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Resumen

Titulo: Analisis de la biorremediacién de suelos contaminados con asfaltenos y petréleo crudo
pesado utilizando un consorcio microbiano*
Autor: Oscar Daniel Navas Céceres™

Palabras Clave: Consorcio Microbiano, Asfaltenos, Petroleo Crudo Pesado, Biodegradacion.

Descripcion: Una de las actividades de mayor impacto en la economia mundial es la exploracion
y explotacion del petréleo. El petréleo crudo pesado y los asfaltenos son compuestos altamente
toxicos y persistentes en el suelo, que causan efectos perjudiciales para el medio ambiente y
biodiversidad de los habitats afectados. Es por esto que, las estrategias de remediacion amigables
y de bajo costo, como la biorremediacion, son importantes para la recuperacion de estos
ecosistemas. Se considera particularmente importante el uso de consorcios microbianos estables
y compatibles para la biodegradacion de asfaltenos en el suelo. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la efectividad de un consorcio microbiano durante el proceso de biorremediacion de
suelos contaminados con asfaltenos y petréleo crudo pesado. Para ello se realizaron aislamientos
microbianos a partir de un suelo contaminado con petroleo crudo pesado, los cuales se
identificaron mediante técnicas de biologia molecular, para la conformacion del consorcio
microbiano se realizaron pruebas de tolerancia a asfaltenos, antagonismo microbiano y seleccion
en suelo. Finalmente, se evalud su capacidad de biodegradacién de asfaltenos y petréleo crudo
pesado en suelo. Se obtuvieron un total de 22 aislados bacterianos que mostraron la capacidad
para utilizar petréleo crudo pesado como Unica fuente de carbono. Los aislados pertenecieron a
diferentes géneros bacterianos reportados como agentes degradadores de hidrocarburos del
petréleo y asfaltenos, entre ellos Pseudomonas, Rhodococcus, Paenibacillus, Tistrella, Bacillus,
Micromonospora, y Streptomyces. El consorcio microbiano se conformé por 5 aislados con gran
capacidad metabdlica, removiendo el 83% de asfaltenos y 64% de petroleo crudo pesado en
suelos contaminados, mostrando estabilidad y adaptabilidad elevadas. En conclusion, el
consorcio microbiano construido logré adaptarse a un suelo altamente contaminado y
biodegradar la mayor parte de los asfaltenos y crudos pesados presentes, siendo potencialmente
atil para la biorremediacion de suelos contaminados.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Director: German Alexis Zafra Sierra. PhD. en Ciencias en
Biotecnologia.
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Abstract

Title: Analysis of the bioremediation of soils contaminated with asphaltenes and heavy crude oil
using a microbial consortium”
Author: Oscar Daniel Navas Caceres™

Key Words: Microbial Consortium, Asphaltenes, Heavy Crude Qil, Biodegradation.

Description: One of the activities of great incidence in the world economy is the exploration and
exploitation of oil. Heavy crude oil and asphaltenes are highly toxic and persistent compounds in
the soil, causing detrimental effects on the environment and biodiversity of affected habitats.
Therefore, friendly and low-cost remediation strategies such as bioremediation are important for
the recovery of these ecosystems, especially the use of stable and compatible microbial consortia
for the biodegradation of asphaltenes in the soil. The objective of this study was to evaluate the
effectiveness of a microbial consortium during the bioremediation process of soils contaminated
with asphaltenes and heavy crude oil. For this, microbial isolations were made from a soil
contaminated with heavy crude oil, which were identified by molecular biology, tests of
tolerance to asphaltenes, microbial antagonism and selection in soil were carried out for the
formation of a microbial consortium to which it was evaluated the biodegradation capacity of
asphaltenes and heavy crude oil in soil. A total of 22 bacterial isolates were obtained that showed
the ability to use heavy crude oil as the sole carbon source. The isolates belonged to different
bacterial genera reported as degrading agents for petroleum hydrocarbons and asphaltenes,
including Pseudomonas, Rhodococcus, Paenibacillus, Tistrella, Bacillus, Micromonospora, and
Streptomyces. The microbial consortium was made up of 5 isolates with great metabolic
versatility, removing 83% of asphaltenes and 64% of heavy crude oil in contaminated soils,
showing high stability and adaptability. In conclusion, the microbial consortium built managed to
adapt to a highly contaminated soil and biodegrade most of the asphaltenes and heavy crude oils
present, being potentially useful for the bioremediation of contaminated soils.

* Degree Work
™ Faculty of Health. School of Microbiology. Director: German Alexis Zafra Sierra. PhD. in Sciences in
Biotechnology.
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Introduccion

Una de las actividades de mayor impacto en la economia mundial es la exploracion y
explotacion del petrleo. En Colombia, durante el afio 2020 se alcanzé una produccion
equivalente diaria de 697 mil barriles de petroleo (Ecopetrol S.A., 2020). Sin embargo, durante
las diferentes etapas de produccion se presentan grandes problemas ambientales asociados
principalmente a derrames que llevan a la alteracion de las condiciones naturales de los
ecosistemas, causando efectos toxicos sobre animales, plantas y microorganismos (Castellanos et
al., 2015). A pesar de las medidas adoptadas para mitigar los efectos, los derrames siguen siendo
un importante problema ambiental a nivel local y nacional; como ejemplo de ello, en 2019
Ecopetrol reporté cinco derrames significativos con un total de 141 barriles de petréleo que
afectaron principalmente agua, suelo y vegetacion (Ecopetrol S.A., 2019), y en el 2020 Ecopetrol

reportd mas de 4.200 barriles de petroleo derramados (Ecopetrol S.A., 2020).

En Colombia, la mayor parte de reservas de hidrocarburos existentes corresponden a crudos
pesados, los cuales presentan viscosidades y gravedades especificas elevadas debido a sus altos
niveles de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPSs), resinas y asfaltenos (Malagon et al.,
2016). Estos compuestos son altamente persistentes en el ambiente, y debido a sus propiedades
toxicas, mutagenicas y carcinogénicas pueden llegar a generar problemas de salud graves en
mamiferos (Abdel-Shafy & Mansour, 2016). Existen diversas metodologias para la recuperacion
de los ecosistemas contaminados, tales como, tratamientos quimicos (absorcion por vapor del
suelo, oxidacion quimica, , lavado con agentes tensoactivos, electrocinética), tratamientos

térmicos (Incineracion, desorcion térmica y pirdlisis), tratamientos fisicos (confinamiento en
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celdas, barreras impermeables, fijacion, filtracion por carbén activado) y tratamientos bioldgicos
(bioaumentacién, bioestimulacién, landfarming, compostaje, fitorremediacion, reactores
aerobios, reactores anaerobios) (Chan-Quijano et al., 2015; Martinez Sepulveda, 2018). Aunque,
generalmente se usa un tren de tecnologias para la recuperacion de los ecosistemas, los
tratamientos térmicos y fisicoquimicos presentan costos elevados debido a los altos costos de los
reactivos y al uso intensivo de energia. Por el contrario, la biorremediacién como tratamiento de
suelos contaminados es altamente rentable debido a sus bajos costos y a que es una opcion

segura que minimiza el compromiso ambiental (Garcia & Aguirre, 2014).

Se sabe que los microorganismos presentan actividades metabdlicas sobre los hidrocarburos
del petrdleo crudo pesado, incluidos los asfaltenos, la fraccion asfalténica se considera altamente
recalcitrante a la biodegradacion debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, tales como: elevado
peso molecular, complejidad, anillos aromaticos fusionados, tendencia a agregarse,
hidrofobicidad, toxicidad y presencia de metales pesados. Existen estudios a escala de
laboratorio de la biodegradacion de asfaltenos en medio liquido. Por ejemplo, Shahebrahimi y
colaboradores estudiaron la biodegradacion de los asfaltenos en medio liquidos a diferentes
condiciones de temperatura, pH, salinidad y concentracion inicial de asfaltenos, obteniendo un
porcentaje de degradacion maximo de 41,95% por la cepa Bacillus cereusYSH-9 (Shahebrahimi
et al., 2018). Recientemente, reportaron la capacidad de un consorcio microbiano conformado
por 9 aislados, los cuales biotransformaron los asfaltenos en un 75% en cultivos liquidos en
biorreactor de 1,5 L con agitacion (Zargar et al., 2021). Sin embargo, en la actualidad no se tiene
conocimiento exacto del mecanismo de biodegradacion de asfaltenos y hasta donde conocemos

no se han disefiado aproximaciones basadas en la biodegradacion de esta fraccion en suelos
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contaminados, lo cual representaria una situacion mas real para una futura escala a condiciones
de campo. Por lo cual, se hace necesario la creacion de estrategias eficientes de biorremediacion
de suelos contaminados con petréleo crudo pesado y asfaltenos. La construccion de un consorcio
microbiano debidamente identificado, caracterizado y adaptado para la biodegradacion de los
asfaltenos, puede ser un acercamiento mas real de degradacion de los asfaltenos en suelo,
generando conocimiento més profundo de las interacciones, cometabolismo y mecanismos
involucrados en su biodegradacion para una eventual aplicacion del consorcio en situaciones
reales de biorremediacion (Snowdon et al., 2016).  Teniendo en cuenta lo anteriormente
mencionado, se plantean las siguientes preguntas de investigacion: ;Cuél es la eficiencia de
degradacion de asfaltenos y petréleo crudo pesado de un consorcio microbiano nativo aislado del

pozo petrolero Lizama?
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar la efectividad de un consorcio microbiano durante el proceso de biorremediacién

de suelos contaminados con asfaltenos y petréleo crudo pesado.

1.2 Objetivos especificos

e Construir un consorcio microbiano a partir de aislados nativos con capacidad para

degradar fracciones de petroleo crudo pesado y asfaltenos en suelos.

e Medir la efectividad de la degradacion de los asfaltenos y petréleo crudo pesado por el

consorcio microbiano
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2. Marco conceptual

2.1 Petrdleo crudo e hidrocarburos del petréleo

El petréleo crudo es una mezcla heterogénea y compleja de hidrocarburos orgénicos, los
cuales estdn compuestos de hidrégeno y carbono en fase gaseosa, liquida o sélida, en donde la
estructura molecular de los hidrocarburos varia desde compuestos simples, como el metano,
hasta compuestos mas complejos y de diferentes pesos moleculares (Podgorski et al., 2013). La
naturaleza compleja de los crudos hace que el estudio de su composicion molecular sea dificil.
Por ello, segun la polaridad y solubilidad en diferentes solventes organicos, sus componentes se
clasifican en cuatro fracciones principales: saturados, aromaticos, resinas Yy asfaltenos,
denominadas fracciones SARA (Fig. 1) (Brown et al., 2017). Los saturados son los componentes
maés ligeros del petr6leo crudo, los cuales consisten principalmente de alcanos no polares con
cadenas lineales o ramificadas y parafinas ciclicas alifaticas. Los aromaticos son hidrocarburos
con uno o mas anillos aromaticos unidos con cadenas alifaticas, que normalmente contienen
heterodtomos incrustados. Las resinas y asfaltenos son moléculas polares, polinucleares,
compuestas de anillos aromaticos, cadenas laterales alifaticas y heteroatomos. Estas dos ultimas
fracciones difieren principalmente en su definicion operacional y en que los constituyentes
quimicos de los asfaltenos presentan mayores pesos moleculares y contenidos de heteroatomos y
metales pesados. Una manera de clasificar los crudos es mediante la gravedad API (Instituto
Americano del Petroleo), que tiene en cuenta la densidad del crudo con respecto a la del agua; de
acuerdo a ello se clasifican en crudos livianos que presentan una gravedad APl > 31,1°,
medianos entre 22,3° y 31,1°, pesados de 10,0° a 22,3° y extrapesados menor a 10.0° (Gudifa &

Teixeira, 2017).
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Figural

Diferencias estructurales entre las fracciones SARA.
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2.2 Crudos pesados y asfaltenos

Los crudos pesados y extrapesados presentan viscosidades y densidades altas debido a su
composicién molecular o presencia de contenidos altos de resinas y asfaltenos, por lo que
generalmente son producidos por métodos no convencionales (Gudifia & Teixeira, 2017). El
contenido SARA de este tipo de crudos en diferentes reservorios en todo el mundo varia
considerablemente; sin embargo, en general los crudos pesados contienen bajos niveles de

saturados y altos niveles de compuestos aromaticos, resinas y asfaltenos (Brown et al., 2017).

