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RESUMEN. El conocimiento científico acerca del papel que desempeñan los microorganismos en el tratamiento de agentes conta-
minantes del medio ambiente como el petróleo, es esencial para prevenir y controlar los daños que puedan ocasionar los derrames 
o fugas de estos contaminantes. La degradación de petróleo es un proceso que puede ocurrir de forma natural por  los microor-
ganismos nativos de las zonas contaminadas aprovechando sus rutas metabólicas. Por esta razón, en estos momentos se prevé 
que los microorganismos pueden ofrecer esta posibilidad en tecnologías basadas en el uso de estos en la remediación de la 
contaminación ambiental por petróleo y sus derivados. En el presente trabajo, se estudió la biodegradación de petróleo por cepas 
aisladas de suelos contaminados con petróleo, mediante un aislamiento realizado por enriquecimiento secuencial utilizan-
do petróleo Mesa 30/Puerto escondido (80 : 20) como única fuente de carbono y energía. Se aislaron 9 cepas bacterianas, cinco 
Gram negativas y cuatro Gram positivas, que fueron identificadas según el Manual Bergey´s, 1994. Las pruebas bioquímicas 
evaluadas confirmaron que las cepas aisladas AT14, AT15, AT16, AT17 y AT18 corresponden a Pseudomonas aeruginosa. En 
este estudio, se  seleccionó la cepa Pseudomonas aeruginosa AT18, por mostrar mayor crecimiento sobre petróleo como única 
fuente de carbono y energía al obtenerse 1,83 g/L de biomasa celular, lo que representa un 57 % de biodegradación de petróleo. 

ABSTRACT. The scientific understanding about the role microorganisms carry out in the treatment of polluting agents of the 
environment as to oil, are essential to prevent or to control the damages that can cause the spills or flights of these. The degrada-
tion of oil is a process that can happen in natural form by native microorganisms of contaminated zone whenever they have the 
appropriate metabolic routes. For that reason in this moment to improve that the microorganisms can offer these possibilities to 
technologies based on the use in the remediation of the contamination are being developed. In the present work the biodegra-
dation of petroleum by isolated strain of soil contaminated of petroleum was studied. The isolation was carried out by sequential 
enrichment using as carbon and energy source petroleum crude Mesa 30/Puerto Escondido (80 : 20). Nine bacterial strains were 
isolated, of which five were negative Gram and four positive Gram, which were identified by the Bergey`s Manual, 1994. 
The biochemistry test confirmed that the isolated strains AT14, AT15, AT16, AT17 and AT18 belong to Pseudomonas aeruginosa. 
In this study the Pseudomonas aeruginosa AT18 was selected to show high growth in oil as one source of carbon and energy to 
obtain 1.83 g · L-1 of cell biomass which represents 57 % of biodegradation of oil. 

INTRODUCCION
La industria petroquímica es importante en toda 

sociedad, no obstante, la falta de un programa de pro-
tección ambiental hace que el medio se vuelva más 
frágil ante derrames de petróleo o mareas negras por el 
deterioro de oleoductos, descargas de efluentes conta-
minados, afloramientos naturales a través de las fisuras 
de la corteza terrestre y transporte y almacenamiento de 
este recurso natural.1

Los dispersantes químicos utilizados para la reme-
diación de los ambientes contaminados con petróleo, 
pueden causar un mayor impacto ecológico que el 
mismo derrame, por su toxicidad y recalcitrancia a la 
biodegradación.2 Una mejor alternativa de solución 
es la biorremediación, tecnología emergente que apro-
vecha la capacidad metabólica de los microorganismos 
(levaduras, bacterias, hongos, microalgas), plantas y 
sistemas biológicos (enzimas) para degradar, biotrans-
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formar o hacer ambas cosas a estos contaminantes. 
Básicamente la biorremediación permite acelerar los 
procesos biodegradativos que de forma natural ocurren 
en los ecosistemas contaminados. Las comunidades 
microbianas en ecosistemas contaminados tienden a ser 
dominadas por aquellos organismos capaces de utilizar 
o de sobrevivir a compuestos tóxicos. Sin embargo, 
cuando las bacterias Gram negativas (Ej. Pseudomonas 
aeruginosa) dominan el sistema (como es frecuente en 
el caso de ambientes contaminados con hidrocarburos), 
el conocimiento derivado de los biomarcadores lipídicos 
se limita al estado nutricional o fisiológico de la comu-
nidad bacteriana más que a su diversidad. 

