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RESUMEN

En este estudio se conformo un consorcio de bacterias potencialmente degradado-
res de petroleo aisladas de lodos aceitosos provenientes de un campo petrolero del
nororiente colombiano. El consorcio estd compuesto por cinco cepas degradadoras
de crudo de rapido crecimiento, pertenecientes a los géneros Bacillus sp., Pseudo-
monas sp., Serratia sp., Raoultella sp. y Enterobacter sp. Con el fin de potenciar la
versatilidad del consorcio bacteriano, se evaluaron diversos tipos de matrices solidas
para su inmovilizacion, las cuales incluyeron matrices organicas de origen natural
(encapsulacion por goteo de alginato de sodio) y sintético (adhesion en once matrices
diferentes de poliuretano). La biomasa inmovilizada se cuantifico mediante recuento
por microgota y peso seco. Adicionalmente, se analiz6 cualitativamente la distribucion
de los microorganismos en superficies e intersticios mediante microscopia electronica
de barrido. En todos los casos se observo algun grado de inmovilizacion de biomasa;
sin embargo, los resultados indican que la encapsulacion con alginato de sodio al 3
% y la inmovilizacion en las espumas de poliuretano PUF#10 y PUF#37 son mas
eficientes en términos de cantidad de biomasa bacteriana inmovilizada. Teniendo en
cuenta su condicion de biodegradables, las matrices de alginato de sodio y espuma
PUF#10 se perfilan como las mejores opciones para este consorcio particular en
futuros tratamientos de biorremediacion.
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ABSTRACT

In this study a bacterial consortium was assembled using isolates from an oily sludge
sampled at a northeastern Colombian oil field. The consortium contains five putative oil
degrading fast-growing strains associated to the genera Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Serratia sp., Raoultella sp. and Enterobacter sp.. In order to enhance its versatility the
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immobilization of the bacterial mixture was tested using several solid supports, which
included matrices of natural (sodium alginate) and synthetic (polyurethane) origin. The
immobilized biomass was analyzed by microdroplet counting, dry weight and electron
microscopy. Although bacterial immobilization was observed in all cases, 3 % sodium
alginate, PUF#10 and PUF#37 matrices showed the highest amount of biomass reten-
tion. Additionally, the environmentally relevant feature of biodegradability reported
for sodium alginate and PUF#10 matrices favors their further testing and eventual use
for bioremediation treatments, using the hereby evaluated consortia.

INTRODUCCION

El petréleo crudo es una mezcla heterogénea
de sustancias hidrocarbonadas de alta toxicidad
ambiental. Estas propiedades hacen de la biode-
gradacion del crudo y sus derivados un proceso
lento y en su mayor parte incompleto (Emtiazi et al.
2005, Arrieta 2011). La demanda energética actual
es dependiente de combustibles fosiles, situacion
que ha llevado al incremento de las actividades de
exploracion, produccion, transporte y almacena-
miento de hidrocarburos. Pese a los estandares de
seguridad que rigen la industria, los vertimientos,
en su mayoria accidentales, generan desequilibrio
en los ecosistemas e impactan negativamente el
aprovechamiento de otros recursos naturales (Nuiiez
et al. 2010, Ferreira et al. 2013).

Anivel global, los vertimientos de hidrocarburos
son frecuentes y de diversos origenes. Se calcula que
el 10 % de la contaminacion total por hidrocarburos
en los océanos esta relacionado con naufragios de
naves de carga y explotacion petrolera. Un por-
centaje importante de la contaminaciéon por crudo
proviene de aguas continentales contaminadas con
hidrocarburos: rios, manglares y escorrentias urbanas
(Lozano 2005, Olguin et al. 2007). En Colombia,
una alta proporcion de derrames de hidrocarburos
han sido ocasionados por atentados terroristas a la
infraestructura de transporte y en menor medida
por accidentes industriales. Aunque el numero de
derrames en el territorio colombiano ha disminuido
durante la ultima década, la baja biodegradabilidad
del petroleo continta afectando numerosos ecosiste-
mas, lo cual incide negativamente en la estabilidad y
productividad del pais (Lozano 2005).

Para restaurar ambientes contaminados con cru-
do se han utilizado diversas estrategias, las cuales
se seleccionan de acuerdo con las caracteristicas
y condiciones del area contaminada. El uso de mi-
croorganismos, plantas y enzimas como catalizadores
para la degradacion de hidrocarburos se ha perfilado
como una alternativa cada vez mas utilizada en la

industria petrolera (Vargas et al. 2004, Olguin et al.
2007, Nunez et al. 2010, Martinez et al. 2011). Una
de las estrategias de biorremediacion mas empleada
es la atenuacion natural, la cual depende completa-
mente de procesos naturales para la degradacion de
los contaminantes. Sin embargo, dado su caracter
pasivo, esta técnica requiere tiempos largos para su
aplicacion (Olguin et al. 2007, Arrieta 2011, Martinez
et al. 2011). Una variante de la atenuacion natural
es la bioestimulacion, que consiste en promover la
proliferacion de microorganismos nativos del medio
contaminado mediante la adicidén de nutrientes (Var-
gas et al. 2004).

