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Resumen

Empleando aguas petrolizadas se realizé un estudio que contempld aislamiento
bacteriano, identificacion taxondmica y determinacion de la capacidad bacteriana
para utilizar derivados del petrdleo (diesel). Inicialmente, tomando como criterio
de seleccion la morfologia celular y afinidad tintorial, el aislamiento permitio la
obtencion de quince cepas bacterianas, las cuales fueron sometidas a una prueba
preliminar selectiva con Diesel, reduciendo el grupo de estudio a ocho, y luego
identificadas mediante el software ABIS 7 como: Bacillus filicolonicus PMS5 (99%)
y PM7 (91%); Bacillus subtilis PM8 (81%); Enterobacter sakazakii PM27 (85%);
Bacillus mycoides PM29 (87%); Yersinia aleksiciae PM30 (82%) y PM32 (83%)),
ademads de Bacillus pumilus PM37 (92%). El grupo fue evaluado para medir su
crecimiento, utilizando hidrocarburos. Se emplearon envases volumétricos aforados
(matraces de 250 mL) que contenian MMM 94% + Ino6culo 5% + Diesel 1%. Al
término de esta fase, las cepas bacterianas presentaron un crecimiento en el siguiente
orden: PM30, PMS, PM27, PM37, PM7, PM32, PMS5 y PM29, alcanzando en el
dia sesenta densidades poblacionales de 2159, 1560, 1479, 1393, 1051, 1061, 784
y 719x10° UFC/mL, respectivamente. El analisis estadistico demostré un efecto
significativo en relacion al crecimiento bacteriano p = 0,000000607 (p<0,05),
indicando que existen diferencias entre los titulos celulares, como producto de las
capacidades metabolicas particulares codificadas en el genoma de cada bacteria.

Palabras clave: Bacillus filicolonicus, Bacillus subtilis, Enterobacter sakazakii,
Bacillus mycoides, Yersinia aleksiciae, Biorremediacion.
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Introduccion

La vida en el planeta se sustenta por
un balance biologico fragil, ya que
los microorganismos juegan un rol
crucial en el desarrollo sustentable de
la bidsfera y los ciclos biogeoquimicos.
Las bacterias, las cuales se originaron
hace mas de tres mil millones de afos,
han logrado desarrollar estrategias para
obtener energia a partir de cualquier
compuesto.
microorganismos, junto con la habilidad
de transferencia horizontal de genes y
sus elevadas tasas de crecimiento, les
ha permitido evolucionar rapidamente y
adaptarse a condiciones ambientales de
naturaleza cambiante, asi como también
en aquellos de condicion extrema que
no permiten la proliferacion de otros
organismos vivientes (Diaz, 2004). Por
lo tanto, los microorganismos adaptando
éstas habilidades se han convertido en
una influencia importante dentro del
sistema ecologico, ya que una gran
variedad ha demostrado capacidades
de transformacion y degradacion de
muchos tipos de poluentes en diferentes
componentes del medio fisico natural,
entre ellas, el agua [Ilyina ef al., (2003)].
El petréleo es una mezcla compleja de
hidrocarburos que, cuando es empleado
como combustible o como materia
prima en la industria petroquimica, se
convierte en una parte indispensable
de la sociedad moderna. Sin embargo,
cuando es descargado al ambiente,
puede ocasionar dafios extensos y
significativos en los ecosistemas locales,
ya que la acumulacion de estos poluentes
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La abundancia de los

en tejidos de plantas y animales puede
conllevar a la muerte de la progenie o
aparicion de mutaciones. Por su parte,
los microorganismos
dichos ambientes contaminados debido a
su capacidad metabdlica de utilizar estos
contaminantes como fuentes potenciales
de energia. Hace varias décadas se
conoce acerca de la susceptibilidad
a la descomposicion microbiana de
los hidrocarburos gaseosos, liquidos
y solidos en las series alifaticas,
olefinicas y  nafténicas. Cientos
de especies de bacterias, hongos y
levaduras representan mas de 30 géneros
descritos involucrados en el ataque a los
hidrocarburos y se hallan ampliamente
distribuidos en la naturaleza [ZoBell,
(1946); Brown, (1987)].

