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POTENCIAL ENZIMATICO DE Pleurotus levis PARA BIORREMEDIAR SUELOS
AGRICOLAS CONTAMINADOS POR HIDROCARBUROS DEL PETROLEO EN
MEXICO
Zulma Bolafios Garcia, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2015

Al ser México un pais productor de petroleo presenta un gran problema de
contaminacion por hidrocarburos poliarométicos (HAPS), esta situacion perjudica
algunas zonas agricolas en México. Los HAPs son altamente toxicos, mutagénicos
y carcinogénicos. Una alternativa para solucionar este problema es la
biorremediacion utilizando hongos. Las especies del género Pleurotus presentan un
sistema enzimatico extracelular capaz de biodegradar y mineralizar compuestos
xenobidticos, tales como los HAPs, entre ellos el antraceno. En la presente
investigacién se determiné el potencial enzimatico de P. levis (CP-30) y de P.
ostreatus (CP-754), como alternativa para biorremediar a futuro suelos agricolas
contaminados con HAPs. Se determind la actividad enzimatica de lacasas,
manganeso peroxidasas (MnP) y lignino peroxidasas (LiP) en presencia de acido
acetil salicilico (AAS) y de antraceno. Se realizaron disefios experimentales
completamente al azar, en donde se presenté un incremento en la actividad de
lacasas y MnP al adicionar AAS. La mayor actividad de lacasas en presencia de
AAS y 0.4 g de antraceno fue en P. levis (CP-30) con 42.005 U mL?, y en P.
ostreatus (CP-754) con 12.487 U mL%; la mayor actividad de MnP se present6 en
P. levis (CP-30) con 0.216 U L'y en P. ostreatus (CP-754) con 0.388 U L. P. levis
(CP-30) presentd una mayor actividad de lacasas, mientras que P. ostreatus (CP-
754) una actividad de MnP similar a P. levis (CP-30) en presencia de antraceno. Se
presenta una estrategia para biorremediar suelos agricolas contaminados con

hidrocarburos empleando cepas nativas de P. levis.

Palabras claves: Antraceno, biorremediacién, biotecnologia, enzimas, hongos

comestibles, Pleurotus.



ENZYMATIC POTENTIAL OF Pleurotus levis FOR BIOREMEDIATE
CONTAMINATED BY PETROLEUM HYDROCARBONS IN MEXICO
AGRICULTURAL SOILS
Zulma Bolafios Garcia, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2015

As a oil producer Mexico presents a big problem of contamination by polyaromatic
hydrocarbons (PAHS), this situation harms some agricultural areas in Mexico. PAHs
are highly toxic, mutagenic and carcinogenic compounds. An alternative to solve this
problem is bioremediation using fungi mushrooms. Pleurotus fungi exhibit an
extracellular enzymatic system capable of biodegrading and mineralize xenobiotic
compounds PAHs such as anthracene. In the present research project the enzymatic
potential of P. levis (CP-30) and P. ostreatus (CP-754) as an alternative to
bioremediate agricultural soils contaminated with PAHs were determined. The
laccases, manganese peroxidases (MnP) and lignin peroxidases (LiP) activity in the
presence of acetylsalicylic acid (ASA) and anthracene were analyzed. In a
completely randomized experimental design, an increase in the laccase and MnP
activity by adding AAS was observed. Greater laccase activity in the presence of
ASA and 0.4 g of anthracene in P. levis (CP-30) 42.005 U mL%, and P. ostreatus
(CP-754) 12.487 U mL* was observed; the most MnP activity of in P. levis (CP-30)
with 0.216 U L and P. ostreatus (CP-754) with 0.388 U L* was produced. This
paper P. levis (CP-30) had a higher laccase activity and P. ostreatus (CP-754) MnP
activity like that P. levis (CP-30) in the presence of anthracene, this represents an
alternative to remediate agricultural soils contaminated with hydrocarbons with

native strains of P. levis.

Key words: Anthracene, bioremediation, biotechnology, edible mushrooms,

enzymes, Pleurotus.
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l. INTRODUCCION

Los hidrocarburos poliaromaticos (HAPS) son un grupo de contaminantes peligrosos
ampliamente distribuidos en el ambiente que pueden persistir por largos periodos de
tiempo. Muchos de los HAPs son altamente toxicos, mutagénicos y carcinogénicos. Al
ser México un pais productor de petroleo presenta un gran problema de
contaminacion, esta situacion perjudica algunas zonas agricolas en México (Goémez,
2009).

