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Glosario
Asfalteno: fraccion pesada y compleja del petréleo, insoluble en n-heptano, rica en carbono,
azufre y metales.
Bacterias: microorganismos unicelulares que pueden degradar contaminantes como los
hidrocarburos.
Bioaumentacion: técnica de biorremediacion que consiste en afiadir microorganismos
especializados para acelerar la degradacion de contaminantes.
Bioestimulacion: estrategia que estimula el crecimiento de microorganismos nativos mediante el
suministro de nutrientes o condiciones favorables.
Biorremediacion: uso de organismos vivos, como bacterias u hongos, para eliminar o reducir
contaminantes del medio ambiente.
Compuestos: sustancias formadas por dos o0 més elementos quimicos unidos en proporciones fijas.
Contaminacion: presencia de sustancias nocivas en el ambiente que afectan negativamente a los
seres vivos y al equilibrio ecolédgico.
Contaminante hidrocarburos: sustancias derivadas del petroleo que pueden contaminar suelos
y aguas, como gasolina, diésel o aceites.
Crudo pesado: tipo de petrdleo con alta densidad y viscosidad, dificil de refinar y con alto
contenido de asfaltenos y metales.
Expresion génica: proceso mediante el cual la informacion de un gen se traduce en un producto
funcional, como una proteina.
FTIR (Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier): técnica analitica usada para

identificar grupos funcionales en compuestos mediante la absorcion de radiacion infrarroja.
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Genes: segmentos de ADN que contienen la informacion necesaria para la sintesis de proteinas y
funciones celulares.

Oligonucleotidos: cortas cadenas de nucleotidos, utilizadas cominmente como iniciadores en
técnicas de biologia molecular como la PCR.

Peso molecular: masa de una molécula expresada en unidades de masa atomica, que influye en

sus propiedades fisicas y quimicas.
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Resumen

Titulo: Evaluacion de la Expresion de Genes Involucrados en la Degradacion de Hidrocarburos
Pesados Utilizando un Consorcio Microbiano*

Autor: Christian Alfonso Arenas Sepulveda**
Palabras Clave: Asfalteno, Biorremediacion, Genes

Descripcion: La industria petrolera genera impactos ambientales, especialmente en suelo y
agua. La biorremediacion usando consorcios microbianos es util para la degradacion de
contaminantes como los asfaltenos, fraccion compleja del petroleo crudo, pero hasta la fecha
las rutas metabolicas especificas involucradas en el proceso contintian siendo desconocidas.
Este trabajo se desarrolld con el objetivo de evaluar los niveles de expresion de genes
involucrados en la degradacién de petroleo crudo pesado y asfaltenos en medio liquido
utilizando un consorcio microbiano previamente caracterizado. Se utilizd6 un consorcio
bacteriano conformado por Rhodococcus qingshengii y Stutzerimonas stutzeri para evaluar la
biodegradacion de crudo pesado y asfaltenos en medio liquido durante 52 dias, aplicandoles
mediante bioaumentacion en biorreactores con medio M9, midiendo CO: como indicador de
actividad microbiana, se cuantificaron los hidrocarburos residuales y se analizaron cambios
estructurales mediante FTIR. Ademas, se evaluo la expresion génica de los genes bend, catA
y kdpA mediante RT-qPCR. Se registré un crecimiento sostenido del consorcio y produccion
de CO-, con adaptaciones metabolicas evidenciadas por la expresion diferencial de los genes
benA, catA 'y kdpA, asociados a la degradacion de compuestos aromaticos y a la respuesta al
estrés osmotico. La eficiencia de remocion de los hidrocarburos super6 el 50%, y el analisis
por FTIR-ATR revelo transformaciones quimicas en los asfaltenos, indicando oxidaciéon y
pérdida de estructuras aromaticas. Stutzerimonas stutzeri mostrd una expresion temprana de
los genes benA y catA, util en fases iniciales del proceso, mientras que Rhodococcus
qingshengii expreso sostenidamente estos genes, adaptandose a compuestos mas recalcitrantes
en etapas tardias. El gen kdpA reflejo estrategias complementarias frente al estrés ambiental.
La combinacion de ambas cepas resulto eficaz en el proceso de biorremediacion, validandose
ademans estudios previos sobre la expresion de genes clave implicados en la mineralizacion
de hidrocarburos pesados.

" Trabajo de Grado

** Facultad de Salud. Escuela de Microbiologias. Maestria en Microbiologia. Director: German
Alexis Zafra Sierra. Doctor en Ciencias en Biotecnologia.Codirector: Wilfredo Valdivieso
Quintero. Magister en Ciencias basicas biomédicas
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Abstract.

Title: Evaluation of Gene Expression Involved in the Degradation of Heavy Hydrocarbons Using
a Mecrobial Consortium*

Author: Christian Alfonso Arenas Sepulveda**
Keywords: Asphaltene, Bioremediation, Genes

Description: The oil industry generates environmental impacts, especially on soil and water.
Bioremediation using microbial consortia is useful for the degradation of contaminants such as
asphaltenes, a complex fraction of crude oil, but to date, the specific metabolic pathways involved
in the process remain unknown. This work was developed with the objective of evaluating the
expression levels of genes involved in the degradation of heavy crude oil and asphaltenes in a
liquid medium using a previously characterized microbial consortium. A bacterial consortium
consisting of Rhodococcus qingshengii and Stutzerimonas stutzeri was used to evaluate the
biodegradation of heavy crude oil and asphaltenes in a liquid medium for 52 days, applying
bioaugmentation in bioreactors with M9 medium, measuring CO- as an indicator of microbial
activity, quantifying residual hydrocarbons, and analyzing structural changes using FTIR. In
addition, gene expression of the benA, catA, and kdpA genes was evaluated by RT-qPCR.
Sustained consortium growth and CO: production were recorded, with metabolic adaptations
evidenced by the differential expression of the benA, catA, and kdpA genes, associated with the
degradation of aromatic compounds and the response to osmotic stress. Hydrocarbon removal
efficiency exceeded 50%, and FTIR-ATR analysis revealed chemical transformations in
asphaltenes, indicating oxidation and loss of aromatic structures. Stutzeri showed early expression
of the benA and catA genes, useful in the initial phases of the process, while Rhodococcus
qingshengii steadily expressed these genes, adapting to more recalcitrant compounds at later
stages. The kdpA gene reflected complementary strategies to respond to environmental stress. The
combination of both strains proved effective in the bioremediation process, also validating
previous studies on the expression of key genes involved in the mineralization of heavy
hydrocarbons.

*Thesis Project

**Faculty of Healthh Sciences. School of Microbiology. Master’s in Microbiology.
Advisor: Dr German Alexis Zafra Sierra, PhD in Biotechnology

Co-advisor: Wilfredo Valdivieso Quinteor MSc in Biomedical Basic Sciences
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Introduccion

La industria del petréleo representa no solo un importante eje econdmico a nivel nacional,
sino que infortunadamente ha sido el causante de un impacto ambiental significativo debido a los
multiples accidentes ambientales ocasionados por derrames de petroleo durante su
almacenamiento, transporte o refinacion. La contaminacion por petroleo crudo ha sido una de las
principales preocupaciones ambientales durante mas de dos décadas a nivel mundial, siendo un
constante desafio debido al aumento de los productos derivados del petréleo en todo el mundo
(Atagana, 2009). Adicionalmente, las industrias petroleras también se enfrentan a la precipitacion
de los compuestos de petroleo crudo de mayor peso molecular, como por ejemplo los asfaltenos,
debido a que estos son no refinables y tienden a precipitarse durante los procesos de extraccion,
refinacion, transporte y almacenamiento del crudo (Fernandez, y otros, 2012). La ocurrencia de
derrames de petroéleo y sus derivados ha sido variable durante los ltimos afios en Colombia. Para
el afio 2016 un total de 201,5 barriles de petréleo fueron derramados en aguas y suelos, para el afo
2017 estos derrames disminuyeron a un total de 50,72 barriles, en el afo 2018 se produjo un
aumento considerable debido a que un total de 710,2 barriles producidos fueron derramados, de
los cuales alrededor de 530 barriles pertenecian al incidente ambiental del pozo la Lizama, y
finalmente para el afio 2019 se produjo una disminucion para un total de 141,9 barriles producidos

(Ecopetrol, 2019).

Los asfaltenos constituyen la fraccion mas pesada y polar del petroleo crudo (Gudifia y
Teixeira, 2017). La concentracion de asfaltenos en los petroleos crudos livianos puede llegar a ser
menor al 1%, mientras que, en el petroleo crudo pesado puede superar el 20% del peso total,

dificultando
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asi su produccién y manejo (Adebiyi, 2021; Hernandez-Lopez, y otros, 2015). La estructura
molecular de los asfaltenos se caracteriza por una alta complejidad y se constituye de estructuras
aromaticas heterociclicas, unidas a cadenas alifaticas de hidrocarburos, que poseen ademads
heteroatomos de nitrogeno, azufre y oxigeno, asi como metales pesados (Vanadio, Hierro y
Niquel) (Tavassoli, y otros, 2012; Uribe-Alvarez, y otros 2011). A pesar de que los asfaltenos son
compuestos de muy alto peso molecular y de lo cudles se desconoce mucha informacién sobre sus
mecanismos de degradacidon, se ha estudiado la capacidad de algunos microorganismos para
degradarlos parcial o totalmente. Por ejemplo, aislados de los géneros Corynebacterium. Bacillus.
Brevibacillus. Staphylococcus. Garciaella. Pestalotiopsis y Pseudomonas pueden usarlos como
fuente de carbono y son potenciales degradadores de estos (Song, y otros, 2018). La degradacion
de asfaltenos es un proceso lento que puede condicionar el éxito de un proceso de biorremediacion.
Por ejemplo, en un estudio realizado por Song, y otros (2018), el hongo Neosartorya fisheri crecid
durante 11 semanas en un medio con asfaltenos puros como tnica fuente de carbono y energia,
consiguiendo metabolizar un 15.5% del mismo. También se ha reportado la degradacion parcial
de asfaltenos por parte de consorcios microbianos conformados por Pseudomonas spp, Bacillus
licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus cereus y Bacillus firmus (Tavassoli, y otros, 2012),
reafirmando que la degradacion de los asfaltenos es un proceso lento y que hasta el momento se

desconocen los mecanismos y las rutas metabodlicas especificamente implicadas en este proceso.

