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RESUMEN

A partir de sedimentos del Caribe colombiano se realizaron 31 aislamientos bacterianos en medio
minimo de sales suplementado con hidrocarburos (ACPM o petrdleo crudo) como unica fuente de carbono. Las
cepas aisladas se sometieron a pruebas de seleccion en diferentes concentraciones de hidrocarburos y se escogieron
once de ellas tolerantes al crudo y ACPM en un dmbito del 1-8% v/v. Posteriormente, con las cepas seleccionadas,
se conformd un cultivo bacteriano mixto y se evalud su capacidad de degradar hidrocarburos en un ensayo a escala
de laboratorio, con una concentracion del 2% v/v de ACPM en un periodo de 21 dfas. Mediciones de la biomasa
en Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL fueron empleadas para elaborar la curva de crecimiento del
cultivo mixto y la remocion de hidrocarburos se cuantificé por cromatografia de gases acoplada a masas. El cultivo
mixto fue capaz de degradar el 68.6 % de los hidrocarburos alifdticos con preferencia de los n-alcanos de cadena
larga (C - C,)), alcanzando un crecimiento maximo de 3.13 x 10° UFC / mL. Bajo el tiempo de observacién no
se evidencid la degradacion de hidrocarburos aromadticos. Nueve de las once cepas se identificaron mediante los
sistemas bioquimicos 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
enzimdtico para degradar hidrocarburos y es necesario caracterizarlas a nivel molecular con el fin de formular un
consorcio que sea efectivo para la aplicacion 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 10° 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.
INTRODUCCION

La contaminacién por hidrocarburos del petrdleo es una problemdtica de cardcter
mundial y amplia distribucion geogréfica, teniendo en cuenta que independiente de la zona
afectada (lagos, suelos, zonas fredticas, rios y playas) por procesos bioldgicos y fisicos, los
hidrocarburos tienen como destino final los mares y océanos (Shanidul y Tanaka, 2004).
Colombia, dnico pais de Sudamérica con costas en los dos océanos, se ha visto afectada
en los ultimos afios por la contaminacion de hidrocarburos producto de las actividades
domésticas, industriales y maritimas. Asi mismo, por procesos relacionados con la
explotacion, transporte, manejo del petrdleo y sus derivados (Posada et al., 2005; Vallejo
et al., 2005).

En la region Caribe existen problemas locales debido a derrames crénicos en
los puertos, las refinerfas de petrdleo, terminales petroleros, por los buques de cabotaje o
accidentes de buques de trdfico internacional (Marin et al., 2004). Las zonas costeras mas
afectadas son Santa Marta, Barranquilla, Cartagena, Golfo de Morrosquillo y Golfo de Urab4.
Evaluaciones sobre la contaminacion de hidrocarburos derivados del petréleo muestran que
los contenidos de Hidrocarburos Disueltos y Dispersos (HDD) han alcanzado valores de
33ug/L (Marin et al., 2004), concentracion que supera el valor limite de 10 ug/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 petréleo
en los ecosistemas marinos se han desarrollado técnicas fisicas, quimicas y bioldgicas que
buscan remover el mayor porcentaje del contaminante y disminuir el impacto generado
tras un derrame o acumulacion progresiva. Entre las diversas técnicas, la biodegradacion
es considerada actualmente la alternativa menos costosa para transformar contaminantes

64 Boletin de Investigaciones Marinas y Costeras - Vol. 37 (1) - 2008



presentes en diversos ecosistemas, teniendo en cuenta que gran variedad de bacterias
cuentan con la maquinaria enzimdtica para transformar los compuestos xenobidticos
persistentes y éstas pueden ser aisladas de lugares donde haya existido una previa exposicion
al contaminante (Mdrquez et al., 2001).

