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RESUMEN

La recuperacion de ecosistemas contaminados con hidrocarburos empleando microorganismos ofrece una solucion practica y
viable. Varios investigadores han reportado microorganismos con una alta capacidad de degradar hidrocarburos, aislados de
habitats naturales historicamente contaminados con petroleo o sus derivados. El objetivo de la investigacion trabajo fue evaluar
la capacidad de degradacién de un consorcio bacteriano, compuesto por cuatro cepas (Pseudomonas sp. B10, Alcaligenes sp. F10S1,
Bacillus sp. F9S y Bacillus sp. RFA) aisladas de zonas costeras de Cuba. Se disefid6 un ensayo microcosmo utilizando petroleo
crudo y derivados del petroleo (queroseno, diésel, gasolina, Jet Al) como fuentes de carbono. Los cultivos se incubaron en
agitacion a 130 rpm y temperatura de 30° C por 90 dias. Durante el ensayo se evalud la viabilidad del consorcio a 0, 21, 45 y 90
dias por conteo en placas de bacterias aerobias cultivables (UFC/mL). La eficiencia de degradacion del consorcio se determind
por la técnica de Espectroscopia Infrarrojo (IR) para el petréleo crudo, diésel, queroseno y Jet Al, se utilizo Cromatografia de
Gases para la gasolina e Hidrocarburos totales (HCT) para el diésel, queroseno y Jet Al. Se determinaron los componentes del
petroleo crudo saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA) al inicio y final del ensayo por los procedimientos EPA, 2020.
El consorcio se mantuvo viable en el cultivo con el petroleo crudo y los derivados, lo que indica que fue capaz de utilizar estos
compuestos como fuente de carbono y energia. El consorcio fue capaz de degradar parcialmente los componentes del petroleo
crudo: saturados (38,46 %), resinas (89,5%) y asfaltenos (19,42 %), degrad6 también los hidrocarburos del diésel (14,22 %),
queroseno (41,69 %) y Jet Al (59,68 %), transformo la gasolina con mayor influencia en las olefinas (100 %) y parafinas (66,37
%). El consorcio demostro ser eficiente en la degradacion de petroleo crudo y diferentes derivados del petréleo, su aplicacion en
procesos de bioaumentacion puede ser una alternativa viable para el saneamiento de ecosistemas impactados con petroleo.

Palabras claves: consorcio, biodegradacion, hidrocarburos.

ABSTRACT

The recovery of ecosystems contaminated with hydrocarbons using microorganisms offers a practical and viable solution. The
objective of the research work was to evaluate the degradation capacity of a bacterial consortium, composed of four strains
(Pseudomonas sp. B10, Alcaligenes sp. F10S1, Bacillus sp. F9S and Bacillus sp. RFA) isolated from coastal areas of Cuba. A
microcosm test was designed using crude oil and petroleum derivatives (kerosene, diesel, gasoline, Jet A1) as carbon sources. The
cultures were incubated with shaking at 130 rpm and a temperature of 300 C for 90 days. During the trial, the viability of the
consortium was evaluated at 0, 21, 45 and 90 days by counting on plates of cultivable aerobic bacteria (CFU/mL). The Infrared
Spectroscopy (IR) technique for crude oil, diesel, kerosene and Jet Al, Gas Chromatography was used for gasoline and Total
Hydrocarbons (HCT) determined the degradation efficiency of the consortium for diesel, kerosene and Jet Al. The saturated,
aromatic, resin and asphaltenes (SARA) components of crude oil were determined at the beginning and end of the trial by the
EPA, 2020 procedures. The consortium remained viable in cultivation with crude oil and derivatives, indicating that was able to
use these compounds as a source of carbon and energy. The consortium was able to partially degrade the components of crude
oil: saturated (38.46%), resins (89.5%) and asphalt (19.42 %), it also degraded diesel hydrocarbons (14.22 %), Kerosene (41.69 %)
and Jet Al (59.68 %), transformed the gasoline with the greatest influence on olefins (100 %) and paraffin (66.37 %). The
consortium proved to be efficient in the degradation of crude oil and different petroleum derivatives, its application in
bioaugmentation processes can be a viable alternative for the sanitation of ecosystems impacted by oil.

