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Resumen

La biorremediacion es un proceso biotecnoldgico que usa microorganismos para la recuperacion de ambientes contaminados, gracias
a la capacidad estos de oxidar metab6licamente moléculas recalcitrantes. Generalmente los microorganismos biorremediadores de
hidrocarburos son enddgenos de aguas de produccion y crudo, por lo que su aislamiento e identificacion se plantea como un método
prometedor para la obtencidn de microorganismo hidrocarburo-degradantes que puedan usarse en procesos terciarios de tratamiento
de aguas en la industria del petrdleo y gas. La presente investigaciéon tuvo como objetivo aislar e identificar cepas hidrocarburo-
degradantes a partir de agua de formacion y crudo, asi como evaluar su capacidad para eliminar crudo miscible de aguas producidas.
La identificacion bacteriana se llevo a cabo mediante descripcion micro y macro, tincion de Gram y secuenciacion molecular, las
cinéticas de crecimiento y consumo se ajustaron a modelos tedricos para entender el fenémeno y fueron desarrolladas en medios
salinos suplementados con Crudo o Benceno, los cambios en la concentracion de biomasa e hidrocarburos se calcularon mediante
pruebas espectrofotométricas. Se aislaron e identificaron 5 microorganismos de ambientes relacionados con hidrocarburos, entre
ellos Stenotrofomona maltofila, pseudomona aeruginosa Pseudomona oryzihabitans, Pseudomona ptuzeri y Micrococus luteus.
Siendo P. stutzeri y M. luteus las mas efectivas en el consumo de crudo liviano a partir de agua de formacion simulada como Unica
fuente de carbono, P. stutzeri y M. luteus fueron capaces de consumir 50 y 80 % crudo respectivamente en un periodo inferior a 22
horas con igual afinidad por el crudo de acuerdo a los modelos tedricos de crecimiento. En relacion al consumo de benceno ambas
cepas exhibieron inhibicion del crecimiento a concentraciones superiores a 90 mg/L, sin embargo P. stutzeri degrad6 68.77 y 53.37
de benceno de 90 y 600 mg/L mientras que M. luteus consumi6 47.05y 5.80%, respectivamente. P. stutzeri y presento una produccién
de hasta 14,25 g/L de ramnolipidos. Al menos de nuestro conocimiento, este es el primer trabajo relacionado con los parametros
cinéticos de M. luteus durante la biodegradacién de hidrocarburos.

Introduccion

El petrdleo junto con el gas natural y el carbdn mineral representan las principales fuentes de energia a nivel mundial %, por su parte
el petroleo crudo y sus derivados son en general una mezcla compleja de compuestos, principalmente de hidrocarburos, con
proporciones variables de carbono (83-87%) e hidrogeno (10-14%), de acuerdo a su composicion estas moléculas son esencialmente
hidrofobicas, sin embargo poseen una fraccidn soluble en agua conocida como FSA o WAF (por sus siglas en inglés Water
Associated Fraction) 2. La FSA estd constituida por moléculas alifaticas, naftaleno y aromaticos, como benceno, tolueno,
etilbenceno, xileno y fenoles 3, estos componentes representan algunos de los componentes mas toxicos del petréleo debido a su
biodisponibilidad incrementada “. La presencia de este tipo de contaminantes es comln tanto en derrames como en aguas de
produccion que son consideradas como el principal subproducto de la industria del petréleo ® en cualquiera de los escenarios la
persistencia de estos contaminantes esta influenciada por fatores como la naturaleza del contaminante, su concentracion y su
capacidad para interactuar con las condiciones quimicas, geoldgicas, fisicas y bioldgicas del sitio contaminado®. Dada la peligrosidad
de este tipo de contaminantes ciertas entidades nacionales e internacionales se encargan de la evaluacién y monitoreo de la eficiencia
de los sistemas de inyeccidn y vertimiento, normas como la NACE ( National Association of Corrosion Engineers) y la resolucion
0631 del 2015 expedida por el Ministerio de Ambiente que regula la disposicion de aguas domésticas y residuales, exigen a los
productores tener protocolos de disposicion, tratamiento y reutilizacion de estas aguas, ya sea que se utilicen para procesos de
reinyeccion o para su vertimiento final 7.
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Para logar alcanzar los valores reglamentarios, la industria de hidrocarburos ha implementado varios mecanismos fisicos y quimicos
encaminados a la remocion de hidrocarburos de las aguas como son la flotacion 8, ultrafiltracion °, 6smosis inversa 1°, coagulacion
quimica %, electrocoagulacion *2, electro-flotacion ** y adsorcion 14, de los cuales, los métodos adsortivos son los que se han utilizado
con mayor frecuencia dada su capacidad de remocién cercana al 100% del crudo que se encuentra fuertemente emulsionado. Sin
embargo, la adsorcidn esta basada en una transferencia del contaminante entre fases, solida liquida y gas, y no resuelve el problema
posterior de eliminacion final del contaminante 5, En este escenario el uso de procedimientos bioldgicos para limpiar el agua
contaminada (biorremediacion) surge como una estrategia para la eliminacion definitiva de los compuestos recalcitrantes debido a
la capacidad microbiana de biotransformar el crudo en compuestos mas oxidados y menos toxicos 6, esta biotecnologia emergente
ha recibido especial atencién, por ser de bajo costo, presentar altas tasas de redso, eficiencias de remocidn superiores al 80% y por
ser ambientalmente amigable comparada con los procedimientos quimicos y fisicos convencionales. Es importante mencionar que
para llevar a cabo este tipo tecnologia una de las principales estrategias es realizar un proceso de bioaumentacién, el cual consistete
en laadicion de microorganismaos con caracteristicas catabdlicas especificas que permiten la remocion de los contaminantes presentes
en el medio Y.

