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Resumen

Se describio la capacidad de cinco cepas bacterianas para transformar un carbon de bajo rango (CBR), para ello se evalua-
ron cepas aisladas de microhabitats con presencia de particulas procedentes de los procesos de almacenamiento y lavado
de carbon en la mina El Cerrejon (Colombia). Se realizaron ensayos de solubilizacion de CBR en medio de cultivo sélido y
liquido, ademas de la decoloracién de sustancias hdmicas (SH) extraidas del CBR. Todas las bacterias evaluadas presentaron
capacidad para biotransformar CBR en medio sélido, esta actividad es mayor cuando el CBR ha sido pretratado con acido
nitrico; en medio liquido se alcanzé una pérdida de peso de CBR hasta del 37% por accion de una cepa de Acinetobacter
baumannii, acompanada de la aparicion de hasta 8,06 mg/ml" de sustancias solubles con absorbancia a 465 nm; los cam-
bios en el pH del medio sugieren que la actividad biotransformadora de CBR estd asociada a la liberacion de sustancias
alcalinas; finalmente, se encontré evidencia para sugerir que las SH presentes en el CBR son transformadas por cometabo-
lismo, posiblemente mediante reacciones de depolimerizacién, decoloracion y repolimerizacion.
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Abstract

in this study were evaluated five bacterial strains isolated from microhabitats with high content of coal particles generated
from storage and washing processes, in “The Cerrejon” open coal mine (Colombia), their ability to biotransform a low rank
coal (LRC) was described by testing solubilization on solid and liquid culture medium, as well as bleaching of humic substan-
ces (HS) extracted from LRC. All tested bacteria showed ability to biotransform LRC on solid medium, this activity is greater
when the LRC has been pretreated with nitric acid; in liquid medium LRC reached 37% of weight loss by Acinetobacter
baumannii strain, accompanied by the appearance of up to 6.8 mg/ml-1 of soluble substances with absorbance at 465 nm,
changes in culture medium pH suggest that LRC biotransformations activity is associated with alkaline substances release,
finally found evidence to suggest that HS contained within LRC are transformed by cometabolism, possibly by depolymeri-
zation reactions, bleaching and repolimerization.

Key words: Coal solubilization, humic substances, El Cerrejon, by Acinetobacter baumannii.

Recibido: febrero 9 de 2011 Aprobado: mayo 25 de 2011

* %

Bidlogo, M.Sc. Candidato a doctor, Universidad Popular del Cesar, Laboratorio de investigacién en microbiologia agricola y ambiental.
nelsonvalero@unicesar.edu.co

Microbidlogas, Universidad Popular del Cesar.

58

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIll No. 1 Julio 2011 58-65



Introduccién

La fraccién organica del carbon es compleja, hetero-
génea y se organiza en tres fases principales (matriz,
bitumen y sustancias hdmicas) (Schmiers y Ktipsel,
1997); la matriz comprende un conjunto de estructu-
ras macromoleculares aromaticas y alifaticas de alto
peso molecular, similares a la lignina; el bitumen es
una mezcla heterogénea de moléculas alifaticas y
aromaticas de bajo peso molecular (asfaltenos, ceras,
resinas), las sustancias himicas (SH) son complejos su-
pramoleculares formados por compuestos aromaticos
de caracter fendlico, unidos por cadenas alifaticas de
diferentes tamanos, exhiben diversos grupos funciona-
les y compuestos nitrogenados, tanto ciclicos como
alifaticos; las SH son generadas por repolimerizacion
de moléculas heterogéneas relativamente pequenas
derivadas de la degradacion y descomposicion de ma-
teriales biolégicos (Piccolo, 2002).