Keywords: consortium, biodegradation, hydrocarbons.
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INTRODUCCION

Existen diferentes tecnologias y métodos para la recuperacion de ecosistemas
contaminados con petréleo crudo y derivados del petrdleo, sin embargo la
biorremediacion es una tecnologia que en los ultimos afios se ha venido desarrollando
como una alternativa mas econdmica y ambientalmente sostenible. La
biorremediacién utiliza la capacidad de los microorganismos presentes en ambientes
afectados para degradar compuestos o convertirlos a otros menos toxicos. La
recuperacion de zonas afectadas con el uso de microorganismos ofrece una solucién
practica y viable para la restauracion de ecosistemas. Varios investigadores han
reportado microorganismos con una alta capacidad de degradar hidrocarburos,
aislados de habitats naturales histéricamente contaminados con petréleo o sus
derivados. (Song, Tang, Zhen, Liu, 2019). Se ha demostrado que durante el
crecimiento los microorganismos que viven en ambientes impactados con petroleo y
sus derivados utilizan estos como fuente de carbono. Los compuestos saturados y
aromaticos de uno a cinco anillos bencénicos son los mas utilizados, en cambio los
aromaticos de peso molecular elevado (con mas de seis anillos bencénicos), las resinas
y asfaltenos son dificiles de degradar por su recalcitrancia (Abdel, Hussein, Mansour,
2016). Las parafinas son hidrocarburos facilmente degradables. Los isdmeros,
hidrocarburos ciclicos y de larga cadena carbonada tienen una lenta biodegradacién
por lo que necesitan una microbiota especifica. Los hidrocarburos aromaticos
policiclicos también pueden ser usados como fuente de carbono por diferentes
especies de microorganismos (Kumari, Regar, Rajr, Manickam, Natesan, 2018). Al
estar el petréleo constituido por numerosos compuestos quimicos, ningun
microorganismo puede degradar por si solo todos sus constituyentes, sino que
necesita agruparse con otros formando poblaciones mixtas o consorcios microbianos.
Los consorcios microbianos tienen mayor poder biodegradativo porque la
informacién genética que codifica al sistema enzimatico del consorcio es mas
completa y por tanto es mas probable la degradacion de las mezclas complejas de
hidrocarburos presentes en un drea dafiada. La bioaumentacion con cultivos mixtos
de bacterias aisladas de ambientes impactados con crudo ofrecen claramente una
mejor opcion de biorremediacidn que otros tratamientos (Brzeszcz, Kapusta, Steliga,
Turkiewicz, 2020).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la degradacion de petréleo crudo y
derivados a escala de laboratorio empleando un consorcio compuesto por cuatro
cepas bacterianas aisladas de zonas costeras de Cuba. Este consorcio se encuentra en
desarrollo, y una de las caracteristicas que se le puede atribuir y de alta importancia es
la versatilidad que pueda demostrar al enfrentarse a diferentes compuestos del
petréleo.

MATERIALES Y METODOS

Ensayo de degradacion

El consorcio empleado para el ensayo esta compuesto por bacterias aerobias
degradadoras de hidrocarburos del petréleo aisladas de la zona costera del Oriente de
Cuba. El mismo estd compuesto por cepas de los géneros: Pseudomonas sp. B10,
Alcaligenes sp. F10S1, Bacillus sp. F9S y Bacillus sp. RFA, se sembraron individualmente
en 30 ml de medio de cultivo para la produccién biomasa QBP (Sacarosa 30 g.1";
MgSO,7 H,0O 0,2 g.l'; NH4,) HPO, 5,0 gI' y Levadura forrajera 1,0 g.I'). Los
cultivos se incubaron en zaranda por 24 h en agitacién de 130 rpm a una temperatura
de 37° C. Para preparar el inoculo se tomaron los cultivos en medio QBP y se
centrifugaron y el pellet de cada uno fue lavado y se re-suspendi6 en 20 ml de
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solucion salina 0,85% hasta lograr una concentracién en el orden de 10° UFC.ml"
segin la escala de McFarland, luego se mezclaron en un frasco estéril y se
homogenizaron (Barrios, 2014).