Teniendo en cuenta lo anterior, existe un vacio en el conocimiento respecto a las rutas
metabolicas implicadas en el proceso de biodegradacion de las fracciones asfalténicas. Por esto se
requiere de enfoques y técnicas de laboratorio que permitan obtener mas informacion sobre las

rutas o genes expresados durante el proceso de biorremediacion. Estudios previos desarrollados en
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el grupo de investigacion GIBIM de la Universidad Industrial de Santander han mostrado que
durante la biodegradacion de los asfaltenos probablemente estan involucradas algunas rutas
metabolicas bacterianas, por ejemplo, el metabolismo del nitrégeno, el metabolismo de los acidos
grasos, el transporte activo de membrana, la motilidad celular y el quorum sensing. La
sobreexpresion o represion de la expresion de algunos genes pertenecientes a estar rutas
metabolicas probablemente juegan un papel clave en el proceso (Parada, 2022). Por lo anterior,
en este trabajo se evalud a escala de laboratorio de un proceso de biodegradacion de hidrocarburos
pesados utilizando un consorcio bacteriano degradador previamente caracterizado, con el fin de
medir los niveles de expresion de genes candidatos que han sido seleccionados con base en trabajos
previos por estar involucrados en la degradacion de los hidrocarburos pesados. De esta manera se
busca relacionar los cambios en la expresion génica con los cambios en la composicion molecular
de las fracciones de petrdleo crudo pesado y asfaltenos a través del tiempo. Por lo anterior se
plante6 la siguiente pregunta de investigacion: ;Qué relacion tienen los cambios en la expresion
de genes de un consorcio bacteriano degradador con los cambios en la composicion molecular de

las fracciones de petréleo crudo pesado y asfaltenos a través del tiempo?
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1. Objetivos
1.1 Objetivo general
e [Evaluar los niveles de expresion de genes involucrados en la degradacion de petrdleo crudo
pesado y asfaltenos en medio liquido utilizando un consorcio microbiano previamente
caracterizado.
1.2 Objetivos Especificos
e Determinar los niveles de expresion de genes involucrados en la degradacion de petroleo
crudo pesado y asfaltenos en medio liquido.
e Correlacionar las diferencias en los niveles de expresion génica con los cambios en la

composicion molecular de las fracciones de asfaltenos.
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2. Marco conceptual y estado del arte

2.1 Generalidades del petroleo

El petréleo es un liquido viscoso constituido de diferentes tipos de hidrocarburos,
principalmente de origen fosil, que se encuentra dentro de las formaciones geologicas de la tierra
(Harman, 2013). Es una mezcla de compuestos de hidrocarburos gaseosos, liquidos y solidos que
se encuentran en los depositos de rocas sedimentarias de todo el mundo y también contiene
pequeiias cantidades de compuestos que contienen nitrégeno, oxigeno y azufre, asi como pequeiias
cantidades de constituyentes metalicos (Speight, 2006). El petrdleo estd constituido por cuatro
fracciones de hidrocarburos: 1) fraccion de hidrocarburos alifaticos, lineales, con 18 a 35 atomos
de carbono, 2) hidrocarburos aromaticos, compuestos por anillos ciclicos de benceno, naftaleno o
fenantreno, 3) las resinas, compuestas por 4 a 87 anillos bencénicos en presencia de algunos
heteroatomos, y 4) los asfaltenos, que son compuestos altamente condensados y los de mayor peso

molecular y toxicidad (Speight, 2006).

2.2 Fraccion asfalténica del petroleo

Los asfaltenos son la fraccion de petroleo mas pesada, méas densa, mas polar y activa en la
superficie generalmente definida por ser insolubles en alcanos como n-pentano o n-heptano, pero
solubles en solventes aromaticos tales como tolueno, benceno o piridina. Las fracciones de
asfaltenos estdn compuestas por azufre, oxigeno, nitrogeno y algunas pequefias cantidades de
metales como son hierro, niquel y vanadio, anillos aromaticos, estructuras aciclicas y
heterociclicas, que se unen a los hidrocarburos (Pourfakhrael, otros, 2018). Tienen una
composicion de entre 100 a 300 atomos de carbono, con estructuras aromaticas y alifaticas con

enlaces covalentes con azufre, nitrogeno, oxigeno formando estructuras heterociclicas (Song, y
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otros, 2018). Los asfaltenos constituyen la fraccion més pesada y polar del petroleo crudo (Gudifia
y Teixeira, 2017). La concentracion de asfaltenos en los petrdleos crudos livianos puede llegar a
ser menor al 1%, mientras que, en el petroleo crudo pesado puede superar el 20% del peso total,
dificultando asi su produccion y manejo (Adebiyi, 2021; Herndndez-Lopez, y otros, 2015). El peso
molecular de los asfaltenos ha sido un tema debatido durante mas de dos décadas, pero se ha
resuelto esencialmente ya que multiples técnicas han encontrado consistentemente que el peso
molecular de los asfaltenos es inferior a 1 kDa (McKenna, 2009; Hernandez-Lopez y otros 20115).
como consecuencia de su alto peso molecular, se genera una resistencia para la biodegradacion
bioldgica ya que los microorganismos tienden a ser incapaces de internalizarlo, o incluso de

tolerarlo.

2.3 Biorremediacion de matrices impactadas con hidrocarburos

La biorremediacion se define como el proceso mediante el cual los microorganismos
presentes en un determinado sitio inducen la degradacion de un contaminante, mediante técnicas
aplicadas in situ o ex situ tales como la bioaumentacién y la bioestimulacion. La eficiencia de la
biodegradacion depende de las caracteristicas del habitat, del contaminante y de los
microorganismos; por tanto, es de gran importancia tener en cuenta cada uno de estos factores a la
hora de disefar y aplicar la estrategia (Atlas, 1995). La biorremediacion es una técnica que ha sido
utilizada durante décadas para tratar la contaminacion por hidrocarburos en ecosistemas terrestres
y acuaticos (Varjani, 2017).

La bioaumentacién es la adicion de microorganismos a una matriz contaminada, y es
aplicada frecuentemente en procesos de remediacioén in situ (Sardrood, y otros, 2013). Las

opciones mas utilizadas para la bioaumentacion son la adiciéon de una cepa bacteriana pura y
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tolerante al contaminante, o la adiciéon de un consorcio microbiano degradador previamente
adaptado. La seleccion de los microorganismos debe basarse en el potencial metabdlico de estos y
en sus caracteristicas fisioldgicas, las cuales permitiran su viabilidad bajo las condiciones
ambientales a las que seran sometidos (Tyagi, y otros, 2011). Por otro parte, la bioestimulacién
hace referencia a la estimulacion de las poblaciones microbianas nativas del suelo o del agua que
se encuentre contaminada. Esta técnica puede aplicarse durante procesos de bioremediacion in situ
o ex situ (Sardrood, y otros, 2013). Una matriz contaminada con hidrocarburos usualmente
presenta un exceso de carbono, mientras que elementos como nitrogeno y fosforo se encuentran
en bajas concentraciones para mantener un balance de nutrientes (C:N:P), lo que limita el proceso
de biodegradacion (Garcia, y otros, 2011). Por ello, la bioestimulaciéon adiciona nutrientes
limitantes u oxigeno al suelo con el fin de mejorar la tasa de biodegradacion de los contaminantes

en el sitio afectado (Tyagi, y otros, 2011).

2.4 Degradacion microbiana de hidrocarburos de alto peso molecular

Los hidrocarburos del petroleo pueden ser degradados mediante diferentes mecanismos,
tales como la oxidacién terminal, oxidacion sub-terminal, - oxidacion y w-oxidacion (Varjani,
2017). Sin embargo, las rutas metabolicas para la degradacion de cada una de las fracciones del
petroleo varian entre si debido a sus diferencias estructurales (Xue, y otros, 2015). En este orden
de ideas, la biodegradabilidad de los hidrocarburos del petroleo disminuye de la siguiente forma:
n-alcanos > alcanos ramificados > alquenos ramificados > aromaticos de bajo peso molecular >
monoaromaticos > alcanos ciclicos > hidrocarburos aromaticos policiclicos >> asfaltenos (Tyagi,

y otros, 2011). La biodegradacion, como proceso natural, puede darse de forma lenta dependiendo
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de las caracteristicas fisicoquimicas del petroleo, es decir, el petréleo crudo liviano se biodegrada

mas rapido de que los crudos pesados (Varjani, 2017a).

Durante el proceso de biodegradacion, los microorganismos utilizan los hidrocarburos del
petréleo como fuente de carbono y energia y, por lo tanto, es un proceso energéticamente favorable
(Varjani, 2017a). Més de 100 géneros bacterianos han sido descritos en la literatura por su
capacidad de degradar hidrocarburos del petroleo, de los cuales se destacan Achromobacter,
Acinetobacter, Alkanindiges, Alteromonas, Arthrobacter, Burkholderia, Dietzia, Enterobacter,
Kocuria, Marinobacter, Mycobacterium, Pandoraea, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptobacillus, Streptococcus, y Rhodococcus, entre otros (Xue, y otros, 2018). Una gran
diversidad de especies bacterianas y fungicas han sido evaluadas por poseer el potencial
metabolico necesario para la degradacion de compuestos recalcitrantes y de alto peso molecular
derivados del petroleo (Tyagi, y otros, 2011). Por ejemplo, Acinetobacter sp. degrada los n-alcanos
de cadena larga (C13—C44) debido a que produce de una monooxigenasa AImA que se une a la
flavina y promueve la degradacion bajo condiciones aerobias. Ademas, especies de Pseudomonas,
Rhodococcus y Mycobacterium tienen la capacidad de degradar varios compuestos organicos de
alto peso molecular al producir multiples enzimas monooxigenasas y dioxigenasas que

desempefian un papel clave en la oxidacion de hidrocarburos.

Durante la biodegradacion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), enzimas
tales como las dioxigenasas, lacasas y peroxidasas son de gran importancia para la ruptura de los
anillos aromaticos presentes en compleja estructura (Timmis, 2010; Zafra, y otros, 2015). Sin

embargo, a pesar de que se han documentado gran cantidad de estudios con informacion de las
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rutas metabolicas de hidrocarburos saturados y aromaticos, existe poca informacion sobre los
mecanismos metabolicos especificos que llevan a la biodegradacion de los asfaltenos (Nzila y
Musa, 2021). Aunque diferentes estudios han corroborado la capacidad de las bacterias para
degradar diferentes hidrocarburos, los cultivos bacterianos puros se limitan a degradar una gama
estrecha de hidrocarburos, mientras que los consorcios microbianos pueden regular condiciones
ambientales complejas y ofrecer multiples enzimas para degradar mezclas de hidrocarburos
complejos, lo que indica que, cuando se trata de la biorremediacion de contaminacion por petroleo
los consorcios microbianos brindan un enfoque mas efectivo. El uso de consorcios microbianos en
la biodegradacion de hidrocarburos pesados ha demostrado ser una estrategia eficaz y sostenible
para la recuperacion de suelos contaminados. Estos consorcios, formados por comunidades de
bacterias, hongos y otros microorganismos, trabajan de manera sinérgica para degradar
compuestos complejos como los PHAs presentes en el petroleo y sus derivados (Benavides, 2011).
A diferencia de las cepas individuales, los consorcios microbianos pueden abordar una amplia
gama de contaminantes gracias a la complementariedad de sus rutas metabdlicas. Por ejemplo, un
estudio realizado en Hyderabad, India, identificé la cepa Rhodococcus indonesiensis SARSHII,
capaz de degradar hasta el 90% de hidrocarburos en suelos contaminados, ademas de producir
biosurfactantes que aumentan la biodisponibilidad de los contaminantes para otros
microorganismos. (Zaman y otros, 2025).

