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Resumen

El petrdleo es la principal fuente energética del mundo, pero al ocurrir derrames, fugas o
una inadecuada extraccion y purificacién por la industria petrolera se convierte en uno de los
mayores contaminantes del planeta, provocando efectos negativos sobre el medio ambiente,
representando un riesgo para la salud puablica al expandirse en suelos y fuentes hidricas. No
obstante, las bacterias hidrocarbonoclastas son capaces de tolerar y/o asimilar los hidrocarburos
como fuente de carbono y energia al emplear mecanismos de adaptacion como la produccion de
biosurfactantes que surgen como alternativa para biorremediar ecosistemas en los cuales el hombre
con sus actividades diarias contribuye al deterioro de los recursos naturales. Por lo tanto, el
objetivo principal de este trabajo de investigacion consistio en realizar un analisis bibliografico del
potencial biosurfactante de bacterias hidrocarbonoclastas en procesos de biorremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos teniendo en cuenta la panoramica y los desafios
nacionales. Se evidencio que las bacterias hidrocarbonoclastas son una alternativa atractiva en
procesos como la biorremediacion de suelos, garantizando la conservacion de la biodiversidad y
aumentando la resiliencia natural de los suelos afectados por derrames de petroleo; donde los
géneros bacterianos mas representativos son Pseudomonas sp. y Bacillus sp. identificados
mediante pruebas de actividad biosurfactante, caracterizacion molecular y secuenciacion. Por
altimo, se considera necesario desarrollar investigacion basadaen un alto rigor cientifico orientada
en la biorremediacién de sitios contaminados con petrdleo a nivel regional y nacional.

Palabras claves. Contaminante, Hidrocarburos, Derrames, Microorganismos, Medio
ambiente.
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Introduccion

El petréleo es la principal fuente energética del mundo, pero al ocurrir derrames, fugas o
una inadecuada extraccion y purificacion por la industria petrolera se convierte en uno de los
mayores contaminantes del planeta, provocando efectos negativos sobre el medio ambiente,
representando un riesgo para la salud publica al expandirse en suelos y fuentes hidricas,
afectando la productividad agricola y la biota alli presente (Mendoza, 2018; Velasquez, 2016).
En general, los hidrocarburos impiden el ingreso de nutrientes en el suelo y alteran los valores de
pH, temperatura, humedad y, concentracion de iones, impactando en el intercambio gaseoso con
la atmdsfera (Esquivel et al., 2018). Los microorganismos hidrocarbonoclastas (BHC) como
bacterias, hongos y algas son capaces de transformar los hidrocarburos utilizandolos como fuente
de carbono y energia, por ello, se consideran indispensables en ecosistemas contaminados con
petréleo (Esquivel et al., 2018); algunos géneros bacterianos con esta capacidad son
Pseudomonas, Achromobacter, Acinetobacter, Actinomyces, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Lactobacillus, Leumthrix (Bravo, 2018; Cevallos & Garcia,
2018; Esquivel et al., 2018). No obstante, los estudios enfocados en el analisis bibliogréfico de
bacterias hidrocarbonoclastas y su potencial biosurfactante en la biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos a nivel nacional y regional son escasos, por consiguiente, este
trabajo tiene como finalidad el andlisis y documentacion de investigaciones enfocadas en
bacterias hidrocarbonoclastas y su potencial biotecnoldgico en la produccion de moléculas
biosurfactantes en la presente era antropogénica teniendo en cuenta la panoramica y los desafios

nacionales.
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1. Descripcion del problema

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo General.

Analizar el potencial biosurfactante de bacterias hidrocarbonoclastas en procesos de
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos teniendo en cuenta la panoramica y

los desafios nacionales.

1.1.2. Objetivos Especificos.

Documentar metodologias para la obtencion de bacterias con potencial biosurfactante

empleadas en procesos de biorremediacion en suelos.

Estudiar las técnicas aplicadas en la evaluacion de la actividad biosurfactante y los
protocolos utilizados en la caracterizacion molecular y secuenciacion de las bacterias

hidrocarbonoclastas.

Argumentar los principales aportes y desafios que enfrentan las bacterias
hidrocarbonoclastas en los procesos de biorremediacion de suelos contaminados con

hidrocarburos en la presente era antropogeénica.
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1.2. Planteamiento del Problema

En la actualidad, el petroleo es la principal fuente energética del mundo y puede ser
empleado como materia prima en la elaboracién de una amplia diversidad de productos. Sin
embargo, al ocurrir derrames, fugas o una inadecuada extraccion y purificacion por la industria
petrolera se convierte en uno de los mayores contaminantes del planeta, provocando efectos
negativos sobre el medio ambiente, representando un riesgo para la salud publica al expandirse
en suelos, fuentes hidricas y atmosfera, afectando el agua subterranea, las fuentes de agua
potable, la productividad agricola y la biota (Chirivi et al., 2020; Lugo, 2017; Mendoza, 2018;
Velasquez, 2016). En los suelos, los hidrocarburos impiden el ingreso de nutrientes a las especies
vegetales al modificar los valores de pH, temperatura, conductividad eléctrica, humedad vy,
concentracion de iones Ca*, Mg*, K*, Na*, P, AlI***, NO3"y N, afectando el intercambio gaseoso
con la atmésfera (Esquivel et al., 2018).

Dicho lo anterior, entre los derivados del petroleo méas peligrosos y altamente resistentes
a la degradacion se encuentran los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP), siendo
altamente ecotoxicos; estos afectan gravemente la salud de los seres vivos al actuar como
disruptores endocrinos, provocando estrés oxidativo en las células, ademas, presentan efectos
carcinogénicos y mutagenicos (Lugo, 2017; Quijano et al., 2017). Asi mismo, no tienden a
evaporarse rapidamente, sino que, permanecen en la zona afectada por largos periodos de
tiempo, provocando dafios en los ecosistemas, siendo dificilmente degradados (Madigan, 2015;
Ugaz et al., 2020).

Aun asi, existen diversas alternativas para el tratamiento de los HAP en los suelos, una de

las més efectivas es la biorremediacion con lapsos de tiempo entre tres hasta veinticuatro meses
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(Lugo, 2017; Mendoza, 2018), donde la comunidad microbiana nativa del suelo es la encargada
de efectuar la biorremediacion de una manera natural, restaurando los ecosistemas al emplear los
hidrocarburos en fuentes de carbono y energia para su crecimiento (di Salvo & Garcia de
Salamone, 2018). La biorremediacion es una técnica que utiliza organismos vivos como plantas
y microorganismos con el fin de eliminar, neutralizar o disminuir algin téxico o contaminante
presente en el medio ambiente (Salcedo et al., 2019), transformandolo en sustancias inofensivas
para la salud humana; resulta una alternativa frente a los métodos fisico-quimicos, reduciendo
costos y alcanzando la eliminacion total de compuestos xenobioticos u organicos presentes en los
diferentes ecosistemas (Garcia et al., 2019; Kulkarni & Kaliwal, 2015; Lujan, 2019).

Ademas, esta técnica se caracteriza por la mineralizacion del contaminante, por su facil
aplicacion y por no requerir maquinaria pesada, reduciendo la contaminacion en los suelos. En
los procesos metabdlicos que los microorganismos llevan a cabo durante la biorremediacion, se
puede generar agua, CO2 y biomasa celular, mediante enzimas microbianas que tienen la
capacidad de oxidar los materiales contaminantes (Lujan, 2019; Mayz & Manzi, 2017); las
técnicas mas utilizadas en biorremediacion son la bioaumentacion y bioestimulacion, las cuales
pueden ser aplicadas de manera in situ o ex situ (Garcia et al., 2019).

Por lo anterior, y teniendo en cuenta los impactos que se generan al presentarse derrames
de hidrocarburos en los suelos, se quiere llevar a cabo con la presente investigacion, el analisis
bibliografico del potencial biosurfactante de bacterias hidrocarbonoclastas en procesos de
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos teniendo en cuenta la panordmica y

los desafios nacionales.
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1.3. Formulacion del Problema

¢Es posible realizar un analisis fundamentado sobre las bacterias hidrocarbonoclastas y
su potencial biosurfactante en la biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos en

la presente era antropogénica teniendo en cuenta la panordmica y los desafios nacionales?

1.4. Justificacion

Los derrames de petréleo provocan efectos negativos sobre el medio ambiente,
representando un riesgo para la salud pablica al expandirse en suelos, fuentes hidricas y
atmosfera (Chirivi etal., 2020; Lugo, 2017; Mendoza, 2018; Velasquez, 2016). Es por ello que,
diferentes organizaciones como la Corporacion autonoma regional de la Frontera Nororiental
(CORPONOR)y Environmental Protection Agency (EPA), indican que es importante establecer
planes de contingencia de tipo predictivo, preventivo y reactivo frente al manejo de zonas
afectadas por hidrocarburos empleando técnicas bioldgicas enfocadas en procesos naturales, con
el objetivo de disminuir los efectos negativos en la poblacion y en el medio ambiente.

