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Resumen

El propósito de esta investigación fue determinar la capacidad desulfuradora de bacte-
rias biodegradadoras de hidrocarburos, utilizando DBT en un medio mineral libre de azufre
(MMLA) suplementado con glutamato (Glu). Se utilizaron dos cepas bacterianas (AE9.2-7 y
BA4.4), durante 15 días se determinó el crecimiento bacteriano y la concentración de sulfato y
sulfito de la fase acuosa de los cultivos. Estas dos cepas utilizaron el Glu como fuente de carbo-
no y energía, el DBT fue utilizado como fuente de carbono y única fuente de azufre; sin embar-
go, no utilizaron el DBT como única fuente de carbono, azufre y energía. La liberación de sul-
fato durante el ensayo no fue estequiométrica a la cantidad de DBT que puede ser cataboliza-
do por la cepa AE9.2-7 y no se detectó sulfato en el cultivo de la cepa BA4.4. No se detectó sul-
fito en ninguno de los cultivos probablemente debido a la oxidación química del mismo a sulfa-
to. Este estudio demostró que las cepas AE9.2-7 y BA4.4 utilizaron el azufre tiofénico del DBT
para su crecimiento.
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Dibenzothiophene (DBT) biodesulfurization by
biodegradation bacteria strains of hydrocarbon
isolated from “Campo Boscan”

Abstract

In this study the capacity of desulfurization in isolated bacteria of petroleum environ-
ment was evaluated, were used the DBT in a sulfur-free mineral medium (SFMM). Two bacte-
rial strains which were cultivated 15 days, the bacterial growth was measured and also the con-
centration of sulfate and sulfite. Both strains used the Glu like source of carbon and energy and
the DBT like only source of carbon. The sulfate was only detected in the SFMM supplemented
with Glu and DBT/DMF of the AE9.2-7 strain and of the mixed culture, the liberation of sul-
fate during the rehearsal stoichiometrical amount didn’t go to the quantity of DBT that it can
desulfurize the AE9.2-7 strain. Sulfate was not detected in the culture of the BA4.4 strain. Sul-
fite was not probably detected in only of the cultures due to the chemistry oxidation from the
same one to sulfate. This study demonstrated that the biodesulfurization of the DBT for the
AE9.2-7 strain, was carried out through the direct oxidation of the thiophenic sulfur of the
DBT way DBT-sulfone with the accumulation of benzoic acid, 2-hydroxibiphenil and the sul-
fate liberation.

Key words: Bacteria, dibenzothiophene, biodesulfurization, hydrocarbons.

Introducción

La presencia del azufre en el petróleo crea pro-
blemas a la industria petrolera y al medio ambien-
te. Este elemento si no es removido del crudo,
causa corrosión de los equipos utilizados en el re-
finamiento y producción, disminuye el número de
octanos, reduce la eficiencia de los agentes anti-
detonantes de la gasolina, además la combustión
de compuestos orgánicos azufrados emite a la at-
mósfera dióxido de azufre, por lo que contribuye
a la contaminación del aire y a la producción de la
lluvia ácida.

La remoción de azufre del petróleo tradicio-
nalmente se realiza por métodos químicos tales
como la hidrodesulfuración. Esta tecnología re-
sulta onerosa en inversiones de capital y energía;
además, su eficiencia es limitada ya que los meta-
les pesados presentes en el crudo inhiben la catáli-
sis durante los procesos de hidrogenación. Como

una solución a este problema diversos investiga-
dores han propuesto en las últimas tres décadas la
desulfuración biocatalítica como una tecnología
alternativa enfocada en la remoción del azufre de
moléculas con alto contenido del mismo.

El Dibenzotiofeno (DBT, C12H8S) es el com-
puesto que ha recibido mayor atención en los es-
tudios de desulfuración y ha sido tomado por la
mayoría de los investigadores como el compuesto
modelo para estudiar la desulfuración del petró-
leo y el carbón (Foght, et al, 1990; Monticello,
1993). Este compuesto y sus derivados metilados
son los más persistentes y probablemente los hi-
drocarburos poliaromáticos más tóxicos en am-
bientes marinos (Berthou y Vignier, 1986).