La construccion de consorcios microbianos puede realizarse mediante enfoques “bottom-
up”, seleccionando cepas con funciones metabdlicas complementarias, o “top-down”,
enriqueciendo comunidades microbianas nativas adaptadas a condiciones especificas. Estos
consorcios ofrecen ventajas como mayor estabilidad frente a fluctuaciones ambientales y una

degradacion mas eficiente de contaminantes complejos. (Calderén-Pazos, y otros, 2023) (Cao y
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otros, 2022). En América Latina, la biorremediaciéon mediante consorcios microbianos se presenta
como una solucidn viable tanto econdémica como ambientalmente, especialmente en regiones con

alta contaminacion por actividades petroleras. (Lladd, 2012).

2.5 Estudios de expresion génica

La expresion génica es un proceso mediante el cual la informacion de un gen es
aprovechada para la sintesis de un producto funcional. Estrictamente el término abarca desde la
activacion del gen hasta que la proteina madura se localiza en el lugar adecuado y realiza su
funcién (Hernandez, y otros, 1994); en otros casos, tales como los genes no codificantes de
proteinas, el producto génico es un ARN funcional (ARNm, ARNr o ARNt). En todos los
organismos vivos las células regulan sus actividades activando o desactivando la expresion de sus
genes y esta expresion es generalmente proporcional al nimero de copias de ARN mensajero de
un gen determinado. Este hecho es crucial si se trata de identificar la presencia de productos
celulares especificos ya que el ARNm es traducido en los ribosomas para formar proteinas. Por lo
tanto, es posible obtener datos relativos a la produccion de elementos biologicos si la expresion de

los genes de una célula se conoce (McPherson, y otros, 1991).

Los métodos de estudio de la expresion génica se basan en su capacidad para detectar
ARNm especificos, y durante mucho tiempo el Northern blot fue la técnica mas utilizada para
detectar moléculas de ARN. Actualmente se utilizan técnicas mucho mas precisas para el estudio
de la expresion génica, tales como la RT-qPCR o la secuenciacion masiva. Las estrategias basadas
en la secuenciacion masiva proporcionan enormes cantidades de datos y son muy utiles para

estudios de transcriptomica comparada, mientras que la RT-qPCR es mas especifica y adecuada
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para el estudio de genes concretos (Andres, 2011). El método de RT-qPCR consiste en una
extraccion del ARN, seguida de la sintesis de una cadena de ADNc a partir del ARNm utilizando
una transcriptasa inversa y de una PCR en la que el producto amplificado puede detectarse en
tiempo real dado que la senal de fluorescencia es proporcional a la cantidad de ADNc producida
en cada ciclo. La importancia de analizar y caracterizar los transcritos asociados con los procesos
de biorremediacion radica en la gran cantidad de informacién que puede proporcionar sobre los
procesos microbianos implicados, lo cual puede proporcionar una mejor comprension sobre
aquellos mecanismos metabolicos relacionados, como el planteado en el presente trabajo de

investigacion.

2.6 Estado del arte

Diferentes autores han realizado aproximaciones tedricas sobre los posibles mecanismos
de biodegradacion de los asfaltenos con base en la estructura quimica que poseen y extrapolando
algunos de los procesos de degradacion de hidrocarburos de alto peso molecular ya conocidos.
Algunos estudios indican que para aumentar la biodegradacion de asfaltenos se deben utilizar
distintos procedimientos, tales como la aplicacioén de solventes polares o fotooxidacion, generando
una fragmentacion inicial de la estructura del asfalteno (Pineda-Flores y Mesta-Howard, 2001). La
biotransformacion de los PAHs parece estar relacionada con las rutas metabolicas de degradacion
de asfaltenos (Hernandez-Lopez, y otros, 2015). Por otra parte, la combinacion de eventos como
la fragmentacion, adicion de sustratos cometabodlicos (alcanos, propano, succinato) y consorcios
microbianos adaptados al petréleo como unica fuente de carbono y energia, brinda la posibilidad

que las estructuras sean susceptibles a la degradacioén (Pineda-Flores y Mesta-Howard, 2001).
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Queda claro que el uso de mezclas de microorganismos para la biodegradacion de las
fracciones mas pesadas del petroleo es benéfico debido a la accidn sinérgica y complementaria de
sus metabolismos individuales, lo que permitiria degradar moléculas altamente complejas en pasos
sucesivos. Diferentes estudios han reportado el uso de estas mezclas para la degradacion parcial o
total de los asfaltenos. Por ejemplo, en 2010 se reportdé que la bioaumentacion con
microorganismos tales como Aspergillus terreus y Paecilomyces spp. mejor6d la remocion de
hidrocarburos aromaticos y asfalténicos en suelos durante 31 dias de tratamiento, partiendo de
valores iniciales cercanos a 35.000 mg kg!, los hidrocarburos aromaticos disminuyeron a 20.000
mg kg y los asfaltenos disminuyeron de 20.000 mg kg™ a cerca de 11.000 mg kg™! (Dussan, y
otros, 2010). En el 2012, Garciaella petrolearia fue reportada como la responsable de la reduccion
de la viscosidad al fragmentar el asfalto en fracciones mas pequenas (Lavania, y otros, 2012); ese
mismo afio se identificaron microorganismos tales como Pseudomonas spp, Bacillus licheniformis,
Bacillus lentus, Bacillus cereus y Bacillus firmus capaces de degradar los asfaltenos en porcentajes
superiores al 40%, tanto de forma individual como en consorcio (Travassoli, y otros, 2012). Para
el 2014 fueron reportadas algunas bacterias con capacidad de usar los asfaltenos como tnica fuente
de carbono, tales como Corynebacterium sp., Bacillus sp., Brevibacillus sp., Staphylococcus sp.,
Pestalotiopsis sp., y Pseudomonas sp. (Yanto y Tachibana, 2014). En 2018 se encontré que
mezclas de aislados de Parvibaculum sp., Alcanivorax sp., Hyphomonas sp., Flavobacterium sp.
y Reyranella tenian la capacidad de degradar asfaltenos en agua contaminada (Song, y otros,
2018). Por otra parte, y como antecedentes directos del grupo de investigacion GIBIM de la
Universidad Industrial de Santander, se demostr6 la capacidad de un consorcio microbiano de
constituido por Rhodococcus corynebacterioides 18S, Paenibacillus cellulositrophicus 218,

Corynebacterium cellulans AB3, Rhodococcus gingshengii PH3D y Stutzerimonas stutzeri PHS
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para la biorremediacion de suelos impactados con petroleo crudo pesado y extrapesado debido a
su elevada tolerancia y capacidad para mineralizar asfaltenos directamente en suelos (Navas-
Céceres, y otros, 2023). Asi mismo, el desarrollo de estudios con enfoques “0micos” dentro del
grupo de investigacion GIBIM ha permitido un acercamiento para mejorar la comprension sobre
los mecanismos moleculares implicados en la biodegradacion de asfaltenos. Hallazgos recientes
utilizando un abordaje metatranscriptomico sugieren que el crecimiento del mismo consorcio
bacteriano en presencia de asfaltenos como unica fuente de carbono produce cambios
significativos en la expresion de genes relacionados principalmente con el metabolismo de
carbohidratos, nitrégeno y lipidos, ademas de que algunos genes involucrados en los mecanismos
de quimiotaxis, motilidad celular y transporte de membrana presentan una expresion

significativamente mayor en presencia de asfaltenos (Parada, 2022).

3. Metodologia

3.1 Consorcio bacteriano degradador de hidrocarburos pesados

Para el desarrollo del presente trabajo se utiliz6 un consorcio bacteriano degradador de
petroleo crudo pesado y asfaltenos, previamente aislado y caracterizado en el grupo de
investigacion GIBIM. El consorcio se encuentra conformado por los aislados bacterianos
Rhodococcus gingshengii PH3D y Stutzerimonas stutzeri PHS. Estos aislados se caracterizan por
tolerar hasta 60,000 mg kg™ de asfaltenos y usarlos como tnica fuente de carbono (Navas-Caceres,
y otros, 2023). Los microorganismos se cultivaron y mantuvieron en medio MBS (g/L: 0.3 g de
NaCl; 0.6 g de (NH4)2SO4; 0.75 g de KoHPO4; 0.25 g de KH2PO4; 0.15 g de MgSO4-7H20; 0.6 g

de KNO3; 0.125 g de extracto de levadura; 15 gr de agar) suplementado con asfaltenos a una
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concentracion final de 0.2% (p/v). Los microorganismos se encuentran depositados en la coleccion

biologica LMMA-UIS, de la Universidad Industrial de Santander.