El estudio de la diversidad microbiana y de la 
dinámica de sus poblaciones en consorcios biodegra-
dadores, esta creciendo notablemente en el área de la 
ecología microbiana, lo cual ha permitido profundizar 
en el conocimiento acerca de la composición de las 
comunidades presentes en suelos contaminados, así 
como su evolución durante los procesos de biodegra-
dación, para determinar cuáles son los microorganis-
mos capaces de adaptarse y de explorar los hábitats 
contaminados. Asimismo, teniendo en cuenta que el 
metabolismo de sustratos orgánicos en sistemas natu-
rales se produce mediante interacciones metabólicas 
complejas con la participación de microorganismos 
diferentes, es necesario estudiar las poblaciones mi-
crobianas presentes en el suelo de la forma más repre-
sentativa posible. Sin embargo, la mayor parte de los 
microorganismos presentes en muestras ambientales 
no se pueden cultivar en medios de cultivo en el labo-
ratorio (solamente un 0,1a un 0,01 % son cultivables) y 
los que son cultivables pueden no ser representativos 
de la población presente en la muestra.3-6

Se ha estudiado, mediante técnicas moleculares la 
estructura y composición de comunidades microbianas 
asociadas a ambientes contaminados por crudos de 
petróleo;7-10 el uso de estas técnicas provee una apreciación 
clara de varias características importantes de las comu-
nidades, específicamente la biomasa viable, la estructura 
de la comunidad y el estado nutricional o la presencia de 
respuestas a estrés en bacterias Gram negativas.

La selección de microorganismos a través de pruebas 
sucesivas de crecimiento poblacional en cultivos puros 

ricos en petróleo, es una estrategia eficiente para evaluar la 
adaptación y supervivencia de cepas tolerantes a elevadas 
concentraciones de petróleo. Los resultados de estas prue-
bas confirman la selección de las cepas más tolerantes y 
adaptadas, dependiendo de estas el  éxito en las siguientes 
etapas de tratamiento tanto de suelos  como de aguas con-
taminadas con petróleo.11

En la industria del petróleo, la presencia de compuestos 
pesados constituye un problema tanto para la extracción, 
como para la transportación y  refinación, siendo mayores los 
daños al  medio ambiente, lo que  implica disminución del 
beneficio económico  reportado por los petróleos con estas 
características.12 En este caso, se encuentra  la mayoría de los 
petróleos cubanos. Existen bacterias indígenas del petróleo 
capaces de utilizarlo para su crecimiento y mantenimiento, 
conocidas como bacterias degradadoras de hidrocarburos. 
Dentro de ellas, se encuentran las del género Pseudomonas, 
que se caracterizan por su versatilidad metabólica. Su fun-
ción es convertir sustratos habitualmente no degradables 
en metabolitos fácilmente asimilables o que puedan ser 
atacados por enzimas codificadas cromosómicamente.

Es por ello que el presente trabajo tuvo como objeti-
vos fundamentales aislar e identificar cepas bacterianas 
con capacidad para biodegradar fracciones de petróleo 
y seleccionar la de mayor capacidad biodegradadora 
como una alternativa para la solución de los problemas 
de contaminación generados por este mineral en la in-
dustria petrolera cubana.

MATERIALES Y METODOS
Origen y toma de las muestras

Las muestras fueron tomadas de suelos contamina-
dos con petróleo en los alrededores del primer reservorio 
del sistema de tratamiento de residuos en la Refinería 
del Petróleo “Hermanos Díaz” en Santiago de Cuba, las 
cuales fueron conservadas en frascos ámbar estériles y 
procesados dentro de las 24 h de su colecta.

Aislamiento y selección  de  cepas degradadoras de 
petróleo

El aislamiento de cepas bacterianas degradadoras de 
petróleo se llevó a cabo por el método de enriquecimiento 
secuencial, empleando como fuente de carbono y energía 
crudo de petróleo Mesa 30/Puerto Escondido (Fig. 1). 

Fig. 1. Esquema del sistema de enriquecimiento secuencial para el aislamiento de cepas bacterianas 
degradadoras de petróleo a partir de suelos contaminados con crudo.
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El enriquecimiento se realizó empleando medio 
mineral modificado del medio diseñado por Zajic y 
col.13 compuesto por (g · L-1): KH2PO4  0,05; NH4Cl  0,1; 
K2HPO4  0,1; KH2PO4 0,05; KCl  0,01; MgSO4 · 7H2O  0,05; 
CaCl2  0,001; FeSO4 · 7H2O  0,001. Además, se le adicio-
naron 0,05 mL de una disolución de oligoelementos de 
composición porcentual: B (0,026), Cu (0,05), Mn (0,05), 
Mo (0,006) y Zn (0,07). Como fuente de carbono se utilizó 
petróleo intermedio (Mesa 30/Puerto Escondido) 0,2 % (v/v). 
Los componentes del medio fueron esterilizados en 
autoclave a 120 ºC durante 20 min . Las disoluciones de 
oligoelemento fueron esterilizadas a través de un filtro 
de 0,22 μmol/L . En 50 mL de este medio, se preparó el 
pre-inóculo de 24 h de incubación, 1 mL de inóculo del 
cultivo a una longitud de onda de 600 nm equivale a 
una  densidad óptica (DO) aproximadamente igual a  
2 (DO600 nm ≈ 2).

