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Resumen

En esta investigacién se aislaron bacterias de 4 habitats en el ecosistema marino aledafo a una industria
petroquimica en la Bahfa de Cartagena. En el proceso, las muestras se sometieron a pre-enriquecimiento
por una semana, a enriguecimiento por tres semanas y a un proceso de seleccién de cepas competitivas,
donde se evidenciaron cambios marcados en las propiedades del crudo de petréleo, como en turbidez
y agregados blancos por crecimiento bacteriano. Se aislaron diferentes morfotipos que al caracterizar
bioguimicamente fueron identificados como Pseudomonas aeruginosa en todas las muestras, corroborando
su gran capacidad de adaptacién en ambientes contaminados de este tipo. Estos resultados permitiran la
realizacion de pruebas de biodegradacion con esta bacteria y desarrollar ensayos a nivel microcosmos
para su uso potencial en procesos de biorremediacion de aguas marinas contaminadas con petroleo.
Palabras clave: bacterias, Bahia de Cartagena, contaminacién, ecosistemas costeros, biodegradacion,
hidrocarburos.

Abstract

Isolation of potential oil degrading bacteria in coastal habitats in Cartagena Bay, Colombia

In this investigation, bacteria were isolated from 4 habitats in the marine ecosystem adjacent to a
petrochemical industry in the Bay of Cartagena (biofilms, neuston, surface water and sediments). In the
process, the samples were subjected to a pre-enrichment of a week, to an enrichment of three weeks
and a selection of competitive strains, where there were marked changes in the properties of crude
oil, such as turbidity and white aggregates for bacterial growth. Different morph types were isolated to
characterize biochemically as Pseudomonas aeruginosa was identified in all samples, confirming his great
ability to adapt in such polluted environments. This will allow for biodegradation tests with this bacterium,
so you can make at microcosm test for potential use in bioremediation of oil-contaminated marine waters.
Key words: bacteria, biodegradation, Cartagena Bay Coastal Ecosystems, Hydrocarbons, Pollution.
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Introduccion

El petréleo con sus cuatro fracciones,
hidrocarburos saturados, hidrocarburos aromaticos,
resinas y asfaltenos, es un compuesto muy complejo,
considerado el contaminante mds extendido en la
biosfera y en el ambiente marino, por lo tanto un
problema global (1, 2, 3). Representa la mayor fuente
energética y la base para la obtencién de materias
primas para la industria. Su explotacién, transporte
y refinacién generan problemas ambientales,
especialmente por derrames accidentales y de
pricticas inadecuadas de eliminacién de fuentes,
como industrias y refinerfas de petréleo (2, 4, 5, 6).

La persistencia de estos contaminantes en el
ambiente se ve influenciada por varios factores como
la naturaleza del contaminante, su concentracién y
su capacidad para interactuar con las condiciones
quimicas, geoldgicas, fisicas y bioldgicas del sitio
contaminado. La fraccién aromdtica del petréleo
compuesta por di ciclicos, tri ciclicos y heterociclicos
(naftaleno, antraceno, fenantreno y dibenzotiofeno),
conlleva un problema ambiental en aguas y suelos,
con gran impacto ecoldgico y efectos recalcitrantes y
toxicos en los seres vivos, siendo los poliaromdticos y
los heterociclicos los mds remanentes, o persistentes,
generando como consecuencia efectos a largo plazo
sobre las comunidades bentdnicas en sedimentos
marinos, debido a que su remocién natural es muy
lenta (7, 8, 9).

