Ensayos

Identificacion morfolégica de hongos
y bacterias en lodos de extraccion de
gas natural y de tratamiento de aguas

residuales

Resumen

Los hongos y bacterias realizan fun-
ciones importantes en el suelo, su papel
como degradadores de materia orgdnica
estd ampliamente documentado. Sin em-
bargo, son pocos los estudios existentes de
la microbiota presente en lodos residuales,
los cuales se generan en grandes can-
tidades en diversos procesos industriales.
El objetivo de este experimento consistid
en la caracterizacién de hongos y bac-
terias presentes en tres tipos de lodos
residuales, el primero procedente de la
extraccién de gas natural por fracturacién
hidraulica y lodos del reactor biolégico y
lodos deshidratados de la Planta de Trata-
miento de Aguas Residuales de Ciudad
Victoria, Tamaulipas (PTAR de Ciudad
Victoria). Para ello se realizé la técnica de
diluciones seriadas y siembra en placa en
Agar Nutritivo y Agar Sabourad Dextrosa,
cuantificando las unidades formadoras
de colonias (UFC) de bacterias y hongos;
ademés de su identificacién a nivel género
mediante las caracteristicas microscépi-
cas y macroscépicas. No se encontraron
diferencias significativas entre la cantidad
UFC/g s.s. de bacterias ni de hongos
presentes en los diferentes tipos de lodos
residuales. Se encontraron cinco géneros
de hongos: Penicillium, Aspergillus, Tricho-
derma, Chrysosporium y Cladosporium, y
cuatro géneros de bacterias: Bacillus, Dip-
lococcus, Staphylococcus y Micrococcus.
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Abstract

Fungi and Bacteria carry out important
functions in soil, their role as a degra-
ding agent of organic matter is widely
documented. However, studies about
microbiota in residual sludge are scarce
and more research is needed since sludge
is generated in huge amounts in diverse
industrial processes. The objective of this
experiment focused on the characteriza-
tion of fungi and bacteria present in
three types of residual muds, one of them
obtained from the extraction of natural
gas from hidraulic fracturation process,
another from a biological reactor and
another came from dehydrated sludge
from the waste-water treatment plant
located in Ciudad Victoria, Tamaulipas
(Ciudad Victoria’s WWTP). Serial dilution
technique was used along with cultures
of nutrient agar and Sabouraud dextrose
agar plates, measuring colony-forming
units (CFU) for fungi and bacteria. Gender
was also identified with microscopic and
macroscopic characteristics. There were
no significant differences in CFU/g s.s. in
bacteria and Fungi for the different types of
sludge. Five genders of Fungi were found:
Penicillium, Aspergillus, Trichoderma,
Chrysos-porium and Cladosporium, and
four genders of Bacteria: Bacillus, Diplo-
coccus, Staphylococcus and Micrococcus.

Résumé

Les champignons et les bactéries réa-
lisent des fonctions importantes dans le
sol. Leur réle de dégradateurs de matigre
organique est largement documenté.
Néanmoins, il existe peu d’études sur les
micro-organismes présents dans les boues
résiduelles qui sont produites en grande
quantité dans les divers processus industriels.
L objectif de cefte expérience consiste &
caractériser les champignons et les bactéries
présents dans trois fypes de boues résiduelles
dont le premier provient de |”“extraction de
gaz naturel par fracturation hydraulique, de
boues du réacteur biologique et de boues
déshydratées de la station d’épuration
des eaux de Ciudad Victoria dans |”état
de Tamaulipas (PTAR de Ciudad Vicforia).
Pour cela, a été réalisée la technique de
dilutions en série et de semence en plaque
dans |"Agar Nutritif et |”Agar Sabouraud
Dextrose, en mesurant les unités formatrices
de colonies (UFC) de bactéries et de cham-
pignons ainsi que leur identification du point
de vue du genre selon leurs caractéristiques
microscopiques et macroscopiques. Il n’a
pas été trouvé de différences significatives
entre la quantité UFC/g s.s. de bactéries et
de champignons présents dans les différents
types de boues résiduelles. Cing genres de
champignons ont été recensés : Penicillium,
Aspergillus, Trichoderma, Chrysosporium y
Cladosporium ainsi que quatre genres de
bactéries : Bacillus, Diplococcus, Staphy-
lococcus y Micrococcus.
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Introducciéon