Los carbones de bajo rango (CBR) presentan alta hu-
medad, sustancias volatiles, cenizas y bajo contenido
de carbono fijado, en consecuencia no son usualmen-
te utilizados para la obtencién de energia debido su
bajo poder calorifico (Oboirien et al., 2008); por estas
razones, los CBR generados en la mineria de carbon a
cielo abierto se consideran un residuo. Sin embargo,
se ha demostrado que los CBR pueden transformar-
se mediante licuefaccién para obtener combustibles
limpios y diversas sustancias como materia prima con
valor agregado en la industria quimica, farmacéutica, o
para aplicaciones ambientales (Gianoulli et al., 2009);
la aplicacion més conocida es la extraccion de las SH
para su utilizacion como acondicionadores organicos
del suelo (Piccolo y Mbagwu,1999), estimuladores del
crecimiento y desarrollo vegetal (Nardi et al., 2002), o
como coadyuvantes en procesos de fitorremediacion
de suelos contaminados (Bandeira et al., 2009).

Los procesos de transformacion del carbén median-
te pirolisis, gasificacion o licuefaccion demandan alta
energia, por tanto, resultan inconvenientes econémica-
mente; frente a esta situacién se ha estudiado la trans-
formacion biolégica de CBR mediante la actividad de
hongos lignonoliticos (Elbeyli et al., 2006) y bacterias
(Wise, 1990), por medio de mecanismos basados en
la similaridad entre la estructura quimica de la lignina,
el carbén y las SH. Se ha prestado mayor atencion a la
biotransformacién del CBR por medio de la actividad
de las enzimas manganeso peroxidasa, lignino peroxi-
dasa y lacasas en hongos basidiomicetos de la podre-
dumbre de la madera y hongos saprofiticos del suelo;
sin embargo, la capacidad de las bacterias para solu-
bilizar el CBR parece estar mas asociada a mecanis-
mos no enzimaticos como la produccion de agentes

surfactantes (Yuan et al., 2006), liberacién de agentes
quelantes (Bumpus, 1998) y la produccién de sustan-
cias alcalinas que disuelven las moléculas solubles y
SH presentes en el carbén (Hofrichter and Fakoussa,
2004); pero también se ha asociado a la produccién
de enzimas laccasas que son secretadas en ambien-
tes naturales para solubilizar lignina (Kiiskinen et al.,
2004).

La transformacion biolégica del carbon es un fené-
meno complejo que involucra varios conceptos; el
término biotransformacion designa la ocurrencia de
cualquier cambio en la forma del material mediado
por la actividad biolégica (Ward, 1991), la solubiliza-
cion conlleva la formacién de sustancias liquidas de
color oscuro a partir del carbon en estado sélido, y
es debida a la liberacion microbiana de enzimas, sus-
tancias alcalinas o agentes quelantes y surfactantes
(Steinbtichel, 2001); la decoloracion hace referencia a
la pérdida de color de los acidos himicos cuando son
utilizados como sustrato, este proceso esta asociado a
la disminucién de absorbancia a 465 nm y ocurre por
depolimerizacién (Willmann y Fakoussa, 1997).

El objetivo de este trabajo fue describir el potencial
para la biotransformacion de un CBR por medio de
cinco cepas bacterianas nativas aisladas en microam-
bientes que han estado en contacto permanente con
particulas de carbon en la mina El Cerrejon (Colom-
bia), y aproximarse a los mecanismos expresados por
estas bacterias para la biotransformacion del CBR, con
el propésito de desarrollar futuras aplicaciones biotec-
nolégicas para producir sustancias liquidas de valor
agregado a partir del carb6n, o SH para aplicaciones
en el manejo de suelos, aprovechando la oferta de
CBR derivado de la mineria del carbén.