La calidad de las aguas costeras se altera por los
efluentes industriales- domésticos, los efluentes
industriales, los efluentes industriales agricola-
pecuario y el transporte terrestre-fluvial-maritimo.
Las descargas contienen sustancias toxicas diferentes,
en los que se incluye la industria del petréleo, con
aceites, hidrocarburos, fenoles, dcidos, mercaptanos
entre otras. En Cartagena de Indias, la calidad
de las aguas costeras se ha visto alterada por los
efluentes domésticos, industriales y agricolas, como
por el transporte terrestre, fluvial y maritimo y por
las descargas de la industria del petréleo. Se han
encontrado valores superiores a 10ug/L en zona
costera de los Departamentos del Atldntico, Bolivar
y Magdalena, superando la norma para aguas marinas
y costeras no contaminadas; las concentraciones en

esta regién de HDD en el 2001 fueron de 33ug/L

en época seca y 49.4ug/L en la hiimeda, y en el 2005
de 4.7ug/L en época seca, con una tendencia a la
disminucién de estas concentraciones (10).

Existen informes que destacan una descarga en
promedio anual 90Kg/Ha de cultivo de fertilizantes y
contaminacion local de HC en la Bahia de Cartagena,
lo que identifica el derrame constante de HC como
fuente de impacto ambiental. Por lo anterior, existe
un plan de contingencia por derrames de HC en
donde participan Armada Nacional y la DIMAR,
a cargo de la Oficina Nacional para la Prevencién
y Atencién de Desastres, donde se planifican y
coordinan aspectos logisticos, técnicos y operativos.
El estudio de los problemas asociados con la remocién
de petréleo, inicié entre los anos 50 y 70 (11-14), y
se han incrementado en los dltimos afos (6, 15-22).
La biorremediacién de petréleo es considerada una
alternativa econdmica, versdtil, prictica y eficiente
comparada con los tratamientos fisico y quimicos,
debido a que se han aislado bacterias puras y mixtas
(48). Representa una estrategia atractiva y amigable
para el ambiente y se centra en el aislamiento de
consorcios microbianos con capacidad de degradar
petrdleo (4, 6, 23). En los dltimos afos, la ecologia
microbiana ha direccionado esfuerzos en determinar
cudles son los microorganismos capaces de adaptarse
y de explorar hdbitats contaminados; para ello, han
sido desarrollados estudios de diversidad, dindmicas
poblacionales y de comunidades presentes en suelos
contaminados, especialmente aquellas relacionadas
con asociaciones de bacterias biodegradadoras (6, 24).

Entre los factores biolégicos que constituyen
un recurso importante en la eliminacién de
contaminantes se encuentran, la diversidad de especies
microbianas y sus capacidades metabdlicas (25); sin
embargo, los ambientes marinos contaminados
estdn habitados por microorganismos capaces
de tolerar los contaminantes, dando lugar al
predominio de bacterias tolerantes. En el caso de
los compuestos de hidrocarburos de petréleo, son
degradables a diferentes ritmos y en algunos casos son
recalcitrantes a la biodegradacidn, lo que conllevan a
un metabolismo por largos periodos de tiempo (26).
Los hidrocarburos de bajo peso molecular pueden
degradarse rdpidamente, pero los hidrocarburos
de cadena larga o aromiticos policiclicos tienden
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a ser poco biodegradables debido a su mayor
hidrofobicidad (27).

