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RESUMEN

condiciones hipersalinas, nos lleva a plantearnos si existen microorganismos que puedan tolerar estas condiciones y ser usado 

 
sp,  sp,  y . Estos microorganismos muestran una alta tolerancia para crecer a niveles 

 y  sp. Estos 
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that the bacteria isolated correspond to:  sp,  sp,  and . These organisms 
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INTRODUCCIÓN

La industria petrolera es un gran consumidor 

Los requisitos ambientales en crecimiento y el cambio 
en la legislación sobre el cuidado del agua, han 
impulsado a muchas industrias a buscar formas de 
reducir el consumo de agua y considerar la posibilidad 

siglo, muchos sistemas de tratamiento de aguas 
residuales industriales han sido desarrollados con 

liberación de aguas (Abed  2006).

La salinidad y la temperatura son los parámetros 
clave, que intervienen en el proceso de degradación 

de los contaminantes, tales como la solubilidad y 
viscosidad (Abed et al., 2006). 

el tratamiento de aguas residuales (Aboulhassan 
et al., 2006). El agua de producción de petróleo es 

Volúmenes considerables de agua salada se 

de petróleo producido (Sauer, 1991), hasta 10 veces 
más del volumen de petróleo producido (Ribeiro, 
1995). El agua de producción colectada puede 
contener bacterias con un alto potencial para la 
degradación de hidrocarburos en condiciones 
extremas de salinidad y temperatura (Nazina , 
2005; Cunha , 2006). 

En general, la diversidad y potencial metabólico de 

disminuir a medida que las condiciones ambientales 
se vuelven más extrema (Margesin & Schinner, 2001). 
En alta salinidad, la biodegradación de hidrocarburos 
es reducida debido a la menor diversidad microbiana 

y la baja solubilidad de los hidrocarburos y oxígeno 
(Patzelt, 2005; Mnif , 2009).

han sido reportados, entre los que podemos 
mencionar a  (Wang et al., 2007), 

 (Yakimov et al., 1998), 
(Gauthier et al., 1992),  (Borzenkov et al., 
2006),  (Golyshin et al., 2002), 
(Yakimov et al., 2003),  (Kumar et al., 2007; 
SASS et al., 2008),  (Chamkha et al., 
2008), entre otros. 

Hasta el momento, la especie que presenta el mayor 
potencial para la degradación de hidrocarburos en 
condiciones de alta salinidad (30%) es 

 K-3959 (Kuznetsov et al., 1992). En 

su potencial de degradación de hidrocarburos en 
condiciones de alta salinidad.

MATERIAL Y MÉTODOS

El presente estudio fue realizado en colaboración 
entre el Magister Elmer Erasmo Gonzales Limache 
de la Universidad Estadual de Campinas (UNICAMP-
Brasil) y el Prof. José Antonio Valeriano Zapana, 
docente de la Universidad José Carlos Mariátegui 

Universidad Estadual de Campinas (UNICAMP).

Las bacterias fueron obtenidas por aislamiento 

el tratamiento de las aguas de producción de la 
empresa petrolera PETROBRAS. Para esto se tomó 
5 ml del lodo y se procedió a realizar una dilución 
seriada en solución salina (10-1 a 10-8), luego 100 
µl de cada dilución fue inoculado en medio de 

1985), las placas fueron llevadas a una estufa con 
30°C durante 5 días. Después del crecimiento 
de las bacterias presentes en la muestra, cada 
colonia fue reinoculada sola en una nueva placa, 
este procedimiento fue realizado hasta obtener 
colonias puras.
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el ADN genómico fue extraído de las bacterias 
aisladas (el número de aislamiento obtenidos 
se detallan en los resultados), de acuerdo con el 
protocolo descrito por Soolinger et al. (1993). El 
resultado de la extracción fue visualizado en un 
transiluminador UV.

