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Abstract
The capacities of biodegradable were evaluated, isolated microbial consortia in the
port area near the Panama Canal, resulting from enrichment in different carbon
sources. The inoculation was performed with 5 g of sediment in 250 ml Erlenmeyer
flasks with 0.055% naphthalene, phenanthrene and pyrene. Growth was determined
by the optical density (OD) colorimetric method and the droplet counting method. The
identification procedure was performed using biochemical tests API Coryne System
(bioMérieux). This study the growth capacity, triplicate concentrations ranging from
125 ppm to 2000 ppm were added and incubated at 28 ∘ C with constant stirring at
150 rpm. Rhodococcus equi strains were found with greater abundance relative to
Corynebacterium propingun (3:2). According to the Monod Equation, Ks of 458 mg/L
and Ks of 403 mg/L were obtained and the 𝜇max obtained were 1.38X107 CFU/mL/h
and 1.11X108 CFU/mL/h. It is recommended to analyze the kinetics of biodegradation
at concentrations higher than 2000 mg/L in order to find the inhibition constant;
Perform bioassays with different combinations of hydrocarbons and compare the
kinetics of isolated versus kinetic strains in a consortium.

Keywords: Growth capacity, enrichment, carbon source, insulation, biodegradation
kinetics.

Resumen

Se evaluaron capacidades biodegradativas, consorcios microbianos aislados en la zona
portuaria cerca al Canal de Panamá, resultantes del enriquecimiento en distintas
fuentes de carbono. La inoculación se realizó con 5 g de sedimento en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con 0,055% de naftaleno, fenantreno y pireno. El crecimiento
se determinó por el método colorimétrico por densidad óptica (OD) y el método de
recuentos en gotas. El procedimiento de identificación se realizó mediante pruebas
bioquímicas API Coryne System (bioMérieux). Para estudiar la capacidad de crec-
imiento, se les adicionó concentraciones en triplicado que van desde 125 ppm a
2000 ppm e incubados a 28 ∘ C con agitación constante a 150 rpm. Se hallaron cepas
Rhodococcus equi con mayor abundancia en relación a la Corynebacterium propingun
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(3:2). De acuerdo a la Ecuación de Monod, se obtuvo K𝑠 de 458 mg/L y K𝑠 de 403 mg/L
y las �max obtenidas fueron 1.38X107 UFC/mL/h y 1.11X108 UFC/mL/h. Se recomienda
analizar las cinéticas de biodegradación a concentraciones mayores a 2000 mg/L con
la finalidad de encontrar la constante de inhibición; realizar bioensayos con diferentes
combinaciones de hidrocarburos y comparar las cinéticas de cepas aisladas versus
cinéticas en consorcio.

Palabras claves: capacidad de crecimiento, enriquecimiento, fuente de carbono, ais-
lamiento, cinética de biodegradación.

1. Introduction

Los microorganismos se adaptan o desarrollan su metabolismo en función de los
parámetros físico-químicos (pH, temperatura, humedad) así como de los compuestos
químicos que se encuentran en su ambiente inmediato. El petróleo y los hidrocarburos
se encuentran naturalmente presentes en el suelo, lo que ha permitido a muchos
microorganismos acostumbrarse a su presencia y utilizarlos para sobrevivir (Wayens,
2004). Pseudomonas es el género que con mayor frecuencia se aísla de ambientes
contaminados con hidrocarburos (Norman et al., 2002) y de la cual mayor información
ha sido registrada; se conoce su capacidad para crecer sobre una amplia variedad de
hidrocarburos del petróleo como benceno, naftaleno, tolueno (Haigler et al., 1993),
gasolina, kerosene y diésel (Wongsa et al., 2004). En su gran mayoría las bacterias
degradadoras de hidrocarburos se encuentran en el grupo de Gram negativas (Ruberto
et al., 2003). En esta investigación se presentan resultados y discusiones de diferentes
bioensayos de crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones de naftaleno como
única fuente de carbono. Por otra parte, se aísla e identifica las cepas con capacidad
degradativa y se realiza una cinética de crecimiento.