Para evaluar la capacidad de degradacion del consorcio se diseid un ensayo
microcosmo, se utilizé medio minimo mineral (MMM) que contenia por litro: NH,Cl
1,2g, KNO; 2,4 g, CaCl, 6H,O 0,0005 g, NaSO, 2,4 g, MgS0O, 1,2 g, K,HPO, 0,6 g,
FeSO7H,0 0,002 g. Se utilizaron frascos de cristal estériles con 250 mL. de MMM al
que se le agregd un 5 % de la fuente de carbono (petrdleo crudo, queroseno, diésel,
gasolina y Jet A1) y 10 % del in6culo. Se prepararon tres réplicas por tratamiento y
dos controles sin inocular. Los cultivos se incubaron en agitacion constante en una
incubadora marca Incubator Shaker, modelo 625, a 130 rpm por 90 dias a 37° C. Se
evaluo la viabilidad de las cepas mediante un conteo de bacterias aerobias cultivables
(UFC/mL) alos 0, 21, 45 y 90 dias (ISO IS 15188, 2014).

Se emplearon técnicas analiticas para cuantificar la remocién de los diferentes
hidrocarburos, la Espectroscopia Infrarrojo (IR) se utilizoé para petroleo crudo, diésel,
queroseno y el Jet Al. Los espectros se obtuvieron mediante la técnica de transmision
entre ventanas de cloruro de sodio, para el registro de los mismos se emple6 un
espectrometro PerkinElmer, modelo Frontier (ASTM E 1252-98, 2013). El registro se
realizd en el modo fotométrico absorbancia en el intervalo de frecuencias de 4000 a
400 cm™, resolucion de 4 cm™ y 16 barridos por punto. Se realizo el procesamiento de
los espectros y los datos se interpolaron en el intervalo de frecuencias de 1550 a 1300

cm! con el objetivo de estudiar el comportamiento de las vibraciones de doblajes de

O-ca, de grupos

metilos y metilenos (S—EH de grupos metilenos y metilos £ 2/ CHs y
metilos €3 terminales presentes en cadenas alifaticas) localizadas en torno a las
frecuencias 1470 y 1377 cm™, respectivamente. Se realizo correccion de linea base y la
integracion de las senales se efectué de valle a valle para lo cual fue necesario
establecer los valores iniciales y finales y los valores de las bases de las mismas.
Posteriormente se calculd la relacidn de areas Ai470/ A1377 para comparar los resultados
entre muestras y controles (PerkinElmer Spectrum: 2015).

Se determinaron los componentes PIANO de la gasolina: parafinas, isoparafinas,
aromaticos, naftenos y oleofinas, por Cromatografia de Gases empleando un
Cromatografo Agilent 7890A con detector de Ionizacion de Llama (FID) (ASTM
D6729, 2020). Se determiné el contenido de Hidrocarburos Totales del petréleo al
inicio y al finalizar el ensayo para el diésel, queroseno y Jet A1 (APHA, 2017). Se
determinaron los diferentes compuestos del petroleo crudo: saturados, aromaticos,
resinas y asfaltenos (SARA) al inicio y final del ensayo (EPA, 2020).