Los asfaltenos se consideran la fraccion mas pesada y polar del petréleo crudo. Son
compuestos solubles en solventes aromaticos como benceno y tolueno, pero insolubles en n-

alcanos (Gudifia & Teixeira, 2017); la estructura quimica de los asfaltenos se basa
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principalmente en carbono e hidrogeno, seguido de azufre, nitrdgeno y en menor proporcion
contienen metales pesados como el niquel, cobre, hierro y vanadio. Son considerados como uno
de los componentes mas complejos en el petrdleo crudo, con un peso molecular promedio de
aproximadamente 750 g mol 1, el cual puede ser tan bajo como 400 g mol "1 y tan alto como
1000 g mol "1, dependiendo del origen del petroleo crudo (He et al., 2015). Existen dos modelos
para describir la naturaleza de la organizacion del nicleo aromético dentro de los compuestos de
asfaltenos: el modelo clésico de organizacion en islas, que representa a los asfaltenos en un
nlcleo aromatico con cadenas laterales de alquilo periférico, y el modelo del archipiélago que
sugiere que los asfaltenos contienen mas de un ndcleo aromatico unido por puentes alquilicos
(Chacon-Patifio et al., 2017). Se considera que, en promedio, las partes poliarométicas de los
asfaltenos estan compuestas por 7 anillos arométicos fusionados (Sjoblom et al., 2015). Aunque
el modelo clésico de islas es el méas aceptado, existen estudios que indican que ambos modelos
coexisten en los asfaltenos del petréleo y que la estructura dominante (isla o archipiélago)

posiblemente depende de la muestra de asfaltenos (Chacdn-Patifio et al., 2017).

2.3 Toxicidad de los hidrocarburos pesados

Los hidrocarburos del petrleo se han estudiado ampliamente por su efectos citotdxicos,
cancerigenos, genotdxicos y mutagénicos en la salud humana (Kim et al., 2013). Los asfaltenos
al ser la fraccion mas pesada de hidrocarburos en el petroleo crudo, presentan poca volatibilidad
y solubilidad tanto en agua como en solventes organicos disminuyendo su biodisponibilidad y
toxicidad. Sin embargo, los asfaltenos persisten durante décadas en suelos contaminados, lo que
causa efectos negativos sobre las propiedades del suelo, como una mayor toxicidad, espacios

reducidos en los poros; pH, conductividad eléctrica, textura, densidad aparente y formacion de
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costras de aceite que limitan la difusion del oxigeno, de tal manera que dificultan su
remediacion. (Brown et al., 2017). Ademas, los suelos contaminados con petréleos pesados
pueden presentar riesgos de toxicidad por metales pesados como Manganeso (Mn), Hierro (Fe),
Cobre (Cu), Zinc (Zn), Plomo (Pb), Niquel (Ni), Cobalto (Co), Cadmio (Cd) y Cromo (Cr),
debido a la presencia de estos principalmente en las moléculas de los asfaltenos (Chinedu &

Chukwuemeka, 2018).

2.4 Contaminacién por hidrocarburos en Colombia

La economia colombiana depende en gran medida de la industria del petréleo, no obstante, la
exploracion, refinacion y transporte del petrleo han generado un gran nimero de derrames,
impactando el medio ambiente. Estos derrames pueden ocurrir de manera accidental, voluntaria,
0 por atentados de grupos que se encuentran al margen de la ley. Dada la gran biodiversidad de
ecosistemas naturales, rios, lagos y zonas marinas, Colombia presenta gran vulnerabilidad a
eventos de origen natural y antropico de contaminacion por derrames de petréleo. A lo largo de
los afios se han presentado gran cantidad de derrames de petréleo en Colombia. Tan solo en los
altimos cinco afios Ecopetrol report6 un total de 38 derrames significativos, con un total de 1109
barriles de petréleo derramados (Ecopetrol S.A., 2018, 2019, 2020). El principal derrame del afio
2018 se presento debido al afloramiento natural del pozo 158 Lizama, con un total de 530
barriles derramados (Ecopetrol S.A., 2018). Durante el afio 2020, Ecopetrol reportd6 126
incidentes en los cuales se vertieron al ambiente mas de 4.200 barriles de petroleo, generando

impactos ambientales negativos en suelos y recursos hidricos (Ecopetrol S.A., 2020).
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2.5 Biorremediacién

La biorremediacién es el proceso que se basa en el uso de microorganismos o derivados de
estos, para la transformacion completa o incompleta de contaminantes ambientales a compuestos
menos toxicos o formas minerales no toxicas, que generen menor impacto al ambiente y a la
salud humana (Azubuike et al., 2016). EI pH, los nutrientes disponibles, la temperatura, la
humedad, el oxigeno, la concentracion de microorganismos y sus interacciones son factores
importantes que impactan el crecimiento de microorganismos degradadores y deben ser tenidos
en cuenta para una adecuada biorremediacion (Al-Hawash et al., 2018). La biodisponibilidad o
cantidad de hidrocarburo accesible para el microorganismo es uno de los factores mas
importantes en la biorremediacién de suelos contaminados con petr6leos pesados. La tasa de
transferencia de los hidrocarburos desde el suelo a la célula viva y la tasa de absorcion y
metabolismo por parte del microorganismo, determinan la biodisponibilidad del petréleo crudo
(Semple et al., 2003). EI tamafio y la concentracion de los hidrocarburos del petréleo pesado
también son importantes en su biodegradacion. En el petréleo, los compuestos pequefios y
simples como los n-alcanos, iso-alcanos, cicloalcanos son los primeros en ser degradados,
seguidos por compuestos mas complejos como los aromaticos, poliaromaticos, resinas y
asfaltenos, respectivamente. De esta forma, la biodegradacién de petréleo crudo se da
secuencialmente iniciando por las moléculas simples hasta las mas complejas (Adams et al.,
2015). Existen dos principales estrategias que se usan en biorremediacion de suelos,
bioestimulacion y bioaumentacion, las cuales estan destinadas a mejorar las tasas de

biodegradacion de los contaminantes y asi lograr mayor eficiencia en la biorremediacion.
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2.5.1 Bioestimulacién

La bioestimulacion es la adicion de nutrientes o la modificacion de factores abioticos en el
ambiente contaminado para aumentar la poblacion o la actividad de los microorganismos
naturales disponibles para la biorremediacion (Tyagi et al., 2011). Esta estrategia se ha usado en
diferentes estudios de biodegradacion del petréleo crudo, en donde la adicion de nutrientes
estimula la densidad de microorganismos heterotrofos y degradadores (Dong et al., 2015; Vallejo
et al., 2016), enriqueciendo y seleccionando incluso aquellas comunidades bacterianas
degradadoras de hidrocarburos que no se han podido cultivar y que, por lo tanto, no se pueden

usar en estrategias como la bioaumentacion (Chikere et al., 2012).

La bioestimulacion requiere de la evaluacion de los parametros ambientales involucrados en
el proceso in situ y las capacidades de degradacion intrinseca de la flora autéctona (Margesin &
Schinner, 2001). Generalmente, se adicionan varias formas de nutrientes limitantes y aceptores
de electrones, como fosforo, nitrégeno, oxigeno o carbono que, de forma natural, se encuentran
poco disponibles limitando la actividad microbiana (Dong et al., 2015). Ademas, se usan
diferentes bioestimulantes y texturizantes, tales como materiales organicos derivados de arboles
(Al-Saleh & Hassan, 2016), harina de hueso de carne (Liu et al., 2019), salvado de trigo (Zhan et
al., 2017), bagazo de cafia (Zafra et al., 2017) e incluso se usan compuestos quimicos que
faciliten la biodisponibilidad del petréleo crudo, como lo son los surfactantes Tween 80 y 40

(Yanto & Tachibana, 2014a).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, la principal ventaja de la bioestimulacién
es el uso de los microorganismos nativos presentes el entorno, los cuales se encuentran

distribuidos espacialmente dentro del subsuelo. Por otro lado, el principal desafio de esta



ANALISIS DE LA BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS 20

estrategia es garantizar que los nutrientes suministrados estén facilmente disponibles para los
microorganismos nativos, teniendo en cuenta la geologia local del suelo y subsuelo. Los
subsuelos de tipo arcilloso u otro material de grano fino dificultan la propagacion de los
nutrientes suministrados en toda la zona afectada y las fracturas en el subsuelo crean vias
preferenciales que siguen los nutrientes suministrados, impidiendo su distribucion uniforme

(Adams et al., 2015).

2.5.2 Bioaumentacion

La bioaumentacion es la adicion de poblaciones microbianas, bien sea de cepas individuales o
consorcios, especializados en la degradacion del contaminante (Tyagi et al., 2011). El
aislamiento, identificacion y seleccion de microorganismos con capacidad de biodegradacion es
esencial para el desarrollo y la optimizacion de estrategias para mejorar la biorremediacién in
situ (Sarkar et al., 2017), siendo los microorganismos nativos presentes en ambientes
contaminados por décadas, los que desempefian un papel clave en la biodegradacion y la
biorremediacion. Estos han generado las adaptaciones necesarias para soportar la presencia del
contaminante y garantizar su supervivencia (Medina et al., 2014; Santisi et al., 2019). Por otro
lado, se ha evidenciado que el uso de consorcios microbianos o mezclas de diferentes
microorganismos, que funcionen en sintonia, ayuda a degradar una gama mas amplia de
compuestos del petréleo, en especial, las fracciones mas complejas como los asfaltenos (Ghazali

et al., 2004).

