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RESUMEN

El aislamiento de bacterias marinas aerobias como posibles degradadoras de hidrocarburos, es una variante muy
prometedora para la descontaminacion de mares y costas. Se recogieron doce muestras de agua y de agua con
sedimentos de las costas de Felton (Holguin, Cuba). Se empleé el medio Bushnell-Haas con petréleo crudo ligero y,
alternativamente, agua de mar suplementada con extracto de levadura y petréleo crudo, como fuentes de carbono.
Se obtuvieron 33 cepas bacterianas, que se sometieron a un proceso de selecciéon en el medio Bushnell-Haas suple-
mentado con crudo pesado, de las que se seleccionaron tres porque degradaban los hidrocarburos en siete dias. Su
capacidad de degradacién se evalué a escala de laboratorio. La remocién de los hidrocarburos totales del petréleo
(HTP) se determiné mediante el andlisis de los saturados, los aromdticos, las resinas y los asféltenos. Los andlisis
de las fracciones saturadas y las aromaticas fueron mediante cromatografia de gases con detector de ionizacién
de llama y espectroscopia infrarroja, respectivamente. Las tres cepas seleccionadas removieron mas del 60% de
los HTP. Una de ellas mostré valores de remocién superiores al 65% en todas las fracciones, excepto en las resinas;
mientras que dos de ellas disminuyeron las tasas de C17/pristano y C18/fitano a menos del 50% con respecto al
control abiético. Dos de las cepas se identificaron fenotipicamente como del género Bacillus, y otra como del género
Alcaligenes. Las potencialidades biodegradadoras de estos microorganismos en la limpieza de costas marinas han
generado nuevos estudios.
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ABSTRACT

Study and isolation of aerobic hydrocarbon-degrading bacteria from a shoreline in Cuba. Microorganisms
have been widely studied as hydrocarbon-degrading entities; the isolation of bacteria from the sea having such
degrading properties is a very promising way for the decontamination of seas and shores. Twelve samples of water
and sediments of Felton shoreline in the Province of Holguin, were collected in the present work. A first screening
using a Bushnell-Haas medium with light crude oil, and alternatively in sea water supplemented with yeast extract
and crude oil as a carbon source rendered twenty seven and six bacteria isolates, respectively. These isolates were
subsequently selected in a Bushnell-Haas medium but supplemented with a heavy crude oil, resulting in a total of
three strains as the best degraders in a seven days period. Pure cultures of these strains were further used in crude
oil biodegradability assays. The total petroleum hydrocarbon (TPH) degradation was evaluated using SARA analysis
whilst aliphatic and aromatic hydrocarbon studies were carried out using gas chromatography with FID detector, and
infrared spectroscopy, respectively. All three stains removed more than 60% of the TPH and one of them showed the
best degradation potential with figures above 65% for the entire hydrocarbon fraction, except resins. Two of the strains
were also able to decrease C17:Pr and C18:Ph ratios to less than 50% in comparison to the abiotic control. Two of
the strains were phenotypically identified as Bacillus sp. and one as Alcaligenes sp. New studies have been generated

in this direction by the biodegradation potentials of these microorganisms for the decontamination of seashores.
Keywords: marine bacteria, biodegradation of hydrocarbons, Felton

Introduccién

Muchos microorganismos ampliamente distribuidos
en la naturaleza utilizan hidrocarburos como unica
fuente de carbono. Sin embargo, se localizan en bajas
concentraciones en areas no contaminadas, y se incre-
mentan en ambientes sometidos a impactos cronicos
de contaminantes [1]. Los microorganismos anaero-
bios se adaptan menos a la presencia de sustratos y
metales pesados, por lo que su efecto de biodegrada-
cion es limitada [2]. De los organismos vivos que se
usan en tecnologias de biorremediacion, las bacterias
heterdtrofas aerobias son el grupo mas estudiado por
los investigadores, por su variedad de géneros y es-
pecies, y la diversidad de organismos que metaboli-
zan: entre ellos, los compuestos xenobidticos como
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fuente de carbono en cultivos puros [3]. Sin embargo,
no siempre una bacteria posee las caracteristicas en-
zimaticas necesarias para degradar uno o varios com-
puestos organicos contaminantes del ecosistema. Las
poblaciones mixtas o consorcios microbianos tienen
mas potencialidades biodegradadoras porque la infor-
macion genética que codifica su sistema enzimatico
es mas completa y, por tanto, es mas probable la de-
gradacion de las mezclas complejas de hidrocarburos
en un area dafiada [4, 5].