Otra estrategia de amplia utilizacion en procesos
de biorremediacion es la denominada bioaumenta-
cion, que se fundamenta en la inoculacion de una
alta concentracion de microorganismos o enzimas
en el area contaminada (Olguin et al. 2007, Martinez
etal. 2011). Con esta técnica, los microorganismos
son aislados, seleccionados y cultivados directa-
mente del sitio contaminado. Algunas variaciones
de este método han incluido recientemente el uso
de microorganismos modificados genéticamente
(Arrieta 2011).

Los numerosos procesos de biorremediacion por
bioaumentacion pueden aplicarse utilizando bacterias
tanto aerobias como anaerobias. Sin embargo, la ma-
yoria de las investigaciones reportadas se centran en
las bacterias de tipo aerobio (Xuy Lu 2010, Vennila
y Kannan 2011, Lakshmi 2013). Algunos de los fac-
tores limitantes en el uso microorganismos libres son,
entre otros, la falta de control sobre el crecimiento
bacteriano luego de su aplicacion, la pérdida signi-
ficativa de biomasa, la susceptibilidad a los cambios
de temperatura, pH, humedad y oxigenacion. Otra
desventaja importante del uso de bacterias libres es
la exposicion de los microrganismos a un ambiente
relativamente hostil. En este sentido, el numero y la
eficiencia de los microorganismos viables con capa-
cidad degradadora de hidrocarburos son afectados
cuando contaminantes toxicos estan presentes en
altas concentraciones o por competencia directa con
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otros microorganismos nativos (Ldopez et al. 2006,
Xuy Lu 2010, Malik y Ahmed 2012).

Con el objeto de minimizar el impacto de estos
factores se ha impulsado el uso de nuevas tecno-
logias, como la inmovilizacion de biomasa activa
(Rahman et al. 2006, Garzén y Barragan 2008,
Monge et al. 2008, Bayat et al. 2015). El uso de ma-
trices de inmovilizacion tiene ventajas, entre las que
resaltan el aumento de la estabilidad catalitica y de la
actividad metabdlica. Asimismo, la inmovilizacion
permite el incremento de la viabilidad de las células
inmovilizadas en comparacién con las técnicas que
usan células libres. Los factores determinantes en el
mejoramiento de estas condiciones son el aumento de
biomasa en el soporte, la concentracion de nutrien-
tes alrededor de la matriz, la mayor estabilidad de
las células y, en consecuencia, la proteccion contra
condiciones externas adversas (Rahman et al. 2006,
Wang et al. 2015).

Los microorganismos pueden ser inmovilizados
de forma reversible o irreversible. La inmovilizacién
reversible se lleva a cabo induciendo la adhesion
de las células a superficies de matrices naturales o
sintéticas como la zeolita, el poliuretano (PU), el
alcohol de polivinilo (PVA), la poliacrilamida y el
polietilenglicol, entre otros (Quek et al. 2006, Monge
et al. 2008, Usha et al. 2010, Silveira et al. 2013,
Wang et al. 2015).

Por otra parte, la estrategia de inmovilizacion irre-
versible presenta diversas alternativas. Sin embargo,
uno de los métodos irreversibles mas estudiados es la
encapsulacion de células al interior de esferas gelati-
nosas (Yamaguchi et al. 1999, Verbelen et al. 2006,
Silveira et al. 2013). Este tipo de inmovilizacion
protege al biocatalizador de condiciones ambien-
tales adversas, pero la velocidad de reaccion queda
limitada a la difusion de los sustratos a través de la
matriz inmovilizadora. Algunas de las matrices mas
utilizadas en esta metodologia son el alginato, agar,
silica, carragenina y gelatina, entre otros (Manohar y
Karegoudar 1998, Moslemy et al. 2002, Rahman et
al. 2006, Young et al. 2006, Usha et al. 2010).

El alginato es el polimero de origen organico mas
utilizado para procesos de inmovilizacion, debido a
que es de facil manejo, posee baja o nula toxicidad,
es de alta disponibilidad y bajo costo. Asimismo,
ofrece una gran ventaja a las células inmovilizadas,
dado que éstas no requieren cambios fisicoquimicos
extremos durante los procesos de inmovilizacion
(Silveira et al. 2013). Otros tipos de matrices e inmo-
vilizadores con bases de poliuretano se han analizado
con relativo éxito, incluso a nivel industrial (Wang et
al. 2015). Este trabajo analiza y compara las tasas de

inmovilizacién de un consorcio bacteriano con
potencial para la degradacion de hidrocarburos por
encapsulacion de células utilizando alginato de sodio,
y por adhesion mediante el empleo de diferentes tipos
de matrices de poliuretano.