Existen bacterias capaces de utilizar petrdleo para
su crecimiento y mantenimiento, conocidas como
bacterias degradadoras de hidrocarburos, dentro
de las cuales se encuentra el género Pseudomonas,
que por su versatilidad metabdlica, son capaces de
convertir sustratos habitualmente no degradables,
en metabolitos ficilmente asimilables o susceptibles
de ser catalizados enzimdticamente (24). El éxito
de la biorremediacién consiste en la seleccién de
microorganismos que puedan degradar materiales
contaminados a diferentes temperaturas, pH,
salinidad y concentracién de nutrientes. Muchos
tipos de microorganismos han sido aislados para
mejorar procesos de biorremediacién de ambientes
contaminados con hidrocarburos de petréleo (28-30),
por ejemplo Bacillus sp, Rhodococcus, Mycobacterias,
levaduras, Micromycetes y Pseudomonas, las cuales
utilizan como fuente de energfa compuestos orgdnicos
simples y complejos y son productoras de enzimas
extracelulares, incluyendo la lipasa (31). Por lo
tanto, el nimero de comunidades bacterianas en
sitios contaminados suele ser menor que en sistemas
no contaminados, aproximadamente el 0.1% de la
poblacién microbiana total (27), y pueden variar
de acuerdo al momento del muestreo o el grado de
contaminacién por hidrocarburos (32), las condiciones
climdticas, el tipo de suelo, y la profundidad de las
aguas. Se han aislado en ambientes ocednicos y costeros
géneros como Pseudomonas, Vibrio, Flavobacterium,
considerados como representativos de bacterias
marinas cultivables; también se han aislado bacterias
marinas capaces de degradar hidrocarburos, llamadas
bacterias hidrocarbonoclasticas profesionales
(Y-Proteobacterias), Alcanivorax (alcanos),
Cycloclasticus (aromdticos), Oleiphilus 'y Oleispira
(aliféticos, alcanoles y alcanoatos), Marinobacter y
Neptunomonas (también pueden oxidar otras fuentes
de carbono); como bacterias hidrocarbonoclasticas se
encuentran el Vibrio, Pseudoalteromonasy Aeromonas
(fenantreno y criseno); también otras, aisladas de
ambientes marinos degradadoras de HC, pero
consideradas bacterias terrestres como Staphylococcus
y Micrococcus (Naftaleno), Sphingomonas (2-metil
fenantreno) y Geobacillus (alcanos) (27, 33).
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La identificacién de los principales organismos
responsables de la biodegradacién de contaminantes,
y su caracterizacién son de importancia para la
comprensién, evaluacién y desarrollo de estrategias
de biorremediacién in situ (34, 27), que utilizan
microorganismos autéctonos. Una de las limitaciones
de este proceso, es que los hidrocarburos son de dificil
acceso para las bacterias debido a su baja solubilidad
en medios acuosos. Los microorganismos autéctonos
de ambientes marinos son capaces de degradar
u oxidar petréleo en condiciones ambientales
favorables, como presencia de oxigeno disuelto y
nutrientes; muchos de los factores bioldgicos que
controlan estos procesos no estin bien entendidos
en la actualidad (23, 35, 36)

Por lo anterior, este estudio tuvo como objetivos
fundamentales aislar e identificar cepas bacterianas
con capacidad para biodegradar petréleo en cuatro
habitats diferentes en zonas aledafias a una industria
petroquimica en la Bahia de Cartagena, con el fin
de seleccionarlas posteriormente y hacer pruebas de
degradacién a nivel de microcosmos, con el fin de
contribuir en un futuro a biorremediar aguas de zonas
costeras contaminadas por petréleo.

Materiales y métodos

Medios de cultivo y reactivos. Se utilizaron caldo
nutritivo, agar nutritivo y agar-agar comerciales
marca Merck, y se prepararon segiin las instrucciones
del fabricante. El caldo de pre — enriquecimiento se
prepar6é con (NH )H PO, (0.9mg/L) marca R.A.
Chemicals, agregando ACPM al 1% comprado en
una estacién de gasolina. El caldo de enriquecimiento
fue preparado con sales grado reactivo marca Merck,
K HPO,: 1.5g/L; KH,PO, 0.5g/L; (NH4)ZSO4:
0.5g/L; NaCl: 0.5g/L; MgSO,: 3.0g/L; FeSO,:
0.002g/L; CaCl,: 0.002g/L, todos en 1.000mL
de agua destilada, suplementados con crudo de
petréleo al 1%, muestra obtenida por donacién de
una empresa petroquimica; el medio mineralizado
s6lido se obtuvo agregando agar-agar 15g/L con 1%
de crudo de petréleo. Los medios fueron esterilizados
en autoclave horizontal por 15 minutos a 20 libras de
presiény 121°C, para garantizar completa esterilidad.