Ante desastres que han ocasionado grandes mareas
negras, como la colision del buque Exxon Valdez con
los arrecifes de Prince William Sound, que causo el
derrame de alrededor de 50 000 toneladas de petroleo
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crudo, en marzo de 1989 [6], y el hundimiento del
Prestige, tras el cual 63 000 toneladas de petroleo cru-
do afectaron 1900 km de costas espaiiolas y francesas,
en noviembre de 2002, se aplicaron técnicas de bio-
tecnologia ambiental [7].

En la primera ocasion, se adicionaron nutrientes
mediante fertilizantes (Inipol EAP 22 y Custombler),
que incrementaron la remocion del petréleo crudo
tres veces con respecto a la remocion natural [6]. Tras
el segundo accidente, los primeros estudios de labora-
torio para determinar la biodegradabilidad en la playa
Sorrizo (Corufia, Espaiia), con el proposito de aplicar
la bioestimulacion y la bioaumentacion, mostraron
un alto potencial de degradacion de los hidrocarbu-
ros totales del petroleo (HTP): entre 6 y 45% después
de siete dias. Adicionalmente los cultivos enriqueci-
dos con microorganismos autdctonos y petroleo del
Prestige como tnica fuente de carbono y energia, de-
gradaron cerca del 90% de los HTP en dos semanas
[7]. Teniendo en cuenta estas y otras referencias, se
desarroll6 una investigacion con el objetivo de ais-
lar, seleccionar ¢ identificar las bacterias aerobias de
las costas de Felton (Holguin, Cuba), impactadas por
hidrocarburos; y caracterizar las cepas seleccionadas
atendiendo a su potencialidad de degradacion de hi-
drocarburos.

Materiales y métodos

Muestreo

El ecosistema marino de Felton esta contaminado por
el vertimiento de hidrocarburos (Figura 1). De forma
manual, se recogieron 12 muestras de este ambiente:
cuatro de agua y ocho de agua con sedimentos, y se
envasaron en frascos estériles de 1 L. Se conservaron
a4 °Cy se trasladaron al laboratorio para su procesa-
miento antes de que transcurriesen 24 h.

Aislamiento

En el proceso de seleccion primaria se emplearon dos
protocolos de discriminacion, denominados A (modi-
ficado de [8]) y B (modificado de [9]). En el protocolo
A: las muestras se agitaron a 350 rpm durante 5 min.
De cada una se tom6 1 mL, que se sembré en 9 mL del
medio Bushnell-Haas [10], con crudo Mesa 30 (agua

y sedimentos al 0.5% v/v, azufre total al 0.90% m/m,
densidad a 15 °C 0.8735 g/cm’, densidad 30° API) al
1%, como Unica fuente de carbono (cada muestra se
replico cinco veces). Las muestras se incubaron du-
rante 21 dias de forma estatica, entre 26 y 28 °C. Con-
cluido el periodo de incubacion se sembr6 0.1 mL de
cada cultivo en el medio para el aislamiento de bacte-
rias marinas (10.0 g de glucosa, 0.5 g de peptona, 1.0 g
de extracto de levadura, 15.0 g de agar, 750 mL de
agua de mar, 250 mL de agua destilada), mediante la
técnica de esparcimiento con espatula de Drigalsky
(cada muestra se replicé tres veces). Las placas se in-
cubaron entre 26 y 28 °C durante siete dias. En el pro-
tocolo B: las muestras se agitaron a 350 rpm durante
5 min. Se colocaron 100 mL de cada una en un frasco
estéril con tapa de rosca, con capacidad para 250 mL,
al que se adicionaron 6 mL del crudo Mesa 30 y 0.1
g de extracto de levadura. Se incubaron en agitacion
durante siete dias, a 130 rpm y 30 °C. Transcurrido
este periodo, se tomaron 10 mL del cultivo obteni-
do y se inocularon en 100 mL de agua de mar estéril
con 6 mL del crudo Mesa 30 y 0.1 g de extracto de
levadura, que se incubaron durante siete dias mas, en
iguales condiciones. Este proceso se repitio una vez
mas. Transcurrido el tiempo de incubacion, se sembro
0.1 mL de cada cultivo obtenido, en el medio de aisla-
miento marino, utilizando la técnica de esparcimiento
con espatula de Drigalsky. Cada muestra se replico
tres veces. Las placas se incubaron entre 26 y 28 °C
durante siete dias.