La bioaumentacion es necesaria cuando las poblaciones microbianas nativas del suelo se
encuentran en recuentos bajos, como resultado de la reciente exposicion al derrame, o cuando no

pueden asimilar metabdlicamente la diversa gama de sustratos potenciales presentes en el
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petroleo crudo. Ademas, la velocidad de descontaminacion es un factor importante para tener en
cuenta, y la inoculacion de microorganismos previamente caracterizados puede reducir el tiempo
del proceso de biorremediacion (Adams et al., 2015). La eficiencia de esta estrategia depende de
la capacidad de los microorganismos bioaumentados para competir con los microorganismos
indigenas y depredadores, sobrevivir a factores abidticos adversos que afectan su proliferacion
(las estructuras quimicas, concentracion y biodisponibilidad de los contaminantes), la habilidad
de degradar la mayoria de los componentes del petréleo, mantener la estabilidad genética y la
viabilidad durante el proceso, y la capacidad de moverse a través del suelo hacia el contaminante

(Adams et al., 2015).

Finalmente, se ha evidenciado que la aplicacion conjunta de la bioaumentacion y
bioestimulacion, ha demostrado ser un tratamiento efectivo al generar mayores tasas de
biodegradacion. Por ejemplo, en un estudio se emplearon estos dos enfoques en conjunto al
bioaumentar con una cepa de Trichoderma asperellum altamente tolerante a los hidrocarburos, y
con bagazo de cafia y nutrientes, obteniéndose tasas altas de degradacién de hidrocarburos

aromaticos policiclicos de peso molecular alto y bajo (Zafra et al., 2014).

2.6 Metabolismo microbiano de los hidrocarburos

El metabolismo microbiano de los hidrocarburos del petréleo se da de manera secuencial,
iniciando con los hidrocarburos mas simples. En este sentido, los alcanos lineales y ramificados
son los primeros compuestos biodegradados principalmente por w-oxidacion y B-oxidacion. El
pristano generalmente se toma como referencia general de un hidrocarburo ramificado, para el
cual los procesos bioquimicos involucrados en la degradacion son @ y B-oxidacion (Pineda-

Flores & Mesta-Howard, 2001).
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Otro de los hidrocarburos mas estudiados en cuando rutas de biodegradacion es el
dibenzofurano, el cual mediante el ataque de diferentes dioxigenasas, se transforma en
trihidroxibifenilo y luego en catecol o &cido gentistico. Estos Gltimos se acumulan en el medio y
pueden usarse como fuente de energia (Fortnagel et al., 1990). El fenantreno es atacado
inicialmente por dioxigenasas para producir un dihidroxifenantreno que sufre una rotura en la
meta posicion, produciendo compuestos que se transformaran a lo largo de la ruta del &cido
tricarboxilico. El pireno es un HAP de cuatro anillos, en donde la apertura del primer anillo se
lleva a cabo por la actividad de dioxigenasas y monooxigenasas en posicion orto, para luego
continuar con la ruptura de los tres anillos, en un mecanismo similar al del fenantreno. El benzo
[a] pireno se compone de cinco anillos y es uno de los HAPs mas cancerigenos. Su degradacion

se ha establecido completamente (Seo et al., 2009).

2.7 Biodegradacion de los asfaltenos

Por un largo periodo de tiempo no se reportd evidencia suficiente de que los microorganismos
pudieran degradar las moléculas de asfalteno, ya que las caracteristicas asociadas a su estructura
molecular compleja hacen que sean el componente menos biodegradable del petréleo crudo. Por
lo anterior, inicialmente se consideraron como compuestos recalcitrantes a la biodegradacion; sin
embargo, hoy en dia existen evidencias del uso de los asfaltenos como fuente de carbono y
energia por diferentes microorganismos. Uribe-Alvarez et al en 2011 demostraron el crecimiento
de Neosartorya fischeri en un medio que contiene asfalteno como Unica fuente de carbono y
energia, siendo una evidencia contundente de la capacidad de algunos microorganismos para
metabolizar y mineralizar los asfaltenos (Uribe-Alvarez et al., 2011). Desde entonces, se han

aislado e identificado diferentes microorganismos degradadores de asfaltenos, ya sean bacterias u
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hongos. En cuanto a las bacterias, se reportd una cepa de Garciaella petrolearia que present6
mayor biodegradacion de asfaltenos al ser bioestimulada con melaza al 1% (Lavania et al.,
2012); una cepa de Bacillus toyonensis que presentd una biodegradacion del 64.8% después de
50 dias de incubacion a 25 °C (Kashi et al., 2018); aislados de Bacillus cereus, Microbacterium
paraoxydans, Enterobacter cloacae, Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus
saprophyticus se han obtenido e identificado a partir de diferentes suelos contaminados con
petroleo, agua de reservorio, petroleo crudo y muestras de lodo de petréleo, siendo Bacillus
cereus el microorganismo que presenté el mayor rendimiento de remocion de asfaltenos,
degradando 41,95% después de 60 dias de incubacién a 60 ° C en un medio con 35 g /L de

asfaltenos (Shahebrahimi et al., 2018).

Mas de veinte especies de bacterias que utilizan los asfaltenos como Unica fuente de carbono
y energia se aislaron de muestras de petréleo y suelos contaminados en Irdn. Los
microorganismos que presentaron mejor crecimiento en medio de cultivo mineral suplementado
con asfaltenos fueron Pseudomonas sp, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus cereus y
Bacillus firmus, los cuales mostraron un porcentaje de degradacién mayor de asfaltenos cuando
se cultivaron juntos (Tavassoli et al., 2012). El uso de consorcios microbianos es un
acercamiento mas eficaz en la bioconversion de asfaltenos que los cultivos puros, debido a la
complejidad de los asfaltenos es posible que para su biotransformacion se requiera de la accion
sinérgica de diferentes microorganismos. Por ejemplo, la aplicacion de un cultivo mixto de
Acinetobacter sp., Pseudomonas sp. y Mycobacterium sp en la biorremediacion de las aguas
residuales mostro un 86% de remocion de hidrocarburos (J. Garcia et al., 2019). Un co-cultivo

de Pestalotiopsis sp. y Polyporus sp. degradé las fracciones del petroleo crudo, incluidas las mas
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pesadas (Yanto & Tachibana, 2014b). Consorcios microbianos conformados por diferentes cepas
bacterianas como Corynebaterium sp., Bacillus sp., Brevibacillus sp., y Staphylococcus sp.,
aislados de muestras de crudo pesado, presentan mayor capacidad de usar asfaltenos como unica
fuente de carbono y energia (Pineda-Flores et al., 2004). Un consorcio compuesto por
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens degradd el 51,5% de los asfaltenos
presentes, mientras que un consorcio compuesto por Citrobacter amalonaticus y Enterobacter
cloacae degrad6 el 43%. Finalmente, un consorcio compuesto por Bacillus cereus y
Lysinibacillus fusiformis degradd el 33,5% y Staphylococcus hominis degradd el 21,5%. El
andlisis de FT-IR evidencié que los grupos funcionales alqueno y alquino eran facilmente
biodegradables, mientras que los aldehidos resistian la biodegradacion (Jahromi et al., 2014).
Por otro lado, se ha observado que la aplicacién conjunta de la bioestimulacion y
bioaumentacion es un tratamiento efectivo al generar mayores tasas de biodegradacion. Zafra y
colaboradores usaron estos dos enfoques en conjunto al bioaumentar con una cepa de
Trichoderma asperellum altamente tolerante a los hidrocarburos y bioestimular con bagazo de
cafia, obteniendo tasas altas de degradacion de HAPs de peso molecular alto y bajo (Zafra,

Moreno-Montafio, et al., 2014).

Hasta el momento, las rutas implicadas en la degradacién de hidrocarburos méas grandes como
los asfaltenos no se han descrito. Sin embargo, se ha evidenciado el aumento de la produccion de
enzimas extracelulares tales como peroxidasas, lacasas, esterasas y lipasas, las cuales pueden ser
atiles para descomponer los asfaltenos en hidrocarburos menos complejos y degradarlos por
rutas descritas anteriormente para HAPs (Cerniglia & Sutherland, 2010). Se ha demostrado la

oxidacion de HAPs por la enzima lacasa CotA producida por Bacillus subtilis (Zeng et al.,
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2016), asi como la presencia de actividades cataliticas de peroxidasas producidas en la
biodegradacion de hidrocarburos de petr6leo por una mezcla de bacterias, entre las que se
encuentran Pseudomonas spp. y Bacillus spp. (Shekoohiyan et al., 2016), Ghollami y
colaboradores obtuvieron un 37,3% de bioconversion de resinas del petroleo crudo por
consorcios de aislados nativos, en donde Serratia sp., Raoultella sp. y Ochrobactrum sp. se

identificaron como parte del consorcio (Ghollami et al., 2013).

3. Metodologia

3.1 Muestras de suelo e hidrocarburos

Se obtuvo una muestra de crudo pesado Lizama con gravedad API de aproximadamente 17.8
y una composicion aproximada de saturados: 38%, aromaticos: 20%, resinas: 21%, asfaltenos:
11%; y una muestra de asfalteno puro extraido del crudo pesado Castilla, precipitado con n-
heptano y una composicion aproximada de C: 84 %, H: 8 %, N: 1.5 %, S: 4.5 %, O: 1.5 %, H/C:
1.14, Ni:406 ppm, Va: 1601 ppm, PM: 2000 daltons. Para el aislamiento de microorganismos
nativos se obtuvo una muestra de suelo intemperizado contaminado con petréleo crudo del
campo La Lizama Santander (7°05'39.7"N; 73°33'29.7"W). Para ello, se recolectaron 100 g de
suelo de forma aleatoria a una profundidad entre 0 y 30 cm, siguiendo los procedimientos
recomendados por la EPA (U.S. EPA, 1996). Las muestras de suelo y petroleo se conservaron
hasta su uso en refrigeracion a 4 °C y las muestras de asfaltenos a temperatura ambiente

protegidas de la luz.
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3.2 Aislamiento de microorganismos nativos degradadores de crudo pesados

Los aislamientos de bacterianos se obtuvieron a partir de la muestra de suelo contaminado
utilizando medios de enriquecimiento que permitieron seleccionar los microorganismos con
mayor potencial de degradacion de asfaltenos (Herndndez-Ledn et al., 2010; Zafra, Absalon, et
al., 2014). A partir de 1 g de suelo contaminado se realizaron diluciones seriadas en agua
peptonada hasta 10, se inoculé de forma masiva 100 ul de cada dilucion en placas de medio
minimo M9 (Na:HPOs 12,8 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4Cl 1 g/L, MgSO4*7H>0 1
g/L, CaCl>*2H20 0,015 g/L, Fe2SO4*6H.0 0,01 g/L) suplementado al 0.1% con crudo pesado
Lizama como Unica fuente de carbono y se incubaron a 30 °C hasta observar crecimiento. Se
seleccionaron las colonias obtenidas y se purificaron en cajas del mismo medio. Posteriormente,
se realiz6 descripcion morfoldgica de cada una de las colonias obtenidas, para lograr obtener una
adecuada descripcion, se repicaron en medio BHI sélido y en el caso de los actinomicetos en
medio sales-almidén-caseina-agar SCA (Almidén 10 g/L, Caseina 0,3 g/L, KH2PO4 2 g/L,
NH4Cl 2 g/L, MgSO4*7H20 0,05 g/L, Fe2SO4*6H.0O 0,01 g/L). Las colonias purificadas se

conservaron a -80 °C en glicerol al 10 %.