Asi pues, la biorremediacion se considera como una alternativa natural frente a los
derrames de hidrocarburos que amenazan la vida en los ecosistemas al emplear el metabolismo
microbiano para desintoxicar, transformar y eliminar los contaminantes, conservando la
eficiencia en el proceso (Lugo, 2017; Torri et al., 2018). Resulta en una alternativa econdémica
frente a los métodos convencionales de remediacion, al emplear organismos vivos, metabolitos
primarios o secundarios y enzimas libres, transformando el contaminante a CO2 y agua mediante

oxidacion, disminuyendo los costos del proceso sin comprometer la estabilidad del medio
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ambiente, al no requerir sustancias quimicas (Pozzo, 2018). Por ende, para realizar una
biorremediacion efectiva sin comprometer el medio ambiente, es recomendable emplear
microorganismos capaces de utilizar el contaminante como sustrato, por ello, los
microorganismos hidrocarbonoclastas (BHC) son aplicados con frecuencia en zonas afectadas
por la presencia de sustancias exdgenas (Lugo, 2017), donde algunos microorganismos
representativos son: Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus sp., Bacillus sp., Psychrobacter sp.,
Shewanella sp., Pseudoalteromonas nigrifaciens, Bacillus atrophaeus, B. megaterium sp.,
Pumilus sp., Psychrobacter immobilis, Shewanella putrefaciens, Pseudomonas sp., Alcanivorax
borkumensis y Cyclocaasticcus sp. (Bravo, 2018; Ccancce, 2018; Cevallos & Garcia, 2018)
Ademas, varios de estos poseen la capacidad de producir moléculas tensoactivas, debido a su
maquinaria celular; estas moléculas reciben el nombre de biosurfactantes y presentan una amplia
gama de aplicaciones especialmente para la mineralizacion y solubilizacion de hidrocarburos
(Ali Khanet al., 2017; Vijayakumar & Saravanan, 2015).

Mediante el uso de la biorremediacion se permitiria la recuperacion de suelos afectados
con hidrocarburos, beneficiando al sector petrolero, agricola, hidrico, salud y ambiental. En la
industria del petrdleo se tendrian alternativas sostenibles que permitan reconstruir zonas
afectadas por los derrames de crudo, activando un plan de contingencia y manejo ambiental; en
el sector agricola, el empled de esta técnica permitira el restablecimiento de suelos y cultivos
afectados por derrames de hidrocarburos que resultan en el sustento econdmico de miles de
familias campesinas. Por otro lado, en el sector hidrico, sera una alternativa para disminuir las
concentraciones del contaminante que impactan gravemente en los organismos acuaticos,

arrecifes y agua subterranea; asi mismo, en el sector salud y en el sector ambiente, se



minimizaria el riesgo de propagacion de estas sustancias peligrosas en la cadena tréfica hacia
otros ecosistemas previniendo enfermedades en seres humanos y animales.

En definitiva, el pais y sobre todo la region nortesantandereana presentan grandes
problematicas ambientales referente a los derrames de petrdleo, de modo que en esta
investigacion se desea realizar un analisis bibliografico del potencial biotecnolégico en la
produccion de moléculas biosurfactantes por bacterias hidrocarbonoclastas en la presente era

antropogénica teniendo en cuenta la panordmica y los desafios nacionales.

22
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2. Referentes Teéricos

2.1. Antecedentes de la Investigacion

Los derrames de hidrocarburos generan impactos ambientales incalculables; la tragedia
del buque petrolero Exxon Valdez en Alaska en 1989 ha sido considerada uno de los mayores
casos de contaminacion de petrdleo en el mundo al derramar 11 millones de galones al mar, asi
mismo, en el golfo de México en 2010 se vertieron mas de 13 millones de galones en el océano
Atlantico. Sin embargo, Colombia ha superado estos incidentes en gran proporcion (Velasquez,
2016; Guerrero, 2018). En Norte de Santander, la produccion de petrdleo en la zona de
Catatumbo es considerada como una de las pioneras en el pais (Vargas & Garcia, 2018),
viéndose gravemente afectada por la continua explotacion de sus recursos naturales (Collazos &
Lopez, 2018).

Asi mismo, en el municipio de Mutiscua, Norte de Santander, Colombia, los autores
Quijano, Navia, & Portilla, (2014), identificaron en muestras hidricas la presencia de
hidrocarburos aromaticos policiclicos, en su mayoria benzofluorantenos y benzopireno, en
tejidos de Truchas arco iris. Por otro lado, Meléndez, Quijano, & Quijano (2016), identificaron
18 tipos de PAH en el aire de Villa del Rosario, Norte de Santander, provenientes del trafico
vehicular.

A pesar de los diferentes dafios ocasionados por los derrames de hidrocarburos que
afectan al medio ambiente y a sus habitantes en Norte de Santander, no se han encontrado
investigaciones realizadas en el campo de la biorremediacion enfocadas en la obtencion de

microorganismos con capacidad biosurfactante. No obstante, en Colombia, la biorremediacién ha
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sido implementada hace aproximadamente veinte afios, en donde las especies microbianas mas
representativas son Pseudomonas, Acinetobacter, Ralstonia, Bacillus, y Chrysobacterium,
encontradas en los Llanos Orientales, la Orinoquia y la costa Atlantica llegando a tolerar
hidrocarburos y degradando tolueno, xileno, fenol, naftaleno, diésel, gasolina, entre otros (Mesa,
Milena, Ortega, & Sandova, 2018). En un estudio realizado en el Caribe Colombiano, se logrd
identificar cepas de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. presentes en ecosistemas contaminados con
petréleo crudo en concentraciones del 1 al 8%, degradando cerca del 92% del hidrocarburo
(Hernéndez, 2018), asi mismo, los autores Ordofiez, Abella, Echeverry, Paz & Benitez, (2019),
aislaron microorganismos nativos tales como, C. metapsilosis SH1y B. cepacia SH3 capaces de
tolerar concentraciones de queroseno del 2% al 10%, al emplear el hidrocarburo como Unica
fuente de carbono. Igualmente, el Instituto Colombiano del Petroleo (ICP), llevo a cabo la
produccion de un biosurfactante de tipo ramnolipido utilizando la cepa Pseudomonas aeruginosa
ICP 70, observando una eficiencia del 76% incrementando la biodegradacion de hidrocarburo
siendo una alternativa a los aditivos quimicos convencionales (Rosero, Dugarte, Lorely, Piedad
& Carvajal, 2002).

Por otro lado, en Argentina se realiz6 la produccion de un biosurfactante a partir de
microorganismos criopreservados, previamente aislados a partir de sitios cronicamente
contaminados con hidrocarburos, donde Pseudomonas koreensis redujo la tension superficial del
hidrocarburo alcanzando valores de 46,3% y 54,7% (Liporace, 2018). Mientras que, en Ecuador
se llevo a cabo un estudio para aislar e identificar microorganismos con capacidad de
biodegradar petroleo, en el que se destacaron las cepas Pseudomonas aeruginosa, Serratia
rubidae, Bacillus sp., Micrococcus sp., Brevibacterium sp., Spirillum sp., Xanthomonas sp.,

Alcaligenes sp. (Abasolo & Morante, 2019).
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Despues de todo, las investigaciones realizadas en los diferentes sectores
socioeconomicos permiten evidenciar los diversos dafos ocasionados por los hidrocarburos a
nivel regional, nacional e internacional haciendo necesario el uso de tecnicas sostenibles que

aporten a la restauracion de los distintos ecosistemas afectados, como lo hace la biorremediacion.

2.2. Marco Tedrico

2.2.1. Biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos

2.2.1.1. Hidrocarburos, principales contaminantes. Los Hidrocarburos (HC) son
compuestos quimicos que poseen atomos de carbono dispuestos en una cadena lineal, ramificada
o formando anillos. Cuando la molécula formada posee anillos se denomina hidrocarburo ciclico;
un ciclo no saturado recibe el nombre de hidrocarburos aromaticos y son muy comunes en sitios
donde han ocurrido derrames de petroleo (Romaniuk, Giuffre, & Costantini, 2018). Por otro
lado, si la molécula se presenta de forma lineal recibe el nombre de hidrocarburo alifatico y, se
suelen encontrar en los espacios porosos del suelo (Velasquez, 2016). Entre sus principales
derivados se encuentra el petrdleo, conformado por hidrocarburos de distinto peso molecular,
encontrado en reservorios naturales donde se encuentra sometido a alta presion y temperatura; su
nombre petrolium deriva del latin petra (roca) y éleum (aceite). Se puede encontrar de 3 formas:
gas natural (no condensado a T° ambiente), gas (condensado a T° ambiente) y crudo (forma
liquida). La relacion generalizada de H/C es 1,85 y su composicion es azufre 0,1-7,9 %,
nitrégeno 0,02-1,61 %, oxigeno 0,08-1,80 %, trazas de fosforo y metales pesados (V, Ni, Fe,

Mn, Pb), agua de formacion e inyeccion de alta salinidad. Ademas, posee alcanos o parafinas,



26

cicloalcanos o cicloparafinas, alquenos u olefinas y arenos o aromaticos (<15 %) (Esquivel-Cote,
Ferrera-Cerrato, & Alarcon, 2018; Mendoza, 2018).

Segun Pozzo 2018, el petroleo se clasifica en petréleo Ligero, un ejemplo comin es la
gasolina; petroleo de fraccion media, ejemplos de este tipo son el combustible diésel y el
kerosene y, petrdleo de fracciones mas pesadas, como los aceites lubricantes.