MATERIALES Y METODOS

Conformacion del consorcio bacteriano
Larecoleccion de muestras se llevo a cabo en lodos
contaminados con petroleo crudo provenientes de un
campo petrolero ubicado en la region centro-oriental
de Colombia. La muestra general estaba compuesta por
diez submuestras obtenidas de manera aleatoria. Todas
las submuestras fueron transferidas a frascos de vidrio
estéril y transportadas en refrigeracion a 4 °C hasta el
laboratorio. Se aplicd la metodologia convencional
para la preparacion de diluciones seriadas del suelo
(Madigan et al. 1999). Con el objeto de recuperar el
mayor numero de cepas se realizd una siembra inicial
en el medio Luria-Bertani (LB) s6lido con un pH de
7. Untotal de 29 cepas bacterianas fueron aisladas por
agotamiento en este mismo medio. Cantidades equiva-
lentes de cada cepa se mezclaron e inocularon en el me-
dio basal de sales (MBS) enriquecido con NaCl 0.3 g/L,
(NH4)2S04 0.6 g/L, KoHPO4 0.75 g/L, KH2PO4
0.25 g/, MgS040.15 g/L, KNO3 0.6 g/L 'y 0.1 % de
crudo pesado como unica fuente de carbono, con pH
de 7.1 (Emtiazi et al. 2005). El medio fue incubado a
27 °C con agitacion constante (150 rpm) durante un
periodo de 72 h. El cultivo fue diluido en soluciéon
salina hasta 10® y subsecuentemente sembrado por
extension en placa sobre medios LB y MBS solidos
segun la metodologia descrita por Dasgupta et al.
(2013) con modificaciones. La conformaciéon del
consorcio bacteriano se realizd utilizando las cepas
viables postcultivo, formadoras de estructuras mice-
lares en MBS con hidrocarburo como unica fuente
de carbono segun lo descrito por Pérez et al. (2008).
Mediciones preliminares del potencial degradador del
consorcio fueron realizadas por gravimetria de extrac-
cion con hexano utilizando el método estandarizado
5520B para medicion de aceites y grasas de la Aso-
ciacion Americana de Salud Publica (APHA/AWWA/
WEF 2012). Para este ensayo se usaron 100 mL
de muestra, previamente acidificada con acido clorhi-
drico en relacion de volumen 1:1. Una vez alcanzado
un pH de 2 o menor, la muestra fue sometida a sepa-
racion por embudo, seguida de extraccion liquido-
liquido. La fase organica de la extraccion se depur6
con un filtro previamente impregnado con hexano y
sulfato de sodio (Na;S0O4). Se adicionaron particulas
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de silice para retirar las grasas no pertenecientes a los
hidrocarburos totales de petréleo (HTP). Finalmente,
se cuantificaron las concentraciones de HTP durante
15 dias de cultivo en lote, mediante analisis de gra-
vimetria.

Las bacterias seleccionadas como potencialmen-
te degradadoras de hidrocarburos se identificaron
mediante amplificacién y posterior secuenciacion
del gen 16S ARNr. Las secuencias obtenidas se en-
samblaron utilizando la herramienta GAP5 (Bonfield
y Whitwham 2010). Las secuencias ensambladas
se alinearon manualmente con la base de datos de
SILVA (Quast et al. 2013), para su correspondiente
asignacion taxonémica.

Inmovilizacion del consorcio bacteriano en cap-
sulas de alginato de sodio

Concentraciones equivalentes de cada cepa po-
tencialmente degradadora de hidrocarburos se mez-
claron e inocularon en 1000 mL de medio de cultivo
liquido: (diésel 1.6 mL/L, fertilizante para plantas
con nitrégeno, fésforo y potasio [NPK] a 8 mL/L,
extracto de levadura 0.1 g/L, aforado hasta 1000 mL
con agua). Los cultivos se incubaron durante 48 h a
32 °C, con agitacion de 150 rpm. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado siguiendo las indicacio-
nes descritas por Lebkowska et al. (2011) con leves
modificaciones.

Se utilizaron soluciones al 2, 2.5, 3 y 4 % de al-
ginato de sodio preparadas en agua destilada a 70 °C,
homogenizadas y esterilizadas en autoclave por
el método de calor humedo (120 °C, 137.8 KPa,
20 min). Cada solucion de alginato se inoculd con
células del consorcio bacteriano hasta alcanzar una
concentracion de 1 x 10 UFC/mL. Después de su
homogeneizacion, las suspensiones bacterianas fue-
ron agregadas por goteo a una solucion estéril 0.1 M
de cloruro de calcio (CaCly) a 4 °C con agitacion
a 50 rpm (Sossa et al. 2008, Hoskeri et al. 2014),
resultando en la encapsulacion de la biomasa en la
matriz de alginato. Las capsulas se incubaron por 12 h
a4 °C en la solucion de CaCly para su estabilizacion.
Finalmente, las capsulas se lavaron con agua destilada
estéril para eliminar el exceso de iones de calcio antes
de suuso (Sultana et al. 2000, Chitivay Dussan 2003,
Young et al. 2006).