Los suelos contaminados con petréleo o sus derivados provenientes de
refinerias, petroquimicas, terminales, estaciones de servicio, tanques de combustible,
accidentes y del procesamiento industrial del petrdleo, son fuentes primarias de la
contaminacion. Los HAPs son una clase de compuestos peligrosos muy notorios, los
cuales se encuentran en la gasolina, el diésel, el petréleo, asi como en el alquitrdn de
hulla y sus derivados (polifenoles), son contaminantes industriales comunes, y se
encuentran como co-contaminantes en el medio ambiente. Son compuestos organicos
hidr6fobos compuestos de dos o méas anillos de benceno fusionados en una sola
estructura aromética. Ellos se pueden formar naturalmente de la quema de la materia
organica o de la produccion y la combustion parcial de combustibles fésiles o de
compuestos aliciclicos complejos, son de los componentes mas ambientalmente
persistentes de los derrames de petréleo (Surridge et al., 2009).

Una alternativa para solucionar éste problema es la biorremediacion mediante
hongos o denominada micorremediacién, que es el proceso de utilizacion de los
hongos para devolver un ambiente contaminado a un estado menos contaminado o
sin contaminacién. Pueden aplicarse en suelos contaminados por los derrames de
petréleo, productos quimicos industriales, aguas superficiales contaminadas, asi como
en los suelos agricolas (Sepehri et al., 2013).

Los hongos de la podredumbre blanca dentro de los cuales se encuentra el
género Pleurotus, presentan un sistema enzimatico extracelular capaz de biodegradar
y mineralizar compuestos xenobioticos tales como los hidrocarburos poliaroméaticos
(HAPs) entre ellos el antraceno. EI mecanismo por el cual llevan a cabo la degradacion
incluye la produccion de enzimas ligninoliticas principalmente lacasas, manganeso

peroxidasas Yy lignino peroxidasas, la inespecificidad quimica y la intensa actividad



oxidante de estas enzimas les otorga la capacidad de biodegradar contaminantes con
una estructura similar a las unidades monomeéricas que constituyen la lignina, llevando
a estos contaminantes a un estado final de CO2 y H20, ofreciendo un potencial
indiscutible para su utilizacion en procesos de tratamientos de contaminantes.

En el presente proyecto de investigacion se plante6 determinar el potencial
enzimatico de Pleurotus, utilizando a P. ostreatus como referencia y a P. levis como
recurso geneético nativo para biorremediar suelos agricolas, determinando la actividad
de lacasas, manganeso peroxidasas y lignino peroxidasas en presencia de acido acetil

salicilico y de antraceno.



II. MARCO CONCEPTUAL

2.1. Hidrocarburos poliaromaticos derivados del petroleo
Los principales componentes del petrdleo son los hidrocarburos, los cuales
representan del 50-98% de su composicion total (Figura 1), estan formados por

alcanos, cicloalcanos y compuestos poliaromaticos (Botello, 2005).

i . Hidrocarburos
Alcanos alifaticos Cicloalcanos ” e
poliaromaticos
CH3CH,CH,CH,CH,CH, St
CH3
Hexana
Cidaprapana Benozmo
Th: Y g
CHZCHCH,CHCH,CH,CH; " "
" . ™ Nafakeno
24 dmeslpertanm 1 2 " ! :
CH3 Gdadhexano Antraceno
[
CH3CCH,CHGHCH,CH,oCH,
Hy HCH3
CH;y
Sizopropl-2 2-melocina Berwopireno

Figura 1. Principales componentes del petréleo (Botello, 2005).

Los hidrocarburos poliaromaticos (HAPs) son compuestos de dos o mas anillos
aromaticos condensados de atomos de carbono e hidrogeno, los anillos estan unidos
entre si en arreglos lineales y angulares. Debido a su energia de resonancia negativa,
son quimicamente estables a temperatura ambiente, y debido a su estructura
hidrofébicas, son casi o totalmente insolubles en agua y altamente lipofilicos (Cerniglia
y Sutherland, 2010).

