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Resumen

En el presente trabajo se estudio la degradacion de gasoil de PDV rango diesel por un culti-
vo mixto constituido por una mezcla de tres cepas de Pseudomonas. Estas fueron aisladas de
muestras de emulsiones de petroleo pesado en aguay de cultivos de enriquecimiento prepara-
dos con parafina liquida mezclada con dibenzotiofeno como unica fuente de azufre, carbono y
energia. Los productos originados por la poblacion primaria durante su crecimiento en gasoil
fueron analizados mediante: cromatografia de capa fina de gel de silice, espectrofotometria
UV-visible y por cromatografia de gases. Se seleccionaron las poblaciones secundarias que de-
gradan a estos compuestos y evitan su acumulacion en el medio de cultivo. El cultivo mixto
bacteriano capaz de degradar una mezcla de dibenzotiofeno en parafina liquida también pudo
degradar gasoil rango diesel. La actividad del cultivo mixto bacteriano fue mejorada al interca-
lar periodos de incubacion aerébicos y anaerobicos y se mantuvo con cerca del 30% de la con-
centracion de O, atmosférico, sugiriendo un proceso de metabolismo anaer6bico. También se
encontro que las moléculas de asfaltenos disueltas en gasoil no inhibieron la actividad del culti-
vo mixto bacteriano. Se discute la estrategia de utilizacion de cultivos mixtos de microorganis-
mos en procesos de degradacion de hidrocarburos en el ambiente.
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Biodegradation of diesel fuel by a bacterial
mixed culture

Abstract

In the present work we studied the diesel fuel biodegradation by a bacterial mixed culture
constituted with three Pseudomonas strains. They were isolated from heavy crude oil in water
emulsions and from enrichment cultures prepared with liquid paraffin and dibenzothiophene
as sole carbon, sulfur and energy source. The products originated by the primary bacterial po-
pulation were analyze by: Thin layer chromatography, UV-visible spectrophotometry and gas
chromatography. Selected secondary population was able to biodegrades those compounds,
avoiding their accumulation in the media. The bacterial mixed cultures able to biodegrade di-
benzothiophene dissolved in liquid paraffin could also biodegrade diesel fuel PDV. The metabo-
lic activity was enhanced when the cultures were incubated in aerobic conditions intercalated
with anaerobic periods. We also found that the asphaltenes dissolved in the diesel fuel did not
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inhibit the catabolic activity of the bacterial mixed cultures. We discuss the strategies of using
microbial mixed cultures in hydrocarbon biodegradation process in the environment.

Key words: Biodegradation; gasoil; mixed cultures; Pseudomonas.

Introduccion

Una de las funciones principales de los
microorganismos en el medio ambiente es
mineralizar la materia organica en los gran-
des ciclos del nitrégeno, carbono y azufre,
entre otros. Desde hace tiempo se ha utiliza-
do esta capacidad degradativa de ciertos
grupos microbianos para eliminar hidrocar-
buros derivados del petréleo cuando entran
en contacto con el medio ambiente (1).

En el presente, los métodos legalmente
aceptables para la disposicion de los dese-
chos de refineria, clasificados como peligro-
sos, son la incineracion, inyeccién en pozos
profundos, enterramiento en rellenos de se-
guridad quimicay el tratamiento de terrenos
llamados landfarming. Este ultimo proceso
usa la actividad de microorganismos para
degradar o inmovilizar los desechos peligro-
sos. Los compuestos organicos son converti-
dos en minerales y humus, en tanto que los
metales precipitan o se adsorben (2).

En nuestro pais se han realizado estu-
dios sobre biodegradacion de lodos petroli-
zados de refinacion y otros desechos organi-
cos (85% de la industria petrolera). Se han
empleado para tal fin la técnica de landfar-
ming y de tratamiento en biorreactores. En
algunos casos se ha inoculado el ambiente
con microorganismos y para aumentar la
biodisponibilidad del sustrato se ha usado
agentes tensoactivos de origen microbiano
(3). Mas recientemente PDVSA Intevep ha
desarrollado una tecnologia registrada
como INTEBIOS que permite tratar dese-
chos de la industria petrolera susceptibles
de ser biodegradados ya que, entre otras
propiedades, ayuda a estimular el metabo-
lismo de la microflora autéctona (4).