En investigaciones realizadas por Christon et al. (1997), se logré una disminucién
de hidrocarburos cercana al 95% con la adicion de microorganismos al drea de tratamiento,
mientras que en los campos no tratados la reduccién fue del 14%. En el caso del buque
petrolero Exxon Valdez, la adicion de nutrientes a través de fertilizantes (INIPOL EAP 22
y Custombler) incrementd en una magnitud de tres veces la remocién de petrdleo crudo. La
adicién de nutrientes promueve la biodegradacién al aumentar las poblaciones microbianas
y la formacién de microemulsiones agua-aceite, que reducen la viscosidad y tension
superficial, lo cual a su vez aumenta la disponibilidad del sustrato (Swannell et al., 1996).

En Colombia los procesos de biodegradacién han sido enfocados principalmente
al tratamiento de suelos. El Centro de Investigaciones Microbioldgicas de la Universidad de
los Andes ha desarrollado diferentes estudios encaminados al aislamiento y bioaumentacion
de bacterias nativas degradadoras de crudo en suelos impactados por derrames del oleoducto
Cafio Limon Covenas. En otros estudios se han tratado suelos a través de biolabranza y
adicion de nutrientes, obteniendo porcentajes de degradacién de hidrocarburos totales del
petréleo 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 caracterizacion de microorganismos
degradadores de compuestos orgdnicos en la Bahia de Cartagena (Salamanca, 1999). Bajo
este marco de referencia, teniendo en cuenta que son pocas las investigaciones realizadas
en Colombia a nivel de biorremediacion en ambientes marino costeros, se desarrollo la
presente investigacion, que tuvo como objetivo seleccionar bacterias aisladas de sedimentos
del Caribe colombiano en estaciones histéricamente impactadas por hidrocarburos y evaluar
su capacidad de degradacion, con el fin de que posteriormente puedan ser aplicadas como
una herramienta estratégica en la biorremediacién de ecosistemas contaminados.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Los microorganismos que se emplearon en el presente estudio hacen parte
del Cepario de Bacterias Marinas (CBM) del INVEMAR vy se aislaron de estaciones
histéricamente impactadas con hidrocarburos de los departamentos de Bolivar, Magdalena,
Sucre y Cérdoba (Marin et al., 2004; Figura 1). Se llevo a cabo la siguiente metodologia: 50
g del sedimento recolectado con una draga metdlica Ekman de 0.05 m?, 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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Figura 1. Area de estudio y ubicacion de estaciones de muestreo en la region Caribe colombiana.

minutos a 180 rpm a temperatura ambiente. Un mL del sobrenadante se inoculd en 9 mL
de caldo de preenriquecimiento N y P (100 mg K,HPO, y 100 mg NH, SO,) con crudo al
1% 6 ACPM al 1%. Los caldos de preenriquecimiento se incubaron a 35°C con agitacién
de 180 rpm durante siete dias. Transcurrido este tiempo, se transfirié 1 mL de los caldos de
preenriquecimiento a 9 mL de caldo MMS (Medio Minimo de Sales) fresco que contenfa:
Ca(NO,), (60 mg/L), NaHCO, (125 mg/L), KNO, (70 mg/L), NH,Cl (70 mg/L), KH PO,
(100mg/L), FeSO, x 7H,0 (10 mg/L), MnCl, x H,O (7 mg/L), ZnSO, (1.5 mg/L), crudo
1% v/iv 6 ACPM 1% v/v. Las sales empleadas para la preparacion del medio fueron grado
analitico. Se realizaron tres pases sucesivos a medio MMS fresco, cada siete dias hasta
completar un tiempo final de incubacion de 21 dfas.