Se han reportado dos rutas diferentes para el
catabolismo del DBT. La primera ruta consiste en
la degradación oxidativa de uno de los anillos ben-
cénicos del DBT (Kodama et al, 1973; Laborde y
Gibson, 1977; Finnerty et al, 1983; Monticello et al,
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1985; Oz y Jun, 1999). En esta ruta las cepas dejan
intactos los enlaces carbono-azufre (C-S) y las mo-
léculas tiofénicas polares resultantes pueden ser
subsecuentemente removidas de los crudos por
aguas de lavado; por lo tanto esta ruta es de aplica-
ción limitada pues presenta la desventaja de re-
mover moléculas hidrocarbonadas de importan-
cia económica (Westlake, 1993).

La segunda ruta catabólica y la más estudiada
en los últimos 10 años involucra la oxidación di-
recta del azufre tiofénico del DBT por parte de los
microorganismos, vía Dibenzotiofeno-5-dióxido
con formación de 2-Hidroxibifenil (Mormile y
Atlas, 1989; Kilbane y Jackowsky, 1992; Omori et

al, 1992; Kayser et al, 1993; Romine y Gray, 1999) y
Ácido Benzoico (Afferden et al, 1990) con la sub-
siguiente liberación del azufre como sulfito el cual
es oxidado químicamente a sulfato, dejando intac-
to el esqueleto hidrocarbonado.

Se han encontrado tres genes involucrados en
la conversión de DBT a 2-hidroxibifenil, designa-
dos como dszA, dszB y dszC. La proteína del gen
dszC convierte el DBT directamente a DBT-sulfo-
na y las proteínas de los genes dszA y dszB actúan
en conjunto para convertir DBT-sulfona a 2-hi-
droxibifenil (Denome et al, 1993; Piddington et al,
1995; Li et al, 1996).

El flavin mononucleotido (FMNH2) es utiliza-
do como co-sustrato por la enzima dszC para la
oxidación de DBT a DBTsulfona, e involucra al
DBTsulfóxido como un intermediario. El oxígeno
insertado en DBTsulfóxido y DBTsulfona provie-
ne del oxígeno molecular y no del agua (Lei y Tu,
1996).

Un complejo FMN:NAD(P)H óxido-reducta-
sa es requerido para las reacciones catalizadas
por las enzimas dszA y dszC, por lo que el
FMNH2 previamente reducido por una flavin re-
ductasa, es el reductante utilizado por las oxida-
sas terminales, donde el fenilfenolsulfinato es el
producto de la enzima dszA. Las enzimas dszA y

dszC son oxidasas terminales y la otra proteína, la
flavín reductasa, es requerida para la actividad
total de ambas enzimas. El flavín no es un cofac-
tor de las enzimas dszA y dszC, pero la forma redu-

cida del flavín sirve como sustrato de dszA y dszC,

por lo que ninguna de estas dos enzimas usa
NAD(P)H directamente (Xi et al, 1997).

En la última década la biodesulfuración bacte-
riana ha tenido avances científicos significativos
que han permitido entender las vías metabólicas
del proceso, optimizar las condiciones de creci-
miento y mejorar la composición de los medios de
cultivo.

Los objetivos de esta investigación fueron eva-
luar la capacidad desulfuradora de bacterias au-
tóctonas biodegradadoras de hidrocarburos, utili-
zando dibenzotiofeno en un medio mineral libre
de azufre y determinar la presencia de sulfato y
sulfito como productos de la biodesulfuración.

Materiales y Métodos

Muestra

Se utilizaron diez cepas bacterianas aisladas de
la estación de PDVSA “Campo Boscán” (TA-
BLA 1); estas cepas presentan un amplio registro
de su capacidad para biodegradar hidrocarburos
(Pareja de Cobos, 1993; Briceño, 1999) y las ca-
racterísticas microscópicas y morfología de sus
colonias son descritas por estos autores.

