted from the culture medium were washed with
solvents as described by Almazan et al. (2000). The experimental data were
analised through an analysis of variance (SAS Inst, Inc., 2003), and through a
comparison of the means obtained by different treatments (Tukey) (Steel et al.
1997). The treatment resulting in the largest production of biotensoactive was

determined using this approach.

3.3.5 Viscosity determination

The viscosity measurements were performed on a Cannon Fenske Ostwald type
viscometer. The viscometer was first calibrated with water, and the value of the
constant for water for the working conditions was determined according to Alvarez
et al. (2009). All the measurements were repeated three times to obtain the average

value.

3.3.6 Effect of the biotensoactive on the weight of the earthworm Eisenia foetida
(Acute toxicity assay)

Bioassays with worms are widely used to assess the toxicity of contaminated soils.
The most commonly used worms are various species from the genus Eisenia that
belong to the family Lumbricidae. These species are exogenous to México (Dorn et
al. 2002; Wilson et al. 2002). The toxicology test consisted of two phases: (1) a test
by contact with filter paper to determine the appropriate concentrations at which the
soil test should be performed and (2) a test with artificial soil and contaminated soil
samples. Ten individuals were placed in 500mL flasks with 250 g of soil, and four
replicates were used for each concentration. Eight concentrations (mg.kg™) of pure
biosurfactant in the range of 10000 to 80000 ppm were used. This bioassay was
based on the bioassay that was described in Guide 207 of the Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD) for the evaluation of substances
(OECD 1984) and Publication 96-327 of the Department of Ecology of Washington
State (WSDE 1996), as well as on the protocol that was proposed by Cuevas et al.
(2012). In this bioassay, acute toxicity was evaluated by measuring the weight

gained or lost by worms during the exposure time.
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3.3.7 Determining the median lethal concentration (LCso)

The LCso was assessed after 14 days of exposure using the California red worm
Eisenia foetida (Savigny). Ten individuals were placed in 500 mL flasks with 250 g
of soil, and four replicates were used for each concentration. Seven concentrations
(mg.kg?t) of pure biosurfactant in the range of 10000 to 80000 ppm were used. The
pure biosurfactant was diluted in sterile distilled water until 80 % soil moisture was
achieved. The data that were recorded for each concentration included the
concentration (ppm) of the test substance, the number of organisms, the number of
dead organisms, and the mortality. The results were analised using the Probit
Analysis Program software from the US Environmental Protection Agency (US EPA)
followed by an ANOVA.

3.3.8 Determination of the saponification index and acidity index (Al) of pure
biosurfactante

The Sl is the amount of potassium hydroxide in milligrams that is required to
saponify 1 g of oil or fat. This method is based on the chemical reaction of fatty acids
with an alkali to form an organic salt. The SI was measured according to the
Mexican standard NMX-F-174-S-1981 (NMX 1981). The method that is used to
measure the acidity index is based on titration with alkali-free fatty acids. Using this
method, the acidity index was determined with an accuracy of +0.25 %. The
procedure that was used to determine the Al is described in the Mexican standard
NMX-F-101-1987 (NMX 1987). The biosurfactant used to determine the acid and
saponification indices was extracted from the culture broth and purified according
to the methodology proposed by Almazan et al. (2000). All the measurements were

repeated three times to obtain the average value.

3.3.9 Effects of NaCl concentration and temperature on the surface tension of the
biotensioactive

The static surface tension measurements were performed on a Kriiss K 10 ST digital
tensiometer, which allows measurements of the surface and interfacial tension of
liquids at a controlled temperature. To perform this experiment, purified
biosurfactant and NaCl (0.005 % impurities and ACS analytical grade) from Aldrich
were used. The biotensoactive was purified from the broth through successive

washings with organic solvents as described by Almazan et al. (2000). The solutions
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were prepared by dissolving the mass in the required grams of NaCl (reagent grade)
in the pure biosurfactant to obtain the desired concentration. The pH of the solutions
was subsequently measured. All the measurements were repeated five times to
obtain the average value. The measurements were performed in a temperature
range of 25 to 60 °C over a range of NaCl concentrations of 1 to 15 % (w.v!). The
Wilhelmy plate method that was described by Alvarez et al. (2009) was used to
determine the surface tension of the solutions. This method can be used to
determine the static surface tension of solutions that are applicable to liquid—air
interfaces (Schukin et al. 1988). After calibration with water, the sample to be
measured was poured into a container, which was placed inside the heating
chamber and allowed to stabilize for 15 min to homogenize the sample at the
desired temperature. Measurements were performed at 6 min intervals, three

readings per sample were recorded, and the average was reported.

3.3.10 Effect of NaCl concentration on the density and emulsifying capacity

The density measurements were performed with the oscillating U-tube method
using an Anton Paar DSA 4500 M densitometer. The measurements were
performed in a temperature range of 25 to 60 °C and at different concentrations of
NaCl in water (w.v1) (Bolotnikov et al. 2008); all the measurements were repeated
five times to obtain the average value. Emulsion capacity is used to explain the
stabilising activity of culture emulsion. It was determined at 30 °C+£1°, and it was a
modification of the method proposed by Cassidy and Hudok (2001). Next, to
determine the emulsion capacity, different concentrations of aqueous NaCl
solutions were prepared (1, 3, 6, 9, 12, and 15 wt); 1 mL of each solution was added
to a test tube containing 2.0 mL of biosurfactant, closed system, and atmospheric
pressure (14.7 |b.in?), the contents were vigorously agitated for 30 s, 500 rpm in a
Barnstead Thermolyne brand vortex mixer model. The pH of each solution was
measured with a Hanna digital potentiometer. Then, different volumes (mL) of
petroleum were added to each test tube: 0.2 (10 % emulsion capacity), 0.4, 0.6, 0.8,
1.0,1.2,1.4,1.6,1.8, 2.0 (100 %) of and agitated again. Petroleum was added to
each tube until a petroleum fraction was observed in the upper layer of the liquid.
The total volume of used oil was divided by the volume of the aqueous phase and

multiplied by 100, and the result was reported as the percentage of emulsifying
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capacity. All the measurements were repeated three times to obtain the average

value.

3.4 Results and Discussion

A classic technique for the structural analysis of organic compounds is FT-IR.
Samples of biosurfactants generated by A. lipoferum was structurally characterised
by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). The sample was analysed on a
KBr tablet (Sigma Aldrich grade FT-IR). The major absorption bands were located
at 3420 cm™ (O-H bond typical of polysaccharides); 2931 and 2857 cm™' (C—-H
bond, chains of aliphatic hydrocarbons); 1638 cm™ (O =C-N bond); 1457 and
1403 cm™" (C-N amine groups); and 1218 and 1085 cm™' (alkyl radicals). The
characteristic absorption bands of biosurfactant usually correspond to functional
groups formed by lipopeptides. On the other hand, another desirable characteristic
in a surfactant is the capacity to decrease the surface tension of liquids. The results
of these tests showed that biosurfactant produced by A. lipoferum was capable of
decreasing the surface tension of water from 72 mN.m™" (values corresponding to
the surface tension of HLPC-grade water) to 35 mN.m™" (Ojeda et al. 2015).
Nonetheless, it is necessary to determine other properties that could be helpful in

the identification of potential applications.

3.4.1 Elemental analysis

To establish a profile of the overall composition of the samples, an elemental
analysis of the biotensoactive was performed by scanning electron microscopy and
energy dispersive X-ray spectroscopy microanalysis. Figure 1 shows the spectra
that were obtained with their characteristic emission patterns and compositions in
mass% of the constituent elements. The sample contained carbon (Ka =0.277 keV
transition, 59.40 % by mass), oxygen (Ka = 0.525 keV transition, 29.82 % by mass),
nitrogen (9.75 mass%), magnesium (0.62 mass%), and chlorine (0.40 mass%).
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Figure 1. Elemental analysis of pure biosurfactant by scanning electron microcospy

The elemental analysis of the biotensoactive showed high proportions of nitrogen,
carbon, and oxygen, which are constituents of lipopeptides. Lipopeptides feature
covalent bonds, which are known as peptide bonds, between the carboxyl group

and the amino group of amino acids (Madigan et al. 2012).

3.4.2 Average molecular weight determination
To determine the average molecular weight of the biosurfactant, its saponification
index was determined. The Sl value was 169 mg.L; thus, the average molecular

weight of the biosurfactant was estimated as 994.50 g.gmol.

The average molecular weight of the biotensoactive that was generated by A.
lipoferum (994.50 g.gmol?) allows this substance to be classified as a low-average
molecular weight (<1500 g.gmol?!) biotensoactive. In general, low-average
molecular weight biotensioactives include amino acids, peptide anions or cations,
and mono-, di-, or polysaccharides in their hydrophilic group and saturated fatty
acids in their hydrophobic group (Mejia 2008). Glycolipids (rhamnolipid,
trehalolipids, and sophorolipids), which can reduce the surface tension of water from
72 to 35 mN.m? on average, are considered to be low-molecular weight
biotensioactives. Similarly, biotensioactives that include lipopeptides are capable of
reducing the surface tension of water to 26.5 mN.m™ (Desai and Banat 1997).
Lipopeptides are aliphatic acids that are bound to peptides that are five to ten amino
acids long, have low CMCs, and increase the solubility of hydrocarbons by
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incorporating them into the hydrophobic cavities of micelles. These biotensioactives
are very effective at reducing the surface tension between phases but are not
considered to be good emulsifiers (Raiger and Lépez 2009; Gudifia et al. 2010;
Pérez et al. 2010). The existence of potent biotensioactives such as surfactin, which
reduces the water surface tension to 27.9 mN.m at concentrations of less than

0.005 % by weight, has been reported (Jiménez et al. 2010).

3.4.3 Effects of temperature and pH on the production of the biotensoactive

To evaluate the effect of temperature and pH on the production of biosurfactant,
samples were randomized into a 4 x 4 experimental design: factor 1 (temperature;
25, 30, 35, and 40 °C) and factor 2 (pH; 6.0, 7.0, 8.0, and 9.0) (Fig. 2a—d). The
analysis of variance showed no significant difference due to the interaction between
treatment and time (Pr> 0.05); however, the effects due to treatment and sampling
time were significant (Pr > F < 0.05). Through means comparison, it was determined
that the treatments pH3T1 (x 0.42877 g.L!) and pH4T1 (X 0.4173 g.L!) resulted in
the largest biosurfactant production at 25 °C and 48 h after inoculation of the A.
lipoferum strain. Moreover, at 48 h after inoculation in Kim medium, the microbial
population of A. lipoferum undergoing treatment pH3T1 was 75 x 10* CFU.mL* and
82 x 10* CFU.mL™ for those undergoing treatment pH4T1. To determine the amount
of produced biosurfactant, the culture broth was washed with solvents until purified
liquid biosurfactant was obtained following Almazan et al. (2000); the produced

mass was determined by measuring the density of the biosurfactant.

Similar studies were reported to the production of the biotensioactive from Bacillus
licheniformis (Araji et al. 2007) and found that the lipopeptide-based biotensioactive
reduced the surface tension of water to 28 mN.m? and that the maximum
biotensioactive production occurred at pH 7.2 and a temperature of 30 °C.
Environmental factors such as temperature and pH affect the production of

biotensioactive through their effects on cell growth or activity.
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Figure 2 Effects of pH and temperature on biosurfactant production by A. lipoferum. Production of
biosurfactant a) 25 °C, b) 30 °C, c¢) 35 °C, and d) 40 °C. All values are average of triplicate
measurements and the bars represent standard deviation

As reported by Gobbert et al. (1984) and Guerra et al. (1984), the pH of the media
can play an important role in the production of the biotensioactive. Both studies
showed that a pH between 6 and 6.5 maximizes the production of biotensioactive.
In contrast, Powalla et al. (1984) showed that the biotensioactive production by
Nocardia corybacteroides decreased at pHs between 6.5 and 8.0; however, the
surface tension and CMC were stable. Shin et al. (2004) reported that the optimum
pH for solubilizing hydrocarbon may not be optimal for microbial growth. Moreover,
Abu et al. (1991) performed an experiment in which the temperature varied between
20 and 40 °C and found that treatments at these temperatures did not have an
appreciable effect on biotensioactive production or its properties, such as the
surface and interfacial tension and the efficiency of emulsification. An increase in

temperature results in a decrease in the density of the medium, more rapid transport
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of the substrate that is solubilized by the micelles and the exchange of
biotensioactive molecules (micelle with the cell) to transfer the substrate to the

bacterial cell.

3.4.4 Viscosity

The dependence of viscosity on the concentration of biotensioactive was analised,
and the critical micelle concentration (CMC) was determined to be 0.0969 wt%,
which is similar to the value that was calculated from the surface tension
measurements (ST). The viscosity at 25 °C was stable over a range of 1.0914 and
1.1276 mPa.s. At 30 °C, the viscosity remained stable from 0.987 to 1.0111 mPa.s;
at 35 °C, the viscosity was stable between 0.8854 and 0.9122 mPa.s (Fig. 3).
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Figure 3, Effect of biosurfactant concentration produced by A. lipoferum and temperature on
viscosity. All values are average of triplicate measurements and the bars represent standard

deviation

The viscosity of the biotensioactive that was produced by A. lipoferum rises while
temperature decrease. At 25 °C, the viscosity of the biotensioactive was slightly
higher than that of water (1 cp), but at 30 °C, its viscosity was approximately 1 cp,
and increasing the temperature decreased the viscosity. The similar viscosity of this
biotensioactive to that of water makes it particularly attractive for applications in the
oil industry because it could be used to reduce the viscosity of heavy crude oil for
easy transport. This biotensioactive could reduce the viscosity of heavy crude oil
(mass densities between 934 and 1000 kg.m and API gravities between 22.3 and

10.1 API degrees), which would reduce the costs that are associated with reducing
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viscosity by heating or dilution with lighter petroleum or diesel. Adding this
biotensioactive to heavy hydrocarbons could provide new knowledge about their
non-Newtonian behavior that could be used to develop solutions to various
industrial problems that occur during their transport (Garcell 1998; Alfonso and
Drubey 2008).

3.4.5 Acute toxicity

To evaluate the potential toxicity of the biosurfactant, its impact on the California
red worm E. foetida (Dorn et al. 2002; Wilson et al. 2002) was analysed. The results
may be useful to regulate the use of biosurfactants. The exposure of earthworms to
the biosurfactant at concentrations of 10000 to 60000 ppm caused an increase in
the weight of the population; however, there was a general decrease in the weight
of the earthworms with increasing concentrations of the biotensioactive starting at
70000 ppm (Fig. 4). The Probit analysis was performed to assess the probability of
weight loss among the earthworms according to the concentration of the
biotensioactive (x2; a>0.05); the results showed that there was no likelihood of

weight loss in the range of biotensioactive concentrations from 10000 to 50000 ppm.

