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RESUMEN

La contaminacion del ambiente marino por hidrocarburos del petréleo, es cada vez mas alarmante por los
nefastos dafios que ocasiona. El bioproducto BIOIL-FC, disefiado para combatir los derrames de petrédleo, esta
formado por bacterias degradadoras de hidrocarburos, tales como Bacillus alcalophilus cepa CBM-225 y Bacillus
licheniformis cepa CBM-60. El presente trabajo esta dirigido a determinar y comparar los parametros cinéticos del
crecimiento de las cepas CBM-225 y CBM-60 en n-hexadecano mediante el conteo en camara de Neubauer y el
método de Lineweaver-Burk, asi como definir los nuevos modelos de inhibicién del crecimiento. La cepa CBM-60
presenté mayor velocidad especifica de crecimiento maxima (0,302 + 0,096 h-!) y afinidad (4,040 £ 0,096 gL-!) por
el n-hexadecano con respecto a la cepa CBM-225 (0,217 £ 0,116 h''y 11,670 + 0,116 gL! respectivamente), no
reflejando inhibicién de su crecimiento hasta los 60 gL' de concentracién del hidrocarburo. Sin embargo, el
crecimiento de la cepa CBM-225 se inhibi6 a partir de los 23 gL! de concentracion de éste, con un
comportamiento distinto al expresado por Monod, por lo que se determinaron modelos de inhibiciéon y de
saturaciéon nuevos.

Palabras clave: hexadecano; parametros cinéticos del crecimiento; velocidad; afinidad; inhibicion; saturacién;
Bacillus alcalophilus; Bacillus licheniformis.

ABSTRACT

The marine environment contamination by hydrocarbons of the petroleum is very alarming for the disastrous
damages that it causes. BIOIL-FC bioproduct, designed to combat the oil spills, is formed by degradadors
bacterias of hydrocarbons, such as Bacillus alcalophilus CBM-225 strain and Bacillus licheniformis CBM-60
strain. The present work had been developed to determine and to compare the growth kinetic parameters of the
CBM-225 and CBM-60 strain in n-hexadecane for the count in Neubauer camera and Lineweaver-Burk method,
as well as to define the new growth inhibition models. The CBM-60 strain presented bigger specific speed of
growth maxim (0,302 = 0,096 h-!) and affinity (4,040 £ 0,096 gL-!) by n-hexadecane respect CBM-225 strain
(0,217 £ 0,116 h''tand 11,670 + 0,116 gL-! respectively), and this strain did not reflect inhibition of its growth
until 60 gL-! of hydrocarbon concentration. However, growth CBM-225 strain was inhibited since 23 gL' of
concentration, with a different behaviour to the express by Monod, that’s why a new inhibition and saturation
model was determined.

Key words: hexadecane, growth kinetic parameters; affinity; inhibition; saturation; Bacillus alcalophilus; Bacillus
licheniformis.

La contaminacién ambiental por hidrocarburos del
petroleo y en particular del ambiente marino, es
cada vez mas alarmante por los nefastos danos
que ocasiona. El océano constituye un ecosistema
muy dinamico y complejo, que el hombre esta
destruyendo con contaminantes quimicos, entre
ellos el petréleo y sus derivados, llegando a
comprometer la trama alimentaria del medio
marino (Margesin y Schinner, 2001).

La posicion geografica de nuestro archipiélago y el
trafico maritimo en torno al mismo, asi como la
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creciente explotacion y perforacion de pozos de
petroleo en nuestra plataforma, aumentan
considerablemente la posible contaminacion de las
costas.

Desde finales de la década del 80 del siglo pasado,
el departamento de Microbiologia Aplicada del
Centro de Bioproductos Marinos (CEBIMAR)
perteneciente al Ministerio de Ciencia Tecnologia y
Medio Ambiente, ha trabajado en el aislamiento y
conservacion de bacterias aisladas de ecosistemas
marinos capaces de degradar petréleo (Joseph et



Cabranes et al.: Bacterias del género Bacillus degradadoras de n-hexadecano aisladas del sedimento marino: Parametros cinéticos.

al., 1994; Nunez, 2003; Ortiz, 2004), las cuales
forman parte de la Coleccion de Bacterias Marinas
(CBM) del centro en la actualidad.