La biodegradacion de hidrocarburos del
petréleo y de mezclas complejas es llevada a

cabo en la naturaleza por sucesiones micro-
bianas. Generalmente una sola especie mi-
crobiana no posee la capacidad de minerali-
zar un determinado compuesto. La mayoria
de los microorganismos metabolizan los hi-
drocarburos hasta compuestos parcialmen-
te oxidados que se acumulan en el ambiente
(2, 5-9). Otras poblaciones microbianas se
desarrollan a expensas de estos compuestos
parcialmente oxidados y producen, por ulti-
mo, diéxido de carbono y agua.

Por otro lado, la capacidad de una es-
pecie microbiana para degradar diferentes
hidrocarburos (alifaticos, aromaticos, resi-
nas, entre otros) es también limitada. La
mayoria de los microorganismos se especia-
lizan en degradar una sola familia de hidro-
carburos, si bien algunos poseen enzimas
para degradar tanto alifaticos como aroma-
ticos (10, 11).

En tal sentido, hay que tener en cuenta
que en la eliminacién eficiente de los hidro-
carburos del petréleo, tratese de un com-
puesto, de una mezcla compleja o de crudo
mismo, se requieren mas de una especie mi-
crobiana con capacidad de degradar cada
uno de los contaminantes iniciales. A estas
ultimas las hemos denominado poblaciones
primarias, siendo ademas necesaria la pre-
sencia de poblaciones secundarias que di-
gieran los productos del metabolismo ante-
rior para evitar su acumulacién en el am-
biente. Cuando éstos se acumulan, se pro-
duce inhibicién del metabolismo de los hi-
drocarburos y, como consecuencia, el por-
centaje de biodegradacion disminuye.

Por las razones explicadas anterior-
mente se plante6 en el presente trabajo
como objetivo general determinar si un cul-
tivo mixto de bacterias formado con cepas
utilizadas en un trabajo anterior para degra-
dar dibenzotiofeno disuelto en parafina li-
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quida (12), pudiese mejorar la degradacion
de una mezcla mas compleja de hidrocarbu-
ros como lo es el gasoil rango diesel para au-
tomoviles. Se estudia, también, el efecto que
pueda tener los asfaltenos en la biodegrada-
cion del gasoil.

Materiales y métodos

Reactivos

Los reactivos se obtuvieron de las si-
guientes casas comerciales: NaH, PO, p. a.
de Merck, K,HPO, 99,9% Baker Analized,
(NH,),SO, ISO ph eur de Scharlau, MgSO,
99% de Cer- Diagnosticos, CaCl,, Sigma,
FeS0O, Merck y extracto de levadura de Sig-
ma, placas de gel de silice tipo GF, 10 - 40
micras de Sigma con indicador fluorescente,
placas Alugram sil G/UV254 con indicador
fluorescente de Macherey-Nagel, Silica Gel
G sin indicador fluorescente de Fisher
Scientific Company, Gasoil rango diesel
para automoviles de PDV, otros reactivos de
grado proanalisis.

Microorganismos

Se utilizaron en el presente trabajo las
cepas Pseudomonas aeruginosa BIOMI-E5,
Pseudomonas BIOMI-E3 y Pseudomonas
BIOMI-HPA2, pertenecientes al cepario del
Laboratorio de Biotecnologia de Microorga-
nismos Sixto David Rojo de la Universidad
de Los Andes. Estas fueron aisladas a partir
de muestras de emulsiones de crudo pesado
en agua y de muestras de petréleo Morichal
enviadas por PDVSA-INTEVEP.

Biodegradacién del gasoil por la
poblaciéon primaria

Para producir los metabolitos de la po-
blaciéon primaria se prepararon cultivos con
la cepa Pseudomonas BIOMI-HPA2 en ma-
traces de 125 ml con 50 ml de medio salino
de Mormile y Atlas (MS) de la siguiente com-
posicion en gramos por litro de agua destila-
da: KH,PO, 4 g; K,HPO, 4 g; (NH,),SO0, 2 g;
MgS0, 0,2 g; CaC1, 2 H,0 1 mg; FeSO, 7H,0
1 mg; extracto de levadura 0,25 g (13). Como

sustrato se utilizé 5% de gasoil rango diesel
automotor (PDV). Los frascos se obturaron
con tapones de gasay algodon, se incubaron
bajo agitacion, durante 6 dias a una tempe-
ratura promedio de 30°C £ 1, en la oscuridad
para evitar posibles reacciones fotoquimicas
de los productos. Los indculos consistian de
100 microlitros de preinéculos preparados
en caldo nutritivo con la cepa de estudio e
incubados bajo las mismas condiciones du-
rante 24 6 48 horas hasta una densidad 6p-
tica de 0,3.