Medios de Cultivo

Se utilizó un Medio Mineral Libre de Azufre
(MMLA) (Omoriet al, 1992). La composición de
este medio fue: Na2HPO4 2,2 g; KH2PO4 0,8 g;
NH4NO3 3,0 g; FeCl3.6H2O 0,01 g; CaCl2.2H2O
0,01 g; MgCl2.6H2O 0,01 g; Agua desionizada
1000 mL

El MMLA fue suplementado con 0,2% de
Glutamato (Merck, Darmstandt, FRD) como
fuente de carbono (Kodama, 1977) y DBT
(Merck, Darmstandt, FRD) como fuente de car-
bono y única fuente de azufre. La concentración
final del DBT en el MMLA fue de 0,05% (Mormi-
le y Atlas, 1989; Kayser et al,1993). El DBT, fue
adicionado al MMLA estéril en solución al 10%
en N,N’-Dimetilformamida (Merck, Darmstandt,
FRD) (Mormile y Atlas, 1989), el pH final del me-
dio se ajustó a 7 ± 0,1 con NaOH 1 N. Los mate-
riales de vidrio utilizados fueron previamente cu-
rados con HCl 4 N para prevenir una posible con-
taminación con sulfatos remanentes (Afferden,
1990) y se enjuagaron con agua desionizada.

Para la activación de las cepas y el contaje mi-
crobiano se utilizaron los medios comerciales:
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Caldo de Tripticasa de Soya (Merck, Darmstandt,
FRD), Agar de Tripticasa de Soya (Merck,
Darmstandt, FRD) y Agar Estándar para Contaje
en Placa (DIFCO, Illinois, USA y Merck, Darms-
tandt, FRD).

Biodesulfuración de DBT

Previamente a los ensayos de biodesulfuración
las cepas fueron evaluadas para determinar su ca-
pacidad de crecimiento y adaptación al MMLA
suplementado con Glutamato (GLU) y DBT di-
suelto en N,N’-Dimetilformamida (DBT/DMF);
éstas se activaron en caldo tripticasa de soya
(CTS) y se incubaron a 37 ± 0,5°C por 24 horas.

Los cultivos se centrifugaron a 3.500 rpm du-
rante 30 minutos, se les descartó el sobrenadante
y se les resuspendió el botón de centrifugado con
Buffer Fosfato (BF) estéril. Se centrifugaron nue-
vamente bajo las mismas condiciones, descartan-
do el sobrenadante y se les resuspendió nueva-
mente con BF estéril.

Se agitó vigorosamente el botón de centrifuga-
do resuspendido y se sembró en las fiolas de
MMLA por triplicado. Se incubaron las fiolas a
37±0,5°C por quince días a 100 r.p.m. en una in-
cubadora con agitación (New Brunswick modelo
G-25).

Cada 48 horas se evaluó el crecimiento bacteria-
no mediante la utilización de la Técnica Estándar
9215B del APHA, correspondiente al Recuento de
Heterótrofos Aerobios por Placa Fluida o Vertida
(APHA et al,1992).

Se seleccionaron las dos cepas que presentaron
el mayor crecimiento y adaptación al MMLA. Las
cepas seleccionadas fueron activadas en CTS a
37±0,5°C por 24 horas y se realizó un cultivo mixto
de ambas cepas en una concentración de 1:1. Se
traspasóasépticamente loscultivospurosyelcultivo
mixto a frascos de centrífuga y se centrifugaron bajo
lasmismascondicionesestablecidasanteriormente.

El botón de centrifugado resuspendido se sem-
bró en las fiolas con 50 mL de MMLA-Glu-
DBT/DMF, este procedimiento se realizó por tripli-
cado por cada tiempo de determinación del creci-
miento bacteriano así como en los análisis químicos
para la determinación de sulfato y sulfito; se inocu-
laron además las siguientes fiolas controles con 50
mL de los medios: MMLA-Glu (Control Nº 1),

MMLA-DBT/DMF (Control Nº 2), MMLA-
DMF (Control Nº 3), MMLA-DBT (Control Nº
4). Para observar algún cambio del medio de culti-
vo sin la intervención de los microorganismos se
dejo una fiola MMLA-Glu-DBT/DMF sin inocu-
lar (Control Nº 5). Todas las fiolas se incubaron a
37±0,5°C por quince días a 100 r.p.m. Cada 48 ho-
ras se evaluó el crecimiento bacteriano utilizando
la Técnica Estándar 9215B del APHA, correspon-
diente al Recuento de Heterótrofos Aerobios por
Placa Fluida o Vertida (APHA et al,1992) yse sepa-
ró la fase acuosa y orgánica de los cultivos.