Son un grupo de contaminantes peligrosos ampliamente distribuidos en el
ambiente, que pueden persistir por largos periodos de tiempo. Muchos de los HAPs
son altamente toxicos, mutagénicos y carcinogénicos. Los suelos contaminados con
petréleo o sus derivados provenientes de refinerias, petroquimicas, terminales,
estaciones de servicio, tanques de combustible, accidentes y el procesamiento
industrial del petréleo, son fuentes primarias de la contaminacién por HAPs (Gémez,

2009). Los suelos a lo largo de los margenes de la carretera estan contaminados por



HAPs de los combustibles de motor, escape, alquitran y polvo de la calle, los cuales
pueden unirse a la materia organica, limo y otras particulas pequefias de textura en la
capa superior del suelo, o pueden adsorber a la materia organica disuelta y filtrarse al
subsuelo (Cerniglia y Sutherland, 2010).

Algunos HAPs de bajo peso molecular son muy toxicos para los organismos
acuaticos; ademas, algunos HAPs de alto peso molecular son mutagénicos para las
bacterias y teratogénicos o carcinogénico para los mamiferos. Debido a sus
caracteristicas de toxicidad, representan un riesgo para la salud humana y la vida
silvestre. Esta condicion reta a nuestra sociedad para buscar medidas efectivas que
remedien los efectos negativos del avance tecnologico (Valderrama y Téllez, 2000).

Aunque algunos HAPs de bajo peso molecular, tales como el antraceno, no son
cancerigenos, sus mecanismos de oxidacién son de considerable interés, ya que
presentan las mismas disposiciones de los anillos aromaticos condensados que se
encuentran en las estructuras mas complejas de los HAPs que son cancerigenos, tales

como benzo [a] pireno y el benzo [a] antraceno (Collins et al., 1996).

2.2. Contaminacién de suelos agricolas en México por HAPs derivados del
petréleo

En México, existen extensas areas contaminadas con hidrocarburos del petroleo
debido principalmente a derrames, asi como a las actividades propias de la industria
petrolera. Este tipo de compuestos se acumulan en ecosistemas marinos y en suelos,
siendo responsables de su deterioro. Algunos suelos contaminados principalmente en
el sureste de México, contienen concentraciones de hidrocarburos hasta de 450,000
mg/kg (Volke y Velazco, 2003).

Los derrames por petréleo han afectado miles de hectareas productivas en
zonas rurales y a familias productoras de escasos recursos ubicadas en espacios
marginados. Cuando los hidrocarburos penetran los suelos de cultivo, estos se
compactan, modifican el pH original y sobretodo eliminan por sus efectos toxicos la
biota del sistema, reduciendo la fertilidad de los suelos (Pérez-Armendariz et al., 2011).

Los hidrocarburos son acumulados en el suelo, y algunos otros pueden llegar a

los mantos freaticos y formar capas en formas de nata, fragmentan los agregados del
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suelo, modifican su estructura y disminuyen la capacidad del suelo para retener agua
disponible para las plantas, y como consecuencia de su composicidn quimica,
modifican la relacién carbono nitrégeno (C/N) propiciando la inmovilizacion de N y
mayor liberacién de CO: a la atmésfera (Diaz, 2012).

De acuerdo con datos publicados por el INEGI la superficie de suelo degradado
por causas de contaminacion en 1999 fue de 25,967 km? (Volke y Velazco, 2002). Esta
degradacion ha ocurrido por diversos motivos entre los que se encuentran varios siglos
de actividad minera y también varias décadas de actividades de la industria
petroquimica y de refinacion del petroleo.

La suma de fugas y derrames de hidrocarburos registrada en 2001 representa
el 0.6% de las emisiones y 4 descargas totales de PEMEX. El 75% de este volumen
fue consecuencia de 73 eventos en instalaciones de PEMEX Refineria (PR) y el
restante se debié a los 1,169 ocurridos en instalaciones de PEMEX Exploracion y
Produccion (PEP). Practicamente todo el volumen derramado por PR se registré en
los cuatro sectores de ductos del pais, con una incidencia de 48% en el Sector Sureste.
En el caso de PEP, 97% del volumen se derramo en instalaciones en tierra.