3.2 Pruebas de biodegradacion de hidrocarburos pesados

Se llevaron a cabo ensayos de biodegradacion de petroleo crudo pesado y asfaltenos en
medio liquido mediante el uso de biorreactores a escala de laboratorio. El proceso involucro la
estrategia de bioaumentacion, mediante la inoculacion del consorcio bacteriano degradador
descrito previamente. Para la realizacion de los ensayos se utilizé un medio liquido M9 (Na;HPO4
12,8 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4Cl 1g/L, MgSO4*7H,0 1 g/L, CaCl,*2H,0 di-
hidratado, Fe>SO4*6H>0 y extracto de levadura 125 mg/L) contaminado con petréleo crudo
pesado o con asfaltenos. Los sistemas de cultivo consistieron en biorreactores de vidrio de 100 ml,
conteniendo 49.5 mL de medio de cultivo liquido M9, los cuales fueron contaminados con 50 mg
de petréleo crudo pesado Lizama con gravedad API de aproximadamente 17.8 (saturados: 38%,
aromaticos: 20%, resinas: 21%, asfaltenos: 11%) y una muestra de asfaltenos puros extraidos por
precipitacion con n-heptano a partir del petréleo crudo pesado Castilla (C: 84 %, H: 8 %, N: 1.5
%, S: 4.5 %, O: 1.5 %, H/C: 1.14, Ni: 406 ppm, Va: 1,601 ppm, PM: 2,000 daltons), para alcanzar
una concentracion final de 1,000 mg L. Cada sistema se inoculé con 2 x 107 UFC de cada aislado
del consorcio y se sell6 herméticamente con septas de caucho que permitieron tomar muestras de
gas mediante un sistema de agujas estériles. Los sistemas se incubaron a 30°C durante 52 dias, con
agitacion constante a 150 rpm, aplicando aireacidon con aire estéril cada 48 horas durante 10
minutos. La tabla 1 resume las condiciones y tratamientos utilizados durante los ensayos de

biodegradacion. Se utilizaron controles de degradacion abiotica para asegurar que la degradacion
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de los asfaltenos estuviera causada por la biodegradacion, asi como para compensar las pérdidas

de adsorcion. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

Tabla 1

Ensayos de biodegradacion de hidrocarburos pesados en medio liquido

Tratamientos Descripcion Composicion del medio

1 Bioaumentacion del medio con el consorcio Medio M9, contaminado con 1,000 mg L™ de
(M9+Asf+BioA) microbiano asfaltenos

2 Bioaumentaciéon del medio con el consorcio Medio M9, contaminado con 1,000 mg L™! de
(M9+Cdo+BioA) microbiano petrdleo crudo pesado

3 Bioaumentacion del medio con el consorcio Medio M9 sin hidrocarburos

(M9-BioA) microbiano (control de crecimiento)

4 Medio no inoculado (control de degradacion Medio M9, contaminado con 1,000 mg L™! de
(M9+Asf+BioA) abiodtica) asfaltenos

5 Medio no inoculado (control de degradacion Medio M9, contaminado con 1,000 mg L™! de
(M9+Cdo+BioA) abidtica) petrdleo crudo pesado

3.3 Medicion de la actividad microbiana durante la biodegradacion

La actividad microbiana durante los ensayos de biodegradacion fue estimada mediante la
cuantificacion de la produccion de CO» cada 48 horas para cada uno de los tratamientos. Para esto,
se construyo un sistema de aireacion constituido por una bomba de aire al vacio, acoplada a una
trampa de KOH encargada de capturar el CO> atmosférico, una trampa de agua destilada estéril y
filtros de 0,22 um para mantener la esterilidad del sistema. El CO; liberado durante la respiracion
aerobica fue cuantificado directamente mediante un detector de CO2 AZ 7752 (AZ Instruments
Corp.), equipado con un sensor infrarojo no dispersivo, y sus resultados se expresaron en mg L!

de CO:x.
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3.4 Extraccion y cuantificacion de hidrocarburos pesados

La extraccion del petréleo crudo pesado y los asfaltenos se llevé a cabo mediante el método
de agitacion-centrifugacion, el cual se basa en la extraccion de hidrocarburos no volatiles del
petréleo a partir de muestras solidas mediante solventes y agitacion (Ferndndez Linares, y otros,
2006). Para llevar a cabo dicho proceso, al contenido total de cada uno de los reactores (50 ml) se
adiciond 1 g de Na>SO4 anhidro, y posteriormente se adiciond 15 ml del solvente extractor (tolueno
y metanol en relacion 2:1 v/v). Se agité vigorosamente en vortex durante 1 min y se centrifugd por
10.000 rpm durante 10 minutos. La fase organica, conteniendo los hidrocarburos residuales, se
almacend en frascos de vidrio para su posterior cuantificacion. El proceso de cuantificacion de la
biodegradacion de hidrocarburos se llevo a cabo por un método gravimétrico (Fernandez Linares,
y otros, 2006). Dicho método se fundamentd en la evaporacion del solvente extractor conteniendo
los hidrocarburos residuales después del proceso de biodegradacion. El método consistié en pesar
el recipiente vacio, previo a la adicion del solvente con el extracto organico, para ser llevado a
peso constante. Una vez pesado el recipiente vacio, se aiadi6 el solvente con el extracto organico
y se dejo evaporar totalmente a 45°C hasta sequedad. El recipiente se pesé nuevamente, y la
diferencia de peso correspondi6 al contenido total de hidrocarburos residuales asfaltenos en la
muestra, y expresada en % de remocion, de acuerdo con el método estandar ASTM D6560 (ASTM,
2022).

Los cambios en la estructura quimica de los asfaltenos después del proceso de
biodegradacion fueron evaluados mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR). Para ello se analizaron muestras del asfalteno
original, asi como de los asfaltenos residuales una vez transcurridos de los 52 dias de degradacion.

La adquisicion de los espectros se realizd en un espectrometro Nicolet™ iS50 FTIR (Thermo-
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Scientific), con un rango de adquisicién de 4000-400 cm™'. Estos analisis fueron llevados a cabo
por el laboratorio de espectroscopia de la UIS. El andlisis de espectro FTIR-ATR y la identificacion
de los grupos funcionales se basé en la comparaciéon con la base de datos OMNIC, y Ia
identificacion de los compuestos mediante comparacion con la base de dtos IR-Sadtler Polymers,

Hummel-Wiley (WILEY).

3.5 Disefio y evaluacion de iniciadores para RT-qPCR

Se disenaron oligonucledtidos especificos que sirvieran como iniciadores para la
amplificacion de los transcritos de los genes, benA (benzoato-1,2-dioxigenasa), cat4 (catecol-1,2-
dioxigenasa), y kdpA (subunidad A de ATPasa transportadora de K*) tanto de S. stutzeri como de
R. gingshengii, los cuales habian sido identificados previamente como posibles moduladores del
proceso de degradacion de asfaltenos (Parada, 2022). Se usaron secuencias de ADN reportadas en
la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nith.gov/) con las cuales se realizaron
alineamientos multiples para identificar regiones conservadas dentro de los genes, y estas se
utilizaron con el programa Primer3 Plus (Untergasser, y otros, 2012) y OligoCalc (Kibbe, 2007).
Para el disefio de los oligonucleotidos se tuvo en cuenta un tamafio no mayor a 24 nucleotidos, una
Tm de 60°C y un gancho tipo GC en el extremo 3. Se busco que los productos de amplificacion
no fueran mayores de 200 pb para facilitar la evaluacion de la expresion génica. Se evalud la
formacion de homodimeros y heterodimeros utilizando el programa Multiple Primer Analyzer
(Thermo Fisher). Los oligonucledtidos fueron evaluados utilizando ADN genomico de cada uno
de los microorganismos utilizados en el consorcio para identificar la capacidad de unién de los

iniciadores y la especificidad de la amplificacion por secuenciacion de los productos de PCR.
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3.6 Extraccion de ARN total a partir del medio liquido

Para la extraccion y purificacion de ARN total bacteriano se utilizé el protocolo de
extraccion con Trizol. La extraccion se realizé en 4 momentos del proceso de biodegradacion: dia
0, dia 15 (semana 2), dia 30 (semana 4) y dia 52 (semana 7). En un vial de 1.5 ml, se tomaron 500
ul de cada uno de los reactores, se agregd 700 pl de Trizol LS Reagent, y se agit6 de manera
continua en un vortex entre 15 y 30 minutos para facilitar la lisis celular. Luego se afiadieron 200
ul de cloroformo y se agité la mezcla durante 30 segundos para inducir la separacion de fases,
incubando la mezcla a 30°C por 15 minutos y centrifugandola después a 13500 rpm por 20 minutos
a 4°C. Esto produjo una fase inferior roja, una intermedia blanca y una fase acuosa superior que
contenia el ARN, la cual fue transferida cuidadosamente a un nuevo tubo sin extraer residuos de
las fases intermedia o inferior. Posteriormente, se anadieron 350 pl de isopropanol al 100% por
cada 700 pL de Trizol y se mezcla mediante inversion, observando la formacion de una malla. La
muestra se incubo por 10 minutos a 30°C y se centrifugd a 14000g por 10 minutos a 4°C; tras
retirar el sobrenadante, se afiadié 700 pL de etanol al 75% por cada 700 puL de Trizol, agitando la
mezcla en vortex por 15 segundos y centrifugandola por 5 minutos a 7500g a 4°C, retirando
nuevamente el sobrenadante sin eliminar el pellet. Este proceso de lavado se repitio dos veces mas
para asegurar la pureza del ARN. Finalmente, se dejo evaporar el etanol residual, se resuspendio
el pellet en agua libre de nucleasas, y se realizd la cuantificaciéon del ARN en un nanofotometro

IMPLEN NP&0.

3.7 Cuantificacion de la expresion de genes mediante RT-qPCR
Los ensayos de expresion génica se llevaron a cabo utilizando un equipo de qPCR CFX96

Touch Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD), usando el Kit iTaq Universal SYBR Green
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One-Step Ref. 1725151 (BIO-RAD). Para los ensayos de RT-qPCR se definieron parametros tales
como el nimero de ciclos (40), tiempo y temperatura para la reaccion de la transcriptasa (50°C por
10 minutos), desnaturalizacion (95°C por 1 minuto) y annealing (60°C por 30 segundos) para cada
una de las reacciones. Se estimo la eficiencia de la amplificacion utilizando diluciones seriadas del
ARN molde. Para cada par de oligonucleétidos se estim¢ la temperatura de disociacion para
identificar posibles amplificaciones inespecificas. Para realizar la estimacion del cambio en la
expresion génica se utilizo el abordaje basado en expresion relativa utilizando el algoritmo 2724,
para lo cual previamente se realiz6 el andlisis de la estabilidad de genes normalizadores bajo las
condiciones experimentales. Se seleccion6 el gen con menor variabilidad entre grupos y
tratamientos para establecer la normalizacion de la expresion del sistema. Los resultados se
expresaron como el cambio en la expresion de los genes en nimero de veces con respecto al gen
normalizador (fold-change; FC) y se establecié la significancia estadistica de las posibles
diferencias encontradas en la expresion de los genes y grupos de tratamiento utilizando el programa

CFX Maestro Software (BIO-RAD).

3.8 Analisis Estadistico

Con el fin de determinar diferencias significativas en la produccion de CO: y en los niveles
de expresion génica asociados al proceso de degradacion de hidrocarburos pesados (crudo y
asfaltenos), se aplicé un Anélisis de Varianza de una via (ANOVA) para comparar los promedios
obtenidos entre los diferentes tratamientos bacterianos y tiempos de evaluacion. Al encontrarse
diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) en alguno de los factores analizados, se aplicd

la prueba post hoc de Tukey HSD (Honestly Significant Difference), que permite realizar
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comparaciones multiples entre pares de medias, identificando con precision qué tratamientos

presentaron diferencias significativas entre si, sin incrementar el riesgo de error tipo 1.