3.3 Descripcidn e identificacion de los aislados

Se realiz6 una descripcion inicial de los aislados con base a su morfologia macroscépica y
microscopica en aumento 100X. Posteriormente, se identificaron por biologia molecular
mediante la amplificacion y secuenciacion de un fragmento de aproximadamente 1.400 pb del
ARNr 16S de las cadenas forward y reverse. Las extracciones de ADN para bacterias Gram
positivas se realizaron usando el kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit Protocol

(Promega), con ayuda de la enzima lisozima para la lisis celular. Para las bacterias Gram
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negativas se empleod el método de salting out estandarizado en este trabajo (Ver apéndice A). La
amplificacion del fragmento del ARNr 16S se realiz6 bajo las siguientes condiciones: MgCl. 1.8
mM, dNTPs 200 puM, Buffer PCR 1X, primer P27F (GAGTTTGATCCTGGCTCA) 0.2 uM,
primer P1525R (GAAAGGAGGAGATCCAGC) (Lane, 1991), 0.2 uM, Taq DNA polimerasa
1U y 1 pl de ADN molde en un volumen total de reaccion de 20 pl. La reaccion de
amplificacion se realizé en un termociclador (Biorad CFX 96 Touch) a 95°C por 5 min, 35 ciclos
de 95°C por 45 seg, 58°C por 30 seg, 72°C por 1:15 m y una amplificacion final a 72°C por 1 m.
La amplificacion se corrobord mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y posteriormente
los amplicones fueron recuperados y secuenciados. Las secuencias obtenidas se compararon con
las secuencias presentes en la base de datos GenBank, utilizando la plataforma BLAST,

identificandose de acuerdo con el grado de similitud (Boratyn et al., 2013).

3.4 Construccion del consorcio microbiano degradador

La construccion del consorcio microbiano con capacidad para degradar asfaltenos y petréleo
crudo pesado en suelos se realizé mediante la seleccidn de aislados bacterianos en funcion de: 1.
La capacidad para crecer a expensas de petréleo crudo como Unica fuente de carbono (apartado
3.2). 2. La habilidad para tolerar concentraciones elevadas de asfaltenos. 3. Los resultados de las
pruebas de antagonismo microbiano. 4. La capacidad de supervivencia en suelo contaminado con

asfaltenos.

3.4.1 Evaluacion de la tolerancia a asfaltenos puros

Para la construccién adecuada de un consorcio microbiano especializado en la degradacion de
la fraccion asfalténica de los hidrocarburos, es necesario determinar el nivel de tolerancia hacia

ésta. Para ello, se prepararon preinoculos a una concentracion de 1,5x108 UFC/ml (Tubo Ne 0.5
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de la escala McFarland) a partir de cultivos frescos en medio BHI de cada uno de los
aislamientos. Posteriormente, se sembr6o 10 ul de cada aislado en forma de gota en cajas con
medio BHI con concentraciones de 100, 600, 1.000, 3.000, 6.000, 8.000, 10.000, 20.000 y
60.000 ppm de asfaltenos, y se incubd a 30°C por dos semanas con seguimiento diario. Los
ensayos se realizaron por duplicado. Para la preparacion de los medios con asfaltenos, se utiliz6
una solucion madre de asfaltenos diluidos en tolueno. Esta solucion se mezclé con medio BHI
aun liquido en proporcion a la concentracion final deseada y se sirvié en placas de Petri de vidrio
hasta la solidificacion del medio, y evaporacion total del solvente. La obtencion de crecimiento
microbiano en forma de colonias visibles se consider6 indicativo de tolerancia, mientras que los
aislados que no evidenciaron crecimiento microbiano se consideraron no tolerantes a la

concentracion de asfaltenos evaluada (Zafra et al., 2014).

3.4.2 Evaluacion del antagonismo microbiano

Para definir la compatibilidad entre los aislados mas tolerantes, es decir, aquellos que
toleraron hasta 60.000 ppm de asfaltenos, se realizaron pruebas de antagonismo microbiano
mediante el método de inhibicion simultanea (Pérez-Terron, Gonzalez-Montfort & Mufioz-
Rojas, 2014). Inicialmente se realizaron curvas de crecimiento microbiano en BHI para
determinar las velocidades especificas (Apéndice B). Como presentaron velocidades especificas
de crecimiento similares, cada microorganismo seleccionado se ajustd a una concentracion de
1,5x10% UFC/mI (Tubo Ne 0.5 de la escala McFarland) y con la ayuda de un hisopo, se sembrd de
forma masiva en medio BHI sélido. Posteriormente, sobre estas siembras se coloco una gota de
10 pl de cada uno de los aislados restantes, y se incubd a 30°C por 24 horas. El antagonismo

microbiano del aislado sembrado en forma de gota hacia el aislado sembrado en masivo se
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determind mediante la presencia de halos de inhibicidn, y la inhibicién del aislado sembrado de
forma masiva hacia los aislados sembrados en gota se determind por la ausencia de crecimiento

de los aislados sembrados en gota.

3.4.3 Prueba de seleccion inducida en suelo

Entre los aislados mas tolerantes a asfaltenos y que no presentaron relaciones antagonicas, se
seleccionaron aquellos microorganismos que lograron permanecer por largos periodos de tiempo
en suelos contaminados con asfaltenos. Para ello, en biorreactores por duplicado se realizé la
seleccion inducida en suelo de los microorganismos (Zafra et al., 2017). Los biorreactores
consistieron en erelemeyers de 100 ml conformados por 0,35 g bagazo de cafia de azUcar estéril
como agente texturizante, 6,65 g de suelo estéril (se autoclavo dos veces a 120 °C por 15 min)
previamente enriquecido con 5.000 mg kg -1 de asfaltenos como factor selectivo y 3 ml de
medio Czapeck con una concentracion de 2x10° UFC g-1 de cada aislado seleccionado. Se ajusto
el contenido de humedad al 30% Yy se incub6 a 30 °C durante 30 dias. Cada 48 h se realiz6
aireacion y se extrajo ADN gendmico total al dia 30 (Mediante el kit DNeasy PowerSoil Kit -
QIAGEN) para identificar los microorganismos que persistieron en el biorreactor mediante PCR,
con un solo oligonucledtido, en baja astringencia (LSSP-PCR). Esta técnica permitié generar
perfiles de bandas altamente reproducibles y especificas para cada aislado, identificandose asi los
microorganismos sobrevivientes. Para ello, a partir de un gel de agarosa al 1%, se recupero la
banda del producto de PCR 16S de cada cepa seleccionada y se disolvié en 100 ul agua de grado
molecular. Posteriormente, se tomé 2 pl del fragmento de PCR recuperado y se emple6 como
ADN molde de la reaccion, la cual se llevo a cabo en un volumen final de 20 pL, con las

siguientes condiciones: primer 27F, 5 uM; dNTPs, 200 uM; Buffer PCR, 1X; Tag DNA
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polimerasa, 3U; MgClz, 3 mM. La reaccion de amplificacion se realizdé en un termociclador
(Biorad CFX 96 Touch) a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 34 °C por 1 m, 72°C
por 1 m. Los productos se separaron en gel de agarosa al 2.4%, utilizando TBE 1X como buffer
de corrida y se uso el programa Image Lab 6.0.1 para calcular el tamafio de las bandas en pares
de bases (pb). Los resultados obtenidos se confirmaron mediante el aislamiento e identificacion
de las aislados al dia 30 de incubacion. Para ello, se tom6 1g de suelo y se realizaron diluciones
seriadas hasta alcanzar el titulo de 10, se sembr6 100 pl de cada dilucién en cajas de medio
solido BHI y se incubd a 30 °C por 24 h. Se identificaron los microorganismos sobrevivientes

con base en sus caracteristicas morfoldgicas, macroscopicas y microscopicas.

3.5 Ensayos de biodegradacion de petréleo crudo pesado y asfaltenos en suelo

Se realizaron ensayos de biodegradacion de asfaltenos y petréleo crudo pesado puros en suelo,
utilizando una combinacion de bioestimulacion y bioaumentacion, como estrategia de
biorremediacion (Tabla 1). Los ensayos de biodegradacién se realizaron en biorreactores que,
consistieron en erlenmeyers de vidrio estériles de 100 ml con sello hermético de caucho,
conteniendo 19,95 g de suelo no estéril contaminado, 1,05 g bagazo de cafia estéril (se autoclavo
dos veces a 120 °C por 15 m) en relacién 95:5 y una humedad de 30%. Para ello, se pes6 19,95
g de suelo que se contamind con 10.000 mg Kg* de asfaltenos o petrdleo crudo pesado,
agregando 19,95 ml de una solucion madre de 10.000 ppm de asfaltenos o petroleo crudo pesado,
diluidos en tolueno. El tolueno se dejo evaporar totalmente en plancha de calentamiento a 45 °C
y se agrego 1.05 g de bagazo de cafa estéril. Los biorreactores se inocularon con 9 ml de medio
Czapek con 5x10” UFC/ml de cada microorganismo del consorcio previamente seleccionado.

Los reactores se sellaron con septa de caucho estéril y se incubaron a 30 °C durante 52 dias. Se
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realiz6 aireacion y medicion de CO> cada 48 horas y al final de la incubacion, se determind el

porcentaje de biodegradacion. Todos los ensayos de biodegradacion se realizaron por triplicado.

Tabla 1

Descripcion de los ensayos de biodegradacion en suelo

Ensayos Tratamientos
1. Bioestimulacion y bioaumentacién
1. Suelo no estéril contaminado con asfalteno 2. Bioaumentacion
3. Control bioaumentado no contaminado
. . ) 1. Bioestimulacion y bioaumentacion
2. Suelo no estéril contaminado con petroleo crudo ] N
2. Bioaumentacién
pesado . .
3. Control bioaumentado no contaminado

Nota: Todos los ensayos re realizaron por triplicado.

3.6 Medicion de la actividad microbiana

Como una medida indirecta del crecimiento microbiano, se midié cada 48 horas la cantidad de
CO2 producido por cada uno de los biorreactores. Para ello se aire6 por 15 minutos cada
biorreactor mediante un sistema que constaba de una bomba de aire acoplada a una trampa de
KOH para la captura el CO2 ambiental, una trampa de agua destilada estéril y un filtro de 0.22
pm para mantener la esterilidad del sistema. EI CO2 que se sale de cada reactor se captur6 en 15
ml de NaOH 0,2N. Posteriormente, se afiadié 1 ml de una solucion BaCl. al 2%, la cual precipita
el carbono atrapado por el NaOH, favoreciendo la formacion de BaCOz. Finalmente, el exceso
de NaOH en la solucion se titulé con HCI 0,2N de tal forma que, la cantidad de CO> producido
en cada biorreactor durante la respiracion microbiana, fue inversamente proporcional al volumen
de HCI gastado en la titulacion (Serrano Silva et al., 2009). Adicionalmente, como método
complementario y de confirmacion, se utilizo el detector de CO> portatil AZ 7752 con sensor de

guia de onda NDIR (infrarrojo no dispersivo). Para cada uno de los tratamientos se utiliz6 como
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control un reactor inoculado con el consorcio, que no se contamind con asfaltenos o petréleo
crudo pesado. Los ensayos de medicion de CO; se realizaron por duplicado y los resultados se

expresaron en mg CO2 g IDM.