El nimero de fugas registradas estadisticamente (mayores a 1 barril) en el afio
2013 fue de 88, cifra menor en 46% a las registradas en el afio anterior. Las principales
causas identificadas se originaron por: 34 por corrosion interior, 16 por falla de
material, 13 por actos vandalicos, 12 por corrosion exterior y 13 por otras causas. El
85% de las fugas en ductos e instalaciones registradas en el periodo de referencia, se
concentraron en los Activos Integrales Aceite Terciario del Golfo (27%) y Burgos (3%),
en los Activos de Produccion Poza Rica-Altamira (32%) y Bellota Jujo (6%) y la
Gerencia de Transporte y Distribucion de Hidrocarburos Sur (17%). El volumen
derramado se estimé en 11 mil 936 barriles de hidrocarburos sin incluir agua, lo que
representd un aumento con respecto al afio anterior de 229.5% (PEMEX, 2013).

En el primer trimestre de 2014 (Figura 2) se registro un volumen derramado de
producto (liquidos) 464% mayor, a consecuencia de un derrame de 1,069 barriles de
crudo que se registrd en el tltimo segmento del oleoducto Nuevo Teapa-Salina Cruz.
De los 16 eventos registrados en PEP, 13 han sido ductos de recoleccion y tres en
ductos de transporte (PEMEX, 2014).



Afectaciones, enero-marzo

Area afectada Volumen derramado Volumen fugado
(hectareas) (barriles) (MMpcd)
1174 17,373
0.0254
253
0.0047
1
2013 2014 2013 2014 2013 2014

Fuente: Direccion Corporativa de Operaciones

Figura 2. Afectaciones por petréleo, enero-marzo 2014. Fuente: Direccion Corporativa de
Operaciones PEMEX 2014.

Al final del primer trimestre de 2014, se registré un inventario acumulado de 1,023.01
hectareas de sitios contaminados (Figura 3), que representa un aumento de 0.3%
respecto al inventario final de 2013 (1,020.24 hectareas), como resultado de que la

incorporacion de nuevas areas afectadas fue superior a las areas remediadas
(PEMEX, 2014).

DERRAMES Y FUGAS 2000-2014* Severidad de Volumen
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105°0'0"W 95°0°0"W 90°0'0"W 85°0°0"W
TG O

Ay Tamaulipas
0.001% Total Fugado g " 0.1% Tota Fugado
0.1% Total % 0.6% Total Derramado

RN Y

.
Veracruz

0.01% Total Fugado Campeche
32.1% Total Derramado (S 1.3% Total Derramado

Tabasco i
0.8% Total Fugado |
40.2% Total Derramado \g' iR

pas
99.1% Total Fugado
18.3% Total Derramado

105°0'0"W 100°0°0"W 95°0°0"W QOO'D'W 85°00"W
Figura 3. Derrames y fugas 2000-2014. Primer semestre 2014. Cifras redondeadas.
Corresponden a las fugas y derrames derivados de la operacion de PEMEX Exploracion y
Produccion, subsidiaria regulada por la CNH. Fuente: PROFEPA 2014.



2.3. Biorremediacion

La biorremediacion es el uso de seres vivos para degradar contaminantes a productos
menos toxicos, como acidos organicos, aldehidos, dioxido de carbono y agua. El
principal proposito de la biorremediacion es eliminar los contaminantes del entorno
evitando perturbar el ecosistema lo menos posible (Mancera et al., 2008). También
reducir los contaminantes a niveles indetectables, no toxicos, o aceptables, los
contaminantes se eliminan por absorcion o transformacion en una forma menos toxica
(Korcan et al., 2013).

En comparaciéon con las técnicas de remediacion fisica o quimica, la
biorremediacion es de gran interés por ser una técnica de rehabilitacion sostenible de
los sitios contaminados, sin modificar fuertemente las propiedades del suelo. Las
técnicas de biorremediacion estan destinadas principalmente para los sitios donde no
hay urgencia para la rehabilitacion, y donde los métodos tradicionales de
descontaminacion no se adaptan o son ineficaces. La biorremediacién puede ir
acompafiada de la atenuacion natural mejorada, en la que involucra la estimulacion
de las facultades de los ecosistemas para evolucionar y para regenerarse. Permiten
también en la mayoria de los casos, la posterior reutilizacién de los suelos limpios
(Mougin et al., 2009).