Figure 5 shows the estimated probability of weight loss of the worm E. foetida with
respect to the biosurfactant concentration. The probability of the loss of weight of
the earthworms was greater at higher biotensioactive concentrations. Figure 5
shows that there was a 10 % probability that the population would begin to lose
weight at biotensioactive concentrations between 55000 and 60000 ppm, while the
probability increased to 30 % at a concentration of 70000 ppm. The probability that
the worm population would lose weight at a biotensioactive concentration of
80000 ppm was 60 %.
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loss weight of E. foetida

The tests that were conducted during this investigation showed that the
biotensioactive that was obtained from A. lipoferum has low toxicity. Biotensioactive
concentrations above 90000 ppm begin to have toxic effects on the soil earthworm
E. foetida. Several studies have reported toxicity of the lipopeptides that are
produced by the bacterial strain Bacillus subtilis that have activity on cell membrane

and can synthesize biotensioactive, such as surfactin, mycosubtilin, and
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bacilomicina. Each of these lipopeptides has isoforms whose structures differ in
length, fatty acid binding, and peptide group substitution; the production of these
isoforms depends on the carbon source and the other available nutrients (Desai and
Banat 1997). Another lipopeptide, iturin, has remarkable surface activity and
inhibitory activity on the growth of the yeast Saccharomyces cerevisiae. This
biotensioactive has antifungal and hemolytic activity; it forms transport pores in the
membrane lipid layer and thus deforms the membrane structure by modifying the
vesicles that consist of phospholipids. However, the different strains can respond
differently to the various types of biotensioactive depending on the specific
interactions between the biotensioactive molecules and the cell membrane (Aranda
et al. 2005). This characteristic of lipopeptides allows for their use as biopesticides
to protect agricultural crops (Desai and Banat 1997), because fungal diseases
cause major economic losses. Aranda et al. (2005) reported a lipodecapeptide that
is known as fengicina, which is produced by B. subtilis and has biological activity
against filamentous fungi. In addition, Torres et al. (2003) found that the toxicity of
a surfactant is determined by its tendency for adsorption and the ease of its

penetration into the cell membrane.

3.4.6 Median lethal concentration

The LCso was calculated at a confidence level of 95 %. The estimate of the LCso
provided data for the probability function (r 2=0.99) for a specific exposure level.
The LCso value of the biotensoactive that was produced by A. lipoferum was
90695 ppm.

The biotensioactive may have antimicrobial activity, and it is likely that the
microorganisms will produce molecules, such as antagonistic agents, to gain
advantages over the substrate in the microbial communities; this process is known
as amensalism (Desai and Banat 1997). In addition to having surface activity, the
obtained biotensoactive may have pharmacological applications, such as inhibiting
fibrin formation, erythrocyte lysis, and antithrombotic, hypocholesterolemic and anti-
viral properties. Lipopeptides may be toxic when they can solubilize the lipid biofilm
of the cell membrane (Castillo 2004).
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3.4.7 Acidity index and saponification index

The saponification index of the biosurfactant that was obtained from the nitrogen-
fixing bacteria A. lipoferum was 169 mg.L, and the acidity index was 0.08041
(expressed in milligrams of potassium hydroxide). The value of the acidity index of
the biotensioactive (less than 1 mg KOH) indicates that few natural free fatty acids
are present; i.e., the sum of the simple fatty acids is the result of hydrolysis or the
lipolytic decomposition of fatty acid triglycerides. This may be because a newly
obtained biotensioactive could contain small quantities of free fatty acids; however,
the concentration of free fatty acids can increase if the biotensioactive is not
protected from air or light. The acidity index of oil can indicate whether it contains
fatty acids, which are considered to be impurities in fat. On the other hand, the
amount of KOH that is used in the saponification to produce alkali metal salts of
fatty acids depends on the nature and proportion of the existing fatty acids that are
present in the material that is being analised. The saponification number is an
indication of the molecular weight; the lower the molecular weight of the fatty acids
that form the fats is, the greater the amount of KOH that is necessary to cause
saponification (Alton 1984). The determination of the saponification and acid

numbers was conducted in the purified biosurfactant.

3.4.8 Effects of NaCl concentration and temperature on the surface tension of the
biosurfactant

Figure 6 shows the surface tension (ST) of the pure biosurfactant at temperatures
of 25 to 60 °C and NaCl concentrations of 1 to 15 % (w.v'1). At 25 °C, the surface
tension ranged from 44.60 mN.m™ at a 1 % concentration by weight of NaCl to
51.11 mN.m? at 15 %NacCl, while at 60 °C, the surface tension ranged from
34.90 mN.m? at 1 % NacCl to 40.22 mN.m* at 15 %NacCl. The correlations (slope)
between temperature and surface tension were —0.385 at a NaCl concentration of
9 % and -0.322 at a concentration of 12 %. For a given NaCl concentration, the
surface tension decreased with increasing temperature, while it increased with an
increase in the NaCl concentration at a specific temperature. That is, at 25 and
30 °C, the ST increases linearly in the concentration of 0-15 %NaCl with respect to
the addition of the solute, however, from 40 to 60 °C, concentrations of 0, 1, and
3 %NaCl has a negative correlation with respect to the concentrations of NaCl 6, 9,

12, and 15 %, it means that the higher temperature, the ST of the diluted solution
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decreases with respect to the concentration of salt, while the ST increases in more

concentrated solutions.
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Figure 6. Effect of NaCl concentration on surface tension of a biosurfactant produced by A. lipoferum
at different temperatures. pHow = 7.0, pHi% = 7.0, pHz% = 7.0, pHew% = 6.98, pHox = 6.95, pHi2% = 6.92,

pHis% = 6.90. All values are average of five measurements and the bars represent standard deviation

In this study, the ST depends on the temperature and decreases as this increases,
it happens because in the case of a liquid in equilibrium with its vapor, the
differences through the phases decreases as it approaches to the critical
temperature, at this time the interface disappears and there is a single phase, so it
can be expected the ST of pure biosurfactant decreases as the temperature
increases toward its critical temperature. Moreover, in the changes in the ST, the
temperature (25—60 °C) and composition (1-15 wt%NaCl) were not independent. A
change in the temperature and the composition is associated with a change in the
ST. However, the temperature can increase or decrease the ST, it means that the
ST varies depending on the positive or negative NaCl adsorption in the interface
(Castellan 2000). When the number of moles of NaCl in the interface is higher than
in the bulk of biosurfactant, then the ST increases with the NaCl concentration,
because the NaCl is desorbed by the interface and the NaCl concentration is smaller

than in the bulk biosurfactant.
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The values of the surface tension of the biosurfactant at various concentrations of
NaCl and at different temperatures are consistent with those that have been
reported for other biosurfactants. The effect of the biosurfactant on the surface
properties was studied at different NaCl concentrations to analyze the stability of
the biosurfactant. The results show that the increase in the surface tension with
increasing NaCl concentration may be due to the presence of the ionic NaCl bond.
These results are consistent with those that have been reported in the literature for
the behavior of biotensioactive that were obtained from other strains (Changjun et
al. 2014; Abouseoud et al. 2008).

The changes of surface tension with temperature were small. Thus, the surface
tension was considered to be stable, which is consistent with the stability of the
surface tension of the biosurfactant that is produced by B. subtilis, which has a polar
lipid that is associated with the surfactant action of lipopeptides (Bento et al. 2005;
Satpute et al. 2010; Youssef et al. 2013; Ojeda et al. 2015). In contrast, Renata et
al. (2016) found that addition of salts to the oil and grease emulsions reduced
significantly the effect of surface tension of the surfactant Tween 80. Ojeda et al.
(2015) reported surface tension measurements of aqueous solutions of

biotensioactive derived from the Azospirillum strain.

The surface tension decreases rapidly as the biosurfactant concentration increases.
A minimum surface tension value of 35 mN.m has been reported for that strain,
and its C.M.C. value has been estimated to be 0.18 % by weight. The surface
tension and C.M.C. values obtained for the biotensioactive derived from the
Azospirillum strain are consistent with the values reported by other authors
(Pornsunthorntawee et al. 2008; Nitschke and Pastore 2006). Generally, the ability
to reduce ST to below 35 mN.m is one of the criteria for selecting biosurfactant-
producing microorganisms (Chandankere et al. 2014).

3.4.9 Effect of NaCl concentration on the density and emulsifying capacity

Figure 7 shows the variation of the density of the pure biosurfactant mixtures at
different NaCl concentrations (w.v1) at temperatures from 25 to 60 °C. The density
at 25 °C was 1.003 g.cm™ at a 1 % NaCl concentration and 1.122 g.cm3at a 15 %

concentration. The density variation, at a given temperature (25 °C), was from
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0.09 g.cm? at 9 % NaCl concentration to 0.113 g.cm™ at 15 % concentration,
respect to the pure biotensioactive. On the other hand, the emulsion capacity
decreased with increasing NaCl concentration; at a 1 %NaCl concentration, the
emulsifying capacity was 90 %, and at 15 %NaCl concentration, the emulsifying
capacity was 70 % (Fig. 8).
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Figure 7. Density of a biosurfactant produced by A. lipoferum as a function of NaCl concentration,
measured at different temperatures. The pHi%=7.0, pHsz%=7.0, pHe»x=6.98, pHow=6.95,
pH12% =6.92, pHis% =6.90. All values are average of five measurements and the bars represent
standard deviation
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Figure 8. Effect of NaCl concentration on emulsion capacity of biosurfactant produced by A.
lipoferum, 28+1°C. The pHi%=7.0, pH3x=7.0, pHe®x=6.98, pHo®x=6.95, pHi2%=6.92,
pHis% =6.90. All values are average of triplicate measurements and the bars represent standard
deviation
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Varying the NaCl concentration in the range of 1-15 % w.v! has a very small impact
on the density. The inadequate of emulsifying of capacity of some hydrocarbons
may be to the inability of the biotensioactive to stabilise the microscopic droplets.
On the other hand, the data that were obtained on emulsifying capacity of the
biotensioactive in systems with NaCl (%w.v!) could be important in the application
of this biotensioactive in bioremediation processes or to emulsify petroleum in
brackish water (9—12 %NaCl). As shown in Fig. 8, with a 15 wt% concentration of

NacCl, a value of capacity emulsifying of 70 % was found.

Researchers such as Dominguez-Dominguez et al. (2011) have reported that large
mangrove tracts in the southern Gulf of Mexico have been contaminated with crude
oil. They also investigated how to minimize the impact of petroleum from coastal
spills in mangrove seedlings because the oil completely covers them and kills them
by suffocation and preventing the normal salt exclusion process. Based on its
emulsifying performance with respect to the NaCl concentration, this biosurfactant
may be used to emulsify the oil and minimize the mortality of ecologically important
seedlings, such as in mangrove forests. It is important to investigate the effect of
different salinities on the surface activity of the biosurfactant for its use in the oll
industry. The biosurfactant that was synthesized by A. lipoferum offers advantages
over chemical surfactants because most chemical surfactants are inactivated by 2

to 3 %NacCl (w.v1) and are environmentally toxic.

The surfactant that was obtained in this study has characteristics that make it highly
applicable for bioremediation to minimize damage to species of high ecological
importance, such as those in mangrove ecosystems, when they are impacted by oil
spills, which is due to its negligible toxicity to the environment, stimulating the
catabolism of hydrocarbons through a cometabolic process.

An important advantage of the biosurfactant is that unlike chemical surfactants that
are synthesized from nonrenewable sources, such as petroleum, they can be
synthesized from renewable sources, such as waste, oils, and fats from animal or

vegetable sources.
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4.1 Resumen

Los bosques de manglar alrededor del mundo son ecosistemas complejos con
diversas funciones ecolégicas, ademas de un alto valor econémico que generan
beneficios para las comunidades. Son considerados ecosistemas sujetos a
contaminacion por derrames petroleros. En México se ha deforestado a una tasa
anual del 1 al 5 %. Por ello, es importante desarrollar tecnologias para disminuir el
impacto adverso que los derrames de petréleo tienen en el desarrollo de las
plantulas. En los dltimos afios se han realizado estudios sobre el efecto de estos
derrames en el desarrollo de plantulas de diversas especies de mangle, sin
embargo, no existe una propuesta que evalle el efecto del petréleo emulsificado
en variables dasométricas de plantulas de mangle rojo (Rhizophora mangle), por lo
que para evaluarlo se colectaron suelos de manglar y propagulos en la localidad
de Paraiso, Tabasco, México. Los propagulos fueron sembrados en bolsas de
polietileno y a los tres meses de edad se les vertieron diversas concentraciones de

petréleo emulsificado con un tensioactivo bacteriano con base en su capacidad de
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emulsion. Las plantulas fueron evaluadas cada 30 dias durante 11 meses y se
midieron: longitud y diametro del tallo, longitud de raices, area foliar, biomasa total
himeda y seca. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante analisis de
varianza segun un disefio completamente al azar con arreglo factorial de
tratamientos 2 x 6 y medidas repetidas en tiempo, usando el PROC MIXED de SAS
y comparaciones de medias usando la prueba de Tukey. Los resultados mostraron
que los tratamientos con petréleo emulsificado tensioactivo bacteriano permitieron
una mayor sobrevivencia, crecimiento y biomasa de las plantulas de R. mangle en
comparacion con los tratamientos con petréleo emulsificado con tensioactivo

comercial con base en aceite de pino.

4.2 Introduccién

Los humedales son ecosistemas de los mas importantes en México, dentro de los
cuales se distinguen los manglares por su riqueza natural y los servicios
ambientales que proveen, ademas poseen mecanismos que les permiten
desempefiar algunas de las funciones mas importantes como estabilizar y proteger
las lineas costeras y desalar el agua. Los ecosistemas de manglar proporcionan
areas de cria y alimentacion de numerosas especies de peces y crustaceos, y
hébitat para cangrejos y moluscos. Por otra parte, el manglar tiene un valor
econdmico derivado de su papel como criadero de especies para la pesca, asi
como, para la extraccion de taninos de la corteza del mangle y la extraccion de
madera para diversos usos artesanales y comerciales (Rodriguez et al. 2013; Duke
2016).

Por otra parte, México posee otra riqueza natural utilizada como recurso energético,
el petréleo. A pesar de que éste es uno de los recursos naturales mas importantes;
su exploracion, explotacion y transformacién, han sido los principales protagonistas
en la contaminacién de las diversas zonas de manglar (SENER, 2014) dafiando
una parte considerable de suelos y cuerpos de agua de la regiébn, como los
localizados en la franja costera donde predominan (Dominguez-Dominguez et al.
2011).