Para determinar la cantidad de biomasa inmobili-
zada, se anadid 1 g de cépsulas de alginato de sodio
a 9 mL de solucion salina (0.85 %). La mezcla fue
incubada en bafio termostatado a 30 °C por 15 min
y posteriormente se homogeniz6 con vortex suave
(Chitivay Dussan 2003, Wang et al. 2009). El proceso
se repitio hasta obtener la solubilizacion completa de

las capsulas. De la suspension obtenida se realizaron
diluciones seriadas en base diez, desde 107" hasta
1078, Cada dilucion fue procesada para el recuento de
microorganismos por microgota. De forma simulta-
nea se empled un segundo método de solubilizacion
celular por maceracion; sin embargo, no se encon-
traron diferencias significativas en comparacion con
el método de vortex (datos no mostrados).

Inmovilizacion del consorcio bacteriano en ma-
trices de poliuretano
La seleccion de la mejor matriz de inmovilizacion
de poliuretano (PU) se realizo mediante la evaluacion
de dos tipos de espumas. Por un lado, las denominadas
espumas de poliuretano (PUF, por sus siglas en inglés),
de tipo petroquimico y biodegradables, y, por otro
lado, las resinas resinas de poliuretano solidas (PUS).
Las PUF de origen petroquimico se denominaron
PUF#1 y PUF#37. Las biodegradables se designaron
como PUF#0, PUF#10, PUF#20, PUF#21, PUF#29 y
PUF#36. Estos nimeros hacen referencia a la relacion
entre los polioles y el diisocianato en cada una de las
espumas evaluadas. En este caso, se utilizaron PUF
biodegradables con aceite de ricino. Por otra parte,
el consorcio bacteriano se inmovilizé en tres PUS.
En las denominadas PUS#0 y PUS#15, los nlimeros
hacen referencia a la relacion entre el glicerol y el
diisocianato. La tercera PUS analizada es una resina
solida con fibra de vidrio en su interior denominada
PUS + VIDRIO. En total se analizaron 11 matrices.
Las PUF y PUS se cortaron en cubos de aproxi-
madamente 0.5 cm por lado y se lavaron tres veces
con agua destilada estéril. Posteriormente las piezas
se esterilizaron en autoclave (Ahuja y Souza 2009), se
secaron a 80 °C y se pesaron en una balanza analitica
OHAUS PA 214 (Parsippany, NJ) (Wang et al. 2013).
El ensayo se realizé en Erlenmeyers de 250 mL
con 100 mL de medio LB liquido, inoculado con
un 10 % de volumen del consorcio bacteriano cul-
tivado en el medio descrito por Lebkowska et al.
(2011) modificado y 1 g de matriz de poliuretano.
Los Erlenmeyers se incubaron a 25 °C con agitacion
constante (150 rpm) durante 24 h. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado (Gémez et al. 2008).
Subsecuentemente, las matrices se retiraron del
medio de cultivo y secadas a 80 °C, por 4 h. Final-
mente, fueron transferidas a un desecador y pesadas
repetidamente hasta alcanzar peso constante. La
diferencia de peso de las matrices secas antes y
después de su inmersion en el cultivo bacteriano
fue utilizada para calcular el peso de la biomasa
bacteriana inmovilizada por gramo de matriz de PU
(Moreno y Ospina 2008).
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La biomasa inmovilizada en matrices de poliu-
retano fue analizada por microscopia electronica de
barrido ambiental (MEBA) con un equipo Quanta
650 FEG, con imagenes de alta resolucion a alto vacio
por deteccion de electrones secundarios (SE). Las
matrices se sometieron a un proceso de recubrimiento
con particulas de carbon, a fin de crear una diferencia
de densidades electronicas en las superficies anali-
zadas (Hincapié y Ramirez 2009). Las imagenes se
obtuvieron de cortes laterales y transversales de 4 a
500 um. Adicionalmente, se realiz6 en MEBA un
analisis elemental de la superficie de la biopelicula
formada en la superficie de las matrices de poliu-
retano, mediante la sonda EDAX (serie SDD). Se
identificaron los elementos presentes en la muestra y
se evaluaron los porcentajes elementales en un punto
especifico en la superficie de la biomasa.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por duplica-
do y los datos obtenidos en la cuantificacion de bio-
masa inmovilizada se compararon mediante analisis
de varianza de un factor p < 0.05, con el programa
Statgraphics Centurion XVLI.