Asi mismo, los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH), forman parte de los
hidrocarburos aromaticos en concentraciones desde 1 pg/kg y hasta 10 mg/kg; son complejos
compuestos organicos que contienen dos 0 mas anillos aromaticos predispuestos de manera
lineal, angular o circular formando compuestos heterociclicos. Ademas, contienen atomos de N,
O, Sy metales pesados como el Vanadioy el Niguel en menor proporcion (Mendoza, 2018). Se
clasifican en HAP de bajo peso molecular (HMW-HAP) como el naftaleno, fluoreno,
fenantrenoy antraceno que poseen alta volatilidad, baja afinidad con las particulas del agua'y,
menor toxicidad, en comparacién a los HAP de alto peso molecular (HMW-HAP) que se
componen de 4-7 anillos y se caracterizan por ser recalcitrantes, insolubles en el agua, tener alta
adsorcién por particulas del aire y del agua y, ser toxicos para los humanos, estos van desde el

criseno al coronenes (Lugo, 2017; Amaringoa, Narvaezb, Gémez-Arguelloa, & Molina, 2019).

2.2.1.2. Impactos en el suelo por derrames de hidrocarburos. El suelo es un recurso
natural encargado de sostener la vida en el planeta mediante condiciones climaticas y topografias
determinadas, las cuales dependen de las actividades que realizan los organismos vivos (Pefia,
Zambrano, Baquerizo, Anton & Solo6rzano, 2019); es un sistema dindmico que se encuentra
conformado por materia organica, agua, nutrientes y oxigeno, encargados del desarrollo de la

vida. Asi mismo, sus capas se diferencian, entre si, por su textura, estructura, color, composicion
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quimica, mineraldgica y bioldgica (Cevallos & Garcia, 2018). Cuando el suelo se encuentra en
condiciones Optimas tiene capacidad de amortiguamiento al permitir el desarrollo correcto de los
ciclos biogeoquimicos, conservando sus propiedades quimicas, fisicas y biolégicas (Pefia et al.,
2019).

Sin embargo, el suelo esta siendo afectado por la presencia de contaminantes que
presentan una tasa de biodegradacién natural mas lenta (Di Salvo & Garcia de Salamone, 2018).
Cabe resaltar que, la acumulacion de los contaminantes en el suelo provoca la degradacién
quimica del mismo, es decir, se presenta una disminucion en la fertilidad del lugar afectado
(Torri et al.,2018; Di Salvo & Garcia de Salamone, 2018; Pefia et al., 2019). Por esta razon, un
suelo contaminado con petrdleo disminuye su fertilidad al perder nutrientes indispensables como
el nitrogeno, fosforo, oxigeno y potasio, acidificandolo (pH de 4 a 5) y, causandole la muerte a
los microorganismos autoctonos presentes (Cevallos & Garcia, 2018); provocando pérdidas en la
biodiversidad, cambios en el sustrato original y, enfermedades en la poblacién humana cercana
al lugar afectado (Pérez, 2018). Ademas, cuando los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(HAP) se encuentran en diversos cultivos son absorbidos por las raices de las plantas inhibiendo
el crecimiento de las mismas; en el sistema vascular se diseminan, por lo cual logran llegar a la
zona mas alta de la especie vegetal, causando la expansion del contaminante en la atmésfera y,

provocando cambios en la cadenatréfica (Torri et al., 2018).

2.2.1.3. Alternativas en la recuperacion de suelos. Una alternativa a la toxicidad,
movilidad o volumen de compuestos contaminantes son las tecnologias de remediacion que
implican operaciones unitarias empleando métodos quimicos, fisicos o bioldgicos teniendo en

cuenta factores como el tiempo, propiedades fisicoquimicas, costos y disponibilidad de los
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contaminantes. Existen tres tipos de tratamientos que implementan la tecnologia de remediacion:

1) Tratamientos bioldgicos: involucran a microorganismos y plantas con capacidad metabdlica

para transformar o remover contaminantes del medio ambiente utilizandolos como sustratos

celulares, la técnica mas utilizada es la Biorremediacion; 2) Tratamientos fisicoquimicos: se

caracteriza por tener bajo costo, realizarse de forma in situ o ex situ y finalizar en cortos periodos
de tiempo implementando las propiedades fisicas o quimicas de los contaminantes o del medio
en el que se encuentran ; con la finalidad de efectuar su degradacion, destruccion, separacion e

inmovilizacion; 3) Tratamientos térmicos: para lograr la separacion, quema, descomposicion,

volatilizacion , fundicion o inmovilizacién del compuesto exdgeno se emplean altas
temperaturas. Sin embargo, estos tratamientos se implementan para pequefios lapsos de tiempo
y econémicamente no son favorables (Lugo, 2017).

Por ende, en la rehabilitacién de suelos contaminados por hidrocarburos se suele emplear
la biorremediacion, encargada de utilizar microorganismos nativos que generan la degradacion
del contaminante y, por ende, la restauracion del suelo (Pozzo, 2018). Existen diversos factores a
tener en cuenta para que una biorremediacion sea efectiva como la disponibilidad de
nutrientes, los microorganismos encargados de metabolizar los contaminantes requieren para su
asimilacion nutrientes como fosforo, nitrégeno y carbono en una relacion C:N:P (100:10:1); pH,
cuando no se encuentra en un intervalo de 6 a 8 afecta la solubilidad del fosforo y no permite el
movimiento de los metales pesados; temperatura, en situaciones donde latemperatura supere
los 40°C o permanezca por debajo de los 0°C se puede presentar la desnaturalizacion e
inhibicion de las enzimas encargadas de la biodegradacion de contaminantes; humedad, los
microorganismos requieren agua para permitir el transporte de compuestos organicos y

nutrientes hacia el interior de sus células, sin embargo, un aumento excesivo de la humedad
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causa la disminucion de la concentracion de oxigeno en el suelo; estructura quimica del
hidrocarburo, su biodegradabilidad se ve afectada cuando la molécula presenta ramificaciones,
compuestos halogenados y baja solubilidad del agua y, por dltimo la conductividad eléctrica, es
empleada para determinar la concentracion de sales en el suelo, puede variar entre 0.17 a 0.5

dS/m (Cevallos & Garcia, 2018).

2.2.1.4. Técnicas de biorremediacion. Al implementar técnicas de remediacion, la
tecnologia biologica que méas ha llamado la atencién es la biorremediacion, en donde los
microorganismos poseen la capacidad de reducir sustancias toxicas de forma natural a sustancias
inofensivas (agua, dioxido de carbono y biomasa celular) en el ambiente, observar Tabla 1. Para
asegurar la degradacion total o parcial de los contaminantes se deben tener en cuenta factores
como la concentracién de nutrientes, oxigeno disuelto en el medio, un pH adecuado, las
caracteristicas fisico-quimicas del lugar afectado, cantidad y tipo de sustancia exdgena (Lugo,

2017; Mayz & Manzi, 2017).

Tabla 1. Principales ventajasy desventajasde la Biorremediacion.

Ventajas Desventajas
Transfiere poca contaminacién de un medio Se pueden generar compuestos metabolicos no
(gaseoso, liquido y sélido) a otro. deseadosalrealizarse una degradacion

incompleta.

No requiere componentes mecanicoso La biorremediacién de puede inhibir por
estructurales que pueden afectarel medio. sustancias quimicasresistentes.
Involucra procesos naturalesy es de bajo La duracion, control de velocidad y extensién
costo. del proceso es impredecible.

Fuente propia.
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La biorremediacion “in situ” resulta la opcion méas adecuada para la recuperacion de
suelos, ya que, no implica la preparacion y excavacion del material contaminado, debido a que se
aplica en la misma zona contaminada, reduciendo significativamente los costos (Pinto &
Séanchez, 2018; Chirivi et al., 2019; Ruiz, 2019). A su vez, estimula y crea un ambiente favorable
para los microorganismos; su uso es recomendable en suelos permeables. Sin embargo, deben
tenerse en cuenta factores como el impacto ambiental en la zona, la dificultad de acceso a la zona
contaminada para la obtencién de oxigeno y nutrientes, la velocidad del proceso y el peligro
potencial de la extension del contaminante; siendo menos efectiva que las técnicas de
biorremediacion “ex situ” (Torres & Zuluaga, 2009; Lugo, 2017; Ruiz, 2019). Dependiendo la
volatilidad del compuesto, la biorremediacion in situ se divide en: tratamiento de compuestos
volatiles y tratamiento de compuestos semivolatiles y no volatiles, donde, las técnicas mas
utilizadas son bioaireacion, bioaumentacion, inyeccion de aire a presion y bioestimulacion
(Torres & Zuluaga, 2009). Cabe resaltar que una de las técnicas mas empleadas en la industria
de los hidrocarburos es la bioaumentacion de microorganismos (Ruiz, 2019).

Por consiguiente, la biotransformacion consiste en la capacidad que poseen algunos
microorganismos para tolerar y permanecer en ecosistemas con alta concentracion de
contaminantes, mediante el empleo de enzimas especificas (Bedoya, Castafio, & Susana, 2019);
la bioaumentacion permite el ingreso de microorganismos que posean la capacidad de
biodegradar los contaminantes presentes en la zona afectada (Reyes et al., 2018), es cominmente
utilizada al efectuar tratamientos inmediatos o cuando los microorganismos son insuficientes en
numero y capacidad degradadora, como se puede apreciar en la Tabla 2. Estatécnica se suele
emplear para descontaminar suelos con herbicidas, insecticidas, nitrofenoles, BPC, HTP y HAP

(Lugo, 2017).
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Tabla 2. Principales ventajasy aspectosa teneren cuenta en la bioaumentacion.