4. Resultados y discusion

4.1 Crecimiento y actividad del consorcio bacteriano durante la degradacion de
hidrocarburos pesados en medio liquido

Todos los reactores inoculados con el consorcio microbiano mostraron una produccion
constante de CO» hasta el dia 52, sin importar el contenido del medio de cultivo (Figura 1). Desde
el inicio del proceso y hasta el dia 2 se observé una fase corta de latencia en la que la produccion
de CO; fue significativamente mas baja en los medios que contenian asfalteno (tratamiento 1) o
crudo pesado (tratamiento 2) que en el control sin hidrocarburos (tratamiento 3), lo que sugiere
una etapa de adaptacion fisioldgica y metabolica de las bacterias a las condiciones del medio con
hidrocarburos pesados. Este patron de crecimiento es caracteristico en procesos de biodegradacion
de compuestos recalcitrantes, tales como los hidrocarburos pesados, donde las bacterias requieren
tiempo para inducir la expresion de genes degradativos y generar enzimas especializadas, y puede
estar relacionado con la induccién y activacion de rutas metabolicas especificas necesarias para la
degradacion de hidrocarburos complejos como los asfaltenos y el crudo. Este comportamiento
también es consistente con estudios en los que bacterias del género Rhodococcus requieren un
tiempo inicial para ajustar su maquinaria metabolica y expresar enzimas especializadas para la
degradacion de hidrocarburos (Petrushin, y otros 2021). La producciéon de CO> aumentd

progresivamente hasta alcanzar un maximo en el dia 4, indicando una fase logaritmica de
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crecimiento activa, y su produccion maxima se obtuvo entre los dias 4 y 6 del proceso de

biodegradacion, para todos los tratamientos.

Figura 1.
Produccion de CO: durante la degradacion de crudo pesado y asfaltenos en medio liquido durante
52 dias. A) Produccion instantanea (diaria) de CO>. B) Produccion acumulada de CO,. El

Tratamiento 3 se utilizo como control de crecimiento sin contaminante.
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Particularmente, el control de crecimiento sin hidrocarburos (tratamiento 3) alcanzd el
mayor valor de CO, durante esta fase (60 mg L), indicando una alta actividad metabolica de las
bacterias debido a la utilizacion del extracto de levadura presente en el medio M9 como fuente de
carbono y energia, mientras que los medios que contenian asfaltenos (tratamiento 1) y petréleo
crudo pesado (tratamiento y 2) mostraron niveles de CO2 comparables, pero ligeramente inferiores
(figura 1A), indicando que aunque la presencia de los hidrocarburos pesados influye
negativamente en el crecimiento de las bacterias, en este punto existe una mineralizacion eficiente
de los compuestos orgéanicos presenten en el medio. Estudios como el de Martinez-Cano, y otros,
(2019) enfatizan el papel del extracto de levadura como adyuvante en la biodegradacion, ya que
aporta micronutrientes esenciales para la sintesis de enzimas degradativas. Esto se reflejé en el
control de crecimiento sin hidrocarburos, que mostr6 la mayor produccion de CO: en este estudio
debido al metabolismo basal de las bacterias en ausencia de hidrocarburos complejos (Martinez-

Cano, y otros, 2019).

En general, después del dia 6 se presentd una disminucion marcada en la produccion de
CO, indicando que los compuestos mas biodegradables del medio se han agotado, y la mayor
acumulacion de CO; se detectd en el tratamiento 3 (control de crecimiento sin hidrocarburos) (280
mg L) al dia 30), que es consistente con la ausencia de hidrocarburos complejos en el medio que
permite a las bacterias utilizar de manera eficiente los compuestos mas accesibles del medio M9.
Desde el dia 20 hasta el 39, la produccion de CO2 se mantuvo relativamente constante y no tuvo
diferencias entre los tratamientos, y desde el dia 41 se produjo un descenso en la producciéon de
CO2 hasta los niveles mas bajos durante el proceso (aproximadamente 21 mg L!). Al analizar la

produccion acumulada de CO;, se pudo observar un comportamiento consistente con la produccion



EVALUACION DE LA EXPRESION DE GENES INVOLUCRADOS 33

diaria, en donde el tratamiento 3 (sin hidrocarburos) acumulé la mayor cantidad de CO» (292.05
mg L' en 52 dias), seguido del tratamiento 1 (medio con asfaltenos) (256 mg L™! en 52 dias) y por
el tratamiento 3 (medio con crudo pesado) (246.7 mg L' en 52 dias). Las diferencias no fueron
significativas entre los tratamientos con hidrocarburos pesados, lo cual indica una adaptacion
similar del consorcio tanto al asfalteno como al petréleo crudo pesado. Estudios previos han
reportado comportamientos similares en consorcios bacterianos adaptados a ambientes
contaminados con petroleo, como por ejemplo el consorcio conformado por Pseudomonas,
Acinetobacter y Bacillus, que exhibieron fases de crecimiento retardadas seguidas de una

aceleracion una vez inducidos los sistemas catabolicos necesarios (Das y Chandran, 2011). En

conjunto, los resultados mostraron un crecimiento sostenido durante 52 dias por parte de R.
qingshengii PH3D y S. stutzeri PHS5, asi como una produccion de CO:> consistente con la

mineralizacion de los hidrocarburos pesados en el medio liquido.

4.2 Degradacion de hidrocarburos pesados por el consorcio bacteriano en medio liquido

La biodegradacion de hidrocarburos pesados, tales como los asfaltenos y el crudo pesado,
representa un desafio importante en la biorremediacion de matrices ambientales debido a su
complejidad estructural y baja biodisponibilidad. Los resultados de los ensayos de biodegradacion
mostraron porcentajes de remocion superiores al 50% para los dos hidrocarburos pesados (figura
2), lo que resalta la alta eficiencia del consorcio microbiano en el proceso de degradacion.
Especificamente, los porcentajes de remocion de asfaltenos oscilaron entre el 43% y 62%
(promedio de 55%), mientras que para el crudo pesado los valores estuvieron entre 57% y 63%
(promedio de 58,3%). S. stutzeri ha sido ampliamente documentada por su habilidad para producir

biosurfactantes y aumentar la biodisponibilidad de hidrocarburos aromaticos y alifaticos. Estos
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compuestos tensioactivos reducen la tension superficial entre el contaminante y el medio acuoso,
facilitando la solubilizacion de los hidrocarburos y permitiendo su acceso a los sistemas

enzimaticos de degradacion microbiana (Solyanikova, y otros, 2022).

Figura 2.
Remocion de hidrocarburos pesados en medio liquido después del tratamiento con el consorcio
microbiano. Se muestra el promedio de los hidrocarburos residuales (remanentes), y de los

hidrocarburos removidos (degradados) en el medio.
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Por otro lado, R. gingshengii posee una robusta maquinaria enzimatica para la degradacion
de compuestos de alto peso molecular, tales como los presentes en el petrdleo crudo y los
asfaltenos. Segiin Inminova y otros (2022), esta especie expresa enzimas tales como
monooxigenasas y dioxigenasas que catalizan la apertura de anillos aromaticos y la transformacion

de compuestos complejos en metabolitos mas simples. Recientemente, se resaltaron genes
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relacionados con la degradacion de hidrocarburos en esta bacteria, incluyendo al de la catecol-2,3-
dioxigenasa (catA), que desempenan un papel clave en la degradacion de compuestos aromaticos
(Petrushin, y otros, 2021). Ademas, Osorio-Acero, y otros, (2023) observaron un incremento en la
abundancia relativa de cat4 durante la degradacion de asfaltenos por parte de R. gingshengii en
diferentes sistemas experimentales. Los resultados de degradacion encontrados en este estudio
estan de acuerdo con lo reportado por Navas-Caceres, y otros, (2023), quienes observaron una
remocion de hasta el 83% de asfaltenos en suelos contaminados utilizando un consorcio bacteriano
que incluia las cepas PHS y PH3D, pero también algunas otras bacterias degradadoras. La
eficiencia observada podria atribuirse a la sinergia metabdlica entre ambas especies bacterianas.
Esto reafirma que la introduccion de consorcios especializados mejora la velocidad y el grado de
mineralizacion de contaminantes recalcitrantes en matrices ambientales complejas. En conjunto,
los datos respaldan la hipotesis de que la combinacion de S. stutzeri PHS y R. gingshengii PH3D
constituye una estrategia eficaz para la remediacion de sitios contaminados por hidrocarburos
pesados. Su empleo puede representar una alternativa ecologica y econdmicamente viable frente a
métodos fisicoquimicos tradicionales, especialmente en ecosistemas vulnerables o de dificil

acceso.

4.3 Evaluacion de la expresion de genes involucrados en la degradacion de hidrocarburos
pesados

Estudios previos desarrollados por el grupo de investigacion GIBIM permitieron aislar y
caracterizar un consorcio bacteriano con capacidad para degradar asfaltenos y crudos pesados, asi
como obtener informacion sobre los perfiles transcriptomicos de dichos microorganismos durante

un proceso de biodegradacion en suelos contaminados (Parada, 2022). Aunque se identificaron
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preliminarmente algunas rutas metabolicas y genes potencialmente implicados en el proceso, no
se disponia ain de una validacion experimental sobre los niveles de expresion de dichos genes. La
aplicacion de la técnica de RT-qPCR se propuso como una herramienta clave para validar los
resultados transcriptomicos previos y cuantificar los niveles de expresion génica durante el proceso
de biodegradacion de crudo pesado y asfaltenos en suelos contaminados, con el fin de confirmar
o descartar su participacion en el mecanismo especifico de degradacion de estas fracciones, el cual
aun no ha sido completamente esclarecido. Para ello, se disefiaron 16 iniciadores para la evaluacion
de la expresion de tres genes funcionales (catAd, benA y kdpA) y un gen normalizador, tanto para
S. stutzeri como para R. gingshengii (8 genes en total). La especificidad de los oligonucleétidos
fue validada a nivel experimental para asegurar que la amplificacion obtenida correspondiera a la

de los genes evaluados. La tabla 2 muestra las caracteristicas de los iniciadores y sus secuencias.

Tabla 2
Iniciadores diseniados en este trabajo para la evaluacion de la expresion de genes degradadores

de hidrocarburos mediante RT-qPCR. (FW: Iniciador Forward. RV: Iniciador Reverse).