Biodegradacion de los productos
derivados del metabolismo del gasoil
por las poblaciones secundarias

Transcurridos los 6 dias de incubacion
de los cultivos con la cepa Pseudomonas
BIOMI-HPA2, se determiné el crecimiento
por medio del incremento de turbidez (den-
sidad 6ptica) en el medio de cultivo y se hizo
un registro de los cambios de colores en la
fase acuosa y oleosa.

A continuacion, se agrego a cada culti-
vo 20 ml del medio salino estéril descrito an-
teriormente (MS) y se inoculd, unos con la
cepa Pseudomonas aeruginosa BIOMI-Eb5 y
otros con la Pseudomonas BIOMI- E3, con la
finalidad de estudiar su efecto sobre los me-
tabolitos originados durante el crecimiento
de la cepa Pseudomonas BIOMI-HPA2 en ga-
soil. Los controles se hicieron con los culti-
vos de 6 dias mas 20 ml del medio salino es-
téril sin las cepas anteriores. También se
realizaron cultivos con la cepa Pseudomo-
nas BIOMI-HPA2 pero utilizando como sus-
trato glucosa, en vez de gasoil. Otros contro-
les estaban formados por cultivos que no
contenian gasoil y por ultimo, medio salino
MS con gasoil sin inocular. Se inocul6 cada
cultivo de la misma forma que los anteriores
(poblacion primaria) y fueron incubados du-
rante 15 dias a 30°C, en agitacion y en la os-
curidad. Cada cultivo se preparo6 en replicas
de 3 para sus analisis.

Después de 15 dias de incubacion se
retiraron los cultivos y se esterilizaron a
121°C durante 10 minutos para romper las
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emulsiones e inactivar las células. Se deja-
ron en reposo durante una hora y a conti-
nuacion se tomaron 15 ml de las fases acuo-
sas de cada cultivo y se procedi6é a extraer
los posibles metabolitos segun el método
modificado de Monticello y col, 1985 (14).
Para lo cual se acidificaron 13 ml de las fa-
ses acuosas de cada cultivo con una solu-
cion de HCL hasta pH 3. En un embudo de
separacion se realizaron dos extracciones
con 20 ml de cloroformo. Después de sepa-
rarse la emulsion, se colecto6 la fase organica
conteniendo el cloroformo y se descartaron
las fases acuosas remanentes. Estas fases
organicas se concentraron en un rota vapor
a 30°C y se guardo a -20°C para sus poste-
rior analisis. A estas muestras las denomi-
namos fases H. También, se guardaron
muestras de las fases acuosas iniciales sin
acidificar (2 ml remanente de cada cultivo)
en las mismas condiciones; a estas mues-
tras las denominamos fases A.

A continuacion, se extrajo el sustrato
remanente (gasoil no biodegradado) de cada
uno de los cultivos. Para lo cual se emple6 la
metodologia de Hug y Fisher (15). Se realiza-
ron extracciones de cada muestra con pen-
tano en embudos de separacion. Las fases
organicas, asi obtenidas, se concentraron
en un rota vapor a 30°C, las llamamos fases
Oy se guardaron en pequenos frascos de vi-
drio con tapones de goma a -20°C hasta su
posterior analisis.

Procedimientos analiticos

Con la finalidad de detectar los meta-
bolitos que se acumulan durante la biode-
gradacion del gasoil por la poblacion prima-
ria y verificar si éstos son utilizados como
sustrato por las poblaciones secundarias se
emplearon las siguientes técnicas: Se anali-
zaron las muestras de las fases A, Hy O pro-
venientes de cada cultivo mediante: Espec-
trofotometria UV-visible en un espectrofoto-
metro Perkin Elmer modelo lambda 11 y en
un Spectronic 20 D Milton Roy Company;
Mediante Cromatografia en capa fina con gel

de silice (TLC) y por cromatografia de gases
en columna empacadas.

Para realizar las cromatografias en
capa fina las muestras de las fases Ay H se
corrieron en el solvente etanol-agua-hidro-
xido de amonio 20:15:1 segun Moticello y
col, 1985 (14). Las muestras de las fases O,
se corrieron en el solvente cloroformo-aceto-
na 80:20 (14). Todas las placas fueron reve-
ladas mediante iluminacion con una lampa-
ra ultravioleta.