Para la selección de las cepas degradadoras de petróleo, 
se realizó la evaluación de su  crecimiento en placas que con-
tenían petróleo como única fuente de carbono y energía.

Una vez aisladas las cepas, se procedió a estudiar sus 
capacidades biodegradadoras. Para ello, se llevó a cabo 
un ensayo de biodegradación con crudo de petróleo. Cada 
una de las cepas aisladas se incubaron en erlenmeyers 
de 100 mL (capacidad nominal) con 20 mL de medio 
mineral y 0,02 % (p/v) de crudo de petróleo y 0,5 g · L-1 de 
extracto de levadura. Se inocularon 100 μL de resuspen-
sión de las cepas, a una turbidez equivalente de 
0,9 unidades de absorbancia a 600 nm . Se utilizaron con-
troles abióticos (sin inóculo). Los cultivos se incubaron en 
agitación horizontal a 150 r/min, 30 ºC y en oscuridad durante 
15 d . Además, se realizaron ensayos de crecimiento de 
las cepas aisladas, en placas con medio salino y naftaleno 
considerando que en la fracción aromática del petróleo 
utilizado es el compuesto más abundante. La actividad 
se evaluó midiendo el halo de degradación.

Determinación del crecimiento bacteriano

Para la determinación de la población microbiana, se 
utilizó el método de recuento directo en microscopio ópti-
co (Olympus BH-2), mediante la cámara de Neubawer. La 
visualización de las muestras del cultivo obtenido en el 
enriquecimiento secuencial para el aislamiento de cepas 
degradadoras de hidrocarburos, se prepararon llevando 
a cabo tinciones de Gram, técnica de tinción diferencial 
que permite clasificar las bacterias en Gram positivas 
y negativas, según el tipo de coloración  que adquieran 
y se observaron las preparaciones  en el microscopio 
óptico Olympus BH-2.14

Análisis del crudo de petróleo

El crudo de petróleo residual de medios y controles 
fue extraído con diclorometano (5 x 10 mL) por extracción 
líquido-líquido en muestras duplicadas. Los extractos 
fueron secados con sulfato de sodio anhidro, concentrado 
en un evaporador rotacional y posteriormente, secados 
con una corriente suave de nitrógeno para su análisis 
del modo siguiente:

Columna cromatográfica. Todos los extractos fueron 
fraccionados, resuspendidos en 1 mL de diclorometano 
y cargados en una columna de vidrio (30 X 1 cm de 
diámetro) rellena con 10 g por cada 5 % de alúmina con 
agua desactivada (70 a 230 mallas, Merck). La fracción 
total de hidrocarburos del petróleo (TPH) fue obtenida 
por elusión con 100 mL de diclorometano.

CG-FID. La biodegradación de compuestos satu-
rados de las fracciones de TPH fueron verificadas por 
cromatografía gaseosa con detector de ionización de 

llama (GC-FID) en cromatógrafo de gases Termoquest 
Trace 2000. Los componentes fueron separados sobre una 
columna capilar DB5 (25 m por 0,32 mm (i.d.) con película 
de 0,25 μm . La temperatura fue llevada a 35 ºC por dos 
minutos y entonces programada para 310 ºC a una veloci-
dad de 4 ºC · min-1. La temperatura final fue mantenida 
por 10 min, las del detector y el inyector fueron de 320 y 
290 ºC respectivamente. El flujo del gas helio fue de 
1,1 mL · min-1 y el volumen de inyección fue de 1 μL .

Identificación de microorganismos

El aislamiento de las cepas se realizó por siembra 
en estrías sobre placas de agar triptona soja (TSA), a 
partir de un banco de diluciones seriadas, las cepas se 
identificaron utilizando pruebas bioquímicas clásicas 
para determinar el género y la especie según el Manual 
Bergey’s.14  Las cepas obtenidas fueron depositadas en 
la Colección de Cultivos del Centro de Estudios de Bio-
tecnología Industrial (CCEBI), Universidad de Oriente, 
Santiago de Cuba e identificando a cada una de ellas 
mediante un código.

Identificación molecular de Pseudomonas aeruginosa

Aislamiento de ácidos nucleicos por calor: extractos 
celulares hervidos.