RESULTADOS

Conformacion del consorcio bacteriano

De las muestras de lodos contaminados con crudo,
se aislaron en medios LB liquido y s6lido, un total
de 29 cepas bacterianas. La inspeccion microscopica
de las cepas reveld un predominio de bacilos Gram
positivos (12 cepas), seguido de bacilos Gram nega-
tivos (10 cepas), cocobacilos Gram negativos (seis
cepas) y en menor cantidad cocos Gram positivos
(una cepa) (Fig. 1).

Todas las cepas bacterianas aisladas se mezclaron
en MBS con hidrocarburo. Durante el tiempo de
incubacion se evidencid cambio de coloracion en el
medio, acompafiado de aumento de la turbidez y for-
macion de estructuras micelares, tipicas en procesos
de degradacion de hidrocarburos (Riojas et al. 2010).

De un total inicial de 29 cepas inoculadas, cinco
(equivalentes al 17 %) fueron recuperadas al finali-
zar el ensayo. Todas las cepas viables al finalizar el
ensayo con posterior siembra en medio MBS con
hidrocarburo, se catalogaron como positivas en for-
macion de estructuras micelares.

El analisis conjunto en medio liquido de las cinco
cepas potencialmente degradadoras de hidrocarburos
en estado libre, evidencio una reduccion promedio
del 33 % de los HTP respecto a los valores iniciales

3%

41%

35%

Bacilos Gram positivos Bacilos Gram negativos

. Cocobacilos Gram negativos . Cocobacilos Gram positivos

Fig. 1. Tipos de bacterias potencialmente degradadoras de
hidrocarburos aisladas segun morfologia y tinciéon de
Gram (bacilos Gram positivos, bacilos Gram negativos,
cocobacilos Gram negativos, cocobacilos Gram positivos)

de todos los ensayos (Fig. 2). Luego del periodo de
incubacion, se realizaron analisis de morfologia y
secuenciacion, revelando la presencia de todas las
cepas iniciales del consorcio.

El analisis de las secuencias del gen 16S ARNr
permitio la asignacion taxondmica de las cepas
seleccionadas hasta el nivel de género (identidad
nucleotidica: > 95 %) (Rossell6 y Amann 2001). De
esta manera, se logrd establecer que el consorcio
bacteriano esta conformado por bacterias asociadas
alos géneros Bacillus sp., Pseudomonas sp., Serratia
sp., Enterobacter sp. y Raoultella sp. (Cuadro I).

Inmovilizacion del consorcio bacteriano por en-
capsulacion, empleando alginato de sodio

La inmovilizacion del consorcio bacteriano en
capsulas de alginato de sodio mostro resultados
positivos en las cuatro concentraciones de alginato
evaluadas. Se encontraron diferencias significativas
en la forma de las cépsulas, pero no en su tamafio. Los
resultados de la biomasa inmovilizada para cada con-
centracion de alginato se presentan en la figura 3a.
La comparacion de biomasa inmovilizada en las dife-
rentes concentraciones de alginato de sodio evidencid
diferencias estadisticamente significativas (95 % de
conflanza y p < 0.05). La concentracion de alginato
de sodio al 3 % inmovilizo la mayor cantidad de bio-
masa (8.1 x 10" UFC/g de capsulas). En contraste, el
ensayo con perlas de alginato de sodio al 4 % mostro
los valores mas bajos de biomasa inmovilizada.
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Fig. 2. Degradacion de hidrocarburos totales de petroleo (HTP) por el consorcio
bacteriano durante un periodo de incubacién de 15 dias

CUADRO 1. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS
CEPAS, INCLUYENDO VALORES DE SIMILI-
TUD CON LOS GENEROS MAS CERCANOS

Cepa Clasificacion Porcentajes de similitud
taxondmica (%)

Cepa 1 Bacillus sp. 100

Cepa 2 Pseudomonas sp. 99

Cepa 3 Serratia sp. 100

Cepa 4 Enterobacter sp. 98

Cepa 5 Raoultella sp. 99

Inmovilizacion del consorcio bacteriano en ma-
trices de poliuretano

A través de la comparacion multiple de las matri-
ces de poliuretano se observo que entre las matrices
solidas (PUS#0, PUS#15 y PUS + VIDRIO) y la
PUF#21 no existen diferencias estadisticamente
significativas, siendo éstas las matrices que menor
biomasa inmovilizaron (0.1 a 39 mg/g). Las matrices
PUF#37 y la PUF#10 retuvieron 252.1 y 256.8 mg/g
de biomasa, respectivamente (Fig. 3b). La caracteri-
zacion fisica de estas tltimas no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05, nivel de
confianza 95 %).