A partir de una seleccion de estas cepas se formuld
el bioproducto BIOIL-FC. La efectividad de este
bioproducto se ha comprobado durante Ilos
tratamientos de derrames de petroleo ocurridos en
las Bahia de Cienfuegos y de Matanzas, en el
recalo accidental de petroleo que contaminé la
Playa Arroyo Bermejo en Jibacoa y en la Ensenada
de Arroyo Blanco en Holguin (Nufez, 2003) con
resultados satisfactorios.

El BIOIL-FC esta formado por cinco bacterias
degradadoras de hidrocarburos, Dentro de éstas se
encuentran Bacillus alcalophilus cepa CBM-225 y
Bacillus licheniformis cepa CBM-60 como las mas
importantes y las escogidas para desarrollar el
siguiente estudio. La cepa CBM-225 fue
seleccionada, pues se demostr6é por Cromatografia
Gaseosa de Alta Resolucién que es la responsable
de wun alto porcentaje de la actividad del
bioproducto en los derrames de petréleo (Joseph,
1996) y la cepa CBM-60, ademas de pertenecer al
mismo género la cepa CBM-225, produce
tensioactivos en sustratos hidrosolubles. El
objetivo del presente trabajo fue determinar y
comparar los parametros cinéticos del crecimiento
de Bacillus alcalophilus cepa CBM-225 y Bacillus
licheniformis cepa CBM-60 en presencia n-
hexadecano, uno de los hidrocarburos
predominantes del petréleo cubano.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos empleados

El trabajo fue realizado con Bacillus alcalophilus

cepa CBM-225 (Nunez, 2003) y Bacillus
licheniformis cepa CBM-60 (Ortiz et al, 2002)
aislados de los sedimentos de la Bahia de

Cardenas, Matanzas y pertenecientes a la CBM del
CEBIMAR.

Medios de Cultivo

Para la conservacion de las cepas CBM-225 y cepa
CBM-60 se utiliz6 el medio 6 agarizado para
bacterias marinas heterotrofas segiin Gorbienko
(1961), la fermentacién para la obtencién de la
biomasa microbiana de la cepa CBM-225 se realizo
segin Nufiez (2003) y para la cepa CBM-60 se llevo
a cabo segun Ortiz (2004). Los estudios cinéticos
del crecimiento se desarrollaron en el medio de

degradacion de hidrocarburos propuesto por
Nunez (2003), estos medios contenian
concentraciones de  n-hexadecano (Merck-
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Schuchardt, 99% de pureza) de 5, 10, 20, 30, 40 y
60 g. L1,

Condiciones de cultivo en zaranda

Todos los experimentos desarrollados a escala de
zaranda fueron realizados a partir de cultivos de
24 horas en cunas de medio #6 agarizado
(Gorvienko, 1961). Con este cultivo se obtuvo el
preindéculo en el medio de obtenciéon de biomasa
(Nunez, 2003; Ortiz, 2004). Luego de 24 horas, el
cultivo fue inoculado a una concentracién inicial
de 10° celmL! en los medios de degradaciéon
(Nunez, 2003), de los cuales fueron tomadas
muestras cada cuatro horas. Todos los
experimentos fueron desarrollados a escala de
zaranda orbital rotatoria Infors a 125 r.min! y
30°C.

Los medios de cultivo fueron esterilizados a 121°C
por 15 minutos y fue utilizado como control un
medio de cultivo estéril en las mismas condiciones.

Crecimiento microbiano en medio de degrada-
cion de hidrocarburos

La determinacién del crecimiento microbiano en el
medio de degradacion de hidrocarburos se realiz6
mediante el conteo total de células en camara de
Neubauer (Martinez et al., 1989).

Velocidad especifica de crecimiento (u)

La p fue determinada en la fase exponencial del
crecimiento, mediante el modelo de crecimiento no
restringido (Lépez y Gédia, 1998).