En los ultimos afios una de las estrategias empleadas para la restauracion de sitios

contaminados por derrames petroleros, es la aplicacibn de tecnologias de
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restauracion biologica, las cuales, se han auxiliado del uso de sustancias capaces
de emulsificar petréleo como los tensioactivos provenientes de pino. Estos
metabolitos contienen un acido graso con accion tensioactiva necesarios en los
fluidos de perforacion, ya que permiten no solo hacer emulsiones de agua en aceite
0 Vviceversa, sino también convertir elementos oleofébicos en oleofilicos
(Petroleumworld 2009). Los tensioactivos comerciales, como los provenientes de
pino, han sido utilizados para recuperar petrdleo en zonas costeras por ser
facilmente accesibles y baratos (Lill 2005; Garzona 2015).

Se han realizado estudios sobre el efecto de los derrames de petréleo en el
desarrollo de plantas de Rhizophora mangle, Avicennia germinans y Laguncularia
racemosa (Proffitt et al. 1995; Holguin et al. 2007; CONAFOR 2013; Tansel et al.
2015) ademas del grado de tolerancia de esas especies a diversas concentraciones
de petréleo. Sin embargo, se requieren mas estudios acerca del efecto del petréleo
emulsificado con un tensioactivo que permita el desarrollo de las plantulas de
mangle rojo (R. mangle). Es importante desarrollar tecnologias con el fin de
disminuir el impacto adverso que el petrdleo tiene en el desarrollo de las plantulas,
y evitar que el petréleo inhiba el intercambio gaseoso al cubrir el suelo o lenticelas
y asfixie a las plantulas, por lo que, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto que produce el petréleo emulsificado con un tensioactivo producido por una
bacteria del género Azospirillum en el crecimiento de las plantulas de R. mangle en

el estado de Tabasco.

4.3 Materiales y Métodos

La seleccién de los sitios de colecta de propagulos y suelo fue con base en
ecosistemas de manglar que no hubieran sido impactados por petréleo en la
localidad de Paraiso, Tabasco, México. El tipo de suelo se clasific6 de acuerdo a
Zavala y Garcia (2012) y Dominguez-Dominguez et al. (2011).

4.3.1 Colecta de muestras

En México, las especies de manglar estan bajo proteccion especial (SEMARNAT
2010), por lo que se solicitd permiso para colecta de propagulos ante la Secretaria
del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT).
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Se colectaron 1000 propagulos de la especie de mangle rojo (R. mangle) mediante
recorrido en campo, de acuerdo con la Comision Nacional Forestal (CONAFOR
2008). Se ubicaron dos sitios de muestreo de suelos y colecta de propagulos. El
primer sitio se ubico en El Bellote, Paraiso, Tabasco con coordenadas 18°24°11.8""
latitud norte y 93°11°00.5" longitud oeste, en suelo tipo Solonchak hipersélico
gléyico de acuerdo a Dominguez-Dominguez et al. (2011). El segundo sitio fue
localizado en dunas costeras y cordones litorales drenados al norte y noroeste de
Paraiso, Tabasco con coordenadas 18°25°38.8"" latitud norte y 93°12°50.6”
longitud oeste, suelo clasificado como Arenosol éutrico (Zavala et al. 2009). Los
propagulos seleccionados (uniformidad en longitud, peso y sin dafios causados por
depredadores) fueron trasladados a un invernadero ubicado en el Colegio de
Postgraduados, Campus Tabasco hasta su siembra en bolsas de polietileno de 10

cm x 25 cm con 1 kilogramo de sustrato (Dominguez 1994).

Al mismo tiempo de la colecta de propagulos se colectaron muestras de suelo de
manglar y de dunas, ambos suelos se secaron a la sombra durante cinco dias y se
mezclé un kilogramo en una proporcién 1:1, ya que de acuerdo con CONAFOR
(2008), esta es la relacion mas propicia para un buen desarrollo de plantulas de

mangle.

Previo a la siembra de los propagulos de R. mangle, éstos se desinfectaron para
evitar en lo posible las enfermedades fungosas y bacterianas (Simola 1985). Los
propagulos fueron puestos en bolsas de plastico de acuerdo a Dominguez (1994).
Una vez establecido el bioensayo, a las plantulas se les aplicé riego con agua de
pozo (pH 7.02, conductividad eléctrica 0.69 mS.cmt) cada 24 horas hasta que

estas completaron tres meses de crecimiento.

Una de las alternativas para mitigar el efecto que pudiera tener el petréleo
(°API1=31.97) sobre las plantulas es dispersarlo (Duke et al. 2000; Duke 2016), por
lo que fue necesario obtener tensioactivos (metabolitos excretados por bacterias)

en condiciones in vitro.

La obtencion de tensioactivo bacteriano sintetizado por Azospirillum lipoferum

clasificada como petrofilica y productora de tensioactivo por Ojeda et al. (2015), fue
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registrada en el Laboratorio Forestal del Colegio de Postgraduados Campus
Tabasco, México. Para su reactivacion, las cepas fueron purificadas y aisladas con
la técnica de estriado en superficie, en condiciones axénicas (Madigan et al. 2012)
y fueron reproducidas en el medio de cultivo Rojo Congo para bacterias fijadoras

de nitrégeno.

4.3.2 Produccion de tensioactivo bacteriano

La produccion de tensioactivo se realizd en tres contenedores de vidrio de
capacidad nominal de 20 L, conteniendo el medio de cultivo Kim (Kim et al. 2000),
el cual es un medio estimulador para la producciéon de tensioactivo. A cada tapon
de los contenedores se le instalaron dos tubos de vidrio, de acuerdo al disefio del
biorreactor propuesto por Hernandez et al. (2011). Para llevar a cabo la produccion
del tensioactivo bacteriano se colocd la cepa bacteriana Azospirillum lipoferum en
el biorreactor, y de acuerdo a Ojeda et al. (2015) se dejé 72 h para alcanzar la

mayor produccion del tensioactivo.

4.3.3 Establecimiento del bioensayo

En el laboratorio se prepararon diversas concentraciones de petréleo emulsificado
con un tensioactivo bacteriano producido por A. lipoferum (Ojeda et al. 2015). El
tensioactivo con base en aceite de pino, proviene de Pinus sylvestris
(Petroleumworld 2009; Cruz 2014). Los tensioactivos bacteriano y de pino fueron
agregados al suelo en una mezcla con base en la capacidad de emulsién del
caldo:petrdleo y acite de pino:petréleo en una relacion 1:0.5. La mezcla fue agitada
con un agitador mecénico a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 3 minutos
y después fueron agregadas a los tratamientos correspondientes. Al experimento
se le aplicé riego con agua de pozo, cada tercer dia (Dominguez 1994) durante 11

meses.

4.3.4 Analisis de sustrato. Mediciones de las caracteristicas morfolégicas de las
plantulas de mangle del bioensayo

Las plantulas de R. mangle se evaluaron cada 30 dias durante 11 meses
(Dominguez 1994). Las variables de respuesta fueron: Longitud del tallo. Se midi6é
con una regla, desde la base del tallo sobre el propagulo hasta la punta extrema

del tallo. Longitud del propagulo. Medida desde la superficie del sustrato hasta la
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punta del propagulo. Diametro del tallo. Se midié utilizando un vernier digital en la
base del tallo. Diametro del propagulo. Se midié utilizando un vernier digital con
respecto a la superficie del sustrato. Area foliar. Se hizo a través de un integrador
de area foliar marca: LI-3100 Area meter Biosciences en laboratorio. Longitud de
raices. Se midi6 utilizando una regla desde la base del tallo a la punta de la raiz.
Biomasa total hUmeda. Después de la extraccion de las plantas, tanto la parte aérea
(dividida en hojas y tallos) como la raiz fueron pesadas en una balanza electrénica.
Biomasa total seca. Después de la extraccion de las plantas, tanto la parte aérea
(dividida en hojas y tallos) como la raiz fueron introducidas en una estufa de aire
forzado, a una temperatura de 70 °C durante tres dias, y posteriormente se pesaron

en una balanza electrénica.

4.3.5 Analisis estadistico

Las variables evaluadas durante el crecimiento de plantulas de mangle (area foliar,
longitud y diametro del tallo, y del propagulo, longitud de raices y biomasa total
himeda y seca) fueron analizados con un disefio completamente al azar con
arreglo factorial de tratamientos 2 x 6 y medidas repetidas en tiempo, usando el
PROC MIXED de SAS (SAS Inst, Inc., 2004). El modelo para los analisis incluyo
los efectos principales de tratamientos, factor A: niveles de tensioactivos
(bacteriano y de pino), factor B: concentracion de petréleo: 0, 30000, 40000, 50000,
60000 y 70000 ppm de petréleo, tiempo y la interaccidn tratamiento x tiempo. Cada
combinacion de tratamiento (tensioactivo x concentracién) consté de cinco
repeticiones con mediciones mensuales durante 11 meses. La informacion fue
expresada como medias de minimos cuadrados = EEM (error estandar) y
comparadas con la prueba de Tukey ajustada (Herrera y Garcia 2011). Para
conocer si la variabilidad genética de los propagulos debida a la colecta en distintos
arboles, pudo haber modificado el crecimiento a través del tiempo de las plantulas,

se incluyé en el modelo la longitud y diametro de propagulo como covariables.
4.4 Resultados y Discusion

El andlisis exploratorio de los datos no mostré efecto de las covariables (Pr>0.05)

en las variables de respuesta, indicando que no influyeron en el crecimiento de las
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plantulas de R. mangle, por lo que no fueron incluidas en el modelo de analisis de
los datos.

4.4.1 Efecto del tipo de tensioactivo y concentraciones de petroleo en el crecimiento
de las plantulas

Los analisis de varianza realizados mostraron que la interaccion
TensioactivoxConcentracion, fue significativa en las variables: area foliar
(Pr<0.0001), longitud de tallo (Pr=0.0016), diametro de tallo (Pr<0.0001), biomasa
total humeda (Pr<0.0001) y biomasa total seca (Pr<0.0001) (Cuadro 1), lo que
indico que el efecto en el crecimiento de las plantulas estuvo afectado por el tipo
tensioactivo aplicado y que este comportamiento se modificé6 cuando se cambiaron
las concentraciones de petréleo emulsificado, excepto en la longitud de raices, la
cual fue Unicamente afectada por el tipo de tensioactivo, es decir no presentaron

efectos de interaccion.

A los 11 meses de evaluacién, el mayor crecimiento en longitud de tallo (X 36.26
cm) en plantulas de R. mangle se obtuvo en los tratamientos con tensioactivo

bacteriano a 30000 ppm con petroleo emulsificado con tensioactivo bacteriano.

Por otra parte, en los tratamientos con petroleo emulsificado con tensioactivo de
pino, la longitud de tallo de las plantulas registr6 menor tasa de crecimiento que las

de los tratamientos con tensioactivo bacteriano (Fig. 1a).

El tipo de tensioactivo generé mayor efecto en el crecimiento de didmetro de tallo
que las diversas concentraciones de petréleo, es decir, la separacion vertical en las
lineas de la grafica que representd el efecto entre el tensioactivo bacteriano y de
pino, fue mayor que el angulo de inclinacién respecto a la horizontal (Le6n y
Montero 2011). El diametro de tallo mayor se registrd en los tratamientos testigo (x
6.45 mm), sin embargo, los tratamientos con petréleo emulsificado con tensioactivo
bacteriano registraron valores similares (¥ 6.1 mm) a 40000 ppm. En contraste, el
diametro de tallo de plantulas de R. mangle de los tratamientos con tensioactivo de

pino, fue hasta 40 % menor que el testigo (Fig. 1b).
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La interaccion entre concentraciones de petroleo y tipo de tensioactivo en biomasa
total humeda fue significativa (Cuadro 1). El tipo de tensioactivo generé6 mayor
efecto en la biomasa total humeda de plantulas de R. mangle que las
concentraciones de petroleo (Ledn y Montero 2001). La biomasa total hiumeda
mayor se registré en los tratamientos testigos (¥ 39.23 g) sin embargo, los
tratamientos con petroleo emulsificado con tensioactivo bacteriano registraron
valores similares, siendo el mayor (x 34.47 g) a 40000 ppm. En contraste, la
biomasa total humeda de las plantulas de R. mangle de los tratamientos con

tensioactivo de pino, fueron hasta 60 % menores que el testigo (Fig. 1c).

En el mismo contexto, la interaccion entre las concentraciones de petréleo y tipo
de tensioactivo en biomasa total seca fue significativa (Cuadro 1). El tipo de
tensioactivo generd6 mayor efecto en la biomasa total seca de plantulas de R.
mangle que las concentraciones de petroleo (Le6n y Montero 2001). La biomasa
total seca mayor se registré en las plantulas de los tratamientos testigo (x 21.07 g)
no obstante, los tratamientos con petroleo emulsificado con tensioactivo bacteriano
registraron valores similares, siendo el mayor (x 17.09 g) a 30000 ppm. Por otra
parte, la biomasa total seca de las plantulas de R. mangle de los tratamientos con

tensioactivo de pino, fue hasta 32 % menor que el testigo (Fig. 1d).

La pérdida de humedad de plantulas durante el secado fue mayor en los
tratamientos con tensioactivo bacteriano (46 al 56 %), en comparacién con las
registradas con tensioactivo de pino (24 al 31 %). Esto indico que las plantulas de
tratamientos con tensioactivo tuvieron mayor hidratacion que las plantulas con

tensioactivo de pino.

En el Cuadro 1. Se muestra que la interaccion entre concentraciones de petroleo
de acuerdo al tipo de tensioactivo en éarea foliar fue significativa. El tipo de
tensioactivo generd mayor efecto que las concentraciones de petrdleo. El area foliar
mayor (X =58.92 cm?) se registré en las plantulas de los tratamientos con petréleo
emulsificado con tensioactivo bacteriano a 30000 ppm. Por otro lado, las plantulas
de los tratamientos con tensioactivo de pino tuvieron una defoliacion total a

excepcion del testigo (Fig. 1e).
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La interaccion concentracion de petroleo y tipo de tensioactivo en longitud de raices
fue no significativa (Pr=0.0786). En el ANOVA solo fue significativo el efecto por
tipo de tensioactivo (Pr<0.0001), lo que indic6 que las concentraciones de petréleo
no tuvieron efecto en el crecimiento de las raices de plantulas de R. mangle. Los
tratamientos con tensioactivo bacteriano tuvieron un mayor crecimiento en la

longitud de raices en comparacion con tratamientos con tensioactivo de pino.
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Figura 1. Efecto de las concentraciones de petréleo (0, 30000, 40000, 50000, 60000 y 70000 ppm)
y tipo de tensioactivo (bacteriano y de pino) en a) longitud de tallo b) diametro de tallo ¢) biomasa
total himeda d) biomasa total seca y e) area foliar en plantulas de R. mangle de 14 meses de edad,

expresado en valores promedio.
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Cuadro 1. Andlisis de varianza de las variables: Area foliar, longitud de tallo, longitud de raices,
diametro de tallo, biomasa total seca y biomasa total himeda de plantulas de Rhizophora mangle

con petroleo emulsificado con tensioactivo bacteriano y de pino.