Para la obtención del ácido desoxirribonucleico 
(ADN) total a partir de la cepa microbiana seleccionada 
(Pseudomonas aeruginosa AT18), se utilizó una estra-
tegia basada en la lisis por calor de extractos celula-
res, un cultivo de 12 h en 5 mL LB, a partir de cultivo 
puro con dodecilsulfato-proteinasa K (SDS) y trata-
miento con BCTA (bromuro de cetiltrimetilamonio).15 

El producto de la reacción de polimerización de 
nucleótido obtenida del PCR fue determinada en 
ambas direcciones usando cebadores universales 
con un juego de reactivos de secuenciación de ADN. En 
todas las experiencias se utilizaron 50 µL de volumen 
de reacción con 1,25 unidades de AmpliTaq Gold 
Polimerasa (Perkin-Elmer, Alemania), 10 mmol/L de 
Tris HCL (pH 9,0); 50 mmol/L de KCL; 1,5 mmol/L 
MgCl2; desoxinucleosido trifosfato a una concentración 
de 200 µmol/L; 0,5 µmol/L de cada cebador y 1 µmol/L 
de ADN molde. Las reacciones de PCR se realizaron 
en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 
(Applied Biosystems). Para construir la librería de clo-
nes recombinantes con insertos que contenían casi la 
totalidad del gen que codifica para el  16S ARNr de la 
cepa microbiana, se utilizaron cebadores F27 y R148815-

16 y los cebadores F341-GC y R907,15,17 empleando para 
ello el programa II de PCR. El producto de la reacción 
de secuenciación fue analizado con secuenciador de 
ADN Modelo 34700 (Perkin–Elmer). La secuencia del 
gen que codifica para el 16S ARNr fue alineada con 
la secuencia publicada en la Base de Datos GenBank 
usando BLASTn 2,2.1,18 FASTA 319 y RDP,20 alineada y 
comparada con el programa de computación.

Análisis de la superficie celular

Para visualizar la superficie celular una vez finalizado 
el período de incubación, se procedió al análisis de los 
cultivos celulares por Microscopia Electrónica Secuen-
cial (SEM), las muestras se centrifugaron, después se 
depositaron sobre un portaobjeto rectangular de vidrio, 
pretratado con poli-L-lisina durante 20 min . Para el 
proceso de fijación se utilizó glutaraldehído 2,5 % en diso-
lución estabilizadora de cacodilato de sodio 3-hidrato 
(0,1 mol · L-1, pH = 7,2), dejándose actuar durante 1 h . 
Para retirar el glutaraldehído, se añadió cacodilato 
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(0,1 mol · L-1, pH = 7,2) sin llegar a tocar la muestra. Se 
realizarn dos lavados de 10 min . Luego, se realizó la 
fijación con OsO4  1 % (disolución estabilizadora de 
cacodilato 0,2 mol · L-1 de OsO4 2 %) durante 1 h . Final-
mente, se realizó el secado con acetona (50, 70, 90 y 
100  %) durante 20 a 30 min . Se deshidrató y se secó por el 
método del punto crítico, se recubrió con una capa fina de 
oro mediante el sistema de pulverización catódico (Jeol 
JFC-1100) y la observación se realizó en un microscopio 
electrónico FIE Quanta-200 marca Philips.

Biodegradación de petróleo por Pseudomonas aeru-
ginosa AT18 (CCEBI 1044)

La biodegradación de petróleo por la cepa  Pseudomonas 
aeruginosa AT18 (CCEBI 1044) se estudió en un período de 
20 d (480 h) y se dio seguimiento cada 5 d (120 h) empleando 
como medio de cultivo el medio mineral descrito anterior-
mente. Para ello, se inocularon en matraces erlenmeyers 
estériles de 300 mL, 100 mL de medio mineral y un 2 % (v/v) 
de una suspensión celular de Pseudomonas aeruginosa 
AT18 (DO600 nm ≈ 2) obtenido del pellet centrifugado (10 min, 
5 000 r · min-1 ) en fase exponencial. El medio de cultivo fue 
preparado a partir de disoluciones concentradas de cada 
uno de sus componentes, esterilizadas durante 20 min 
a 120 ºC y 101 325 Pa  (1 atm). Como fuente de carbono se 
utilizó 0,2 % (v/v) del crudo de petróleo Mesa 30/Puerto 
escondido (80 : 20), procedente de la planta refinadora de 
petróleo “Hermanos Díaz”. El medio se ajustó en todos 
los casos a siete unidades de pH con NaOH 2 mol/L . 
Los cultivos fueron incubados durante 480 h en un agitador 
orbital a 150 r · min-1 y 30 ºC .