Determinacion de los parametros cinéticos del
crecimiento de las cepas CBM-225 y CBM-60

Para cada una de las concentraciones de sustrato
fue calculada en la fase exponencial la velocidad
especifica de crecimiento de las cepas CBM-225 y
CBM-60. A partir de ellas fueron estimados los
valores de velocidad especifica de crecimiento
maxima (umax) y de la constante de disociacién o
constante de afinidad (Ks) mediante Ila
transformacion lineal de Lineweaver-Burk (Chavez
et al, 1990). Ademas, fue determinada Ia
constante de inhibicion (Ki) de ambas cepas con n-
hexadecano segin la expresion de Andrews
linealizada (Chavez et al., 1909; Boyer, 1999).

Determinacion del modelo cinético de las cepas
CBM-225 y CBM-60
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La determinacion de los nuevos modelos cinéticos
y los valores de Ki en la zona de inhibicién del
crecimiento de ambas cepas se realizo mediante la
ecuacion modificada de Andrews segin Cabranes,
2005.

Tratamiento estadistico de los resultados

En todos los casos una vez que fue verificado el
cumplimiento de la distribucién normal de los
datos segin  Kolmogorov  Smirnov y la
homogeneidad de varianzas por el método de
Bartlett, se realiz6 el analisis de varianza de
clasificacién simple (Lerch, 1977) y la prueba de
comparacion de medias de rangos multiples de
Duncan (Duncan, 1965). Todos los experimentos
se llevaron a cabo por triplicado.

Todos los resultados fueron procesados con el
paquete estadistico Statistica 4.0 y/o Excel 7.0
para Windows.

RESULTADOS

Inhibicion del crecimiento de la cepa CBM-225
con n-hexadecano

En la Fig. 1 se muestra el comportamiento de los
valores de la velocidad especifica de crecimiento
para la cepa CBM-225 obtenidos experimental-
mente y los valores de p determinados por el
modelo de Monod en relacion a la concentraciéon de
n-hexadecano.

En esta figura se puede apreciar en el
comportamiento de los valores de u obtenidos
experimentalmente (color azul) para esta cepa,
donde se observan tres zonas bien delimitadas.
Una zona donde a valores entre cero y 20 gL-'! de
concentracion de n-hexadecano, la dependencia
del valor de u con la concentraciéon del
hidrocarburo, fue lineal hasta 0,160 h! y que
concuerda con el modelo de Monod (color rojo). A
valores entre 18 y 22 gL-! de concentraciéon del
hidrocarburo, a pesar de disminuir los valores de
u, las diferencias entre estos valores no fueron
estadisticamente significativas indicado con la
misma letra, por tanto, la zona de no inhibicién del
crecimiento del microorganismo esta representada
desde cero hasta los 22 gL-! de concentracion de n-
hexadecano.

También se refleja una zona con una desviacién
del modelo de Monod e inhibicién del crecimiento
por exceso de n-hexadecano, entre los 23 y 32 gL-!
de concentraciéon del mismo, al haber una
disminucion significativa de los valores de u de
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0,160 a 0,088 h-l, casi a la mitad de su valor.
Posteriormente entre los 33 y 40 gL-1, se evidencia
una saturacién de los procesos degradativos del
microorganismo.

Los parametros cinéticos determinados en la zona
de no inhibicién del crecimiento de la cepa CBM-
225 fueron de una pmax de 0,217 £ 0,116 h'ly
una Ks de 11,670 + 0,116 gL-l. En la zona de
inhibicion del crecimiento el valor de Ki obtenido
fue de 8,031 + 0,109 gL-1.

En la zona de inhibicién del crecimiento el modelo
de Monod (Fig. 1), al igual que los modelos de
inhibicion por exceso de sustrato encontrados en
la literatura (Harder y Roels, 1982; Stryer, 1995),
no se ajustaron a los datos experimentales para
esta cepa, por lo tanto, el valor de Ki obtenido
anteriormente para la cepa CBM-225 es un valor
aparente.
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Fig. 1. Comportamiento dinamico de los valores de
u experimentales y los valores de u calculados por
el modelo de Monod con respecto a la
concentraciéon de n-hexadecano en el medio de
degradacion para la cepa CBM-225 a 30°C y 125
r.min-! (P<0,05, n=3).