Se realizó la separación de las fases acuosa y
orgánica mediante el método de extracción lí-
quido-líquido, se utilizó Diclorometano
(CH2Cl2) como solvente de extracción (Isea,
1995). El cultivo de cada fiola se acidificó con 8
gotas de HCl concentrado y se colocó en embu-
dos de separación, estrictamente limpios. Se
agregó 15 mL de diclorometano, se agitó lenta-
mente, se dejó reposar y se separó la fase acuosa
para la determinación de sulfato y sulfito. La
fase orgánica se lavó dos veces con 5 mL de di-
clorometano y se separaron las fases en cada la-
vada, esta fase se utilizó para la determinación
de los metabolitos orgánicos.

Para la determinación de sulfito se tomó una can-
tidad de 15 mL de la fase acuosa y se fijó inmediata-
mente con una solución de EDTA al 2,5% (p/v), se
guardóenunvial teniendocuidadodequeelcontac-
to con el aire fuera mínimo, el resto de fase acuosa
recolectadaseguardóenvialesdiferentespara lade-
terminacióndesulfato(APHA etal, 1992).Todos los
viales fueron guardados a una temperatura de 4°C,
hasta sus respectivos análisis químicos.

Análisis Químicos

En la fase acuosa se determinó la concentración
de los iones sulfato mediante la utilización de la Téc-
nica Estándar 4500-SO4

-2-E y sulfito mediante la
Técnica Estándar 4500-SO3

-2-B del APHA. Estas
técnicas tienen un límite de detección de 0,083 mg/L
y 0,25 mg/L respectivamente (APHA et al,1992).

Análisis Estadístico

El análisis estadístico se efectuó utilizando el
software “Sistema de Análisis Estadístico” (SAS)
con la finalidad de analizar el crecimiento bacte-
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riano y la liberación de sulfato y sulfito por parte
de los microorganismos. Para determinar si los en-
sayos experimentales (ensayos de biodesulfura-
ción) y sus controles tenían una diferencia signifi-
cativa en referencia al crecimiento bacteriano y li-
beración de sulfato y sulfito, fue necesario efec-
tuar una prueba de hipótesis para la cual se utilizó
un análisis de varianza con un modelo aditivo li-
neal y un diseño experimental de bloques al azar
con arreglo de tratamiento en parcelas subdividi-
das en el tiempo.

Resultados y Discusión

La TABLA 1 muestra los valores de crecimien-
to obtenidos durante el proceso de adaptación de
las cepas al MMLA suplementado con GLU y
DBT/DMF.

Para los ensayos de biodesulfuración del DBT
se seleccionaron las cepas AE9.2-7 y BA.4-4, ya
que fueron las cepas que lograron un mayor creci-
miento y adaptación al MMLA suplementado con
Glu y DBT/DMF. Las características microscópi-
cas y morfología de sus colonias son descritas por
Pareja de Cobos (1993) y Briceño (1999).

El análisis estadístico mostró un Pr > F de
0,0001 con un índice de correlación (R2) de
0,971448; lo que señala que el modelo estadístico
presentó un alto grado de significancia. El análisis
de varianza demostró que el Ensayo de biodesul-
furación (MMLA-Glu-DBT/DMF) y el Control 1
(MMLA-Glu) registraron medias significativa-

mente diferentes, los Controles 2 (MMLA-
DBT/DMF), 3 (MMLA-DMF) y 4 (MMLA-
DBT) presentaron medias similares pero signifi-
cativamente distintas con respecto al Ensayo de
biodesulfuración y el Control 1. Estos resultados
pueden visualizarse en las FIGS. 1, 2 y 3 en las
cuales se pueden observar los diferentes compor-
tamientos que presentaron las cepas en cultivos
puros y su cultivo mixto en el Ensayo de biodesul-
furación y sus respectivos controles, en corres-
pondencia con los análisis estadísticos que señala-
ron valores promedios diferentes, agrupándolos
en tres grupos.