A las bacterias que son capaces de utilizar petr6leo para su crecimiento y mantenimiento se les conoce como Bacterias degradadoras
de hidrocarburos, son microorganismos con la capacidad de convertir sustratos habitualmente no degradables en metabolitos
facilmente asimilables o susceptibles de ser catalizados enzimaticamente 8. La velocidad de esta biodegradacion depende de la
naturaleza del contaminante, por ejemplo, los hidrocarburos de menor peso molecular son mas faciles de metabolizar y por tanto se
esperan tasas de recuperacién mas altas, por su parte los hidrocarburos de cadenas largas o aromaéticos policiclicos tienen una menor
tasa de biodegradacion debido a su mayor hidrofobicidad °. Dada la variada naturaleza quimica de los hidrocarburos, el éxito de un
proceso de biorremediacién esta condicionado por la seleccion de un grupo heterogéneo de microrganismos con la capacidad de
degradar materiales contaminantes de diferente naturaleza a diferentes temperaturas, pH, salinidad, y concentracién de nutrientes ©.
En este sentido, dado que uno de los factores biolégicos que representan un recurso importante para las estrategias de biorremediacion
es la diversidad de especies microbianas y sus capacidades metabdlicas, en los Gltimos afios la ecologia microbiana ha realizado
esfuerzos encaminados a la determinacién de una amplia gama de microorganismos con la capacidad de adaptarse y explorar habitat
contaminados, algunos autores indican que los ambientes donde habitan los microrganismos con la capacidad de tolerar este tipo de
xenobidticos son precisamente las zonas contaminadas con los mismos 2%2%, Por tanto, el primer paso para la aplicacion de esta
tecnologia emergente es la identificacion, asilamiento y caracterizacion de una amplia gama de microorganismos con la capacidad
de biodegradar hidrocarburos para un mejor entendimiento de las condiciones bioldgicas que favorecen la remediacion lo cual abre
la posibilidad de la aplicacion a gran escala de la biorremediacidn. Por lo anterior este trabajo tuvo como objetivo el aislamiento, e
identificacion de bacterias hidrocarburo degradantes de ambientes contaminados con hidrocarburos, evaluar el crecimiento de las
cepas aisladas y la determinacion de las cinéticas de consumo de crudo e hidrocarburos arométicos en aguas de produccion simulada.

Materiales

Para el aislamiento de los microorganismos se utilizaron aguas de produccion y crudo que fueron colectados de campos nacionales
ubicados en el departamento del Meta (Colombia), posicion global 3°5920”N 73°45'53"0; las muestras se almacenaron en frascos
estériles a 4°C para su posterior andlisis, Se utilizd Agar Extracto de Levadura Glucosa Triptona (ALGT) y caldo Bushnell Haas
(BH, Sigma Aldrich, EE. UU.) para el cultivo bacteriano. Se usé Crudo colombiano (33 ° API), agua desionizada y NaCl (99%,
Merck KGaA, Alemania) para preparar las emulsiones aceite en salmuera, mientras reactivos como benceno, tolueno y fenol (> 98%,
CARLO ERBA Reactive-SDS, Barcelona, Espafia) fueron utilizados en los ensayos de eliminacion de hidrocarburos aromaticos.
Finalmente, se empled acetonitrilo (99,8% fraccién de masa en H20, Sigma-Aldrich, EE. UU.) para la cuantificacion de
biosurfactante ramnolipido.

Métodos

Caracterizacion Agua de produccion. Las siguientes pruebas se llevaron a cabo bajo los Métodos Estandar para el analisis de
agua potable y residual propuesto por la Asociacion Estadounidense de Salud Publica (APHA, 1992) 2: Método de sdlidos fijos
2540, Método de dureza total del agua 2340, Método potenciométrico de pH, Método de oxigeno disuelto (OD) 4500 OC, Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) Método 5220 D, Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBO5) Método 5210 B, Método de Grasa y Aceite
5520 D, Método de Fosfatos 4500-PD, Método de Nitratos 4500-NOs-D y Sulfatos Método 4500- SO42.

Caracterizacion Crudo. Las siguientes pruebas se llevaron a cabo bajo los métodos ASTM: API grados ASTM D287, gravedad
especifica ASTM 1992, destilacion de punto de ebullicién verdadero (TBP) y analizador de destilacion simulada de perfil de
hidrocarburos (Agilent Technologies®) ASTM D2892 y métodos ASTM 2003.
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Analisis GC-MS para crudo. Para determinar el perfil de hidrocarburos del crudo se utilizé un cromatégrafo de gases 6890N GC,
acoplado a un detector selectivo 5973N MS y equipado con un inyector split/splitless (Agilent Technologies, USA). La temperatura
del inyector fue de 300°C £ 1°C. Las muestras se inyectaron automaticamente en el modo splitless. Se utiliz6 una columna HP-5 MS
(5,0% fenilmetilsiloxano) de 30 m, 0,25 mm, espesor de pelicula de 0,25 pm y una temperatura maxima de 325 °C. Se utiliz6 la base
de datos NIST 98 (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia, EE. UU.) para identificar el tipo de hidrocarburos. Cada
hidrocarburo se expresa como porcentaje relativo de los hidrocarburos totales.