Los microorganismos estan presentes en todos los ambientes y desem-

pefian un papel importante en las interacciones que se llevan a cabo en

los diferentes ecosistemas, ademas juegan un papel importante en las

funciones y composicién del suelo (Dominatti. Patterson, Mackay, 2010;
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Aislabie y Deslippe, 2013), influyen en la formacién
de su estructura, en la descomposicion de la materia
organica, en los ciclos del carbono, nitrégeno, fésforo
y azufre y también son muy importantes en la repre-
sién de enfermedades y promocién del crecimiento
de las plantas y cambios de vegetacion (Garbeva, Van
Ven, Van Elsasy, 2004). Su gran diversidad metabdlica
contribuye al reciclado de nutrientes y éste a las
funciones de los ecosistemas del suelo (Aislabie y
Deslippe, 2013). Ademas de ser indicadores de su cali-
dad (Wang, Shi, Lin, Chen, Chen, 2007), contribuyen
a brindar soporte fisico al facilitar la agregacién de
particulas (Dominatti et al., 2010) y movilizan nutrien-
tes de minerales insolubles permitiendo que sean
utilizados para el crecimiento de las plantas (Beltran,
2014; Dominatti et al., 2010). Se estima que existen
alrededor de 4600 genomas distintos por gramo de
suelo, los cuales se encargan de realizar funciones
variadas e indispensables (Kent y Triplett, 2002).

Algunas especies de microorganismos son capaces
de utilizar los hidrocarburos como fuente de carbono,
y de esta manera pueden digerir combustibles y
disolventes organicos y transformarlos en productos
inocuos, principalmente di6éxido de carbono y agua, o
bien adsorberlos a su supetficie (Ercoli, Galvéz, Videla,
Cursi, Calleja, 1999; Velazco y Volke, 2002) proceso
conocido como biorremediacion (Aislabie y Deslippe,
2013). Una de las actividades con mayor generaciéon
de lodos residuales con alto contenido de hidrocar-
buros es la extraccién de gas natural que ocasiona
una gran cantidad de lodos residuales de perforacion.
Aislabie y Deslippe (2013) mencionan la presencia de
bacterias heterétrofas como Pseudomonas, Sphin-
gomonas y Mycobacterium presentes en este tipo de
sustratos e implicadas en el proceso de degradacién
de petréleo bajo condiciones aerébicas, mientras que
en sustratos con alto contenido de hidrocarburos se
ha encontrado presencia de hongos de los géneros
Aspergillus y Trichoderma (Nwelang, Henri, George,
Antai, 2008; Saadoun, Munir, Khalid, Mo~ ayyad, 2008;
Allamin, Ijah, Ismail, 2014). De igual forma se ha
documentado que la exposicion ambiental de mi-
croorganismos a metales pesados ha permitido que
estos desarrollen un mecanismo de detoxificacion
que les permite tolerar concentraciones de cobre,
mercurio, zinc, plomo, cobalto y cadmio en lodos
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(Silver y Phung, 1996; Harrison, Ceri, Tunner, 2007
Aislabie y Deslipe, 2013).