. ) Longitud Biomasa Biomasa
Grados Area  Longitud Diametro
de total total
Fuente de variacion de Foliar de Tallo de Tallo
) Raices seca himeda
Libertad
Valor de Pr>F
Tensioactivo 1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Concentracion 5 <0.0001 0.1706 0.5861 < 0.0001 0.0007 < 0.0001
TensioactivoxConcentracion 5 <0.0001 0.0016 0.0786 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tiempo 11 <0.0001 <0.0001 0.0003 <0.0001 <0.0001 <0.0001
TensioactivoxTiempo 11 <0.0001 0.0177 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
ConcentracionxTiempo 55 <0.0001 0.0038 0.2439 < 0.0001 0.0135 0.0001
TensioactivoxConcentracion*Tiempo 55 0.0002  0.0084 0.7127 0.0008 0.0024 < 0.0001
R? 0.86 0.43 0.39 0.75 0.64 0.79

Para determinar el tipo de tensioactivo que generd la mayor sobrevivencia,
crecimiento y biomasa de plantulas de R. mangle, se realiz6 una prueba de
comparacion de medias Tukey en cada variable de los 12 tratamientos. La prueba
de medias evidencié que el tensioactivo bacteriano generé mayor efecto en
crecimiento de plantulas de R. mangle en todas las variables. Por otro lado, las
plantulas de R. mangle de los tratamientos con tensioactivo de pino registraron una
mortandad del 100% al final del experimento, debido probablemente a la naturaleza

quimica del tensioactivo.

Garzona (2015) describio al alfa-pineno como un elemento altamente reactivo
conocido por su efectividad como antimicrobiano y citotéxico para las plantas; por
lo que cuando la emulsion fue vertida a nivel de sustrato en cada plantula de R.
mangle, su efecto principal fue posiblemente la desactivacion de la microbiota
caracteristica de la rizosfera de la planta inhibiendo la accion bioestabilizadora y
remediadora que pudiesen desempefiar los microorganismos presentes para
ayudar a la metabolizaciébn de petréleo. Por otra parte, el monoterpeno es
considerado una sustancia bioacumulable, capaz de ser absorbida por organismos
vivos. Las plantulas de R. mangle pudieron haber absorbido el alfa-pineno a través
del conjunto de raices en el sustrato provocando lisis celular de las estructuras
internas de la plantula, deteriorandolas de forma agresiva desde el interior. Este
terpeno pudo haber afectado los cambios en la permeabilidad de la membrana
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celular debido a la naturaleza anfipatica de las moléculas que componen el
tensioactivo, impidiendo la absorcidon de nutrientes y el intercambio de gases
esenciales (Oz) al obstruir las lenticelas en tallos y raices de plantulas, lugar donde
este fendmeno se lleva a cabo (Costa y Alves 2006).

Tansel et al. (2015) demostraron que el transporte de agua a través de raices de
R. mangle es altamente afectado por la presencia de hidrocarburos, asi como por
tensioactivos quimicos en el agua provocando un dafio estructural de forma rapida,
y observaron una separacion visible entre las capas que forman las raices
(epidermis, cértex, endodermis y xilema) indicando un debilitamiento estructural y
pérdida del transporte radial de agua en los tejidos, esto indicé que el alfa-pineno
pudo generar un efecto similar en este experimento provocando un alto nivel de
deshidratacion en la plantula. La presencia del alfa-pineno permite también la
penetracion de fracciones de petréleo a traveés de los tejidos de las raices, asi como
su movilidad en direccion vertical, sin embargo, en direccion radial, el petréleo es
rechazados por la endodermis acumulandose en el cortex impidiendo el paso del
agua hacia el xilema, lo que provocé la muerte lenta de la plantula por
deshidratacion. Ademas, el aceite de pino tiene como principal componente al alfa-
pineno adquiere propiedades antimicrobianas y citotoxicas (Lit 2005; Garzona
2015).

De acuerdo con Bona et al. (2011) los sintomas mas comunes observados en las
plantulas de R. mangle debido a la presencia del tensioactivo quimico con petréleo
incluyen: la erosion de la cera epicuticular, alteraciones en el mecanismo de los
estomas, reduccion en la fotosintesis y respiracion, aumento de la produccién de
fitohormonas relacionadas con el estrés (acido abscicico), acumulacién de
sustancias toxicas o sus subproductos en el tejido vegetal y disminucién de tamafio,
produccion de follaje y biomasa total de la plantula; todo esto se resume en el
aumento de mortalidad como en los resultados obtenidos por el efecto de la
emulsién tensioactivo de pino-petrdleo . En este contexto, se encontrd que el mayor
crecimiento y biomasa (area foliar, longitud de tallo, diametro de tallo, longitud de
raices, biomasa total hUmeda y biomasa total seca) de las plantulas de R. mangle

se presento en los tratamientos con emulsién tensioactivo bacteriano-petroleo.
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Cortés et al. (2013) sefalaron que la aplicacion de la emulsion tensioactivo
bacteriano-petrdleo redujo los efectos negativos sobre plantulas de mangle, en
comparacion con el petréleo sin emulsificar. En este contexto este estudio utilizd
un tensioactivo sintetizado por una cepa del género Azospirillum, al mismo tiempo
Ojeda-Morales et al. (2015) reportaron la presencia de lipopéptidos en un
tensioactivo bacteriano sintetizado por Azospirillum lipoferum. Los lipopéptidos son
compuestos de bajo peso molecular y poseen excelentes propiedades dispersantes
y humectantes con capacidad para reducir la tension superficial.

Los tensioactivos bacterianos rompen la tension superficial e interfacial entre fases
formando micelas en un entorno polar y relacionandolas estrechamente con la
concentracion micelar critica, la cual representa la concentracion minima de
tensioactivo para que ocurra espontaneamente la formacion de micelas. El
tensioactivo utilizado solubilizé el petréleo en el agua, lo que permitié que este
estuviera biodisponible para su biodegradacién, y poder introducirlo a las diversas
rutas metabdlicas para la generacién de energia y sintesis de biomasa.

Los manglares en presencia de petrdleo, por si solos pueden eliminar cierta
cantidad de contaminantes (Tansel et al. 2015). Adema4s, los tensioactivos
bacterianos favorecen la biodisponibilidad de los contaminantes (Kitamoto y
Nakahara 2002). Por otra parte, Tansel et al. (2015) mencionaron que el flujo de
agua a través de las raices de mangle puede ser considerado similar a un sistema
de membranas, donde el rango de presion hidrostéatica disponible en el transporte
del agua a través de la estructura de mangle lo hace similar al de una nanofiltracién.
Dentro de este sistema, cuando existe la presencia de petrdleo y se aplica un
tensioactivo, éste permite que las raices absorban y transporten el agua en
direccion vertical a través de la planta sin obstruirlas, ayudandolas al
mantenimiento del nivel de hidratacion, evitando su mortandad por efectos téxicos

del petréleo y acumulacién de sal.

En estudios realizados por Ramirez et al. (2014) se evaluaron e identificaron grupos
microbianos funcionales aislados de la rizésfera de Avicennia germinans,
Laguncularia racemosa, Conocarpus erectus y Rhizophora mangle, confirmando la

presencia de bacterias degradadoras de petréleo, por lo que la adicién del caldo
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con bacterias petrofilicas (A. lipoferum) pudo haber aumentado la poblacion
microbiana y por lo tanto la degradacion del petréleo. Otros estudios de evaluacion
de la degradacion de compuestos toxicos también determinaron que la presencia
de compuestos exudados por las raices, como hidratos de carbono, &cidos
organicos y aminoacidos podrian estimular la degradacién de los contaminantes
(Jonner et al. 2005). En relacion a esto, Proffitt et al. (1995) reportaron una
sobrevivencia del 30 % en plantulas de R. mangle contaminadas con petréleo sin
emulsificar, en comparacion con el 100% de sobrevivencia obtenida por la adicion
de la emulsion tensioactivo bacteriano-petrdleo en tratamientos con hasta 70000

ppm petroleo.

4.4.2 Efecto de la emulsién tensioactivo bacteriano-petroleo en el crecimiento de
plantulas de R. mangle

En general, los tratamientos que permitieron mayor crecimiento de plantulas de R.
mangle fueron con tensioactivo bacteriano. Por lo que se estudio el efecto de la
emulsion tensioactivo bacteriano-petréleo en cada variable de respuesta a través
del tiempo. EI ANOVA para los seis tratamientos con tensioactivo bacteriano en los
11 meses de evaluacion, indicé que la interaccion TratamientoxTiempo fue
significativa (Pr<0.05) para las variables: area foliar (Pr=0.002), longitud de tallo
(Pr=0.031), diametro de tallo (Pr=0.0083), biomasa total himeda (Pr=0.0013) y
biomasa total seca (Pr<0.0001), esto sefial6 que las tendencias en el tiempo de
cada variable estan estrechamente relacionadas con la cantidad de petréleo
emulsificado adicionados en cada tratamiento; la longitud de raices Unicamente
resultd significativa con respecto al tiempo, es decir, no influyeron las diversas

concentraciones de petréleo emulsificado en su respuesta.

Los periodos en los que se registro el area foliar mayor fueron a los cuatro y cinco
meses de edad, y no se registraron diferencias significativas en las medias de los
tratamientos (Cuadro 2). Los datos fueron: 0 ppm (¥ 134.54 cm?), 30000 ppm (x
136.38 cm?), 40000 ppm (x 134.18 cm?), 50000 ppm (x¥114.14 cm?), 60000 ppm (i
127.82 cm?) y 70000 ppm (¥ 130.38 cm?). Lo que indicé una tolerancia de 70000
ppm de petréleo emulsificado. La respuesta de esta variable en plantulas de R.

mangle fue similar a la del tratamiento testigo, esto pudo deberse al efecto del
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tensioactivo bacteriano de aumentar la biodegradacion del petrdleo. En
comparacion con lo reportado por Lewis (1979) y Lewis & Haines (1980) donde un
derrame de petroleo de 50000 ppm provoco una tasa de mortandad del 100% en

plantulas de R. mangle y A. germinans menores de un afo.

Area foliar. Durante los primeros seis meses de evaluacion no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos dentro del mismo mes evaluado, es
decir, no hubo efecto de la emulsion a diferentes concentraciones de petroleo. Sin
embargo, a partir del séptimo mes de aplicacion de la emulsion (nueve meses de
edad de las plantulas) se presentaron diferencias estadisticas significativas entre
las medias (Cuadro 2). Las lecturas minimas se registraron a los 14 meses de edad
en las concentraciones de petréleo emulsificado de 30000 ppm (¥ 58.92 cm?),
40000 ppm (x 55.9 cm?), 50000 ppm (X 48.32 cm?), 60000 ppm (x 41.16 cm?) y
70000 ppm (x 51.62 cm?) (Fig. 2a).

El tratamiento testigo presento la defoliacién mayor (¥ 22.07 cm?) entre los 6y 9
meses de edad de la plantula (marzo-junio), en comparacién con los demas
tratamientos. Durante este periodo, se registraron temperaturas de hasta 48 °C en
el invernadero, esto generd estrés hidrico en las plantulas, lo que pudo haber
provocado un aumento en la concentracion de acido absicico (fitohormona) en sus
hojas causando cierre de los estomas, disminucion en la transpiracion e inhibicion
del crecimiento normal de la plantula, ademas de la pérdida de hojas durante este

periodo (Garzona 2015).

Posteriormente, las plantulas se estabilizaron en un lapso de dos meses (julio-
agosto), tiempo en el que pudieron regenerar sus hojas, mostrando a la edad de
12 meses (septiembre) un aumento en el area foliar. En contraste, las plantulas de
los tratamientos con la emulsion tensioactivo bacteriano-petréleo resultaron menos

vulnerables a estas condiciones de temperatura.
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Cuadro 2. Anélisis de medidas repetidas para la variable Area foliar. Efecto simple por tratamiento
(concentracion de petréleo emulsificado), periodo (edad de la plantula) e interaccion
(TratamientoxPeriodo). Prueba de comparacién de medias Tukey de minimos cuadrados, medias

con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0.05).

Test de hipotesis de efectos fijos
Pr>F

Tratamiento: Concentracion de petréleo
emulsificado (ppm)
0.03 <0.0001 0.02
Efectos simples
Tratamiento

Periodo: Edad de plantulas (meses) TratamientoxPeriodo

0 30000 40000 50000 60000 70000 Error
estandar
67.71 83.56 81.31 78.38 73.68 74.11 3.38
B A BA BA BA BA !
Periodo
Error
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 estandar
73.97 121.91 129.57  84.66 86.22 86.92 66.54 5293 44.01 6471 57.21 50.88 2.04
CBD A A CB B B CED FE F ED FED FE :
Efecto por interaccién: Tratamientoxperiodo
Tratamiento: Periodo: Edad de plantulas (meses)
Concentracién
de petréleo
emulsificado 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
(ppm)
0 95.50 129.40 13454 9229 80.38 78.35 23.07 2230 20.84 37.08 49.48 49.36
A A A A A A C B A B A A
30000 67.50 12490 136.38 106.06 84.83 8554 87.54 61.08 46.22 73 70.78 58.92
A A A A A A A BA A BA A A
40000 70.28 127.26  134.18 82.70 81.87 87.88 81.39 60.80 61.18 80.70 51.58 55.90
A A A A A A BA BA A A A A
69.20 114.14 75.87 92.29 93.78 89.09 47.24 52.46 7558 56.68 48.32
50000 A 126 A A A A A A BA A BA A A
60000 73.26 11354 127.82 77.07 90.33 85.76 7197 56.64 39.60 57.10 49.98 41.16
A A A A A A BA BA A BA A A
70000 68.10 110.34 130.38 74 87.62 90.21 46.17 69.56 31.76 64.80 64.80 51.62
A A A A A A BC A A BA A A

Longitud de tallo. Los periodos en los que se registro la longitud de tallo mayor
fueron a los seis y ocho meses de edad de las plantulas, en donde no se registraron
diferencias significativas en las medias de estos tratamientos (Cuadro 3). La
longitud de tallo de las plantulas de R. mangle a lo largo del tiempo no mostr6 una
tendencia marcada en su crecimiento, los valores registrados oscilaron entre 23 y
37 cm en las diversas concentraciones de la emulsién, debido posiblemente a que

se midieron mensualmente diferentes plantulas al aplicar un muestreo destructivo.