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento e identificación de las cepas aisladas

Se conoce que las bacterias son el grupo microbiano 
más versátil en la biodegradación de hidrocarburos; el 
96 % de las aisladas de medios líquidos (lagos, ríos y 
lagunas) presentan capacidad de crecer y emulsificar 
hidrocarburos derivados del petróleo,21 y el enrique-
cimiento del medio favorece esta actividad. Entre los 
géneros más estudiados destacan bacterias del género 
Pseudomonas y Bacillus. Estos géneros pueden crecer 
en las interfases y producir exopolímeros para adherir-
se. Algunas, también utilizan estructuras celulares su-
perficiales específicas como los pili y las fimbrias.22 Otras 
bacterias producen tensoactivos y bioemulsificantes 
que disminuyen la tensión superficial entre el petróleo 
y el medio acuoso, facilitando el acceso microbiano a 

la fuente de carbono insoluble para su degradación.23 
Así, en la biodegradación de hidrocarburos, se utilizan 
bacterias con elevada capacidad degradativa, entre 
estas: Brevibacterium, Spirillum, Xanthomonas, Alca-
ligenes, Nocardia, Vibrio, Micrococcus, Pseudomonas 
aeruginosa, Bacillus, etc.24

Del enriquecimiento realizado, se aislaron 9 cepas 
bacterianas, de las cuales cinco fueron Gram negati-
vas y cuatro Gram positivas. Se escogieron las cepas 
de bacterias Gram negativas para el estudio en la 
degradación del petróleo Mesa 30/Puerto Escondido, 
las cuales presentaron morfología bacilar y olor dul-
zón característico del género Pseudomonas. A partir 
de estos resultados, se procedió a la identificación,  
utilizando diferentes ensayos clásicos presuntivos y 
confirmativos (Tabla 1).

La aparición del color rojo, indicó la fermentación 
de la lactosa en el Agar McConkey por la bacteria, medio 
de cultivo donde se favorece, además, el crecimiento de 
bacterias Gram negativas. 

La permanencia de coloración roja (básico) en el me-
dio Kliger, indicó la no fermentación de glucosa y lactosa 
y la ausencia de puntos negros en el medio indicó la no 
producción de gas (H2S).

Al observar diariamente los tubos hasta los catorce 
días, en la prueba O/F, el viraje de color azul verdoso a 
amarillo, indica que el microorganismo ha producido 
acidez a partir del azúcar, se consideró como +/-, es 
decir, que el microorganismo actúa sobre la glucosa 
de forma oxidativa (O) mientras que no presenta acti-
vidad fermentativa (F), lo que presume el aislamiento 
de cepas de Pseudomonas sp. al poseer esta bacteria un 
metabolismo oxidativo.

La pigmentación del medio del cultivo King A y B 
indicó la producción de un pigmento sideróforo de color 
azul (piocianina) y de un pigmento amarillo verdoso 
(pioverdina). La capacidad para producir pigmentos 
como pioverdina (fluoresceína) y piocianina es una 
característica importante para la identificación de es-
pecies de Pseudomonas. Algunas de ellas elaboran sólo 
fluoresceína (ej. P. fluorescens) y otras ambos pigmentos 
(ej. P. aeruginosa). La piocianina solamente es producida 
por Pseudomonas aeruginosa. 

El ensayo citocromo-oxidasa pone de manifiesto 
la presencia de esta enzima con la aparición  de una 
coloración púrpura sobre la línea de inoculación. Pseu-
domonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo capaz 
de producir esta enzima.

Ensayos AT14 AT15 AT16 AT17 AT18

Colonias (TSA) Lisas, opacas Rugosas, opacas Grisáceas Lisas, opacas Lisas, opacas

Gram Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G-

McConkey + + + + +

Kliger Básico Básico Básico Básico Básico

Motilidad + + + + +

Citocromo-oxidasa + + + + +

O/F +/- +/- +/- +/- +/-

Catalasa + + + + +

Hidrólisis  de la gelatina + + + + +

King A y King B Azul Azul Azul Azul Azul

Crecimiento a 42 ºC + + + ++ +++

Tabla 1. Pruebas bioquímicas para la identificación de cepas de Pseudomonas. Aeruginosa.
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La positividad de otros ensayos como: la prueba de la 
catalasa, hidrólisis de la gelatina, motilidad y crecimien-
to a 42 ºC, que demuestran, la hidrólisis del peróxido de 
hidrógeno, en H2O y O2; la presencia de enzimas proteo-
líticas que licúan la gelatina (gelatinasas); la difusión 
del crecimiento a los lados de la línea de inoculación, 
indicando que el microorganismo es móvil (presencia 
de flagelos) y el crecimiento óptimo a esta temperatura, 
respectivamente, demuestran la presencia  de Pseudo-
monas aeruginosa (Tabla 1).