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

Seleccion de cepas para ensayo de degradacion
Con el fin de elegir microorganismos capaces de degradar hidrocarburos

competitivamente, se efectuaron las pruebas de seleccion horizontal y Concentracion
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Minima Inhibitoria (CMI). En la prueba de seleccion horizontal cada cepa se reactivé en
caldo nutritivo (Merck) y se incub6 a 35°C por 24 horas. Posteriormente cada cultivo se
ajustd al tubo No.1 del patrén de Mac Farland (3x10% células/mL) y se sembré de forma
masiva en agar MMS suplementado con 1% de PC y agar MMS suplementado con 1%
de ACPM. Las cajas fueron incubadas a 35°C durante siete dias. Este procedimiento de
presion selectiva se realizé en tres rondas sucesivas; al cabo de la dltima ronda se observé
la capacidad de las cepas para crecer en presencia de ambos contaminantes.

Los ensayos de CMI se realizaron por triplicado y se evalué un rango de
concentraciones del 1%, 2%, 4%, 6%, 8% y 10% de ACPM. En cada tubo de MMS con
su concentracién determinada de ACPM se inoculé una alicuota 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 patrén de MacFarland. Los cultivos se incubaron a 35°C y se realizaron observaciones
diarias por 21 dias. Se establecié como tubos positivos aquellos que presentaron crecimiento
por turbidez y disgregacién del ACPM (Brown y Braddock, 1990; Haines et al., 1996). Se
considerd la CMI de ACPM como la concentracién mds baja de este compuesto, donde se
presentd ausencia de crecimiento y disgregacion del ACPM.

Las cepas escogidas en las prueba de seleccion horizontal y CMI se caracterizaron
macroscopica y microscopicamente teniendo en cuenta la morfologia bacteriana, coloracion
de Gram, tamafo, bordes, cromogénesis, elevacidn y consistencia (Gémez et al., 2006).
Las cepas se identificaron bioquimicamente mediante el sistema BBL Crystal y API 50
CHBV/E (Biomerieux®).

Ensayos de degradacion de ACPM

Los ensayos de degradacion se evaluaron a partir de la actividad conjunta de las
cepas seleccionadas. Inicialmente, cada cepa proveniente de las pruebas de seleccidn se
sembro en 125 mL de medio MMS suplementado con 2% v/v de ACPM. Los cultivos se
incubaron por 24 horas a 30°C y 200 rpm (Agitador orbital BWR DS-500). Transcurridas
24 horas se realizo el recuento en cdmara de Neubauer para determinar la concentracion
celular de los indculos y conformar el cultivo bacteriano mixto, el cual estuvo conformado
por cada cepa proveniente del indculo en una concentracién final de 10° células/mL
(Palittapongarnpim et al., 1998; Mdrquez et al., 2001). El ensayo constd de un tratamiento
y un control abidtico. En el tratamiento, la unidad experimental se conformé de medio
MMS, ACPM al 2% v/v y el cultivo bacteriano mixto. El control abidtico lo conformé
el medio MMS y ACPM al 2% v/v. Los cultivos se incubaron permanentemente a 30°C,
con tiempos de agitacién de 12 horas por dia a 200 rpm; cada tratamiento se realizé por
triplicado durante 21 dfas.
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Determinaciones microbioldgicas y quimicas

Para las determinaciones microbioldgicas, a partir de las botellas del tratamiento y
el control abidtico se realizé el recuento de viables cada tres dias por la técnica de dilucion
y recuento en placa de agar nutritivo (Palittapongarnpim et al., 1998). Con los resultados
obtenidos se elabor6 la curva de crecimiento.

El andlisis de hidrocarburos se realizé los dias 0, 10 y 21 siguiendo los métodos
de extraccion y medicién de hidrocarburos descritos por Garay et al. (2003). Las muestras
se extrajeron con hexano y se fraccionaron por cromatografia en columna de alimina
(Tamafo de particula: 0.108 — 0.200 mm). Para el fraccionamiento se utilizaron como
eluyentes las siguientes soluciones: n-hexano para la recuperacion de los hidrocarburos
alifaticos (F1); n-hexano: diclorometano (7:3) para hidrocarburos mono-aromaticos (F2);
y diclorometano para hidrocarburos poli-aromdticos (F3). En el andlisis se emple6 un
cromatdgrafo 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 didmetro interno y
pelicula de 0.25 pym. El cromatégrafo operd con las siguientes condiciones: programacion
de temperatura del horno desde 60 °C (1 min) hasta una temperatura final de 300 °C (8
min) a 8 °C/min, inyeccion Splitless (0.75 min) y temperatura del inyector 280 °C. Como
gas de arrastre se utilizo helio a flujo constante de 1 mL/min. Los espectros de masa fueron
adquiridos con un detector MSD (280 °C) en un dambito de 35-450 unidades de masa
atémica a 3.8 scan/s.