2. Metodologia

Se evaluaron las capacidades biodegradativas, de tres consorcios microbianos resul-
tantes del enriquecimiento en distintas fuentes de carbono y energía. El naftaleno,
pireno, y fenantreno, adquirido de Sigma-Aldrich, fueron utilizados como única fuente
de carbono para el enriquecimiento de bacterias degradantes. El consorcio bacteriano
fue aislado a partir de cinco sitios de muestreo en la zona cerca al Canal de Panamá
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(Bahía de Manzanillo). La inoculación se realizó con 5 g de sedimento en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con 0,055% naftaleno, fenantreno y pireno. El crecimiento se
determinó por el método colorimétrico densidad óptica (OD). Se utilizó un medio basal
HC como única fuente de carbono (MN), la composición del medio basal en 1 litro fue:
NaH2PO4, 3 ml; KH2PO4, 10 mL; NH4SO4 10 mL; MgSO4, 1 mL; y Elementos Trazas, 10;
con 23 gramos de NaCl, Hernandez et al. (2001). El procedimiento de identificación se
realizó mediante pruebas bioquímicas convencionales utilizando el sistema comercial
API Coryne System (bioMérieux). Para estudiar la capacidad de crecimiento, al medio,
se les adicionó diferentes concentraciones de naftaleno en triplicado que van desde
125 ppm y 2000 ppm e incubados de 28 ∘ C con agitación constante a 150 rpm. Cada 24
h se tomaron alícuotas para su análisis por espectroscopia UV y recuento en placas con
agar nutritivo (Aranda et al., 2003). Paralelamente, 1 ml de muestra se almacenó a -20
∘C para su posterior análisis por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC-DAD). El
crecimiento de las colonias fue medido utilizando la técnica estándar de recuento en
gotas de acuerdo a Domínguez et al. (2004).

3. Resultado y discusion

En las cinco muestras de sedimentos se aislaron aquellos microorganismos que son
capaces de consumir naftaleno, pireno y fenantreno como única fuente de carbono, el
aislamiento se realizó mediante (Hernández, 1997) para aumentar las probabilidades
de obtención de un consorcio microbiano. Este hecho, permitió seleccionar bacilos y
cocobacilos Gram negativos y positivos en los cinco hábitats estudiados. Al final de
las transferencias sucesivas se obtuvieron cinco cepas, se identificaron las bacterias
mediante la utilización de un API Coryne, de los cuales tres de las cepas pertenecían
a la cepa Rhodococcus equi y las otras dos a la Corynebacterium propingun, dos a pH
7.3 y tres a pH 6.2 con un buen crecimiento celular. En la Figura No. 1, las dos bacterias
encontradas, fueron incubadas en medio mínimomineral (MMN) a iguales condiciones
ambientales, demostrando mejor condición la bacteria Rhodococcus equi, siendo esto
objeto de este estudio.

Se observa que los microorganismos fueron capaces de crecer exponencialmente
utilizando como única fuente de carbono el naftaleno. En los casos del Pireno y
Fenantreno, no hubo evidencia de crecimiento exponencial en el período estudiado
(430 h). Esto coincide con resultados como los obtenidos por González et al., (2010);
Haritash y Kaushik (2009); Salazar (2010) que encontraron que mientras menor es la
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Figura 1: Curva de tolerancia de los microorganismos estudiados Rhodococcus equi ( ) y Corynebac-
terium propingun ( )

cantidad de anillos en la molécula, mayor es la capacidad de biodegradación de las
bacterias. (Figura No. 2)

Figura 2: Curva de tolerancia en medio líquido del consorcio bacteriano. La curva manifiesta los sustratos
Pireno ( ), Naftaleno ( ) y Fenantreno ( ).

Estos resultados muestran que este tipo de cepa bacteriana que se encontró en
el sedimento (Rhodococcus equi) tiene una buena capacidad de crecer en el sustrato
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de fácil asimilación; además, también es un indicativo de que contiene una población
microbiana activa, lo cual es típico de zonas cercanas a descargas de aguas con alta
materia orgánica (Ramírez, 1998). Sin embargo, también muestran que tiene una baja
capacidad para adaptación y/o degradación de compuestos poliaromáticos de alto
peso molecular como es el caso del fenantreno y pireno. Para modelar la cinética
de crecimiento, la cual de acuerdo a autores como Mihelcic (2001) y Mihelcic et al.