Aspectos a tener en cuenta Ventajas

Condiciones ambientales Capacidad de los microorganismos  Se aplica directamenteen la zona

para sobrevivir a los depredadores. afectada

Movilidad y/o distribucién Seleccion de los consorcios No requiere maquinaria pesada
de microorganismos microbianosy del ambiente mas

adecuado.
Elevada presencia de Controlarla presencia de toxinasy  Los microorganismos crecen
materia organica nutrientes. rapidamente en el medio

contaminado

Fuente propia
Asi mismo, la bioaireacion hace referencia a la adicion de aire, mediante un sistema de
extraccion e inyeccion, al lugar contaminado favoreciendo la actividad biodegradativa de los
microorganismos presentes en areas poco profundasy pequefas (Benavides & Castillo, 2017), es
comunmente utilizada para tratar contaminantes que poseen baja volatilidad teniendo en cuenta
las caracteristicas de la zona contaminada, observar Tabla 3 (Torres & Zuluaga, 2009; Chirivi et

al., 2019).

Tabla 3. Principales ventajasy desventajasen la bioaireacion.

Ventajas Desventajas

Trata contaminantes con baja presién de vapor Causa perdida de nutrientes y baja humedadenel

(menos de 1 mmHg). suelo.

Posee una alta tasa de biodegradaciénen Tiene una longevidad elevada, en donde los tiempos
comparacion con la volatilizacion. de limpieza pueden durar de meses a afios

Es una alternativa econémica frente a otros Es limitada por el tipo y concentracion del

tratamientos “in situ”. contaminante.
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No requiere el uso de de maquinaria pesada. Es un proceso que puede darse méaspor la

volatilizacién que por la biodegradacién.

Fuente propia
A su vez, la inyeccion de aire a presion es una técnica utilizada para desplazar el agua
presente en los espacios intersticiales del suelo, al inyectar aire a presion que absorbe gran
cantidad de los hidrocarburos volatiles y eleva los niveles de oxigeno, favoreciendo la
degradacion en el suelo o agua (Torres & Zuluaga, 2009). Lo anterior se puede apreciar en la

Tabla 4.

Tabla 4. Principales ventajas, desventajasy aspectosa tener en cuenta en la Técnica de Inyeccién de aire a presion.

Aspectos a tener en cuenta

Los compuestoscon cadenas lineales de hasta 20 carbonos son masfaciles de biodegradar en comparacién

a los compuestosaromaticos.

Se recomienda aplicarse en suelos homogéneos con bajo contenido de arcilla y buen contenido de oxigeno.

Requiere pH (6 a 8), humedad (12 a 30% en peso), temperatura entre 0 y 40°C y nutrientes en relacién N:P

de 10:1.

Los compuestosde alta volatilidad (presion de vapormayorde 10 mm de Hg a 20°C) tienen mayor

efectividad.
Ventajas Desventajas

Es efectivoen zonasafectadasporla Depende de la biodisponibilidad de los

contaminacién de compuestos volatiles. microorganismos.

Requiere cortos periodos de tiempo. El agua subterranea puede verse afectadaporel
movimiento de los contaminantes.

Se emplea directamente en la zona afectada. Requiere profundidadesde 1,2 metros, pero no
superiores a 9 metros.

No emplea maquinaria pesada. Cualquier cambio en la litologia del suelo puede

afectarel proceso.

Fuente propia
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Por otro lado, la bioestimulacién emplea un sistema de pozos de extraccion para
estimular la degradacion de los contaminantes utilizando un reactor en la superficie del suelo o
acuifero, que contiene nutrientes, oxigeno, agua y microorganismos adaptados para la
degradacion (Torres & Zuluaga, 2009; Reyes et al., 2018). Lo anterior se puede apreciar en la

Tabla 5.

Tabla 5. Principales ventajasy aspectosa teneren cuenta en la bioestimulacion.

Aspectos a tener en cuenta Ventajas
Se recomienda el empleo de suelos homogéneos, con Es muy utilizada en zonas
porosidady aire adecuado. extensasdonde no se puede

suspender el proceso

Condiciones éptimasde pH (6-8), humedad (12-30%en operativo.

peso), temperatura entre 0y 40 °C.

Los nutrientes del suelo deben tener una relacién N:P de

10:1.

Fuente propia

En cambio, la biorremediacién “ex situ™ se aplica en un lugar diferente a la zona
afectada cuando la contaminacion es muy profunda, retirando el material a tratar, trayendo como
consecuencia problemas de salud a los excavadores (Ramirez & Martinez, 2018; Chirivi et al.,
2019; Ruiz, 2019). Se caracteriza por tener un mejor control del proceso, monitoreando la zona
con mayor facilidad y optimizando los parametros microbioldgicos; sin embargo, requiere
mayores costos debido al transporte de la muestra de suelo contaminado al laboratorio de
investigacion, situacion que requiere un mayor tiempo de tratamiento (Torres & Zuluaga, 2009;
Ramirez & Martinez, 2018; Pinto & Sanchez, 2018; Ruiz, 2019). El tratamiento via suspension

se realiza en condiciones de saturacion de agua al excavar el material contaminado y trasladarlo
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a un reactor (Torres & Zuluaga, 2009); la biorrecuperacién via solida se puede realizar por dos
métodos: tratamiento en fase de lodos (mezclar el suelo con microorganismos, nutrientes y agua,
para tratar capas de suelo superficiales) y tratamiento por compostaje (los suelos se disponen en
unas membranas o celdas donde se les agrega agua y nutrientes, para formar grandes biopilas)
(Torres & Zuluaga, 2009; Lugo, 2017).

Asi pues, el compostaje es una técnica que involucra paja, aserrin, estiércol o desechos
agricolas sobre el suelo contaminado para favorecer el balance de nutrientes, incrementar la
aireacion, acelerar la degradaciony generar calor en el mismo. Es utilizada para la
biorremediacion de con PCP, gasolinas, HTP y HAP (Torres & Zuluaga, 2009; Chirivi et al.,
2019). Mientras que, el landfarming consiste en la remocion y extension de los suelos
contaminados para favorecer la degradacion de hidrocarburos por parte de los microorganismos,
se le suele llamar tratamiento en lechos o tratamiento via sélida. Es necesario airear el suelo de
manera regular para proporcionarle oxigeno y se recomienda disefiar sistemas para evitar la
entrada de agua a la zona, observar la tabla 6. Las bacterias capaces de utilizar la lactosa, son las
mas utilizadas para realizar esta labor, como Pseudomonas sp. (Torres & Zuluaga, 2009; Chirivi

et al., 2019).

Tabla 6. Principales ventajas, desventajasy aspectosa tener en cuenta en la técnica Landfarming.

Aspectos a tener en cuenta

Condiciones geoldgicas y geoquimicas favorables

Trabajarconun solo tipo de consorcio microbiano

Conocer las condiciones ambientales adecuadas

Emplear microorganismosautoctonos

Ventajas Desventajas

Posee niveles econdmicos favorables Requiere una gran area de trabajo.
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Permite una facilmanipulaciény control de las No existe control de la volatilizacién de los
variablesde disefio. contaminantes.

No requiere un estudio avanzado para su Si la contaminacién esprofunda, los costos son
elaboracion altos.

Fuente propia

Asi mismo, la técnica de bioceldas o biopilas se realiza en un sistema cerrado y se
caracteriza por la disminucion de la concentracion de hidrocarburos en suelos excavados bajo
condiciones no saturadas formando pilas biodegradables a las cuales se les adiciona nutrientes y
oxigeno de forma activa, volteando la pila, o bien de forma pasiva, mediante tubos perforados de
aireacion (Torres & Zuluaga, 2009; Chirivi et al., 2019). Lo anterior se puede apreciar en la

Tabla 7.

Tabla 7. Principales ventajas, desventajasy aspectosa tener en cuenta en la técnica bioceldas.

Aspectos a tener en cuenta

Hidrocarburosno halogenadosen concentracionesmenoresa 50.000 ppm

Requiere grandes areasde trabajo

Se necesita que la densidad de poblaciones microbianassea >1.000 CFU/gramo de suelo, humedadde40a
85% de capacidad de campo, temperatura de 10 a 45°C, pH de 6-8 y baja presencia de metales (< 2.500

ppm).

Suelos con baja proporcion dearcillas y una relacion C: N:P de 100:10:1

Ventajas Desventajas
Eficiente con bajasconcentraciones de Pueden generarse gases o vaporesde hidrocarburos
hidrocarburos. volatiles dealto peso molecular.

Al ser unsistema cerrado, existe un mayorcontrol Si la contaminacion esprofunda, los costos son

de las variables del proceso. altos.




36

Permite la construccién de pilas cuatro o cinco
veces masaltas que en una disposicién sobre el

suelo.

Fuente propia

Finalmente, el tratamiento de biosuspension se lleva a cabo dentro de un biorreactor al
cual se le adicionan nutrientes, agua y cultivos microbianos aptos para que suceda la
biodegradacion. La velocidad de degradacion y crecimiento microbiano regulan la transferencia
de oxigeno mediada por aireacion difusa, turbina difusora y aireacion superficial; asi mismo, la
aireacion ayudaa romper los floculos de tierra 'y a disolver los contaminantes (Torres & Zuluaga,

2009; Chirivi et al., 2019). Observar la Tabla 8.

Tabla 8. Principales ventajasy desventajasen el tratamiento de biosuspension.

Ventajas Desventajas
Existe elevado contacto entre contaminantes, Los contaminantes volatilestienden a escaparse en
microorganismos y distintos factores. forma de emisiones gaseosas.
Mayorcontrol en las variables de operacidn del Es altamente costosa.

biorreactor, siendo una tecnologia efectiva.

Se puede efectuaren suelos con residuos oleosos y

de consistencia alquitranada.