En cuanto a las condiciones de las
corridas cromatograficas, éstas se reali-
zaron en un cromatografo de gases Perkin
Elmer provisto con un detector de con-
ductividad térmica (TCD). Las muestras
fueron inyectadas directamente en co-
lumna de acero inoxidable de 2 mts por
1/8 “, empacada con Cromosorb 102
80/100. El analisis se realiz6 bajo condi-
ciones isotérmicas con un flujo de nitroé-
geno de 20 ml/min. El inyector, el hornoy
el detector fueron mantenidos a 225, 200
y 250°C, respectivamente.

Biodegradacion del gasoil por el cultivo
mixto de bacterias

Estos ensayos se realizaron en matra-
ces de 250 mL con 50 mL de medio MS y ga-
soil como sustrato a una concentracion de
5% v/v. Estos matraces se taparon con ta-
pones de goma # 6 por el cual se pasé un
tuvo de vidrio en forma de L. El tubo en su
extremo exterior se cerro con una pequena
manguera de latex natural la cual servia
para tomar las muestras de la fase gaseosa
con ayuda de una jeringa Hamilton para
gas-liquido de 10 microlitros. Se inocularon
los matraces con 100 microlitros de preino-
culos de cada una de las cepas Pseudomo-
nas aeruginosa BIOMI-Eb5, Pseudomonas
BIOMI- E3 y Pseudomonas BIOMI-HPA2
para formar el cultivo mixto de bacterias.
Los preindculos fueron preparados en el me-
dio MS con gasoil al 5% como sustrato, e in-
cubados a 30 °C * 1, en agitacion, durante
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48 horas. Para conocer si el factor limitante
del metabolismo es el oxigeno, se destapa-
ron, de manera estéril, los frascos al séptimo
dia de incubacion para permitir el intercam-
bio de CO,y O, con la atmdsfera. Se cerraron
los cultivos nuevamente y se dejaron en in-
cubacion durante 24 horas mas.

Para realizar el registro de la actividad
microbiana se incubaron los cultivos en agi-
tacion, a 30 °C =1, y se determino la evolu-
cién del CO, y del O, mediante cromatografia
de gases en un cromatografo Perkin Elmer
provisto con un detector de conductividad
térmica (TCD). Las muestras fueron inyec-
tadas directamente en columna de acero
inoxidable de 2 m por 1/8 “, empacada con
Cromosorb 102 80/100. Las condiciones de
corrida fueron de 100, 120y 150 °C para el
inyector, horno y detector (TCD) respectiva-
mente. Se utiliz6 como fase moévil nitrégeno
a 20 mL/min.

Efecto de los asfaltenos en la
biodegradacion del gasoil por el cultivo
mixto de bacterias

Se prepar6 una mezcla de gasoil con
20% p/v de asfaltenos. Se agit6 fuertemente
en un agitador vortex y se dejo en reposo du-
rante 30 minutos a temperatura ambiente
(28°C = 2) para precipitar los asfaltenos no
disueltos.

Los asfaltenos fueron obtenidos por
precipitaciéon con n-heptano (16) a partir
de petroleo pesado Cerro Negro. Esta mez-
cla, de gasoil con asfaltenos, fue utilizada
como sustrato para los cultivos a una con-
centracion de 5% v/v. Como control, se in-
cluyeron otros cultivos con gasoil sin as-
faltenos como sustrato. En todo caso, los
cultivos se hicieron con las 3 cepas senala-
das anteriormente e incubadas a las mis-
mas condiciones. Se comparo la tasa de
produccion de CO, y consumo de O, me-
diante su registro por cromatografia de ga-
ses bajo las mismas condiciones senala-
das anteriormente.

Resultados y discusiones

Biodegradacion de gasoil por la
poblacion primaria y de sus metabolitos
por las poblaciones secundarias

Los resultados muestran que la cepa
Pseudomonas BIOMI-HPA2 puede crecer en
gasoil y producir al cabo de 2 dias una colo-
racion amarilla en la fase acuosa. A los 6
dias de incubacion produjo una coloracion
ambar en la fase acuosa y una violeta en el
gasoil. Estas coloraciones no se presentaron
en los cultivos preparados con glucosa como
fuente de carbono, ni tampoco en los culti-
vos sin fuente de carbono. El control forma-
do por medio MS con gasoil sin inocular,
tampoco presento variacion. La presencia
de estos compuestos coloreados podria indi-
car una posible ruta metabolica de los hi-
drocarburos aromaticos. Tanto el creci-
miento como la produccion de compuestos
coloreados a partir del gasoil podria indicar
que la cepa anteriormente senalada puede
transformar algunos de los constituyentes
del sustrato.