A vpartir de las 24 h del cultivo en el medio de
aislamiento para bacterias marinas, se observaron al
microscopio estereoscopico, y se procedio al aisla-
miento mediante la siembra por agotamiento de las
colonias observadas. Este proceso se repitié mientras
aparecieron nuevas colonias durante los siete dias que
dur¢ la incubacion. Las cepas se purificaron mediante
la siembra por agotamiento, y la pureza se comprobo
por su homogeneidad en la tincion de Gram y por las
caracteristicas del cultivo.

Caracterizacién fenotipica de las cepas

Las cepas se caracterizaron fenotipicamente median-
te pruebas morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas,
siguiendo procedimientos descritos antes [11-14].

Figura 1. Contaminacién en el ecosistema marino de Felton por vertimiento de hidrocarburos. A) Angostura, Felton (Holguin).

B) Ensenada de Palmarito (Holguin).
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En la descripcion de las caracteristicas del cultivo se
tuvieron en cuenta criterios definidos previamente
[13]. La descripcion morfologica se basé en la forma
bacteriana, la movilidad y la pigmentacion.

Las caracteristicas térmicas se evaluaron tenien-
do en cuenta el crecimiento de cada cepa a distintas
temperaturas, sembradas en el medio de aislamiento
para bacterias marinas e incubadas a las siguientes
temperaturas: 4, 22, 30 y 46 °C, durante 7 dias. El
requerimiento salino se determino segun la tolerancia
de las cepas a distintas concentraciones de cloruro de
sodio (NaCl). Las cepas se cultivaron en el medio de
aislamiento para bacterias marinas, donde se sustituyo
el agua de mar por agua destilada, variando el por-
centaje de NaCl en el medio, a las concentraciones de
0,0.5,1,3,5,7y 10%. Los cultivos se incubaron a
22 °C durante 48 h, y luego se registré la presencia o
la ausencia de desarrollo bacteriano en la placa. Estos
se descartaron a los 15 dias de incubacion.

Para la caracterizacion bioquimica se tuvieron en
cuenta las cualidades de las cepas para fermentar
glucosa, lactosa, sacarosa y manitol; y para produ-
cir indol, gas y sulfuro de hidrégeno. Se determiné
la presencia de las enzimas: catalasa, oxidasa, urea-
sa, gelatinasa, amilasa, hemolisina; y la capacidad de
crecimiento en citrato de Simmons, en el medio Mc
Conkey, en el medio CromoCen® CC y en la base del
medio CromoCen® AGN (Centro de Biopreparados,
Biocen, Cuba). A los medios de cultivo especificos se
les adicion6 NaCl al 2%.

Seleccién

Las cepas se agruparon teniendo en cuenta que co-
incidieran los criterios morfoldgicos, fisiologicos y
bioquimicos para su cultivo coincidieran al 100%. Se
prepararon indculos de cada una de las cepas seleccio-
nadas. Para ello se tomo una asada de un cultivo joven
y se diluy6 en 5 mL de agua de mar estéril hasta lograr
una concentracion aproximada de 1 x 10° ufc/mL,
segun la escala de McFarland. Se sembro 0.1 mL del
indculo en el medio Bushnell-Haas al que se le agregd
agar con el crudo Mesa 30 al 1%, como tnica fuen-
te de carbono, y con cloruro de trifenil tetrazolium
(TTC) como indicador de crecimiento. Se incubd a
una temperatura y humedad relativa ambiente, duran-
te 21 dias (de cada cepa se sembraron tres réplicas).
Cada 24 h se observaron los cultivos y se selecciona-
ron las cepas con un crecimiento abundante antes de
los siete dias.