Fuente propia

2.2.2. Bacterias Hidrocarbonoclastas y su Potencial en la Produccion de Biosurfactantes

2.2.2.1. Microorganismos Hidrocarbonoclastas (BHC). Los microorganismos
(bacterias, hongos y algas) capaces de transformar parcial o totalmente los hidrocarburos para

utilizarlos como fuente de carbono y energia reciben el nombre de microorganismos
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hidrocarbonoclastas (BHC); por ende, se consideran indispensables en ecosistemas contaminados
con petréleo, ya que, pueden degradar hidrocarburos policiclicos aromético, los cuales son
altamente toxicos (Esquivel-Cote et al., 2018). Son considerados microorganismos cosmopolitas,
al encontrarse en aire, suelo y agua (Bravo, 2018); se caracterizan por su capacidad de utilizar un
amplio rango de hidrocarburos como fuente carbono y energia, producir biosurfactantes, reducir
la tensidn superficial, poseer alta hidrofobicidad y habilidad para expresar genes cataliticos a
través de vias aerobicas y anaerobicas. (Esquivel-Cote et al., 2018; Cevallos & Garcia, 2018).

Inclusive, algunos poseen enzimas oxigenasas e hidroxilasas, encargadas de romper los
enlaces C-C en las posiciones orto y meta de hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Ademas, los
genes alk (alkB1 y alkB2) son los encargados de regular la oxidacion y la hidroxilacion de
hidrocarburos; el primero regula la degradacion de un n-alcano de cadena corta al codificar un
alcano hidroxilasa. Algunos géneros microbianos con esta capacidad pueden ser Aeromonas,
Mycobacterium, Flavobacterium, Sphingomonas, Nocardia, Micrococcus, Burkholderia,
Oceanospirillales, Pseudomonas, Alkanivorax, Cycloclasticus, Vibrio, Achromobacter,
Acinetobacter, Actinomyces, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Beneckea, Brevebacterium,
Coryneformes, Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Lactobacillus, Leumthrix, Moraxella,
Peptococcus, Sarcina, Spherotilus, Spirillum, Streptomyces y, Xanthomyces (Esquivel-Cote et
al., 2018; Bravo, 2018; Cevallos & Garcia, 2018).

Asi mismo, las principales enzimas expresadas durante el proceso de hidroxilacion de
hidrocarburos aromaticos son las dioxigenasas (ferroproteinas del grupo no hemo), las cuales
acttian en presencia de oxigeno y NADH. Por otro lado, para la degradacién de los anillos
aromaticos se emplea la enzima benceno deshidrogenasa que depende del NAD+. (Hernandez,

2018).
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2.2.2.2. Degradacion de Hidrocarburos por Bacterias Hidrocarbonoclastas. Debido
a que el petréleo es insoluble en agua, flotaen la superficie y forma capas finas, los
microorganismos se adhieren a las goticulas de petréleo y crecen con rapidez sobre las peliculas
para oxidarlo hasta CO2. Alcanivorax borkumensis es una bacteria especializada que crece
Gnicamente en hidrocarburos, acidos grasos o piruvato, produce tensoactivos para degradar el
petréleo y poderlo solubilizar para que pueda ser incorporado mas facilmente y utilizarlo como
donador de electrones y fuente de carbono. (Madigan et al., 2015). Este contaminante puede ser
degradado tanto en condiciones aerobias como anaerobias, siendo la primera la mas utilizada
(Pérez, 2018). En condiciones aerobias, las dioxigenasas adicionan al anillo de benceno un
atomo de oxigeno, esto produce cisdihidrodiol y la apertura del anillo aromético; luego, la
enzima deshidrogenasa es la encargada de actuar sobre el compuesto para dar como resultado la
formacién de un intermedio dihidroxilado (Shukla et al., 2014; Pérez, 2018). Mientras que, en
condiciones anaerobias, los iones nitrato, ferrosos y sulfato son los aceptores de electrones; asi
mismo, se suele adicionar fumarato para la degradacién de HAP mediante una enzima de radical
glicilo logrando la metilacion de los aromaticos no sustituidos, la enzima deshidrogenasa
provoca la hidroxilaciéon de un alquilo, dando como resultado la carboxilacion (Madigan et al.,
2015; Chirivi etal., 2019).

Paralelamente, las enzimas encargadas de catalizar la incorporacion de oxigenos en
compuestos organicos reciben el nombre de oxigenasas Y, se clasifican en dioxigenasas y
monooxigenasas. Las primeras incorporan dos atomos de oxigeno a la molécula del compuesto

orgéanico; las segundas incorporan solo un atomo de oxigeno a la molécula, mientras que reducen
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el otro &tomo a agua. Para la mayoria de las monooxigenasas, el donador de electrones necesario

es NADH o NADPH (Madigan et al., 2015; Hernandez, 2018).

2.2.2.3. Rutas Metabdlicas responsables de la Degradacion. La ruta alk, es utilizada
para degradar aer6bicamente n-alcanos mediante la enzima alcano hidroxilasa, la cual oxidaun
grupo metilo generando n-alcanoles; asi mismo, la ruta nah presenta dos opciones para la
degradacion del naftaleno, en una de ellas se obtiene como producto final &cid o nafatdico,
mediante la hidroxilacion del grupo metilo, mientras que la otra se encarga de oxidar los anillos
aromaticos para dar como resultado metil salicilato y metil catecol y, la ruta xly, es la encargada
de la degradacién del tolueno y del xileno mediante el plasmido TOL, el producto final varia

dependiendo de la especie bacteriana (Pérez, 2018).

2.2.2.4. Principales Bacterias Hidrocarbonoclastas. Segun Shukla et al., 2014, los
principales grupos bacterianos degrandantes son Pseudomonas putida; Pseudomonas
fluorescens; Pseudomonas paucimobilis; Pseudomonas mendocina; Pseudomonas vesicularis;
Pseudomonas cepacia; Alcaligenes sp.; Mycteronas spificans; Alcaligenes faecalis; Bacillus
cereus: Vibrio sp.; Cyclotrophicus sp.; Stenotrophomonas maltophilia; Beijerinckia sp.;

Micrococcus sp.; Nocardia sp. y, Flavobacterium sp.

2.2.2.5. Produccion de Biosurfactantes. Un surfactante es una molécula anfifilica capaz
de favorecer la degradacion de hidrocarburos y derivados permitiendo la desorcion de ellos en
agua y suelo, aumentando su movilizacion en el medio (Vaca, 2016); son resistentes a la

biodegradacion y, por ende, son toxicos. No obstante, cuando los microorganismos lo producen
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intra o extracelularmente reciben el nombre de biosurfactantes o bioemulsionantes (Ugaz et al.,
2020). Los biosurfactantes producidos por bacterias, levaduras y hongos, son moléculas
anfifilicas con una region hidrofdbica y una region hidrofilica, encargadas de reducir la tension
superficial aumentando la solubilidad del contaminante. Ademas, funcionan como emulsificantes
aumentando la solubilidad de los hidrocarburos, lo cual les facilita a las células microbianas su
degradacion (Rodriguez, Zufiiga & Barboza, 2012; Becerra & Horna, 2016; Benavides &
Castillo, 2017). Cabe resaltar que, los factores ambientales y nutricionales son condiciones que
ayudan a la produccion de biosurfactantes (Giraldo, Gutiérrez, & Merino, 2014).

De igual forma, los biosurfactantes se pueden producir a partir de materias primas
renovables y, en zonas contaminadas con hidrocarburos derivados del petrdleo juegan un papel
importante al reducir la tension superficial entre el agua y el aceite; sin embargo, producirlos
resulta econémicamente costoso, ya que se requieren microorganismos especializados
(Benavides & Castillo, 2017). Es por ello, que se recomienda utilizar los microorganismos

nativos del area contaminada.

2.2.2.6. Tipos, Propiedades y Principales Bacterias Productoras de Biosurfactantes.
Segun Becerra & Horna, (2016) “Los biosurfactantes producidos por bacterias, hongos, y
levaduras incluyen glicolipidos, lipoaminoacidos, lipopéptidos, lipoproteinas, lipopolisacaridos,
fosfolipidos, monoglicéridos y diglicéridos. Actualmente se sabe que el tipo de biosurfactante
producido depende del tipo de microorganismo que lo produce.” El género Pseudomonas sp.
produce biosurfactantes glicolipidicos, también llamados trehalolipidos, soforolipidos y
ramnolipidos (Becerra & Horna, 2016; Giraldo et al., 2014) al crecer en presencia de

hidrocarburos, estimulando la produccién de estas moléculas y facilitando su ingreso por la pared
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celular (Pérez, Coto, Echemendia, & Avila, 2015); durante la fase estacionaria permitiendo
solubilizar compuestos hidrofobicos (Morante et al., 2019). Se sabe que, especies del género
Pseudomonas sp. producen biosurfactantes ramnolipidos (Giraldo et al., 2014).