Otro proceso industrial que genera grandes can-
tidades de lodos residuales es el tratamiento de aguas
residuales para lo cual se utilizan algunas especies de
microorganismos que descomponen la materia organica
biodegradable y nutrientes como nitrégeno y fésforo,
generando nuevas células y produciendo efluentes
tratados que pueden verterse al medio ambiente sin
riesgos de contaminacion, asi como lodos residuales,
subproductos liquidos, sélidos o semisdélidos forma-
dos de particulas no retenidas en dichos tratamientos
biol6gicos de agua (Oropeza, 2006). Los lodos men-
cionados estan constituidos por una gran diversidad
de microorganismos, que interaccionan entre si para
llevar a cabo la degradacién de los contaminantes.
Existen varios factores que favorecen el desarrollo de
unas u otras especies, como la composicion del agua
residual, las caracteristicas de la planta de tratamiento,
el clima, la estacionalidad de los vertidos y volimenes.
De todo ello depende la existencia de uno u otro tipo
siendo los mas comunes bacterias, protozoos, hongos,
algas, rotiferos, nematodos y pequefos invertebrados
inferiores (Vilaseca, 2001). Los principales géneros de
bacterias encontrados en lodos residuales de las plan-
tas de tratamiento de aguas residuales son Zoogleaq,
Pseudomona y Bacillus, ademas de hongos del género
Geotrichium, Penicillium, Cephalosporium, Cladospo-
rium, y Alternaria (Moeller y Tomasini, 2009). Estos lo-
dos se consideran residuos de proceso y se generan en
grandes cantidades a menudo sin tratamiento alguno,
mientras que los lodos generados en la extraccion de
gas natural se clasifican como residuos peligrosos y se
envian a confinamiento para su disposicion final. Sin
embargo, algunos autores indican que es posible adap-
tar los procesos de biorremediacién de suelos para la
remediacion de lodos producidos en la perforacion
de pozos de petréleo y gas natural (Castorena-Cortés,
Roldéan-Castillo, Zapata-Penasco, Reyes-Avila, Quej-
Aké, Marin-Cruz, Olguin-Lora, 2009). Por tal motivo
identificar organismos en comun en los diferentes
tipos de lodos permitiria emplear en etapas futuras
los microorganismos aislados de la PTAR de Ciudad
Victoria, como opcién en la biorremediacion de los
lodos residuales de extraccién de gas natural.
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El objetivo del presente estudio consistié en la
identificacién microbiolégica de hongos y bacterias
encontrados en lodos residuales procedentes de la
extraccion de gas natural (LREGN), el lodo residual
deshidratado de la PTAR de Ciudad Victoria, Tamau-
lipas (LDPTAR) y en el reactor bioldgico de la PTAR
mencionada (LRBPTAR); para identificar los microor-
ganismos comunes en los tres tipos de lodos.

Materiales y métodos

Ubicacion del experimento

El experimento se establecié bajo condiciones de
laboratorio en las instalaciones de la Facultad de
Ingenieria y Ciencias de la Universidad Auténoma
de Tamaulipas, ubicada en el Centro Universitario de
Ciudad Victoria, Tamaulipas..

Procedencia de los lodos

Los sustratos analizados corresponden a lodo
residual del proceso de extracciéon de gas natural
mediante fractura hidraulica (LREGN), procedente
de los pozos de extraccion del sitio denominado
Santa Anita ubicado en el municipio de Camargo,
Tamaulipas; el cual se encuentra contaminado
por hidrocarburos de fraccién media y pesada en
concentraciones de 27 167 mg/Kg y 79 489 mg/Kg
respectivamente y a lodos procedentes del reactor
biolégico (LRBPTAR) y lodo deshidratado (LDPTAR)
de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
de Cd. Victoria, Tamaulipas (PTAR de Ciudad Vic-
toria), ubicada en las coordenadas 23°45°41.28” N
y 99°47°42.08” W; la cual funciona con un proceso
biolégico, a base de lodos activados en su variante
de zanjas de oxidacién.

Disefno experimental

Se aplicé un experimento completamente al azar con
cinco repeticiones para realizar la cuantificaciéon de
unidades formadoras de colonias por gramo de suelo
seco (UFC/g s.s.) con cinco repeticiones.