Toma de muestras. El muestreo se hizo en forma
radial en las inmediaciones de vertimientos finales de
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una refinerfa de petréleo y sus alrededores, donde se
delimitaron cinco puntos diferentes de muestreo, por
medio del sistema de geoposicionamiento (GPS). En
cada uno de ellos, se tomé la muestra por duplicado.
Las coordenadas en las cuales fueron tomadas las
diferentes muestras se presentan en la Tabla 1. Los
andlisis fueron realizados a partir de cuatro habitats de
microorganismos reconocidos en el sistema marino:
bio peliculas, sedimentos o lodos, neuston y agua
subsuperficial, Figura 1.

Bio pelicula. Se tomé6 una muestra por raspado
con espdtula estéril, cerca del desagiie de una industria
petroquimica, la cual fue envasada en frascos estériles.

Sedimento. Las muestras de sedimento fueron
tomadas por duplicado utilizando una draga tipo
Vanveen para muestreo de sedimento, y pasadas a su
vez a frascos estériles de 250 ml.

Neuston. Estas muestras fueron tomadas por
duplicado, dejando entrar agua de la capa superficial
ubicada en la interface agua-aire (Neuston) en una
placa de vidrio de forma piramidal, construida por
los autores, de 20 cm x 20 cm, cuya capacidad de
carga es un volumen entre 11y 15 ml, que de manera
aleatoria se tomaron, hasta llenar los frascos estériles.

Agua sub superficial. Se recolectaron muestras
por duplicado en frascos estériles de 250 ml,
sumergiéndolos a 30 cm de la superficie, abriéndolos y
dejando pasar el agua hasta su llenado y tapado finales.

Todas las muestras fueron transportadas en
condiciones de refrigeracién en nevera portétil con hielo,
hasta ser procesadas en el laboratorio de Microbiologia
de la Universidad de San Buenaventura, Cartagena. Las
muestras fueron marcadas e identificadas, asf:

e Localizacién del muestreo: inmediaciones del
vertimiento final de una industria petroquimica,
Bahia de Cartagena.

e Sitio de recoleccién de la muestra: se denominé
teniendo en cuenta el lugar exacto segin la
distribucién del 4rea de muestreo donde se
tomaron (Punto- P1 a P5), siendo el cédigo del
duplicado Play P1b, completando los 5 puntos.

e Fecha de recoleccién: 20 de Octubre de 2009.

e Tipo de muestreo: integrado.

Fases de laboratorio. Para la realizacién de las

fases de pre—enriquecimiento y de enriquecimiento

bacterianos, se realizaron algunas modificaciones a

los procedimientos sugeridos por Gémez ez al., 2006

(37); Narvéez et al., 2008 (38); Mohajeri ez al., 2010

(26); Bacosa ez al., 2010 (4); y Zhengzhi Zhang ez

al., 2011 (6).

Pre—enriquecimiento

Biopelicula. Se tomé 1gr de biopelicula y se
agregé a 9ImL de caldo de pre—enriquecimiento
(NH,H,PO,) con ACPM al 1%.

Sedimento. Se diluyeron 50gr de sedimento en
450mL de agua de mar estéril, con agitacién por 15
minutos. ImL de la dilucién anterior se agregé en 9
ml de caldo de pre — enriquecimiento (NH,H,PO,)
con ACPM al 1%.

Neuston y agua subsuperficial. Se tomé 1mL
de la muestra y se agregd a 9 ml de caldo de pre —
enriquecimiento (NH,H,PO,) con ACPM al 1%. Los
caldos de pre-enriquecimiento sembrados se incubaron
a 35°C con agitacién permanente durante 7 dfas.

Tabla 1. Localizacién de las estaciones de muestreo georeferenciadas (GPS).