De modo que, los ramnolipidos son biosurfactantes (Vilasd, Rodriguez, & Abalos,
2016), encargados de biodegradar hidrocarburos alifaticos y aromaticos (Lujan, 2019); estos se
conforman por un glucésido de B- hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato y dos moléculas de
ramnosa (Vijayakumar & Saravanan, 2015). Disminuyen la tensién superficial del agua de 72
mN/m a 30 mN/m y la tension interfacial del agua/aceite de 43 mN/m a 1 mN/m. Los factores
nutricionales y ambientales como pH, nitrdgeno y temperatura controlan la biosintesis y
produccion de estos en las fases exponencial tardia y estacionaria de crecimiento (Toribio et al.,
2014). Por otro lado, los trehalolipidos reducen la tension superficial e interfacial de 25-40y 1-5
mNm, son principalmente producidos por especies como Mycobacterium, Nocardia y
Corynebacterium; los soforolipidos son una mezcla de seis a nueve soforolipidos hidréfobos
diferentes conformados por una soforosa de carbohidrato dimérica unida a un &cido graso
hidroxilo de cadena larga por enlace glicosidico, generalmente son producidos por levaduras; los
biosurfactantes lipopéptidos y lipoproteinas presentan actividad antimicrobiana y constan de un
lipido unido a una cadena polipeptidica; Bacillus subtilis produce el biosurfactante iturina con
actividad antibacteriana (Vijayakumar & Saravanan, 2015).

Asi mismo, la surfactina es un lipopéptido ciclico conformado por una estructura de
anillo de siete aminoacidos unidos a una cadena de acido graso por un enlace lactona; la
artrofactina es un lipopéptido ciclico que contiene once aminoacidos unidos a un acido graso 3-
hidroxidecanoil. Se encuentra dentro del grupo de la amfisina y su estructura quimica es similar a

la lokisina; la viscosina reduce la tension superficial del agua de 72 a 27 mN/m y esta
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conformada por acido hidroxidecandico, su estructura es similar a la tolasina, surfactina,
siringomicina y siringopéptina; la viscosamida es un metabolito primario perteneciente a los
depsipéptidos ciclicos y su estructura es similar a la viscosina. Posee aminoacidos D-glutamico y
Dglutamina; la lichenisina es un biosurfactante estable en condiciones extremas similar a la
surfactina, reduce la tensién superficial y la tension interfacial del agua a 27 y 0,36 mN m%; la
siringomicina es un lipodepsinonapéptido que tiene la secuencia Ser-D-Serl-D-Dab-Dab-Arg-
Phe-Dhb-(3-OH) Asp-(4 -CI)Thr, unidaa una cola de acido 3-hidroxidecanoico y 3-
hidroxitetradecanoico; la tolasina es una toxina lipopéptidica ciclica que produce disrupcion de
la membrana y tiene actividad biotensoactiva, consiste en 18 aminoacido; la putisolvina es
generada en ambientes contaminados con metales pesadosy PAHS; la entolisina contiene catorce
aminoacidos unidos al &cido 3-hidroxidecanoico (Toribio et al., 2014; Vijayakumar &
Saravanan, 2015).

De igual forma, los &cidos grasos, fosfolipidos y lipidos neutros son biosurfactantes con
aplicaciones médicas producidos por varias especies de bacterias y levaduras. Ademas, los
biosurfactantes poliméricos son ampliamente estudiados, entre ellos se encuentran: emulsan,
agente emisor eficaz de hidrocarburos en el agua; liposan, emulsionante extracelular soluble en
agua compuesto por carbohidratos y proteinas (83% y 17%), utilizado en las industrias
alimentarias y cosméticas; alasan; lipomanan y, complejos de polisacarido-proteina. Por
Gltimo, los biosurfactantes particulados estan conformados de proteina, fosfolipidosy
lipopolisacarido, desempefia un papel importante en la captacién de alcanos por las células
microbianas y son encontrados en las vesiculas de la membrana extracelular (Vijayakumar &
Saravanan, 2015). De forma general, los biosurfactantes presentan diversas propiedades, como

las observadas en la Tabla 9.
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Tabla 9. Propiedades de las moléculasbiosurfactantes.

Caracteristicas

Propiedades de interés

Los niveles de concentracion micelar critica (CMC)  Puede disminuir las tensiones superficiales e

son relativamente bajos.

interfaciales.

Su actividad superficial es alta.

Presenta bajosniveles de humectaciény penetracion.

Presenta una adsorcion gradualy actividad continua.  Su crecimiento microbiano mejora.

Presentan baja toxicidad y formacion de espumas. Realizan accionescomo la hidrofilicidad e
hidrofobicidad.
Son biodegradablesy biocompatibles. Pueden secuestrarmetalesy realizar accion

antimicrobiana.

Fuente propia

2.2.2.7. Principales Bacterias Productoras de Biosurfactantes. Las bacterias

productoras de biosurfactantes se pueden evidenciar en la siguiente tabla:

Tabla 10. Bacterias productoras de biosurfactantes.

Especie bacteriana Tipo de Biosurfactante Autor
Pseudomonassp Artrofactina (Toribio etal., 2014)
Pseudomonas maltophila Biosur - Pm (Nifio, 2019) (Raiger lustman &

Lopez, 2009)

Pseudomonas corrugate

Corrugatina (Toribio etal., 2014)

Pseudomonassyringae MSU 16H

Pseudomicina A (Toribio etal., 2014) (Di Giorgio,
Camoni, Marchiafava, & Ballio,

1997)

Pseudomonas fluorescens

DR54

Viscosina y viscosinamina (Toribio etal., 2014) (Janek,
Mironiczuk, Rymowicz, &

Dobrowolski, 2020)
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Pseudomonas putida PCL1445

Putisolvina 1y 11

(Toribio etal., 2014) (Eyiwumi

Oni et al., 2020)

Pseudomonassyringae pv.

syringae B301D

Iringomicina y siringopeptina

(Toribio etal., 2014)

Pseudomonassp DSS73 Amphisina (Toribio etal., 2014) (Loiseau et

al.,, 2018)
Pseudomonaskoreensis 2.74 Lokisina (Toribio etal., 2014)
Pseudomonas entomophila Entolisina

Pseudomonassp WJ6

Surfactina, fenhicinay

lichenisnina

Pseudomonasaeruginosa

ramnosil-p- hidroxidecanoil- f -
hidrodecanoato
(monoramnolipido) y el ramnosil-
ramnosil- B -hidroxidecanoil- 8 -

hidrodecanoato (diramnolipido).

(Toribio etal., 2014)

(Vijayakumar & Saravanan, 2015)

Serratiarubidea

Ramnolipido

Arthrobacter paraffineus

Trehalolipidos

Lactobacillusfermentii

Diglicosil diglicéridos

Arthrobacter sp.

Artrofactina

(Nifio, 2019)

Bacilluslicheniformis

Lichenisina A, Lichenisina B

(Vijayakumar & Saravanan, 2015)

(Nifio, 2019)

Bacillus subtilis Surfactina (Vijayakumar & Saravanan, 2015)
(Nifio, 2019)

Bacilluspumilus Surfactina (Nifio, 2019)

Thiobacillusthiooxidans

Sulfonilipidos

Acinetobacter radioresistens

Emulsan, Alasan

(Nifio, 2019) (Raiger lustman &

Lopez, 2009)
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Bacillusstrain Lipopéptidos (L6pez, Martinez, & Rodriguez,
2019)

Acinetobacter spp Fosfatidiletanolamina (Vijayakumar & Saravanan, 2015)

Acinetobacter spp. HO1-N Biosurfactantes particulados (Vijayakumar & Saravanan, 2015)

Fuente propia

2.2.3. Era antropogénica: problematica actual

Los hidrocarburos son compuestos semivolatiles que se mueven entre la atmosfera 'y la
superficie de la Tierra, considerandose como contaminantes persistentes ecosistemas terrestres,
acuaticos y aereos (Das et al., 2014; Quijano et al., 2017), donde los animales suelen poseerlos al
tener contacto dérmico e ingestion o inhalacion. Asi mismo, en seres humanos pueden atravesar
rapidamente las membranas celulares al ser liofilicos persistiendo de forma indefinida, causando
efectos respiratorios, cardiovasculares, gastrointestinales, hematoldgicos, hepaticos, neuroldgicos
y reproductivos (Das, et al., 2014). Por lo anterior, han generado una gran problematica
ambiental y sanitaria en los Gltimos afios, debido a sus efectos mutagénicos y cancerigenos en los
seres humanos (Shukla, Mangwani, Rao & Das, 2014).

Asi mismo, la presencia de hidrocarburos en fuentes hidricas inhibe el desarrollo de la
fotosintesis al impedir la penetracion de luz e intercambio de gases, permitiendo la solubilizacion
de sustancias que afectan a especies como el plancton y los microinvertebrados (Velasquez,
2016); cuando los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAH) provienen de derrames de
petrdleo son llamados petrogénicos, mientras que, si se producen por la quema de combustibles
fosiles e incendios forestales son llamados pirogénicos (Amaringoa et al., 2019). Los

compuestos pirogénicos de 10nm tienden a volatilizarse y distribuirse en el aire, acumulandose
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en el flujo vehicular o transportdndose a fuentes hidricas a través de la lluvia, causando de esta
manera una transferencia entre aire, agua y suelo (Amaringoa et al., 2019). Actualmente, la
principal fuente de produccion de HAP son los escapes de los motores de los vehiculos (Quijano
et al., 2017), considerandose como altamente hidréfobosy lipofilicos, adsorbiéndose y
acumulandose en la superficie del suelo y tejidos corporales de mamiferos ricos en lipidos. Es
por ello que, estos compuestos hidrocarbonados, resultan ser recalcitrantes, dificiles de degradar
en suelos contaminados y peligrosos para la salud humana debido a su persistencia, toxicidad,
mutagenicidad y carcinogenicidad (Das, Raj, Mangwani, Dash, & Chakraborty, 2014; Mendoza,
2018).