Materiales y métodos

Muestras de carbon y sustancias humicas. Se utilizo
un CBR colectado en el manto 40 del frente de extrac-
cion denominado Tajo Patilla en la mina El Cerrejon;
se tamizo6 para obtener particulas de 2,36 mm y 300
pum y se aplicé un pretratamiento oxidativo con HNOs
al 10% de acuerdo al protocolo utilizado por Mach-
nikowska et al. (2002). Las SH contenidas en el CBR se
extrajeron con alcali siguiendo el protocolo descrito
por Sharif (2002), se determind el porcentaje de car-
bono en el extracto himico total (EHT) y las fracciones
de acidos himicos (AH) y acidos filvicos (AF) siguien-
do la metodologia descrita por la International Humic
Substances Society (IHSS, 2007). El EHT obtenido fue
analizado mediante espectroscopia infraroja (FT-IR
Nicolet Magna560, con detector MCT/A). El CBR uti-
lizado fue caracterizado para determinar el contenido
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de metales pesados (As, Co, Pb, V, Cu, Zn, Ni, Cr, B,
Mo, Cd), humedad total, contenido de cenizas, poder
calorifico, contenido de sustancias volatiles, carbono
fijado, azufre, hidrégeno, nitrégeno y oxigeno; minera-
les presentes en las cenizas (Fe20O3;, CaO, MnO-, MgO,
SrO, K>O, BaO); todas las determinaciones se realiza-
ron mediante los métodos estandar correspondientes
descritos en las normas de la American Society for
Testing and Materials (ASTM), estas son las normas de
referencia adoptadas para andlisis de carbon; los me-
tales pesados se determinaron segin la norma D6357,
y los minerales en cenizas segtn la norma D-6349-08;
las determinaciones de humedad, cenizas, sustancias
voldatiles, poder calorifico, S (C, Hy N) y O, segun las
normas D3302-07, D5142-04, D3175-07, D51-42-(04),
D-4239-08a métodoB, D-5373-08 y D3176-89(02) res-
pectivamente.

Cultivos bacterianos. Se utilizaron 5 cepas bacterianas
denominadas BSC5, BSC7, BSC13, BSC19 y BSC20.
BSC5 aisladas de la rizosfera de Typha domingensis,
una graminea que crece sobre sedimentos con abun-
dantes residuos carbonosos procedentes del proceso
de lavado de carbon; BSC7 y BSC13 fueron aisladas
del sedimento descrito anteriormente, sin presencia
de plantas; BSC19 y BSC20 se aislaron de la rizosfera
de pasto buffel (Cenchrus ciliaris), una graminea que
crece sobre un depésito de materiales rocosos tritura-
dos extraidos en el proceso de excavacién en la mina,
este material estd mezclado con particulas de carbén
de diferente tamano que se fugan de un patio de al-
macenamiento de carbdén. Las cinco cepas bacteria-
nas fueron seleccionadas por su capacidad para crecer
abundantemente sobre un medio de cultivo minimo
de sales con carbon en polvo al 5% como unica fuente
de carbono, disefnado por Wise (1990).

Solubilizacion de carb6n en medio solido. Los cinco
aislamientos bacterianos se cultivaron en forma masiva
sobre placa de agar nutritivo (Oxoid), partiendo de un
inoculo de 0,5 escala de Mcfarland, se incubaron por
48 horas a 37 °C; posteriormente, sobre la superficie
del cultivo masivo se colocaron particulas de carbén
estéril de 2,36 mm, tratadas y sin tratar con HNOs al
10%, se incubaron por 8 dias mas a 30 °C y se determi-
né la solubilizacion a las 24, 48 y 72 horas, midiendo
el diametro de un halo de color marrén formado alre-
dedor de la particula de CBR, generado por la difusién
de sustancias solubilizadas procedentes de la matriz
del carbon; como control se colocaron particulas de
CBR sobre una placa de agar nutritivo sin crecimiento
bacteriano.

Solubilizacion de carbon en medio liquido. A partir
de un inéculo bacteriano de 0,5 escala de Mcfarland

