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RESUMEN

A partir de sedimentos del Caribe colombiano se realizaron 31 aislamientos bacterianos en medio 
mínimo de sales suplementado con hidrocarburos (ACPM o petróleo crudo) como única fuente de carbono. Las 
cepas aisladas se sometieron a pruebas de selección en diferentes concentraciones de hidrocarburos y se escogieron 
once de ellas tolerantes al crudo y ACPM en un ámbito del 1-8% v/v. Posteriormente, con las cepas seleccionadas, 
se conformó un cultivo bacteriano mixto y se evaluó su capacidad de degradar hidrocarburos en un ensayo a escala 
de laboratorio, con una concentración del 2% v/v de ACPM en un periodo de 21 días. Mediciones de la biomasa 
en Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL fueron empleadas para elaborar la curva de crecimiento del 
cultivo mixto y la remoción de hidrocarburos se cuantificó por cromatografía de gases acoplada a masas. El cultivo 
mixto fue capaz de degradar el 68.6 % de los hidrocarburos alifáticos con preferencia de los n-alcanos de cadena 
larga (C12- C31), alcanzando un crecimiento máximo de 3.13 x 109 UFC / mL. Bajo el tiempo de observación no 
se evidenció la degradación de hidrocarburos aromáticos. Nueve de las once cepas se identificaron mediante los 
sistemas bioquímicos BBL crystal y API 50 CHB/E como bacterias correspondientes a los géneros Klebsiella, 
Chromobacterium, Flavimonas, enterobacter, Pseudomonas y Bacillus. Las cepas evaluadas tienen potencial 
enzimático para degradar hidrocarburos y es necesario caracterizarlas a nivel molecular con el fin de formular un 
consorcio que sea efectivo para la aplicación en campo.
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ABSTRACT

Selection of bacteria with hydrocarbon degrading capacity isolated from Colombian Caribbean 
sediments. Thirty one bacterial isolations in minimal salts supplemented medium with hydrocarbons (ACPM or 
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crude oil) as sole carbon source were isolated from sediment samples from the Colombian Caribbean. Bacterial 
strains underwent selection tests in different concentrations of hydrocarbons; 11 tolerant crude oil and ACPM 
strains in a range of 1-8%v/v were chosen. A mixed bacterial culture was created and assessed its ability to 
degrade hydrocarbons in a laboratory-scale test, with a concentration of 2% v/v of ACPM over a period of 21 
days. Measurements of biomass in Colony Forming Units (CFU)/mL were used to develop the growth curve of 
the mixed culture. Hydrocarbons remotion was measured by mass chromatography. The mixed culture was able 
to degrade the 68.6% of aliphatic hydrocarbons in preference of long chain n- alkanes (C12- C31), reaching a 
maximum growth of 3.13 x 109 UFC / mL. Degradation of aromatic hydrocarbons was not evidenced under the 
observation time. Nine of the eleven strains were identified using the biochemical systems BBL and API 50 CHB/E; 
they belonged to the genus Klebsiella, Chromobacterium, Flavimonas, enterobacter, Pseudomonas, and Bacillus. 
The evaluated strains have enzymatic potential to degrade hydrocarbons and it is necessary to characterize them at 
molecular level in order to develop and effective consortium for field application. 

KEY	WORDS: Biodegradation, Hydrocarbons, Bacteria, ACPM, Crude oil.

INTRODUCCIÓN

La contaminación por hidrocarburos del petróleo es una problemática de carácter 
mundial y amplia distribución geográfica, teniendo en cuenta que independiente de la zona 
afectada (lagos, suelos, zonas freáticas, ríos y playas) por procesos biológicos y físicos, los 
hidrocarburos tienen como destino final los mares y océanos (Shanidul y Tanaka, 2004). 
Colombia, único país de Sudamérica con costas en los dos océanos, se ha visto afectada 
en los últimos años por la contaminación de hidrocarburos producto de las actividades 
domésticas, industriales y marítimas. Así mismo, por procesos relacionados con la 
explotación, transporte, manejo del petróleo y sus derivados (Posada et al., 2005; Vallejo 
et al., 2005).