3.7 Medicion de la Biodegradacion

3.7.1 Extraccion de hidrocarburos totales del petréleo y asfaltenos residuales del
suelo

Previamente al proceso de extraccion, el suelo de cada uno de los biorreactores se seco,
tamiz6, homogeniz6 y se midio el porcentaje de humedad. La extraccion se realizd6 mediante el
método agitacion-centrifugacion. Para ello, en un tubo falcon de 50 ml se pesé 2 g de suelo seco
de cada biorreactor y se mezclé con 1 g de Na2SO4 anhidro. Se adiciond 15 ml del solvente
extractor; en el caso de los suelos contaminados con asfalteno se utilizé tolueno y metanol en
relacion 2:1 y para los suelos contaminados con petréleo crudo pesado se utiliz6 metanol,
tolueno y diclorometano en relacion 1:1:1. Se agitdé fuertemente en vortex durante 1 min y se
centrifug6 a 10.000 rpm durante 10 minutos. Se recuperd el sobrenadante (extracto organico) y
se coloco en frascos de vidrio para su cuantificacion. El proceso se realiz6 hasta obtener
aproximadamente 30 ml del sobrenadante (Fernandez Linares et al., 2006). Todas las

extracciones se realizaron por triplicado.

3.7.2 Cuantificacién de la biodegradacion

La cuantificacion de hidrocarburos totales del petrdleo (HTPs) y asfaltenos se realizd por
triplicado mediante gravimetria (Fernandez Linares et al., 2006), en donde el recipiente vacio

donde se coloco el extracto organico obtenido se llevd a peso constante y se anotd su peso (RA).
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Se afiadid el extracto organico obtenido y se evapord totalmente el solvente 45 °C hasta
sequedad. Se pes6 nuevamente el recipiente con el extracto libre de solvente y se anotd su peso
(RB). La diferencia de peso correspondio al contenido total de HTPs o de asfaltenos en mg/kg de

suelo seco y se calculé mediante la siguiente ecuacion:

HTPs o asfaltenos (mg kg * de s.s.) = (RB - RA) * (FC) / (P* FH)

Donde:

RA= peso en (mg) del recipiente vacio a peso constante.

RB = peso en (mg) del recipiente con el extracto orgénico concentrado.
P= Cantidad de suelo extraido (g)

FH= Factor de correlacion de humedad (1 — (%humedad/100))

FC= Factor de correccién para transformar a kg de s.s. = 1000

3.8 Analisis estadistico

Los resultados de produccién de CO; y biodegradacion se presentan como promedios de
valores derivados de tres experimentos independientes (triplicados). Las barras de error
representan + desviacién estandar de la media. La significancia estadistica de estos experimentos
se determind mediante Andlisis de Varianza (ANOVA) y test de comparaciones maltiples de
Tukey, donde valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Se uso el

programa GraphPad - Prism v 8.0.1.
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4. Resultados y discusion

4.1 Aislamiento e identificacion de microorganismos nativos degradadores de crudo

pesado

A partir del suelo contaminado con petréleo crudo se obtuvo un total de 22 aislados
bacterianos con la capacidad para crecer utilizando petréleo crudo pesado como uUnica fuente de
carbono. Las morfologias de cada uno de los aislados obtenidos se describen en la Tabla 2. Se
aislo un total de 13 bacterias Gram positivas y 9 bacterias Gram negativas con diferentes
morfologias macroscopicas y microscopicas, entre estas, la formacion de colonias
cerebrudiformes, produccion de pigmentos amarillos, naranja, rojo o negro entre, otros (Ver
apéndice C). Por otro lado, microscdpicamente presentaron caracteristicas diferentes en cuanto
a tamafio, forma y estructuras celulares como formacion de estructuras filamentosas tipo

Actinobacterias y produccion de esporas (Ver apéndice D).

El analisis de BLAST de las secuencias de ARNr 16S indicé que los aislamientos bacterianos
correspondian a 10 géneros bacterianos (Cellulosimicrobium, Rhodococcus, Paenibacillus,
Pseudomonas, Agrobacterium, Bacillus, Tistrella, Rhizobium, Streptomyces y Micromonospora)
con valores de similitud genética cercanos a 100% con las secuencias reportados en GenBank
(Tabla 3). Se encontrd que los aislamientos A2 y A3 pertenecen a una misma especie (Tistrella
mobilis) con un 99% de similitud en sus secuencias ARNr 16S. Ademas, los aislados PH1, PH2
y PH3D se identificaron como Rhodococcus gingshengii con un 99% de similitud en sus

secuencias ARNTr 168S.
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Tabla 2

Descripcion morfoldgica de los aislados obtenidos

Caracteristicas

Aislado
Macroscopicas (Crecimiento en BHI) Microscopicas
AB3 Colonia roja, pequefia, bordes definidos Bacilos Gram positivos
18S Colonia crema, pequefia, brillante, borde regular, convexa Cocos Gram positivos
215 Colonia blanquecina, mediana, bordes definidos, centro Bacilos Gram positivos con espora central
elevado
PH1 Colonia mediana, crema, borde definido, convexa Coco-Bacilos Gram positivos
PH2 Colonias pequefias, blancas, borde definido, convexa Coco-Bacilos Gram positivos
PH3  Colonias medianas, convexas, blanquecinas, circular, brillantes Bacilos cortos Gram negativos
PH3D Colonia mediana, crema (rosada), borde definido, convexa Coco-Bacilos Gram positivos
PH5 Colonia cerebrudiforme, grande, con borde irregular Bacilos cortos Gram negativos
PH6  Colonias medianas, convexas, blanquecinas, circular, brillantes Bacilos Gram negativos
PH7 Colonia blanquecina, grande, cerebrudiforme, forma irregular Bacilos Gram positivos
Al Colonia grande, plana, borde irregular Bacilos Gram negativos cortos
Colonia crema, mediana, mucoide, bordes definidos, brillante, . .
A2 Bacilos Gram negativos
convexa
A3 Colonia crema, pequefia, redonda, centro elevado Bacilos Gram negativos cortos, gordos
A4 Colonia crema, pequefia, redonda, centro elevado Bacilos Gram negativos cortos, gordos
A5 Colonia grande, plana, borde irregular Bacilos Gram negativos cortos
A6 Colonia pequefia, blanquecina, brillante, bordes definidos, Bacilos Gram negativos
convexa
16S * Mediana, blanca, centro negro, borde irregular Filamentos Gram positivos
17S * Blanca, pequefia, filamentos aéreos Filamentos Gram positivos
19S * Mediana, blanca, crecimiento radial Filamentos Gram positivos
23S * Mediana, naranja, centro negro, opaca, borde definido Filamentos Gram positivos, esporas pequefias
26S * Mediana, marrén, borde definido, incrustada en el agar Filamentos Gram positivos
975 * Blanca, Mediana, Radial Filamentos Gram positivos, esporas medianas en

cadena

Nota: * = Se us6 el medio sales-almiddn-caseina-agar (SCA) para la descripcion de caracteristicas macroscopicas.
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Los géneros Cellulosimicrobium, Rhodococcus, Paenibacillus, Pseudomonas, Agrobacterium,
Bacillus, Tistrella, Rhizobium, Streptomyces y Micromonospora se han aislado y reportado
previamente como como bacterias degradadoras de hidrocarburos del petréleo crudo (Nkem et
al., 2016; Shi et al., 2002; Zhang et al., 2012; Li et al., 2013). Sin embargo, este es el primer
informe para las especies Paenibacillus cellulositrophicus, Streptomyces gramineus, S.
xiamenensis, S. microflavus y S. viridosporus, en cuanto a la capacidad para utilizar el petréleo
crudo pesado como Unica fuente de carbono. El género Cellulosimicrobium se ha aislado de
suelo y del alquitrdn, demostrando capacidad para biodegradar hidrocarburos del biodiesel
(Nkem et al., 2016; (Bertel-Sevilla et al., 2020), Tistrella sp. se ha aislado de aguas residuales
(Shi et al., 2002), lodos de refineria de petroleo (Sekkour, 2019) y muestras de suelo
contaminadas con HAPs (H. P. Zhao et al., 2008). Un aislado Rhizobium sp. obtenido a partir de
suelo contaminado con petréleo mostro capacidad de degradar HAPs en suelos contaminados (X.
Zhang et al., 2012) y un aislado Agrobacterium sp. demostrd capacidad para la biodegradacion
de 3-hidroxipiridina, en suelos contaminados con petréleo crudo (Zhao et al., 2019). Las
especies del género Rhodococcus presentan un metabolismo versatil y complejo, capaz de
utilizar fuentes de carbono diversas, entre ellas los hidrocarburos del petréleo. Por ejemplo, un
aislado de Rhodococcus sp fue capaz de degradar 65% de petréleo crudo en nueve dias,
degradando incluso hidrocarburos de cadena larga (Li et al., 2013); Rhodococcus sp. presentd la
capacidad de utilizar diferentes tipos de crudos como unica fuente de carbono y de producir
biosurfactantes (Pi et al., 2017). De igual forma, se informo la produccion de biosurfactante por
una aislado de Paenibacillus (Gudifia et al., 2015). Se ha reportado el potencial de este género
para biotransformar el crudo pesado en fracciones ligeras, siendo Util para el recobro mejorado

de petroleo por microorganismos (Shibulal et al., 2017). Diversos aislados de Streptomyces sp.
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han demostrado capacidad para tolerar y degradar petréleo crudo (Baoune et al., 2018). El
estudio de un aislado de Streptomyces sp. demostré su habilidad para degradar para degradar el
petroleo y los PAHSs, eliminando el 98,25% del gaséleo, 99,14% del naftaleno y el 17,5% del
fenantreno (Balachandran et al., 2012). Los géneros Bacillus y Pseudomonas se han reportado
ampliamente como biodegradadores de petroleo crudo. Por ejemplo, dos especies de Bacillus
aisladas de sitios contaminados con petrleo crudo mostraron la capacidad de biodegradar
petroleo crudo a escala de laboratorio y de campo (Raju et al., 2017). Una cepa de Bacillus
licheniformis biodegrad6 hasta un 66 % de petréleo crudo pesado (Khanpour-Alikelayeh et al.,
2020). Se registro una degradacion del 58% de petréleo crudo por una cepa de Pseudomonas
aeruginosa en presencia de ramnolipidos o de glicerol, como fuentes de carbono alternativas y
estimulantes para la produccion de ramnolipidos (Zhang et al., 2005). Cepas de Bacillus subtilis
y Pseudomonas aeruginosa aisladas de suelo contaminado con petr6leo mostraron capacidad
para crecer y biodegradar petréleo crudo (Das & Mukherjee, 2007). El género Micromonospora
se ha reportado como parte de un consorcio microbiano degradador de hidrocarburos del petréleo
junto a los géneros Pseudomonas, Achromobacter y Bacillus, degradando 82-88% de HTPs en

lodo de petrdleo y 86-91% en suelo contaminado (Gojgic-Cvijovic et al., 2012).