La biorremediacion en ambientes
acuaticos y terrestres se ha convertido
en una tecnologia eficiente, con un
rango de ventajas en comparacion a
los métodos tradicionales, ya que es
un proceso que explota las habilidades
enzimaticas de los organismos vivientes
para promover la tasa de destruccion del
poluente, constituyendo una herramienta
importante para mitigar la contaminacion
ambiental por hidrocarburos del petroleo
[Madigan et al., (2000); Toledo et al.,
(2006)].

El objetivo de esta investigacion fue
realizar el aislamiento bacteriano,
la identificaciéon taxonémica y la
determinacion de la capacidad bacteriana
para la biodegradacion de los derivados
del petrdleo, particularmente el diesel,
en funcion de la biorremediacion de
ambientes acuaticos.

sobreviven en
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Materiales y Métodos
Aislamiento bacteriano y prueba
preliminar selectiva con diesel

El aislamiento de cepas bacterianas
se realizd6 tomando 10 mL del agua
petrolizada, adicionandolo en 90 mL
de Solucion Salina Peptonada (SSP); a
partir de la cual se prepararon diluciones
seriadas hasta 10® en SSP. De cada
dilucién se transfirieron ansadas a placas
de Agar Tripticasa de Soya (ATS) por
estria; seguidamente, las placas fueron
incubadas a 37° C por un lapso de 24
horas. Al cabo del periodo de incubacion
se seleccionaron aquellas colonias
macroscopicamente diferentes (tamaiio,
color, forma) y luego cada colonia
aislada fue transferida varias veces, por
rayado, en placas de ATS e incubadas
nuevamente a 37° C por 24 horas hasta
verificar la pureza del cultivo por
mantenimiento del fenotipo morfologico
[Madigan et al., (2000); Prescott et al.,
(2004)].

Con el objeto de realizar una seleccion
preliminar de cepas degradadoras de
hidrocarburos, una vez aisladas fueron
sometidas a una prueba para determinar
su capacidad de crecimiento en diesel,
la cual consistio en la siembra de las
cepas en tubos de ensayo que contenian
Medio Minimo Mineral (MMM) al
5% compuesto por NH,CI, KNO,,
CaCl,.6H,0, Na,SO,, MgSO,, K,HPO,,
FeSO,.7H,0 [Jobson et al., (1972)]
y Diesel al 0,5%, los tubos fueron
incubados durante 16 dias a 37° C
[Mestre et al., (2007)]; posteriormente
fueron seleccionadas las cepas objeto
de estudio, tomando como criterio
la  determinacion del crecimiento
bacteriano por espectrofotometria a

540 nm [Gamazo et al., (2005); Uaboi-
Egbenni et al., (2010)]. La morfologia
de las cepas aisladas se determind segiin
la caracterizacion macromorfoldgica
sugerida por la literatura [Seeley vy
Vandemark, (1973); Kerr, (1981)].
La micromorfologia de cada cepa se
determind utilizando la Tinciéon de Gram
en cultivos de 24 horas [Madigan ef al.,
(2000)].

Identificacion taxonémica

La herramienta empleada para la
identificacion  bacteriana  fue el
software online denominado Advanced
Bacterial  Identification Software
(ABIS © 2007-2014) que emplea como
criterio  caracteristicas morfoldgicas
y bioquimicas propias de cada cepa
bacteriana, las cuales fueron introducidas
en la base de datos, arrojando en
cada caso un grupo de cinco especies
bacterianas con los porcentajes de
probabilidad correspondientes.

Estudio de factibilidad del crecimiento
bacteriano utilizando diesel como
sustrato carbonado y fuente de energia
Una vez aisladas y seleccionadas las
cepas bacterianas, fueron activadas
tomando ansadas de los cultivos y
transferidas a tubos con Caldo Tripticasa
Soya (CTS); luego, se incubaron a 37°
C por 24 horas. Al cabo de este periodo,
los cultivos se transfirieron a matraces
de 250 mL, conteniendo 100 mL de
CTS, para obtener la amplificacion
de la biomasa. Se realizaron contajes
diarios mediante la técnica de contaje
en placa vertida hasta alcanzar un
crecimiento bacteriano de 1x108 células/
mL [APHA et al., (2005)]. Estos cultivos
constituyeron el indculo del estudio de
factibilidad para evaluar el crecimiento
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bacteriano, utilizando diesel como
sustrato carbonado y fuente de energia.