Aislamiento y purificacion de microor-
ganismos

El aislamiento de microorganismos se realizé6 me-
diante banco de diluciones y enumeracioén de viables
en placa, utilizando Agar Nutritivo (AN) marca Dibico
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para cuantificacion de bacterias y Agar Sabourad
Dextrosa (ASD) marca Difco para hongos. Para ello
se pesaron 10 g de cada uno de los sustratos (lodo
residual de proceso de extracciéon de gas natural y
lodos de reactor biolégico y deshidratado de una
planta tratadora de aguas residuales), se colocaron a
105 °C por 24 h en estufa marca CENCO-R (Chicago,
U. S. A.) pasadas las cuales se molieron en mortero y
se prepararon diluciones iniciando en 10! hasta 10
Posteriormente se tomé una alicuota de 100 uL cor-
respondiente a la dilucién 10 para el caso de hongos
la cual se colocé en el centro de una caja de Petri con
ASD y se dispers6 con una varilla de vidrio previa-
mente esterilizada hasta secar la gota en la superficie
del medio de cultivo. El procedimiento se repitié para
bacterias utilizando la dilucién 10 y utilizando el AN.
Este procedimiento se realiz6 por triplicado y se incu-
baron las muestras a 25 °C en ausencia de luz durante
72 h para bacterias y 96 h para el caso de hongos, al
término de los cuales se realiz6 el conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC), mediante la siguiente

ecuacion:

UFC _ (NC*1)
gss.  FD*1/V

*(P *FH)

Donde:

UFC/g s.s.= Unidades formadoras de colonias/g de suelo
seco

NC= Numero de colonias en una caja

FD= Factor de dilucién que corresponde a la dilucién de
donde se tomo6 la muestra con la que se inocul6 la caja
V= Volumen inoculado en la caja

P= Peso de muestra himeda

FH= Factor de correcciéon de humedad (1 % humedad)

Los hongos y bacterias que se mostraron frecuente-
mente se purificaron utilizado el método de estriado
para las bacterias en placas de AN y transfiriendo
micelio por puncién en cuatro puntos de una placa de
ASD para hongos, este procedimiento se realizd por
duplicado con el fin de tener una placa para utilizar
en la identificacion y otra de cultivo puro de reserva.
Los cultivos aislados se incubaron por 72 h y se ob-
servaron las caracteristicas macro y microscépicas
de las colonias.
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Caracterizacion macroscopica y microscopica
de hongos y bacterias

Para la identificacién de los hongos se observaron las
caracteristicas de las cepas tales como tamano, color,
tipo de micelio y forma de las colonias, se realiz6 la
tincién con rojo Congo y lactofenol, ademas se utilizé
el método con cinta adhesiva transparente (cinta
Scotch) para observar al microscopio electrénico (Pri-
mo Star-Zeiss Thornwood, N.Y,, E. U. A.) las diferentes
estructuras tales como hifas, micelio, conidios y co-
nidi6foros. Se realiz6 la determinacién taxonémica a
nivel de género utilizando las claves dicotémicas pro-
puestas por Barnett y Hunter (1972) y comparando las
caracteristicas de crecimiento. Para la identificaciéon
de bacterias se observaron las caracteristicas macros-
copicas de las colonias como tamano, color, tipo de
crecimiento y forma. Se realiz6 la tinciéon de Gram y
se determinaron las caracteristicas microscopicas
de las bacterias como forma y disposicién. Ademas
se realiz6 la prueba de reacciéon al KOH para con-
firmacion de la tincién de Gram. También se realiz6é
la determinacién a nivel de género (Figura 1), para
lo cual se realiz6 una consulta bibliografica sobre
los géneros encontrados cominmente en los lodos
evaluados, para posteriormente comparar las carac-
teristicas de las bacterias aisladas con los microorga-
nismos reportados en lodos de plantas de tratamiento
de aguas residuales y en sustratos contaminados con
hidrocarburos segiin Realpe, Hernandez y Agudelo
(2002), de igual forma se consulté la base de datos
de la Universidad de Pécs (2011), y el sitio de internet
microbiologyinpictures.com (2016) y los manuales

Hongos
ASD

Aislamiento de los
microorganismos ||
comunes

Bacterias
AN

»| Hongos
10

Incubacién y Conteo
de UFC/g s.s.

Preparacion de
Banco de ‘

Diluciones || Bacterias
10

Caracterizacion

macroscopica

de las colonias
aisladas

para la identificacion de bacterias fitopatégenas de
Rodriguez (2001) y de Schaad, Jones, Chun (2001).