Los cultivos puros de estas dos cepas y su culti-
vo mixto alcanzaron su valor máximo de creci-
miento a los 4 días de incubación en las fiolas que
contenían todos los componentes (Ensayo de
Biodesulfuración), con 19,28; 18,99 y 22,65
UFC/mL para AE9.2-7, BA4.4 y el cultivo mixto
respectivamente y luego decreció hasta obtener
valores mínimos a los 14 días con 1,43; 1,11 y 1,31
UFC/mL para AE9.2-7, BA4.4 y el cultivo mixto
respectivamente. Por lo tanto, bajo estas condi-
ciones de cultivo estas cepas mostraron una curva
de crecimiento donde su fase logarítmica ocurre
durante los primeros días de incubación, alcan-
zando su fase estacionaria entre el cuarto y sexto
día de incubación, y luego disminuyen su densi-
dad bacteriana lentamente durante su fase de
muerte hasta los catorce días de incubación.
Cuando se utilizó glutamato como única fuente
de carbono y energía (Control 1), estos cultivos lo-
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TABLA 1. Valores de crecimiento de las cepas en MMLA suplemetado con Glu y DBT/DMF.

Crecimiento x 107 UFC/mL

CEPA T0 T2 T4 T6 T8 T10 T12 T14

AE9.1.1 3,12 7,57 10,60 15,20 8,13 3,42 0,98 0,53

AE9.1-4 2,43 5,70 6,21 6,50 6,00 4,18 1,40 0,44

AE9.2-1 2,15 4,80 5,34 4,45 4,39 1,97 0,97 0,50

AE9.2-7 2,93 13,30 28,30 19,70 12,50 4,79 2,00 0,76

S-252-3 3,42 5,20 8,35 8,54 7,39 3,29 1,27 0,52

S-252-7 2,06 2,70 2,98 2,12 1,43 0,49 0,34 0,33

BS1.7 3,93 5,47 8,53 9,02 8,30 3,63 1,51 0,51

BS4.12 2,09 7,40 5,84 3,80 2,70 2,09 0,88 0,35

BA4.4 3,05 9,98 18,40 16,00 9,00 4,47 1,66 0,45

A20 3,68 8,65 14,45 13,90 10,80 3,16 1,02 0,43



graron valores máximos de crecimiento a las 48
horas de incubación y luego decrecieron; sin em-
bargo, estos valores fueron menores a los obteni-
dos en las fiolas del Ensayo de biodesulfuración.
No se observó un aumento en los valores de creci-
miento para los cultivos en presencia de DBT

como fuente de carbono, azufre y energía, y DMF
como co-sustrato (Control 2), DMF como única
fuente de carbono y energía (Control 3) y DBT
como única fuente de carbono, azufre y energía
(Control 4), en estos controles los títulos bacteria-
nos decayeron a partir del inicio del ensayo (Tiem-
po 0).

Estos resultados nos indican que las cepas
AE9.2-7 y BA4.4 son capaces de utilizar el DBT
como fuente de carbono y azufre, pero para dispo-
ner del mismo requieren de una fuente de carbo-
no y energía alterna como co-sustrato que les per-
mita sintetizar las enzimas necesarias para biode-
gradar el DBT. Kodama (1977), demostró que uno
de los co-sustratos más eficientes para el creci-
miento celular y la biodegradación de DBT es el
glutamato. Las cepas seleccionadas para esta in-
vestigación utilizaron este aminoácido como co-
sustrato para el crecimiento y la biodesulfuración
co-metabólica del DBT, estos resultados se corres-
ponden con el trabajo de Isea (1996), quien obser-
vó la biodesulfuración de DBT por estas cepas en
diferentes fuentes de carbono y encontró una de-
sulfuración más eficiente del DBT cuando utilizó
el glutamato como co-sustrato.