Capacidad de degradacién de hidrocarburos

Preparacién del inéculo

Las cepas seleccionadas se transfirieron a un medio
con agar triptona soya (ATS) suplementado con 2%
de NaCl en una placa, y se incubaron a 30 °C durante
24 h. Se transfirieron asadas de cada cepa a 15 mL de
agua de mar estéril y se homogenizaron en vortex has-
ta alcanzar una concentracion de 10°ufc/mL, segun la
escala de McFarland. Esta se comprobd mediante di-
luciones seriadas, y sembrando en placa por el método
de Track Dilution. La solucion constituyo el indculo.

Condiciones de cultivo

Elindculo al 10% (v/v) se agregd en el medio Bushnell-
Haas (88% v/v) con crudo Mesa 30 (2% v/v), como

unica fuente de carbono, para un volumen final de
150 mL. Los cultivos se incubaron a 30 °C durante
45 dias. Como control abiotico, se emple6é un medio
de cultivo y crudo sin inocular. Cada cepa se ensayo
por triplicado.

Determinacién de hidrocarburos

El analisis de los hidrocarburos se efectud a los 45
dias. La fase organica de las muestras se extrajo con
45 mL de diclorometano grado HPLC (tres extraccio-
nes de 15 mL cada una), mediante el método de ex-
traccion liquido-liquido durante 30 min en embudo de
vidrio con llave y tapa de vidrio. El extracto organico
se filtrd a través de sulfato de sodio anhidro (grado
reactivo). Se realizé un analisis de los saturados, los
aromaticos, las resinas y los asfaltenos (SARA), se-
gun las normas ASTM D2007 y ASTM D2549. La
precipitacion de asfaltenos se realizo con n-pentano.

La fraccion de hidrocarburos saturados disuelta
en n-hexano se analizé en un cromatdgrafo gaseoso
Philips PU 4400 (Philips Scientific, Reino Unido),
con un detector de ionizacion de llama (FID) y co-
lumna capilar de CP SIL 5CB de 30 m de longitud x
25 mm de diametro interior, con las siguientes con-
diciones cromatograficas: temperatura del inyector:
300 °C, temperatura del detector: 320 °C, gradiente
de la columna: de 60 a 300 °C (6 °C/min).

Las fracciones de los hidrocarburos monoaroma-
ticos y poliaromaticos se analizaron por espectros-
copia FTIR en un espectrofotometro Mattson (PYE
UNICAM, Reino Unido), utilizando la técnica de
pelicula entre ventana de NaCl. El procesamiento de
los espectros fue mediante el software Omnic, Ver-
sion 5.2A.

Resultados y discusion

Aislamiento

La seleccion de los sitios de muestreo en Felton ga-
rantiz6 que la biota aislada estuviera en presencia del
contaminante (hidrocarburos) en su ambiente natural.
Tal presencia en los protocolos de aislamiento A y B
permitio el crecimiento de 33 cepas que podian de-
gradarlo. Estas se cultivaron en presencia de hidro-
carburos (crudo Mesa 30), que favoreci6 la expresion
de las enzimas involucradas en el metabolismo y el
aislamiento de clones tolerantes a estos compuestos.

Caracterizacién fenotipica de las cepas aisladas

Sobre la base de los resultados de las pruebas fisiold-
gicas y bioquimicas, se identificaron 28 de 33 cepas
(85%) hasta género. Aun cuando existen algunos es-
quemas taxondmicos para identificar los microorganis-
mos aislados de ecosistemas marinos [12, 15], se han
clasificado nuevos géneros y especies en el ambiente
marino [16], que solamente pueden identificarse me-
diante métodos moleculares. Por este motivo, se pre-
sentan los resultados de la identificacion de género.

Se identificaron dos géneros de bacilos gramposi-
tivos: Bacillus y Kurthia; y cinco géneros de bacilos
gramnegativos: Alcaligenes, Acinetobacter, Marino-
monas, Pseudomonas y Azotobacter. No se pudieron
identificar cinco cepas de los ultimos bacilos median-
te las pruebas bioquimicas de este estudio.