La figura 4 muestra micrografias de las células in-
movilizadas y biopeliculas adheridas en las matrices
de poliuretano analizadas mediante MEBA. En éstas
se observan claramente las porosidades propias de las
espumas de poliuretano (Fig. 4a-j). En la figura 41
se observan los bordes refringentes de la PUF#37 de
origen petroquimico, los cuales no fueron observados
en las demas espumas biodegradables analizadas. En
todas las matrices se observaron microorganismos ad-
heridos; no obstante, desde un punto de vista cualita-
tivo la alta densidad bacteriana presente en la PUF#10
fue mas evidente (Fig. 4d). Las matrices solidas de
poliuretano mostraron la formacién de pequenias bio-
peliculas localizadas preferentemente en los bordes

de las superficies de las matrices (Fig. 4k, m).
La formacion de estructuras morfologicamente
similares a exopolimeros se resalta en la figura 4n.

La composicion elemental de la biopelicula
formada en las PUF se determin6é mediante es-
pectrometria de dispersion de energia de rayos X
(EDS), analisis que se aplico a la PUF#10 por ser
¢ésta una de las matrices de poliuretano que mas
biomasa inmoviliz6 (Fig. 5). Se detectaron carbono
(47.9 %), oxigeno (21.2 %), nitrogeno (12.7 %),
sodio (7.6 %), fosforo (0.4 %), azufre (0.5 %), cloro
(8.5 %) y potasio (1 %) (Fig. 5). Elementos como el
hidroégeno estan sin duda presentes en las muestras
analizadas; sin embargo, las limitaciones de la técnica
hacen que las sefales de este elemento se traslapen
con las de otros elementos presentes.

DISCUSION DE RESULTADOS

La identificacion de microorganismos nativos
responsables de la biodegradacion de contaminantes
y su caracterizacion se han reportado como elementos
necesarios para la evaluacion, desarrollo y aplicacion
de estrategias de biorremediacion in situ (Echeverri
et al. 2010, Mrozik y Piotrowska 2010). Algunos
miembros del dominio Bacteria tienen la capacidad
de crecer, emulsificar y degradar hidrocarburos
derivados del petroleo (Pérez et al. 2008). La bio-
rremediacion de ambientes contaminados utilizando
bacterias biodegradadoras de hidrocarburos ha sido
exitosa utilizando tanto microrganismos de una sola
especie como consorcios bacterianos (Brune y Bayer
2012, Shankar et al. 2014).

Una de las ventajas de utilizar cultivos mixtos ra-
dica en la capacidad de degradar varios componentes
del contaminante de forma simultdnea y no de forma
secuencial, como cuando se degradan usando cultivos
puros (Barrios 2011). En este estudio se establecié un
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Fig. 3. Concentracion de biomasa inmovilizada en matrices organicas natural (las barras de error corresponden a la desviacion estandar
de cada medicion realizada por duplicado). (a) Biomasa inmovilizada en capsulas de alginato de sodio. (b) Cantidad de biomasa
inmovilizada en matrices de poliuretano. PUF: espumas de poliuretano, PUS: poliuretano solido

Fig. 4.

Micrografias en microscopia electronica de barrido ambiental en superficies de
las matrices de poliuretano y la adhesion del consorcio bacteriano. (a) PUF#0
(% 300). (b) PUF#0 con biopelicula del consorcio bacteriano adherido en la
superficie de uno de los poros (x 500). (c) PUF#10 (x 300). (d) PUF#10 con
presencia de biopelicula (x 5000). (e) PUF# 20 (x 300). (f) PUF#20, presencia
de biopelicula (x 1000). (g) PUF#29 (x 100). (h) PUF#29, formaciéon de bio-
pelicula en el borde de uno de los poros (x 10 000). (i) PUF # 37 (x 200). (j)
PUF#37 biopelicula formada por bacterias en la superficie de uno de los poros
(% 20 000). (k) PUS#0 (x 100). (1) PUS#0, bacterias adheridas a la superficie
y formacion de polisacaridos (x 20 000). (m) PUS#15, se observa biopelicula
en la esquina de la matriz (x 2000). (n) PUS#15, se observa la formacion de
biopelicula (x 80 000). PUF: espumas de poliuretano, PUS: poliuretano solido
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Fig. 5. Resultados del analisis elemental por espectrometria de dispersion de energia de rayos X
de la biopelicula formada en la espuma de poliuretano nimero 10 (PUF#10)

consorcio bacteriano potencialmente biodegradador
de hidrocarburos que en estado libre disminuy6 en
promedio 33 % de los HTP iniciales del cultivo. De
las cinco bacterias seleccionadas, una fue identificada
como Gram positiva de tipo bacilo y cuatro como
Gram negativas: tres bacilos y un cocobacilo. Las
cinco cepas potencialmente degradadoras de hidro-
carburos se recuperaron luego del cultivo en lote
por 15 dias. Este hecho evidencia que, en principio,
ninguna cepa es totalmente inhibida por accion de
las otras. No obstante, se carece de un analisis de
tipo cuantitativo de la dinamica poblacional de las
cepas utilizadas en el lote de cultivo para determinar
o inferir de forma mas clara sus interacciones.
Teniendo en cuenta las desventajas anteriormente
mencionadas de la utilizacion de células libres en
procesos de biodegradacion, el objetivo principal
de este trabajo estuvo enfocado a la inmovilizacion
de biomasa bacteriana proveniente de cepas con po-
tencial biodegradador de hidrocarburos. Durante la
inmovilizacion del consorcio bacteriano en matrices