Los principales organismos responsables de la transformacion quimica de los
contaminantes son las bacterias aerdbicas, incluyendo los actinomicetos y las
cianobacterias, las bacterias anaerobicas, los hongos y algunas algas. El mecanismo
por el cual lleva a cabo la degradacion de los compuestos organicos, incluye la
producciéon de enzimas (principalmente lacasas y manganeso peroxidasas) y la
participacion en procesos metabdlicos con transferencia de electrones desde un
electron donador hasta un compuesto aceptor de electrones. Los métodos para
biorremediar sélidos contaminados pueden ser in situ, ex situ, y on site, por
bioestimulacion y bioaumentacion, con lisimetros, en biopilas, en cultivo solido,
aplicando nutrientes y residuos agroindustriales (Rodriguez-Vazquez, 2012).

Aungue existen muchos procesos de biorremediacion diferentes, hay factores
comunes que son vitales en todos los procesos de biorremediacién. Todos los

sistemas de biorremediacion consisten en dos cosas importantes: las entradas y
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salidas. Las entradas incluyen contaminantes organicos y las condiciones operativas,
gue se componen de todas las condiciones ambientales y otros factores tales como la
toxicidad, biodisponibilidad, y la tasa de degradacion de los contaminantes, las salidas
incluyen los compuestos resultantes de la degradacion ya sean metabolitos o COz y
H20 (Korcan et al., 2013).

2.4. Los hongos como biorremediadores

La micorremediacion es una forma de biorremediacion, que se refiere mas
ampliamente a degradar o eliminar sustancias toxicas organicas e inorganicas en el
medio ambiente utilizando los procesos bioldgicos de los hongos. El término
"micorremediacion” fue acufiado por el micdlogo Paul Stamets, que ha estudiado
muchos usos potenciales de las setas (Sepehri et al., 2013).

La toxicidad de muchos contaminantes limita la atenuacion natural por
bacterias, pero los hongos de pudricion blanca pueden soportar los niveles toxicos de
la mayoria de los contaminantes organicos. Los hongos de podredumbre blanca son
conocidos por su variedad y su notable capacidad para degradar materiales naturales
complejos y persistentes. Presentan un sistema no especifico, extracelular enzimatico,
gue es capaz de degradar la lignina, uno de los materiales mas resistentes que se
encuentra en la naturaleza (Korcan et al., 2013)

Los hongos comestibles ademas de ser una extraordinaria fuente de proteinas
y una excelente opcion para la alimentacion humana, presentan caracteristicas
enzimaticas Unicas. Estos hongos presentan enzimas oxidativas no especificas;
dentro de las cuales destacan las lacasas y la manganeso peroxidasas (MnP) que son
de interés para su aplicacion en la biorremediacion y pueden ser usadas de manera
segura en muchas condiciones. Su bateria enzimatica extracelular compleja es la
responsable del proceso de degradacion y esta compuesta principalmente por lignino
peroxidasas (LiP), manganeso peroxidasas (MnP), lacasas y otras enzimas como la
glucosa oxidasa y la glioxal oxidasa que generan el peréxido de hidrégeno necesario
para la actividad catalitica de la LiP y MnP (Téllez et al., 2010, Rodriguez-Vazquez et
al., 1999).



La inespecificidad quimica y la intensa actividad oxidante de estas enzimas, les
otorga una considerable capacidad de biodegradar y mineralizar compuestos
xenobibticos con una estructura similar a la de las unidades monoméricas que
constituyen la lignina (Martin et al., 2004), tales como los hidrocarburos poliaromaticos
(HPA) como el fenantreno, antraceno, colorantes industriales y otros contaminantes
del suelo como atrazina, diaminas, fenoles, etc. y llevarlos hasta CO2 y H20 ofreciendo
un potencial indiscutible para su utilizacion en procesos de tratamiento de
contaminaciones. Las enzimas de los hongos pueden disminuir la biotoxicidad y
presumiblemente, también incrementar la disponibilidad de HAPs a futur