PUNTO DE
MUESTREO

1

2

COORDENADAS

08043°50.7”
76°32°73.8”
08043°48.7”
76°32°74.5”
08043°49.4”
76°32°74.9”

08043°50.4”
76°32°74.9”

08043°50.6”
76°32°77.4”
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_

= o -
a. Toma de muestra b. Toma de muestra c. Toma de muestra
Neuston Sedimento agua sub superficial

(arriba) y biopelicula
de barrera (debajo)

Figura 1. Toma de muestras

Tincién de Gram y repique en agar nutritivo. Se
realiz6 coloracién de Gram a cada uno de los tubos
de caldo de pre-enriquecimiento. Posteriormente,
Se tomaron 10 pl de cada tubo de caldo de pre-
enriquecimiento y se realiz6 siembra por agotamiento
en Agar nutritivo con 1% de ACPM como tnica
fuente de carbono y energia, con el fin de aislar
colonias de cada muestra cultivada por 7 dias. Los
cultivos fueron incubados por 24 horas a 35°C.

Enriquecimiento. La fase de enriquecimiento
const6 de un proceso de tres semanas. Inicialmente,
pasados 7 dias de incubacién de las muestras pre—
enriquecidas, se tomé 1 ml de estas y se sembraron
cada uno en tubos con caldo de enriquecimiento
(caldo mineralizado + 1% de petrdleo crudo). Se
incubaron a 37°C por 7 dias con agitacién continua.
Este mismo procedimiento se realizé a los 14 y a los
21 dias. El petréleo se observé como una sustancia
negra inmiscible localizada en la parte superior del
tubo.

Seleccién de cepas competitivas en la
degradacién de petréleo (seleccién horizontal).
Para la seleccidn horizontal de las cepas estas fueron
reactivadas en caldo nutritivo e incubadas a 35°C
por 24 horas. Posteriormente se realizaron siembras
masivas en agar mineralizado 1% de crudo de
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petréleo a 30°C por 7 dias con 3 repiques semanales.

Identificacién bioquimica. Todos los tubos
fueron repicados en agar nutritivo y las cepas
caracterizadas bioquimicamente utilizando el sistema
BD BBL Crystal Identification Systems Entric/
nonfermenter ID Kit. El procedimiento se hizo de
acuerdo con las especificaciones técnicas de la casa
comercial, generando cédigo que al buscarlo en una
base de datos permite tener el género y la especie de
la bacteria estudiada.

Resultados

Pre—enriquecimiento

En esta etapa, se inicié una adaptacién de
los microorganismos en los diferentes hébitats
muestreados con diesel 0 ACPM como fuente de
carbono y energfa. La coloracién de Gram permiti6
apreciar bacilos gram negativos, cocobacilos gram
negativos, bacilos gram positivos, cocos gram
positivos, algas y protozoos. La tendencia en los
cuatro hédbitats fue la prevalencia de bacilos y
cocobacilos gram negativos, siendo marcada la gran
diversidad en el habitat de biopelicula. Al finalizar
los 7 dias de incubacién se realizaron cultivos sobre
agar nutritivo, evidenciando crecimientos entre
moderados y abundantes, de veintiocho colonias con
morfologias diversas. Asi mismo, en algunos cultivos
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se present6 pigmentacion de color verdoso, pensando
en posibles bacterias del género Pseudomonas, como se
observa en la Figura 2 y 3. En esta etapa, fue evidente
en la muestra de Neuston y de agua subsuperficial la
formacién de natas blanquecinas transparentes y de
sustancia con caracteristica jabonosa en la superficie
del tubo, la cual fue mds abundante al cuarto dia de
incubacién, mientras que las muestras de sedimento
y biopelicula presentaron abundante turbidez, nata
en la parte superior y formacién de sedimento, el cual
se hizo mucho mds abundante el dia quinto.