de alginato de sodio, se observo que independiente-
mente de la concentracion del alginato, el indculo
inmovilizado no entra en contacto con el medio
exterior y la matriz actia como una barrera de pro-
teccion. Resultados similares fueron encontrados por
Chitiva y Dussan (2003). En este caso, el proceso
de biocatalisis ocurriria en un ambiente restringido
por las paredes de las membranas de alginato de so-
dio en forma de cépsula, mientras que el consorcio
bacteriano se encuentra en estado libre en su ntcleo
liquido. La membrana semipermeable de las capsulas
de alginato de sodio deberia permitir la difusion de
diferentes sustancias hacia los microorganismos en
su interior. Asimismo, eventuales exoenzimas produ-
cidas por el consorcio bacteriano podrian difundirse
al exterior de las particulas de alginato, por lo que el
efecto biodegradador no se limitaria inicamente al
area interna de las capsulas. Dentro de los factores
determinantes se encuentra el tamafio del poro en la
membrana y el didmetro interno del nucleo (Funami
et al. 2009, Martinez et al. 2015).
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En el presente estudio se encontrd heterogenei-
dad en la forma de las capsulas al usar diferentes
concentraciones de alginato de sodio. A concentra-
ciones bajas (2 y 2.5 %), se evidencio la formacion
de estructuras elipsoidales e irregulares mientras que
a concentraciones de 3 y 4 % las capsulas fueron
esféricas y homogéneas. Independientemente de la
concentracion utilizada, el didmetro de las capsulas
vari6 de 2 a 3 mm, tamafio similar al reportado por
Fleming et al. (2004). Por su parte, la concentracion
de biomasa inmovilizada present6 diferencias entre
las cuatro concentraciones de alginato de sodio es-
tudiadas. Los valores mas bajos de inmovilizacion
se presentaron en concentraciones del 4 %. La con-
centracion de alginato de sodio al 3 % inmovilizo
la mayor cantidad de biomasa (8.1 x 10’ UFC/g de
céapsulas). Esta concentracion de alginato de sodio
coincide con los resultados reportados por Tao et
al. (2009). El mismo estudio concluy6 que a esta
concentracion, caracteristicas como el rendimiento
de transferencia de masa y la estabilidad mecanica
también mejoran. Sin embargo, Callone et al. (2008)
menciona que, en comparacion con otras matrices, el
alginato presenta la desventaja de tener baja resisten-
cia mecanica y escasa durabilidad quimica, lo cual
puede dar lugar a fugas de células.

El analisis elemental obtenido al examinar las
biopeliculas evidencia los tipicos componentes celu-
lares procariotas, en este caso presumiblemente con
presencia de exopolimeros bacterianos. No obstante,
el presente trabajo s6lo supone la presencia de dichos
exopolimeros, pero dado su alcance no se determiné
la clase o la cantidad de éstos. En el analisis general
de la biopelicula (Fig. 5) el carbono representa cerca
del 50 % del peso seco, el oxigeno 32 %, el nitrogeno
14 %, el fosforo 3 % y el azufre 1 %; otros elementos
traza, entre los que se encuentran hierro, potasio,
magnesio, manganeso, cobalto, molibdeno, cobre
y zinc se encontraron en porcentajes similares a los
reportados en otros analisis (Madigan et al. 1999). No
obstante, las preparaciones de microscopia electroni-
ca (Fig. 4) permiten observar las células y estructuras
de adhesién, presumiblemente de tipo polimérico.
Teniendo en cuenta lo anterior, es probable que el
consorcio de bacterias conformado en el presente
estudio posea la capacidad de producir exopolimeros.
Este tipo de sustancias complementa otras estrategias
de adhesién de los microorganismos, como los pili 'y
las fimbrias. Se ha reportado que, en conjunto, estos
mecanismos favorecen la adherencia entre células,
asi como entre células y superficies inertes (Pérez
et al. 2008). Las células adheridas como parte de
las biopeliculas tendrian mayores posibilidades de

supervivencia y adaptabilidad, especialmente en
condiciones de estrés (Dasgupta et al. 2013, Wang
etal. 2015).

Las espumas de poliuretano son materiales poro-
sos que permiten la inmovilizacién de microorganis-
mos por adhesién (Chitivay Dussan 2003, Usha et al.
2010). El consorcio bacteriano en estudio se adhirio
a dichas matrices, formando una biopelicula en la
superficie similar a la reportada por Chitiva y Dussan
(2003) y Usha et al. (2010). El analisis estadistico
demostro que existen diferencias significativas en la
cantidad de biomasa inmovilizada en la mayoria de
las matrices de poliuretano analizadas. La excepcion
son las matrices PUS#0, PUS#15, PUS + VIDRIO y
PUF#21, que presentaron los valores mas bajos de
inmovilizacion de biomasa y no evidenciaron dife-
rencias significativas entre si en cuanto a cantidad de
biomasa inmovilizada.