Aislamiento bacteriano. El aislamiento bacteriano se llevé a cabo mediante el método sugerido por Angelim et al. %, Exactamente,
se inocularon 90 ml de medio Bushnell-Haas (BH®) suplementado con NaCl al 2% (p/v) en un matraz de 250 ml con 10 g de agua
producida o crudo. Los cultivos se mantuvieron durante 15 dias a 35°C en un agitador orbital (150 rpm). Posteriormente, los cultivos
se diluyeron en serie en NaCl al 0,9% (p/v) y se cultivaron en placas de Agar Extracto de Levadura Triptona/Glucosa (AETG) que
contenian NaCl al 2% (p/v). Las placas se incubaron a 30°C durante 72 h. Para la obtencién cultivos bacterianos puros, se separaron
las colonias a nuevas placas de Agar, de acuerdo a diferencias morfolégicas.

Pruebas bioquimicas. Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se basan en las caracteristicas
observables de las bacterias, como su morfologia, desarrollo, y propiedades bioquimicas y metabélicas. El cultivo, cuando es factible,
contintia siendo el método diagndstico de eleccion, puesto que permite el aislamiento del microorganismo implicado, su
identificacion, el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos y facilita la aplicacion de marcadores epidemiolégicos . Las series
bioquimicas consisten en una secuencia de medios de reaccion que dan una respuesta quimica observable de acuerdo a relacionada
con la actividad metabolica del microrganismo evaluado, los resultados de esta prueba permiten hacer una aproximacion a la
identificacion bacteriana, para esta investigacion se utiliz6 un Kit API® tradicional. Los resultado obtenidos se contrastaron en la
base de datos integral, con soporte de APIWEB™

Identificacién bacteriana. La identificacion bacteriana se inici6 con la tincidn de Gram y la descripcidn fenotipica. Posteriormente
para concluir sobre la identidad de los microorganismos aislados se realizaron las pruebas de secuenciacion de ADN bactriano, para
ello se utilizo el método sugerido por Bao et al. 2* como se describe a continuacion: el ADNr se extrajo usando el kit TIANamp;
posteriormente para la amplificacion del gen 16s rDNA, se realizd una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando Primer
Forward 27F (50- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-30) y Primer Reverse 1492R (50-GGCTACCTTGTTACGACTT-30). Cada
reaccion de 50 pL contenia lo siguiente: 2 uL de plantilla de ADN, 1 pL de 27F, 1 uL de 1492R (concentracion final 0.4 uM/ L), 4
pL de dNTP, 4 uL de MgCI2, 5 pL de tampdn 10xPCR y 0.4 puL de Tag. polimerasa. Las mezclas de PCR se precalentaron a 94°C
durante 5 minutos antes de ejecutar los siguientes ciclos: 94 °C, 30 s; 55 °C, 1 min; 72 °C, 1 min. Las reacciones se llevaron a cabo
durante 30 ciclos en un ciclo térmico de ADN. Al final del ciclo final, se programd un paso de elongacion de la cadena a 72 °C
durante 10 minutos. Después de la purificacion de los productos de PCR, la secuencia de ADN del clon positivo se sometié a una
blusqueda de similitud con BLAST en el sitio web de NCBI. Veinte secuencias relevantes del gen con nombres validamente
publicados se seleccionaron como referencias y para efectos comparativos del Gen-Bank. Los arboles filogenéticos se construyeron
utilizando el software MEGA 4.0.

Emulsiones Crudo-Salmuera (O/W). Se elabord una salmuera mezclando NaCl, BH® y agua desionizada para obtener una
concentracién de 2% y 0,1% p/v, respectivamente. Las emulsiones O/W se prepararon mezclando Crudo 33°API (800, 4100, 5700
y 8200 mg/L) y la salmuera anterior a 10.000 rpm durante 20 minutos. La estabilidad de las emulsiones se control6 durante 120
horas verificando ningin cambio observable en el tamafio de las gotas de aceite a través de microscopia éptica ni cambios en el
espectro UV- vis espectrofotdmetro Genesys 10S (Thermo Scientific, Estados Unidos) %°.

Biodegradacion de benceno: para evaluar la capacidad de las cepas de crecer en medios con benceno y eliminarlo, se prepar6 una
solucion con NaCl al 2% pv! a diferentes concentraciones de benceno (0, 90, 150, 300 y 600 mg L-1); posteriormente, los aislados
se inocularon individualmente en 100 mL de esta salmuera (densidad 6ptica 0,2) y se incubaron entre 70 y 170 horas en matraz de
agitacion (150 rpm - 35°C). A intervalos regulares, se analiz6 la concentracion de células usando espectrofotometria visible.

Cuantificacion de benceno (B): El hidrocarburo se cuantificé mediante HPLC como fase estacionaria se utiliz6 una columna
LiChrospher® 100 RP-18 (5 pm; 250 x 4 mm). Las longitudes de onda de absorcion utilizadas fueron 256 nm. El volumen de
inyeccion fue de 15 pL, la temperatura de 55°C y se utilizd acetonitrilo/agua 1:1 como fase movil con un caudal de 1,0 ml/min. El
tiempo de retencion del benceno fue de 6,88 min 2.

Cinéticas de crecimiento y consumo de Crudo o Benceno. para evaluar la cinética de crecimiento y consumo de crudo o benceno
de las cepas aisladas se llevd a cabo el protocolo descrito por Angelim et al. 2% con algunas modificaciones: Los aislados se inocularon
individualmente en 15 ml de emulsién (densidad optica inicial 0,2). Todos los experimentos se desarrollaron en un matraz de
agitacion (150 rpm/35 °C/90 horas). El crecimiento celular se analiz6 mediante densidad 6ptica (DO) a 600 nm a intervalos de
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tiempo regulares. El contenido de crudo se determiné antes y después del crecimiento utilizando la absorcion UV (270 nm) 27, por
su parte el contenido de crudo antes y después del crecimiento de cuantifico mediante HPLC, como se describi6 anteriormente.