Andlisis estadistico

En la cuantificaciéon de unidades formadoras de colo-
nias se aplicé una prueba de comparacién de medias
de Tukey (P<0.05) en el programa estadistico SAS,
para comparar las UFC/g s.s. de bacterias para los tres
tipos de lodos analizados asi como las UFC/g s.s. de
hongos en los lodos estudiados.

Resultados

Cuantificaciéon de microorganismos
presentes en lodos contaminados por
hidrocarburos y de la PTAR

En la cuantificaciéon de bacterias y hongos no se en-
contraron diferencias significativas (P > 0.05) a pesar
de que los lodos residuales utilizados tienen diferente
origen y se encuentran sometidos a condiciones
adversas. En la Tabla 1 se puede apreciar la cuantifi-
cacién de microorganismos para los diferentes tipos
de lodos residuales.

Caracterizacion e identificacion de hongos
y bacterias

Con base a las caracteristicas macroscépicas y mi-
croscopicas de las colonias aisladas se identificaron
los géneros de hongos Penicillium, Trichoderma,
Aspergillus, Cladosporium y Chrysosporium (Tabla 2).
Para los LREGN obtenidos por fracturaciéon hidraulica
y contaminados con hidrocarburos se aislaron los
géneros Aspergillus (Figura 2), dos tipos de cepas del

Tincién |~

Cinta
adhesiva

Preparacion de las
colonias para su
observacién en

microscopio

v
Prueba de Tincién de
Gram

Observacién de las
estructuras —
microscopicas

Determinacién
taxonémica

KOH

Figura 1. Metodologia utilizada para el aislamiento y caracterizacion microbiolégica de los lodos evaluados.
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género Penicillium con caracteristicas morfolégicas dife-
rentes (Figuras 3y 4) y Trichoderma spp. (Figura 5). En
cuanto a los LRBPTAR se encontré presencia del género
Chrysosporiurn (Figura 6), mientras que en los LRBPTAR

y LDPTAR de Ciudad Victoria, se aislaron dos cepas
diferentes del género Cladosporium (Figuras 7 y 8).
Ademas en el LDPTAR de Ciudad Victoria se encontré
presencia del género Penicillium.

Tabla 1. Unidades formadoras de colonias por gramo de suelo seco (UFC/g s.s) de hongos

y bacterias en los diferentes tipos de lodos.

Sustrato/Microorganismos Hongos (UFC/g s.s) Bacterias (UFC/g s.s.)
Lodo de extraccion de gas 2400 A 1362 000 A
natural
Lodo de reactor biolégico de
la PTAR de Ciudad Victoria 4000 A 2316000 A
Lodo residual de la PTAR de 9400 A 998 000 A

Ciudad Victoria

En cada columna letras similares (A) indican igualdad de acuerdo a la prueba de Tukey (P> 0,05).

Tabla 2.

Caracteristicas morfolégicas de los hongos aislados en los diferentes tipos de lodos residuales.

Lodo Residual

Caracteristicas

Macroscopicas

Microscépicas

Género

Extraccién de Gas
Natural

Reactor biolégico
de la PTAR de
Ciudad Victoria

Reactor
biolégico y lodo
deshidratado de

la PTAR de Ciudad

Victoria

Lodo
deshidratado de
la PTAR de Ciudad
Victoria

Colonia en capas, centro negro y elipses
blancas y negras alternadas. Abundante
presencia de micelio, con apariencia
polvosa.

Colonia esponjosa, verde oscuro con
blanco en las orillas, revés con aspecto
rugoso, presencia de micelio.

Colonia con crecimiento en capas
circulares al inicio verde oscuro, se torna
blanco algodonosa, presencia abundante
de micelio con aspecto polvoriento. El
revés es de color beige amarillento con
aspecto rugoso.

Colonia algodonosa, blanca se torna
verde oscuro a amarillento con micelio
blanco irregular, el revés presenta un
aspecto amarillo rugoso. Presencia de
esporas y exudados color ambar.

Las colonias de crecimiento rapido,
blancas al inicio y después de exponer a
la luz, color crema con textura granular,
de micelio blanco.

Colonias aterciopeladas, vellosas, con
pliegues radiales de color crema, que
se oscurecen en tonos verde oliva o
gris verdoso.