en caldo nutritivo (Merck), se tomé 0,1 mly se inoculd
en tubos con 20 ml de caldo nutritivo con adicién de
5% (p/v) de particulas de CBR de tamafo inferior a
300 um, tratado y sin tratar con HNQO:s, los cultivos se
incubaron en agitacion por 7 dias a 25 °C, después de
la incubacién el cultivo se centrifugd a 3200 rpm por
10 min, el sobrenadante de color marrén fue filtrado
en papel Whatman N° 42 con un didmetro de poro de
2,5 um, y se midio la absorbancia del filtrado a 465 nm
para determinar la presencia de las sustancias solubles
derivadas del CBR que fueron liberadas al medio por
actividad bacteriana (Oboiren et al., 2008), se midi6 el
pH inicial y final de los medios de cultivo. La pérdida
de peso del carbon se determind después de lavar tres
veces el CBR residual en agua destilada y secarlo en
horno a 105 °C hasta obtener peso constante. Para
determinar la concentracion de las sustancias solubles
con absorbancia a 465 nm producidas a partir del CBR,
se elabord una curva de interpolacion con los valores
de absorbancia de soluciones de concentracion cono-
cida de EHT obtenidos previamente del CBR.

Prueba de depolimerizacion de sustancias hiamicas
(SH). Se evalu6 esta actividad en caldo nutritivo (CN)
y en caldo minimo de sales (CMS) segin la siguien-
te composicion (g/I'): NHsNOs 2,50, KH:PO.4 1,75,
MgSOs4 0,75, K;HPO4 0,75, NaCl 0,25, ZnSO4 0,088,
FeCl; 0,08, CuSO4 0,016, MnCl, 0,014, MoOs 0,007,
Co(NOs), 0,005; a cada uno de los medios se le adi-
cioné SH al 15% (p/v) como fuente de carbono. El
inoculo se preparé como fue descrito anteriormente,
el cultivo se incub6 con agitacion a 420 rpm durante 7
dias a 30 °C % 3, después de la incubacién se centrifu-
g6 a 3200 rpm por 10 min, se filtré el sobrenadante y
se midi6 la absorbancia a 465 nm, la disminucién en el
valor de absorbancia indica la depolimerizacion de las
SH por la actividad microbiana (Willmann y Fakoussa,
1997).

En cada experimento el disefo fue completamente al
azar, se utilizaron tres réplicas para cada tratamiento.
Los datos obtenidos para las variables respuesta de
los tres experimentos fueron analizados mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, utilizando el
programa estadistico SPS version 14.

Resultados y discusién

Caracterizacion del carbon y las SH. El carbon utili-
zado presenté humedad del 28,44%, 11,12% de ceni-
zas, 47,79% de sustancias volatiles, poder calorifico de
4781 Kcal/kg', 41,09% de carbono fijado, C 57,75%, S
0,13%, H 2,67%, N 2,3%, O 26,03%; los minerales en
cenizas presentan valores de Fe>Os34,24%, CaO 69,3,
MnO: 0,14%, MgO 9,37% SrO 0,89% K.O 0,05%
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BaO 0,08%. Estos resultados confirman que la muestra
de carbon corresponde a un CBR tipo lignito, por su
alto contenido de humedad y de materiales voldtiles,
y poder calorifico menor a 6,390 Kcal/kg'. La determi-
nacion de elementos traza con valores de 0,71, 2,31,
1,73, 1,66, 0,55, 22,43, 3,35, 2,4, 15,11 y 2,52 y 0,08
ppm respectivamente para As, Co, Pb, V, Cu, Zn, Ni,
Cr, B, Mo y Cd, indica que el CBR no ofrece riesgo de
toxicidad por estos elementos.

Los valores para el contenido de carbono del extracto
hdmico total (CEHT), carbono de acidos himicos (CAH)
y carbono de acidos fulvicos CAF fue de 32,91, 24,31
y 8,6% respectivamente. El espectro IR (figural) mues-
tra las bandas caracteristicas para espectros de SH, al-
rededor de 3400, 1600, 1300 y 1000 ondas/cm™ (Dick
et al., 2002); estas bandas corresponden a los grupos
funcionales esperados, que incluyen grupos OH en fe-
noles, alcoholes y polisacaridos, grupos C =0 y COOH,
C = C en compuestos aromaticos y N-H; ademads, hay
evidencia de aromaticidad y de uniones covalentes
en unidades alifaticas. Los anteriores resultados con-
firman la presencia de SH en el carbon que se utilizé
para el experimento, este hecho permite suponer que
al ocurrir el contacto entre el carbén y las bacterias
estas pueden actuar sobre el carbén para solubilizarlo
y liberar al medio las SH que contiene, debida a la
expresion de los mecanismos de accién relacionados
con la liberacién microbiana de enzimas, sustancias al-
calinas o agentes quelantes y surfactantes (Hofrichter
y Fakoussa, 2004). A la fecha se ha comprobado que
la presencia de microorganismos en la superficie y el
interior del carbén, principalmente el lignito, es un fe-
némeno natural que contribuye a la transformacién y
evoluciéon de los minerales y la materia organica del
mismo, no solo cuando es expuesto a la superficie sino
también en el interior de los yacimientos (Yossifova et
al., 2010; Bulankina et al., 2007).

%Transmitancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de Ondas (cm-1)

Figura 1. Espectro IR del extracto htiimico obtenido median-
te extraccién con dlcali a partir del CBR.

Solubilizacion de carbon en medio sélido. Las cinco
cepas bacterianas estudiadas presentaron actividad
solubilizadora en mayor grado sobre las particulas de
CBR tratado con HNO; (figura 2), el diametro del halo
de solubilizacién aumenté con el tiempo alcanzando
valores entre 23 y 33 mm a las 72 horas (figura 3); este
efecto ha sido descrito previamente para muestras de
carbén de diferente rango, incluyendo carbones du-
ros (Machnikowska et al., 2002). Sobresale la actividad
de la BSC7con diferencia significativa sobre las demas
bacterias y el control (P[] 0,05) que desde las 24 horas
registr6 mayores valores en el diametro del halo de
solubilizacion.

Solubilizacion de carbon en medio liquido. Los cin-
co cultivos bacterianos evaluados ocasionaron dismi-
nucion del CBR con pérdida de peso que va desde
el 4,17% hasta el 37,4% (BSC13), la disminucion del
CBR solido esta acompanada de la aparicion de sus-
tancias solubles con absorbancia a 465 nm (figura 4a).
En estudios previos se ha comprobado que las sustan-
cias solubles con absorbancia a 465 nm obtenidas por
solubilizacién microbiana del carbén presentan alta
similaridad en cuanto a su composicion elemental,
grupos funcionales y caracteristicas espectroscopicas,
al ser comparadas con SH obtenidas mediante extrac-
cion quimica a partir del mismo carbén (Wilson et al.,
1987; Quigley et al., 1988; Filip y Kubat, 2001); estos
antecedentes permiten sugerir que las sustancias pro-
ducidas por la actividad de las cinco cepas bacterianas
evaluadas en este estudio pueden ser SH.

Se encontré diferencia significativa (PL] 0,05) para el
valor promedio de carbon transformado por las bac-
terias BSC13, 19 y 20 con respecto al control, y las
bacterias BSC5 y BSC7, utilizando tanto el carbén pre-
tratado como sin tratar, y diferencia significativa en la
produccion de SH por todas las bacterias utilizando
carbén con y sin pretratamiento previo, pero con dis-
minucién en la magnitud de la solubilizacién, excepto
para la BSC19.

La pérdida de peso, tanto del CBR preoxidado con
HNO:s (2,55%) y sin oxidar (2,22%), en el tratamiento
control indica que ocurre cierto grado de autosolubili-
zacion del CBR en el medio de cultivo sin presencia de
microorganismos. La biosolubilidad del carbén esta co-
rrelacionada fuertemente con su grado de oxidacion;
asi, Machnikowska et al. (2002) reportan un mayor
rendimiento en la solubilizacion de CBR mediada por
hongos y bacterias al someter el CBR a pretratamien-
to con HNQO;3, sin embargo, los resultados demuestran
que en este caso el pretratamiento oxidativo no oca-
siona un mayor rendimiento en la solubilizacién con
respecto al carbdn sin tratar. La biotransformacion de
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+HNO;

-HNO,

Figura 2. Solubilizacién de particulas de CBR en medio sélido tratado (+HNQOs) y sin tratar (-HNOs): (a) Control, (b) Actividad de

la bacteria BSC3.