Microorganismo Gen Tamaiio Secuencia del iniciador (5’ - 3°) Tm %
amplicon °C) GC
(pb)
Stutzerimonas cat4 169 Fw ATAGCCGTTCTCGTCGG 62.0 58.8
stutzeri Rv  CCACTGTGATGTTCCTGC 60.9 55.6
benA 148 Fw TCTACTGCTCTGGACTCGC 61.5 579

Rv  ATCAGGTACAGGTTCGGG 60.5 55.6

kdpA 150 Fw ACAACCTGATGATCGCG 61.5 529

Rv  AACAGCGTCACGAACAGA 613 50.0
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gmk 120 Fw TAGTGGCTCATCTCGCTG 60.9 55.6
(normalizador) Rv  ATCGATCTTCATCCTGCC 60.7 50.0
Rhodococcus catA 183 Fw GTACTCGGGGTAGGTGATG 60.0 57.9
gingshengii Rv  AGGACCACATGACCACTTC  60.6 52.6
benA 159 Fw GTAGGTGTAGGTGGATGCAC 60.0 55.0
Rv  GCGGTTCGAGAACTATCG 61.5 55.6
kdpA 180 Fw CATTGCCTTGATAACCGG 62.0 50.0
Rv  ATTGATCGCAGTGTTCGTC 61.9 474
2B 102 Fw CAAGCTCAAGTGGCAGAAG 619 52.6
(normalizador) Rv  GTTGATCTTCTTGCCGGA 61.9 50.0

4.3.1 Expresion del gen benA durante la biodegradacion de hidrocarburos pesados

El gen benA codifica para la enzima benzoato-1,2-dioxigenasa (EC:1.14.12.10), tanto en S.

stutzeri como en R. gingshengii, y esta involucrado en las rutas de degradacion de compuestos

aromaticos complejos como los presentes en los asfaltenos y petroleo crudo pesado. La benzoato-

1,2-dioxigenasa cataliza la conversion del 4cido benzoico, proveniente de la oxidacion inicial de

los hidrocarburos aromaticos, en 4cido 1,2-dihidro-1,2-dihidroxibenzoico (DHB), un compuesto

clave para la posterior formacion del catecol. Los niveles de expresion de benAd presentaron

diferencias significativas entre S. stutzeri PHS y R. gingshengii PH3D durante el periodo de

degradacion 52 dias (figura 3).
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Figura 3.
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Niveles de expresion del gen benA de Stutzerimonas stutzeri PH5 y Rhodococcus qingshengii

PH3D durante la degradacion de asfaltenos. (A) y petroleo crudo pesado (B) en medio liquido.
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. el gen benA de S. stutzeri PHS mostr6 una expresion inicial relativamente

similar a la del gen normalizador durante la degradacion de los asfaltenos, con valores de fold-

change (FC) cercanos a 1, manteniéndose estable durante los 52 dias del proceso de degradacion,

aunque con una leve disminucién hacia el dia 52 (figura 3A). S. stutzeri PH5 también expreso el

gen benA de manera constante durante todo el proceso de degradacion del petroleo crudo pesado

(figura 3B), aunque con un aumento significativo desde el dia 15 hasta el dia 52. Estos

comportamientos sugieren que S. stutzeri PHS expresa el gen benA durante todas las etapas del

proceso de biodegradacion, ya sea de asfaltenos o de petroleo crudo pesado, y que su expresion se

modula positivamente a través del tiempo, especialmente en presencia de petrdleo crudo pesado.

Esto se relacionaria con un aprovechamiento eficiente los compuestos alifaticos y aromaticos de

bajo peso molecular presentes en las primeras etapas del proceso de degradacion. Por otra parte,
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benA podria mantener su expresion debido a su carécter inducible y a que probablemente esta
involucrado a lo largo de todo el proceso de degradaciéon (Das y Chandran, 2011). Este
comportamiento sugiere una rapida activacion de las rutas metabolicas involucradas en la
degradacion inicial de compuestos mas accesibles del crudo. La leve+ disminucion en los niveles
de expresion a partir del dia 30 podria atribuirse al agotamiento del sustrato o a la acumulacion de
productos intermedios que causan una inhibicion del microorganismo, tal como se ha observado

en otros estudios de degradacion de hidrocarburos (Das y Chandran, 2011).

En contraste, la expresion del gen bend de R. gingshengii PH3D tuvo un comportamiento
notablemente diferente al de S. stutzeri PHS durante la degradacion del crudo pesado y de los
asfaltenos (figura 3). La expresion de benAd practicamente no se detectd en el momento inicial del
proceso (dia 0, FC cercano a 0), aument¢ al dia 15, disminuy6 al dia 30 y nuevamente aumento al
dia 52. Este patron de expresion fue similar durante la degradacion de asfaltenos y de crudo pesado,
aunque en este ultimo los niveles de expresion fueron comparativamente mayores a los obtenidos
en los reactores que contenian asfaltenos. El nivel méximo de expresion de benA de R. gingshengii
PH3D se obtuvo al dia 15 en presencia de petréleo crudo pesado, aumentando casi al doble (FC
de 1.8, p=10.0001 vs dia 0) comparado con el gen normalizador. Sin embargo, a excepcion de este
dia de muestreo, en todos los demas los niveles de expresion fueron inferiores a los del gen de
referencia, indicando una disminucion significativa de la expresion del gen atribuible a la presencia
de los hidrocarburos pesados. Este patron de expresion intermitente podria indicar una regulacion
de metabdlica gradual y dependiente de intermediarios metabdlicos, en la que de R. gingshengii
PH3D podria estar adaptandose a medida que transcurre el proceso para degradar compuestos mas

recalcitrantes en diferentes etapas de este. Estudios previos han mostrado que, ademas de poseer
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el potencial para degradar hidrocarburos complejos y pesados (Iminova, y otros, 2022), R.
qingshengii PH3D posee y expresa diferencialmente los genes benA, junto con catA, catB 'y otras
rutas aromaticas, particularmente en condiciones microaerobias (Juarez, y otros, 2023). Teniendo
en cuenta lo anterior, los resultados sugieren que las variaciones en los niveles de oxigeno, y la
variacion en las cantidades de acido benzoico y probablemente otros intermediarios metabdlicos
son determinantes importantes de la expresion de benAd. El aumento progresivo de expresion de
benA de S. stutzeri PHS y la expresion intermitente de benA de R. qingshengii PH3D, sugiere que
ambas bacterias desempenan roles complementarios durante la degradacion del crudo. Esto abre
la posibilidad de utilizar consorcios microbianos que combinen las capacidades de ambas cepas
para maximizar la eficiencia del proceso de biodegradacion en escenarios reales, como lo sugieren

estudios sobre interacciones microbianas en biorremediacion (Widdel y Rabusd, 2021).

4.3.2 Expresion del gen cat4 durante la biodegradacion de hidrocarburos pesados

El gen catA codifica para la enzima catecol 1,2 dioxigenasa (EC:1.13.11.1), tanto en S.
stutzeri PHS, como en R. gingshengii PH3D. Dicha enzima esté4 involucrada en la degradacion de
hidrocarburos arométicos como los presentes en los asfaltenos y crudos pesados, partiendo el anillo
aromatico del catecol y transforméandolo en cis,cis-muconato, el cual es un compuesto lineal. Los
resultados obtenidos mostraron que la expresion del gen catA presento patrones diferenciales entre
S. stutzeri PHS y R. gingshengii PH3D durante el proceso de biodegradacion a lo largo de los 52
dias. Estas diferencias fueron mas evidentes en los tratamientos que contenian asfaltenos (figura
4A) y podrian estar relacionadas con las estrategias metabdlicas particulares de cada bacteria, asi

como con su capacidad para adaptarse a las condiciones del medio y al tipo de sustrato disponible.
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Figura 4.

Niveles de expresion del gen catA de Stutzerimonas stutzeri PHS5 y Rhodococcus qingshengii

PH3D durante la degradacion de asfaltenos (A) y petroleo crudo pesado (B) en medio liquido.
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Como se puede observar en la figura 4A, durante la degradacion de los asfaltenos, S.
stutzeri PH5 mostrd un aumento moderado de la expresion de cat4 pasando de un FC cercano a 1
en el dia 0, a aproximadamente 1.25 en dia 15, y volviendo a 0.9 en dia 30, para luego caer
levemente a 0.75 en el dia 52. La expresion de catA de S. stutzeri PHS durante la degradacion del
crudo pesado fue basal, y disminuyd a medida que avanzaba el proceso de degradacion, lo cual
sugiere una induccion temprana de la expresion del gen, seguida por una regulacion negativa o
adaptacion. Por otra parte, R. gingshengii PH3D presentd un incremento mas marcado de la
expresion desde aproximadamente 0.1 FC en el dia 0, a aproximadamente 1.9 en el dia 15
(»=0.0001) y sostenido sobre 2.5 en el dia 30, para descender al dia 30 a 0.75 y aumentar a 1,2 al
dia 52. Esto indicaria una induccion de la expresion asociada a las etapas iniciales del proceso de

degradacion, probablemente asociada a su capacidad de degradar compuestos aromaticos en los
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asfaltenos. Estudios previos han demostrado que genes relacionados con la degradacion de
hidrocarburos presentan una activacion rapida en presencia de compuestos toxicos, lo cual puede
estar asociado con la necesidad de detoxificacion o de adaptacion al ambiente de hidrocarburos
(Martinez, y otros, 2015; Gonzalez-Lopez, y otros, 2018). El aumento en la expresion de catd
durante los primeros dias del proceso de degradacion podria estar relacionado con su papel en el
metabolismo de anillos aromaticos, una funcién que se activa en presencia de compuestos como
los asfaltenos, ricos en estructuras aromaticas (Rodriguez-Blanco, y otros, 2019).