El disefio experimental del estudio de
factibilidad consistiéo en la inoculacion
de cada cepa bacteriana en matraces
Erlenmeyer de 250mL, que contenian
94% p/v de Medio Minimo Mineral
(MMM) [Jobson et al., (1972)]; 1%
v/v de la fuente carbonada (diesel) y
5% v/v del inoculo bacteriano; como
grupos control se prepararon matraces
con MMM 95% + Indculo bacteriano al
5%. Todos los tratamientos se evaluaron
por triplicado. Finalmente los matraces
se colocaron en una incubadora donde
se mantuvieron a 37° C, en agitacion
constante a 120 rpm por 8 semanas,
periodo durante el cual se realizaron los
analisis microbioldgicos cada 15 dias,

determinando el crecimiento bacteriano
por placa vertida [APHA et al., (2005)].

Resultados y Discusion
Aislamiento bacteriano y prueba
preliminar selectiva con diesel
Mediante la técnica de rayado y
transferencia en placas, se obtuvo el
aislamiento de treinta y ocho cepas
bacterianas a partir del agua petrolizada.
De acuerdo con la caracterizacion
macromorfologica y micromorfologica
se  seleccionaron  quince  cepas
bacterianas, las cuales fueron sometidas
a una prueba preliminar selectiva en
diesel con la finalidad de seleccionar las
cepas bacterianas capaces de crecer en
dicho sustrato, tomando como criterio el

desarrollo de mayor turbidez.
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Figura 1. Crecimiento bacteriano en diesel determinado por espectrofotometria

a =540 nm.

En la Figura 1, se observa el patron
de crecimiento bacteriano durante la
prueba preliminar con diesel al 0,5%. Es
notable la presencia de curvas con una
cinética de crecimiento ausente de fase
de adaptacion, ya que las cepas fueron
sembradas en fase exponencial y tenian
previa exposicion a hidrocarburos dadas
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las condiciones de contaminacion previa
del agua, permitiendo el desarrollo
de fases exponenciales tempranas,
seguido de fases estacionarias estables
y en algunos casos fases de declinacion
definidas. Adicionalmente, cabe destacar
que se desarrollaron dos tipos de cinética
de crecimiento definidos entre las ocho
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primeras cepas (PM30, PM37, PM27,
PMS8, PM7, PM32, PM29, PM5) con
respecto a las siete restantes (PM36,
PM4, PM41, PM25, PM12, PM26 y
PM23), lo cual se utilizd6 como criterio
para la seleccion de las cepas bacterianas
mas eficientes que utilizaban el diesel
como fuente de carbono y energia que
fueron empleadas durante el estudio de
factibilidad.

Se observo que las ocho primeras cepas
presentaron curvas caracterizadas por
fases exponenciales con pendientes
pronunciadas  registrando  valores
maximos de absorbancia de 0,800;
0,742; 0,613; 0,533; 0,523 y 0,450 para
PM27, PM7, PMS, PM32, PM29 y
PMS, respectivamente a los doce dias,
seguidamente se observo el comienzo
de la fase estacionaria hasta el final
del experimento. Para las dos cepas
restantes, PM30 y PM37, se obtuvieron
valores maximos de absorbancia
de 0,986 y 0,890, respectivamente,
observandose que la fase exponencial
se extendid progresivamente desde el
inicio hasta el final del experimento, en
el dia dieciséis. En contraste, el grupo
de las siete restantes presentaron una
cinética con fases exponenciales menos
pronunciadas y mas cortas, registrandose
valores maximos de absorbancia de
0,377; 0,363; 0,341; 0,347, 0,306, 0,276
y 0,223 para PM36, PM4, PM41, PM25,
PM12, PM26 y PM23, respectivamente.