En la región Caribe existen problemas locales debido a derrames crónicos en 
los puertos, las refinerías de petróleo, terminales petroleros, por los buques de cabotaje o 
accidentes de buques de tráfico internacional (Marín et al., 2004). Las zonas costeras más 
afectadas son Santa Marta, Barranquilla, Cartagena, Golfo de Morrosquillo y Golfo de Urabá. 
Evaluaciones sobre la contaminación de hidrocarburos derivados del petróleo muestran que 
los contenidos de Hidrocarburos Disueltos y Dispersos (HDD) han alcanzado valores de 
33µg/L (Marín et al., 2004), concentración que supera el valor límite de 10 µg/L establecido 
por la UNESCO para aguas marinas y costeras no contaminadas (INVEMAR, 2001). 

Con el fin de contrarrestar los efectos nocivos causados por la presencia del petróleo 
en los ecosistemas marinos se han desarrollado técnicas físicas, químicas y biológicas que 
buscan remover el mayor porcentaje del contaminante y disminuir el impacto generado 
tras un derrame o acumulación progresiva. Entre las diversas técnicas, la biodegradación 
es considerada actualmente la alternativa menos costosa para transformar contaminantes 
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presentes en diversos ecosistemas, teniendo en cuenta que gran variedad de bacterias 
cuentan con la maquinaria enzimática para transformar los compuestos xenobióticos 
persistentes y éstas pueden ser aisladas de lugares donde haya existido una previa exposición 
al contaminante (Márquez et al., 2001). 

En investigaciones realizadas por Christon et al. (1997), se logró una disminución 
de hidrocarburos cercana al 95% con la adición de microorganismos al área de tratamiento, 
mientras que en los campos no tratados la reducción fue del 14%. En el caso del buque 
petrolero Exxon Valdez, la adición de nutrientes a través de fertilizantes (INIPOL EAP 22 
y Custombler) incrementó en una magnitud de tres veces la remoción de petróleo crudo. La 
adición de nutrientes promueve la biodegradación al aumentar las poblaciones microbianas 
y la formación de microemulsiones agua-aceite, que reducen la viscosidad y tensión 
superficial, lo cual a su vez aumenta la disponibilidad del sustrato (Swannell et al., 1996).

En Colombia los procesos de biodegradación han sido enfocados principalmente 
al tratamiento de suelos. El Centro de Investigaciones Microbiológicas de la Universidad de 
los Andes ha desarrollado diferentes estudios encaminados al aislamiento y bioaumentación 
de bacterias nativas degradadoras de crudo en suelos impactados por derrames del oleoducto 
Caño Limon Coveñas. En otros estudios se han tratado suelos a través de biolabranza y 
adición de nutrientes, obteniendo porcentajes de degradación de hidrocarburos totales del 
petróleo entre el 35%-61% (Castro et al., 2004; Vallejo et al., 2005). En el ambiente marino 
costero se ha trabajado en el campo del aislamiento y caracterización de microorganismos 
degradadores de compuestos orgánicos en la Bahía de Cartagena (Salamanca, 1999). Bajo 
este marco de referencia, teniendo en cuenta que son pocas las investigaciones realizadas 
en Colombia a nivel de biorremediación en ambientes marino costeros, se desarrolló la 
presente investigación, que tuvo como objetivo seleccionar bacterias aisladas de sedimentos 
del Caribe colombiano en estaciones históricamente impactadas por hidrocarburos y evaluar 
su capacidad de degradación, con el fin de que posteriormente puedan ser aplicadas como 
una herramienta estratégica en la biorremediación de ecosistemas contaminados.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos
Los microorganismos que se emplearon en el presente estudio hacen parte 