El género mas abundante fue Bacillus, 14 de 33
(42%). Numerosas de sus especies se han aislado y
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descrito como degradadoras de hidrocarburos [17-19],
tanto en ambientes terrestres [17-20] como marinos y
dulceacuicolas [21-26]. Se ha descrito la degradacion
de naftaleno por la especie B. thermoleovorans [18],
y de tolueno por Bacillus sp. [20, 26]. En una carac-
terizacion de la plataforma occidental cubana [27],
se describid la presencia de este género tanto al norte
como al sur. El bioproducto BIOIL-FC, del Centro de
Bioproductos Marinos (Cebimar), del Ministerio de
Ciencia Tecnologia y Medio Ambiente, esta compues-
to por una cepa de Bacillus licheniformis [23].

De las 33 cepas, se identificaron cinco del género
Alcaligenes (15%). Algunas especies de este género se
han aislado de ambientes marinos contaminados con
hidrocarburos [5, 17, 28]. Colores et al. observaron
que al adicionar surfactantes en suelos contaminados
con hidrocarburos, las poblaciones de Alcaligenes sp.
desplazaron otras poblaciones bacterianas (Rhodococ-
cus y Nocardia) [29]. Se ha descrito que la cepa Al-
caligenes denitrificans WW 1 degrada hidrocarburos
poliaromaticos de cuatro anillos [30]. Estos microor-
ganismos estan distribuidos en suelos y aguas, y en
ocasiones en muestras clinicas.

Dos cepas pertenecian al género Pseudomonas.
Desde principios de los afios 90, se describi6 la pre-
sencia de este género en ecosistemas contaminados
con hidrocarburos, y como degradador de tales com-
puestos [17]. Actualmente han aumentado las publi-
caciones que asi lo refieren [19, 24, 25, 31, 32]. Pue-
den degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos
en ecosistemas terrestres [28, 33-35] y acuicolas [36,
37] y estan en diversos ecosistemas [17, 23, 25, 26,
28, 31-40]; y ademas degradan fenantreno en suelos
[38], antraceno, fenol [41] y metilbromuro de metilo
en aguas marinas [40].

Otras dos cepas pertenecian a los géneros Acine-
tobacter y Marinomonas. En estudios recientes de
biodegradacion de hidrocarburos en ambientes acua-
ticos, se ha hecho referencia al primero de estos gé-
neros [26, 36, 37]; y se ha descrito la presencia de
estas bacterias en ambientes terrestres, marinos y en
aguas residuales. En el aflo 2001 se aislo por primera
vez el género Marinomonas de los sedimentos con-
taminados con hidrocarburos aromaticos policiclicos
[42]. También se ha descrito que algunas especies de
este género pertenecen a Alteromonas [17], son tipicas
de las costas y aguas de los océanos, por lo que para
su cultivo requieren agua de mar, y se desarrollan en
temperaturas entre 20 y 40 °C.

Solo se identifico una cepa del género Kurthia, y
otra del género Azotobacter. En la literatura consulta-
da no se encontr6 informacion concerniente a la pre-
sencia de estos microorganismos en ambientes conta-
minados con hidrocarburos. El primero es un género
de bacilos grampositivos, descritos como bacterias
ambientales. El segundo es tipico de aguas y suelos.
En ambos, las temperaturas optimas de crecimiento
oscilan entre 20 y 30 °C.

Seleccion de cepas

Las 33 cepas aisladas y caracterizadas se agruparon
teniendo en cuenta su coincidencia al 100% con los
criterios de cultivo, los morfoldgicos, fisiologicos y
bioquimicos. Dieciocho cepas se sometieron al pro-
ceso de seleccion.

A partir del tercer dia, la cepa de Bacillus sp.
F1FLC creci6é abundantemente en las condiciones del
ensayo a partir del tercer dia. Las cepas de Alcalige-
nes sp. F10S1 y Bacillus sp. F9S crecieron a partir del
cuarto dia.