Por tal motivo se determiné un modelo no
estructurado con sus respectivos coeficientes de
determinaciéon, que representa matematica y
fisiologicamente el comportamiento de los valores
de p con respecto a la concentracion de n-
hexadecano bajo nuestras condiciones experimen-
tales y el valor real de la constante de inhibicion,
mostrados a continuacion:

Modelo Nuevo en la zona entre 23 y 32 gL'l de
concentraciéon de n-hexadecano:
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4 max S '
Ks +S + (S®®™Ki)’

/j =
R?=0,986;
Ki real=4,100x10 + 2,643x108 gL-1

Modelo Nuevo en la zona entre 33 y 40 gL! de
concentracion de n-hexadecano:

4 max S ‘
Ks +S + (S Ki)’

IL[:

R2=0,971;
Ki real= 2,35 £ 0,231 gL-!

Los valores de las pu teéricas calculadas por los
nuevos modelos obtenidos en la zona de inhibicion
y saturacion del crecimiento para la cepa CBM-
225, no presentaron diferencias significativas con
los valores de las u experimentales, por tanto, los
modelos propuestos ajustaron matematicamente
con los datos experimentales obtenidos en dicha
zona de concentraciéon de n-hexadecano.

Inhibicién del crecimiento de la cepa CBM-60
con n-hexadecano

En la Fig. 2 se observa un aumento lineal de la
velocidad especifica de crecimiento de la cepa
CBM-60 entre cero y 7 gL! de concentraciéon del
hidrocarburo, donde alcanza un valor de 0,210 h-l.
Luego contintla aumentando hasta valores de
0,280 h'! alos 27,5 gL-'!, lo cual concuerda con el
modelo de Monod (color rojo).

Posteriormente los valores de u se mantienen
practicamente constantes, sin presentar
diferencias estadisticamente significativas hasta
los 60 gL' de n-hexadecano, por tanto, muestra
una zona de saturacion de los procesos de
degradacion del hidrocarburo en el
microorganismo.

En la zona de no saturacion del perfil de
crecimiento de la cepa CBM-60 se determinaron
los parametros cinéticos de umax y Ks siendo estos
0,302 + 0,096 h'! y 4,040 = 0,096 gL!
respectivamente.

Luego de evaluar los parametros cinéticos en la
expresion que representa el modelo de Monod (Fig.
2), se corrobor6 que dicho modelo se ajusté
matematica y fisiolégicamente a los datos
experimentales en la zona entre cero y 60 gL-! de
concentracion de n-hexadecano sin haber
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diferencias  significativas, al presentar un
comportamiento de hipérbole rectangular, al igual
que la ecuacion deducida por Michaelis y Menten
para una reaccién enzimatica monosustrato.
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Fig. 2. Comportamiento dinamico de los valores de
u experimentales y los valores de u calculados por
el modelo de Monod con respecto a la
concentracién de n-hexadecano en el medio de
degradacion para la cepa CBM-60 a 30 C y 125
r.min-! (P<0,05, n=3).

Los parametros cinéticos obtenidos por el método
de Lineweaver-Burk en la zona de no inhibicion
para las cepas CBM-225 y CBM-60 se muestran en
la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros cinéticos del crecimiento de
las cepas CBM-225 y CBM-60 consumiendo n-
hexadecano en la zona de no inhibiciéon del
crecimiento (P<0,05, n=3).

MICROORGANISMOS umax (h) Ks (gL'!)
0,217 b 11,670 a

cepa CBM-225 +0,116 +0,116
0,302 a 4,040 b

cepa CBM-60 + 0,096 + 0,096

Los resultados estadisticos arrojaron que existen

diferencias significativas entre la velocidad
especifica de crecimiento maxima y las constantes
de disociacion de las cepas en estudio

representado por diferentes letras.
DISCUSION

En estudios fisiologicos y nutricionales de la cepa
CBM-60 se evidencié la produccién extracelular de
compuestos con actividad superficial en presencia
de fuentes hidrosolubles como los azucares
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(Almazan, 2000; Ortiz, 2004). En el caso de la cepa
CBM-225, no se ha demostrado la produccion de
tensioactivos en fuentes hidrosolubles (Nunez,
2003), a pesar de ser del mismo género que la cepa
CBM-60. Las fuentes de carbono estimulan o
inhiben la producciéon de compuestos tensioactivos
en bacterias de un mismo género, incluso en una
misma cepa (Babu et al, 1996; Lugioyo et al.,
1996).