Las tasas de degradacion de los hidrocarburos totales en diésel, queroseno y Jet Al
respecto al control y de las fracciones del crudo (SARA) Se calcularon mediante la
siguiente ecuacion:

T, = (%) x 100

l (D
Donde:

Td: es tasa de degradacion expresada en %;

C,,: concentracion inicial del producto;

Cr: concentracion final del producto en mg/L.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento bacteriano

En la tabla 1 se muestra el resultado del conteo de las bacterias durante el ensayo
en presencia de crudo, diésel, queroseno, Jet Al y gasolina y se mostré un incremento
de 10° a 10®* UFC/mL a los 21 dias. A los 45 dias aument6 el titulo bacteriano
alcanzando niveles de 10" UFC/mL. A los 90 dias se observo una disminucion en el
crecimiento de 3 a 5 oOrdenes, lo cual puede estar asociado al agotamiento de los
hidrocarburos accesibles a las cepas del consorcio. La biodisponibilidad de los
hidrocarburos es directamente proporcional al incremento de la poblacion de
bacterias hidrocarburoclasticas (Ichor, Okerentugba, Okpokwasili, 2014).

Tabla 1. Recuento de bacterias (UFC/mL), durante el proceso de degradacion en los
tratamientos. Tiempo (dias)

Fuente de

carbono 0 21 45 90

Crudo 3,50E+06 4,90E+08 2,50E+10 2,50E+07
Diésel 2,50E+06 4,38E+08 7,00E+10 5,00E+05
Queroseno 1,50E+06 2,27E+08 3,75E+11 2,00E+07
Gasolina 4,00E+06 4 47E+07 4 .925E+11 4,00E+06
Jet Al 5,50E+06 4,87E+08 3,75E+11 6,00E+07

Este crecimiento sugiere que las cepas emplearon al petréleo crudo y sus derivados
como fuente de carbono para su crecimiento y por tanto que se ha estado produciendo
un proceso de biotransformacién. Cuando las bacterias crecen en medios con
hidrocarburos o0 en presencia de estos producen sustancias tensoactivas
(biosurfactantes) capaces de solubilizar compuestos no polares, como los que presenta
el petroleo, ademas estas moléculas estimulan el crecimiento microbioldgico
(Rodriguez, 2017).

Degradacion de hidrocarburos

Degradacion del petroleo crudo

En la Figura 1 se muestra la comparacion de las intensidades relativas entre las
bandas 1460 cm™ (grupos CH,/CHj;) y 1377 cm™ (grupos CH3;), obtenidas a partir de
los espectros infrarrojos del petréleo crudo tratado y su control. Los valores de
relacion obtenidos para el crudo tratado y su control fueron de 3,49 y 3,71 cm’
respectivamente, lo que demuestra que existe un proceso de transformacion y
degradaciéon que ha alterado la composicion del petrodleo crudo, aumentando los
grupos CH; con respecto a los grupos CH,, esto se debe a los procesos de ruptura de
cadenas que provocan los microorganismos para obtener energia y emplear los
atomos de carbono en su metabolismo.
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Fig. 1. Espectro IR del crudo tratado y su control a los 90 dias.

El andlisis cuantitativo de los componentes del petrdleo y sustancias relacionadas
(SARA) a los 90 dias del petroleo crudo tratado y su control, permitié determinar el
comportamiento de cada una las de las fracciones (tabla 2). Se aprecia una
disminucion del 89,5 % de las resinas del tratamiento con respecto al control y de 19,4
% de los asfaltenos y la fraccion de aromaticos aparentemente ha sido poco degradada
esto se debe a que el proceso de transformacion de las resinas y asfaltenos resulta en
un incremento de aromaticos y saturados. Estos ultimos a pesar de que aumentan en
el proceso de degradacion de resinas, asfaltenos y aromadticos, disminuyeron en un
38,46 %.