En muestras correspondientes a las fa-
ses A, proveniente de los cultivos con la cepa
senalada anteriormente, se determiné la
presencia de dos maximos de absorbancia a
510 y 460 nm. Luego hay un aumento pro-
nunciado de la absorbancia desde los 440
hasta los 400 nm (Figura 1). En las mues-
tras provenientes de los cultivos preparados
con la misma cepa pero que fueron inocula-
dos posteriormente con la cepa Pseudomo-
nas aeruginosa BIOMI-E5 o con la Pseudo-
monas BIOMI- E3 los registros de absorban-
cia antes referidos no fueron detectados y
solo se registro un progresivo aumento de
absorbancia desde los 440 nm hasta los 340
nm. (Figura 2) En el resto de las muestras
controles no se registraron estos valores.
Los analisis de los resultados sugieren que
los metabolitos que produce la cepa Pseudo-
monas BIOMI-HPA2 durante su crecimiento
en gasoil, son biodegradados o biotransfor-
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Espectro de absorcién de la fase acuo-
sa del cultivo realizado con la cepa
Pseudomonas BIOMI HPAZ2. El cultivo
fue realizado en medio salino de Mor-
mile y Atlas, 1989 (13) con 5% de gasoil
rango diesel como sustrato e incubado
en agitacion a 30°C durante 15 dias.
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mados por las otras cepas de estudio. Se ob-
tuvieron resultados similares cuando se
analizaron las muestras de las Fases H, pro-
venientes de las extracciones realizadas con
cloroformo a los mismos cultivos (resulta-
dos no mostrados).

El material correspondiente a la fase O,
presento una coloracion rojo intenso prove-
nientes de los cultivos preparados con la
cepa Pseudomonas BIOMI-HPA2; se deter-
minoé en las muestras la presencia de un
maximo de absorbancia a 510 mn. Este co-
lor rojo en la fase oleosa desaparece del cul-
tivo y los espectrofotogramas no registran
presencia de compuestos cuando son inocu-
lados con las cepas Pseudomonas aerugino-
sa BIOMI-E5 o con Pseudomonas BIOMI-
E3. También se registra un nuevo pico de
absorbancia a 380 nm. Si estos picos de ab-
sorbancia corresponden a metabolitos de la
degradacion del gasoil, los analisis de los re-

ABSORBANCE
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Espectro de absorcion de la fase acuosa (fase A) del cultivo mixto realizado con la cepa Pseudo-
monas BIOMI- HPA2 y Pseudomonas aeruginosa BIOMI- E5. El cultivo fue realizado en medio
salino de Mormile y Atlas, 1989 (13) con 5% de gasoil rango diesel como sustrato e incubado en

agitacién a 30°C durante 15 dias.
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sultados indican que pueden ser biodegra-
dados directamente en la fase oleosa por es-
tas dos ultimas cepas, evitando asi su acu-
mulacion en los medios de cultivo.

En las muestras de las fases A, prove-
niente de los cultivos mixtos realizados con
la cepa Pseudomonas BIOMI-HPA2 y la cepa
Pseudomonas aeruginosa BIOMI-Eb5, se lo-
gro detectar, mediante las cromatografias de
capa fina en placas de gel de silice sin fluo-
resceina, una mancha fluorescente de color
verde claro con un Rf de 0,51. Esta mancha
aparece con un Rf de 0,28 en las placas de
gel de silice con fluoresceina. En las mues-
tras de la fase A provenientes de los otros
cultivos no se revelé compuestos. El meta-
bolito en cuestion fue producido copiosa-
mente, detectable directamente en estas fa-
ses, sin necesidad de ser extraido y concen-
trado en fase organica (fases H). El método y
las condiciones utilizados para la extraccion
de los metabolitos provenientes de los hidro-
carburos, no permitieron extraer este com-
puesto en las fase organicas. Lo mas proba-
ble es que se trate de una macromolécula
muy compleja e hidrosoluble que, por su co-
lor verde fluorescente a la luz ultravioleta,
podria tratarse de la fluoresceina (17) pro-
ducida por la cepa Pseudomonas aeruginosa
BIOMI-Eb5 al final del cultivo.