Cuantificacién de ramnolipidos (R): se usaron soluciones estandar de ramnolipidos para la curva de calibracidn. Estos se
cuantificaron usando HPLC (Prominence, Shimadzu). Se utiliz6 una columna LiChrospher® 100 RP-18 (5 um; 250x4 mm) como
fase estacionaria y agua/acetonitrilo 1:1 como fase movil 2. La longitud de onda de absorcién utilizada fue de 254 nm, el volumen
de inyeccion de 70 pL, 27°C de temperatura y caudal de 0,8 ml min-1y el tiempo de retencién de 2,5 min.

Modelos de Crecimiento-Ajuste experimental. Para cuantificar la capacidad de las cepas para crecer y consumir hidrocarburos
de los medios simulados, se calcularon los parametros como la como velocidad maxima de crecimiento (umsx), constante de
saturacion (Ks), constante de inhibicion (K;), eficiencia de consumo (%E), y las velocidades medias de degradacion (rave). Las tasas
de crecimiento (W) se calcularon usando la ecuacion 1 (Haldane)

In x= ut+In xo...... @)

donde Xoes la concentracion celular inicial, X es la concentracion celular en cada momento t (mg/L o unidades de absorbancia); p
es la pendiente de la curva de crecimiento. Para establecer la relacion entre la concentracion de sustrato (S) y las velocidades de
crecimiento bacteriano (u) se utilizaron los modelos de Monod (Ecuacién 2) o la ecuacion 3 (Haldane), que ademaés permite calcular
parametros de crecimiento como pmax, Ks Y Ki de acuerdo con cada caso.

u= (,leax S) /(Ks+S) ............. (2)

U= (Mmax S) /(KS+S+KISZ) ............. (3)

donde p (1/h) es la tasa de crecimiento y S es la concentracion de crudo (mg/L). Los parametros del modelo se determinaron ajustando
los datos experimentales al modelo tedrico utilizando el software Data Fit 8.2 (Oackdale Engineering, 2006). La eficiencia de
consumo (% E) y la velocidad de degradacion (r ave) Se estimaron utilizando la ecuacion 4 y ecuacion 5 respectivamente:

%E=(C;-Cs) *100/C;........ 4
rave= (Ci-Cy) / (Ci Al)........... (5)

donde C; = concentracion inicial de hidrocarburo; C¢= concentracion final de hidrocarburo o; At = duracion del tiempo de
degradacion.

Ensayo de biorremediacién de hidrocarburos aromaticos individuales. Las pruebas de degradabilidad de crudo e hidrocarburos

aromaticos se realizaron siguiendo el protocolo propuesto por Juang y Tsai 2° con algunas modificaciones. Los biomateriales se
inocularon en 15 ml de emulsiones O/W. Después, los matraces se llevaron a 150 rpm y 35 °C durante 24 horas. Se usaron bacterias
libres (10° u.f.c) como control. El contenido de crudo e hidrocarburos aromaticos se monitoreo mediante cromatografia gaseosa
acoplada a espectrofotémetro de masas (GC-MS) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), respectivamente, segin el
método informado por Galazka °.

Andlisis estadistico. Las caracterizaciones de las muestras, el aislamiento bacteriano y los ensayos de identificacion se realizaron
una sola vez. Los ensayos de crecimiento y biodegradacion se realizaron por triplicado (n=3); los datos reportados corresponden a
las medias aritméticas. En ningln caso las desviaciones (x DE) superaron el 10% de las medias (coeficiente de variacion). Para
determinar las diferencias estadisticas entre las mediciones se realizé un andlisis de varianza unidireccional utilizando Statgraphics
Centurion V (Statgraphics, EE. UU.). Las comparaciones de medias se realizaron mediante la prueba de rangos multiples de Duncan
(p<0,05). Se utilizo el software DATA FIT ® para ajustar los datos experimentales al modelo tedrico, el coeficiente de correlacion
(r) y el error cuadratico medio (RMSE) se utilizaron como criterios de ajuste de los datos.

Resultados y Discusion

Caracterizaciones agua/crudo. Las caracteristicas fisicoquimicas de los ambientes utilizados, agua y crudo, permitieron concluir
que el agua producida es un medio con un alto contenido de solidos fijos (59660 mg/L), hipdxico (OD 0-5 mg/L O,), duro (5700
mg/L CaCOs) y neutro (pH 6,86); con aceite disperso (2560 mg/L) como Unicas sustancias oxidables (COD 2230 mg/L Oy) y
moléculas distintas del oxigeno (DBOs 177 mg/L O,) como agentes oxidantes (357 mg/L NO* y 4775 mg/L SO4%). Por su parte, el
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crudo arrojo valores de gravedad especifica y grados API iguales a 0.8550 y 33.99 25 °C, respectivamente, mostrando ser liviano,
menos denso que el agua. Los resultados de la destilacién simulada, mostraron que la muestra fue 100% destilable a 595°C y 1 atm.
La mayor fraccion de hidrocarburos en el crudo, presentan estructuras con un nimero de carbonos (#C) entre 20 y 80, con
temperaturas de ebullicion entre 300 y 595°C (Figura 1), por otro lado, las micrografias revelaron la presencia de gotas de agua
emulsionadas en el crudo donde es posible el desarrollo de microrganismos (Figura 2).
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Figura 1. Perfil de hidrocarburos del Crudo Colombiano 33° API
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Figura 2. Micrografias Crudo Colombiano 33° API