Por otro lado y en contraste con la informacion registrada en la literatura para la
biodegradacion del petroleo crudo, la biodegradacion de los asfaltenos ha sido muy poco
reportada. Hasta el momento, no existen reportes de que los géneros Cellulosimicrobium,
Rhodococcus, Paenibacillus, Agrobacterium, Tistrella, Rhizobium, Micromonospora estén
involucrados en la biodegradacion de asfaltenos. Sin embargo, si existen registros para los

géneros lo Pseudomonas y Bacillus. B. subtilis y P. aeruginosa degradaron 47% y 63% de la



ANALISIS DE LA BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS 38

fraccion asfalténica, respectivamente, después de 120 dias de incubacion en suelos contaminados

con petrdleo crudo (Das & Mukherjee, 2007).

Tabla 3

Identificacién BLAST de bacterias nativas aisladas de suelo contaminado con petréleo crudo pesado.

Aisl  Secuencia relacionada mas cercana (Numero de % de Filo Clase
ado acceso GenBank) identidad
Cellulosimicrobium cellulans cepa CB251 0 . . . .
AB3 (MT527539.1) 99% Actinobacteria  Actinobacteria
Rhodococcus corynebacterioides cepa 1903111231 0 . . . .
18S (MT225679.1) 98% Actinobacteria  Actinobacteria
Paenibacillus cellulositrophicus cepa KACC 16577 0 A -
21S (NZ_CP045295.1) 100% Firmicutes Bacilli
Rhodococcus gingshengii cepa 367-6 16S 0 . . . .
PH1 (MT632489.1) 99% Actinobacteria  Actinobacteria
Rhodococcus gingshengii cepa 367-6 16S 0 . . . .
PH2 (MT632489.1) 99% Actinobacteria  Actinobacteria
PH3 Agrobacterium sp. CGMCC 11546 (CP047388.1) 99% Proteobacteria Alphaproteobacteria
Rhodococcus gingshengii cepa AF-06-2C 0 . . . .
PH3D (LR216746.1) 99% Actinobacteria  Actinobacteria
PH5 Pseudomonas stutzeri cepa Gr44 (FR667908.1) 99% Proteobacteria Gammaproteobacteria
Agrobacterium tumefaciens cepa RA26 0 . .
PH6 (GQ486033.1) 98% Proteobacteria Alphaproteobacteria
PH7 Bacillus aerius cepa 24k (NR_118439.1) 99% Firmicutes Bacilli
Al Pseudomonas sp. cepa LK5P5E (MN491131.1) 99% Proteobacteria Gammaproteobacteria
A2 Tistrella mobilis KA081020-065 (NC_017959.1) 100% Proteobacteria Alphaproteobacteria
A3 Tistrella mobilis KA081020-065 (NC_017959.1) 99% Proteobacteria Alphaproteobacteria
Ad Tistrella sp. Cepa Can-52 (MK503541.1) 100% Proteobacteria Alphaproteobacteria
A5  Pseudomonas stutzeri cepa MUGA173 (KJ672355.1) 98% Proteobacteria Gammaproteobacteria
Ab6 Rhizobium pusense cepa 36 (MF767517.1) 98% Proteobacteria Alphaproteobacteria
Streptomyces gramineus cepa SAMC-RUSOL (28)2 0 . . . .
16S (MNB06173.1) 99% Actinobacteria  Actinobacteria
17S Streptomyces xiamenensis cepa 318 (CP009922.3) 98% Actinobacteria  Actinobacteria
19S Streptomyces sp. Cepa KBR3 (MT577838.1) 100% Actinobacteria  Actinobacteria
23S Micromonospora sp. 3R008 (LC497886.1) 98% Actinobacteria  Actinobacteria
Streptomyces microflavus cepa SaMo-2 0 . . . .
26S (MZ618727.1) 99% Actinobacteria  Actinobacteria
275 Streptomyces viridosporus T7A cepa ATCC 39115 99% Actinobacteria  Actinobacteria

(CP023700.1)

Nota: El analisis se hizo de las secuencias del gen ARNr 16S de cada uno de los aislados.

Dos aislados de P. aeruginosa degradaron asfaltenos puros con una eficiencia aproximada del

10%, la cual aument6 a 59 y 72% en presencia de las demas fracciones del petroleo crudo (Gao
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et al., 2017). Un consorcio conformado por un aislado de Pseudomonas sp. y cinco aislados de

Bacillus sp. logré biodegradar el 48% de asfaltenos durante 60 dias (Tavassoli et al., 2012).

4.2 Construccion del consorcio microbiano degradador

4.2.1 Evaluacion de la tolerancia a asfaltenos puros

Los asfaltenos son la fraccion mas recalcitrante del petréleo crudo debido principalmente a su
compleja estructura molecular. Los asfaltenos contienen diversos nucleos de HAPs fusionados,
los cuales presentan propiedades mutagénicas, cancerigenas, teratogénicas e inmunotoxicas para
los organismos vivos, incluidos los microorganismos, animales y seres humanos. Debido a sus
propiedades fisicoquimicas, los HAPs son contaminantes altamente hidréfobos, favoreciendo la
absorcion y acumulacion de varios productos toxicos e intermediarios activos de su metabolismo
en diversos organismos (Patel et al., 2020). Las bacterias presentan mecanismos de resistencia a
la HAPs los cuales incluyen la biotransformacion de compuestos toxicos a menos tdxicos,
rigidez de la pared celular, impermeabilizacion de la superficie celular, presencia de bombas de
eflujo, patrones proteicos diferenciados y sintesis de proteinas especificas de tolerancia, entre

otros (Ramos et al., 2002; Torres et al., 2011).

Por otro lado, los microorganismos expuestos a los asfaltenos ademas se enfrentan al reto de
tolerar los metales pesados toxicos presentes en las moléculas de los asfaltenos (Chinedu &
Chukwuemeka, 2018). Se han estudiado las diversas formas en las cuales los microorganismos
pueden tolerar la toxicidad por metales, entre ellas se encuentran, el secuestro de metales toxicos
por la pared celular o por proteinas intracelulares, (tales como las metalotioneinas), la alteracion
de vias bioquimicas para el bloqueo de la absorcion de metales, la conversion enzimatica de

metales a formas inocuas, la reducciéon de la concentracion intracelular mediante sistemas de
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eflujo, entre otros. Sin embargo, la capacidad de tolerancia es intrinseca de cada microorganismo

(Ojuederie & Babalola, 2017).

En el presente estudio se midio la capacidad de los 22 aislados obtenidos para tolerar los
asfaltenos mediante ensayos de placa de superficie (Tabla 4). El aislado Micromonospora sp.
23S mostro ser el menos tolerante debido a que no presentd crecimiento a la concentracion mas
baja de asfaltenos probada (100 ppm). Sin embargo, la mayoria de los aislados lograron tolerar
concentraciones altas de asfaltenos puros. 13 de ellos soportaron una concentracion maxima de
hasta 6.000 ppm y 8 cepas consiguieron tolerar concentraciones extremas de hasta 60.000 ppm.
Adicionalmente, el aislado B. aerius PH7 mostré mayor crecimiento radial a medida que
aumentaba la concentracion de asfaltenos en el medio hasta una concentracion de 20.000 ppm

(Ver apéndice E).

Existen reportes en la literatura en cuanto a ensayos de tolerancia al petréleo crudo
extrapesado. Por ejemplo, el hongo P. palmarum mostrd la capacidad para crecer y tolerar
concentraciones de 50.000 ppm de petroleo crudo extrapesado (Naranjo-Bricefio et al., 2013).
Sin embargo, el presente estudio es el primer trabajo en donde se reportan pruebas de tolerancia
a asfaltenos. Las caracteristicas de tolerancia a asfaltenos estudiadas en este trabajo son cruciales
para la seleccion de microorganismos Utiles para la biodegradacion de asfaltenos y petréleo
crudo pesado, dado que revelan el alto potencial de biodegradacion de los aislados obtenidos,
basados en el hecho de que en suelo se enfrentan a compuestos organicos con toxicidad elevada

que deben utilizar como fuente de carbono y energia (Ramos et al., 2002).
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Tabla 4

Pruebas de tolerancia a asfaltenos puros en placa.

Concentracion de asfaltenos en el medio (ppm)

Aislado Control 100 600 1.000 3.000 6.000 8.000 10.000 20.000 60.000

AB3 + + + + + +

185
218
Al
A2
A3
A4
A5
A6
PH1
PH2
PH3
PH3D

PH4
PH5
PH6
PH7
165
17S
195
233
265
27S + + + + + + - - - -

+
+
+
+

+ + + +

+ + + +

+ + + + + + F + + + + + + + + + o+ o+
+ + + + + + F + + + + + + + + + o+ o+
+ + + + + + + 4+ + + + + + + + + + + 4+ 4+
+ + + + + + F + + + + + + + + + o+ o+
+ + + + + + F + o+ + + + + + + +

'

'

'

'

+ + 4+ + + + + + + + + 4+ + + 4+ + 4+ + + + o+ 4+

+ + + + + - - - -

Nota: Los medios fueron monitoreados por dos semanas. El crecimiento microbiano para la concentracion més
elevada se observd al dia cinco de incubacion. Se usé medio BHI como base. + = Crecimiento. - = No crecimiento.

La falta de tolerancia de las poblaciones degradantes es un factor que contribuye a la
persistencia de HTPs en suelos contaminados, como consecuencia de un crecimiento y
metabolismo inhibido (Zafra et al., 2013). En este sentido, los aislados R. corynebacterioides
18S, P. cellulositrophicus 21S, C. cellulans AB3, R. gingshengii PH3D, P. stutzeri PH5, B.

aerius PH7, quienes presentaron la mayor tolerancia a los asfaltenos (60.000 ppm), se eligieron
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para continuar con las pruebas de seleccion para la conformacion del consorcio microbiano

degradador.

4.2.2 Evaluacién del antagonismo microbiano

Las comunidades microbianas en diversos habitats forman uniones cooperativas que resultan
en un beneficio directo o indirecto para los microorganismos involucrados. Sin embargo, a su
vez se encuentran en una competencia constante de supervivencia por espacio y recursos
(Hibbing et al., 2010). El disefio de consorcios microbianos optimizados para aplicaciones de
biorremediacion se debe tener en cuenta estas interacciones, de tal modo que se facilite el trabajo
de las comunidades microbianas responsables de la biodegradacion y se evite la inhibicion entre
los microorganismos pertenecientes al consorcio (Freilich et al., 2011). Es por esto por lo que el
uso de microorganismos compatibles, es decir que no presenten inhibicion microbiana entre si,
es de gran importancia para establecer consorcios estables, eliminando problemas asociados a la
inhibicion microbiana. Los resultados de las pruebas de antagonismo microbiano mostraron los
efectos inhibitorios del aislado B. aerius PH7 hacia los aislados C. cellulans AB3 y R.
gingshengii PH3D (Fig. 2. A y D). Ademas, el aislado B. aerius PH7 mostré efecto de
inhibicion por velocidad decrecimiento hacia los aislados R. corynebacterioides 18S y P.
cellulositrophicus 21S (Fig. 2. F). Bacillus es un género microbiano ampliamente reconocido por
su capacidad para producir compuestos antimicrobianos que presentan un amplio espectro de
actividad antibidtica, por lo cual diversas especies se han reportado en la literatura. Por ejemplo,
un asilado de B. aerius que presento inhibicion frente a Staphylococcus aureus y Vibrio
parahaemolyticus (Galaviz-Silva et al., 2012) o Bacillus subtilis productor de surfactina con

actividad antimicrobiana frente a diferentes cepas de Listeria monocytogenes (Liu et al., 2012).
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El aislado B. aerius PH7 se elimind como parte del consorcio debido a que presentd inhibicion

frente a los demaés aislados. Sin embargo, se resaltan sus caracteristicas de tolerancia a asfaltenos

y su potencial de biodegradacion individual, el cual puede ser analizado en estudios posteriores.