El comportamiento de los cultivos en el
Control 1 (MMLA y glutamato como única fuente
de carbono y energía) evidenció que las cepas y su
cultivo mixto al carecer de una fuente de azufre
comenzaron a decaer en su crecimiento ya que
éste es un elemento constituyente del protoplas-
ma celular que debe ser asimilado durante la pro-
liferación de los cultivos (Martín, 1980). El conte-
nido de azufre en la mayoría de los microorganis-
mos está entre el 0,1 al 1% del peso seco y es esen-
cial para el metabolismo de los aminoácidos císti-
na, cisteína y metionina así como ciertas vitaminas
(Martín, 1980; Atlas y Bartha, 1993). En los con-
troles 2 (MMLA-DBT/DMF), 3 (MMLA-DMF) y
4 (MMLA-DBT), se excluyó el glutamato a los
cultivos y se observó que los títulos bacterianos co-
menzaron a decaer desde el tiempo inicial (T0),in-
dicando con esto que en el Control 2 el DMF no
representó el co-sustrato de preferencia de las ce-
pas y por ende no pudo ser utilizado por las cepas
para iniciar el co-metabolismo del DBT y es de-
mostrado más directamente en el Control 3 donde
las cepas no fueron capaces de crecer con DMF
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FIG. 1. Curva de crecimiento de la cepa AE9.2-7 en el
ensayo de biodesulfuración y sus diferentes
controles.
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FIG. 3. Curva de crecimiento del cultivo mixto en el
ensayo de biodesulfuración y sus diferentes
controles.
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FIG. 2. Curva de crecimiento de la cepa BA44 en el
ensayo de biodesulfuración y sus diferentes
controles.



como única fuente de carbono y energía. Con el
Control 4 se demostró que las cepas y sus cultivo
mixto no pueden utilizar el DBT como única fuen-
te de carbono, azufre y energía. Esto se debe posi-
blemente a que el DBT es muy recalcitrante para
un ataque inicial por los microorganismos que ne-
cesitan un co-sustrato para poder sintetizar las en-
zimas necesarias para poder biodegradar este
compuesto. Los investigadores que han realizado
trabajos en biodegradación y biodesulfuración
han encontrado que los microorganismos heteró-
trofos aeróbicos son incapaces de utilizar el DBT
como única fuente de carbono, azufre y energía
para su crecimiento, pero al tener una fuente al-
terna de carbono y energía pueden biodegradar y
biodesulfurar este compuesto (Kodama et al,
1973; Laborde y Gibson, 1977; Finnerty et al, 1983;
Barda et al, 1987; Foght y Westlake, 1988; Omori et

al, 1992).
El sulfato como un metabolito producto de la

biodesulfuración del DBT, fue detectado sola-
mente en la fiola del Ensayo de biodesulfuarción
para la cepa AE9.2-7 y en la fiola del cultivo mixto,
no se encontró sulfato en sus controles respecti-
vos; así como para la cepa BA4.4 tampoco se de-
tectó sulfato en ninguno de sus cultivos.

El análisis de varianza demostró que la concen-
tración de sulfato en el cultivo puro de la cepa
AE9.2-7 y el cultivo mixto fue significativamente
diferente (FIG. 4). El sulfato comenzó a aparecer
a las 48 horas de incubación en ambos cultivos y al-
canzó su máxima concentración a los seis días de
incubación con 1,8866 mg/L para la cepa AE9.2-7
y 1,6395 mg/L para el cultivo mixto; luego comen-
zó a disminuir hasta 0,5644 mg/L para la cepa
AE9.2-7 a los 14 días de incubación; sin embargo,
en el cultivo mixto la disminución del sulfato fue
mayor e incluso no se detectó a los 14 días de incu-
bación. Esto indica que probablemente el sulfato
liberado por la cepa AE9.2-7 en el cultivo mixto
pudo ser asimilado metabólicamente por la cepa
BA4.4, lo que explica una disminución de la con-
centración de sulfato en el cultivo mixto y la au-
sencia del mismo a los 14 días de incubación.