El género Pseudomonas está constituido por baci-
los Gram negativos, móviles por flagelación polar. Se 
encuentra normalmente en el suelo y son patógenos 
oportunistas en animales, plantas y humanos. Entre 
los microorganismos del género Pseudomonas de-
gradadores de hidrocarburos, se encuentra la especie 
aeruginosa, conocida como bacilo piociánico o de pus 
azul (Fig. 2a); pertenece a la familia Pseudomonada-
ceae, subgrupo de las fluorescentes, ya que producen 
pigmentos verde amarillentos solubles en agua.25 Es 
un bacilo recto o ligeramente curvado (Fig. 2b), Gram 
negativo, con olor dulce y aromático debido a la produc-
ción de trimetilamina. Pseudomonas  aeruginosa causa al 
hombre distintos problemas, pero esta bacteria también 
tiene diversas aplicaciones biotecnológicas, sobre todo 
en el área ambiental. Así, se sabe que es uno de los po-
cos organismos capaces de degradar alcanos de cadena 
ramificada, produce biosurfactantes que son útiles para 
la limpieza de aguas contaminadas con hidrocarburos y 
además posee la capacidad de absorber metales pesados 
tales como Pb, Cr y Zn.26-27 Cuando, estas bacterias se 
adhieren a una superficie, las células se diferencian por 

formar microcolonias cubiertas por una matriz extrace-
lular que eventualmente llegan a constituir una película. 
Las bacterias que forman la biopelícula tienen un metabo-
lismo distinto a las células que crecen en medios líquidos, 
uno de las diferencias más aparentes es su disminuida 
sensibilidad a antibióticos y otros agentes tóxicos.

La identificación taxonómica, finalmente confirmó 
que las cepas  AT14, AT15, AT16, AT17 y AT18 (Tabla 1), 
pertenecen a la especie de Pseudomonas aeruginosa, 
que tiene un papel importante en la biodegradación 
de hidrocarburos. Leahy y Cowel,28 indicaron que los 
microorganismos degradadores de hidrocarburos más 
importantes, tanto en aguas como en suelos son: Pseu-
domonas sp., Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, 
arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium y Nocardia; 
Así, además  Marc Viñas29 encontró en un  consorcio 
microbiano AM, a partir de suelos contaminados con  
gasoil,  tres cepas del género  Pseudomonas, las que se 
encuentran dentro de un grupo importante de bacterias 
degradadoras de petróleo y sus derivados s.30 Este con-
sorcio es capaz de degradar diferentes familias de 
hidrocarburos de un crudo de petróleo pertenecientes 
a la fracción saturada y la aromática.31-32

Selección de la cepa de Pseudomonas aeruginosa 
degradadora de hidrocarburos

Para la selección de la cepa de P. aeruginosa degra-
dadora de hidrocarburos se utilizó su crecimiento sobre 
petróleo como única fuente de carbono y energía. Todas 
las cepas mostraron crecimiento (Tabla 2), siendo Pseu-
domonas aeruginosa AT18 la que mayor crecimiento 
mostró, al obtenerse 1,83 g · L-1 de biomasa celular. Sobre 
la base de este resultado se seleccionó la cepa AT18 para 
los ensayos de biodegradación.

La especie Pseudomonas aeruginosa, se encuentra 
entre las de mayor resistencia a ambientes agresivos con  
capacidad  nutricional  para mineralizar gran variedad 
de  hidrocarburos del petróleo. Se describe con capaci-
dades para degradar tanto compuestos alifáticos como 
aromáticos y poliaromáticos en condiciones aerobias, 
microaerófilas y desnitrificantes.33-34

Sobre esa base, se consideró oportuno realizar 
un ensayo de crecimiento en placas con medio salino 
y naftaleno para evaluar la degradación de la fracción 
aromática del petróleo que es de las más complejas de 
degradar (Tabla 2). Este ensayo permitió detectar la capa-
cidad degradadora de naftaleno por las cepas aisladas, el 
cual forma parte de los hidrocarburos aromáticos, espe-
cíficamente de los policíclicos (HAPs). Estos últimos son 
los de mayor toxicidad y al mismo tiempo, los más recalci-
trantes a los métodos convencionales de remediación. Se 

Fig. 2. (a) Bacilo Gram negativo piociánico o de pus azul 
de Pseudomonas aeruginosa AT18, crecida en placa de TSA 
a 37 ºC (Foto digital realizada con Cámara Digital Acer de 
6 Mpixel). (b) Bacilo recto o ligeramente curvo se observa-
ron en imagen de Microscopia Electrónica Secuencial de 
Barrido de Pseudomonas aeruginosa AT18 cultivada en 
TSA a 37 ºC realizado en FIE Quanta-200 marca Philips 
con magnificación de 10 000x a 20,00 kV .