Colonia verde oscuro, presencia
abundante de micelio con aspecto
polvoriento. El revés es de color beige
amarillento con aspecto rugoso

Hifa septada, conidiéforos alineados arriba.
Células conidiogénas fialidicas, conidiéforos
hialinos de pared delgada con forma de
arbol. Conidios unicelulares.

Hifa septada, verde brillante, conidiéforos
en forma de pincel con fialides ramificadas,
células conidiogénas en grupos grandes,
conidios pluricelulares agrupados y alineados
en la punta de las fialides.

Hifa septada, conidi6foros con fialides
ramificadas que forman un pincel, células
conidiogénas en grupos grandes, conidios
pluricelulares.

Hifas septadas y alargadas de color verde-
azuladas, ramificadas conidiéforos hialinos,
erectos, ramificados y no verticiliados.
Conidios unicelulares de apariencia hialina,
circular, lisos aislados o en pequenas masas
en la punta de las fialide.

Conidios piriformes enclavados en bases
truncadas, formados intercaladamente,
lateralmente o terminalmente, con paredes
lisas, conidios de una sola célula.

Hifas finas, septadas, ramificadas de color
hialino a marrén. Las hifas sostienen
cadenas ramificadas de conidios
unicelulares, elipsoides, algunos con
forma de escudo debido a las cicatrices de
union entre ellos.

Hifa septada, conidi6foros con fialides
ramificadas que forman un pincel, células
conidiogénas en grupos grandes, conidios
pluricelulares.

Aspergillus

Penicillium

Penicillium

Trichoderma

Chrysosporium

Cladosporium

Penicillium
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residual de extraccion de gas natural, B) y C) detalles de conidios y conidiéforos,
hifas septadas, D) caracteristicas de la métula conteniendo los conidios.

- ..
Figura 4. A) Detalles macroscépicos de las colonias de Penicillium sp., B) detalle
de las métulas e hifas, C) detalle de los conidi6foros, D) conidiéforos y conidios.

Figura 3. A) Aspecto y coloracién del crecimiento de Penicillium sp., encontrado
en el lodo de extraccion de gas natural contaminado por hidrocarburos, B)y C)
caracteristicas de lamétula y conidiéforos, D) detalle de los conidios e hifa septada.

Figura 5. A) Aspecto y coloracion del crecimiento de Trichoderma sp., aislado del
lodo de extraccion de gas natural, B) detalles de los conidios, C) y D) caracteristicas
microscopicas de la conidiéforos y detalle de las hifas.

Figura 6. A) Colonia blanca con crema de Chrysosporium, aislada del reactor
bioldgico de la PTAR de Ciudad Victoria, Tamaulipas, B) Conidios y micelio, C) hifa
septada en forma irregular y D) hifas.

En cuanto a las bacterias encontradas en los lodos
residuales, en los LREGN se identificaron los géne-
ros Diplococcus (Figura 10), Micrococcus (Figura 11),
Staphylococcus (Figura 12) y Bacillus (Figura 9), este
altimo género también fue aislado de los LRBPTAR
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Figura 7. A) Colonias verde oliva de Cladosporium sp., presente en el reactor

biolégico de la PTAR de Ciudad Victoria, B) colonias que se tornaron gris verdoso

después de 5 dias de incubacion, C) a-conidios y b-micelios septados, D) c- conidios
con forma de escudo que presenta cicatriz.

(Figura 14) y del LDPTAR de Ciudad Victoria (Figura
15), de igual forma el género Micrococcus fue aislado
del LRBPTAR (Figura 13). Las caracteristicas micro y
macroscopicas de estos microorganismos se pueden
observar en la Tabla 3.
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Figura 8. A) Colonias de Cladosporium sp., aisladas en el lodo deshidratado de Figura 9. A) Aspecto y crecimiento de las colonias de Bacillus spp., aisladas de
la PTAR de Ciudad Victoria, B) hifa septaday C) conidios. lodos residuales de la extraccion de gas natural, B) aspecto de las cadenas de
bacilos, C) cadenas de bacilos teniidos de Gram y D) ampliacion bacilos teniidos.