Enriquecimiento

En esta etapa, la adaptacién se fortalece al hacer
repiques semanales por 21 dias utilizando crudo de
petréleo como fuente de carbono y energia. Este
hecho, permiti6 seleccionar bacilos y cocobacilos
Gram negativos en los cuatro hdbitats estudiados. Los
cultivos sobre agar nutritivo de los tubos a los 21 dias

Neuston A (NA) Neuston B [NB)

facilos Gram Bacilas Gram
Megativos MNegativos
Cocobacilos Gram Cocobacilos Gram
MNegativos

MNegativos

y A=

Crecimiento
Moderado

Crecimiento
Abundante

de incubacidn presentaron abundante crecimiento con
morfologias de colonias grandes y algunas pequefias,
irregulares, cremosas, convexas y coloracién amarilla,
con una caracteristica comun de tincién verdosa en
todos los cultivos, permitiendo seleccionar hasta ese
momento 12 morfo tipos Figura 4y 5.

Al hacer un seguimiento de los cambios en los
tubos en la tercera semana de enriquecimiento, se
evidenci6 turbidez y cambios en las propiedades del
crudo de petréleo, al disgregarse y sedimentarse, hasta
la desaparicién de aproximadamente el 90% toda la
mancha de coloracién oscura, con formacién de un
sobrenadante amarillento, Figura 4 y 5.

Seleccién de cepas competitivas

Las 12 colonias seleccionadas fueron sembradas
en agar mineralizado con 1% de crudo, tal como se
presenta en otras investigaciones recientes (33). Los
resultados presentaron crecimiento en la totalidad

Biopelicula A [BA)

Bacilos Gram
MNegativos
Cocobacilos Gram
Negativas

Bacilos Gram
Positivos

Cocos Gram
Positivos

Algas

Protozoos

Biopelicula B (BB}

Racilos Gram Negativos
Cocobacilos Gram Megativos
Bacilos Gram Positivos
Cocos Gram Positivos

Algas

Protooos

Crecimiento

PRE ENRIQUECIMIENTO (7 dias)

Colonia 1 (MAcl):
forma circular,
borde entero,
urnbilical, lisa,
blanca.

Colonia 2 (MAC2):
forma eircular,
borde enterg,
convexa, Cremaosa,
amarilla.

Colonia 3 (NAc3):
Farma en roseta,
borde lobulado,
elevacion
crateriforme,
textura rugosa,
blanca.

Colonia 1 (NBcl):
Forma irregular,
borde lobulado,
elevacion
crateriforme, textura
rugosa, blanca.
Colonia 2 (NBc2):
forma circular, borde
entera, convexa,
textura cremosa,
amarilla.

Colonia 3 (MBc3):
forma circular, borde
entero, convexa,
textura cremosa,
blanguecina.

Crecimiento
Abundante
Colonia 1 (BAcl):
Forma circular,
borde entero,
CONVEXA, CIEMOSE,
blanguecina,
mediana.

Colonia 2 (BACZ):
Forma irregular,
borde entera,
CONVEXE, CTEMosa,
amarilla, mediana.

Figuras 2 y 3. Resultados de la etapa de pre—enrriquecimiento.

Abundante

Colonia 1 (BBcl):
Forma circular, borde
I'-."f'l|.l'-."“.l‘l conyexd,
cremosa,
hlanquecina,
mediana.

Colonia 2 (BBc2):
Forma circular, borde
enlerg, convexa,
cremosa, amarilla,
pequena

Colonia 3 [BBc3):
Forma irregular,
horde ondulada,
crateriforme, textura
arrugada, blanca,
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Agua sub superficial A A
{ASSA)

Bacilos Gram MNegativas
Cocobacilos Gram Negativas

ASSB

Bacilos Gram Megativos

ua sub superficial B

Cocobacilos Gram Megativos

Sedimento B (SB)

Bacilas Gram Megativas
Cocos Gram Positivos

Sedimento A (SA)

Bacilos Gram Negativos
Cocobacilos Gram Megativos
Cocos Gram Positivos

Cocos Gram Positivos

7=

Crecimiento
Moderado

Colonia 1 (AsSacl):
Forma irregular (de
heoja), borde

enterg, convexa,

textura cremosa,
pigmento rosado,
Ceolonia 2 (ASSac2):
forma circular,
borde entero,
COnvExa, Cremosa,
amarilla.