Porcentaje de degradacion

El porcentaje de degradacion del cultivo mixto se establecié por medio de la
diferencia de los porcentajes de remocidn del tratamiento con el cultivo bacteriano mixto y
el control abidtico en el tiempo 0 y 21 (Palittapongarnmin et al., 1998; Gémez, 2003). Los
porcentajes de degradacidn de los alcanos ramificados persistentes, pristano y fitano, se
emplearon como indicadores de transformacién microbiana (Diaz et al., 2000; Seklemova
et al.,2001; Wang y Fingas, 2003).

E Area H cos Resueltos (Dz'a 2])
E Area H cos Resueltos (Dia 0)

% Remocion Hidrocarburos = (

]xlOO @

Tratamiento Control abiotico

% Degradacion = ([% Remocio’n] _ (% Remocion )) @)
Analisis estadistico

Se determind la normalidad de los datos de remocidn de hidrocarburos aromadticos
mediante la prueba de Shapiro Wilk y la homogeneidad de varianzas por medio del test de

Bartlett. Cumplidos estos dos supuestos se realizé un andlisis de varianza con un nivel de
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significancia del 5% para determinar si existian diferencias entre los tratamientos biéticos y
abidticos en la degradacién de ACPM a través del tiempo de muestreo. Para la evaluacion
de los datos se emple6 el programa computarizado Statistic versién 8. El comportamiento
de la curva de crecimiento fue descrito con base a los promedios y desviacién estdndar de
los recuentos microbianos diarios.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de cepas para ensayos

A partir de los sedimentos recolectados en la region Caribe se aislaron 31 cepas
bacterianas con capacidad de tolerar hidrocarburos del petréleo. 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 logrd la recuperacion
viable de 26, de las cuales, 12 provenian de medio MMS con ACPM y 14 de medio MMS
con PC. Con el grupo de 26 cepas se inicio el proceso de seleccion horizontal.

Seleccion horizontal en petréleo 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 sélo 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
expresion de las enzimas involucradas en el metabolismo y seleccion de individuos tolerantes
al compuesto. El PC actia como agente selectivo de microorganismos (Wrenn y Venoza,
1996), al presentar una mezcla compleja de hidrocarburos con mayor concentracion de
aromadticos de alto peso molecular que el ACPM (Wang et al., 2001), compuestos toxicos
para algunos microorganismos y compuestos del tipo resinas y asfaltenos resistentes a la
degradacion (Venoza 'y Zhu, 2003).

De igual forma, el PC induce la seleccion de microorganismos con capacidades
metabdlicas para degradar productos refinados del petréleo, como el ACPM, ya que se
involucran genes, complejos enzimdticos y vias metabdlicas relacionadas. Este proceso es
conocido como “aclimatacion cruzada” y ha sido registrado por Leahy y Colwell (1990) y
Alvarezy 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 petréleo y sus derivados en enantidmeros que puedan ser asimilados, amplidndose de esta
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forma el 4mbito de sustratos disponibles para el metabolismo (Mahajan et al., 1994; Smits
et al., 2002; Van Hamme et al., 2003).