Sin embargo, la cepa CBM-225, al igual que la
cepa CBM-60, producen compuestos con actividad
superficial en medios de degradacién con agua de
mar con n-hexadecano como fuente de carbono y
de energia (Nunez, 2003; Ortiz, 2004), lo cual
constituye una respuesta adaptativa de éstas a
condiciones extremas, debido a que son bacterias
aisladas del ambiente natural de los sedimentos de
la Bahia de Cardenas. La presencia de elevadas
concentraciones de petréleo asfalténico en la
matriz sedimento, ha favorecido el crecimiento de
microorganismos degradadores de hidrocarburos,
asi como la capacidad de producir compuestos
tensioactivos (Nunez, 2003).

Los compuestos tensioactivos producidos por las
cepas en estudio en el medio de degradacion tienen
como objetivo facilitar los procesos de oxidacion de
los hidrocarburos hasta formas atéxicas y no
contaminantes al favorecer la formacién de
emulsiones de éste, modular la hidrofobicidad de
la superficie celular facilitando la adhesion y
colonizacién de la interfase (Madigan et al., 2000;
Rojas et al.,, 2003). Esto permite la incorporacion
del hidrocarburo a 1la célula, acelerando el
transporte a través de la membrana para llevar a
cabo los procesos metabdlicos que conduzcan a la
multiplicacién  celular, a partir de los
hidrocarburos como unica fuente de carbono y
energia (Abalos, 2001; Jacobucci et al., 2001).

En la Tabla 1 se observa que la cepa CBM-60
present6 una mayor umax y un menor valor de Ks,
0 sea, una mayor afinidad por el hexadecano que
la cepa CBM-225. Esto significa que la primera
creci6 mas rapido en el medio de degradacién con
bajas concentraciones del hidrocarburo,
alcanzando mayor valor de u a la misma
concentracién de este (Figs. 1 y 2), por lo tanto,
esta cepa fue capaz de aprovechar en mayor
cuantia la energia proveniente de este sustrato.

La superioridad del valor de umax de la cepa CBM-
60 sobre la de la cepa CBM-225, pudiera estar
dada a que el compuesto tensioactivo que produce
la primera, posee mayor actividad superficial o es
producido en mayor concentracion que la segunda.
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Ademas, el mecanismo de transporte del
hidrocarburo al interior celular es el paso
determinante en la degradacion de hidrocarburos
alifaticos para algunas bacterias (Goswami y
Singh, 1991). Este paso pudiera ser mas eficiente,
o sea mas rapido, para la cepa CBM-60 y se
facilitaria la incorporacion del n-hexadecano y
también su crecimiento con respecto a la cepa
CBM-225.

El comportamiento cinético reflejado por la cepa
CBM-225 utilizando n-hexadecano es tipico de
otras cepas de Bacillus de origen marino en
sustratos hidrosolubles como la sacarosa, con la
produccion de sustancias mucoides (Nunez, 2003).

Los valores de los parametros cinéticos del
crecimiento obtenidos durante la degradacién de
n-hexadecano por las cepas CBM-225 y CBM-60,
no contradicen el hecho de que la primera sea la
de mayor capacidad degradadora de petréleo del
bioproducto BIOIL-FC (Joseph, 1996). Los
parametros calculados caracterizan el crecimiento
individual de estas cepas en cultivos con un
hidrocarburo tipo del petréleo como unica fuente
de carbono y energia, los cuales pueden discrepar
de los valores de los parametros cinéticos de los
microorganismos durante su crecimiento en
mezclas de hidrocarburos.

Como se observo en la Fig. 1 para la cepa CBM-
225, hubo una primera etapa concordante con una
cinética clasica de Monod y una segunda etapa,
que no se relacioné con dicho modelo, ya que en
los sistemas cerrados la fase exponencial del
crecimiento no puede desarrollarse indefini-
damente, debido a que la actividad metabdlica de
los microorganismos disminuye la concentracion
de sustrato. Asi disminuye la velocidad de los
procesos enzimaticos del metabolismo celular y por
ende disminuye la velocidad de crecimiento del
microorganismo.