En las placas de gel de silice sin indica-
dor fluorescente, las cuales se desarrollaron
las muestras H provenientes de los cultivos
realizados con la cepa Pseudomonas BIO-
MI-HPA2 presentaron una mancha fluores-
cente a la luz ultravioleta con Rf de 0,96. En
]as placas de gel de silice con indicador fluo-
rescente posible detectar otra mancha no
fluorescente, con Rf de 0,75. Mientras que
en los mismos tipos de placas, pero con
muestras de la fase H provenientes de los
cultivos mixtos de Pseudomonas BIOMI-
HPAZ2 la Pseudomonas BIOMI- E3 o la Pseu-
domonas aeruginosa BIOMI- E5, no se regis-
traron estas manchas. La separacion de los
compuestos de las muestras de la fase O no
fue posible al migrar con el sistema de sol-
ventes utilizado.

Los dos compuestos provenientes de
las muestras H fueron separados unica-
mente de los cultivos formados con la cepa
Pseudomonas BIOMI-HPA2, cuando el ga-
soil estaba presente como fuente de carbo-
no. No se detectaron en las muestras de los
cultivos con glucosa y en los controles sin
inocular. Estos podrian corresponder a los
compuestos pigmentados de coloraciones
ambar y violeta registrados en la fase acuosa
y oleosa respectivamente, por lo que estos
resultados coincidieron con los de los anali-
sis de espectrofotometria. Estos resultados
son similares a los obtenidos al sustituir ga-
soil por dibenzotiofeno (12). Igual como en
este sistema tanto la cepa Pseudomonas
BIOMI- E3 como la Pseudomonas aerugino-
sa BIOMI-E5 pueden degradar los compues-
tos producidos del metabolismo de la cepa
Pseudomonas BIOMI HPA2.

Resultados de los analisis de
cromatografia de gases

Analisis de los resultados indican que
en las fases acuosas de estos cultivos no
ocurre acumulacion de productos, por lo
menos a altas concentraciones, al no regis-
trarse sefiales de magnitud (Figura 3). En
las muestras de los cultivos inoculadas uni-
camente con la cepa Pseudomonas BIOMI-
HPAZ2 no se registraron los compuestos de-
tectables en los analisis espectrofotométri-
cos y cromatografia de cepa fina. Es posible
inferir que los puntos de ebullicion y pesos
moleculares interfirieron con su deteccion
bajo las condiciones de la corrida.

Estos resultados presentan una apro-
ximacion preliminar de la eficiencia de los
cultivos mixtos, sin embargo no es factible
concluir sobre la eliminacion de todos los
metabolitos en la fase acuosa. Compuestos
tipo hidrocarburos poliaromaticos oxidados
con punto de ebullicion elevado y de acidos
grasos con pesos molecular elevado que al
estar presentes en baja concentraciones, no
pueden ser detectados bajo las condiciones
de corrida cromatograficas utilizadas en el
presente trabajo.
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Figura 3. Cromatograma de la fase acuosa del
cultivo mixto realizado con la cepa
Pseudomonas BIOMI HPA2 y Pseudo-
monas aeruginosa BIOMI E5. Las
muestras de 0,5 a 1 microlitro se co-
rrieron en una columna empacada de
Cromosorb 102 80100. El inyector, co-
lumna y detector (TCD) operaron a
225,200y 250° C respectivamente. Se
utiliz6 nitrégeno a 20 ml/min como
gas portador. Los picos en el cromato-
grama con sefales superiores a 6 mV
y de tiempos de retencion inferior a 5
minutos, corresponden a impurezas
del solvents. El pico inverso corres-
ponde al cloroformo utilizado como
solvente.