En un estudio similar, se determin6 el
crecimiento bacteriano en queroseno
por espectrofotometria a 600 nm,
empleando cuatro cepas aisladas de
una fosa petrolizada designadas como
Yersinia sp. K6, Pantoea agglomerans
K3, Sphingobacterium thalpophilum
K2 y Actinobacillus sp. H7, reportando
valores de absorbancia maxima de
1,653; 0,732; 0,328 y 0,567 para las
cepas K6, K3, K2 y H7 al alcanzar
los dias 9, 18, 6 y 36, respectivamente
(Garcia, 2007). En otro estudio, se
observo el crecimiento de Pseudomonas,
Aeromonas, Chromobacterium,
Corynebacterium y Bacillus en petroleo
Bonny Light al 1%, por absorbancia a
600 nm, registrandose valores medio de
absorbancia de 0,105; 0,105; 0,105; 0,09
y 0,08, respectivamente [Uaboi-Egbenni
et al., (2010)].

Identificacion taxonémica

El analisis de las pruebas bioquimicas y
morfologicas mediante ABIS 7, mostro
que 5 cepas correspondieron al género
Bacillus, arrojando los
porcentajes maximos: PMS5S — Bacillus
filicolonicus (99%); PM7 — Bacillus
filolonicus  (91%); PM8 —
subtilis  (81%); PM29 — Bacillus
mycoides (87%) y PM37 — Bacillus
pumillus (92%), (Figura 2).

siguientes

Bacillus
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PM8 — Bacillus subtilis

PM37 — Bacillus pumilus
Figura 2. Especies bacterianas pertenecientes al género Bacillus

Los miembros del género Bacillus se
hallan ampliamente distribuidos en la
naturaleza y han sido reportados en
numerosas investigaciones relacionadas
con la degradacion de hidrocarburos
del petrdleo. Durante un estudio,
se utilizaron tres cepas del género
Bacillus de suelos contaminados con
hidrocarburos, designadas como S3.2,
063 y 1131, capaces de crecer empleando
crudo, benceno, tolueno, etilbenceno,
o-xileno y octanol [Ghazali et al.,
(2004)]. En otra investigacion, se aislo
una cepa identificada como Bacillus

PM30 — Yersinia aleksiciae

PMS5 — Bacillus filicolonicus

PM29 — Bacillus mycoides

sp. SV9, la cual fue capaz de degradar
aproximadamente el 59% de los
hidrocarburos presentes en sedimentos
contaminados con crudo al cabo de un
periodo de 5 dias a 30° C [Verma et al.,
(2006)].

El analisis de las pruebas bioquimicas y
morfolégicas mediante ABIS 7, mostrd
que dos cepas correspondieron al
género Yersinia, arrojando los siguientes
porcentajes maximos: PM30 — Yersinia
aleksiciae (82%); PM32 — Yersinia
aleksiciae (83%), (Figura 3).

PM32 - Yersinia aleksiciae

Figura 3. Especies bacterianas pertenecientes al género Yersinia

El género Yersinia, pertenece a la
familia de las Enterobacterias y ciertas
especies han sido reportadas en trabajos
relacionados con ambientes impactados
con petroleo. A partir de una fosa
petrolera inactiva, se aisld una cepa
identificada como Yersinia sp. Ko,
la cual mostr6 capacidad para crecer
en queroseno como Unica fuente de
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carbono y energia (Garcia, 2007). Otros
investigadores, empleando especies de
plantas no asociadas a ambientes con
antecedentes de contaminacion petrolera
lograron aislar la cepa Yersinia rohdei
LRO3, la cual mostr6 un crecimiento
significativo en placas de agar con
petroleo al 1% al cabo de 7 dias [Ibrahim
et al., (2008)].
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El analisis de las pruebas bioquimicas
y morfologicas mediante ABIS 7,
mostr6 que una cepa correspondié
al género Enterobacter, arrojando el
siguiente porcentaje maximo: PM27 —
Enterobacter sakazakii (85%), (Figura
4).

PM27 — Enterobacter sakazakii
Figura 4. Especies bacterianas
pertenecientes al género Enterobacter

Igualmente, las especies del género
Enterobacter pertenecen a la familia
de las Enterobacterias y también ha
sido reportado su aislamiento a partir
de ambientes acuaticos y terrestres
contaminados con  derivados  del
petrdleo. A partir de cepas bacterianas
aisladas de suelos contaminados con
petroleo, se aislo la cepa Enterobacter
sp. 214-6, la cual fue capaz de crecer
en naftaleno. Posteriormente, se reportd
una cepa de Enterobacter cloacae, capaz
de crecer en gasoil tolerando un rango
de concentracion del 1 a 8% [Narvaez-
Florez et al., (2008)].