Los tallos de algunas plantulas presentaron areas necrosadas, esto pudo deberse
de acuerdo con Krauss et al. (2008), las altas temperaturas pueden provocar
lesiones necroticas en el tallo y el propagulo. EI comportamiento del crecimiento de

la longitud del tallo a través del tiempo se puede observar en la Fig. 2b.
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En los primeros 10 meses de evaluacion no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos dentro del mismo mes evaluado, es decir, no
hubo efecto de la emulsion a diversas concentraciones de petréleo en longitud de
tallo excepto en el mes cinco. Sin embargo, en los ultimos dos meses de
evaluacion, se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos, siendo la emulsién con 30000 ppm de petroleo emulsificado la que

genero la longitud de tallo mayor (Cuadro 3).

Resultados similares fueron encontrados por Moreira et al. (2011), donde se
observé un aumento del 22 % en el crecimiento de las plantulas de R. mangle
expuestas a suelo contaminado con petréleo en comparacion a las que se
cultivaron en el suelo testigo. En un estudio realizado por Chindah et al. (2007)
mencionaron que las plantulas de R. mangle expuestas al petréleo crudo
demostraron un aumento del 24.01 % en el crecimiento del tallo, mientras que las
plantulas control obtuvieron un aumento del 23.32 %, lo que sugiere una buena
adaptacion de las plantulas, debido posiblemente a los componentes organicos del
petréleo que en bajas concentraciones realizan funciones de fertilizantes (Torres
2015).

Didmetro de tallo. El periodo en el que se registrd el diametro de tallo mayor fue a

los cinco meses de edad (febrero) (Cuadro 4).

A partir de este mes, las plantulas de R. mangle de todos los tratamientos
presentaron una disminucion en su valor hasta los 10 meses de edad de la plantula
(julio). Este comportamiento puede ser debido a la adaptacion de la plantula ante
el derrame de petroleo emulsificado. El didmetro de tallo de las plantulas de R.

mangle comienza a aumentar a partir de los 12 meses de edad (Fig. 2c).
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Cuadro 3. Analisis de medidas repetidas para la variable Longitud de tallo. Efecto simple por
tratamiento (concentracién de petréleo emulsificado), periodo (edad de la plantula) e interaccién
(TratamientoxPeriodo). Prueba de comparacion de medias Tukey de minimos cuadrados, medias

con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0.05).

Test de hipotesis de efectos fijos
Pr>F

Tratamiento: Concentracion de petréleo
emulsificado (ppm)
0.0039 0.0005 0.031
Efectos simples
Tratamiento

Periodo: Edad de plantulas (meses) TratamientoxPeriodo

0 30000 40000 50000 60000 70000 Error
estandar
29.30 30.51 28.94 26.18 26.86 27.59
A A BA B BA BA 0.6976
Periodo
3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 Error
estandar
27.63 26.11 28.77 30.24 26.31 30.88 27.43 28.92 27.66 28.73 29.37 28.70 0.8107
BA B BA A B A BA BA BA BA BA BA
Efecto por interaccién Tratamiento*periodo
Tratamiento: Periodo: Edad de plantulas (meses)
Concentracion
de petréleo
emulsificado 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
(ppm)
0 29 27.74 2974 3248 3210 3476 2554 27 26.18 31.24 28.70 28.16
A A A A A A A A A A B BA
30000 28.96 29.20 29.80 29.42 26.88 31.12 28.14 31.84 29.80 30.54 37.26 33.26
A A A A BA A A A A A A A
40000 25.88 25.68 27.78 29.22 23.50 33.02 26.54 28.76 32.40 32.86 29.06 29.64
A A A A B A A A A A BA BA
50000 27.54 24.16  27.68 28.06 25.60 28.76  24.02 26.60 27.46 25.52 24.76 24.06
A A A A BA A A A A A B B
60000 27.18 23.24 26.64 31.90 22.66 30.42 29.48 32.34 24.70 25.40 30.62 29.74
A A A A B A A A A A BA BA
70000 27.26 27.66 31.02 30.40 27.16 27.24 27.90 26.98 25.42 26.84 25.84 27.36
A A A A BA A A A A A B BA

Este resultado que concuerda con los datos de Chindah et al. (2007) quienes
mencionaron que el tratamiento control con plantulas de R. mangle alcanzé un
aumento en su diametro del 34.29 %, en comparacion con los obtenidos en los
tratamientos con exposicion aguda (un solo vertido de 120 mL al inicio) (17.64 %)
y crénica (dosis semanales de 15 mL durante 59 semanas) (15.12 %) de petroleo
crudo. De acuerdo con Proffitt et al. (1995) esto se debe posiblemente a una
reduccion en el transporte de agua a través de la plantula al aumentar las

concentraciones de la emulsion.
Este hecho indic6 que, en esta variable, la emulsion tensioactivo bacteriano-

petréleo redujo los efectos negativos del petréleo en el crecimiento de diametro de

tallo plantulas de R. mangle, pero no los eliminé por completo.
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Cuadro 4. Analisis de medidas repetidas para la variable Diametro de tallo. Efecto simple por
tratamiento (concentracién de petréleo emulsificado), periodo (edad de la plantula) e interaccién
(TratamientoxPeriodo). Prueba de comparacién de medias Tukey de minimos cuadrados, medias

con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0.05).

Test de hipétesis de efectos fijos
Pr>F

Tratamiento: Concentracion de petréleo
emulsificado (ppm)
0.0015 <0.0001 0.0083
Efectos simples
Tratamiento

Periodo: Edad de plantulas (meses) TratamientoxPeriodo

Error

0 30000 40000 50000 60000 70000 .
estandar
5.78 5.57 5.60 5.34 5.26 5.33
A BA BA B B B 0.085
Periodo
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Error
estandar
5.56 5.37 5.98 5.58 531 5.35 553 4.90 5.21 5.72 5.48 5.77 0.099
BAC BC A BAC BDC BDC BAC D DC BA BC BA )
Efecto por interaccién TratamientoxPeriodo
Tratamiento: Periodo: Edad de plantulas (meses)
Concentracion
de petréleo
emulsificado 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
(ppm)
0 5.88 5.59 6.30 5.57 2.66 A 5.19 6.19 6.20 5.11 6.05 6.19 6.45
A A A A : A A A A BA A A
5.53 5.68 5.89 5.85 5.20 5.55 4.76 5.24 5.93 571 5.96
30000 A A A A SSTAL TR A B A BA  BA BA
5.88 5.10 6.10 6.01 5.61 5.39 4.72 5.15 6.08 5.69 6.07
40000 A A A A S41A A A B A A BA BA
5.35 5.44 5.72 5.26 5.43 5.53 4.40 5.25 5.76 5.15 551
50000 A A A A 555A A A B A BA B BA
5.46 5.18 5.98 5.44 5.32 5.30 4.60 5.15 5.06 5.07 5.49
60000 A A A A 513A A A B A B B B
5.26 5.21 5.89 5.36 531 5.24 4.72 5.37 5.76 5.10 5.19
70000 A A A A 554A A A B A BA B B

Biomasa total himeda (peso humedo). El periodo en el que se registré el peso
hamedo mayor, fue entre los tres a los cinco meses de edad (Cuadro 5). La
biomasa total hUumeda de las plantulas de R. mangle presentd una disminucion en
su valor en el periodo de 3 a 10 meses de edad. Los valores menores para esta
variable fueron registrados a los 10 meses de edad en las concentraciones de: 0
ppm (¥ 25.34 g), 30000 ppm (x 31.97 g), 40000 ppm (x 27.63 g), 50000 ppm
(x27.96 g) y 60000 ppm (x 26.21 g); y en la concentraciéon a 70000 ppm a los 9
meses de edad (x 24.32 g). A partir de los 11 meses de edad, el peso himedo de
las plantulas aumentd, sin embargo, de 13 a 14 meses de edad se registro
nuevamente una disminucion de biomasa total humeda en la mayoria de las

concentraciones de petroleo emulsificado, a excepcion del testigo (Fig. 2d).

Durante el primer mes de evaluacién se presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos, lo cual pudo deberse a la diferencia morfologica de las plantulas

y no a los tratamientos, ya que la primera evaluacién se llevé a cabo cuando auln
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no se adicionaba emulsion. Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre

cuatro a 11 meses de edad de las plantulas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis de medidas repetidas para la variable Biomasa himeda total. Efecto simple por
tratamiento (concentracion de petréleo emulsificado), periodo (edad de la plantula) e interaccion
(TratamientoxPeriodo). Prueba de comparacion de medias Tukey de minimos cuadrados, medias

con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0.05).

Test de hipotesis de efectos fijos
Pr>F

Tratamiento: Concentracion de petréleo
emulsificado (ppm)
0.044 <0.0001 0.0013
Efectos simples
Tratamiento

Periodo: Edad de plantulas (meses) TratamientoxPeriodo

0 30000 40000 50000 60000 70000 Error
estandar
37.34 38.77 38.17 35.91 35.00 35.45 0937
A A A A A A i
Periodo
Error
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 estandar
43.42 42.74 4255 3819 3598 37.14 30.72 2822 3459 41.98 32.94 38.81 1.1507
A A A BAC EDC BDC EF F EDC BA EFDC EFD )
Efecto por interaccién Tratamientox Periodo
Tratamiento: Periodo: Edad de plantulas (meses)
ppm 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
0 52.35 45.91 45.73 35.23 30.46 39.43 29.93 25.34 33.26 34.42 38.82 37.21
A A A A A A A A A B A A
30000 4551 4599 4332 3698 4154 41.03 3553 31.97 35.49 43.50 3444 33.95
BA A A A A A A A A BA A A
40000 48.23 43.34 41.55 43.31 31.57 34.80 30.59 27.63 34.39 54.17 33.98 34.47
BA A A A A A A A A A A A
50000 3565 4133 38.66 3494 37.09 36.22 33.83 29.96 39.54 4299 29.73 31.98
B A A A A A A A A BA A A
60000 37.83 40.08 44.77 39.45 35.89 34.37 34.13 26.21 30.15 37.62 30.48 30.19
B A A A A A A A A B A A
70000 39.96 39.81 41.30 39.23 39.30 37.00 2432 30.20 34.70 39.21 30.21 29.09
B A A A A A A A A B A A

El comportamiento de biomasa total hUmeda a través del tiempo se puede observar
en la Fig. 2d. Ademés, en esta variable se identificé que a la edad de 10 meses
(mes de julio), todos los tratamientos presentaron la disminucion mayor, esto pudo
ser debido al incremento de la temperatura, ya que se registraron hasta 48 °C. Al
respecto Krauss et al. (2008), observaron que los érganos de R. mangle sufren
dafios por calor a temperaturas altas (44 a 55 °C), y que la sensibilidad al calor
también esta correlacionada con la etapa de crecimiento, siendo las plantulas las
mas susceptibles debido a la inmadurez de sus tejidos. Para evadir este tipo de
dafios, las plantulas disipan el calor mediante un enfriamiento por evaporacion

durante la transpiracion, lo cual se refleja en la pérdida de peso humedo.

La ganancia mayor de biomasa total himeda total (X 54.17 g) se presento a los 12

meses de edad a 40000 ppm de petroleo emulsificado. Caso contrario presentado
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por Torres (2015) quien afirmo6 que el petréleo crudo afectd la ganancia de peso
fresco de plantulas R. mangle, y que este efecto iba amentando proporcionalmente
a la concentracion de petréleo, ademas que el valor mayor de biomasa total
humeda en R. mangle la obtuvo el tratamiento testigo. En contraste con este
estudio, el andlisis de medias Tukey realizado a las medias poblacionales de
biomasa total himeda (14 meses de edad) presentd diferencias significativas
(Pr<0.05) entre los tratamientos en todas las concentraciones de petréleo

emulsificado.

Biomasa total seca. El periodo en el que se registro la biomasa total seca mayor
fue a los cinco meses de edad (Cuadro 6). La biomasa total seca de plantulas de
R. mangle representada en peso seco, no mostré tendencia marcada en sus
valores a lo largo del tiempo, puesto que oscilaron entre 27 y 12 g, debido
posiblemente a la variacion de unidades experimentales muestreadas cada mes,
sin embargo, al comparar los valores de biomasa total seca de plantulas de 3
meses de edad (16 a 27 g) con valores registrados a los 14 meses (12 a 21 g), se
observd una disminucion en la biomasa total seca de las plantulas en la mayoria
de los tratamientos con petréleo emulsificado a excepcion de 0O ppm, que mostro
un incremento del 5%. El comportamiento de la biomasa total seca a través del

tiempo se puede observar en la Fig. 2e.

Durante el primer mes de evaluacién se presentaron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos dentro del mismo periodo de evaluacion, es
decir, que estas diferencias pudieron ser debidas a la variabilidad morfologica de

las plantulas (Cuadro 6).

Por otro lado, en esta variable al igual que en biomasa total himeda, se observo
que, a la edad de 10 meses, todas las plantulas de los tratamientos presentaron la
disminucién mayor en sus valores, debido probablemente al incremento de la
temperatura, lo que indic6 que existio una relacién directa entre los factores

ambientales y respuesta en ganancia de peso seco

89



Cuadro 6. Andlisis de medidas repetidas para la variable Biomasa total seca. Efecto simple por
tratamiento (concentracién de petréleo emulsificado), periodo (edad de la plantula) e interaccién
(TratamientoxPeriodo). Prueba de comparacion de medias Tukey de minimos cuadrados, medias

con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0.05).

Test de hipétesis de efectos fijos

Pr>F

Tratamiento: Concentracion de petréleo
emulsificado (ppm)
0.001 <0.0001 <0.0001

Periodo: Edad de plantulas (meses) TratamientoxPeriodo

Efectos simples

Tratamiento

0 30000 40000 50000 60000 70000 Error
estandar
17.62 20.09 19.98 19.48 16.97 17.37 0.579
BA A A BA B B )
Periodo
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Error
estandar
20.93 20.16 23.71 22.25 16.39 15.95 19.30 15.53 17.80 22.43 13.16 15.43 0.8157
BAC BDAC A BA FDEG FEG BDEC FEG FDEC BA G FG i
Efecto por interacciéon Tratamientoxperiodo
Tratamiento: Periodo: Edad de plantulas (meses)
Concentracién
de petréleo
emulsificado 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
(ppm))
0 20.08 21.87 23.48 18.43 13.97 17.17 19.00 13.08 16.04 15.33 13.44 19.57
BA A A B A A A A A C A A
30000 26.44 23.13 24.01 19.31 21.08 19.18 20.63 16.86 18.23 20.73 14.34 17.09
A A A B A A A A A BC A A
40000 27.89 19.67 27.26 24.03 13.24 14.92 20.06 16.16 17.10 30.16 13.66 15.61
A A A BA A A A A A A A A
50000 17.46 21.10 22.41 31.78 15.87 14.37 21.39 15.53 21.56 24.88 12.93 14.53
B A A A A A A A A BA A A
60000 16.04 15.48 25.27 19.45 16.09 14.20 20.59 14.59 15.84 20.87 12.54 13.09
B A A B A A A A A BC A A
70000 17.68 19.74 19.85 20.49 17.95 15.87 14.12 16.96 18.06 22.63 12.05 12.69
B A A B A A A A A BA A A

Ademas, estas condiciones exponen a las plantulas a un estrés por deshidratacion,
lo que puede causar un decremento en los niveles de fotosintesis, haciéndolas méas
susceptibles a las altas intensidades de luz solar, ocasionando foto-inhibicién
(desnaturalizacion de los pigmentos involucrados en el fotosistema 2) debido a la
energia absorbida en exceso por la clorofila, es decir, cuando la plantula absorbe

mas luz de la que puede utilizar en el proceso (Krauss et al. 2008).
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Figura 2. Efecto de las concentraciones de petroleo emulsificado con tensioactivo bacteriano en a)
area foliar, b) longitud de tallo, ¢) diametro de tallo, d) biomasa himeda total y €) biomasa seca total

durante los 11 meses de evaluacion.
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El efecto principal por tiempo resulto significativo en longitud de raices de acuerdo
con el andlisis de varianza, lo que indico que el efecto en la variable de respuesta
no se vio influenciado por las concentraciones de petroleo emulsificado. Resultado
similar fue reportado por Torres (2015), quien mencion6 que no hubo efecto de las
concentraciones de petroleo, ni del tiempo de exposicion en longitud de raices en

R. mangle y A. germinans.

La longitud de raices tuvo su mayor crecimiento a los 12 meses de edad con un
valor de x 119.24 cm, en comparacion con el valor minimo registrado a los 8 meses

de edad con x = 91.61 cm, lo que sefal6 un crecimiento del 30 %.