Concentracion Minima Inhibitoria

Las cepas bacterianas (22), provenientes de la seleccidn horizontal, se enfrentaron
a concentraciones de ACPM entre 1-10% v/v. Una concentracién minima del 2% de
ACPM inhibi6 el 50% de la poblacién evaluada, mientras que el 50% de las cepas restantes
toleraron un dmbito 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 dcidos grasos insaturados, alteracion en
la conformacion cis/trans de los fosfolipidos y sistemas de exclusiéon homologos a los
empleados por las bacterias en la resistencia a antibidticos (Ramos et al., 1997; Rojas et
al., 2001). Los hidrocarburos son compuestos lipofilicos que en elevadas concentraciones
inhiben el desarrollo microbiano, producen intoxicacion (LaGrega et al., 1996) e inducen en
las bacterias una respuesta de “stress” y cambios celulares a nivel de la membrana, enzimas
y proteinas (Sikkema et al., 1995).

Caracterizacion e identificacion microbiana

Las 11 cepas seleccionadas en las pruebas descritas anteriormente presentaron
morfologfas 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. (Diaz et al., 2000; Kazunga y Aitken, 2002; Marquez-Rocha et
al., 2005) han sido aisladas frecuentemente de suelos contaminados con compuestos
petrogénicos, los cuales utilizan como tnica fuente de carbono y energia. 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 aisla de ambientes contaminados con hidrocarburos (Norman et al., 2002)
y de la cual mayor informacion ha sido registrada; se conoce su capacidad para crecer
sobre una amplia variedad de hidrocarburos del petréleo como benceno, naftaleno, tolueno
(Haigler et al., 1992), gasolina, kerosene y diesel (Wongsa et al., 2004). También se han
estudiado los complejos enzimdticos y los pldsmidos relacionados en la asimilacion y
degradacién del contaminante relacionado (Hamamura et al., 2001; Smits er al., 2002). En
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su gran mayoria las bacterias degradadoras de hidrocarburos se encuentran en el grupo de
gram negativas (Ruberto er al., 2003), los lipopolisacaridos presentes en sus membranas
ayudan a la formacidn y estabilizacién de emulsiones de hidrocarburos en sistemas acuosos
y contribuyen al incremento en la superficie de ataque sobre el contaminante, para su
posterior asimilacion (Sikkema et al., 1995).

Ensayos de degradacion del ACPM

Finalizado el periodo de incubacion de los ensayos de degradacion de ACPM se
evidencié una disminucion total de alifaticos en términos de n-alcanos del 92.15%, donde
el cultivo bacteriano degradé el 68.61 % y por factores abidticos se removio el 23.54%
(Tabla 1). En la figura 2 se muestra el perfil cromatografico de masas del ACPM de los
dias 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 abidtico de los dias cero y 21 en términos de
abundancia relativa, por lo cual la abundancia de cada compuesto se encuentra comparada
y manifestada en relacion con C-15, que fue el alcano mds abundante en el dia cero del
ensayo (Abundancia relativa/C-15), de acuerdo con Guyomarch (2002). En ambas figuras

Tabla 1. Porcentaje de remocién y degradacion de hidrocarburos alifdticos del ACPM por factores bidticos y
abidticos.

3 % Remocion % Degradacion
Parametros

Ensayos Dia 10 Dia 21 Dia 10 Dia 21

Cultivo bacteriano mixto (Factor bidtico) 31.28 92.15 9.42 68.61
Control abidtico 21.85 23.54 -
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Figura 2. Perfiles cromatogréficos de los dias 0 y 21 de los n-alcanos del ACPM.
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Figura 3. Abundancia relativa de los n-alcanos en relacion con C-15 durante los 21 dias de exposicion del
ensayo.

se observa la remocion de los alcanos de cadena larga (C - C, ), con porcentajes de
degradacion entre 75%- 85% por accidén microbiana, mientras que los alcanos menores
a doce dtomos de carbono no fueron detectados en las muestras. Diferentes autores han
seflalado que los aliféticos de cadena corta, se volatilizan en las primeras horas después de
un derrame y por sus propiedades tienden a ser toxicos para las bacterias (Cookson, 1995;
Solano et al., 2000).