(b)(a)

Tabla 2. Crecimiento de cepas de Pseudomonas aeruginosa sobre petróleo y sobre medio salino 
con naftaleno durante 120 h de incubación.

Cepa Crecimiento

Pseudomona aeruginosa Petróleo       
Biomasa  (g · L–1)

Medio salino con naftaleno. 
Halo de degradación.

AT14 0,39 ± 0,02 –

AT15 0,66 ± 0,04 –

AT16 0,78 ± 0,03 +

AT17 1,09 ± 0,06 ++

AT18 1,83 ± 0,1 +++

(–) no existencia de halo.  (+) halo ≥ 0,5 cm .  (++) halo ≥ 0,5 cm ≤ 1,0 cm .  (+++)  halo ≥ 1,0 cm .
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ha descrito una gran variedad de géneros bacterianos 
degradadores de HAPs, que incluyen: Achromobacter, 
Acidovorax, Acinetobacter, Aeromonas, Agrobacte-
rium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Beijerinc-
kia, Burkholderia, Comamonas,Corynebacterium, 
Flavobacterium, Microbacterium, Micrococcus, Mo-
raxella, Mycobacterium, Neptunomonas, Nocardia, 
Paenibacillus, Porphyrobacter, Pseudomonas, Rals-
tonia, Rhodococcus, Sphingomonas, Streptomyces, 
Vibrio y Xanthomonas, según  la base de datos publi-
cada por la Universidad de Michigan, que reúne cepas 
degradadoras de moléculas orgánicas. Es necesario 
un buen conocimiento y control de la eliminación de 
los HAPs en los ecosistemas terrestres y acuáticos 
por los microorganismos para aplicarlo a tecnologías 
de biorremediación. 

Como se observa en la tabla 2, las cepas AT14 y AT15 
no crecen sobre naftaleno; mientras que las cepas AT16, 
AT17 y AT18 mostraron crecimiento positivo sobre la 
fuente de carbono. El halo de degradación  en la cepa 
P. aeruginosa AT18 fue el de mayor diámetro (Φ > 1 cm), 
el cual se debe a la ruptura del anillo y formación de los 
intermediarios de oxidación.

Dado los resultados (Tabla 2), se seleccionó la cepa 
Pseudomonas aeruginosa AT18 para el estudio de biodegra-
dación de hidrocarburos, a la cual se le realizó el análisis de 
secuencias del gen que codifica para el  16S ARNr y análisis 
de los ácidos grasos, cuyos resultados demostraron que la 
cepa aislada es 100 % Pseudomonas aeruginosa, con un 
total de 1 482 pares de bases según BLATSN.17  

Degradación de petróleo por Pseudomonas aerugino-
sa AT18 (CCEBI 1044)

La degradación del crudo de petróleo por Pseudo-
monas aeruginosa AT18, se estudió durante 480 h de 
incubación. Ella es capaz de crecer sobre petróleo como 
única fuente de carbono y energía (Fig. 3), con lo que 
se alcanza 0,93 g · L–1 de biomasa celular a los 420 h de 
cultivo. La figura 4  muestra un crecimiento diáuxico, 
característico de la asimilación de dos o más fuentes 
de carbono.35 La primera fase de crecimiento se inicia 
entre las 24 y 36 h de incubación hasta las 72 h, tiempo 
en el que se alcanza 0,31 g · L-1 de biomasa celular. En las 
36 h que duró esta primera fase, la velocidad específica 
de crecimiento (µ) fue de 3,5 · 10-2 h-1. Finalmente, se 
observa una segunda fase exponencial entre las 96 y 
480 h de incubación con una µ de 2,4 · 10-3 h-1 y 0,95 g · L-1 
de biomasa celular.

Se observó que a medida que aumenta el tiempo dis-
minuye la velocidad de crecimiento. Este hecho sugiere 
una mayor complejidad de las fracciones de petróleo 
que comienzan a degradarse en las diferentes fases 
de crecimiento.