Halo de solubilizacién
(mm)
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Figura 3. Solubilizacién de particulas de CBR tratado con
HNO;3, sobre medio sélido, por accién de cinco cepas bacte-
rianas solubilizadoras (BSC).

un 37,4% de CBR sin pretratamiento oxidativo por la
BSC 13 es un porcentaje mayor al rendimiento de ex-
traccion de SH con éalcali, que fue del 33%, aunque se
ha demostrado que la optimizacion de la metodologia
con extracciones sucesivas puede alcanzar rendimien-
tos hasta del 60,85% de material himico potencial-
mente extractable de este tipo de carbones (Siong et
al,, 2007).

Utilizando CBR sin tratamiento acido se observé trans-
formacién del mismo con incremento del pH en los
cultivos con respecto al valor inicial (pH = 7,02) y al
valor de pH final en los cultivos bacterianos sin adi-
cion de CBR (figura 4b), este resultado se puede re-
lacionar con la solubilizacién bacteriana del CBR por
mecanismos no enzimaticos como la produccion de

% pérdida de peso Produccién SH
CBR (mg.ml)
100 10
90 9
80 8
70 7
60 6
50 5
40 4
30 3
20 2
10 1
0 0
BSCS BSC7 BSC13 BSC19 BSC20 Control
a)
' Pérdida de peso CBR (%) tratado con HNO3
Pérdida de peso CBR (%) sin tratar con HNO3
= Produccion SH CBR (%) sin tratar con HNO3
=3 Produccion SH CBR (%) tratado con HNO3
o .
% pérdgis:e peso pH
100 10
90 9
80 8
70 7
60 6
50 5
40 4
30 3
20 2
10 1
0 0
BSC5 BSC7 BSC13 BSC19 BSC20 Control
b) I Pérdida de peso CBR (%) tratado con HNO 3

Pérdida de peso CBR (%) sin tratar con HNO3.
=/x= pH sin tratar con HNO 3
=B~ pH tratado con HNO3

—©— pH cultivo bacteriano sin CBR

Figura 4. a) Produccién de SH y disminucién de CBR en el
medio de cultivo liquido por 5 cepas bacterianas solubili-
zadoras de carbdn con y sin pretratamiento oxidativo con
HNOs. b) Cambios en el pH del medio de cultivo en relacién
con la actividad solubilizadora.
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sustancias alcalinas que disuelven las moléculas solu-
bles y sustancias hdmicas de la matriz del carbén,
como ha sido reportado por Hofrichter y Fakoussa
(2004) o, en segundo lugar, por el caracter alcalino
de los metabolitos producidos por la solubilizacion
del CBR. Sin embargo, utilizando CBR pretratado con
HNO; hubo menor porcentaje del mismo transfor-
mado vy, a la vez, los valores de pH final en el medio
de cultivo fueron mas bajos que en en los cultivos
bacterianos sin CBR, excepto para la BSC13 que a
su vez presentd la mayor actividad sobre el CBR.
Los resultados descritos sugieren que las bacterias
evaluadas expresaron la produccion de metabolitos
alcalinos como mecanismo para solubilizar el CBR,
también se puede sugerir que este mecanismo es
inducido por la presencia del CBR en el medio, pero
al utilizarlo pretratado su accién es neutralizada por
el HNOs residual que en medio liquido se puede di-
fundir desde la matriz del CBR.

Absorbancia

045

040

0.35

0.30

BSC5 BSC7 BSC13 BSC19 BSC20 Control
CEERCEEE

Figura 5. Disminucién de la absorbancia a 465 nm ocasiona-
da por cultivos bacterianos en caldo nutritivo con SH al 15%
y caldo minimo de sales con SH al 15%.