Biodegradacion del gasoil por el cultivo
mixto de bacterias

En la Figura 4, se representan los re-
sultados de la evolucion del diéxido de car-
bono y del oxigeno en el cultivo mixto bacte-
riano. Se senala el 100% de oxigeno como la
concentracion correspondiente a la del aire
en las condiciones de trabajo, en ningun
caso significa que se haya incubado bajo
una atmosfera de oxigeno.
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Figura4. Evoluciondel O,y del CO,enelculti-
VO mixto bacteriano durante labiode-
gradacion del gasoil. Las muestras de
la fase gaseosa de los cultivos fueron
tomadas con una jeringay analizadas
par cromatografia de gases. Cada va-
lor es el resultado de promediar tres
medidas. Para la curva del oxigeno
las medias correspondientes a los 0
dias y al dia 1, fueron de 9,96 y 8,11
respectivamente (correspondientes
al 100% y al 81,48% en la curva del
oxigeno) con un intervalo de confian-
zadel 95% de |, 25y 0,71. Para la cur-
va del CO, se realizaron medidas a
los 2, 3,4y 7 dias con medias de 1,49;
2,67;2,47y 2,08 respectivamente. Los
intervalos de confianza del 95% co-
rrespondiente acada una de esos pro-
medios fueron de 0,45; 0,08; 0,02 y
0,045.

La tasa de produccion de CO, se hizo
evidente a partir del primer dia de incuba-
cioén con un valor de 1,34 mmoles /dia hasta
el tercer dia de incubacion. Después de este
tiempo no se registro actividad y la concen-
tracion del CO, registré una leve disminu-
cion desde un valor de 2,67 mM hasta 2,08
mM. Por otro lado, en cuando al oxigeno, se
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determiné que este compuesto se consume
durante los primeros 2 dias de incubacion.
Sin embargo, se observa durante el primer
dia una baja tasa de consumo comparada
con la del segundo dia. Esto posiblemente se
deba a la fase de latencia inicial. Es impor-
tante observar que aunque se haya consu-
mido el oxigeno durante el segundo dia de
cultivo, al tercer dia se mantuvo la produc-
cion de CO,. Suponemos que ésta se realizo
bajo un metabolismo anaerébico que utilizo
otro aceptor final de electrones distinto al
oxigeno.

Las concentraciones de CO, y de O, lue-
go de destapar los cultivos fueron de 0,5 mM
y de 3,6 mM respectivamente. A las 24 horas
de incubacion se determiné que el CO, au-
mento hasta un valor de 3,5 mM y el O, dis-
minuy6 hasta nivel no detectable por via
cromatografica. Evidentemente el metabo-
lismo microbiano podia continuar bajo las
condiciones de cultivo siempre y cuando
existiera oxigeno disponible, pero sorpren-
dentemente, como se observa, tan solo con
el 27, 5% del oxigeno presente en la atmosfe-
ra puede reanudarse el metabolismo a una
tasa importante medida mediante la pro-
duccion del CO, (3 mmol/dia).

Reportes bibliograficos indican que ex-
perimentos realizados a escala piloto sobre
biodegradacion de combustible diesel en
arena, registran un consumo mayor de oxi-
geno y una produccion de CO, mayor duran-
te cambios alternos en las condiciones de
aerobiosis y anaerobiosis que en incubacio-
nes realizadas solamente en condiciones ae-
robicas (18). Esto podia indicar que el siste-
ma propuesto opera un metabolismo celular
bajo dos condiciones, aerébico y anaeroébico,
favorecido al restaurar las condiciones aeré-
bicas después de un periodo de incubacion
bajo condiciones anaerobicas.

Tomando como temperatura promedio
22 °Cy 640 mm de Hg de presion atmosféri-
ca medida con un barémetro Arthur H. Tho-
mas C. O. De Phila P. A. USA y correlacio-
nando estos valores con tablas de datos so-

bre la composicion del aire (19) tenemos una
concentracion de oxigeno en el area de
nuestro laboratorio de 20,946 g/L. Median-
te este valor pudimos transformar los datos
porcentuales de la figura 6 en valores de mo-
laridad para el oxigeno.

Ademas del CO, y O,, pudimos obser-
var en los cromatogramas que al segundo
dia de incubacion se registra la producci6n
de un compuesto con tiempo de retencion de
0,8 que fluye muy proximo al CO,. Pudiese
tratarse de un compuesto gaseoso de nitro-
geno producto de la desnitrificacion o de
sulfuro de hidrégeno originado por una res-
piracion anaerobica de compuestos de azu-
fre presentes tanto en el medio como en el
gasoil. De todas formas, el compuesto desa-
parece al final de la incubacion lo cual evita
su acumulacion. Los controles de las expe-
riencias anteriores presentan variaciones
en los valores de oxigeno, pero no hay con-
sumos significativos tomando como media
los valores de 5 medidas. No se registr6 tam-
poco produccion de CO, en estos controles.