Crecimiento Moderado
Colonia 1 |ASSbel):
Forma irregular, borde
lobuladeo, elevacién
crateriforme, textura
rugosa, blanca, grande.
Colonia 2 |ASSbc2):
forma circular, borde

enbero, convedas, textura

cremosa, blangquecina,
Colonia 3 (AS5be3):
Forma circular, borde
entero, plana, textura

g

Crecimients Moderado
Colonia 1 (5Acl); Forma
irregular, borde lobulada,
elevacion craterilonme,
teutura rugosa, color
CTEMA.

Colonia 2 (SAc): forma
circular, borde entero,
convexa, testura cremaosa.
amarille clarg.,

Codonia 3 [SAc): lorma
circular, borde entersd,
COMVaXE, TENTUra CTemoLa,
blanca.

Colonia 4 [SAcd): forma
irregular, borde lobulado,
levantada, rugosa, amarilla,
pequena,

Colonia 5 [SACS): forma
circular, borde entero y

Crecimenlo Modersdo

Colonia 1 [5Bel): Forma
irregular, borde lobulado,
elevacion cratenforme, textura
ruposa, blanca, grande

Colonia 2 [5Bc2): Forma
irregular, bordes digitadoes,
elevacitn crateriforme, textura
rugosa, blanca, grands

Colonla 3 [SBe3): Forma circular,
barde enters, plana, textura lisa,
bManca, mediana.

Colonia 4 [5Bcd): forma circular,
borde entero, convexa, textura
cremosa, Blanca,

Codonia 5 [SBcS): Forma
irregular, bordes entero,
elavacion crateriforme, textura
ruposd ¥ seca, amarilla.

isa, blanca, grande.

de las cajas, evidenciando el crecimiento de colonias
negras puntiformes y generando desaparicién parcial
de la coloracién oscura del crudo de petrdleo, como
se observa en la Figura 6.

Identificacién bioquimica

De las 12 colonias seleccionadas en agar
mineralizado con crudo de petréleo al 1%, se
escogieron nueve colonias para su caracterizacién
bioquimica. Los resultados de esta caracterizacion,
permitieron demostrar la presencia de Pseudomona
aeruginosa en las nueve colonias escogidas de los
cuatro tipos de hdbitats muestreados, Figura 7.
Los resultados demuestran la alta selectividad de
esta bacteria, su tolerancia y adaptacién, lo que
confirma su capacidad de degradar una amplia
gama de substratos, incluido el crudo de petrdleo.
Asi mismo el uso de esta bacteria puede ser aplicado
en posteriores estudios de biorremediacién de
aguas marinas, pasando de pruebas de laboratorio
a pruebas de microcosmos, debido a que muchos
factores ambientales podrian afectar la habilidad de
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levantada, lisa, colar
amarillo verdoso,

Colonia & [SAck): forma
cirgular, borde entera,
conmvexa, Textura Cremas,

Colonia & [5Bcb): Forma
irregular, borde lobulado,
elevacion convexa, textura lisay
cremos, blanquecina

Eimqueecina, iy [ecysei.

estos microorganismos de degradar hidrocarburos en
ecosistemas contaminados.

Discusion

El éxito de la biorremediacién en derrames
de petréleo depende de la disponibilidad de los
microorganismos adecuados, los factores ambientales
y la composicién del aceite derramado (26).

En relacién con la metodologia empleada en el
estudio, varios autores coinciden en que la seleccién
de microorganismos a través de pruebas sucesivas
de crecimiento poblacional en cultivos puros
enriquecidos con petréleo, es considerada como
una estrategia eficiente para evaluar la adaptacién
y supervivencia de cepas tolerantes a elevadas
concentraciones de petréleo (24).