La cepa BSC13 que present6 la mayor actividad fue
identificada mediante la amplificacién por PCR de una
region de 1465 pb del gen rDNAT16S utilizando los
iniciadores 27F, 1492R, 518F y 800R, los productos
de la reaccion fueron secuenciados y ensamblados en
una secuencia consenso problema, la comparacion
con bases de datos de referencia del Centro Nacional
de Biotecnologia de los Estados Unidos (NCBI) generd
la clasificacion taxonémica mediante la elaboracion de
un arbol filogenético del grupo de secuencias con ma-
yor similitud a la secuencia consenso; asi se determiné
que este aislamiento corresponde a Acinetobacter bau-
mannii. str. CCGE2017 con un 99% de identidad con
el identificador 569106 del gene bank.

Depolimerizacion de SH. Se presentd disminucion
en la absorbancia en todos los cultivos bacterianos
en caldo nutritivo con sustancias himicas (CN-SH)
con respecto al tratamiento control, excepto para
la BSC20, pero la diferencia solo fue significativa
(P110,05) para las BSC7 y 13; en el caldo minimo de
sales (CMS-SH) solo hubo una leve disminucién en la
absorbancia para la BSC19, para los demas cultivos
bacterianos hubo incremento en los valores de absor-
bancia con respecto al tratamiento control pero son
diferencias significativas (figura 5). Se sabe que los
mismos mecanismos enzimaticos responsables de la
biosolubilizacion de CBR también pueden desenca-
denar depolimerizacion de las SH una vez liberadas
de la matriz del carbén, estos sistemas enzimaticos
presentan una regulacion compleja que depende de
la presencia de fuentes de nitrégeno y fuentes adi-
cionales de carbono de facil asimilacion (Bublitz et
al., 1994). En la degradacion de lignina por bacterias,
estas utilizan primero la glucosa para su crecimiento
y luego la lignina como co-metabolito (Jeffries et al.,
1981), lo anterior sugiere que en este caso el fenéme-
no de depolimerizacién de SH puede estar asociado
a fendmenos de cometabolismo, dado que solo se
presenté una disminucién marcada en la absorban-
cia en caldo nutritivo, mas no en caldo minimo de
sales. Incrementos en los valores de absorbancia en
el caldo minimo de sales pueden indicar que tras la
depolimerizacion de SH por mecanismos no enzi-
maticos (sustancias alcalinas y agentes quelantes), la
concentracion de los productos de la solubilizacién
inducen reacciones de repolimerizacién mediados
por la accién de enzimas extracelulares (principal-
mente lacasas), hecho demostrado por Hofrichter y
Fritsche (1997). Ecol6gicamente, fendmenos como la
solubilizacion de carbén por cometabolismo vy la re-
polimerizacién de los productos resultan adecuados
como una forma de controlar el consumo o la de-
gradacion completa de los materiales himicos en el
suelo (Kydralieva, 2006), puesto que es conveniente
que permanezcan alli para poder desencadenar los
efectos fisicos y quimicos sobre el suelo y los efectos
fisiol6gicos benéficos sobre las plantas (van Trump et
al., 2006).

Conclusiones

Se demostré que las bacterias nativas aisladas de mi-
croambientes que han estado en contacto permanen-
te con particulas de carbén presentan la capacidad de
solubilizar el CBR en medio sélido y en medio liquido,
como resultado ocasionan pérdida de peso del carbén
y la consecuente produccion de sustancias coloreadas
con absorbancia a 465 nm, que posiblemente corres-
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ponden a las SH contenidas en la macroestructura del
CBR. El pretratamiento oxidativo del CBR con HNO;
incrementa su solubilizacion en medio sélido pero no
en medio liquido. Se encontré evidencia para sugerir
que las bacterias producen sustancias alcalinas que
disuelven el CBR; estas bacterias también presen-
tan la capacidad de depolimerizar las SH presentes
en el CBR, posiblemente por cometabolismo. Los
hallazgos demuestran la posibilidad de uso de las
bacterias estudiadas, especialmente la BSC13 (Aci-
netobacter baumannii), para la solubilizacion del
CBR producido en la mina El Cerrején, para produ-
cir SH que posteriormente pueden tener diferentes
aplicaciones.
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