10f (5´ GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 3´) y 1100r 
(5´AGG GTT GCG CTC GTT G 3´) (Lane, 1991). 

en 1 ciclo a 95°C durante 2 min; 30 ciclos a 94°C 
durante 1 min, 55°C durante 1 min y 72°C durante 

3 min. Cada reacción contenía: tampón de PCR 
(Invitrogen) 1X, 1.5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP mix 
(Invitrogen), 0,5 mM de cada primer, 2.0 U de Taq 
polimerasa (Invitrogen) y 5,0 ul de la muestra de 

electroforesis en un gel de agarosa al 1.2%.

El secuenciamiento de los fragmentos obtenidos fue 

para el gen ARNr 16S obtenidas con cada primer, 
fueron ensambladas en una única secuencia de 

phredPhrap (Ewing , 1998).

Después del montaje de las secuencias, éstas 
fueron comparadas con secuencias de la base de 

y RDP (Ribosomal Database Project, Wisconsin, 
EE.UU). Las secuencias fueron alineadas 

et 

et 

Antes realizar los ensayos de biodegradación, fue 
comprobada su capacidad de crecer en presencia 
de hidrocarburos como única fuente de carbono 

bromuro de 2,5-difeniltetrazolio), que se basa en 
la evaluación de la respiración bacteriana (Johnsen 

, 2002). 

para el ensayo fueron los siguientes: Hexadecano 
(1%) (Vasconcellos , 2010), Fenol (0.02%) 

Fenantreno (0.01%) y Pireno (0.01%) (Zhou , 
2008); Benzopireno (0.005%) (Juhasz , 2000), 
las concentraciones fueron escogidos de acuerdo a 

 

Los ensayos de biodegradación fueron realizados 

con las concentraciones de hidrocarburos descritos 
anteriormente. Las bacterias fueron crecidas en 

de hidrocarburos, durante 20 días. La evaluación 
de la biodegradación fue realizada a cada 5 días 
a través de un Cromatógrafo Gaseoso acoplado 
a Espectrometría de Masas (GC-MS), todos los 

Passarini  (2011). 

RESULTADOS  

como  ( ), 
( ),  ( ) y 

 ( ), como se muestran en la 
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Bacteria 2

Bacteria 3

Bacteria 4

Bacteria 1

Hexadecano Fenol Fenantreno Pireno Benzopireno

Brevibacterium casei + - - + + +

Halomonas sp. + - + + + -

Idiomarina sp. - + + + + +

+ + + + + +

para evaluar su crecimiento frente a hidrocarburos 

pireno y benzopireno). Los resultados muestran 
(Tabla 1) que la 4 bacterias metabolizan los diferentes 

 y 

valores de bootstrap son presentados en todos las ramas. El análisis del bootstrap fue realizado en base a 
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DEGRADACIÓN (%)

Hexadecano Fenol Fenantreno Pireno Benzopireno

Brevibacterium casei 65,9 - - 53,1 48,6 35,0

Halomonas sp. 5,8 - 48,8 53,0 57,2 -

Idiomarina sp. - 29,1 38,8 64,4 58,4 36,3

84,3 52,2 47,9 26,6 25,0 31,2

 Degradación de hidrocarburos por las bacterias estudiadas, mediante CG-MS. 

1 2

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0
3

Tiempo (dias)

Fenol
Naftaleno

Fenantreno
Pireno
Benzopireno

B
io

d
e

g
ra

d
a

ci
ó

n
 (

%
)

4 5 (A)

1 2

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0
3

Tiempo (dias)

Naftaleno

Fenantreno
Pireno

B
io

d
e

g
ra

d
a

ci
ó

n
 (

%
)

4 5 (C)

Hexadecano

 1 2

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0
3

Tiempo (dias)

B
io

d
e

g
ra

d
a

ci
ó

n
 (

%
)

4 5

Hexadecano
Fenantreno

Pireno
Benzopireno

(B)

1 2

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0
3

Tiempo (dias)

Fenol

Naftaleno
Fenantreno
Pireno

Benzopireno

B
io

d
e

g
ra

d
a

ci
ó

n
 (

%
)

4 5 (D)

Hexadecano

 Curva de biodegradación para los hidrocarburos evaluados durante 20 dias. (A) , (B) 
 , (C) , (D) .