El pristano y fitano, alcanos ramificados mds resistentes a la degradacion que los
n-alcanos y empleados como indicadores de transformacion bioldgica, fueron degradados
en 30% y 73.8% respectivamente (Figura 3). En algunos casos, se ha registrado la no
degradacidn 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 remocioén
de hidrocarburos aromadticos (mono y poliaromadticos) entre el control abidtico (3.6%) y el
tratamiento con bacterias (3.5%), obteniendo valores no relevantes de biodegradacion (datos
no mostrados). Resultados similares fueron obtenidos por Ruberto et al. (2003), quienes
encontraron diferencias significativas en la degradacion de aromadticos entre el control
abidtico y el tratamiento sélo 20 dias después de haber iniciado el ensayo, sugiriendo que
las pérdidas por factores abidticos solapan el metabolismo microbiano y se hace necesario
prolongar el tiempo de las mediciones para su deteccidn.
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El ACPM estd compuesto de alcanos lineales, ramificados, hidrocarburos
aromdticos de dos y tres anillos en su mayoria y pocos hidrocarburos aromdticos de alto
peso molecular (Wang et al., 2001). Los hidrocarburos aromdticos no disminuyeron
significativamente posiblemente debido a las altas concentraciones de alifdticos, que son
preferidos por las bacterias para su metabolismo y son facilmente degradables, atin cuando
se ha encontrado que algunos aromadticos de bajo peso molecular son metabolizados antes
que muchos compuestos saturados (Venoza y Zhu, 2003).

Determinaciones microbioldgicas

El comportamiento exhibido por el cultivo bacteriano mixto en la curva de
crecimiento mostré una etapa de crecimiento exponencial entre los dias cero y seis, con
valores promedio de 2.98 x 10% y 1.33 x 10° UFC/mL respectivamente, seguido de un
descenso poblacional en el dia nueve y continuo ascenso en el dia doce, punto donde inicia
una etapa de declive que se extiende hasta el dia 21, obteniendo un valor final de 1.29 x
108 UFC/mL. Se determing que la poblacion logré su méaximo crecimiento durante los dias
seis y doce con valores de 1.33 x 10° UFC/ml y 3.13 x 10° UFC/ml, lo cual se correlaciond
con la disminucion de hidrocarburos alifdticos que las cepas emplearon como fuentes de
carbono y energfa (Figura 4).

Los valores poblacionales alcanzados obedecen a una oferta elevada de sustratos.
El diesel o ACPM es una fuente rica de hidrocarburos alifdticos y estos son mds susceptibles
al ataque microbiano, seguidos por los hidrocarburos ramificados, aromdticos de bajo peso
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Figura 4. Curva de crecimiento del cultivo bacteriano mixto y porcentaje residual de hidrocarburos alifdticos
y aromdticos.
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molecular, y por tltimo los aromdticos de alto peso molecular y cicloalcanos (Leahy y
Colwell, 1990; Plohl y Leskovsek, 2002).

La curva de crecimiento del cultivo mixto mostré un descenso poblacional en los
dias 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
transformacion de los hidrocarburos, ya que generan compuestos intermediarios que pueden
subsecuentemente ser empleados por otros microorganismos o beneficiar a otras cepas por
remocion de compuestos toxicos, estableciendo entre ellas relaciones sinérgicas que generan
un proceso de degradacion mayor (Venoza y Zhu, 2003;Ghazali et al., 2004). Kaplan y Kitts
(2004) asocian los descensos poblacionales con cambios en las fases de degradacion rdpida-
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 metabdlicas
para tolerar altas concentraciones de hidrocarburos, asimilar y degradar los mismos. Estas
caracteristicas son el punto de partida para la investigacion del metabolismo y de las
interacciones microbianas intraespecificas que se generan al interior del cultivo mixto, con
el fin de conformar un consorcio microbiano de efectiva aplicacién en campo.
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