del Cepario de Bacterias Marinas (CBM) del INVEMAR y se aislaron de estaciones 
históricamente impactadas con hidrocarburos de los departamentos de Bolívar, Magdalena, 
Sucre y Córdoba (Marín et al., 2004; Figura 1). Se llevó a cabo la siguiente metodología: 50 
g del sedimento recolectado con una draga metálica Ekman de 0.05 m3, a una profundidad 
no mayor a los 15 cm, fueron adicionados a 450 mL de agua de mar estéril, agitados por 15 
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minutos a 180 rpm a temperatura ambiente. Un mL del sobrenadante se inoculó en 9 mL 
de caldo de preenriquecimiento N y P (100 mg K2HPO4 y 100 mg NH4 SO4) con crudo al 
1% ó ACPM al 1%. Los caldos de preenriquecimiento se incubaron a 35°C con agitación 
de 180 rpm durante siete días. Transcurrido este tiempo, se transfirió 1 mL de los caldos de 
preenriquecimiento a 9 mL de caldo MMS (Medio Mínimo de Sales) fresco que contenía: 
Ca(NO3)2 (60 mg/L), NaHCO3 (125 mg/L), KNO3 (70 mg/L), NH4Cl (70 mg/L), KH2PO4 
(100mg/L), FeSO4 x 7H2O (10 mg/L), MnCl2 x H2O (7 mg/L), ZnSO4 (1.5 mg/L), crudo 
1% v/v ó ACPM 1% v/v. Las sales empleadas para la preparación del medio fueron grado 
analítico. Se realizaron tres pases sucesivos a medio MMS fresco, cada siete días hasta 
completar un tiempo final de incubación de 21 días. 

Finalizado el tiempo de incubación a partir de los tubos de caldo MMS se aislaron 
bacterias tolerantes a crudo y ACPM en agar nutritivo (Haines et al., 1996; Rojas-Avelizapa 
et al., 1999; Núñez, 2003). Las cepas aisladas se conservaron en el CBM del INVEMAR 
(4oC y –80oC) y en el Centro de Investigaciones Microbiológicas de la Universidad de los 
Andes - CIMIC (–80 oC) en medio MMS con glicerol. 

Selección de cepas para ensayo de degradación
Con el fin de elegir microorganismos capaces de degradar hidrocarburos 

competitivamente, se efectuaron las pruebas de selección horizontal y Concentración 

Figura 1. Área de estudio y ubicación de estaciones de muestreo en la región Caribe colombiana.
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Mínima Inhibitoria (CMI). En la prueba de selección horizontal cada cepa se reactivó en 
caldo nutritivo (Merck) y se incubó a 35oC por 24 horas. Posteriormente cada cultivo se 
ajustó al tubo No.1 del patrón de Mac Farland (3x108 células/mL) y se sembró de forma 
masiva en agar MMS suplementado con 1% de PC y agar MMS suplementado con 1% 
de ACPM. Las cajas fueron incubadas a 35oC durante siete días. Este procedimiento de 
presión selectiva se realizó en tres rondas sucesivas; al cabo de la última ronda se observó 
la capacidad de las cepas para crecer en presencia de ambos contaminantes. 

Los ensayos de CMI se realizaron por triplicado y se evaluó un rango de 
concentraciones del 1%, 2%, 4%, 6%, 8% y 10% de ACPM. En cada tubo de MMS con 
su concentración determinada de ACPM se inoculó una alícuota de 0.5 mL de la cepa a 
evaluar proveniente de un caldo nutritivo de 24 horas de crecimiento, ajustado al tubo No.1 
del patrón de MacFarland. Los cultivos se incubaron a 35oC y se realizaron observaciones 
diarias por 21 días. Se estableció como tubos positivos aquellos que presentaron crecimiento 
por turbidez y disgregación del ACPM (Brown y Braddock, 1990; Haines et al., 1996). Se 
consideró la CMI de ACPM como la concentración más baja de este compuesto, donde se 
presentó ausencia de crecimiento y disgregación del ACPM.

Las cepas escogidas en las prueba de selección horizontal y CMI se caracterizaron 
macroscópica y microscópicamente teniendo en cuenta la morfología bacteriana, coloración 
de Gram, tamaño, bordes, cromogénesis, elevación y consistencia (Gómez et al., 2006). 
Las cepas se identificaron bioquímicamente mediante el sistema BBL Crystal y API 50 
CHB/E (Biomerieux®). 