Estudio de factibilidad del crecimiento
bacteriano utilizando diesel como
sustrato carbonado y fuente de energia
La densidad poblacional de las cepas

bacterianas inicialmente oscild entre

143 y 193x10° UFC/mL y al final estuvo
entre 719 y 2159x10° UFC/mL. Las
cepas presentaron el crecimiento en el
siguiente orden decreciente:
aleksiciae  PM30, Bacillus subtilis
PMS, Enterobacter sakazakii PM27,
pumilus  PM37,
filicolonicus PM7, Yersinia aleksiciae
PM32, Bacillus filicolonicus PM5 'y
Bacillus mycoides PM29, alcanzando en
el dia sesenta densidades poblacionales
de 2159, 1560, 1479, 1393, 1051,
1061, 784 y 719x10° UFC/mL. El
analisis estadistico demostré un efecto
significativo en relacion al crecimiento
bacteriano p = 0,000000607 (p<0,05),
indicando que existen diferencias entre
los titulos celulares, como producto de
las capacidades metabolicas particulares
codificadas en el genoma de cada
bacteria.

En la Figura 5 puede observarse el patron
de crecimiento de las cepas estudiadas
en presencia de diesel durante un
periodo de 60 dias, presentando curvas
con una tipica cinética de crecimiento
caracterizada por la presencia de la fase
exponencial y estacionaria pero carente
de la fase adaptativa, ya que las cepas
fueron inoculadas en fase exponencial e
inicialmente fueron adaptadas al sustrato,
igualmente no hubo fase de declinacion
ya que continuaron los incrementos
celulares moderadamente hasta el final
del experimento y €ste ocurrié antes del
agotamiento del sustrato carbonado.

Yersinia

Bacillus Bacillus
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Figura 5. Crecimiento bacteriano empleando diesel al 1% como fuente de carbono y

energia

Las cepas Bacillus pumilus PM37,
Enterobacter sakazakii PM27, Yersinia
aleksiciae PM30, Bacillus subtilis
PM8 'y Bacillus filicolonicus PM7,
registraron fases exponenciales con
el mayor incremento de células/
mL, en comparaciéon con las cepas
Yersinia aleksiciae PM32, Bacillus
filicolonicus PM5 'y Bacillus mycoides
PM29, seguidamente se inicid la fase
estacionaria donde el crecimiento
alcanz6 un equilibrio; sin embargo,
continuaron registrandose incrementos
celulares moderados entre las diferentes

cepas.
A diferencia del patrén de crecimiento
descrito  anteriormente, en  una

investigacion similar empleando un
cultivo mixto de dos bacilos Gram
negativos designados como DBT2 y
E3 utilizando gasoil al 5% como fuente
de carbono y energia, se observd en
las curvas de crecimiento, fases de
adaptacion cortas (alrededor de dos
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dias), con fases exponenciales muy
marcadas, seguidas de un descenso
violento de crecimiento hasta el final
del experimento, sin fase estacionaria
(Rondén, 2000).

En condiciones similares de laboratorio,
y empleando cepas aisladas de un
suelo contaminado con ripios de
perforacion, se aplicO un ensayo de
factibilidad con gasoil como fuente
de carbono, obteniendo patrones de
crecimiento bacteriano con fases de
latencia ausente, fases exponencial y
estacionaria de alrededor de cinco dias
cada una, posteriormente comenzd
la fase de muerte debido a una caida
brusca del crecimiento. Reportaron
cinco cepas como las mas eficientes en
la degradacion del gasoil designadas
como: Yersinia sp. MI-1; Aeromonas sp.
MI-16; Actinobacillus sp. MI-11, MI-14
y MI-18 [Araujo et al., (2004)].
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Conclusiones

Se logro el aislamiento y caracterizacion
de las cepas bacterianas identificadas
dentro de los géneros Bacillus, Yersinia
y Enterobacter, provenientes de aguas
contaminadas con petréleo.

En el estudio de factibilidad, todas las
cepas demostraron capacidad para crecer
en presencia de diesel como fuente de
carbono y energia, condicion que permite
considerar a estos microorganismos para
futuros estudios de biorremediacion de
aguas contaminadas con hidrocarburos.
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