Las bacterias que crecieron en crudo pesado Va-
radero Venta, desarrollaron mecanismos que les per-
mitieron mantener la integridad de su membrana ante
un flujo excesivo de hidrocarburos. Tales fueron el
aumento de su rigidez por la disminucion del con-
tenido de acidos grasos insaturados, las alteraciones
en la conformacion cis/trans de los fosfolipidos y sis-
temas de exclusion homoélogos a los empleados por
las bacterias en la resistencia a antibioticos [43, 44].
Los hidrocarburos son compuestos lipofilicos que,
en concentraciones elevadas, inhiben el crecimiento,
provocan intoxicacion [45] e inducen una respuesta
de estrés en las bacterias y cambios celulares a nivel
de membrana, enzimaticos y proteicos [44, 46].

Caracterizacién de la capacidad
de degradacién de hidrocarburos
de las cepas seleccionadas

La capacidad de degradacion de los hidrocarburos del
petréleo (crudo Mesa 30) se determiné después de 45
dias de cultivo estatico. Tres cepas en estudio (F10S1,
F9S y FIFLC) removieron mas del 50% del hidrocar-
buro. La cepa F10S1 removi6 el 69.26% (Figura 2).

Los tratamientos (cepas) mostraron diferencias sig-
nificativas entre si y con respecto al control (p <0.05).
La concentracion de los hidrocarburos aromaticos I
no mostré diferencias significativas con respecto a
los tratamientos, pero si entre estos y el control (p
< 0.05). No hubo diferencias significativas en las
concentraciones de las fracciones de los aromaticos
Il y de las resinas entre tratamientos, ni con respecto
al control (p < 0.05). La concentracion de asfaltenos
mostré diferencias significativas entre los tratamien-
tos y con respecto al control (p < 0.05) (Tabla 1).

La figura 3 muestra el perfil cromatografico de la
fraccion de compuestos saturados, en términos de in-
tensidad eléctrica (picoamperes) en funcion del tiem-
po (minutos), de las cepas F9S, F10S1 y FIFLC. En
cada una de las imagenes que conforman la figura se
muestra el perfil del control abidtico y el perfil de la
cepa en discusion. Se muestra un grupo de cadenas
carbonadas. En los perfiles de las cepas FOS y F10S1

80
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0 T T 1
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Figura 2. Porcentajes de remocién de hidrocarburos totales
del petréleo crudo Mesa 30 de las cepas seleccionadas a los
45 dias de cultivo en condiciones estdticas.
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se observa una mayor disminucion de los maximos y
del fondo no resuelto de hidrocarburos con respecto a
la cepa F1FLC.

A partir del analisis cromatografico se calcularon
las relaciones entre C17/pristano y Cl8/fitano tras
los diferentes tratamientos y en la muestra control
(Tabla 2).

Las fracciones de los hidrocarburos aromaticos
monociclicos y policiclicos se analizaron por espec-
troscopia FTIR (como se describié en materiales y
métodos). Los perfiles, segtn los valores de la trans-
mitancia (%) en funcion del nimero de ondas (cm™)
obtenidos para las cepas F9S y FIFLC, se muestran
en la figura 4. El perfil de la cepa F10S1 es semejante
al de la cepa F9S (datos no mostrados). En cada una
de las imagenes que conforman la figura se muestra
el perfil de la muestra patron y el de la cepa en dis-
cusion. Se incrementd la concentracion de los grupos
hidroxilos (OH) asociados (3290-3300 cm™) en todos
los tratamientos. La concentracion de los grupos car-
boxilicos (acidos carboxilicos) aument6 en los perfiles
de todas las cepas (1680 cm™).

En este estudio se demostrd la capacidad de las ce-
pas bacterianas empleadas para degradar hidrocarburos
por si solas cuando se les suministran como fuente de
carbono. Debido a que la determinacion de los hidro-
carburos fue solamente al final del ensayo (45 dias), no
se tienen datos para evaluar punto a punto el proceso
de biodegradacion; sin embargo, la literatura consulta-
da y los resultados permiten hacer inferencias.

