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Introduccion. Uno de los factores limitantes para la
mineralizacion de mezclas de hidrocarburos es la incapacidad
de los microorganismos presentes para metabolizar fracciones
con estructuras quimicas complejas como aromaticos y polares
(1). Muchos cultivos mixtos pueden degradar petréleo crudo
pero rara vez consumen mas del 50% (2). Las dos estrategias
principales para el aislamiento de microorganismos son €l
aislamiento en placa y en cultivos sucesivos o de
enriquecimiento, en ambos casos se proveen condiciones
(fuente de C, concentracion de sales o pH), que favorezcan el

crecimiento de los microorganismos de interés (3).

El objetivo de este trabajo fue aislar cepas microbianas capaces
de biodegradar fracciones especificas de hidrocarburos, a partir
de larizésfera de Cyperus Laxus Lam. (planta nativa de un sitio
contaminado con hidrocarburos).

Metodologia. El cultivo de enriquecimiento se llevd a cabo en
botellas de 500 mL en medio liquido (ML) y sdlido (MS). El

inéculo se tomé de una suspension de suelo rizosférico (200g)
de Cyperus Laxus Lam Como Unicas fuentes de carbono se
adicionaron hidrocarburos aliféticos (6000 ppm) y una mezcla
de arométicos/polares (4000 ppm, 2:1). Estos se obtuvieron por
fraccionamiento en columna a partir de crudo Maya pretratado
térmicamente. Para los cultivos en MS se empled agrolita como
soporte (6.4g/botella, y humedad de 80%), afiadiéndose los
hidrocarburos solubilizados en Hexano, se evaporo el solventey
el material se esterilizd. Para el cultivo en ML se adicionaron
45 mL de medio mi neral/botella_ En los dos tipos de cultivo €l
inéculo fue de 1.0 x10° (bacterias) y 1.9 x10* (hongos) UFC/mL
de medio de cultivo. El enriquecimiento se realiz6 transfiriendo
un inéculo del 10%: 5 mL para ML y 3.4 g (materia himeda)

para MS. El consumo de O, se realiz6 de forma continua en un
equipo de respirometria. Como criterio de transferencia durante
el enriquecimiento se considerd el punto en el que se alcanzb la
velocidad maxima de consumo de O,. Al final de cada etapa de
cultivo se determind la cuenta viable para bacterias (medio
AST) y hongos (medio PDA).

Resultados y Discusion. En la Figura 1 se muestra la cinética
de consumo de oxigeno durante el enriquecimiento en ML y
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Figura 1. Consumo de O, duranteel enriquecimientoenmedioliquido (" )(ge

izquierdo) y sdlido (») (eje derecho), con aliféticos como fuente de carbono.
Cada curvarepresenta una etapa consecutiva de cultivo.

MS con alifaticos como fuente de carbono. En la primera etapa
de enriquecimiento tanto en ML y MS se presenté una fase de
adaptacion de 20 y 36 h respectivamente, esta fase se redujo en
las etapas posteriores. En medio liquido la velocidad méxima de

consumo de Q (segunda etapa de enriquecimiento) fue de
1526 mg de O,/L*h y 526 mg de Q/L*h en ML y MS,
respectivamente. El comportamiento observado en MS
posiblemente se debe a una baja biodisponibilidad de los
hidrocarburos.
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Figura2.Consumo de O,duranted enriquecimiento enmedioliquido () aon
aromati cos/polares como fuente de carbono.

En la Figura 2 se presenta el consumo de O, en ML con la
mezcla de aromaticos y polares, se observa que la fase de
adaptaciéon fue més larga (1.6 veces) que la obtenida con
alifaticos, ademas el consumo méimo de oxigeno fue 3 veces
menor que con alifaticos, la velocidad maxima de consumo fue
de 32 mg de Q/L*h. En MS con la misma fuente de C se
presentd un consumo inferior a los 100 mg de G,/L (datos no
mostrados). La diferencia en el consumo de oxigeno entre
aliféticos y aromaticos/polares puede deberse a la toxicidad y/o
recalcitrancia de esta Ultima fraccion (2). Las cuentas viables de
bacterias en ML, con aliféticos y aromatlcos/polares se
mantuvieron en valores arededor dé 1x10° y 6x10° UFC/mL
respectivamente. Se aislaron 12 cepas bacterianas y 2 hongos
filamentosos a partir delos cultivosen ML y MS.

Conclusiones. El andlisis de la velocidad maxima de consumo
de Q resultd un criterio adecuado para la transferencia del

cultivo (enriquecimiento). Con este método fue posible aislar
microorganismos capaces de utilizar como fuente de C
alifaticos o arométicos/polares tanto en ML como MS. Con las
cepas aisladas sera posibl e disefiar cultivos mixtos definidos, asi
como analizar la composicién de las comunidades enriquecidas
por medio de la deteccidn de huellas digitales gendmicas.
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