Tabla 2. Valores de concentracion de los componentes de petroleo crudo (SARA) a
los 90 dias. Concentracion (mg/L)

hidrocarburos | hidrocarburos resinas asfaltenos
saturados aromaticos
Tratamiento | 2131 870 572 141
Control 3463 866 5471 175

De manera general se observa una disminucién de los hidrocarburos alifaticos en
comparacion con los encontrados en el control abidtico, se espera que la
biodegradacion se produzca en mayor extension en los hidrocarburos alifaticos, ya
que estos suelen ser mas susceptibles a la degradacion que los aromaticos y estos que
resinas y asfaltenos (Germano de Almeida, 2017).

Los n-alcanos son los mas propensos a la oxidacidn; sin embargo, a los 90 dias, la
biodegradacion de saturados es menor que la de las resinas, y estas a su vez mayor
que la de aromaticos, los cuales aparentemente no se degradaron. Los hidrocarburos
aromaticos no disminuyeron significativamente posiblemente debido a las altas
concentraciones de alifaticos, que son preferidos por las bacterias para su
metabolismo y son facilmente degradables, aun cuando se ha encontrado que algunos
aromaticos de bajo peso molecular son metabolizados antes que muchos compuestos
saturados (Tian, Wang, Peng, Zhou, 2018).

El analisis de estos resultados hace suponer que en los primeros 10-15 dias ocurrid
la degradacién de las cadenas lineales de hasta 30 atomos de carbono. Las diferentes
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generaciones bacterianas en los cultivos debieron ajustar su metabolismo luego del
agotamiento de sustratos menos complejos (saturados lineales y aromaticos de bajo
peso molecular), los mecanismos de regulacion del metabolismo probablemente
indujeron un cambio enzimatico orientado a la degradacién de compuestos mas
complejos; la mineralizacién de estos compuestos, obviamente, no fue completa, sino
que se acumularon como metabolitos intermediarios en forma de cadenas lineales y
compuestos aromaticos; por lo que la bateria enzimatica debi6 variar en funcion de
las fluctuaciones de las concentraciones de los diferentes compuestos. La capacidad
de un microorganismo para asimilar diferentes mezclas de hidrocarburos como
fuentes de carbono depende de la especificidad de sus enzimas. Algunas
monooxigenasas, dioxigenasas y lipooxigenasas tienen el potencial para convertir el
petrdleo y sus derivados en enantidmeros que puedan ser asimilados, ampliandose de
esta forma el ambito de sustratos disponibles para el metabolismo (Naga & Scalvenzi,
2017).

Degradacion de diésel

La figura 2 muestra el espectro IR del diésel, donde la relacién de las intensidades
de las bandas 1470 cm™ (gruposCH,/CH;) y 1377 cm™ (grupos CHs) en el control es
de 3,74 cm™Y en la muestra tratada de 3,39 a cm™ Esta variacidon se debe a un cambio
en la composicion del producto debido a una modificaciéon de las cadenas
carbonadas, la ruptura de compuestos que presentan grupos CH, da lugar a grupos
CHj; que posteriormente se mineralizan totalmente.

1.1

1.0 - Control diesel
oo ¥ x = Muestra diesel
Relacion de dreas
0.8 Muestra Ags70/A1377
0.7 Control diesel 3,39
Muestra diesd 3,74
0.6
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0.4
0.3
0.2
0.1 E o ~—— e ~—— o
%%
1550 1500 1450 1400 1350 1300
cm-1

Fig. 2. Espectro IR del diésel tratado y su control a los 90 dias.

Los hidrocarburos totales a los 90 dias en el diésel tratado (8183 mg/L) y el control
(9540 mg/L) experimentan una disminucion del 14.22 %. Estos resultados validan lo
que se aprecia en el espectro infrarrojo. El diésel estd compuesto principalmente por
hidrocarburos alifaticos y bajos niveles de aromaticos (Akwukwaegbu, Okerentugba,
Okpokwasili, Stanley, 2019).

