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Resumen.-

La utilizaciébn de microorganismos es de gran importanciareas como la produccion de alimentos, la medicina yia ag
cultura. En el area ambiental, la biorremediacion es efioahd mas recomendado en la recuperacion de suelos mdlpact
con hidrocarburos del petroleo, por su efectividad, abilgad con el ambiente y bajo costo relativo. También emtirés
para la industria petrolera la potencial utilidad de cier@croorganismos en la recuperacion mejorada de crudasiag a
la sintesis de biosurfactantes, que ademas poseenciiptien el area médica, de alimentos, de limpieza, deteatson y

la ambiental, entre otras. Se aislaron colonias bacteyideain ripio de perforacion base aceite, se caracterizaicno y
macromorfoldgicamente y se estudiaron distintas repgesiziméaticas. Se encontraron colonias con actividaddadburo-
clastica, lipoliticapeta-hemolitica, ureasica, proteolitica y productora de gamisencia de colonias sulfato-reductoras. Se
conformd un cultivo degradador y se sometio a una prueladiciencia en la degradacion de gasoil radgesel Se cuantifi-
caron los heterbtrofos mesofilos y la concentracion @ééegy grasas, la cual se redujo en un7/% en 20 dias, con lo que
el consorcio bacteriano demostrd tener potencial pameciaperacion de suelos contaminados con hidrocarburos.
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Bacterial Colonie Characterization from a Perforation i&asd Isolation from a
Bacterial Consortium with Hydrocarbonclastyc Capacity

Abstract.-

Microorganisms performance is of great importance in aesathe production of food, the medicine and the agriculture.
In environmental area, bioremediation method is the magimenended in the recovery of soils impressed with petroleum
hydrocarbons, due to itsfeciency and relative low cost. Also the potential utility adrtain microorganisms is of interest
for the petroleum industry to better recovery of perfonaticaste, thanks to the synthesis of biosurfactantes thatditian
possess application in areas as medicine, food, cleaslinesstruction and the environmental one, among otherteBal
colonies were isolated from a base oil perforation wastechadacterized micro-macromorphologicallfierent enzymatical
responses were studied. Colonies with hydrocarbonclagbydytic, beta-hemolytic, ureasic, and proteolytic activity and
producing of gas were found, but no colonies sulfate - redude degradator culture was conformed and submit to test of
efficiency in the degradation of gasoil diesel. Aerobic mestgshwere quantified and to the concentration oil and grease
diminished in 737 % in 20 days. Bacterial consortium demonstrated to havenpiat for the recovery of soils contaminated
with hydrocarbons of the oail.
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1. Introduccibn frecuentemente generan grandes volimenes de dese-
chos como ripios de perforacion, lodos petrolizados,

Laindustria del petroleo constituye una de las empreaguas de formacion, y suelos y acuiferos contamina-
sas mas importantes del mundo y es la principal fuentgos con petroleo y sus derivados, cuyos constituyentes
de ingresos para Venezuela. No obstante sus conocidggn dificiles de degradar de manera natural debido a la
bondades, los distintos procesos asociados a la misng@mplejidad de su estructura. Esta situacion, debido a la
acumulacion de desechos y a la alteracion de la biodi-

“Autor para correspondencia versidad de los ecosistemas, ha causado dafios ecologi-
Correo-e:rwindevo@uc. edu.ve (Reyna Windevoxhell) cos de gran importancia en el mundo, por lo que la recu-
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peracion de terrenos y aguas contaminadas con hidroaetodologias sugeridas en la bibliografia del area [8,
carburos, se ha convertido en una importante industrid0], que implican el reconocimiento de la forma, cro-
en todo el mundo [1,2], incluyendo a Venezuela. Afor-mogénesis, opacidad, elevacion, superficie, borde, con-
tunadamente, se ha encontrado que en sustratos con tagstencia y olor. Se procedio a realizar el estudio de la
toria de contaminacion por hidrocarburos y por otragnicromorfologia mediante el método de tincibn Gram
sustancias organicas, algunos microorganismos des@, con el fin de identificar la forma celular (cocos, bas-
rrollan la capacidad de subsistir en estos medios, maenes y espirales) y la composicion de la pared celular
tabolizando el contaminante y convirtiéndolo en sustan¢Gram positiva y Gram negativa).