Figura 2

Evaluacion del Antagonismo microbiano simultaneo entre los aislados mas tolerantes a asfaltenos

Microorganismo sembrado de forma masiva en medio BHI: A. Aislado AB3. B. Aislado 18S. C.

Aislado 21S. D. Aislado PH3D. E. Aislado PH5. F. Aislado PH7.
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4.2.3 Prueba de seleccidon inducida en suelo

Después de los 30 dias de incubacion de los 5 aislados inoculados en suelo contaminado con
5.000 ppm de asfaltenos, se logro identificar la presencia de los 5 aislados en el suelo,

demostrandose la capacidad de estas cepas para permanecer por largos periodos de tiempo en

suelos contaminados con asfaltenos.

Figura 3

Perfil LSSP-PCR de los aislados individuales y de los reactores después de 30 dias de
incubacion en suelo contaminado con asfalteno puro.
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Para el monitoreo de los aislados supervivientes se generd un perfil de bandas especifico para
cada aislado inoculado mediante la técnica LSSP-PCR (Fig. 3). Estos perfiles se relacionaron
con el perfil generado en los biorreactores tras los 30 dias de incubacion (Fig. 3. Carril del 8 y 9).
Se observaron dos bandas de aproximadamente 804 y 720 pb especificas del aislado 21S, una
banda de 550 pb especifica del aislado AB3, una banda de aproximadamente 400 pb especifica
para el aislado 18S. No se observaron bandas especificas para los aislados PH5 y PH3D. No
obstante, los datos fueron confirmados mediante el aislamiento de los microorganismos
inoculados después de 30 dias de incubacion, siendo consistente con los resultados de LSSP-
PCR, y detectando la presencia de los aislados PH5 y PH3D en menor abundancia (Apéndice F).
Aungue la técnica LSSP-PCR no es cuantitativa, al relacionarse con los resultados obtenidos a
partir del aislamiento de los microorganismos inoculados, se observa una relacion entre la
abundancia del aislado en el suelo y la abundancia de la banda especifica en los resultados de la
LSSP-PCR. Esto se debe a que, al existir una mayor abundancia de un microorganismo en el
suelo, mayor es la cantidad de ADN extraido que posteriormente se usa como molde para la

prueba LSSP-PCR.

El monitoreo por LSSP-PCR, complementado con el aislamiento de los microorganismos,
mostré que todos los aislados inoculados sobrevivieron al proceso de seleccion en suelo y
prevalecieron por lo menos hasta el dia 30 (Fig. 3), siendo los aislados R. corynebacterioides 18S
y P. cellulositrophicus 21S los mas abundantes. Con base en estos resultados se establecio la
combinacion de microorganismos que conformaron el consorcio microbiano, que finalmente
contenia a R. corynebacterioides 18S, P. cellulositrophicus 21S, C. cellulans AB3, R.

gingshengii PH3D, P. stutzeri PH5.
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4.3 Biodegradacion de crudos pesados y asfaltenos en suelos

4.3.1 Actividad respiratoria microbiana durante la biodegradacion

Los resultados del crecimiento microbiano indicaron una actividad microbiana constante a lo
largo del experimento tanto en los biorreactores contaminados como en los biorreactores no
contaminados. Durante la biodegradacion de la fraccion de asfaltenos se evidenci6 al dia 52 una
produccion significativamente menor de CO. en los biorreactores tratados Unicamente con
bioestimulacion, comparados con el control sin asfaltenos (p = 0.02) y con los biorreactores
tratados con bioaumentacion y bioestimulacion (p = 0,03) (Fig. 4), indicando baja adaptacion de
los microorganismos nativos del suelo a la presencia de concentraciones altas de asfaltenos. La
bioestimulacion parece no ser suficiente para garantizar el adecuado crecimiento microbiano en

suelos contaminados con asfaltenos.

La produccion de CO. al dia 52 en los biorreactores con asfaltenos tratados con
bioaumentacion y bioestimulacion comparados con el control sin asfaltenos no presentd
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,2913) (Fig. 4). Sin embargo, la produccién de
CO2 en el control se debe a que los microorganismos utilizaron los nutrientes presentes en el
suelo, como lo son los acidos humicos, materia organica en descomposicidn, micronutrientes y
nutrientes agregados en la bioestimulacién. En cambio, la produccion de COz en los tratamientos
bioaumentados y bioestimulados pudo ocurrir a partir del uso de los asfaltenos como fuente de
carbono ademas de los nutrientes presentes en el suelo. Por tanto, estos resultados sugieren
adaptabilidad y supervivencia del consorcio en presencia de concentraciones elevadas de

asfaltenos en el suelo durante los 52 dias del experimento.
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Figura 4

Produccion de CO: durante la biorremediacion de suelo contaminado con 10.000 ppm de

asfalteno puro
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Por otro lado, durante la biodegradacion del petréleo crudo pesado, los biorreactores
produjeron un pico de COz inicial al dia 5, el cual disminuyé al dia 7. Se evidencié una menor
disminucion en los biorreactores con petrdleo crudo pesado tratados y se mantuvieron
produciendo significativamente mas CO. hasta el dia 30 de incubacion, comparado con el
biorreactor control (Fig. 5 A). Cuando se analiza la gréfica de CO2 acumulado, se evidencia una
mayor produccién de CO. al dia 52 en los biorreactores tratados con bioaumentacion y
bioestimulacion y los biorreactores Unicamente bioestimulados comparados con el control no
contaminado (p < 0,0024 y p < 0,0058 respectivamente) (Fig. 5 B). Este aumento en la
produccion de CO; sugiere una asociacion con la biodegradacion del petrdleo crudo, en donde
los hidrocarburos del petréleo crudo sirven como fuente de carbono adicional para los

microorganismos que presenten la capacidad para biodegradarlos.

Por altimo, la produccion de COz en los reactores contaminados con asfaltenos no fue tan
elevada como la produccién en los reactores contaminados con petr6leo crudo pesado. No
obstante, se debe a que en los reactores contaminados con petroleo crudo pesado hay presencia
de fracciones méas simples como los saturados, los cuales son facilmente mineralizados, es decir,
llevados a CO2 y H>O; en cambio, los asfaltenos puros son moléculas complejas que requieren de
diversos pasos para su mineralizacion total y durante su biodegradacion no solo se produce CO,

sino que el carbono resultante se puede utilizar para la produccion de biomasa bacteriana.
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Figura 5

Produccion de CO: durante la biorremediacion de suelo contaminado con 10.000 ppm de

petréleo crudo pesado
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4.3.2 Eficiencia de la biodegradacion de asfaltenos y petréleo crudo pesado

Los resultados de biodegradacién mostraron que después de 52 dias de incubacion, el
83,33% de los asfaltenos y el 64% de petrdleo crudo pesado se biodegradadaron en los
biorreactores inoculados con el consorcio bacteriano. Se evidencid una eficiencia de degradacion
de asfaltenos significativamente mayor (p < 0,004) en los biorreactores bioaumentados y
bioestimulados comparado con los biorreactores tratados Unicamente por bioestimulacién en los
gue se biodegrad6 68% de asfaltenos (Fig. 6). Por otro lado, los resultados de biodegradacion de
petréleo crudo pesado tratados con bioaumentacion y bioestimulacién, al igual que los reactores
contaminados con asfaltenos, evidenciaron una eficiencia de biodegradacion de petrdleo crudo
pesado significativamente mayor (p < 0,004) comparado con los controles Unicamente

bioestimulados en los que se biodegradd el 33% de petroleo crudo pesado (Fig. 7).

Se evidencia una mayor biodegradacion de los asfaltenos puros comparado con la
biodegradacion del petréleo crudo por el consorcio. Esto puede deberse a la preferencia de
biodegradacion de asfaltenos por el consorcio microbiano debido a que, las estrategias utilizadas
en el presente estudio para la conformacion del consorcio se basaron en la tolerancia y
estabilidad frente a concentraciones elevadas de asfaltenos. En la literatura se ha reportado este
tipo de preferencia hacia fracciones pesadas. Por ejemplo, un aislado identificado como
Garciaella petrolearia evidencid preferencia por la fraccion asfalténica, degradando 55% de
esta, en comparacion con la fraccion alifatica, la cual se degradé el 25% (Lavania et al., 2012).
Lo anterior, se encuentra acorde los resultados obtenidos en este trabajo, teniendo en cuenta que

el consorcio se selecciond para la biodegradacion de la fraccion mas recalcitrante del petréleo
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crudo pesado. Por otro lado, los resultados de biodegradacion del petrdleo crudo pesado pueden
encontrarse subestimados al no haberse obtenido un 100 % de extraccion de petroleo en los
controles de extraccion, posiblemente debido a la evaporacion de fracciones volatiles como los

hidrocarburos saturados.

A pesar de que el petréleo crudo y los asfaltenos son habitats hostiles para los
microorganismos, existe evidencia de que sirven como reservorio de microorganismos con gran
potencial biotecnoldgico (Cai et al., 2015). La bioestimulacion proporciona los nutrientes
necesarios para que dichos microorganismos puedan mejorar las tasas de biodegradacion (Tyagi
et al., 2011). Sin embargo, al combinarla con la bioaumentacion se ha observado mejora
significativamente los resultados de biorremediacién (Varjani & Upasani, 2019), lo cual, se

encuentra acorde con los resultados obtenidos en el presente estudio.

Diversos estudios han reportado la biodegradacion de asfaltenos en medios liquidos a diversas
concentraciones iniciales desde 1.000 ppm hasta 5.000 ppm (Tavassoli et al., 2012; Uribe-
Alvarez et al., 2011). Ademas la biodegradacion de asfaltenos se evalGa en presencia de las
demas fracciones del petrdleo. Por ejemplo, la biodegradacion de asfaltenos por un consorcio
microbiano fue de 46,41% en medio liquido contaminado con petrdleo crudo (Shahebrahimi et
al., 2020). Pourfakhraei y colaboradores reportaron un 88.7% de biodegradacion de asfaltenos en
medio liquido Czapeck con petréleo crudo pesado como Unica fuente de carbono (Pourfakhraei
et al., 2018). Por otro lado, el mayor reporte en la literatura de biodegradacion de asfaltenos

puros por un consorcio microbiano en medio liquido es del 75% (Zargar et al., 2021).