Por otra parte, las matrices PUF#37 y PUF#10
inmovilizaron la mayor cantidad de biomasa, posi-
blemente por la extensa area superficial que ofrece
su caracter poroso. La alta biodegradabilidad de la
PUF#10 la hace un candidato ideal para usarse en pro-
cesos de biodegradacion de crudos. Esta matriz po-
dria ser particularmente 1itil en sistemas industriales,
donde la adicion de compuestos no biodegradables
se encuentra restringida. Por su parte, la PUF#37 de
origen petroquimico no es biodegradable y presenta
desventajas en términos de toxicidad, maleabilidad
y economia en comparacion con la PUF#10. Estas
condiciones hacen de la PUF#10 un tipo de espuma
favorable para el desarrollo de biabsorbentes, la
cual puede utilizarse con el doble propdsito tanto de
inmovilizar microorganismos como de bioabsorber
el compuesto a biorremediar (Fernandez et al. 2009,
Prabhavathi et al. 2014).

Diversos estudios han mostrado la eficiencia del
polipropileno, el alginato de sodio y muchos otros
agentes inmovilizantes (Diaz et al. 2002, Nuiial et al.
2014). Sin embargo, muchos de los trabajos de inmo-
vilizacion relacionados con hidrocarburos se enfocan
directamente a un solo método de inmovilizacion
0 una cepa particular. La utilizaciéon de consorcios
bacterianos plantea retos significativos desde el punto
de vista operacional. Este trabajo es una de las pocas
referencias con relacion al andlisis de consorcios
bacterianos conformados por multiples géneros, en
una amplia variedad de matrices de inmovilizacion
(Bayat et al. 2015).

Los resultados de nuestro estudio sugieren que
para obtener el mejor rendimiento de la actividad
bacteriana durante los procesos asociados a la in-
movilizacién, es necesario tener en cuenta que no



606 M.A. Reyes-Reyes et al.

todos los compuestos y concentraciones funcionan
de la misma manera sobre las diferentes cepas. Esto
ultimo es particularmente importante cuando se uti-
lizan consorcios de cepas nativas asociadas a sitios
contaminados.

En el presente trabajo se evaluaron no so6lo
diferentes concentraciones de alginato de sodio
para la inmovilizaciéon de consorcios bacterianos
incluyendo bacterias nativas, sino que ademas se
compard la inmovilizacioén del consorcio en matrices
de poliuretano, variando su composicion quimica y
estructural. La evidencia sugiere que los diferentes
agentes inmovilizadores son efectivos en diferentes
proporciones. Es muy probable que el tipo y fisio-
logia de los diferentes tipos de bacterias utilizados
influencien directa o indirectamente la adherencia de
¢éstas a los diferentes tipos de matrices.

CONCLUSIONES

El consorcio bacteriano fue conformado por
cinco cepas bacterianas aerobias pertenecientes a
los géneros Bacillus sp., Pseudomonas sp., Serratia
sp., Enterobacter sp.y Raoultella sp. Se considero el
consorcio como potencialmente degradador de hidro-
carburos, ya que todas las cepas formaron estructuras
micelares y en conjunto redujeron la concentracion
de los HTP en un 33 % en el medio de cultivo con
hidrocarburos como unica fuente de carbono.

Los ensayos de inmovilizacion del consorcio
se llevaron a cabo mediante la evaluacion de una
variedad de matrices naturales (alginato de sodio)
y sintéticas (poliuretano). Se determind que la con-
centracidon optima para la inmovilizacién de este
consorcio en particular usando alginato de sodio fue
del 3 %. Esta favorecio la formaciéon de capsulas
con bordes regulares y la inmovilizacion de la ma-
yor cantidad de unidades formadoras de colonia por
gramo de capsula.

El anélisis estadistico demostré que existen dife-
rencias significativas entre la biomasa inmovilizada
en la mayor parte de las matrices de poliuretano
analizadas. De estas ultimas destacaron PUF#37
y PUF#10, con mejor rendimiento en la adhesion
de los microorganismos. No obstante, la PUF#10
es en principio mas atractiva para tratamientos de
biorremediacion por su caracter biodegradable. Este
trabajo destaca la necesidad de realizar analisis de in-
movilizacion previos a procesos de bioremediacion,
particularmente cuando se trata de microorganismos
nativos. Con base en nuestros su comparacion con
los reportados en la literatura, se evidencia que la

eficiencia para la inmovilizacion celular de diferen-
tes cepas en matrices es probablemente un proceso
altamente dependiente de las especies a inmovilizar.
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