(2012) es proporcional al consumo de sustrato (en este caso naftaleno), se utilizaron
las velocidades iniciales de crecimiento. Como se observa en la Figura No.3, ambas
curvas (septiembre 2012, julio 2013) tienden a modelar la cinética de tipo Monod, sin
inhibición, y llegando a una capacidad de carga, de la Rhodococcus equi. Sin embargo,
en la cinética de crecimiento de septiembre de 2012, todavía no se evidencia la llegada
a la capacidad de carga.

Figura 3: Modelo de crecimiento de la Rhodoccocus equi correspondiente (a) septiembre de 2012 y (b) julio
de 2013.

De acuerdo a Navdeep, et al. (2013), demostrarón que la velocidad de crecimiento
depende de la afinidad del compuesto al microorganismo, como también la influencia
del tóxico y de la adición de otro compuesto como co-sustrato, lo cual es determinante
en la obtención de la constante de saturación y de inhibición en el caso de Young et

al., (2005), la K𝑠 fue 2874 mg/L utilizando lodo contaminado de hidrocarburo como
co-sustrato. En este estudio, utilizando naftaleno como única fuente de carbono, se
observó que la K𝑠 fue mayor (458 mg/L) a la T∘de 30∘C en relación a cuando la T∘fue
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menor de 26∘C, donde la K𝑠 tuvo un valor de 403 mg/L, esto sustenta lo encontrado
por Bitton (2005); Huertas (2010); Lara (2011), que a mayores temperaturas mayor
es la capacidad de un organismo de consumir un sustrato. Si existe una población
tolerante a la contaminación, esta contaminación puede participar en la recuperación
del equilibrio del sitio contaminado como fue reportado por (David y Raymond, 1998).
Como se observa en la Figura No. 3, ambas curvas tienden a modelar la cinética de
tipo Monod, sin inhibición, y llegando a una capacidad de carga, de la Rhodococcus

equi. Sin embargo, en la cinética de crecimiento, todavía no se evidencia la llegada a
la capacidad de carga.

4. Conclusiones y recomendaciones

En el sedimento de la Bahía de Manzanillo se encontró que las cepas Rhodococcus equi
y Corynebacterium propingun, cuentan con la capacidad de degradar naftaleno como
única fuente de carbono. Para el caso del fenantreno y pireno, no se evidenció crec-
imiento. Es importante resaltar que no se han encontrado otros estudios en los cuales
el Rhodococcus equi, se halla utilizado como agente biodegradador de algún compuesto
orgánico recalcitrante. El Rhodococcus equi fue la cepa que se encontró con mayor
abundancia, en relación a la Corynebacterium propingun (3:2). De acuerdo a la Ecuación
de Monod, se encontraron la μ𝑚𝑎𝑥, μ𝑚𝑎𝑥/2 y K𝑠 (constante de saturación), para ambos
períodos. La K𝑠 refleja la capacidad de un organismo para adquirir recursos (sustrato,
en este caso naftaleno en mg/L). Así, las tasas máximas de crecimiento específico
(�max) obtenidas fueron para septiembre de 2012, 1.38X107 UFC/mL/h y para julio de
2013 1.11X108 UFC/mL/h. Cabe señalar que en ambos escenarios la temperatura fue
de 30 ∘C para los ensayos de septiembre de 2012 y de 26∘C para los ensayos de julio
2013. De los seis (6) bioensayos de crecimiento de la cepa Rhodococcus equi utilizando
como única fuente de carbono naftaleno, se presentaron los dos comportamientos
de crecimiento y los dos modelos cinéticos de crecimiento más representativos (sep-
tiembre 2012 y julio 2013); obteniendo K𝑠 de 458 mg/L a la T∘de 30∘C y K𝑠 de 403
mg/L a la T∘de 26∘C, esto sustenta lo encontrado por Bitton (1994); Huertas (2010);
Lara (2011), que a mayores temperaturas mayor es la capacidad de un organismo
de consumir un sustrato. Se recomienda analizar las cinéticas de biodegradación de
naftaleno a concentraciones mayores a 2000 mg/L con la finalidad de encontrar la
constante de inhibición; además, realizar bioensayos con diferentes combinaciones de
hidrocarburos. Por último, se deben comparar las cinéticas de cepas aisladas versus
cinéticas en consorcio.
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