El crudo fue analizado por GC-Masas (Figura 3) los resultados muestran que el benceno fue le compuesto mayoritario presente en
la muestra de crudo (32% de abundancia relativa), cabe mencionar que la biodegradacion de este hidrocarburo se evalio de manera
individual.
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Figura 3. Perfil de hidrocarburos presentes en el crudo

Aislamiento bacteriano En los primeros ensayos de aislamiento se evidencio el crecimiento de un grupo heterogéneo de
microrganismos enddgenos de las aguas de produccion y del crudo estudiados (Figura 4), en el agua de produccion se lograron
identificar 3 cepas con diferente morfologia, una colonia blanca con borde liso y de color blanco, una segunda cepa de color beige y
borde rugoso y una tercera colonia de color rosada y borde liso.

Figura 4. Cepas bacterianas aisladas de ambientes relacionados con hidrocarburos (A: Aguas de produccidn, B: Crudo)

A partir de la muestra de crudo fue posible aislar 2 cepas bacterianas, una de color amarillo y borde liso y otra colonia de color
blanco y borde liso, a pesar de que con estos resultados iniciales no es posible conocer con certeza que microorganismos fueron
aislados para lo cual se haran una serie de evaluaciones posteriores, este es un resultado satisfactorio en cuanto a la heterogeneidad
y numero de microrganismos aislados de ambientes relacionados con hidrocarburos.

Cada una de las cepas encontradas en el agua de produccion y en crudo fue aislada de manera independiente para su posterior
identificacion

Cepas aisladas de agua de produccion En la figura 5 se muestra el aislamiento y la tincién gran de cada una de las cepas aisladas
de el agua de produccién

Carrera 14 No. 97-63, Piso 5
PBX: (601) 6411944 - www.acipet.com



S ROSALES, K ZAPATA, BA ROJANO, CA FRANCO, FB CORTES. ACIPET

Figura 5. Colonias bacterianas aisladas de aguas de produccion observacion macroscopica de las colonias y Tincion de Gram

Una vez aisladas de manera independiente cada una de las cepas bacterianas que se encontraron en el agua se logré hacer una primera
caracterizacién mas especializada de cada una de ellas, se encontr6 una colonia de color blanco, borde liso, y en cuanto a la
observacién microscopica se identificd una forma bacilar gran negativo para A-1, la segunda colonia A-2 presento una morfologia
de color beige-amarillo de borde rugoso, la forma de estas células fue bacilar y con un resultado negativo en la tincién de gram,
finalmente A-3 cuando fue aislada de las demas células bacterianas presento colonias de color rosado y bode liso, con células también

de forma bacilar y Gam negativa.

Cepas aisladas de agua de crudo En la figura 6 se muestra el aislamiento y la tincién gran de cada una de las cepas aisladas de
el agua de crudo 33° API

Figura 6. Colonias bacterianas aisladas de Crudo 33°- Observacion macroscopica de las colonias y Tincién de gram
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Por su parte las cepas aisladas de crudo cuando se tuvieron creciendo de manera independiente presentaron colonias de bode liso y
color amarillo y células en forma de cocos Gram negativos C-1, por su parte una segunda cepa logro aislarse C-2, presento una
morfologia en sus colonias de bode liso y coloracién blanca, células bacilares también Gram negativas. El siguiente paso para la
identificacidn de los microorganismos aislados se continu6 con la elaboracion de las pruebas bioquimicas, los resultados relacionados

con las pruebas bioquimicas para cada uno de los microorganismos evaluados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de las pruebas bioquimicas

Nombre de la Resultado de la serie Analisis en APIWEB de los Perfil/ % de
cepa aislada bioguimica resultados Microorganismo | Certeza
A-l "J Insiucriones  Chequear colare: 0 Reici| 2210040/ 981
: . I¥ lj ) Pjoel[ere Pseudomona
S s S “““U' ¢ | aeruginosa
A-2 ERASAAAAAAN M s e ewee [ (0200040/Pseudo | 97.2

}, A4 19 A \""""' vt sttt Sefvetiod et Mottt Il et mOﬂ_aS .
oA 5T s b useran v baen g G e wond i bawy s o g LDLAUDL6 . Awsglwlw 3&.L‘w~15>wfwazm .w; B OryZIhabltanS
A-3 ; e Acinetobacter 24,3
H uw ' C EEEEEEED ‘ baumanii
by e 4 o : o _
C-1 N Y ~ | Stenotrofomona 80.5
: LTI maltofila
C-2 " s Pseudomona 94.0
L W F wevewwuwwy aeruginosa

Los resultados de las pruebas bioquimicas permitieron una mejor la identificacion de cada una de las cepas aisladas, dentro de las
posibles cepas aisladas se tienen Pseudomona aeruginosa, Pseudomonas oryzihabitans, Acinetobacter baumanii, Stenotrofomona
maltofila. Cabe mencionar que los porcentajes de certeza en cuanto a la identificacion de los microorganimos mediante pruebas
bioquimicas no son del 100%, se acepta como resultado definitivo para la identificacion microbiana las pruebas relaciénadas con el
analisis de secuencias de acidos nucleido. Para una identificacion molecular se seleccionaron dos de las 5 cepas aisladas basandose
en los mejores desempefios cuanto al consumo de hidrocarburos (Datos no mostrados) y mayor facilidad en cuanto al mantenimiento
de la viabilidad de las cepas en condiciones de laboratorio. Para estos fines se seleccionaron las una cepa proveniente de agua
produccion (A-2) y una del Crudo ligero colombiano 33°API1 ( C-1). Para la identificacidn final, se construyé un arbol filogenético
usando las secuencias de ADN de las cepas aisladas y secuencias de ADN tedricas con la mayor similitud (n = 20) (Figura 5), las
descripciones morfolégicas y la secuenciaciéon del ADN bacteriano, permitieron la identificacion de A-2 y C-1 como Pseudomonas

stutzeri y Micrococcus luteus, respectivamente.
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Figura 5. Arbol filogenético usando las secuencias de ADN de las cepas aisladas, A: Pseudomonas stutzeri y B: Micrococcus
luteus.