4.5 Recomendaciones

Se recomienda que, en futuras investigaciones se realice un experimento factorial
que considere las concentraciones de tensioactivos respecto a su concentracion
micelar critica, debido a que, aunque la toxicidad de los tensioactivos bacterianos

es menor que la de los tensioactivos terpénicos, la CMC de esto ultimos es menor.

4.6 Conclusion

Las plantulas de R. mangle en tratamientos con petroleo emulsificado con un
tensioactivo proveniente de A. lipoferum tuvieron mayor crecimiento de area foliar,
longitud de tallo, didmetro de tallo, e incremento de biomasa total hiumeda y
biomasa total seca que las plantulas en tratamientos con petréleo emulsificado con

un tensioactivo comercial de origen terpénico.
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Palabras Clave: Rhizophora mangle, petréleo, biosurfactante, suelo contaminado.

5.1 Resumen

Los bosques de manglar son ecosistemas fragiles y muy complejos, con multiples
funciones ecolégicas, valor econdmico y social. En las ultimas décadas, estos
ecosistemas han sido impactados por derrames de petréleo en zonas con industria
petrolera en todo el mundo. Cuando el petréleo se libera en aguas costeras y de
estuarios, se adhiere en las raices finas de arboles y plantulas, y se adsorbe en las
superficies oleofilicas de la biota de los manglares, entonces, esta es asfixiada, y
muerta en cuestion de dias. Como alternativa de solucion al problema, se planteoé el
objetivo de evaluar la restauracién de suelos con Rhizophora mangle, a través de la
aplicacion de un tensioactivo de origen bacteriano y otro con base en aceite de pino.
Para esto, se colectaron y sembraron propagulos de R. mangle en invernadero, sobre
macetas con suelo Solonchak-Arenosol y a los tres meses de edad se les derramd
petréleo emulsificado. Las variables evaluadas fueron hidrocarburos totales del

petréleo y unidades formadoras de colonias. Estas variables fueron analizadas con un
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disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 6 y medidas repetidas en
tiempo. El Factor A: tipos de tensioactivos (bacteriano y aceite de pino), Factor B: 6
concentraciones de petréleo emulsificado: 0, 30000, 40000, 50000, 60000 y 70000
ppm; tiempo y la interaccion tratamiento x tiempo. Cada tratamiento consté de tres
repeticiones con mediciones mensuales durante 11 meses. Los resultados de este
analisis se mostraron altamente significativos (Pr<0.0001) tanto para efectos
principales: Concentracion de petréleo emulsificado y Tensioactivo, como para
interaccion: TensioactivoxConcentracién. Los resultados evidenciaron que la
remocion de petréleo en los tratamientos con petroleo emulsificado con tensioactivo
bacteriano fue 93.97 % y de pino 81.39 %.

5.2 Introduccién

El ecosistema de manglar esta conformado por arboles tolerantes a las sales (NaCl)
existentes en la zona intermareal cercana a la desembocadura de rios en latitudes
tropicales y subtropicales. Los manglares son reconocidos a nivel mundial como un
ecosistema muy importante por su riqgueza natural y los servicios ambientales que
aportan; asi como por el importante papel ecolégico y econémico que desempeiian.
México, junto con Indonesia, Brasil, Nigeria, Australia y Malasia, es uno de los seis
paises con mayor superficie de este ecosistema. Estos paises en conjunto
contienen el 50 % de la superficie mundial de manglares (Spalding et al. 2010;
Rodriguez et al. 2013; Duke 2016).

Los manglares estan ubicados en una zona de transicién entre los ecosistemas
terrestres y los marinos. Su importancia ecoldgica reside en las funciones que
desemperia en la estabilizacion y proteccion de las lineas costeras, proporcionando
un area de cria, alimentaciébn y habitat de numerosas especies de peces,
crustaceos, moluscos y lugares de anidamiento de aves costeras (CONABIO
2013).

Los manglares son reconocidos como vulnerables a grandes y cronicos derrames
de petroleo, siendo que son un recurso biolégico con una serie de servicios
ecologicos y economicos altamente beneficiosos (Mukherjee et al. 2006; Duke y
Schmitt 2015). Sin embargo, es preocupante que estos servicios han sido poco

valorados en las ultimas décadas y eso se ha visto reflejado en la sustitucién de
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estos habitas naturales, alteraciones y degradacion general asociados con el mal

manejo de las zonas costeras (Richards y Friess 2016).

Por otra parte, el estado de Tabasco, en México tiene gran contribucién a la
economia nacional, debido a la industria petrolera. Sin embargo, el mal manejo del
petréleo ha dafiado una parte considerable de suelos y cuerpos de agua de la
region en la franja costera, donde predomina el manglar (Dominguez-Dominguez
etal. 2011; Torres 2015). Segun la Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente
de México (PROFEPA), durante el periodo del 2000 al primer semestre del 2014
se reportaron 1475 derrames de petroleo cuantificados en el pais, equivalentes a
93.32 miles de barriles (mbls) de los cuales el 30% ocurrieron en Tabasco (37.52
mbls) (PROFEPA 2014).

Tabasco tiene cuatro especies de manglares registradas: mangle rojo (Rhizophora
mangle), mangle blanco (Laguncularia racemosa), mangle negro (Avicennia
germinans) y mangle botoncillo (Conocarpus erectus) (CONABIO 2013). Sin
embargo, Requena et al. (2012) mencionan que las especies R. mangle y A.
germinans sufren alteracion en su desarrollo morfoldgico por contaminacion de
hidrocarburos en comparacion con sitios no contaminados. De la misma manera,
Torres (2015) indico que la especie de mangle méas susceptible a cambios en la
morfologia y mortandad por contaminacion de petrdleo a partir de 40000 ppm de

concentracion es R. mangle.

Numerosas investigaciones sefialan que la restauracion de un manglar que ha sido
severamente dafiado puede tomar muchos afios; en muchas ocasiones la pérdida
es total e irreversible (CONABIO 2009; Duke 2014; Duke 2016). En este contexto,
Garcia-Lépez et al. (2006) reportan 27 derrames de petréleo en manglares de tres
campos petroleros de Tabasco. Dominguez-Dominguez et al. (2011) mencionan
gue existen al menos 13 sitios con vegetacion de manglar contaminados por
campos petroleros que superan el limite maximo permisible (LMP) de hidrocarburos
en su fraccion pesada, establecidos por la NOM-138-SEMARNAT/ss-2003,
afectando la reproduccion y el crecimiento de las plantas de mangle.
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Por lo tanto, como alternativa para la restauracion de suelos de manglar
contaminados con petréleo, el objetivo de este estudio fue evaluar la
biorremediacion de un suelo contaminado con petréleo emulsificado, con plantulas

de R. mangle en condiciones de invernadero, mediante el analisis de HTP s y UFC.

5.3 Materiales y métodos

5.3.1 Colecta de muestras

En México, las especies de manglar estan bajo proteccion especial (SEMARNAT
2010), por lo que para colectar propagulos se solicité permiso ante la Secretaria
del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT). Los propagulos de R.
mangle fueron colectados mediante recorrido en campo, de acuerdo con la
Comision Nacional Forestal (CONAFOR 2008).

El sustrato se elabor6 con suelos colectados en sitios de manglar y de dunas. El
primer sitio se ubico en El Bellote, Paraiso, Tabasco con coordenadas 18°24°11.8”
latitud norte y 93°11°00.5"" longitud oeste, en suelo Solonchak hipersalico gléyico
(Dominguez-Dominguez et al. 2011). El segundo se ubicé en dunas costeras bien
drenadas al noroeste de Paraiso, Tabasco, con coordenadas 18°25°38.8"" latitud
norte y 93°12°50.6"" longitud oeste, en suelo Arenosol éutrico (Zavala et al. 2009).
Los suelos se secaron a la sombra durante cinco dias, se mezclé un kilogramo en
una proporciéon 1:1, ya que de acuerdo con CONAFOR (2008), esta es la relacion

mas propicia para un buen desarrollo de plantulas de mangle.

De la misma manera, en estos sitios se llevé a cabo la colecta de propagulos. Estos
fueron seleccionados con uniformidad en longitud, peso y sin dafios causados por
depredadores y trasladados a un invernadero ubicado en el Colegio de
Postgraduados, Campus Tabasco, hasta su siembra en bolsas de polietileno de 10
cm x 25 cm con 1 kilogramo de sustrato (Dominguez 1994).

Los propagulos se sembraron en el sustrato contenido en bolsas de plastico de
acuerdo a Dominguez (1994). Una vez establecido el bioensayo, a las plantulas se
les aplicé riego con agua de pozo (pH 7.02, conductividad eléctrica 0.69 mS.cm™)
cada 24 horas hasta que completaron tres meses de desarrollo. Una alternativa

viable para mitigar el efecto que pudiera tener el petréleo derramado en las
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plantulas es emulsificarlo, de tal manera que se disperse antes que impacte a las
plantulas menores de 1 afio (Duke et al. 2000; Duke 2016), por lo que fue necesario

obtener una emulsion caldo:petroleo.

La obtencion de tensioactivo bacteriano sintetizado por A. lipoferum clasificada
como petrofilica y productora de biotensioactivo (Ojeda et al. 2015), fue registrada
en el Laboratorio Forestal del Colegio de Postgraduados Campus Tabasco, México.
Para su reactivacion, las cepas fueron purificadas y aisladas con la técnica de
estriado en superficie, en condiciones axénicas (Madigan et al. 2012) y fueron
reproducidas en el medio de cultivo Rojo Congo para bacterias fijadoras de
nitrégeno. Posteriormente el biotensioactivo producido se mezclé con petréleo

(°API=31.97) de acuerdo a su capacidad de emulsion.

5.3.2 Produccion de tensioactivo bacteriano

La produccidon de tensioactivo se realizO en tres contenedores de vidrio de
capacidad nominal de 20 L, conteniendo el medio de cultivo Kim (Kim et al. 2000),
el cual es un medio estimulador para la produccién de tensioactivo. A cada tapon
de los contenedores se le instalaron dos tubos de vidrio, de acuerdo al disefio del
biorreactor propuesto por Hernandez et al. (2011). Para llevar a cabo la produccion
del tensioactivo bacteriano se colocé la cepa bacteriana A. lipoferum en el
biorreactor con medio Kim y de acuerdo a Ojeda et al. (2015) se dejé un tiempo
maximo de residencia de 72 h para alcanzar la mayor producciéon del
biotensoactivo. Por otra parte, el tensioactivo de pino provino de aceite de madera
de pino (Pinus sylvestris L.) (Petroleumworld 2009; Cruz 2014).

5.3.3 Establecimiento del bioensayo

Las emulsiones caldo:petréleo fueron agregadas a cada unidad experimental.
Antes de realizar la emulsion caldo:petroleo se determiné la capacidad de
emulsién, ésta fue de 50% para el caldo:petréleo (emulsion 1:0.5) y para la
emulsién tensioactivo con base en pino:petroleo. La mezcla fue agitada 5 min y

después agregada al tratamiento correspondiente.
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5.3.4 Andlisis estadistico

Las variables evaluadas fueron hidrocarburos totales del petréleo y unidades
formadoras de colonias y fueron analizadas con un disefio completamente al azar
con arreglo factorial de tratamientos 2 x 6 y medidas repetidas en tiempo, usando
el procedimiento GLM y el PROC MIXED de SAS (SAS Inst, Inc., 2004). El modelo
para los andlisis incluyo los efectos principales de tratamientos: Factor A con 2 tipos
de tensioactivos, bacteriano y de pino; Factor B con 6 concentraciones de petroleo,
0, 30000, 40000, 50000, 60000 y 70000 ppm; tiempo O, 1, 2,...,11 meses de
mediciones; y la interaccién tratamiento x tiempo. Cada combinacién de tratamiento
(tipo de tensioactivo x concentracion) consto de tres repeticiones con mediciones
mensuales. La informacion fue expresada como medias de minimos cuadrados +
EEM (error estandar) y comparadas con la prueba de Tukey ajustada (Herrera y
Garcia 2011).

5.3.5 Andlisis del sustrato

Los suelos contaminados con petréleo emulsificado con plantulas de R. mangle se
evaluaron cada 30 dias durante 11 meses. Las variables de respuesta fueron:
Hidrocarburos totales del petréleo (HTP’s) de acuerdo con Fernandez et al. (2006).
Unidades formadoras de colonias (UFC.g™) de acuerdo al método de recuento en
placas de células viables por diluciones en serie (Madigan et al. 2012). Por otra
parte, el pH del suelo fue medido de acuerdo al método AS-02. Apartado 7.1.2. de
la NOM-021 (SEMARNAT 2000a) y la determinacion del Cloruro de sodio del suelo
se realiz6 con un medidor de salinidad, modelo HI98203 marca HANNA

instruments.