Figura 11. A) Aspecto y crecimiento de las colonias de Micrococcus de los lodos de
extraccion de gas natural aisladas en agar nutritivo, B) caracteristicas microscépicas
de la colonia.

C

Figura 10. A) Aspecto y crecimiento de las colonias de Diplococcus sp., aisladas
del lodo de extraccion de gas natural, B) y C) Caracteristicas microscépicas que
muestran los cocos en cadena semejando bacilos.

Figura 13. A) Tincién de Gram de Micrococcus aislado del reactor bioldgico de la
A B PTAR de Ciudad Victoria, Tamaulipas, B) crecimiento en placa.

Figura 12. A) Aspectoy crecimiento de la colonias de Staphylococcus spp. en agar
nutritivo, B) caracteristicas microscépicas de la colonia.
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Figura 14. A) Crecimiento rizado de las colonias de Bacillus aislado del reactor
bioldgico de la PTAR de Ciudad Victoria, B) Tincion de Gram, C) bacilos en cadena.
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Tabla 3. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las bacterias aisladas de los lodos.

Procedencia del

lodo Macroscopicas

Caracteristicas

Género
Microscépicas

Colonia circular pequena e irregular,
color marfil o blancuzco. Borde ondulado
de consistencia lechosa y orilla muy
marcada.

Colonia circular con bordes ondulados,
aparentan varias capas de diferentes
tonalidades de blanco a marfil. Apariencia

Extraccién de gas lechosa e irregular.

natural L.
Colonia circular de bordes regulares, color

amarillo mostaza de consistencia cremosa.
Crecimiento liso sin ondulaciones.

Colonias de tamaino mediano y forma
circular con bordes lisos, de aspecto
gelatinoso y crecimiento ligeramente
elevado, de coloracién amarillo claro.

Reactor biolégico
de la PTAR de
Ciudad Victoria

Colonias redondas de color amarillo,
cremosas.

Reactor
biolégico y lodo
deshidratado de

la PTAR de Ciudad

Victoria

Colonias con aspecto mucoide, de bordes
ondulados, color beige.

Bacilos con bordes lisos y marcados,
sueltos o agrupados en cadenas largas,
grampositivos, reaccién negativa a prueba
de KOH.

Bacillus

Cocos pequenos, aislados o en cadenas
de 3, con estructura fuertemente marcada.
grampositivos, reaccién negativaa prueba
de KOH.

Diplococcus

Cocos en su mayoria aislados, en pares
aislados y en cadenas cortas hasta de 4
organismos. grampositivos y negativos para
prueba de KOH.

Micrococcus

Cocos esféricos, de tamano pequeno,
sueltas o en cadenas de 2 a 3, grampositivos,  Staphylococcus
con reaccion negativa en la prueba de KOH.

Células esféricas dispuestas en masas
irregulares, racimos o tétradas, grampositivas Micrococcus
con reaccion negativa a la prueba con KOH.

Bacilos grampositivos, con reaccién negativa

al KOH Bacillus

Conforme al andlisis microscépico de las bacterias
aisladas todas las especies aisladas resultaron positi-
vas a la tincion de Gram lo cual se corroboré con la
prueba del KOH, de igual forma las especies encon-
tradas en el LREGN dieron positiva a la prueba de la
enzima catalasa. Por otra parte el género Bacillus se
encontré en todos los sustratos analizados, sin em-
bargo las colonias aisladas del LREGN no presentan
crecimiento rizado como en los lodos de la PTAR de
Ciudad Victoria, por lo cual se pueden considerar
especies diferentes.

