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Introduccién. La remediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos aplicando microorganismos degradadores es una
edrategia cuyo éxito depende de la capacidad de los
microorganismos usados. Muchos consorcios presentan  una
efectividad menor ala esperada cuando son aplicados en los sitios de
interés (1). Una dternativa es € disefio de cultivos mixtos definidos
(CMD) especidizados en la biodegradacion de hidrocarburos.
El objetivo de este trabgo fue evaluar la biodegradacion de
hidrocarburos totales de petrdleo y sus fracciones por dos cultivos
mixtos definidos.

M etodologia. Indeulos utilizados. Los CMD se disefiaron en base a
la predominancia de las poblaciones durante la biodegradacion,
analizada por dectroforess en gel con gradiente de desnaturaizacion
(DGGE). Las cepas bacterianas s adaron previamente y
corresponden a Bacillus cereus (BclA), Pseudomonas sp.
(P2AP), Gordonia rubripertincta (Gr3A), Bacillus subtilis
(Bs7A), Bacillus subtilis (Bs9A) y U10AP (No identificada). Se
utilizd6 una mezcla estandarizada para preparar los CMD (2). Se
probaron: @ CMD B (seiscepas) y b) CMD C (tres cepas).

Ensayos de biodegradacion. Se redlizaron en botellas (250 mL) con
45 mL de medio mi nerd e hidrocarburos totaes (HT) como fuente
de C (10 000 mg L™). Se determind & consumo de O, y la
produccién de CO,. Al final de los ensayos se extrgeron los
hidrocarburos residuades y se fraccionaron por cromatografia en
columna.

Andlisisde la dinamica de poblaciones por DGGE. Seaid6 el DNA
d find de los ensayos de biodegradacion (3). Posteriormente, s2
amplificd por PCR d fragmento correspondiente a las regiones
varigbles V6 a V8 del gen 16S rDNA. La obtencién de los pefiles
gendmicoseredizo por DGGE (gradiente de 44%0/54%, 16ha85V (3).

Resultados y Discusién. Después de 11 dias de cultivo con €
CMD B se alcanzdé un nivel de biodegradacion de HT de
arededor del 40% (Tabla 1). Este valor es superior a reportado
con cultivos mixtos (11%) en (4). De acuerdo a los resultados
(Tabla 1), lafraccion alifatica fue lamas consumida, seguida de
la aromédtica y polar. Estos valores fueron superiores a los
obtenidos anteriormente con un cultivo similar compuesto por
10 cepas bacterianas (2). ESto representa un mejoramiento en la
eficiencia debido posiblemente d establecimiento de interacciones
positivas entre las cepas dd CMD B. De acuerdo a los perfiles
gendmicos (Figura 1) las cepas PRAP, Gr3A y UI10AP
predominaron d final del cultivo por lo que se seleccionaron para
congituir d CMD C.

Con e CMD C se registré una biodegradacion (Tabla 1) menor a
30% después de 10 dias de cultivo. El consumo de diféticos fue del
41%, mientras para arométicos y polares fue menor a 6%. Tanto la
biodegradacion como la tasa de consumo de HT fueron
menores que las obtenidas con e CMD B. El consumo de la
fraccion polar fue de arededor del 20%, mientras que con el
CMD C fue menor a 3%. Las fracciones aromética 'y polar del
petréleo se han sefialado como dificiles de degradar, en este
caso, su remocion posiblemente se debié a co-oxidacion en
presencia de aliféticos de facil consumo.

Tabla 1. Biodegradacion (B) y tasas de biodegradacion (TB) de

hidrocarburos totales y las fracciones al final de los ensayos con  CMD

By CMD A. Promedios y desviaciones estdndar de tresrepeticiones.
Hidrocarburos DMCB DMCC

B(%) TB(mgL'd) B(%) TB(mgL*'d"
HT 405+15 3667+154 277104 280841
Aliféticos 46.4+20 2822+108  41.2+06  271.1%43
Aromédticos  31.0+x47 666+75 5.6+0.3 13.3+0.7
Polares 196+£22 146%15 20+02 25+03

Los perfiles gendmicos (Figura 1) mostraron que las cepas PS2AP,
Gr3A y U10AP predominaron durante € cultivo con HT. Los
resultados indican que la reduccién de seis cepas (CMD B) a tres
(CMD C) no mgor6 dgnificativamente la capacidad de
biodegradacion de HT por e CMD C. Sin embargo, este indeulo fue
cgpaz de degradar lafraccion aométicay polar.
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Figura 1. Perfiles gendmicos de DGGE (region V6-V8 del 16SrDNA),
parael CMD By el CMD C en los ensayos con HT.

Conclusones Con los cultivos mixtos definidos probados *
acanzaron tasas de biodegradacion entre 280y 366 mg L™ d™. Los
mayores niveles de biodegradacion se alcanzaron con el CMD
B constituido por seis cepas. El andisis de los perfiles gendmicos
obtenidos durante & proceso de biodegradaci on permitié la seleccion
de cepas predominantes para la preparacion de cultivos mixtos
definidos con potencia agplicacion en stios contaminados con
hidrocarburos
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