Una de las principales funciones del género Pseudomonas es la degradacion de compuestos xenobi6ticos, derivados del petr6leo. Un
estudio aislo e identificd 297 microorganismos hidrocarburo-degradantes de un acuifero contaminado *. De las cepas aisladas un
86.9% pertenecian al género Pseudomonas spp.; siendo P. stutzeri la tercera especie mas frecuentemente aislada en este estudio
(7.4% de todas las cepas, 10.2% de las cepas de Pseudomonas). La eficacia de Pseudomonas reside en el hecho de que sintetiza
biosurfactantes (ramnolipidos) que permite el contacto microorganismo-hidrocarburo para la catalisis. Todas las especies de
Pseudomonas usan oxigeno molecular como oxidante terminal (mecanismo aerobico); sin embargo, P. stutzeri es un microorganismo
anaerdbico facultativo que puede usar nitrato como aceptor terminal de electrones; los resultados encontrados en este estudio
respaldan esta hipotesis. La caracterizacion del agua de produccidn, sugirio que la respiracion anaerébica (baja DBOs y OD 0-5
mg/L O,) usando nitratos (357 mg/L NO*) y sulfatos (4775 mg/L SO4*) como aceptor de electrones terminal, con la consiguiente
oxidacidn de hidrocarburos, es la via metabdlica primaria de los microorganismos presentes.

En contraste con el género Pseudomonas, hay pocos informes sobre el papel de M. luteus en la biodegradacion de hidrocarburos. M.
luteus ha sido descrito como aerdbico, halotolerante, Gram-positivo y no mavil. Las células se encuentran en pares, tétradas o racimos
irregulares y forman colonias amarillas brillantes; esta descripcion coincide con los resultados obtenidos en el estudio actual. El uso
de M. luteus en la biorremediacion de ambientes contaminados por petrdleo (absorciones del 30 al 70%) y su capacidad para producir
biosurfactantes se han informado anteriormente3!.

Cinéticas de crecimiento y consumo de crudo. La cinética de crecimiento de P. stutzeri y M. luteus en emulsiones O/W con
diferentes concentraciones de Crudo se muestran en la Figura 6. El crecimiento bacteriano aumentd con la concentracién de crudo
de 800 a 5700 mg/L, lo que demuestra que P. stutzeri y M. luteus pueden usar crudo como Unica fuente de carbono en este rango
(catalisis). P. stutzeri presentd una mejor adaptacion a sistemas emulsificados que M. luteus (5 horas vs. 30 horas); sin embargo, la
tasa de crecimiento (u) de P. stutzeri después de adaptada fue mayor para todas las concentraciones evaluadas. La fase estacionaria
0 cese catalitico se alcanzd a las 40 y 60 horas para P. stutzeri y M. luteus, respectivamente.
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Figura 6. Cinéticas de crecimiento durante la degradacion de 0 (e), 800 (), 4100 (), 5700 (o) y 8200 (A ) mg/L de crudo A)
P. stutzeri y B) M. luteus.
La cinética de crecimiento se ajust6 al modelo no inhibitorio Monod (Figura 7), lo que indica que bajo las condiciones evaluadas no
hay toxicidad del crudo frente a los microorganismos aislados, y que por el contrario al incrementar la concentracion de Crudo en la
emulsion se favorece el crecimiento bacteriano.
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Figura 7. Ajuste de las cinéticas de crecimiento a Modelo Monod-Efecto de la concentracién de crudo ((+) Datos
experimentales, (-) Modelo) A) P. stutzeri y B) M. luteus.

Por otro lado, los pardmetros cinéticos se estimaron y se muestran en la Tabla 1. pmax para P. stutzeri (0.030 1/h) fue comparable
con otros estudios (0.051 1/h< pmax < 0.569 1/h) pero el valor Ks (901 mg/L) fue significativamente mayor, hasta 100 veces mas,
que los valores encontrados en otras investigaciones dirigidas a Pseudomonas 32; estos resultados demostraron que P. stutzeri exhibe
una mayor afinidad por el crudo que otras especies del género. Hasta donde sabemos, no hay datos sobre umax y Ks para M. luteus
durante la biodegradacion de hidrocarburos. Muchos autores han establecido que umax/Ks es un pardmetro mas preciso para mostrar
la capacidad global de los microorganismos para un sustrato especifico, porque considera la tasa de crecimiento y la tolerancia a
diferentes concentraciones de sustrato y permite la comparacion entre diferentes cepas®.