Durante la degradacion del petréleo crudo pesado, S. stutzeri PHS mostrd una expresion temprana
basal de catA al dia 0 (FC de 0.8), aumentando significativamente al dia 15 (FC de 2.5, p=0.001),
para luego disminuir a aproximadamente 1.4 en el dia 30 y a 0.85 en el dia 52, siguiendo un patréon
de induccién y adaptacion. Por su parte, R. gingshengii PH3D presentd un patron de expresion
similar al observado en S. stutzeri PH5, con un aumento de la expresion desde 0.5 FC al dia 0 hasta
1.8 FC al dia 15 (p= 0.035), disminuyendo a aproximadamente 1 a los dias 30 y 52. Los picos de
expresion de catA observados al dia 15 son consistentes con los que se presentaron durante la
degradacion de los asfaltenos, especialmente por parte de R. gingshengii PH3D, y estarian
asociados a mecanismos de activacion rapida de rutas metabolicas asociadas con la degradacion
de hidrocarburos aromaticos en las etapas iniciales e intermedias. Estudios previos han demostrado
que genes relacionados con la degradacion de hidrocarburos presentan una activacion répida en
presencia de compuestos toxicos, lo cual puede estar asociado con la necesidad de detoxificacion
o de adaptacion al ambiente de hidrocarburos (Martinez, y otros, 2015; Gonzalez-Lopez, y otros,
2018). La disminucion de la expresion de cat4 en ambas bacterias hacia el dia 52 podria deberse
a varios factores, tales como la acumulacion de productos intermedios toxicos, la disminucién de

la disponibilidad del crudo pesado o asfaltenos, desviacion de los flujos metabdlicos hacia rutas
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alternativas, variaciones en los niveles de oxigeno, o la disminucién de la actividad enzimatica
debido a las condiciones experimentales (Das y Chandran, 2011; Johnsen y Karlson, 2007). Esto
resalta la importancia de optimizar las condiciones ambientales, como la disponibilidad de oxigeno
y nutrientes, para mejorar la eficiencia del proceso de biodegradacion. Desde el punto de vista
practico, estos resultados tienen implicaciones importantes para aplicaciones de biorremediacion.
S. stutzeri PHS podria ser util en las etapas iniciales de degradacion de crudo pesado, donde es
crucial un rapido consumo de los compuestos mas complejos. Por otro lado, R. gingshengii PH3D,
con su capacidad de mantener una expresion mas estable, seria ideal para procesos a largo plazo o
para la degradacion de compuestos menos recalcitrantes que persisten en las tltimas etapas del

tratamiento.

4.3.3 Expresion del gen kdpA durante la biodegradacion de hidrocarburos pesados

La acumulacion y absorcion de K+ se encuentran entre las primeras respuestas de los
microorganismos ante el estrés osmotico producido en ambientes toéxicos y salinos. La expresion
del gen kdpA, que codifica para la subunidad A de la ATPasa transportadora de potasio y hace
parte del sistema Kdp-ATPasa que regula el balance osmotico celular, es esencial para mantener
la viabilidad celular en ambientes hostiles (Ayangbenro, y otros, 2024) y probablemente
desempefia un papel clave en la adaptacion de las bacterias frente a condiciones adversas durante
la degradacion de asfaltenos o del crudo pesado. Estudios previos han reportado que la activacion
de genes bacterianos relacionados con el transporte de potasio, incluyendo kdpA, es esencial para

mantener la homeostasis osmotica y energética en condiciones adversas (Epstein, 2003).
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Figura 5.

Niveles de expresion del gen kdpA de Stutzerimonas stutzeri PH5 y Rhodococcus qingshengii

PH3D durante la degradacion de asfaltenos (A) y petroleo crudo pesado (B) en medio liquido.

Range: fold-change.
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En este estudio, se observaron diferencias significativas en la expresion de kdpA entre S.
stutzeri PHS y R. gingshengii PH3D, lo que evidencia respuestas adaptativas complementarias a
los mecanismos metabolicos de degradacion tanto de los asfaltenos, como del petroleo crudo
pesado (figura 5). Durante la degradacion de los asfaltenos. S. stutzeri PHS mostré un aumento
gradual de la expresion de kdpA con respecto al gen de referencia, desde niveles bajos en el dia 0
(0.6 FC), aumentando a 1.2 en el dia 15 y manteniéndose entre 1.1 y 0.9 en los dias 30 y 52,
indicando una expresién moderada, pero sostenida a través del tiempo (figura 5A). Por otra parte,
R. gingshengii PH3D present6 un patrén de expresion diferente, con una expresion baja en el dia 0
(0.7 FC), un leve aumento en el dia 15 (1 FC), una marcada disminucién al dia 30 (0.2 FC) y un

aumento significativo (p=0.035) en el dia 52 (1.2 FC). Teniendo en cuenta que los compuestos
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asfalténicos pueden alterar la tensidon osmotica local, la expresidn constante de kdpA por parte de
S. stutzeri PHS durante todo el proceso de degradacion sugiere una respuesta inmediata y
prolongada para preservar la homeostasis ionica. En contraste, los resultados sugieren que R.
qingshengii PH3D requiere mas tiempo y probablemente de la participacion de otros mecanismos
para tolerar los asfaltenos y activar efectivamente el sistema kdpa, para luego regresar hacia niveles

basales de expresion.

En cuanto a la degradacion del petroleo crudo pesado, aunque al dia cero la expresion de
kdpA fue baja (0.6 FC), S. stutzeri PHS5 reacciond con un pico temprano de expresion en el dia 15
(1.2 FC), posiblemente como una respuesta osmotica rapida, para luego disminuir a los dias 30 y
52. Este comportamiento sugiere que S. stutzeri activa rapidamente sus mecanismos de respuesta
frente al estrés osmotico generado por la presencia de asfalteno, lo que es consistente con su rol
en la degradacion de compuestos accesibles en las etapas iniciales del proceso. Sin embargo, la
disminucién de la expresion de kdpA después del dia 15 sugiere que la actividad metabolica de S.
stutzeri se reduce a medida que disminuye la biodisponibilidad de compuestos accesibles o que se
acumulan productos toxicos, tal como lo plantean Das y Chandran (2011). Por otra parte, R.
qingshengii PH3D no activo el gen kdpA al inicio, sino que presentd aumentos significativos en la
expresion del gen a los dias 15 y 52, de manera similar a lo observado con la expresion de los
genes benA 'y catA. La sobreexpresion de estos genes en las etapas intermedias y tardias del proceso
de degradacion del crudo pesado sugiere que R. gingshengii requiere de una adaptacion mas
compleja y prolongada, quizé vinculada a la disponibilidad de potasio o activacion del sistema
sensor KdpD/E después de activar otros mecanismos de supervivencia, o de la activacion de rutas

complementarias (por ejemplo, compatibilidad osmotica mediante solutos compatibles tales como
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la trehalosa, ectoina, prolina) antes de activar el sistema Kdp. Supervivencia (Freeman y cols,
2013). En Rhodococcus y otras actinobacterias, se ha reportado que la activacion de mecanismos
osmoprotectores puede demandar mayor tiempo, relaciondndose con cambios en el metabolismo
membranal, acumulacidon de solutos compatibles, y la activacion de segundos mensajeros tales

como c-di-AMP (Ballal , y otros, 2007; Bhowmick, y otros, 2023).

La tendencia a la estabilizacion observada en el tiempo 30 y en el tiempo 52 para todos los
genes evaluados se correlaciona con estudios de adaptaciones prolongadas en bacterias expuestas
a ambientes toxicos. Segun Lopez-Garcia, y otros (2017), la exposicion continua a compuestos
hidrocarbonados induce una respuesta de adaptacion que se entiende como la reduccion de la
variabilidad de la expresion génica con el tiempo. Esto implica que la célula bacteriana optimiza
su respuesta al entorno toxico, disminuyendo el esfuerzo energético dedicado a la defensa y
estabilizando la expresion de genes de respuesta inicial. En este sentido, la estabilizacion de benA,
catA 'y kdpA en etapas avanzadas del proceso de biodegradacion podria reflejar la capacidad de las

bacterias para regular su metabolismo una vez que la fase de estrés agudo ha sido superada.

La diferencia en la expresion de kdpA entre las dos bacterias sugiere roles complementarios
en el proceso de degradacion. S. stutzeri PHS parece responder mejor ante el estrés osmotico
durante las etapas iniciales del proceso de biodegradacion, donde la respuesta rapida al estrés es
crucial para la utilizaciéon de compuestos mas accesibles y biodegradables del crudo pesado y
asfalteno. Por otro lado, R. gingshengii PH3D responde mejor ante el estrés en las etapas finales,
donde las condiciones ambientales se vuelven mas desafiantes debido a la presencia de compuestos

mas recalcitrantes y al agotamiento de los nutrientes. Esta complementariedad resalta la
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importancia de utilizar consorcios microbianos para maximizar la eficiencia en la biorremediacion

de crudo pesado, como sugieren Widdel y Rabus (2001).

4.4 Cambios estructurales en los hidrocarburos después de la biodegradacion

Se analizaron los cambios estructurales sufridos por los asfaltenos después del tratamiento
de biodegradacion por parte del consorcio microbiano. Para ello, se obtuvieron espectros por
FTIR-ATR que reflejaron una complejidad de la composicion quimica de los asfaltenos, antes y
después del tratamiento (figura 6), los cuales cubrieron un amplio rango de nimeros de onda, desde
aproximadamente 300 hasta 3800 cm™. Estos abarcaron tanto la region de huella digital (menos
de 1500 cm™), como las regiones mas generales para identificar enlaces funcionales. En general,
las bandas observadas en los espectros antes y después de tratamiento indican una predominancia
de estructuras aromaticas con sustituyentes polares como carbonilos, éteres y fenoles, junto con
una menor proporcion de grupos alifaticos. Estas caracteristicas son consistentes con la naturaleza
de los asfaltenos como fracciones pesadas del petroleo, ricas en heteroatomos y estructuras de alta

polaridad.



EVALUACION DE LA EXPRESION DE GENES INVOLUCRADOS 48

Figura 6.
Espectros infrarrojos obtenidos por FTIR-ATR a partir de los asfaltenos antes y después del

tratamiento con el consorcio microbiano.
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Al comparar los espectros antes y después del tratamiento con el consorcio, se pudieron identificar
algunos cambios estructurales como resultado de la actividad microbiana. Al realizar la busqueda
en la base de datos WILEY, no se encontr6é un compuesto coincidente al 100% con el espectro del
asfalteno utilizado para los ensayos de biodegradacion, extraido del petroleo crudo pesado Castilla.
Sin embargo, el espectro del compuesto “HUX #5035; Blown Asphalt”, presenté un HQI (Hit
Quality Index) de 91,13, siendo el compuesto mas cercano al asfalteno original. Por otra parte,
tampoco se encontré un compuesto coincidente al 100% con el espectro del asfalteno residual

después del tratamiento con el consorcio, aunque el compuesto “HUX #5034; Hard hydrocarbon”
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presentd un HQI de 90,60 y fue el mas similar al asfalteno original. Si bien ninguno de los dos
compuestos asignados correspondid al 100% con el asfalteno antes y después del tratamiento, las
diferencias en la asignacion en la base de datos hacen suponer que el asfalteno residual presenta
diferencias estructurales con respecto al original. En este sentido, tanto HUX #5035, como HUX
#5034, corresponden a asfaltenos parcialmente oxidados (asfaltos soplados), pero con diferencias
en la presencia y abundancia de grupos funcionales tales como carbonilos (C=0), hidroxilos (O-
H), carboxilos (C-O), éteres y ésteres, entre otros, que podrian ser consecuencia de la actividad del

COonsorcio.