Por ello, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA) regulan el control de estas sustancias en el medioambiente (Romaniuk et al.,
2018), donde los principales paises encargados en disefiar politicas para el tratamiento y
remocion de hidrocarburos son EUA, Canada, Holanday Alemania (Mendoza, 2018);
identificados como prioritarios al naftaleno (C10Hs), acenafteno (Ci12H1o0), acenaftileno (Ci2Hs),
fluoreno (C13 Huo), fenantreno (C14H10), antraceno (C14H10), fluoranteno (C1sH10), pireno
(C16H10), benz(a)antraceno (C1sHz12), criseno (C1sH12), benzo(b)fluoranteno (C20H12),
benzo(k)fluoranteno (C20H12), benzo(a)pireno (C20H12), dibenzo(ah)antraceno (C22H14),
benzo(ghi)perileno (C22H12), indeno(1,2,3,cd) pireno (C22H12)”(Das et al., 2014; Quijano et al.,

2017; Mendoza, 2018).
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2.3. Marco Legal

El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (CDB) fue firmado el 5 de junio de 1992 en
la Cumbre de la Tierra celebrada en Rio de Janeiro, y entr6 en vigor el 29 de diciembre de 1993.
Es un tratado internacional que incluye tres objetivos principales: la conservacion de la diversidad
bioldgica, la utilizacion sostenible de sus componentes y la participacion justa y equitativa en los
beneficios que se deriven de la utilizacion de los recursos genéticos. Ademas, tiene como finalidad
el desarrollo de un futuro sostenible mediante la conservacién de la diversidad bioldgica
(ecosistemas, animales, plantas, hongos, microorganismos y diversidad genética). Tiene como
vision para 2050, la utilizacion adecuaday conservacion de la diversidad biolégica que permita
mantener la sostenibilidad del planeta; asi mismo, en la mision se tiene previsto que para el afio
2020 los ecosistemas puedan seguir otorgando beneficios a los seres vivos, contribuyendo al
bienestar y a la erradicacion de la pobreza (Carrillo et al., 2015; The Secretariat of the Convention
on Biological Diversity, 2017).

El Convenio de Basilea es un Acuerdo Multilateral sobre Medio Ambiente
(AMUMA), fue adoptado por 170 paises dentro del sistema de Naciones Unidas el 22 de marzo
de 1989 y cobro vigencia el 22 de marzo de 1989. Es el encargado de proteger al medio ambiente
y la salud humana de los efectos nocivos de la produccion, manejo y distribucion de los desechos
peligrosos (toda sustancia no degradable que constituye un peligro potencial a la salud humana o
a organismos Vvivos). Su principal objetivo es asegurarse de que los paises realicen una correcta
disposicion final de los desechos peligrosos, eliminandolos lo mas cerca posible del lugar donde

se generen, disminuyendo su capacidad de dispersion. En Colombia mediante la Ley 253 de 1996
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se dio paso a la aprobacion del Convenio de Brasilea, que se destaca por ser el primero y Unico
tratado internacional en materia de desechos peligrosos (Chaves, 2017; Sarmiento, 2019).

El Protocolo de Kioto fue inicialmente adoptado el 11 de diciembre de 1997 en Kioto,
Japon, pero entré en vigor hasta 2005. Por el momento, continda siendo vigente hasta diciembre
de 2020. Es el encargado de reducir las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) para
contribuir a la disminucion del cambio climatico. Establece leyes y politicas para gobiernos y
empresas con el fin de que cumplan los compromisos ambientales (Sarmiento, 2019; Zambrano,
2019).

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible, también conocidos como Objetivos Mundiales,
se adoptaron por todos los Estados Miembros en 2015 para poner fin a la pobreza, proteger el
planeta y garantizar que todas las personas gocen de paz y prosperidad para 2030. En total son 17
objetivos, dentro de los cuales 7 de ellos estan directamente relacionados con la problemética a
tratar en el presente trabajo de investigacién, siendo: 2) Hambre cero; 3) Salud y bienestar;
7)energia asequible y no contaminante; 11) ciudadesy comunidades sostenibles; 12) produccion
y consumo responsables; 13) accién por el clima y 15) vida de ecosistemas terrestres (ONU, 2015;
Gomez, 2017).

La Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Medio Humano (Conferencia de
Estocolmo) fue celebrada en Estocolmo, Suecia desdeel 5 al 16 de junio de 1972 (Gorosito, 2017,
Sarmiento, 2019). Acordd una Declaracion de 7 puntos y una Resolucién de 26 principios. En la
presente investigacion se tendran en cuenta los siguientes principios (Gorosito, 2017):

> Principio 1. EI hombre tiene el derecho fundamental a gozar de bienestar

en un ambiente de calidad tal que le permita llevar una vida digna. Asi mismo, tiene la
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solemne obligacion de proteger y mejorar el medio ambiente para las generaciones
presentes y futuras.

> Principio 2. Los recursos naturales de la tierra (aire, agua, tierra, flora y
fauna) deben preservarse en beneficio de las generaciones presentes y futuras.

> Principio 3. La capacidad de la tierra para producir recursos vitales
renovables debe mantenerse y, siempre que sea posible, restaurar o mejorar.

> Principio 5. Los recursos no renovables de la Tierra deben emplearse
evitando el peligro de su futuro agotamiento, para asegurar que los beneficios sean
compartidos por toda la humanidad.

> Principio 6. Ladescarga desustancias toxicas o deotras debe detenerse con
el fin de garantizar que no ocurran dafios graves o irreversibles en los ecosistemas.

> Principio 12. Los recursos naturales se deben preservar para mejorar el
medio ambiente.

> Principio 13. Los Estados deben implementar planes de desarrollo para
garantizar la proteccion y mejoramiento del medio ambiente.

> Principio 20. Los paises deben promover el desarrollo y la investigacion

cientifica que puedan solucionar los problemas ambientales.

El Protocolo de Louisiana 29B, es una norma ambiental internacional implementada en
Colombia, que consta de 25 capitulos, destacandose el capitulo 3 “Control de la contaminacion —
Almacenamiento in situ, Tratamiento y Disposicion de residuos de Exploracion y Produccion

(residuos E & P) generados de Perforacion y Produccion de Petroleo y Pozos de gas”, en el cual
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se regulan los pardmetros permisivos para el manejo de los residuos en las fases de exploracion y

produccion por parte de las industrias de hidrocarburos (Soto, 2017; Castafio, 2018).

En la tabla 13, se establecen los limites permisibles de los parametros de metales e

hidrocarburos totales de petroleo (TPH), para estabilizacion de lodos y suelos contaminados.

Tabla 11.Pardmetros permisibles de los metalese hidrocarburostotales de petrdleo (TPH).

PARAMETROS VALOR
pH 6.0-9.0
Conductividad eléctrica < 4.0 ohm/cm
Relacion de absorcion de sodio <12.0
Porcentaje de sodio intercambiable <15.0%
Grasasy aceites <1.0%
Arsénico 10.0 mg/kg
Bario 20000.0 mg/kg
Cadmio 10.0 mg/kg
Plomo 500.0 mg/kg
Mercurio 500.0 mg/kg
Selenio 10.0 mg/kg
Plata 200.0 mg/kg
Zinc 500.0 mg/kg

Fuente: (Informe de monitoreo de suelos, 2014; Soto, 2017)

En 1961 se llevo a cabo en Alemania la primera legislacion referente a la
biodegradabilidad de los tensoactivos, la cual exigia que los tensoactivos anionicos fuese
biodegradado en un porcentaje del 80% (biodegracion primaria). Posteriar a ello en el 2004 se
promulgarén gran cantidad de leyes referentes a la regulacion y uso de los tensoactivos con el fin

deresolver las problematica ambientales, lo que implico crear reglamentos para mejorar la claridad
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y racionalidad de dichas leyes (Catarero, 2010; Fernandez, 2011). Estos reglamentos se pueden

observar en la Tabla 14.

Tabla 12. Normativa internacional sobre tensoactivosy medio ambiente.

Reglamentacién

Tema

Reglamento (CE) n° 648/2004

Parlamento europeo y del consejo de 31 de marzo de

2004 sobre detergentes

Reglamento (CE) n° 1336/2008

Clasificacion, etiquetado y envasado de sustancias y

mezcla

Reglamento (CE) n°219/2009

Procedimiento de reglamentacién con control

Reglamento (CE) n°259/2012

Uso de fosfatosy otros compuestosde fésforo en

detergentes

Reglamento (CE) n°907/2006

Métodos de ensayo de biodegradabilidad, Etiquetado y

hoja informativa de ingredientes

Reglamento (CE) n°551/2009

Lista de tensoactivos objetos de excepcion y detergentes

prohibidos / limitados.

Fuente propia

El Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia, cubre todos los

posibles dominios que estan directa o indirectamente relacionados con la diversidad biol6gica y

su papel en el desarrollo, desde la ciencia, la politica y la educacion hasta la agricultura, los

negocios, la cultura y mucho mas. En la 10® Reunion de la Conferencia de las Partes (COP),

celebrada en Cartagena del 17 al 21 de octubre de 2010, se llevoé a cabo la “Declaracion de

Cartagena” relacionada con la prevencion, minimizacién y recuperacion de desechos peligrosos

(Bernal, Galan, & Villa, 2011; Pérez, 2017).
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El Consejo Nacional Ambiental aprobd el 16 de diciembre de 2005, la Politica Ambiental
para la Gestion Integral de los Residuos o Desechos Peligrosos. Ese mismo afio entré en
vigencia el Decreto 4741: “Por el cual se reglamenta parcialmente la prevencion y el manejo de
los residuos o desechos peligrosos generados en el marco de la gestion integral” (Trujillo &
Ramirez, 2012).