Tabla 1. Parametros Cinéticos de crecimiento y consumo de crudo

Parametros de Monod para la degradacion de Crudo
Pmax (M) | Ke(Mg L) | pmax Ks-1mg™t L h?t) r %RME
P. stuzeri Crudo 0.030 901 3.4E-05 0,985 7.98E-06
M. luteus 0.061 1809 3.4 E-05 0,986 2,63E-05
Eficiencia de consumo de crudo
Concentracion de crudo (mg L)

800 4100 5700 8200

P. stuzeri Eficiencia de 51,31 50,55 76,56 69,16

M. luteus cosumo (%E) 62,32 77,06 76,48 81,22

En este estudio, ambos microorganismos exhibieron una capacidad global similar para usar crudo. Algunas investigaciones han
reportado la biorremediacion de crudo utilizando otras especies de Pseudomonas. Siang et al. informaron que P. pseudoalcaligenes
y P. aeruginosa pudieron consumir 57.1 y 56.3% de 1000 mg/L de Crudo en 10 dias* y P. fluorescens puede degradar < 10% de
5000 ppm de Crudo ligero durante 14 dias mientras que M. luteus fue capaz de consumir 47,3% de 27000 ppm de Crudo en el suelo
durante 90 dias?’. En el estudio actual, los porcentajes de remocién de crudo ligero estuvieron en el rango de 50 - 80% usando
concentraciones iniciales entre 800 y 8200 mg/L; estos resultados son promisorios, ya que fueron similares a los reportados
previamente, pero se alcanzaron en tiempos menores (80 - 90 horas).

La baja solubilidad de los hidrocarburos en el agua asociada al hecho de que la primera etapa de su degradacion implica la accion
de una oxigenasa unida a la membrana, hace indispensable que las bacterias entren en contacto directo con el hidrocarburo, siendo
la emulsificacion una estrategia Util. En consecuencia, es frecuente que las bacterias que crecen en ambientes relacionados con el
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crudo produzcan emulsionantes; estos compuestos aumentan la disponibilidad hidrocarburos y, més tarde, ayudan a separar la
bacteria de las gotas de aceite después de que se ha agotado el hidrocarburo utilizable.

Cinéticas de crecimiento y consumo de benceno La cinética de crecimiento de P. stutzeriy M. luteus a diferentes concentraciones
de benceno (90 — 600 mg L-1) se muestra en la Figura 8. Ambas cepas fueron capaces de crecer en todas las condiciones evaluadas;
sin embargo, las tasas de crecimiento disminuyen con el aumento de la concentracion de hidrocarburos.
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento de P. stutzeri y M. luteus durante la biodegradacion de benceno a 90 (o), 150 (), 300 (*) y
600 (#) mg L-1.

Los datos experimentales (S vs. 1) se ajustaron al modelo de Haldane (Figura 9), la calidad del ajuste fue > 0,90 para ambas cepas;
los parametros estimados se presentan en la Tabla 2. P. stutzeri exhibié mayor umax mientras que M. luteus mostro mayor Ks
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Figura 9. Ajuste de las cinéticas de crecimiento a Modelo Haldane -Efecto de la concentracion de crudo ((¢) Datos
experimentales, (-) Modelo)

La cinética de consumo de benceno para P. stutzeri y M. luteus se muestra en la Figura 10. Ambas cepas pueden consumir benceno;
sin embargo P. stutzeri exhibié una mayor eficiencia de consumo para todas las concentraciones de hidrocarburo evaluadas; también
sus tasas de degradacién fueron mas altas que las de M. luteus.
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Figura 10. Consumo de benceno a 90 (o), 150 (1), 300 (*) y 600 (#) mg L-1 para P. stutzeri y M. luteus.

La eficiencia y la tasa de consumo disminuyeron con el aumento de la concentracion de hidrocarburos, demostrando inhibicion por
sustrato (Tabla 2)
Tabla 2. Parametros Cinéticos de crecimiento y consumo de Benceno

Paréametros de Haldane para la biodegradacion de Benceno
-1 .

05 | gty | giiny | mgly | | %RVE

P. stuzeri 0.201 0.656 0.307 3.36 E-04 | 0.995 | 1.32E-04
Benceno
M. luteus 0.002 52.72 3.4 E-05 432 E-04 | 0.999 | 5.51E-09
Eficiencia de consume de Benceno
Concentracién de Benceno (mg L)
90 150 300 600

P. stuzeri Eficiencia de consumo 68.77 53.16 55.04 47.05
M. luteus (%E) 53.37 24.40 15.70 5.80
P. stutzeri Velocidad de 0.030 0.020 0.020 0.017
M. luteus degradacion (h) 0.004 0.002 0.001 5E-04

Los ramnolipidos son glicolipidos producidos por varias especies de Pseudomonas como emulsionantes, que consisten en dos
moléculas de ramnosa y dos de acido B-hidroxidecanoicoss. La cantidad de ramnolipidos sintetizados en la degradacion de 800 y
8200 mg/L de Crudo en sistemas emulsificados fue 9.1 y 10.3 g/L después de 80 horas de reaccidn, la relacién entre concentracién
de crudo en la emulsién y biosurfactante producido fue directa. Algunos autores informaron la produccion de 0.5, 2.0, 4.1y 20 g/L.
de ramnolipidos para Pseudomonas sp. durante la eliminacién de Crudo ligero (2.5 g/L), hexadecano (2 g/L), aceite residual (10 g/L)
y aceite de soja (20 g/L), respectivamente, durante 3y 10 dias de cultivo *. En esta investigacion, el contenido de ramnolipido fue
similar al reportado anteriormente sin embargo el tiempo de produccion fue menor.