En la primera etapa, se deben degradar las fracciones 
más sencillas del crudo: n-alcanos y parafinas de cadenas 
cortas, las cuales se incorporan por oxidaciones sucesivas a 
través de la  β-oxidación.36 Los hidrocarburos alifáticos son 
los que se degradan con la mayor rapidez, se oxidan sus mo-
léculas y se incrementa su solubilidad. La mayoría de los 
microorganismos convierten el n-alcano al correspondiente 
alcohol terminal por medio de mono-oxigenasas, la cual 
hidroliza el carbono terminal mayoritariamente mediante 
la utilización del átomo de una molécula de oxígeno como 
aceptor terminal de electrones.32 Esto explica que la velo-
cidad de crecimiento diáuxico que presenta Pseudomonas 
aeruginosa AT18 sobre petróleo (Fig. 3) puede deberse a 
las características de este sustrato (mezcla compleja cre-
cimiento en esta primera fase sea 10 veces mayor que en 
la segunda fase exponencial, en la cual presumiblemente 
se degraden las fracciones más pesadas (isoprenoides, al-
canos de cadenas largas de más de 20 átomos de carbono, 
cicloalcanos y aromáticos). Varios estudios reportan bio-
degradación de los hidrocarburos aromáticos y n-alcanos 
bajo condiciones aeróbicas .37-39

De acuerdo con el comportamiento de los porcenta-
jes de biodegradación de petróleo a las 120, 240, 360 y 
480 h de cultivo por la cepa Pseudomonas aeruginosa 
AT18 (Fig. 3), se pudo constatar  que se incrementa del 
50 % a las 120 h al 57 % a las 480 h de cultivo, siendo 
el incremento pequeño, el cual disminuye a medida que 
aumenta el tiempo de incubación, resultado este que se 
corresponde con el consumo de petróleo (g · L-1 ) en los 
diferentes tiempos analizados (Tabla 3).

La mayor degradación de petróleo tuvo lugar a las 
120 h de incubación (50 %), para finalmente, alcanzar una 
actividad biodegradativa de (57 ± 2,5) % a las 480 h de 
incubación (Fig. 3). La disminución de la cantidad pro-
medio de petróleo por día puede deberse a la inhibición 
por toxicidad de la fuente de carbono, a la degradación 
incompleta y a compuestos tóxicos que se formen como 
resultado de la degradación del parental.38 Pseudomonas 
aeruginosa AT10 degradó en 20 d de incubación solo el 50 % 
de la fracción alifática del crudo ligero Casablanca.40

El perfil cromatográfico de la muestra (b), mostró 
una marcada diferencia con el cromatograma control 
[Fig. 4(a)] Pseudomonas aeruginosa AT18 degradó toda 
la fracción alifática de los alcanos e isoprenoides com-
prendida entre C8 y C40 [Fig. 4(b)]. La degradación de 
los n-alcanos, ocurre aeróbicamente por oxidaciones 
sucesivas de las moléculas hasta la formación de ácido 
carboxílico correspondiente, el cual es incorpora-
do directamente en la β-oxidación. La vía oxidativa más 
común es la oxidación terminal: alcano (C-C) — alcohol 
(C-OH) --- aldehído (C=O) --- ácido carboxílico (COOH) 
---- β oxidación.41-42

CONCLUSIONES

Después de haber analizado todas las muestras 
recogidas de los suelos contaminados con petróleo de 
la Refinería “Hermanos Díaz”, se obtuvieron 9 cepas 

Tabla 3. Consumo de petróleo por Pseudomonas aeru-
ginosa AT18.

Tiempo (h) g · L–1 g · L–1 · d–1

120 2,04 ± 0,12 0,41 ± 0,12

240 2,19 ± 0,06 0,22 ± 0,06

360 2,34 ± 0,02  0,16 ±  0,02

480 2,43 ± 0,01  0,12 ±  0,01Fig. 3. Cinética de la biodegradación de petróleo por Pseu-
domonas aeruginosa AT18.
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bacterianas, cinco Gram negativas y cuatro cepas 
Gram positivas y se escogieron las bacterias Gram 
negativas para el estudio de degradación del petróleo 
Mesa 30/Puerto Escondido (80 : 20).

La población bacteriana Gram negativa aislada 
estuvo representada por el género Pseudomonas y las  
cepas AT14, AT15, AT16, AT17 y AT18 fueron de la 
especie Pseudomonas aeruginosa, bacteria capaz de 
utilizar una enorme variedad de compuestos orgánicos 
como sustratos para crecer, capacidad que le permite 
colonizar nichos y ambientes inhóspitos en los que 
son escasos los nutrimentos y que otros organismos no 
pueden asimilar. Las cepas aisladas fueron capaces de 
crecer sobre petróleo como única fuente de carbono y 
energía, siendo la Pseudomonas aeruginosa AT18, la que 
mostró mayor crecimiento sobre petróleo al lograr llevar 
a cabo su biodegradación hasta un 57 %.
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Fig. 4. Cromatograma del crudo de petróleo Mesa 30/Puerto 
Escondido: antes (a) y después (b) del tratamiento con Pseudo-
monas aeruginosa AT18 durante 480 h de incubación.
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