Después de 20 días de seguimiento, las 4 bacterias 

los diferentes hidrocarburos. Los análisis fueron 

realizados individualmente para cada muestra, 
a través de Cromatógrafo Gaseoso acoplada 
a Espectrometría de Masas (GC-MS), como se 
muestra en la Tabla 2. Las curvas de degradación 
para cada bacteria son mostradas en la Figura 2.

DISCUSIÓN

El éxito de la biorremediación en derrames 
de petróleo depende de la disponibilidad de 
los microorganismos adecuados, los factores 
ambientales y la composición del aceite derramado 
(Mashreghi , 2005 y Echeverri , 2010).

En relación con la metodología empleada en 
el estudio, varios autores coinciden en que la 
selección de microorganismos a través de pruebas 

puros enriquecidos con derivados de petróleo, es 

evaluar la adaptación y supervivencia de cepas 
tolerantes a elevadas concentraciones de petróleo 
(Mackey , 1996 y Echeverri , 2010)

En cuanto a la concentración de 10 % NaCl ensayado 
en el presente estudio demuestran que los 
microorganismos aislados sp,  
sp, y presenta 
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una alta tolerancia y capacidad de biodegradación 

y Pireno 0.01% Benzopireno 0.005%) siendo más 
 sp y  .

Muchas especies del género ya han 
sido aisladas de ambientes moderadamente salinos 
e hipersalinos, tales como, , 

observó que esta bacteria era capaz de crecer en 

, 
2015).
hipersalina en Corea del Sur (Choi & Cho, 2005), y 
mostró capacidad para crecer en un medio con 1-20% 

de 5-10%.  

(Ivanova et al., 2000), entre muchos otros estudios 
reportados, los cuales sugieren la adaptación del 
género  a condiciones de alta salinidad. 
El porcentaje de degradación observado en este 
estudio para  sp. son resultados inéditos, 
ya que en la literatura no hay reportes de degradación 
individual de hidrocarburos. Apenas existe un 
estudio de  10d-4T (Ivanova 

, 2000), que es capaz de degradar petróleo en 
consorcio con otras especies. 

sido reportados como degradador de una amplia 

de hipersalinidad, como el ácido benzoico, ácido 

fenilpropiónico, ácido fenol, ácido p-cumárico, ácido 

bifenilo (Zhuang , 2012). Halomonas alimentaria 

con petróleo crudo en China, y mostro capacidad de 
crecer a una concentración de 1% -20% de NaCl (
v) ( , 2012). Seis especies diferentes de 
Halomonas, 

 fueron aisladas 
de laguna salina en la India, y fueron capaces de crecer 
de 0,6 % a 18,6% de NaCl (Sahay , 2011). 

La especie del generao ya ha sido reportada 
en otros trabajos, por ejemplo  fue 
aislado de pozos de petróleo en Río de Janeiro (Cunha 

, 2006);  
medio asociado con petróleo y mostro capacidad de 

(Mancera , 2007);  fue 
aislado de aguas residuales de Nigeria, y mostro 
capacidad de degradar hidrocarburos (Rojo, 2009).

fueron aislados de ambientes asociados a 
petróleos.  fue aislado de 

Gendy, 2014);  se aisló a 
, 2004) y 

 se aisló de un 
sistema de tratamiento de aguas residuales y 

, 2013). Los resultados 
obtenidos, corroboran los datos ya publicados, pero 
con porcentajes de degradación menores. 

En general, los resultados obtenidos en los ensayos 
de biodegradación revelaron la preferencia de las 
bacterias para la degradación de hidrocarburos 

degradación, estos valores contrastan con la 
literatura, que establece que la fracción de 
compuestos saturados son más fácilmente 
degradados que los no saturados (Alexander, 
1999). Estos resultados se podrían explicar por la 

componentes de petróleo, algunos de los cuales 
degradan preferentemente hidrocarburos lineales, 

, 2005).

CONCLUSIONES

•  y  sp son 
microorganismos que muestran mejores 

hidrocarburos.

• Las bacterias analizadas en este estudio 
representa apenas una fracción de la diversidad 

Muchas otras especies seguramente se seguirán 
reportando bajo otras condiciones como medio 
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