Ensayos de degradación de ACPM
Los ensayos de degradación se evaluaron a partir de la actividad conjunta de las 

cepas seleccionadas. Inicialmente, cada cepa proveniente de las pruebas de selección se 
sembró en 125 mL de medio MMS suplementado con 2% v/v de ACPM. Los cultivos se 
incubaron por 24 horas a 30oC y 200 rpm (Agitador orbital BWR DS-500). Transcurridas 
24 horas se realizó el recuento en cámara de Neubauer para determinar la concentración 
celular de los inóculos y conformar el cultivo bacteriano mixto, el cual estuvo conformado 
por cada cepa proveniente del inóculo en una concentración final de 105 células/mL 
(Palittapongarnpim et al., 1998; Márquez et al., 2001). El ensayo constó de un tratamiento 
y un control abiótico. En el tratamiento, la unidad experimental se conformó de medio 
MMS, ACPM al 2% v/v y el cultivo bacteriano mixto. El control abiótico lo conformó 
el medio MMS y ACPM al 2% v/v. Los cultivos se incubaron permanentemente a 30oC, 
con tiempos de agitación de 12 horas por día a 200 rpm; cada tratamiento se realizó por 
triplicado durante 21 días. 
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Determinaciones microbiológicas y químicas
Para las determinaciones microbiológicas, a partir de las botellas del tratamiento y 

el control abiótico se realizó el recuento de viables cada tres días por la técnica de dilución 
y recuento en placa de agar nutritivo (Palittapongarnpim et al., 1998). Con los resultados 
obtenidos se elaboró la curva de crecimiento. 

El análisis de hidrocarburos se realizó los días 0, 10 y 21 siguiendo los métodos 
de extracción y medición de hidrocarburos descritos por Garay et al. (2003). Las muestras 
se extrajeron con hexano y se fraccionaron por cromatografía en columna de alúmina 
(Tamaño de partícula: 0.108 – 0.200 mm). Para el fraccionamiento se utilizaron como 
eluyentes las siguientes soluciones: n-hexano para la recuperación de los hidrocarburos 
alifáticos (F1); n-hexano: diclorometano (7:3) para hidrocarburos mono-aromáticos (F2); 
y diclorometano para hidrocarburos poli-aromáticos (F3). En el análisis se empleó un 
cromatógrafo de gases con detector selectivo de masas (GC/MSD) HP 6890/5973, equipado 
con una columna capilar HP5-MS de 30 m de longitud, 0.25 mm de diámetro interno y 
película de 0.25 µm. El cromatógrafo operó con las siguientes condiciones: programación 
de temperatura del horno desde 60 °C (1 min) hasta una temperatura final de 300 °C (8 
min) a 8 °C/min, inyección Splitless (0.75 min) y temperatura del inyector 280 °C. Como 
gas de arrastre se utilizó helio a flujo constante de 1 mL/min. Los espectros de masa fueron 
adquiridos con un detector MSD (280 °C) en un ámbito de 35-450 unidades de masa 
atómica a 3.8 scan/s.

Porcentaje de degradación
El porcentaje de degradación del cultivo mixto se estableció por medio de la 

diferencia de los porcentajes de remoción del tratamiento con el cultivo bacteriano mixto y 
el control abiótico en el tiempo 0 y 21 (Palittapongarnmin et al., 1998; Gómez, 2003). Los 
porcentajes de degradación de los alcanos ramificados persistentes, pristano y fitano, se 
emplearon como indicadores de transformación microbiana (Díaz et al., 2000; Seklemova 
et al., 2001; Wang y Fingas, 2003).

% remoción Hidrocarburos =  (1)

% Degradación =  (2)

Análisis estadístico
Se determinó la normalidad de los datos de remoción de hidrocarburos aromáticos 

mediante la prueba de Shapiro Wilk y la homogeneidad de varianzas por medio del test de 
Bartlett. Cumplidos estos dos supuestos se realizó un análisis de varianza con un nivel de 
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significancia del 5% para determinar si existían diferencias entre los tratamientos bióticos y 
abióticos en la degradación de ACPM a través del tiempo de muestreo. Para la evaluación 
de los datos se empleó el programa computarizado Statistic versión 8. El comportamiento 
de la curva de crecimiento fue descrito con base a los promedios y desviación estándar de 
los recuentos microbianos diarios.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Selección de cepas para ensayos
A partir de los sedimentos recolectados en la región Caribe se aislaron 31 cepas 

bacterianas con capacidad de tolerar hidrocarburos del petróleo. Las cepas se aislaron en 
medio MMS con PC/ACPM y posteriormente se conservaron en el CBM del INVEMAR y 
en el CIMIC de la Universidad de los Andes. De 31 cepas aisladas se logró la recuperación 
viable de 26, de las cuales, 12 provenían de medio MMS con ACPM y 14 de medio MMS 
con PC. Con el grupo de 26 cepas se inició el proceso de selección horizontal.