cias mas simples, lo cual imprime al estudio de estas es-

pecies microbianas una gran importancia cientifica po2.3. Caracterizacion funcional de colonias

su potencial aplicabilidad en procesos de descontami- yna vez purificadas, las cepas fueron activadas para
nacion amigables con el ambiente. El interés no se limig, aplicacion de pruebas bioquimicas que permitieran
ta sblo a su capacidad degradadora, también resulta dgnocer su capacidad para reducir sulfatos, producir
gran importancia el estudio de capacidades bioquimigas, y degradar y metabolizar ciertos sustratos comple-
cas de los microorganismos como son la produccion d@ys indicativa de su potencial en la aplicacion de pro-
enzimas, gases, acidos y metabolitos tensioactivos, dgagos biotecnologicos de remediacion y recuperacion
bido al amplio espectro de usos que tienen en distingciaria de petroleo (MEOR, por sus siglas en inglés)
tas areas de la biotecnologia, como la recuperacion qg, 11], entre otros. Se realizaron las siguientes pruebas
menas, biorremediacion asistida, formulacion de deteljoquimicas:

gentes, recuperacion mejorada de crudos y otros. AcTtivipap Liporitica: Detecta la capacidad de los mi-

croorganismos de degradar ciertos compuestos lipidi-
2. Metodologa cos, lo cual puede ser utilizado como indicativo del po-

. _ . __tencial para degradar aceites y grasas presentes en los
2.1. Recoleccion de muestras, aislamiento y purifiniqrocarburos de petroleo.

cacion de colonias Activipap proTEOLITICA: Indica la capacidad del orga-

La muestra de desecho se extrajo de una fosa désmo de producir enzimas que fraccionan proteinas,
residuos de un campo inhabilitado de extraccion d¢as cuales, debido a su gran tamafo original, presen-
petroleo, en el estado Monagas. Se colectd y transan una gran dificultad para su absorcion por parte
portd a temperatura ambiente en frascos de vidriglel microorganismo. Esta capacidad permite inferir una
estériles. Inicialmente se realizo la activacion deda ¢ potencial habilidad para fragmentar otros compuestos
munidad bacteriana presente en el desecho, para lo cuf gran tamafo, y facilitar su absorcion y posterior
se suspendio una muestra del solido en caldo nutritdegradacion.
vo a temperatura ambiente. Una vez detectado el creGikcrivipap ureasica: Permite conocer la habilidad de
miento bacteriano se realizaron diluciones seriadas des microorganismos de producir la enzima ureasa,
alicuotas del sobrenadante y se sembraron en agar pagtacionada con la descomposicion de compuestos
el conteo de heterotrofos mesofilos siguiendo técnicasrganicos, por atacar los puentes C-N, los cuales se
estandar de recuento en placas [3,4]. Se aislaron papaieden encontrar presentes en distintos componentes
su purificacion 20 colonias bacterianas. El repique deomplejos del petroleo y otros compuestos toxicos co-
las colonias se realiz0 al azar, tomando como referenciao plaguicidas.
una tabla de nimeros aleatorios [5,6] y por duplicadoActivibap suLraTo—REDUCTORA: Se ha encontrado que
Cada cepa se purifico varias veces mediante la técni¢as bacterias sulfato-reductoras estan involucradas en
de repiques sucesivos [7], hasta obtener cepas aislad#&s oxidacion de hidrocarburos [12, 13], y ha sido com-
las cuales se sembraron en agar nutritivo inclinado [8,9brobada su efectividad en procesos de biorremediacion
para su mantenimiento -a temperatura ambiente- y pogn la contaminacion con metales pesados al causar la
terior reactivacion. precipitacion de metales a partir de soluciones [14].