En sentido general, se espera que la biodegradacion
se produzca en mayor extension en los hidrocarburos
alifaticos, ya que estos suelen ser mas susceptibles a la
degradacion que los aromaticos [35, 47, 48], y estos,
mas que las resinas y los asfaltenos [47, 48]. Los n-
alcanos son los mas propensos a la oxidacion [35, 49];
sin embargo a los 45 dias, no se diferencio el porcen-
taje de biodegradacion de los saturados, los asfaltenos
y los aromaticos monociclicos.

Los hidrocarburos alifaticos disminuyeron en com-
paracion con los del control abidtico con referencia al
fondo no resuelto (cicloalcanos, resinas y asfaltenos).
Al comparar las relaciones C17/pristano y C18/fitano
de las cepas con el control bioldgico, se observo que
los valores de las cepas F10S1 y F9S habian dismi-
nuido notablemente (aproximadamente el 50%). Esta
disminucion de los isoprenoides indica la efectividad
de la biodegradacion; mientras que en la cepa F1IFLC
los valores son superiores a los del control abibtico.

Los espectros de la figura 4 muestran la mezcla de
compuestos aromaticos presentes en los crudos trata-
dos con cepas bacterianas. No hubo diferencias signi-
ficativas entre ellos; aunque el aumento de los grupos
carboxilos y de los grupos hidroxilos demuestra que
han ocurrido procesos de oxidacion bioldgica. El au-
mento de los fenoles y los fenoxidos puede estar rela-
cionado directamente con la acumulacion de compues-
tos por la degradacion de las resinas y los asfaltenos.

Las tres cepas en estudio disminuyeron notable-
mente la concentracion de los asfaltenos con respecto
al control. Las cepas F10S y F9S indujeron los va-
lores de concentracion final més bajos, no mostraron
diferencias significativas entre ellas y si con la cepa
FIFLC. La diminucién de los niveles de asfaltenos
observados en el crudo tratado con la cepa F9S pudo
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Tabla 1. Concentracién de las fracciones de los hidrocarburos saturados, los aromaticos
'y I, las resinas y los asfaltenos a los 45 dias de tratamiento

Tratamiento

Concentracién (g/L)

Saturados Aromadticos |  Aromaticos Il Resinas Asfaltenos
Control 6.6336* 6.2753° 0.6703 0.6132 4.6265¢
F10S1 2.1010¢° 2.0467° 0.3034 0.5388 0.7298¢
F9S 3.2087" 2.6790° 0.4179 0.8530 0.9572¢
F1FLC 2.1367° 2.3547° 0.3169 0.5911 1.7778°

* Letras diferentes en los valores numéricos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05),

segun el método LSD de Fisher.

haber influido directamente en el aumento de la con-
centracion de resinas. No obstante, la remocion de
los hidrocarburos saturados y aromaticos monoci-
clicos mostr6 valores superiores al 50%, y la de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos estuvo cerca
del 40%. En el tratamiento con la cepa F10S1 se ob-
servo una disminucion de la concentracion de todas
las fracciones con respecto al control, y se registro el
valor mas bajo de concentracion de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, el segundo mas bajo de los
hidrocarburos asfaltenos, y el tercero mas bajo el de
las resinas, mientras los valores de remocion de los hi-
drocarburos saturados y los aromaticos monociclicos
estuvieron por encima del 65%.

En estas muestras no se detectaron los alcanos con
menos de doce atomos de carbono. Narvaez-Flores y
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Figura 3. Perfiles cromatogréficos del control abiético y tratamiento de los n-alcanos del crudo Mesa
30 después de 45 dias de tratamiento —Control abidtico; —Tratamiento. A) Cepa F9S; B) Cepa

F10S1; C) F1FLC.

Tabla 2. Relaciones entre C17/pristano y C18/fitano
para cada cepa

Cepas C17/pristano C18/fitano
Control 0.99 1.11
F1FLC 4.14 4.10
F9S 0.56 0.72
F10S1 0.49 0.64
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cols. obtuvieron un resultado semejante en un estudio
de la capacidad de bacterias aisladas de sedimentos
marinos de degradar hidrocarburos [44]. Varios autores
han sefialado que los alifaticos de cadena corta se vo-
latilizan en las primeras horas después de un derrame,
y por sus propiedades son toxicos para las bacterias
[44, 50]. Se supone que la degradacion de compuestos
aromaticos no comienza hasta no haberse agotado las
cadenas saturadas; sin embargo, se ha informado la de-
gradacion de compuestos aromaticos de bajo peso mo-
lecular antes que muchos compuestos saturados [51].