Resultados similares fueron reportados por
Omori et al. (1992), los cuales encontraron peque-
ñas cantidades de sulfato liberado en el medio de
cultivo, indicando que la cepa Brevibacterium sp.

cepa SY1 utilizó efectivamente el mismo. Kayser
et al. (1993) al utilizar cultivos mixtos de Rhodo-

coccus rhodochrouscepa IGTS8 (biodesulfurado-
ra) y Enterobacter cloacae (no biodesulfuradora)
en un MMLA con DBT encontraron que el azufre
liberado del DBT fue incorporado dentro de la
célula bacteriana y está disponible para otros mi-
croorganismos con la condición que exista un con-
tacto entre las superficies de las dos células bacte-
rianas, y concluyeron al igual que Izumi et al.
(1994), que la las enzimas involucradas en la acti-
vidad de desulfuración se encuentran asociadas a
la superficie celular de la membrana bacteriana.

La liberación de sulfato registrada en este en-
sayo no fue estequiométrica con relación a la can-
tidad de DBT que fue desulfurado por la cepa
AE9.2-7. Isea (1996), reportó la biodegradación
del DBT de la cepa AE9.2-7 en un 69%, con for-
mación de DBT-sulfona, Ácido Benzoico y 2-Hi-
dróxibifenil en el orden del 0,02; 64,61 y 0,18%
respectivamente, con un porcentaje del 4,19% de
metabolitos no identificados; para la cepa BA4.4,
reportó la biodegradación de DBT en un 10,05 %,
el cual fue convertido en pequeños porcentajes de
Ácido Benzoico (1,91%), 2-Hidróxibifenil
(0,015%) y metabolitos no identificados (7,63%).

No se detectó sulfíto en ninguna de las cepas y
su cultivo mixto, tanto en las fiolas Ensayo como
en sus respectivos controles. Esto probablemente
se debió a que pudo ser oxidado químicamente a
sulfato (Martín, 1980; Afferden et al, 1990); esta
oxidación al parecer, se realizó a medida que se li-
beraba sulfito, ya que cada vez que se procedió a
la extracción de la fase acuosa, se agregó EDTA
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para inhibir esta oxidación (APHA et al, 1992).

Conclusiones

La mejor adaptación y el mayor crecimiento en
el MMLA suplementado con Glu y DBT/DMF
fueron alcanzados por las cepas identificadas
como AE9.2-7 y BA4.4 ya que éstas lograron un
mayor título bacteriano con respecto a las otras
cepas.

Este estudio, junto con los resultados obtenidos
por Isea (1996), demostró que la cepa AE9.2-7 cata-
boliza el DBT siguiendo la ruta metabólica que in-
volucra la oxidación directa del azufre tiofénico vía
DBT-sulfonacon laacumulacióndeácidobenzoico,
2-hidroxibifenil y la liberación de sulfato.

Las cepas AE9.2-7 y BA4.4 y su cultivo mixto son
capaces de crecer en MMLA con DBT como fuente
de carbono y azufre y Glutamato como co-sustrato
para fuentedecarbonoyenergía; y son incapacesde
utilizar el DBT como única fuente de carbono y
energía.

Se encontró sulfato solamente en el MMLA
suplementado con DBT/DMF para la cepa
AE9.2-7 y el cultivo mixto. La cantidad de sulfa-
to liberado en el medio de cultivo de la cepa
AE9.2-7, no fue estequiométrica a la cantidad
de DBT que esta cepa puede biodegradar, indi-
cando que posiblemente el azufre liberado fue
asimilado metabólicamente por las bacterias.
No se detectó sulfito en ninguno de los cultivos,
probablemente por su oxidación química a sul-
fato o por su asimilación por parte de las cepas
bacterianas.

Debido a que el límite de resolución de la
técnica empleada para la determinación de sul-
fito no permite detectar concentraciones meno-
res a 0,25 mg/L es necesario realizar experimen-
tos con técnicas más sensibles como la cromato-
grafía iónica.
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