POTENCIAL PARA PRODUCIR COMPUESTOS TENSO-ACTIVOS:
2.2. Caracterizacion micro y macromorfologica de gxiste una fuerte evidencia que asocia la actividad
colonias B—hemolitica y la degradacion de acetato [6, 15, 16] ala

Se realiz6 una caracterizacion preliminar de las coloeapacidad de producir surfactantes, compuestos de gran
nias en términos de macromorfologia considerandinterés en la MEOR por reducir la viscosidad de los
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crudos facilitando su extraccién, en la biorremediaciorel cultivo, esto es, si no se observa crecimiento en el en-
asistida, al emulsificar la fase oleosa y la acuosa, y esayo con gasoil pero si en el control, el fenbmeno puede
otros campos, en todos los casos, por su biodegradalsier atribuido a la toxicidad del gasoil sobre las bacterias
lidad. utilizadas, pero en caso de no haber crecimiento en el
AcCTIVIDAD HIDROCARBUROCLASTICA: El crecimiento de control ni en el ensayo, se debe presuponer como causa
bacterias en un medio cuya Unica fuente de carbono @dgun error en el montaje o el disefio del experimento.
el gasoil, es indicativo del potencial de las mismas de Todos los microcosmos se incubaron obturados con
degradar hidrocarburos del petrbleo [11, 17]. tapones de gasa y algodon a temperatura ambiente du-
PropucciON DE Gas: Las bacterias aerdbgenas son de in+ante 20 dias, con agitacion constante en una incubado-
terés en estudios en la MEOR, ya que pueden aumera marca Gallenkamp modelo B1304 a 80 rpm, y a 0s-
tar la presion en los pozos facilitando la extraccion deturas para evitar la ocurrencia de reacciones fotoquimi-
crudo. cas. El experimento se mont6 por duplicado. Para el
ensayo de biodegradacion de gasoil se tomaron mues-
2.4. Conformacion de un cultivo bacteriano con ca-tras —sin reposicion— cada cinco dias, y para los con-
pacidad hidrocarburoclastica troles, Gnicamente los dias cero y cinco. El crecimien-

to bacteriano fue evaluado mediante la determinacion

Se prepararon CUI_“YOS con cada una d,e Ifas COIOn'a&eI titulo bacteriano (heterétrofos mesoéfilos) cadaain
gue presentaron actividad hidrocarburoclastica y Iuegaias’ empleando la tecnica de recuento en placa [3.4].

de su |nc_ubaC|on a tempe_ratura ambiente se prepard Y9 utilizacion de hidrocarburos por las bacterias se de-
cultivo mixto _en’el que se inocularon '5‘11 de, cada uno tectd a través de la determinacion de la concentracion
de esto.s pre-inoculos. ITa mezcla seincubo atemperatify oceites y grasas en el sistema cada cinco dias, segln
ra.ambiente hasta crecimiento. el Standard Method 5520- B [3], utilizanae-hexano

como solvente. El porcentaje de remocion de hidrocar-
2.5. Ensayo de biodegradacion buros se calculd segin la ecuacion (1):

El cultivo degradador fue sometido a un ensayo de Co-Cr

biodegradacion de hidrocarburos [18], con el fin de  PAR%)= —~—

determinar la efectividad de la actividad degradado- 0

ra. Para lograrlo se montaron por duplicado microcosdonde,

mos con una mezcla constituida por 93% de medid®dR=porcentaje de remocion,

minimo mineral libre de carbono [19, 20] contentivo Co= concentracion inicial,

de macronutrintes y elementos traza necesarios para®F= concentracion final

crecimiento bacteriano (constituyentes: MgSCaCl,

FeCk, KNO3 KH,PQ,, (NH,),HPO,). El resto de la 3 Resultados y Discusgin

composicion de la mezcla: 2% de gasoil como Unica

fuente de carbono y 5% del inoculo bacteriano [11]. EI  El conteo bacteriano arrojo un titulo de83 10’

gasoil es un aceite intermedio procedente del proceamidades formadoras de colonia (UFC) por mg de

de refinacion; utilizado como combustible en motoresnuestra, indicativo de una alta densidad bacteriana,

diesel, quemado en sistemas de calefaccion central gonsiderando el origen y composicion del material. De

como carga de alimentacion para la industria quimitas 20 colonias aisladas inicialmente, dos no sobre-

ca. Esta compuesto por hidrocarburos con cadenas d@&/ieron al proceso de purificacion, resultando un to-