El analisis de estos resultados hace suponer que en
los primeros 10 a 15 dias ocurri6 la degradacion de las
cadenas lineales de hasta 30 4&tomos de carbono y par-
te de los compuestos aromaticos de bajo peso molecu-
lar. En un analisis de los hidrocarburos, en este tiempo
debieron observarse niveles de asfaltenos y resinas
en los tratamientos practicamente iguales a los del
control, y una disminucion notable en los saturados,
y ligera en los aromaticos; estos ultimos debieron co-
menzar a degradarse después de los 21 dias. Ruberto
y cols. encontraron diferencias significativas en la de-
gradacion de los aromaticos entre el control abidtico y
los tratamientos a partir de los 20 dias de comenzado
el ensayo de bioaumentacion y bioestimulacion [52].
Narvéez-Florez y cols. corroboraron este resultado al
no obtener diferencias significativas entre la degra-
dacion observada en el control abidtico (3.6%) y el
tratamiento con bacterias (3.5%) [44].

Al comparar la velocidad y el tiempo de inicio de la
degradacion de la fraccion de los asfaltenos con la de
los saturados y los aromaticos, serian significativas las
caracteristicas del habitat de donde han sido aislados
los microorganismos, o sea, la adaptacion ambiental.
Sin embargo, los complejos enzimaticos para degra-
dar las fracciones mas pesadas no se inducen hasta
que se han degradado las fracciones mas ligeras, por
el principio de economia celular (regulacion metabo-
lica). Contrario a esto, Joseph y cols. describieron que
los microorganismos aislados de la Bahia de Carde-
nas, en Matanzas (Cuba), degradaban mejor un cru-
do pesado (como el crudo Varadero) que uno ligero
(como el crudo Pina) [49]. Estos autores supusieron
que se debid a la adaptacion de los microorganismos
a la contaminacion cronica de su habitat de origen.
El petrdleo Varadero es mas asfalténico, mientras que
el crudo Pina esta constituido principalmente por hi-
drocarburos saturados de cadenas menores de 18 ato-
mos de carbono. La biodegradacion de los asfaltenos
no solo ocurre mediante los mecanismos clasicos de
oxidacion que son mas eficientes, también ocurren
los mecanismos de a-oxidacion y w-oxidacion, donde
los compuestos intermediarios son mas largos, por lo
que el proceso de biodegradacion requiere mas tiempo
[23]. Otros autores han descrito que la biotransforma-
cion de resinas y asfaltenos da lugar a la acumulacion
de derivados mas sencillos como los saturados y los
aromaticos, e incrementan los valores de las concen-
traciones de estas fracciones [53, 54].

Las generaciones bacterianas en los cultivos debie-
ron ajustar su metabolismo luego del agotamiento de
los sustratos menos complejos (saturados lineales y
aromaticos de bajo peso molecular). Los mecanismos
de regulacion del metabolismo probablemente induje-
ron un cambio enzimatico para la degradacion de com-
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Figura 4. Espectro FTIR del control abiético y de los tratamientos de las fracciones de hidrocarburos
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puestos mas complejos. La mineralizacion de estos
compuestos no fue completa, sino que se acumularon
como metabolitos intermediarios en forma de cadenas
lineales y compuestos aromaticos. Por tanto, la bateria
enzimatica debio variar en funcion de las fluctuaciones
de las concentraciones de los diferentes compuestos.

Conclusiones

Se aislaron 33 cepas bacterianas hidrocarbonoclastas
de las costas de Felton (Holguin, Cuba), que se identi-
ficaron como miembros de los géneros Bacillus, Alca-
ligenes, Pesudomonas, Acineobacter, Marinomonas,
Kurthia y Azothobacter.
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