Selección horizontal en petróleo crudo y ACPM
De las 14 cepas bacterianas aisladas de PC y evaluadas en ACPM se obtuvo que 

el 100% fueron capaces de crecer en ACPM, mientras que sólo el 66.7% de las 12 cepas 
aisladas de ACPM tuvieron capacidad de crecer en PC. En total, el 84.6% (22) de las 26 
cepas evaluadas crecieron en las dos mezclas de hidrocarburos. Estos microorganismos 
se encontraron expuestos al contaminante en su ambiente natural y fueron cultivados en 
la etapa de aislamiento en presencia de hidrocarburos, lo cual posiblemente, favorece la 
expresión de las enzimas involucradas en el metabolismo y selección de individuos tolerantes 
al compuesto. El PC actúa como agente selectivo de microorganismos (Wrenn y Venoza, 
1996), al presentar una mezcla compleja de hidrocarburos con mayor concentración de 
aromáticos de alto peso molecular que el ACPM (Wang et al., 2001), compuestos tóxicos 
para algunos microorganismos y compuestos del tipo resinas y asfaltenos resistentes a la 
degradación (Venoza y Zhu, 2003).

De igual forma, el PC induce la selección de microorganismos con capacidades 
metabólicas para degradar productos refinados del petróleo, como el ACPM, ya que se 
involucran genes, complejos enzimáticos y vías metabólicas relacionadas. Este proceso es 
conocido como “aclimatación cruzada” y ha sido registrado por Leahy y Colwell (1990) y 
Álvarez y Vogel (1991). La capacidad de un microorganismo para asimilar diferentes mezclas 
de hidrocarburos como fuentes de carbono depende de la especificidad de sus enzimas. 
Algunas monooxigenasas, dioxigenasas y lipooxigenasas tienen el potencial para convertir 
el petróleo y sus derivados en enantiómeros que puedan ser asimilados, ampliándose de esta 
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forma el ámbito de sustratos disponibles para el metabolismo (Mahajan et al., 1994; Smits 
et al., 2002; Van Hamme et al., 2003).

Concentración Mínima Inhibitoria
Las cepas bacterianas (22), provenientes de la selección horizontal, se enfrentaron 

a concentraciones de ACPM entre 1-10% v/v. Una concentración mínima del 2% de 
ACPM inhibió el 50% de la población evaluada, mientras que el 50% de las cepas restantes 
toleraron un ámbito de 1%-8% v/v de ACPM, para un total de 11 cepas seleccionadas en 
esta fase. Los microorganismos que toleraron elevadas concentraciones de hidrocarburos, 
posiblemente han desarrollado mecanismos que les permiten mantener la integridad de su 
membrana ante un flujo excesivo de hidrocarburos, tales como el incremento en la rigidez 
de la membrana por descenso en el contenido de ácidos grasos insaturados, alteración en 
la conformación cis/trans de los fosfolípidos y sistemas de exclusión homólogos a los 
empleados por las bacterias en la resistencia a antibióticos (Ramos et al., 1997; Rojas et 
al., 2001). Los hidrocarburos son compuestos lipofílicos que en elevadas concentraciones 
inhiben el desarrollo microbiano, producen intoxicación (LaGrega et al., 1996) e inducen en 
las bacterias una respuesta de “stress” y cambios celulares a nivel de la membrana, enzimas 
y proteínas (Sikkema et al., 1995).