Al analizar los espectros del asfalteno original y del residual, se pueden distinguir
principalmente dos zonas donde se produce la mayor absorcién (o menor transmitancia) de la
radiacion, que estan alrededor de los nimeros de onda 1,350-1,400 y 2,850-3,100 cm™. Estos
valores de nimero de onda pueden relacionarse con vibraciones moleculares especificas, tales
como enlaces C-H, C=0, o grupos funcionales especificos (figura 6). Dentro de estas zonas, las
diferencias entre ambos espectros se concentran principalmente en cuatro regiones:

1) un pico ancho en la region 3,400-3,200 cm™ (vibraciones O-H o N-H) indica la presencia de
grupos hidroxilo (-OH) (como en alcoholes o fenoles) o amino (-NH). Los picos en esta region
absorben mas en el asfalteno residual que en el original, lo cual puede estar relacionado con la
aparicion de compuestos polares tales como fenoles, o aminas primarias y secundarias. Silverstein
y otros. (2014) sefialan que estos grupos funcionales son comunes en materiales de origen organico
con heterodtomos.

2) Por otra parte, en el asfalteno residual también se presenta una mayor absorcion en la region

3,000-2,800 cm™ (C-H de alcanos), cuyos picos estrechos corresponden a las vibraciones de
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tension de enlaces C-H de grupos alifaticos metilo (-CHs) y metileno (-CHz). De acuerdo con
Smith (2011), las bandas en esta regién del espectro son caracteristicas de los hidrocarburos
saturados. Aunque la fraccion predominante dentro de la estructura de los asfaltenos es la
poliaromatica, también presentan colas de fracciones alifaticas que en ocasiones sirven como
puentes entre los nucleos aroméaticos y cuya ruptura permitiria la fragmentacion de los asfaltenos,
facilitando su posterior degradacion. Los resultados sugieren que la actividad del consorcio
promueve la formacion de este tipo de estructuras alifaticas principalmente a 2,951 cm™ (tension
asimétrica de los -CH3, -CH2), lo cual facilitaria la degradacion y mineralizacion de los asfaltenos.
3) El asfalteno residual presenta mayor absorcion que el original a 1,708 cm™ (C=0), indicando
vibraciones de tension de enlaces dobles (C=0) en grupos carbonilo, tales como cetonas, ésteres
y acidos carboxilicos, que puede estar relacionada con eventos de oxidacién enzimatica y con la
aparicion de grupos funcionales polares. Por otra parte, el asfalteno residual presenta una menor
absorcion a 1,600 cm™, que corresponde a vibraciones de enlaces doble (C=C) en anillos
aromaticos, que es la estructura predominante en los asfaltenos. Kandiyoti y otros. (2006) afirman
que estas bandas son fundamentales para identificar la naturaleza aromatica de los asfaltenos, y su
menor absorcidn en el asfalteno tratado con el consorcio indicaria una menor proporcion de estos
compuestos con respecto al asfalteno original.

4) El asfalteno residual absorbe mas que el original en la regiéon entre 1,200-1,100 cm™,
especificamente a 1,164 cm™ (tension del C-O), correspondiente a vibraciones de enlace C-O en
compuestos fenolicos, ésteres, éteres o acidos carboxilicos. Esto indica la aparicion de compuestos
oxigenados, tipicos en materiales de alta polaridad (Silverstein y otros, 2014), tales como el acido

el acido benzoico y sus derivados oxigenados.
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4.5 Correlacion de los niveles de expresion génica con los cambios en la composicion
molecular de las fracciones de asfaltenos

Como se mencion6 previamente, la expresion de los genes catd y benA aument6 a medida
que transcurrié el proceso de biodegradacion tanto del petrdleo crudo pesado como de los
asfaltenos, lo cual demuestra su participacion directa en el proceso de mineralizacion de los
hidrocarburos pesados. Para el caso especifico de los asfaltenos, la expresion de catd4 fue mayor
en R. gingshengii que en S. stutzeri, mientras que la expresion de bend siempre fue mayor en S.
stutzeri que en R. gingshengii. Los productos de la expresion de los genes catd (catecol 1,2-
dioxigenasa) y bend (benzoato 1,2-dioxigenasa) intervienen en momentos diferentes de la
degradacion de los intermediarios del metabolismo de los asfaltenos, pero ambos contribuyen a la
formacion de compuestos oxigenados tales como el acido 1,2-dihidro-1,2-dihidroxibenzoico
(DHB) (cis-diol del acido benzoico; compuesto aromatico oxidado) y el acido cis,cis mucdnico

(acido dicarboxilico lineal) (Haritash y Kaushik, 2009; Xiang y otros, 2020) (figura 7).

Figura 7.
Papel de los genes benA y catA en la degradacion de intermediarios metabdlicos de los asfaltenos.

Tomado de Xiang y otros, 2020.
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Severino, y otros, (2021) compararon fracciones de asfaltenos con diferentes grados de
biodegradacion, observando un aumento en las bandas FTIR de tension de O-H (=3,345 cm™),
tension del C=0 (=1,700 cm™) y tension del C—O/C—O—-C (=1,100-1,150 cm™), evidenciando la
formacion de acidos carboxilicos y alcoholes durante la biodegradacion. Los resultados de este
estudio muestran resultados similares, ya que las estructuras tanto del DHB (compuesto aromatico
oxidado), como del 4cido cis,cis mucédnico (acido dicarboxilico lineal) son compatibles con los
picos observados en el espectro del asfaltenos después de su tratamiento con el consorcio
microbiano. Para el DHB (CsHs-1,2-(OH)»), esto se puede observar especificamente en las bandas
observadas a 3,317 cm! (tension O-H) y 1,164 cm™ (tension del C-O), mientras que, para el 4cido
cis,cis muconico (CeHeO4) es compatible con las bandas observadas a 1,708 cm™ (tension del
C=0) y en la region de la huella digital. Si bien es cierto que las estructuras de estos compuestos
podrian verse reflejadas en las regiones del espectro del asfalteno residual, la ruta metabolica a la
que pertenecen los genes evaluados conduce finalmente a la mineralizacién de los compuestos
aromaticos a través del ciclo de Krebs (Haritash y Kaushik, 2009), por lo que no es posible afirmar
con certeza que los intermediarios producidos por la expresion de benA y catA estén presentes alli.
Por otra parte, las diferencias entre los dos espectros podrian explicarse también a la expresion de
genes distintos a los evaluados en este trabajo y que han sido reportados previamente (Parada,
2022), pero cuya expresion diferencial no se habia validado hasta la realizacion de este trabajo. A
partir de los espectros obtenidos por FTIR se puede deducir que la expresion de los genes bend y
catA probablemente contribuye a que se presenten diferencias entre los espectros y a la
mineralizacion de los asfaltenos, y se también se validdé que los genes bend, catd y kdpA se

sobreexpresan durante diferentes etapas de la degradacion de los hidrocarburos pesados.
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5. Conclusiones

El consorcio microbiano conformado por Stutzerimonas stutzeri PH5 y Rhodococcus
quingshengii PH3D mostrd una alta eficiencia (55 - 58 %) para degradar asfaltenos y petroleo
crudo pesado en medio liquido, generando ademds cantidades significativas de CO2 como
subproducto metabdlico, indicativo de la mineralizacion de los hidrocarburos. La combinacion de
las capacidades metabdlicas de las dos bacterias permitié una degradacion sinérgica y sostenida a
través del tiempo de los hidrocarburos, lo que las convierte en una opcioén viable para la
remediacion de aguas y otras matrices contaminadas con hidrocarburos pesados y resalta su

potencial como herramienta biotecnoldgica en procesos aplicados de biorremediacion.

Los patrones de expresion de los genes bend y cat4 mostraron diferencias significativas
entre Stutzerimonas stutzeri PHS y Rhodococcus qgingshengii PH3D durante la biodegradacion de
hidrocarburos pesados. En general, S. stutzeri PHS mantuvo una expresion continua y modulada
de benA, lo que sugiere una participacion constante a lo largo de todo el proceso de degradacion.
En contraste, R. gingshengii PH3D present6 una expresion intermitente, posiblemente regulada
por metabolitos intermedios y condiciones microambientales. Estos hallazgos indican que ambas
bacterias poseen rutas metabdlicas complementarias y podrian utilizarse en consorcio para

maximizar la eficiencia de biodegradacion en ambientes contaminados con crudo o asfaltenos.

Los patrones de expresion de los genes evaluados durante la degradacion de los asfaltenos
y el petroleo crudo pesado también son consistentes con respuestas adaptativas observadas en

bacterias sometidas a estrés por hidrocarburos, particularmente de tolerancia ante el estrés
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osmotico por parte del gen kdpA. Esto indica que la activacion de los mecanismos de adaptacion
fisioldgica y de tolerancia de las dos bacterias es necesaria para que se produzca el proceso de

biodegradacion de los hidrocarburos pesados de manera eficiente.

Los asfaltenos sufrieron cambios estructurales evidentes como resultado de la degradacion
por parte del consorcio microbiano. Entre las transformaciones mas relevantes se identificd una
disminucién en la intensidad de las bandas asociadas a grupos alifaticos y aromaticos, lo cual
sugiere una fragmentacion de las cadenas hidrocarbonadas y la pérdida de estructuras aromaticas
policiclicas condensadas. A su vez, se observd un aumento en la sefial de grupos funcionales
oxigenados, tales como carbonilos, hidroxilos y enlaces C—O, lo que indica una oxidacion parcial

del material, probablemente mediada por rutas enzimaticas especificas del consorcio.

Los cambios moleculares producidos en los asfaltenos se correlacionaron con la expresion
diferencial de los genes implicados en la degradacion de hidrocarburos, ya que los productos y
subproductos derivados de la actividad de las enzimas codificadas por bend y catA (benzoato 1,2-
dioxigenasa y catecol 1,2-dioxigenasa, respectivamente) son compatibles con las bandas
observadas en el espectro del asfalteno residual, lo cual refuerza la hipotesis de una transformacion
activa y progresiva hacia compuestos oxigenados mas simples, susceptibles de ser mineralizados

a través de rutas metabolicas centrales tales como la beta-oxidacion y el ciclo de Krebs.
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6. Recomendaciones
Con el fin de completar el presente estudio, se recomienda reevaluar y considerar la
inclusion de otros genes que podrian estar involucrados en las rutas metabolicas de degradacion,
con el fin de ampliar la comprension de los mecanismos moleculares implicados en este proceso,
tambien eria indispensable continuar la evaluacion en simultaneo de los cambios estructurales de
las moléculas de asfaltenos, con el objetivo de correlacionar la actividad metabolica con los

cambios estructurales.
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