El porcentaje de masa de los elementos en el suelo se determiné al inicio del
experimento, para conocer las caracteristicas del suelo de estudio. El andlisis se
realiz6 por el método de energia dispersiva de rayos X (EDS) utilizando un

microscopio electrénico de barrido (EMB) marca JEOL, modelo JSM-6010LA.
5.4 Resultados y Discusion

Los resultados del andlisis de varianza para describir el efecto que pudiera existir

entre el factor A: tipo de tensioactivo (bacteriano y de pino), con el factor B: seis
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concentraciones de petroleo emulsificado (0, 30000, 40000, 50000, 60000 y 70000
ppm) se mostraron altamente significativos (Pr<0.0001), asi como los efectos por
interaccion: tipo de tensioactivoxConcentracion de petrdleo emulsificado
(Pr<0.0001), con base en estos resultados, el andlisis por separado de los efectos
principales pierde sentido, ya que el efecto de un factor depende del nivel
considerado en el otro factor, por lo que se procedid a analizar el efecto por
interaccion (Herrera y Garcia 2011). El tiempo se consideré como una variable
continua no manipulable, por lo que las interacciones donde éste fuera un factor,

se descartaron (Cuadro 1).

Cuadro 1. Analisis de varianza de las variables hidrocarburos totales del petrleo (HTP's) y
unidades formadoras de colonias (UFC.g') de suelo contaminado con petroleo emulsificado con
tensioactivo bacteriano y de pino con plantulas de R. mangle.

Fuente de variacion Gr_ados de Valor de Pr>F
libertad HTP's UFC

Surfactante 1 < 0.0001 <0.0001
Concentracion 5 < 0.0001 < 0.0001
SurfactantexConcentracion 5 < 0.0001 <0.0001
Tiempo 11 < 0.0001 < 0.0001
SurfactantexTiempo 11 <0.0001 <0.0001
ConcentracionxTiempo 55 < 0.0001 <0.0001
SurfactantexConcentracion*Tiempo 55 < 0.0001 < 0.0001
R? 0.9996 0.9994

El efecto del tipo de tensioactivo bacteriano y de origen de pino no es el mismo en
todas las concentraciones de petrdleo, por lo que se comparé la diferencia entre
los dos tensioactivos en una concentracion de petrdleo con respecto a otra
concentracion, y se analizé en una gréfica la interaccion de primer orden, donde de

acuerdo a Garrido (2008) se utilizan comparaciones gue involucran cuatro medias
(Fig. 1).
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Figura 1. Efecto de las concentraciones de petréleo emulsificado con tensioactivo bacteriano y de
pino en la remocién de hidrocarburos totales del petréleo en suelos contaminados al final del
experimento. Valores promedio de remocion de HTP’s a concentraciones de 30000, 40000, 50000,
60000 y 70000 ppm.

En este contexto, Ledn y Montero (2001) mencionan que cuando las lineas en las
graficas no son paralelas existe una interaccidon y ésta depende del efecto de las
variables independientes. Se denomina variable independiente principal, aquella
representada en el eje de las abscisas y variable independiente condicionante,
aguella que genere las condiciones en las que se da la principal. Si las lineas de la
grafica de interaccion se separan en sentido vertical, entonces tendra un mayor
efecto la variable independiente condicionante, pero si las lineas de la grafica se
separan de la horizontal formando un angulo de inclinacién, entonces, la variable

gue tendra mayor efecto serd la variable independiente principal.

Los resultados del porcentaje de remociéon de HTP’s al final del tratamiento
mostraron que los tratamientos con petroleo emulsionado con tensioactivo
bacteriano presentaron mayor remocién de HTP’s alcanzando hasta 93.97 % en el
tratamiento a 30000 ppm. A la misma concentracién, los tratamientos con petroleo
emulsionado con tensioactivo de pino alcanzaron 81.39 %, lo que indic6 mayor
remocion de hidrocarburos totales del petréleo en los tratamientos con tensioactivo
bacteriano.
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A los 2 meses del derrame de petrdleo emulsificado con tensioactivo de pino, las
plantulas de R. mangle comenzaron a perder las hojas, llegando a la defoliacion
total a los 4 meses del derrame, mientras que las plantulas con petroleo
emulsificado con tensioactivo bacteriano no tuvieron este comportamiento.
Ademas, la remocion de petrdleo emulsificado fue mayor en todos los tratamientos

con petroleo emulsificado con tensioactivo bacteriano que con tensioactivo de pino.

En estudios similares, Moreira et al. (2011) evaluaron sedimentos contaminados
por petrdleo con R. mangle y testigo (sin R. mangle), se observo una eficiencia
mayor en la remocion de petréleo por fitorremediacion (87 %) que la alcanzada por
biorremediacion sin vegetacion de R. mangle (70 %). Esta mayor eficiencia
presentada por la remediacion de la planta se potencié con el mayor crecimiento
de bacterias en su rizésfera, alcanzando hasta 31x10° UFC.g?l. También se
observé un mayor crecimiento de longitud de planta (46.3 cm) expuestas a
sedimentos contaminados, en comparacion con los cultivados en sedimentos de
referencia (34.4 cm), lo que sugiere una buena adaptacion. Otra variable que puede
influir en la respuesta del habitat, es la sensibilidad de las especies de mangle ante

un derrame de petréleo (Lewis et al. 2011).

Por otra parte, en este estudio, los hidrocarburos totales del petroleo fueron
disminuyendo con respecto al tiempo. La remocién mayor de petréleo emulsificado
fue con tensioactivo bacteriano de 94 % a 30000 ppm, mientras que con
tensioactivo de pino fue de 56 % a 70000 ppm. Esta diferencia puede ser debido a
que a concentraciones mayores de petroleo existe mayor toxicidad (Rivera-Cruz,
2016), pudiendo provocar condiciones téxicas para los microorganismos
petrofilicos que pudieran ayudar al proceso de biorremediacién. Aunado a esto,
Moreira et al. (2011) reportan que la poblacion de microorganismos en suelos sin
plantas de R. mangle mostraron una disminucién de 78.32 % en las UFC.g,
mientras en los suelos con R. mangle, la poblacion microbiana aumenté un 243 %,

demostrando una fuerte relacion microorganismos-planta.

El sustrato de este estudio, estuvo compuesto por la mezcla de suelo tipo
Solonchak hipersalico gléyico y suelo tipo Arenosol éutrico presentd caracteristicas

de Densidad (1.2 g.L1), andlisis granulométrico: arena 58.9 %, limo 41 % vy arcilla
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0.1 %; conductividad eléctrica 1.13 mS/cm, pH 7.2, cloruros (CI') 283.6 ppm,
fosforo disponible 3.63 mg.kg*, materia organica 1.345 % y nitrégeno total 1.4 %.
El analisis elemental de barrido dio como resultado (%mol): carbono 15.31,
nitrégeno 0.84, oxigeno 59.57, sodio 1.07, magnesio 1.32, aluminio 5.1, silicio 13.5,
fésforo 0.08, potasio 0.73, calcio 0.65 y titanio 0.17.

La materia organica tiene propiedad mayormente oleofilica y favorece la retencion
de aceite y otros contaminantes (Santos et al. 2011). El sustrato de este estudio
tuvo de materia organica 1.34 %, lo cual estad considerado como bajo (materia
organica para suelos minerales <0.6-1.5%) (SEMARNAT 2000b). Las plantulas en
los tratamientos con concentraciones de petréleo emulsificado mayor a 50000 ppm
tuvieron la menor biomasa total seca en el bioensayo en comparacion con
concentraciones menores. Sin embargo, la mortandad de plantulas de R. mangle

se redujo un 100% (Ojeda et al. com. pers.).

Los resultados anteriores confirman, que los impactos con petréleo emulsificado
con tensioactivo bacteriano podrian minimizarse, ya que se remueve hasta el 93.97
% de HTP’s. Estos resultados ofrecen ventaja para suelos de manglar impactados
por petréleo, ya que segun Duke et al. (2016) y Lewis et al. (2011), en los bosques
de manglar contaminados por petroleo, se puede observar a través de largos
periodo de tiempo (hasta décadas), sintomas como muerte de arboles, defoliacion
de arboles y adelgazamiento de tallo, amarilleamiento de hojas, reduccién del
crecimiento de la altura de los arboles sobrevivientes y el establecimiento de
plantas no muy sanas. Esto puede ser debido a que los sedimentos, especialmente
de manglares son a menudo de grano fino, y ricos en materia organica en los cuales

se adhiere el contaminante.

Al final del experimento, la densidad poblacional de bacterias (UFC.g™t) fue mayor
en los tratamientos con petréleo emulsificado con tensioactivo bacteriano que con
pino. Cabe mencionar que en los tratamientos con petréleo emulsificado con
tensioactivo de pino, hubo un 100 % de mortandad de plantulas de R. mangle, por
lo que de acuerdo a Moreira et al. (2011) es posible que ya no existia asociacion
entre la rizésfera de las plantulas con la comunidad de microrganismos, lo cual se

refleja en la disminucién de UFC.g*.
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La densidad poblacional se muestra inversamente proporcional con la
concentracion de petroleo emulsificado. El tensioactivo con base en aceite de pino
resultd eficaz para dispersar el petrdleo, pero por su naturaleza quimica resulto
toxico para plantulas de R. mangle y microorganismos rizosféricos (Fig. 2).
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Figura 2. Efecto de las concentraciones de petréleo emulsificado con tensioactivo bacteriano y de
pino en las unidades formadoras de colonias en suelos contaminados, y graficado con valores
promedio a concentraciones de 30000, 40000, 50000, 60000 y 70000 ppm.

El aceite de pino es una mezcla de mono terpenos y sesquiterpenos, con
aproximadamente 57 % de alfa-pineno como su principal componente (Foitzick
2008). El alfa-pineno es considerado el monoterpeno mas abundante y
guimicamente explotado por la industria por ser accesible y barato, siendo la base
de la mayor parte de las sintesis en la familia de los terpenoides (Liu 2005).
Garzona (2015) describe al alfa-pineno como un elemento altamente reactivo
conocido por su efectividad como antimicrobiano y citotéxico para las plantas; esto
indicé que, cuando la emulsién tensioactivo de pino-petroleo fue vertida a nivel de
sustrato, su efecto principal constituyé posiblemente en la desactivacion de la
microbiota caracteristica de la rizésfera de la planta, inhibiendo asi, la accion
bioestabilizadora y remediadora que desempefian los microorganismos presentes

para ayudar a la metabolizacion del petréleo vertido.
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Por otra parte, este monoterpeno es considerado una sustancia bioacumulable,
capaz de ser absorbida por organismos vivos. Las plantulas de R. mangle a través
del conjunto de raices son capaces de absorber el alfa-pineno del sustrato, lo que
puede provocar la lisis celular de las estructuras internas de la plantula,
deteriorandolas asi de forma agresiva desde el interior, afectando principalmente
los cambios en la permeabilidad de la membrana celular debido a la naturaleza
anfipatica de las moléculas que componen el tensioactivo, impidiendo la absorcion
de nutrientes, y el intercambio de gases esenciales (O2), al obstruir las lenticelas
en tallos y raices de la plantula, lugar donde este fendmeno se lleva a cabo (Costa
y Alvez 2006).

La comunidad microbiana de sedimentos con vegetacion suele ser mayor que
aguellos sin plantas (Rivera-Cruz et al. 2004). Es importante destacar que la
presencia de contaminantes y los exudados de las raices, por lo general modifican
la composicion y la actividad de las comunidades bacterianas (Walton et al. 1994;
Espinosa et al. 2005). Esta concentracion mayor de bacterias en sedimentos
contaminados, también fue evidenciado por otros estudios que evaluaron la
degradacion de compuestos organicos (Espinosa et al. 2005) quienes confirmaron
que el crecimiento de los microorganismos degradadores de petroleo fue

favorecido por la presencia de la planta.

R. mangle produce compuestos alelopaticos (terpenoides, acido oxalico, acido
aceético, acido succinico y acido butirico), similares a los compuestos organicos que
estimulan las defensas de las comunidades de microorganismos frente a las
condiciones de estrés ambiental, ademas de que la rizosfera permita la posible
entrada de oxigeno (Siciliano et al. 2001; Weibner et al. 2002). En otros estudios
que evallan la degradacién de compuestos toxicos también encontraron la
presencia de compuestos exudados por las raices, tales como carbohidratos,
acidos organicos y aminoacidos, los cuales probablemente podrian haber

estimulado la degradacion de los contaminantes (Joner et al. 2005).
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5.4.1 Respuesta a través el tiempo de los tratamientos con tensioactivo bacteriano
Los tratamientos que permitieron el porcentaje mayor de remocion de
hidrocarburos totales del petréleo y el nimero mayor de UFC.g* fueron los que
presentaban la emulsion tensioactivo bacteriano-petréleo, en contraste con los

tratamientos con tensioactivo de pino, los cuales fueron menos efectivos.

Resulta interesante profundizar el estudio del efecto de la emulsion tensioactivo
bacteriano-petrdleo en cada variable de respuesta a través del tiempo. Para ello, a
los seis tratamientos con emulsion tensioactivo bacteriano-petréleo se les realizo
un analisis de varianza, durante los 11 meses de evaluacion. Los resultados
obtenidos indicaron que la interaccion TratamientoxTiempo fue significativa para
las variables hidrocarburos totales del petréleo (Pr<0.0001) y UFC.g* (Pr<0.0001);
esto evidencié que las tendencias en el tiempo de cada variable estan intimamente
relacionadas con la cantidad de la emulsion adicionada en cada tratamiento con

tensioactivo bacteriano (Cuadro 2).

Los hidrocarburos totales del petréleo disminuyeron durante los 11 meses de
evaluacion. Hubo una disminucion de 92.93%, 87.84%, 86.82% y 82.64%, en los
tratamientos de 30000, 40000, 50000, 60000 y 70000 ppm respectivamente (Figura
3).
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Cuadro 2. Andlisis de medidas repetidas para la variable hidrocarburos totales del petréleo (HTP’s). Efecto simple por tratamiento (Concentracién de petréleo
emulsificado), periodo (Tiempo de evaluacién del sustrato) e interaccion (TratamientoxPeriodo). Prueba de comparacion de medias Tukey de minimos
cuadrados, medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0.05).