Discusion

Aun cuando los lodos residuales tienen diferente
origen, no se encontré diferencia significativa en la
cantidad de UFC/g s.s., esto puede deberse a que los
tres tipos contienen una gran cantidad de materia
organica que provee el carbono necesario para estos
microorganismos (Grijalba, 2013). En el LREGN se
obtuvieron 1.362 x 10% UFC/g s.s. de bacterias, valor
considerablemente mayor a lo reportado en estudios
previos de microorganismos en suelo contaminado
con petréleo crudo, donde se reportan hasta 8 x 10*
UFC/g s.s. en los primeros 10 cm de suelo, dentro de
los cuales se identificaron los géneros Penicillium,
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Aspergillus y Rhizobium, en cuanto a bacterias reportan
7 x 10?2 UFC/g s.s. UFC consideradas degradadoras de
hidrocarburo a una profundidad de 20 cm; sin em-
bargo, estos autores no realizaron la caracterizaciéon
de las bacterias encontradas (Allamin et al., 2014).
Por otra parte el género Penicillium ha sido reportado
por diversos autores como degradador de hidrocarbu-
ros (Saadoun et al., 2008; Allamin et al., 2014). Este
microorganismo crece en colonias verde oscuro con
conidiéforos de paredes lisas, con células aisladas o
en cadena comportamiento también observado en
las especies encontradas en este estudio. De igual
forma el género Aspergillus esta reportado como
degradador de hidrocarburos de distintas fracciones
(Allamin ef al., 2014) aislados de suelo contaminado
con petroleo crudo. Nwelang et al., (2008) mencionan
que algunas especies de hongos entre ellos Aspergil-
lus spp., son capaces de iniciar la degradacién de
n-alcanos por oxidacién subterminal. En cuanto a
Trichoderma, Saadoun et al., (2008) reportan su aisla-
miento de suelo contaminado por derrame de crudo,
y algunos autores reportan que puede utilizar una
gran variedad de sustratos complejos como fuente
de carbono como celulosa, quitina, pectina y almidén
(Harman y Kubicek, 1998).

Ensayos



Respecto a los géneros de bacterias encontrados en
el lodo de extraccion de gas natural Bacillus y Staphy-
lococcus fueron reportados por Mythili y Karthikeyan
(2011) como tolerantes al cromo VI considerado
un elemento potencialmente téxico y cancerigeno,
el cual es removido hasta en un 86% y 74% respec-
tivamente de un efluente de curtiembre por estos
microorganimos. Dentro de las bacterias utilizadas
para la degradacion de hidrocarburos se han aislado
varios géneros entre los cuales se encuentran Bacillus
y Micrococcus, que se han encontrado en tanques de
almacenamiento de petréleo (Toledo, 2013), estos
géneros son capaces de degradar hidrocarburos
policiclicos aromaticos y crudo, ademas de que tienen
la capacidad de producir polimeros extracelulares que
emulsionan diferentes hidrocarburos.

Los géneros de bacterias aislados en los LRBPTAR y
LDPTAR, Bacillus spp. y Micrococcus spp. y los géneros
Cladosporium y Penicillium correspondientes a hongos
coinciden con lo encontrado por Moeller y Tomasini
(2009) en lodos activados. Tirado, Dayal y Valéro, (2000)
mencionan que el lodo residual sirve como medio de
cultivo adecuado para el género Bacillus.

Conclusiones

No se encontr6 diferencia en la cantidad de UFC/g s.s.
para bacterias ni para hongos entre los lodos residua-
les evaluados. En los LREGN y el LRBPTAR se iden-
tific6 en comun el género de bacterias Micrococcus;
ademas los diferentes lodos residuales estudiados
presentan en comun el género Bacillus siendo este
el género predominante. En cuanto a la presencia
de hongos para el LREGN y el LDPTAR se identificé el
género Penicillium, mientras que los lodos de la PTAR
de Ciudad Victoria comparten el género Cladosporium.
Los microorganismos encontrados en los LREGN son
tolerantes a altas concentraciones de hidrocarburos
por lo que es posible que al encontrarse en sustratos
con alto contenido de materia organica sean capaces
de utilizarlos como fuente de carbono y realizar su
degradacién. Ademas debido a que los LREGN com-
parten géneros de hongos y bacterias con los lodos
procedentes de la PTAR de Ciudad Victoria, los
cuales son considerados como residuos de proceso,
estos ultimos podrian ser ocupados a futuro para la
bioestimulacién de sustratos contaminados por hidro-
carburos de fraccién media y pesada. (7]

Identificacién morfolégica de hongos y bacterias en lodos...
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