Efecto de los asfaltenos durante la
biodegradacion del gasoil por el cultivo
mixto de bacterias

La presencia de la fraccion asfalténica
no inhibio la actividad del consorcio micro-
biano. El oxigeno contenido en los cultivos
con asfaltenos se consumi6 en 2 dias de in-
cubacion, mientras que en los que no conte-
nian asfaltenos tardé 3 dias en consumirse.
La produccion del CO, en los cultivos con as-
faltenos comenz6 después del primer dia,
con una tasa de 0,25 mmoles/dia simulta-
neamente con el consumo de O,. Después
del segundo dia, y en ausencia de O,, se in-
crementoé la producciéon hasta 0,5
mmoles/dia hasta el tercer dia de incuba-
cion, para decaer luego hasta una tasa de
0,035 mmoles/dia. En los cultivos sin asfal-
tenos la producciéon de CO, fue de 0,52
mmloes/dia desde el primer dia de incuba-
cion para caer luego a una tasa de 0,049
mmol/dia después del segundo dia de incu-
bacion. Al cabo de 5 dias de incubacion la
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concentracion de CO, en la fase gaseosa
para los cultivos con asfaltenos fue de 0,83
mM y para los que no contenian asfaltenos
fue de 0,66 mM.

Al parecer la presencia de los asfalte-
nos estimulan la actividad de oxidacion pero
precedida por una pequena fase de latencia,
sin embargo al final del periodo de incuba-
cion los cultivos con asfaltenos presentan
mayor proporcion de CO,. Esto sugiere que
los asfaltenos deben contener moléculas
susceptible de ser oxidadas y metabolizadas
por el cultivo mixto de bacterias, aunque no
pudimos determinar directamente si los as-
faltenos fueron biodegradados.

Debido a la escasa literatura disponible
sobre la biodegradacion de la mezcla que pre-
paramos con gasoil y asfaltenos, no fue posi-
ble comparar el metabolismo de nuestro con-
sorcio microbiano con otros sistemas, puesto
que dependiendo del sistema los asfaltenos
podrian presentar distintos grados de accesi-
bilidad (biodisponibilidad) a las células.

Conclusiones

El sistema modelo formado por una po-
blacion primaria con apenas una especie
bacteriana, Pseudomonas BIOMI HPA 2,
permitié establecer la acumulacion de me-
tabolites durante el cultivo y que estos, a su
vez, pueden ser biodegradados por las po-
blaciones secundarias carbonoclasticas,
evitando su acumulacion. Trabajos recien-
tes sobre la biodegradacion de crudo indi-
can que se puede lograr la degradacion de
fracciones de saturados, aromaticos y com-
puestos modelos mediante cultivos mixtos
de 3 especies de cianobacterias (20). Es de
esperar que al utilizar poblaciones prima-
rias con distintas especies se pueda mejorar
el range de los sustratos degradados.

Se determiné que el cultivo mixto utili-
zado en la biodegradacion del dibenzotiofe-
no disuelto en parafina liquida (12), es capaz
de degradar compuestos modelo y crecer en
un sustrato mas complejo como el gasoil for-
mado por una extensa mezcla de hidrocar-

buros. Los asfaltenos provenientes de crudo
pesado no resultaron téxicos para este culti-
vo mixto, por lo que parece existir en estos
microorganismos un grado amplio de tole-
rancia frente a diversos hidrocarburos. Es-
tos resultados concuerdan con los trabajos
realizados sobre los rangos de sustratos que
pueden degradar ciertas bacterias (21). Asi
por ejemplo tenemos, que bacterias que de-
gradan bifenil y naftaleno también pueden
biodegradar o biotransformar una amplia
variedad de otros compuestos tanto monoa-
romaticos, diaromaticos como poliaromati-
cos (22). Todos estos resultados demues-
tran el potencial uso de los cultivos mixtos
de microorganismos para los procesos de
biodegradacion de mezclas de hidrocarbu-
ros en el ambiente.

La actividad del cultivo mixto puede es-
tar presentes a concentraciones menores al
30% del oxigeno atmosférico y cuya activi-
dad metabdlica puede incrementar al inter-
calar la incubacion aerobica con condicio-
nes anaerobicas. Es factible que el procesos
de respiracion anaerobica durante la cual
otros aceptores de electrones, tales como el
nitrato, pueden facilitar la biodegradacion
de los componentes del gasoil y de otros con-
taminantes en el ambiente, en vez de utilizar
procesos unicamente aerobicos.
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