15 a 40 atomos de carbonos, basicamente saturadogal de 18 colonias para su caracterizacion, las cuales

aromaticos, que son las fracciones biodegradables deeron identificadas con un codigo alfanumérico para

los crudos [2]. su diferenciaciobn. Se observd un amplia diversidad
Se montaron simultaneamente dos controles (testmacromorfologica, y el analisis micromorfologico ar-

gos): uno negativo, sin inocular, el cual sirve como refefojo como resultado que todas las cepas aisladas resul-

rencia para detectar la posible remocion del sustrato pearon bastones (bacilos) grampositivos.

vias distintas a la biodegradacion. El segundo, un con- La actividad enzimatica analizada a partir de la apli-

trol positivo, con sacarosa (sustrato de degradabilidadacion de las distintas pruebas bioquimicas (Figura 1).

comprobada) en sustitucion del gasoil, con la finalidad? partir de los resultados obtenidos en las pruebas bio-

de verificar o descartar el efecto toxico del gasoil sobrguimicas se conformé un cultivo mixto con potencial

-100 (1)
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para la degradacion de hidrocarburos, constituido pagrado una mayor degradacion. También es probable que
las ocho cepas que presentaron actividad hidrocarburta acumulacion de metabolitos toxicos generados por la
clastica positiva. Dado que el carbono es el princi-utilizacion del gasoil, en ausencia de microorganismos

pal nutriente para el crecimiento bacteriano, la presercapaces de utilizarlos (poblaciones secundarias), inter-
cia del gasoil como Unica fuente de carbono asegurfiera en la degradacion del sustrato en consideracion.
gue so6lo los microorganismos con capacidad de asimi-

lar el carbono presente en los hidrocarburos del gasoil

seran capaces de crecer en este medio. Las ocho ce} —
degradadoras presentaron adicionalmente actiyidad T s — NG
hemolitica positiva en su totalidad, un 88 %, actividad % 10 — \‘
proteolitica, 13 % actividad lipolitica, 25 % y actividad ¥ s

ureasica. La amplia diversidad funcional de las cepa 0 : : ‘ ‘
gue conforman el consorcio degradador es un aspectc 0 5 10 15 20

favor en los eventos de degradacion de hidrocarburos y _. Tlempa (dias)
gue generalmente amplia el espectro de mecanismos de
ataque del cultivo sobre el sustrato y sobre los metaboli-
tos que pudieran generarse a partir de su utilizacion.

Figura 2: Curva de crecimiento bacteriano

El incremento en la densidad poblacional se con-

sidera una medida indirecta de la actividad metaboli-
380

ca de la poblacion [21,22], lo cual se ve reflejado en
§ 604 los datos de degradacion del gasoil, Unica fuente de
T a0l aad carbono suministrada. En la Figura 3 se muestra que
g o I 22 0 P2 e Ig concentra_c,i(’)n de aC(.e,ites y grasas en los ensayos de
H ’—‘ l—\ ’—‘ . blodegradaC|pn _decr_eC|o contmuamepte, con una ma-
g . o 2 o o e s yor tasa de disminucion durante los primeros cinco dias
§‘ ﬁ? & f § )\\5 . g” aproximadamente, esto, debido posiblemente, a que ini-
Sf’ g g - é;s" g Q§° f cialmente los microorganismos degradan las fracciones
F & &g s FEF menos complejas, y por ende, mas faciles de degradar,
© g > T & para posteriormente atacar las fracciones mas recalci-
& . trantes [1,2,11].
Figura 1: Actividad enzimatica de las colonias aisladas ~ 50.000
E 40.000
Como se muestra en la Figura 2, en el ensayo d # so.00 \\\
biodegradacion se encontrd un significativo aumento d (i 20.000 —~—_
la densidad bacteriana, del orden de 10" UFC/mL, & 10000 .
para el dia del montaje del ensayo, a 10*! UFC/mL & *— —— — -~
durante los primeros 15 dias, para luego decaer a I Tiempo (dias)