Caracterización e identificación microbiana
Las 11 cepas seleccionadas en las pruebas descritas anteriormente presentaron 

morfologías bacilares, ocho gram negativas y tres gram positivas, de las cuales ocho se 
identificaron dentro de la base de datos del BBL crystal y API 50 CHB/E como Klebsiella 
sp., Chromobacterium sp., Flavimonas orizihabitans, enterobacter cloacae, Pseudomonas 
aeruginosa, Bacillus brevis, B.	pumillus	y B. cereus. Klebsiella sp. (Survery et al., 2004), 
F. orizihabitans (Lanfraconi et al., 2003; Van Hamme et al., 2003), e. cloacae (Saadoun, 
2002) y Bacillus spp. (Díaz et al., 2000; Kazunga y Aitken, 2002; Márquez-Rocha et 
al., 2005) han sido aisladas frecuentemente de suelos contaminados con compuestos 
petrogénicos, los cuales utilizan como única fuente de carbono y energía. De igual manera 
ha sido registrado por otros autores el aislamiento de estas especies en ambiente marinos 
(Roy et al., 2002; Kawakami y Nishimura, 2006). Pseudomonas es el género que con mayor 
frecuencia se aísla de ambientes contaminados con hidrocarburos (Norman et al., 2002) 
y de la cual mayor información ha sido registrada; se conoce su capacidad para crecer 
sobre una amplia variedad de hidrocarburos del petróleo como benceno, naftaleno, tolueno 
(Haigler et al., 1992), gasolina, kerosene y diesel (Wongsa et al., 2004). También se han 
estudiado los complejos enzimáticos y los plásmidos relacionados en la asimilación y 
degradación del contaminante relacionado (Hamamura et al., 2001; Smits et al., 2002). En 
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su gran mayoría las bacterias degradadoras de hidrocarburos se encuentran en el grupo de 
gram negativas (Ruberto et al., 2003), los lipopolisacáridos presentes en sus membranas 
ayudan a la formación y estabilización de emulsiones de hidrocarburos en sistemas acuosos 
y contribuyen al incremento en la superficie de ataque sobre el contaminante, para su 
posterior asimilación (Sikkema et al., 1995). 

Ensayos de degradación del ACPM
Finalizado el período de incubación de los ensayos de degradación de ACPM se 

evidenció una disminución total de alifáticos en términos de n-alcanos del 92.15%, donde 
el cultivo bacteriano degradó el 68.61 % y por factores abióticos se removió el 23.54% 
(Tabla 1). En la figura 2 se muestra el perfil cromatográfico de masas del ACPM de los 
días cero y 21 del tratamiento y en la figura 3 se muestra el comportamiento individual de 
los n-alcanos en el tratamiento y el control abiótico de los días cero y 21 en términos de 
abundancia relativa, por lo cual la abundancia de cada compuesto se encuentra comparada 
y manifestada en relación con C-15, que fue el alcano más abundante en el día cero del 
ensayo (Abundancia relativa/C-15), de acuerdo con Guyomarch (2002). En ambas figuras 

Tabla 1. Porcentaje de remoción y degradación de hidrocarburos alifáticos del ACPM por factores bióticos y 
abióticos.

Parámetros
% Remoción % Degradación

Día 10 Día 21 Día 10 Día 21
Cultivo bacteriano mixto (Factor biótico) 31.28 92.15 9.42 68.61
Control abiótico 21.85 23.54 ------ -----

Ensayos

Figura 2. Perfiles cromatográficos de los días 0 y 21 de los n-alcanos del ACPM.
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se observa la remoción de los alcanos de cadena larga (C12- C31), con porcentajes de 
degradación entre 75%- 85% por acción microbiana, mientras que los alcanos menores 
a doce átomos de carbono no fueron detectados en las muestras. Diferentes autores han 
señalado que los alifáticos de cadena corta, se volatilizan en las primeras horas después de 
un derrame y por sus propiedades tienden a ser tóxicos para las bacterias (Cookson, 1995; 
Solano et al., 2000). 

El pristano y fitano, alcanos ramificados más resistentes a la degradación que los 
n-alcanos y empleados como indicadores de transformación biológica, fueron degradados 
en 30% y 73.8% respectivamente (Figura 3). En algunos casos, se ha registrado la no 
degradación de estos compuestos o valores inferiores a los hallados en este ensayo (Sharma 
y Pant, 2000; Ghazali et al., 2004; Penet et al., 2004). 