Asi mismo, los resultados de esta investigacién
representan importancia al considerar que se
asemejan a lo expuesto por Ruberto et al., 2003(39)
y Narvdez 2006 (38), quienes asi mismo reportaron
que el grupo predominante en los aislamientos fueron
los bacilos Gram negativos. Estos, tienen una ventaja
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Meuston A [NA)

Biopelicula & (BA)

Neuston B (MB)

Bacllos Gram Negativos
Cocabacilos Gram Negativos

Cocobadlos Gram Negativos

Crosiminntn Abundants
HA Colonial: colonis de
farma irregular, borda
entera, elercacidin

MEB Coelanial: colania mediane
de forma irregular, barde
wntaro, slevackin convera

ENRIQUECIMIENTO (21 dias)

Crecimiants Abundants
BACL: colanis gronde

CONGRRR, EFBMOEa. Cremeosa.
ME Colanla?: colanla de forma redonda,
pequedia, redonda, borde borde enters, elevacisn
wnilaro, alevaechin convara, COMyExa, LIemoas,
Cremas. eadar amarillo apacn.

Agua sub suparficial B [ASSB]

Agua sub superficial A [ASSA) sedimento A [5Aa)

Cocobaclos Gram Megativos

B opellcu B (BB

Bacllos Gram Negativos

Crecimiento Ahundante
BB C1: colonda grande de
forma irregular, berde
ENLETD, CONYELS, OF Chsa.
BB C2: colonds pequefia de
forma redonda, borde
entero, chevaddn comexa,
color amarlllo opsco.

DB C3: colonds peguefia,
de forma redonda, borde
Entero, slevackin comsesn,
color blanco.

Sedimento B [SB)

Bacilos Gram Negativos

Bacilles Gram MNegathoes

Baclles Gram Negativos

Crecimidentoe Ahundante
SA C1: Colonla de forma
Irregular, barde antero,
alevacldn comeexa,
CTRTOEES.

Crecimbento Shundante
ASEh C1: polonia grands
de ferma irregular, borde
entero, slevacitn
COmvERa, Cremosas, cobor
amarilla opoaso,

Crecimiento Mod Abundante
ASSa C1:eoalonia de forma
Irregular, barde entera,
alevacidn conEs, Cremosas.
A5k C2: colonia peguedia,
reslonda, bovde entoro,

wlevacidn comaaa, cromanan.

Figuras 4 y 5. Resultados de la etapa de enriquecimiento.

Bacilos Gram MNegativos

58 Cl: colonia grande de
Tarma redenda, boode
winkera, wlirvachan comarea,
ermmaund, colos armarills
apato.
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Figura 6. Procesamiento y resultados de la etapa de seleccién horizontal de cepas competitivas.

amplia frente a las bacterias Gram positivas, debido
a que son considerados importantes degradadores de
hidrocarburos por la presencia de lipopolisacaridos
en su membrana, que facilitan la formacién y
estabilizacién de emulsiones de hidrocarburos en
sistemas acuosos y contribuyen al incremento en la
superficie de ataque del contaminante (40).

Pérez et al., 2008 (24), sustenta que las
comunidades microbianas en dreas contaminadas son
dominadas por los organismos capaces de utilizar o
sobrevivir a compuestos t6xicos, como los ambientes
contaminados con hidrocarburos, tal es el caso del
género Pseudomona.

La Pseudomona aeruginosa ha sido identificada como
un género destacado en diversos procesos de degradacién
(31, 41-45) y es la que con mayor frecuencia se aisla
de ambientes contaminados con hidrocarburos.
Sin embargo, otras especies de Pseudomonas han
sido aisladas de sedimentos de otras costas como
Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas synxatha,
Pseudomonas reactans (46) y Pseudomonas putida (47).

Otras investigaciones han demostrado que especies
de Acinetobacter involucradas en la biorremediacién
de hidrocarburos aromadticos, asi como en la
produccién de heteropolisacdridos de alto peso
molecular que actiian como emulsionantes de gran
alcance (48).
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