Los valores de las constantes de inhibicion reales
obtenidos para los nuevos modelos determinados
en la zona de inhibicion de la cepa CBM-225,
fueron menores que el valor de Ki aparente
obtenido por el modelo de inhibicion de Monod, el
cual subestima la inhibicién presente.

La explicacion fisiolégica y bioquimica de la
disminuciéon de la velocidad de crecimiento de la
poblacién microbiana en la segunda etapa del
crecimiento de la cepa CBM-225 consumiendo el
hidrocarburo en cuestion (Fig. 1), pudiera estar
asociada a la inhibicion por exceso de sustrato,
pero también a la presencia o acumulacion de
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algtin intermediario de la degradaciéon del sustrato
que sea toxico al microorganismo e inhiba enzimas
claves de las rutas metabédlicas centrales de su
crecimiento, de la degradacion o transporte al
interior celular del hidrocarburo.

Como ocurre para la cepa CBM-225 a
concentraciones moderadas de sacarosa, donde se
inhibe su crecimiento (Batista, 2003), al inhibirse
sus dos mecanismos de transporte y metabolismo,
el sistema PEP-PTS (Saier et al., 1993) y la
exoenzima Lvs, codificada por el gen sacB
(Steinmetz, 1993).

Es posible que en el caso del n-hexadecano para la
cepa CBM-225 (Fig. 1), las altas concentraciones
de éste, alteren o inhiban la produccion y sintesis
de los tensioactivos por esta cepa, imposibilitando
la accesibilidad del sustrato al microorganismo
(Jacobucci et al.,, 2001) y por ende disminuye el
crecimiento celular. También, pudiera suceder que
la elevada concentraciéon de los compuestos con
actividad superficial producidos para emulsionar
al hidrocarburo, inhiban el crecimiento microbiano
al afectar la capacidad de adhesion de los
microorganismos al sustrato (Abalos, 2001). De
esta forma provocan cambios negativos en la
permeabilidad de la membrana celular y asi la
velocidad de muerte celular es mayor que la
velocidad de crecimiento, lo que se ve reflejado en
la disminucion de los valores de p en la Fig. 1.

En la 2zona de saturacion de la poblacion
enzimatica  participante en los  procesos
metabdlicos y de degradacién del hidrocarburo de
la cepa CBM-225 (Fig. 1), la inhibicion se
encuentra disminuida, ya que el valor de Ki fue
mayor que el de la zona de inhibicion anterior. En
dicha zona, una vez que el microorganismo fue
capaz de consumir el o los intermediarios que
inhiben los procesos y mecanismos antes
mencionados, o que encuentra otra via alternativa
de crecimiento, puede continuar su desarrollo,
aunque a un bajo y constante valor de u, debido a
la marcada inhibicién anterior.

Sin embargo, la cepa CBM-60 entre los 27,5 y 60
gL'l de concentracion de n-hexadecano (Fig. 2), no
manifest6 inhibiciébn de su crecimiento como la
cepa CBM-225 (Fig. 1). Los procesos metabolicos,
de transporte de hidrocarburos y metabolitos y de
produccion y sintesis de los tensioactivos que ella
produce, mno se inhibieron por ningun
intermediario de la degradacién del hidrocarburo.
Es posible que esta cepa sea menos sensible a la
influencia negativa de las altas concentraciones de
dicho sustrato o que el proceso de degradacion del
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hidrocarburo sea diferente que el de la cepa CBM-
225 y no haya produccion de ese intermediario.
Incluso, el mecanismo de transporte del
hidrocarburo puede ser distinto para ambas cepas
y solo encontrarse inhibido para la cepa CBM-225.

CONCLUSIONES

Bacillus licheniformis cepa CBM-60 degrada el n-
hexadecano a mayor velocidad que Bacillus
alcalophilus cepa CBM-225, no reflejando
inhibicion de su crecimiento en las condiciones
estudiadas. Por lo tanto, la composicion bacteriana
del bioproducto BIOIL-FC puede ser enriquecida
con una mayor proporcion de la cepa CBM-60 para
combatir derrames de petroleo con altas
concentraciones en n-hexadecano.
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