Finalizado el ensayo no se observaron diferencias significativas en la remoción 
de hidrocarburos aromáticos (mono y poliaromáticos) entre el control abiótico (3.6%) y el 
tratamiento con bacterias (3.5%), obteniendo valores no relevantes de biodegradación (datos 
no mostrados). Resultados similares fueron obtenidos por Ruberto et al. (2003), quienes 
encontraron diferencias significativas en la degradación de aromáticos entre el control 
abiótico y el tratamiento sólo 20 días después de haber iniciado el ensayo, sugiriendo que 
las pérdidas por factores abióticos solapan el metabolismo microbiano y se hace necesario 
prolongar el tiempo de las mediciones para su detección.

Figura 3. Abundancia relativa de los n-alcanos en relación con C-15 durante los 21 días de exposición del 
ensayo.
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El ACPM está compuesto de alcanos lineales, ramificados, hidrocarburos 
aromáticos de dos y tres anillos en su mayoría y pocos hidrocarburos aromáticos de alto 
peso molecular (Wang et al., 2001). Los hidrocarburos aromáticos no disminuyeron 
significativamente posiblemente debido a las altas concentraciones de alifáticos, que son 
preferidos por las bacterias para su metabolismo y son fácilmente degradables, aún cuando 
se ha encontrado que algunos aromáticos de bajo peso molecular son metabolizados antes 
que muchos compuestos saturados (Venoza y Zhu, 2003).

Determinaciones microbiológicas
El comportamiento exhibido por el cultivo bacteriano mixto en la curva de 

crecimiento mostró una etapa de crecimiento exponencial entre los días cero y seis, con 
valores promedio de 2.98 x 106 y 1.33 x 109 UFC/mL respectivamente, seguido de un 
descenso poblacional en el día nueve y continuo ascenso en el día doce, punto donde inicia 
una etapa de declive que se extiende hasta el día 21, obteniendo un valor final de 1.29 x 
108 UFC/mL. Se determinó que la población logró su máximo crecimiento durante los días 
seis y doce con valores de 1.33 x 109 UFC/ml y 3.13 x 109 UFC/ml, lo cual se correlacionó 
con la disminución de hidrocarburos alifáticos que las cepas emplearon como fuentes de 
carbono y energía (Figura 4).

Los valores poblacionales alcanzados obedecen a una oferta elevada de sustratos. 
El diesel o ACPM es una fuente rica de hidrocarburos alifáticos y estos son más susceptibles 
al ataque microbiano, seguidos por los hidrocarburos ramificados, aromáticos de bajo peso 

Figura 4. Curva de crecimiento del cultivo bacteriano mixto y porcentaje residual de hidrocarburos alifáticos 
y aromáticos.
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molecular, y por último los aromáticos de alto peso molecular y cicloalcanos (Leahy y 
Colwell, 1990; Plohl y Leskovsek, 2002).

La curva de crecimiento del cultivo mixto mostró un descenso poblacional en los 
días 10 y 15, éstos cambios se llevaron a cabo como producto de las sucesiones bacterianas 
al interior del cultivo mixto, posiblemente cada cepa tuvo un papel fundamental en la 
transformación de los hidrocarburos, ya que generan compuestos intermediarios que pueden 
subsecuentemente ser empleados por otros microorganismos o beneficiar a otras cepas por 
remoción de compuestos tóxicos, estableciendo entre ellas relaciones sinérgicas que generan 
un proceso de degradación mayor (Venoza y Zhu, 2003;Ghazali et al., 2004). Kaplan y Kitts 
(2004) asocian los descensos poblacionales con cambios en las fases de degradación rápida-
lenta donde se presenta cambios en la dominancia y diversidad de determinadas especies, lo 
cual esta influido a su vez por la disponibilidad o no de un sustrato.

Las cepas seleccionadas en el cultivo mixto poseen capacidades metabólicas 
para tolerar altas concentraciones de hidrocarburos, asimilar y degradar los mismos. Estas 
características son el punto de partida para la investigación del metabolismo y de las 
interacciones microbianas intraespecíficas que se generan al interior del cultivo mixto, con 
el fin de conformar un consorcio microbiano de efectiva aplicación en campo.
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