Degradacion del queroseno

La figura 3 muestra el espectro IR para el queroseno tratado y su control. Las
relaciones de intensidades de banda de 1470 cm-1 (grupo CH3) y 1377 cm™ resultaron
de 4,03 cm! y 3,66 cm1 en el control en el tratado respectivamente, mostrando una
transformacién en la composicion del queroseno, con un incremento relativo en la
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proporcion de grupos CHj; terminales. Este resultado esta respaldado por la tasa de
degradacion de los hidrocarburos totales (41,69 %) a los 90 dias. El contenido de
hidrocarburos totales del queroseno fue de 166 mg/L en el tratamiento y de 96,8
mg/L en el control.

2.8

2.6 ---- Control queroseno

2.4 ----- Muestra queroseno

2.2
Muestra A1470/A1377
2.0 Control queroseno 3,66

1.8 Muestra queroseno 4,03

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

01%50 1500 1450 1400 1350 1300

cm-1

Degradacion del Jet Al

En el espectro IR para el Combustible Jet Al las bandas seleccionadas para la
comparacién fueron 1470 cm™ (grupos CH;) y 1377 cm™ (deformaciones de al menos
3 grupos CH, consecutivos (figura 4). Las relaciones de areas fue de 3,36 y 2,80 cm’
en el control y tratamiento respectivamente, lo que demuestra una variacion en la
composicion del Jet Al, ya que en el tratamiento la proporcién de grupos CH; con
respecto a la deformaciones del al menos 3 grupos CH, es mayor que en el control. La
tasa de degradacion de los hidrocarburos totales del Jet Al fue de un 59,68%,
calculada a partir de la concentracion de hidrocarburos totales en la muestra tratada
(117mg/L) y en el control (439 mg/L).
Figura 3. Espectro IR del JetA1 tratado y el control a los 90 dias.
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3.2.5 Degradacion de gasolinas

Las muestras analizadas (tratamiento y control) se compararon con patrones de
gasolina coincidiendo los tiempos de retencidén tanto de las muestras como de los
patrones. Los resultados estan expresados en porciento de area, a partir de los cuales
se determinaron las tasas de degradacion (tabla 3). Numéricamente se observa una
desapariciéon de los compuestos no identificados y las olefinas; los aromaticos
disminuyeron en un 27, 5 % y las parafinas en un 66, 37 %; mientras que se observa
un incremento en los naftenos y las isoparafinas producto de la transformacion de las
olefinas y aromaticos.
Tabla 3. Determinacion de los componentes PIANO en la gasolina a los 90 dias.

% Masa
Componentes ;
control tratamiento
Parafinas 5,71 1,92
Isoparafinas 29,02 46, 44
Aromaticos 51,27 37,17
Naftenos 8, 67 14, 47
Olefinas 4,07 0
No Identificados 1, 26 -
Total (%) 100 100

La aplicaciéon de un consorcio donde cada miembro revela capacidades para la
degradacién de diferentes hidrocarburos puede ser una interesante alternativa de
bicaumentacion para ambientes contaminados con hidrocarburos alifaticos y de alto
peso molecular (Brzeszcz, Kapusta, Steliga, Turkiewicz, 2020). Varios autores
reportan la efectividad de consorcios integrados por cepas que producen
biosurfactantes (Pseudomonas y Bacillus) en la degradaciéon de hidrocarburos
policiclicos aromaticos (Pugazhendi et al, 2017), (Kumari, Regar, Manickam, 2018),
(Sagar, Avani, Kunal, Seema , Datta M, 2021).
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CONCLUSIONES

Las cepas del consorcio utilizaron el petroleo crudo y derivados (diésel, queroseno,
Jet Al y gasolina) como unica fuente de carbono y energia, degradando los
compuestos del petroleo crudo (saturados, resinas, asfaltenos) y los hidrocarburos del
diésel, queroseno y el Jet A1, asimismo el consorcio transformé las olefinas, parafinas
y aromaticos presentes en la gasolina. Segun estos resultados el consorcio tiene
potencialidades para degradar hidrocarburos del petréleo y pudiera ser una alternativa
viable para su aplicacion el saneamiento de ecosistemas impactados.
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