Test de hip6tesis de efectos fijos

Pr>F
Tratamiento: Concentracion de petréleo emulsificado (ppm) Periodo: Tiempo de evaluacion (meses) TratamientoXTiempo
Pr<.0001 Pr<0.0001 Pr<0.0001
Efectos simples
Tratamiento: petroleo emulsificado (ppm)
Error
0 40000 50000 60000 70000 estandar
18530 24630 30490 38410 46920
E D C B 125.20
Prueba de medias por Periodo
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Error
estandar
41667 38705 36927 35295 34080 31635 28770 20880 15747 11498 7979 5127 174.68
A B C D E F G H | J K L i
Efecto por interaccién: TratamientoxTiempo
Tratamiento: Periodo: Tiempo de evaluacién (meses)
Concentracion de
petréleo
emulsificado 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
(ppm)
0 1.09x101* 1.46x10' 1.09X107'* 2.91X10% 7.28X107% 2.91X10 2.55X10% 1.46X107'! 1.46X10 3.64X1072 364X10%4 5.82X1071!
F F F F F F F F D E E E
30000 30000 27456 24428 22257 16365 8511.55 10145 7198.46 6736.70 6055.38 3426.52 1804.57
E E E E E E E E C D D D
40000 40000 36466 33281 32945 32104 31975 28878 21274 16666 11480 7653.52 2825.17
D D D D D D D D B C C D
50000 50000 46398 45394 42364 41676 39006 32834 23134 17467 13360 8215.88 6075.06
C C C C C C c Cc B B Cc c
54794 53613 51503 52336 48444 42186 32823 26243 18698 11303 7906.09
60000 60800 B B B B B B B A A B B
67118 64843 62713 62003 61876 58576 40852 27372 19396 17274 12149
70000 70200 A A A A A A A A A A A
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Figura 3. Efecto de las concentraciones de petréleo emulsificado en la degradaciéon de
hidrocarburos totales de petréleo (HTP’s) durante los 11 meses de evaluacién. Las barras

representan la desviacion estandar de tres repeticiones.

La remocion de petrdleo fue mayor a concentraciones menores de petréleo y fue
disminuyendo inversamente proporcional a la concentracion del contaminante.
Los suelos contaminados con petréleo tienen poca oxigenacion debido a la
cubierta hidrofébica que provee el petréleo. Sin embargo, el biotensioactivo
permite humectar los suelos donde el oxigeno se utiliza generalmente como
aceptor final de electrones en el metabolismo microbiano, y su limitacion es una
razon principal para la reduccién de la biodegradacion de petroleo en los suelos
de manglares. La importancia del oxigeno proviene de la participacion de
oxigenasas y oxigeno molecular en las vias principales de degradacion de

hidrocarburos.

En los manglares, la tasa de difusion de oxigeno en el sedimento se reduce
debido a las inundaciones diarias por las mareas (Barbier et al. 2008; Li et al.
2009; Tsai et al. 2009) o por estaciones, sobre todo los asociados con sistemas
deltaicas: rio Papaloapan, rio Coatzacoalcos, rio Tonala, rio Gonzalez,
Usumacinta en México, asi como en otros paises (Amazona, Orinoco, Niger,

Ganga, etc.).
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La mayor remocion de petroleo fue en el suelo con vegetacion de manglar. Esto
puede deberse a que, en el sedimento de manglar, la transformacion y
rizodegradacion de hidrocarburos totales del petréleo son procesos importantes
que ocurren durante la fitorremediacion. La degradacion microbiana en la
rizosfera (rizodegradacion) puede ser el mecanismo principal para limpiar una
variedad de suelo contaminado por petréleo, incluyendo plantas acuéticas
(Rivera-Cruz et al. 2016) y sedimentos de manglar. Esto ocurre porque los
contaminantes, tales como los hidrocarburos de petroleo son altamente
hidrofébicos, y su absorcion en el suelo reduce su biodisponibilidad para la
captura por plantas y, en consecuencia, su fitotransformacion (Kamath et al.
2004; Pérez-Hernandez 2013). El éxito de la rizodegradacion depende de la
presencia e interaccion entre microorganismos especificos, condiciones

ambientales adecuadas y disponibilidad (Moreira et al. 2011).

Otro factor que pudo afectar a la restauracion de suelo contaminado con petréleo
es la biodisponibilidad de los contaminantes, siendo baja para los hidrocarburos
policiclicos aromaticos, debido a su naturaleza altamente hidrofébica y su fuerte
tendencia a ser absorbida por sedimento. La aplicacion de los agentes
movilizadores es una forma de aumentar la desorcién y disolucion de
contaminantes organicos hidrofébicos en los sedimentos, y como resultado el
proceso de biodegradacion. ElI uso de disolventes organicos como
biotensioactivos es una alternativa para aumentar la biodisponibilidad del

petréleo mejorando la tasa de biodegradacion.

Cuando el petréleo se libera en aguas costeras y de estuarios, se deposita en
las raices finas de la vegetacién donde es adsorbido. Las plantulas mueren en
su mayoria en pocos dias. Por el contrario, los arboles adultos y arbustos mas
altos, al cubrirse con petréleo Unicamente sus raices y sedimentos podrian
persistir durante seis 0 mas meses, antes de morir. Los sedimentos
contaminados por petréleo provocan mortandad en plantulas, y son asfixiadas y
muertas ante un derrame. Los hidrocarburos mas ligeros son los mas toxicos
(Duke y Burns 1999; Duke y Burns 2003).
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Es posible que no siempre se produzcan efectos negativos en las plantas, su
crecimiento o reproduccion debido a los derrames de petrdleo. Adams et al.
(2015) estudiaron areas de ecosistemas de manglar, pantano de agua dulce
(Pachira agquatica), pantano y pasto en la llanura costera y terrazas del Plioceno-
Pleistoceno. Detectaron toxicidad significativa en los suelos organicos no
contaminados (22.2 - 49.1 unidades de toxicidad (TU) comparables a los niveles
encontrados en areas contaminadas con hidrocarburos (22.3 - 42.0 TU). Es
interesante conocer que la toxicidad en los suelos organicos fue mucho mayor,
que la encontrada en los suelos minerales con niveles de cuantificacién por
debajo de 9.3 TU).

La adicién del petréleo emulsificado representd una bioaumentacion debido a
que el tensioactivo bacteriano no se agregé puro, sino inmerso en el medio de
cultivo con biomasa. Cantidades altas de UFC.g* fueron determinadas en los
tratamientos a 0 ppm (x 121124), 30000 ppm (x 117262), 40000 ppm (x 132059)
y 50000 ppm (x 120114.66) inmediatamente después de la contaminacion (Fig.
4).

El nimero de UFC.g* descendié drasticamente de diciembre a Mayo. Hubo una
disminucién de 95, 90, 94, 98 y 96 % en los tratamientos a 30000, 40000, 50000,
60000 y 70000 ppm respectivamente. Al parecer, los valores de UFC.g* son mas
relacionados a heterétrofos en general y no a los microorganismos degradadores
de hidrocarburos. Por esto, cuando se consumen los sustratos organicos
facilmente biodegradables, la cantidad de UFC.g! disminuye (tiempo de
evaluacion 1-5 meses). Subsecuentemente, entre los 6-8 meses se reduce mas
fuertemente los HTP’s, con una segunda poblacién de microorganismos,
descomponiendo tal vez, los hidrocarburos menos disponibles, o los de fraccion
mas pesada). Posteriormente, se incrementa las UFC.g? entre los 9-11 meses,

tal vez usando los subproductos de la biodegradacion de hidrocarburos.
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Figura 4. Efecto de las concentraciones de petréleo emulsificado en las unidades formadoras de
colonias (UFC.g1) durante los 11 meses de evaluacion. Las barras representan la desviacion

estandar de tres repeticiones.

Al mismo tiempo, el analisis elemental de barrido del suelo contaminado por
petréleo mostré 0.02 % magnesio, 0.05 % aluminio, 0.002 % titanio, entre otros.
Los metales pesados son bioacumulables y podrian causar efectos inmediatos
como inhibicién del crecimiento normal y el desarrollo de las plantas, asi como

la disminucién de las poblaciones microbianas del suelo (Prieto et al. 2009).

En el suelo, los metales pesados como iones libres, pueden tener accion directa
sobre los seres vivos lo que ocurre a través del bloqueo de las actividades
bioldgicas, es decir, la inactivacion enzimética por la formacién de enlaces entre
el metal y los grupos —SH (sulfhidrilos) de las proteinas, causando dafios
irreversibles en los diferentes organismos. Repercutiendo en la degradacion de
HTP’s.

La interaccion tratamiento (petréleo emulsificado con tensioactivo bacteriano) x
tiempo fue significativa (Pr<0.0001), lo que indic6 que ambos factores influyeron
en el crecimiento poblacional microbiana. El efecto por concentracion de petroleo
resultd significativo (Pr<0.0001), siendo el tratamiento a 30000 ppm de petréleo
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el que presentd el mayor crecimiento poblacional durante el experimento
(Cuadro 3).

Al respecto Cortés et al. (2013) sefialan que la aplicacion de petrdleo
emulsificado con tensioactivos bacterianos reduce sus efectos negativos sobre
plantulas, separando sus fases y aumentando la humectacion. El biotensioactivo
producido por A. lipoferum tiene lipopéptidos (Ojeda et al. 2015). Los lipopéptidos
son compuestos clasificados de bajo peso molecular y que ademas poseen
excelentes propiedades emulsificantes, dispersantes y humectantes con

capacidad para reducir la tension superficial (Ojeda et al. 2016).
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Cuadro 3. Andlisis de medidas repetidas para la variable Unidades formadoras de colonias (UFC.g1). Efecto simple por tratamiento (Concentracion de petréleo

emulsificado), periodo (Tiempo de evaluacion del sustrato) e interaccion (TratamientoxPeriodo). Prueba de comparacion de medias Tukey de minimos

cuadrados, medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0.05).

Test de hip6tesis de efectos fijos

Pr>F
Tratamiento: Concentracion de petroleo emulsificado (ppm) Periodo: Tiempo de evaluacion (meses) TratamientoxTiempo
Pr <0.0001 Pr<0.0001 Pr <0.0001
Efectos simples
Tratamiento: Concentracion de petroleo emulsificado (ppm)
30000 40000 50000 60000 70000 Error
estandar
57988 61303 56926 41820 40510 329762
Edad de plantulas (meses)
Error
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 estandar
113001 110065 106296 99682 91781 56907 4429 3805 6324 12038 12189 16438 51.360
A B C D E F J K | H H G )
Efecto por interaccién: TratamientoxTiempo
Tratamiento: Periodo: Tiempo de evaluacién (meses)
Concentracién de
petréleo
emulsificado 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
(ppm)
0 121125 121344 112132 111895 100046 73986 578.43 856 3746.67 3796.33 22471 23187
B B B A C B E ED D F A B
30000 117263 113328 104653 106057 101057 73813 4749 8534 8604.33 18717 13927 25149
D D D B B B C A A A B A
40000 132059 128336 111532 105855 110027 93506 11915 637 7132.67 7625.67 8549.67 18459
A A C B A A A E B E D C
50000 120115 117000 127107 111422 89647 55026 6150 6850 8529.67 15424 9740.67 16100
C C A A D C B B A B C D
60000 102654 98008 99023 81732 75645 3250 532.33 4605.67 5180 13048 8890 9277
E E E C E E E C C D D E
70000 84789 82376 83331 81130 74262 41858 2649 1348.67 4749.67 13618 9552.67 6453.67
F F F D F D D D C C C F
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De acuerdo con esto, los tensioactivos bacterianos rompen la tension superficial e
interfacial entre las fases liquido/liquido y gas/liquido formando micelas en un entorno
polar y relacionandolas estrechamente con la concentracion micelar critica, la cual
representa la concentracion minima de tensioactivo para que ocurra espontaneamente
la formacién de micelas. Por lo tanto, el tensioactivo bacteriano generado por A.
lipoferum redujo la tension superficial y produjo emulsiones. Ambas acciones
permitieron aumentar la transferencia de masa, ayudando a que las fuentes de
carbono de baja solubilidad sean biodisponibles para su biodegradacion, e
introducirlos a las diferentes rutas metabolicas para la generacion de energia y sintesis
de biomasa. Este proceso pudo haber permitido la degradaciéon de petroleo, el

crecimiento de la poblacion bacteriana y crecimiento de plantulas de R. mangle.

Es importante obtener datos de dosis-respuesta de los derrames de petroleo en suelos
y seguir los procesos de largo plazo asociadas con la acumulacién y la
descomposicion del aceite en el sedimento, debido a que hay complejas
interrelaciones entre plantas-suelo-microorganismo, y es claro que cada uno depende
del otro de manera significativa. Por lo tanto, una disminucién en la condicién de uno

de ellos afectara el bienestar de los otros tipos.

5.5 Recomendaciones

Finalmente es importante evaluar este modelo de restauracion en condiciones in situ a

gran escala y un periodo mayor de 1 afio, para conocer su efectividad; asi como analizar

la asociacibn de microorganismos rizosféricos-plantulas de mangle, y estudios que

evallen a la plantula como fitorremediadora.

5.6 Conclusién

El suelo contaminado a 30000 ppm de petroleo emulsificado con tensioactivo bacteriano

en condiciones de invernadero, presenté la remociéon mayor de hidrocarburos totales del

petréleo (93.97 %) y crecimiento poblacional bacteriano, en comparacién con los

tratamientos con petroleo emulsificado con tensioactivo de pino, los cuales generaron la

maxima remocion de hidrocarburos totales del petroleo de 81.39 % y el crecimiento
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maximo de UFC.g' de 8463. El mayor crecimiento de las plantulas de R. mangle se

obtuvo en los tratamientos con petréleo emulsificado con tensioactivo bacteriano.

La aplicacion de la emulsion caldo:petréleo, alcanzé la mayor remocién de hidrocarburos
totales de petrdleo, reafirmando esta técnica como algo prometedor en la restauracion
de suelo contaminado por petréleo, con vegetacion de R. mangle, por lo que podria

considerarse una técnica de correccion de ecosistemas de gran importancia ecologica.
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CONCLUSIONES GENERALES

El tensioactivo proveniente de Azospirillum lipoferum y Azospirillum brasilense
contienen lipidos polares con grupos funcionales a base de amidas (anillos
peptidicos). Son considerados como tensioactivos anidnicos con base en lipopéptidos

con capacidad de reducir la tension superficial.

Este biotensioactivo muestra estabilidad para reducir tensién superficial, estabilidad
de la emulsion y capacidad para seguir emulsionando en presencia de hasta el 15%
de cloruro de sodio. El tensioactivo bacteriano producido por A. lipoferum tiene
impacto positivo en la poblacién de Eisenia foetida en concentraciones hasta de 50000
ppm Yy una toxicidad practicamente nula cuando es derramado en suelos, ya que la
concentracion letal 50 es de 96,695 ppm. Este biotensioactivo tiene potencial para

aplicado en suelo contaminado con petroleo emulsificado, con plantulas de R. mangle.

Las plantulas de R. mangle en tratamientos con petréleo emulsificado con tensioactivo
sintetizado por A. lipoferum presentaron mayor crecimiento de &rea foliar, longitud de
tallo, diametro de tallo, e incremento de biomasa total seca y biomasa total humeda,
que las plantulas en tratamientos con petréleo emulsificado con tensioactivo con base

en aceite de pino

La aplicacion de la emulsion caldo:petréleo, alcanzé la mayor remocién de hidrocarburos
totales de petroleo, reafirmando esta técnica como algo prometedor en la restauracion
de suelo contaminado por petréleo, con vegetacion de R. mangle, por lo que podria

considerarse una técnica de correccién de ecosistemas de gran importancia ecoldgica.
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