20 dias hasta,14- 10° UFC/mL. Este crecimiento ini-

cial es indicativo de una rapida adaptacion de los mi- Figura 3: Concentracion de aceites y grasas
croorganismos a la utilizacion del sustrato (gasoil), ya

gue por ser la Unica fuente de carbono en el medio, El porcentaje de remocion total de aceites y grasas
un crecimiento de la poblacion bacteriana necesarigTabla 1) obtenido fue de un 73 % (promedio) en
mente implica la metabolizacion de los hidrocarburodos ensayos de degradacion, y dd 26 (promedio)
presentes para aprovechar el imprescindible carbonen los controles, lo cual permite atribuir la remocion
La caida del crecimiento posiblemente se deba a ude los hidrocarburos al proceso de biodegradacion lle-
descenso de la actividad metabolica a causa del agwado a cabo por el consorcio bacteriano, salvo una
tamiento progresivo de la fuente de carbonfm gle  pequefia fraccion que pudo haberse evaporado. Esta ac-
los nutrientes aportados por el medio mineral, ya quévidad también permite presumir un potencial para la
no hubo reposicion de los mismos. Posiblemente en uutilizacion de otros hidrocarburos de petroleo, ya que
tratamiento con reposicion de nutrientes se hubiese ldes saturados y aromaticos, principales constituyentes
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del gasoil, se encuentran presentes en todos los crudd®eferencias

y en consecuencia, para el saneamiento de sitios con-l
taminados por estos compuestos. [1]

(2]

Tabla 1: Remocion de aceites y grasas
Cultivo  Tiempo (dias) porcentaje de remocion(%) [3]

1 0 0
2 5 33.99 [4]
3 10 53.55
4 15 69.10
5 20 73.73 (5]
Control (-); 20 0 5
Control ()2 20 4.2 [6]
[7]
Agradecimientos [8]

Al Laboratorio de Microbiologia Ambiental y al La-
boratorio de Plantas Acuaticas del Instituto de Zoologial9]
Tropical de la Universidad Central de Venezuela por la
colaboracion prestada para la realizacion de los ensaygs,
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4. Conclusiones

» El conteo bacteriano arrojo un titulo de83-  [17]
10’ UFC/mg de muestra. Las cepas bacterianas
presentan: actividgg-hemolitica: 50 %; actividad [13]
ureasica: 22,2 %; utilizacion de gasoil: 44,4 %, uti- 14
lizacibn de acetato: 16,7 %; actividad proteolitica:
11,2 %; actividad lipolitica: 22,2 %; produccion de
gas: 16,6 % y no se encontraron bacterias sulfato—
reductoras. [15]

= Se conformb un cultivo mixto de 8 cepas con
actividad hidrocarburoclastica, las cuales ademas
presentan actividad ureasica, lipolitica y prote-[16]
olitica, produccion de gas y potencial para la pro-

duccion de surfactantes.
[17]

= El cultivo mixto fue capaz de utilizar el gasoil fa-
vorablemente como fuente de carbono y energia,
con un crecimiento maximo a los 15 dias del estu-
dio, arrojando un nivel de degradacion del gasoil[18]
del 73,7 % después de 20 dias.

= Elconsorcio bacteriano presenta potencial para sét°]
utilizado en procesos de biorremediacion de sis-20
temas impactados por hidrocarburos del petréleo.
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