La Figura 11 muestra la produccion de ramnolipidos utilizando P. stutzeri durante la biodegradacién del benceno. A las 12 horas se
encontrd la mayor concentracion de ramnolipidos y la menor cantidad de hidrocarburo. Ademas, el aumento en la produccion de
ramnolipidos coincide con el aumento en la cantidad de ingesta de hidrocarburos, lo que indica que la produccién de biosurfactantes
esta directamente relacionada con la capacidad del microorganismo para el consumo y degradacién de este tipo de compuestos, que
poseen una baja solubilidad en agua,
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Figura 11. Produccién de ramnolipidos vs consumo de benceno para P. stutzeri ((*) Produccion de ramnolipido. (X) Consumo de
Benceno)

Ensayos de biorremediacion de hidrocarburos aromaticos individuales La capacidad de P. stutzeri para la eliminacion de
hidrocarburos aromaticos de emulsiones de aceite en salmuera (O/W) se dio en el siguiente orden benceno (45%) >tolueno
(28%)>fenol (1.5%), siendo casi inexistente la capacidad de P. stutzeri para bio-catalizar fenol de un medio simulado de agua de
produccion (Figura 12) estas diferencias en la capacidad de degradacion de diferentes hidrocarburos pueden asociarse con la
polaridad de cada uno de los contaminantes. Por su parte los resultados para la misma cepa microbiana en cuanto a su capacidad de
eliminacion de crudo de (33°API) fue del 21.9% al cabo de 24 horas.
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e e
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Figura 12. % de biodegradacion de Crudo, Fenol, Tolueno y Benceno

Aunque existe evidencia de eficiencias de eliminacion de crudo superiores a las alcanzadas en el presente estudio (> 90% de
eliminacion en menos de 24 horas), estos resultados se han obtenido con materiales adsorbentes no cataliticos, por lo que las
ventajas son parciales, ya que se reduce a la captura de crudo por adsorcién y no a la catalisis de las fracciones que lo componen.
En este estudio, la accién catalitica del microorganismo se confirma por la presencia de hidrocarburos menores indicadores de
oxidacion como quinolinamina, benzo [h] quinolina, ciclohexasiloxano, pentadieno y ciclopentano, hallados en el medio de
reaccion donde tenia lugar la biorremediacion realizada por P. stutzeri (Figura 13). Cabe mencionar que las moléculas halladas
como producto del metabolismo microbiano, son hidrocarburos ciclicos de bajo peso molecular 144,17, 179,22, 444,92, 68,12 y
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70,10 g/mol respectivamente.
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Figura 13. Productos de biocatélisis durante la remocion de crudo utilizando P. stutzeri

Un carécter bioquimico que los autores han examinado sisteméaticamente es el mecanismo de catalisis de hidrocarburos por el
género Pseudomonas. Se ha evidenciado que este proceso culmina en la escision de los anillos aromaticos y la formacion final de
acidos grasos y/o acetil CoA que se utilizaran en rutas de oxidacién para la obtencion final de agua y gas. Durante las primeras
etapas de la catalisis, se lleva a cabo la adicion de grupos oxigenados, especificamente hidroxilos (monooxigenasas) y la posterior
oxidacion de estos grupos a aldehidos, cetonas y acidos carboxilicos (deshidrogenasas) *°.

En el presente estudio, este fendmeno se evidencio por la presencia de metabolitos homdlogos de benceno, que se han modificado
mediante la adicién de grupos funcionales de oxigeno, hidroxilo, carboxilo, éster y éter. Finalmente, los informes existentes
sugieren que la disponibilidad de contaminantes es un factor critico cuando la biocatalisis de hidrocarburos 3. En consecuencia, la
capacidad de biorremediacion esta relacionada con la habilidad de la cepa para acceder al hidrocarburo, por lo que se cree que las
cepas de hidrocarburos degradantes producen tensioactivos para este propoésito. La Figura 14 muestra la produccion de
ramnolipidos al final del metabolismo de P. stutzeri. Los resultados confirmaron la generacién de biosurfactantes para la accién
de biorremediacion. La produccion de ramnolipidos en presencia de fenol fue mayor; los resultados podrian estar relacionados con
la dificultad de P. stutzeri para metabolizar exclusivamente este hidrocarburos, esta condicion puede forzar la produccion de
surfactantes por la célula microbiana. Muchos autores han informado sobre la produccion de ramnolipidos por las cepas del género
Pseudomona para la eliminacion efectiva de hidrocarburos (10-20 g /L), estos resultados son comparables con los del presente
estudio (9g/l-16 g/ 1) 3.
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Conclusiones

P. stutzeri y M. luteus son cepas nativas de ambientes relacionados con el crudo; que pueden consumir entre el 50 y 80% de Crudo
ligero colombiano a concentraciones entre el 800 y 8200 mg/L en un periodo de 80 horas. Los microorganismos aislados se pueden
utilizar en la biocatalisis de Crudo de agua producida sobre todo en etapas de tratamiento terciario. Méas alla del alcance técnico,
en realidad no hay informes sobre pardmetros cinéticos y porcentajes de eliminacion de hidrocarburos utilizando las cepas aisladas,
en especial M. luteus, por lo que los resultados obtenidos contribuyen al conocimiento cientifico.

Si bien otras tecnologias como los proceso absortivos empleados para la remocion de hidrocarburos. Los microorganismos aislados
durante el desarrollo de este trabajo realizan un proceso de catélisis del crudo presente en solucion, convirtiéndolos a compuestos
més livianos, mas oxidados y menos tdxicos. Como evidencia adicional del proceso de biotransformacion se determino que la
produccion de biosurfactantes como los ramnolépidos por parte de P. stuzeri constituyen una estrategia del microorganismo para
facilitar el consumo de moléculas hidrofébicas presentes en el medio.
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