En el suelo los asfaltenos pueden adsorber materia organomineral para convertirse en

compuestos mucho maés recalcitrantes y poco biodisponibles para los microorganismos. Existen
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pocos reportes de biodegradacion de esta fraccion en suelo. Yanto y Tachibana en el 2014
estudiaron la biodegradacion de asfaltenos en suelo, reportando una eficiencia de degradacién de
asfaltenos del 19,2% a una concentracion de 30.000 mg kg™ de suelo; eficiencia que incluso
afiadiendo nutrientes no mejoro significativamente (Yanto & Tachibana, 2014a). Ademas, un co-
cultivo de hongos Pestalotiopsis sp. y Polyporus sp. degrado el 79,31 % de asfaltenos en suelo

contaminado con petréleo crudo (Yanto & Tachibana, 2014b).

El presente estudio es el mayor reporte de eficiencia de biodegradacion de asfaltenos puros en

suelos por un consorcio microbiano a concentraciones elevadas de contaminacion (10.000 ppm).

Figura 6

Biodegradacién de asfaltenos después de 52 dias de incubacion.
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Figura 7

Biodegradacién de hidrocarburos totales del petréleo después de 52 dias de incubacion.
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Diversos estudios indican que los aislados que conforman el consorcio bacteriano descrito en
este trabajo poseen capacidades para la degradacion de hidrocarburos, entre ellas, la produccion
de enzimas degradativas como la alcano hidroxilasa, alcohol deshidrogenasa y la lacasa por P.
stutzeri (Parthipan et al., 2017). Adicionalmente, la presencia de genes necesarios para la sintesis
de proteinas involucradas en la degradacion del benzoato y la secrecion de tipo I, que podrian
transportar enzimas y biosurfactantes (Hu et al., 2015). Por otro lado, un aislado de P. stutzeri
presento niveles altos de tolerancia a mezclas de HAPs de bajo y alto peso molecular, llegando a
degradar HAPs de tres anillos como el fluoreo y fenantreno (Rabodonirina et al., 2019).
Cellulosimicrobium cellulans es una actinobacteria capaz de producir un sistema enzimatico
hemicelulolitico extracelular, con actividad de hemicelulasas, exoglicanasas, Xxilanasas,

mananasas, peptidasas y lacasas (Wang et al., 2018). Se ha reportado que el sistema enzimatico
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de C. cellulans exhibe una afinidad fuerte de union a sustratos insolubles en agua (Dou et al.,
2019b). El género Rhdococcus posee un gran potencial metabolico para la degradacion de
diversos contaminantes, incluidos aquellos compuestos recalcitrantes y de extrema toxicidad,
como lo son compuestos halogenados y nitrosustituidos, arométicos heterociclicos y policiclicos
(Larkin et al., 2005). Un aislado de R. gingshengii codifica en su genoma mdaltiples enzimas para
la degradacion de compuestos, alcano-1 monooxigenasas e hidroxilasas del citocromo P450,
homogentisato 1,2-dioxigenasa, fumarilacetoacetasa, 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa;
enzimas de vias de deshalogenacién como deshalogenasas de halo &cidos de tipo Il y enzimas de
la via de desulfuracion del dibenzotiofeno, como la enzima B de desulfuracion del
dibenzotiofeno (Lincoln et al., 2016). Ademas, se ha reportado la capacidad para la acumulacion
de metales como el cesio por un aislado de R. gingshengii (Satoh et al., 2020), mecanismo que
puede ser clave durante la biodegradacion de asfaltenos dado que, estos presentan metales

pesados en su estructura.

Existen reportes de aislados de Paneibacillus sp. con capacidad para degradar hidrocarburos
del petrdleo. Por ejemplo, Mesbaiah et al. (2016) reportaron la capacidad de un aislado de
Paenibacillus popilliae de crecer en petrdleo crudo o HAPs como Unica fuente de carbono
(Mesbaiah et al., 2016). Sin embargo, el presente estudio reporta por primera vez la capacidad de
P. cellulositrophicus para degradar asfaltenos en suelo y utilizar el petréleo crudo pesado como
Unica fuente de carbono. Se sabe que P. cellulositrophicus es una bacteria celulitica capaz de
producir celulasa extracelular (Rohman et al., 2016) y que diferentes microorganismos han

mostrado excelente potencial para degradar asfaltenos mediante la produccion de enzimas
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extracelulares (Cerniglia C. E., 2010; Zhang et al., 2016), por lo cual la celulasa extracelular

producida por P. cellulositrophicus puede estar involucrada en la degradacién de los asfaltenos

La hidrofobicidad es uno de los factores que influye negativamente en los procesos de
biodegradacion de los asfaltenos, dado que limita su biodisponibilidad (Semple et al., 2003). No
obstante, la produccion de biosurfactantes es un mecanismo clave para solventar este
inconveniente. Se ha reportado por diversos autores la capacidad de P. stutzeri (Fan et al., 2017,
Zhao et al., 2018) y el género Paenibacillus para la produccion de potentes biosurfactantes
(Bezza & Nkhalambayausi Chirwa, 2015; Jimoh & Lin, 2019). Por otro lado, existen diversos
mecanismos que presentan gran importancia en la digestion de sustratos insolubles que pueden
ser clave para la biodegradacion de asfaltenos y petréleo crudo pesado. Por ejemplo, se observé
la produccion de una capa gruesa de exopolisacaridos de tipo curdlan que ayuda a la adhesion de
C. cellulans a sustratos insolubles (Dou et al., 2019a); se evidencio la presencia de genes
involucrados en la biosintesis de exopolisacaridos en el genoma de un asilado de R. gingshengii,
que de igual manera, estarian involucrados a la solubilizacién de los hidrocarburos y la
formacion de floculos de células que permitirian un mayor contacto con el sustrato (Lincoln et

al., 2016).

Teniendo en cuenta los mecanismos anteriormente mencionados y los reportes de
biodegradacion de asfaltenos, el consorcio establecido en el presente estudio demuestra una
elevada eficiencia de biodegradacion de asfaltenos y petroleo crudo pesado en suelo y junto al
poco tiempo de incubacion, extrema tolerancia, compatibilidad y estabilidad en suelos

contaminados, representan una ventaja clara frente a otros estudios reportados para el uso de
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consorcios microbianos en estrategias reales de biorremediacion de suelos contaminados a escala
de campo. Ademas, este es el primer reporte de los microorganismos P. cellulositrophicus,
Streptomyces gramineus, S. xiamenensis, S. microflavus y S. viridosporus involucrados en la
biodegradacion del petréleo crudo pesado y de P. cellulositrophicus para biodegradar asfaltenos
en suelo, lo que los hace Utiles para posteriores trabajos relacionados con el metabolismo de

degradacion de petroleo crudo y asfaltenos.
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5. Conclusiones

Se aislaron e identificaron un total de 22 cepas bacterianas nativas con la capacidad para
utilizar el petréleo crudo pesado como Unica fuente de carbono y que presentan niveles de
tolerancia extrema hacia asfaltenos. De los cuales, se reportd por primera vez la capacidad de un
aislado de P. cellulositrophicus, Streptomyces gramineus, S. xiamenensis, S. microflavus y S.
viridosporus para biodegradar petréleo crudo pesado y de P. cellulositrophicus para biodegradar
asfaltenos en suelo. Estos aislados son potencialmente Utiles para futuros estudios y generacion
de estrategias o productos adecuados para la biorremediacion de suelos impactados con petroleos

pesados.

Se construy6 un consorcio microbiano degradador de asfaltenos y petréleo crudo pesado en
suelos, conformado por los aislados R. corynebacterioides 18S, P. cellulositrophicus 21S, C.
cellulans AB3, R. gingshengii PH3D, P. stutzeri PH5, con un alto potencial para la
biorremediacion de suelos impactados con petréleo crudo pesado y extrapesado, debido a su

tolerancia y capacidad elevada para biodegradar asfaltenos.

La eficiencia de biodegradacion de asfaltenos y de crudo pesado en suelo por el consorcio
microbiano fue de 83% y 64% respectivamente, lo cual demuestra que el consorcio construido es
eficiente y presenta potencial para ser utilizado en procesos de biorremediacién en escala real

utilizando concentraciones de asfaltenos y crudo pesado elevadas.
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Apéndices

Apéndice A

Protocolo de extraccion de ADN salting out para bacterias Gram negativas

=

Se cosecharon 4 o0 5 colonias bacterianas en un vial con 1 ml de PBS 1X estéril. Se agit6

en vortex y se centrifug6 a 6.000 rpm por 4 minutos.

2. Se retir6 con cuidado el sobrenadante y se afiadié 600 pl de buffer de lisis (Tris-HCL 10
mM, EDTA 10 mM, NaCl 50 mM).

3. Seagreg6 10 ul de proteinasa K (20 mg/ml) y 10 ul de SDS al 10%. Se agit6 en vortex y
se incubd a 56 C durante 30 min con agitacion cada 5 min.

4. Se agreg6 150 pul de NaCl 6M, se mezcld en vortex por 30 seg y se incubd a 4 °C durante
15 minutos.

5. Se centrifugd a 13.000 rpm por 10 minutos y se transfirié el sobrenadante a un nuevo vial.

6. Se agrego al sobrenadante 600 pl de isopropanol frio (-20 °C) y se mezcld por inversién
durante 30 seg.

7. Se centrifug6 a 4.000 rpm por 4 minutos y se eliminé el sobrenadante.

8. Se agreg0 500 pl de etanol al 70%, se mezclo6 por inversion, se centrifugo a 4.000 rpm por
4 minutos y se retird el sobrenadante por inversion.

9. Se dejo el vial abierto hasta la evaporacion total del etanol.

10. Se agregd 50 ul TE 1X pH 7,5y se incubo a 60 °C por 30 min para resuspender el ADN.

11. Se midié la concentracion de ADN y se conservé a -20 °C.
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Apéndice B

Curvas de crecimiento microbiano en BHI liquido de los aislados pertenecientes al consorcio.
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Apéndice C

Morfologia macroscdpica de los aislados obtenidos
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27S

Apéndice D

Morfologia microscopica de los aislados obtenidos

PH1 PH2 PH3
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A6 16S 17S

26S

Los aislados fueron tefiidos mediante la coloracion de Gram.
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Apéndice E

Prueba de tolerancia de los aislados obtenidos hacia los asfaltenos del petroleo crudo.

215 1788

185 a1 RS
Sl

A4 AB3 3
) B AS g dwz

: 7
PH3A PH3D o4 6H5"  pHe -
o 6 &

D P
wr W@

3 ‘ 175
QIGS -

”~

185 7 AB3
ATAZ X
5 B
PH3A -PH3D - P4

&

17%




ANALISIS DE LA BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS 81

A. Control del crecimiento bacteriano en BHI sin presencia de asfaltenos (0 ppm), B.
Crecimiento en BHI con 1.000 ppm de asfaltenos, C. Crecimiento en BHI con 6.000 ppm de
asfaltenos, D. Crecimiento en BHI con 20.000 ppm de asfaltenos. E. Crecimiento en BHI con

60.000 ppm de asfaltenos.
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Apéndice F
Aislamiento de microorganismos pasados 30 dias de incubacion en suelo contaminado con

5.000 ppm de asfaltenos (Dilucién 104)

A. Réplica 1. B. Réplica 2.