La Constitucion Politica de Colombia de 1991 presenta articulos con relacién directa a
la contaminacion de hidrocarburos, entre los cuales se destacan: Art. 8. Riquezas culturales y
naturales de la Nacion; Art. 79. Ambiente sano; Art. 80. Planificacion del manejo y
aprovechamiento de los recursos naturales; Art. 95. Proteccion de los recursos culturales y
naturales del pais. Asi mismo, se menciona al recurso suelo en los articulos: Art. 360. Explotacion
deun recurso natural no renovable; Art. 361. Conocimiento y cartografia geoldgica del subsuelo;
Art. 366. Mejoramiento dela calidad devida de la poblacién (Suarez, 2013). Latabla 15 representa

las principales normas implementadas en Colombia.

Tabla 13. Principales normasimplementadasen Colombia para el mantenimiento y proteccion del recurso suelo.

Norma Objetivos
Decreto ley 2811 de 1974 Codigo Nacional de Recursos Naturales Renovablesy
Principales Articulos: 8; 182-186; 324-326 de Proteccion al Medio Ambiente
Ley 99 de 1993 Creacion del Ministerio del Medio Ambientey Organiza

el Sistema Nacional Ambiental (SINA)

Decreto 1753 de 1994 Licencia ambiental LA
Decreto 2150 de 1995 Reglamentacién de la licencia ambiental
Decreto 4741 de 2005 Plan Nacional de Contingencia contra derrames de

Principales Articulos: 10 #(h); 16 #(e); 17 #(g).  Hidrocarburos, Derivados y Sustancias Nocivas

Decreto 321 de 1999 Plan Nacional de Contingencia contra derrames de

Hidrocarburos, Derivados y Sustancias Nocivas
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Ley 2 de 1999 Reserva forestal y proteccidn de suelos y aguas
Decreto 1594 de 1984 Normas de vertimientos de residuos liquidos
Ley 388 de 1997 Ley de ordenamiento territorial para la reglamentacion

de los usos del suelo

Fuente propia

La Politica Nacional para la Gestién Integral Ambiental del Suelo (GIAS) se desarroll6
en el afio 2011 mediante convenio MADS — IDEAM vy, tiene como objetivo contribuir a la
conservacion y uso sostenible del suelo preservando la biodiversidad y sus servicios ecosistémicos
(Ministerio del medio ambiente y desarrollo sostenible, 2013). La tabla 16 representa el anexo 2
del libro VI del texto unificado de legislacion secundaria del ministerio del ambiente: norma de
calidad ambiental del recurso suelo y criterios de remediacion para suelos contaminados, establece

los criterios de calidad del suelo.

Tabla 14. Parametros para la calidad ambiental del recurso suelo y criterios de remediacion para suelos contaminados.

Parametro Unidades* Valor

Parametros Generales

Conductividad uS/cm 200
pH 6a8
Relacion de adsorcion de Sodio (Indice SAR) 4%

Parametros inorganicos

Arsénico mg/kg 12
Azufre (elemental) mg/kg 250
Bario mg/kg 200

Boro (soluble en agua caliente) mg/kg 1
Cadmio mg/kg 05

Cobalto mg/kg 10




Cobre mg/kg 25

Cromo Total mg/kg 54
Cromo VI mg/kg 04
Cianuro ma/kg 0.9

Estafio mg/kg 5
Fluoruros mg/kg 200
Mercurio mg/kg 0.1
Molibdeno mg/kg 5
Niquel mg/kg 19

Plomo mg/kg 19

Selenio ma/kg 1
Vanadio mag/kg 76

Zinc mg/kg 60

Parametros organicos

Benceno mg/kg 0.03
Clorobenceno ma/kg 0.1
Etilbenceno ma/kg 0.1
Estireno ma/kg 0.1

Tolueno ma/kg 0.1

Xileno ma/kg 0.1

PCBs mg/kg 0.1
Clorinados Alifaticos (cada tipo) mg/kg 0.1
Clorobencenos (cada tipo) mg/kg 0.05
Hexaclorobenceno mg/kg 0.05
Hexaclorociclohexano mg/kg 0.01
Fendlicos no clorinados (cada tipo) mg/kg 0.1
Clorofenoles (cada tipo) mg/kg 0.05

54
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Hidrocarburostotales (TPH) ma/kg <150
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPS) ma/kg 0.1
cada tipo

Fuente: (Ministerio del medio ambientey desarrollo sostenible, 2013).

El Ministro de Salud y Proteccion Social y el Ministro de Ambiente y Desarrollo
Sostenible, mediante la resolucion 689 de 2016 adopta “el reglamento técnico que establece los
limites méaximos de fésforoy la biodegradabilidad de los tensoactivos presentes en detergentesy
jabones, y se dictan otras disposiciones” (Ministerio de salud y proteccion social, 2016).

La Corporacion Autonoma Regional de la Frontera Nororiental (CORPONOR),
ratifica en la Resolucion N° 256 del 2020 su gestion frente a los sistemas de calidad ambiental,
previniendo y mitigando el impacto ambiental negativo provocado en el desarrollo de las
actividades, productosy servicios llevados a cabo por el hombre (Corporacion Auténoma Regional
De La Frontera Nororiental -CORPONOR, 2020).

Asi mismo, en la Resolucion N° 539 del 2012 regula la compensacion ambiental para las
licencias ambientales otorgadas a las empresas de explotacion minera (Corporacion Auténoma
Regional De La Frontera Nororiental -CORPONOR, 2012).

La Resolucion 2162 del 2017, establece una solicitud de Acceso a Recursos Genéticos y
Productos Derivados para el programa denominado “Biotecnologia y Biodiversidad microbiana”
llevado a cabo por la Corporacion para la Investigacion de la Corrosion (C.I1.C.). Este busca
implementar una estrategia de bioprospeccion y comercializacion de biocatalizadores haciendo
uso de la Biotecnologia para lograr una independencia economica (Ministerio de ambiente y

desarrollo sostenible, 2017).
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Teniendo en cuenta la reglamentacion mencionada anteriormente, no fue posible encontrar
normativas a nivel regional y nacional sobre la produccion, uso y control de biosurfactantes en

ambientes contaminados con hidrocarburos.
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3. Metodologia

La siguiente metodologia se propone para la revision de investigaciones enfocadas en
bacterias hidrocarbonoclastas y su potencial biotecnolégico en la produccién de moléculas
biosurfactantes con el interés de proximas investigaciones en campo para la biorremediacion de
suelos afectados por estas sustancias.

El proposito especifico es el analisis e interpretacion del potencial biosurfactante de
bacterias hidrocarbonoclastas en procesos de biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos en la presente era antropogénica teniendo en cuenta la panoramica y los desafios

nacionales.

3.1. Tipo de Investigacion

Este proyecto de investigacion es de tipo monogréafico, descriptivo y exploratorio,

encargado del analisis documental referente al aislamiento, caracterizacion fenotipica e

identificacion molecular de microorganismos con potencial biosurfactante en suelos contaminados

por hidrocarburos y su papel en la era antropogeénica.

3.2. Método de Investigacion

3.2.1. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos
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Para el desarrollo de este trabajo monografico se emplearon fuentes de informacion de tipo

secundarias, tales como libros, periédicos, trabajo de grados, articulos cientificos y de revision.

3.2.2. Técnicas para la Presentacion de Datos, Tablas y Gréficos Estadisticos.

La informacion recolectada se organizé empleando tablas, fichas de barrido documental y
graficos de barras para una mayor comprension. Asi mismo, se utilizaron algunos softwares

estadisticos y programas de disefio para reforzar la visualizacion de los resultados obtenidos.

3.2.3. Fuentes de Informacion.

Para la seleccion de la informacién se emplearon bases de datos como WEB OF SCIENCE
y IEEE XPLORE disponibles en la biblioteca virtual de la universidad Francisco de Paula
Santander. Asi mismo, SCIELO, SCIENCEDIRECT, ELSERVIER, GOOGLE ACADEMICO,
DIALNET y REDALYC. Se consultaron los repositorios pertenecientes a la Universidad
Francisco de Paula Santander sede Ocafia, Universidad Industrial de Santander, Fundacion
Universidad de América, Universidad de Granada, Instituto Politécnico Nacional de México, entre
otros, para la obtencion de tesis de pregrado y posgrado relacionadas con la biorremediacion de
hidrocarburos. Como segunda fuente de informacion se emplearon paginas oficiales de entes
reconocidos como son la Corporacién autonoma regional de la Frontera Nororiental

(CORPONOR)Yy la Environmental Protection Agency (EPA).
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3.3. Hipdtesis

Mediante recoleccion de informacion cientifica es posible resumir, categorizar y analizar
estudios recientes sobre la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos mediada
por bacterias hidrocarbonoclastas, discutiendo sus caracteristicas y mecanismos asociados a la
produccion de biosurfactantes, pudiendo describir su potencial biotecnoldgico y su impacto en la

presente era antropogenica.
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4. Obtencién de Bacterias con Potencial Biosurfactante Empleadas en Procesos de

Biorremediacion en Suelos

4.1. Muestreo y Caracterizacion de la Zona Afectada

La elaboracion deun plan de muestreo, es esencial, en toda investigacion que requiera la
toma de muestras de cierta zona contaminada. Este plan permite determinar las areas que presentan
potencial interés, proporcionando el numero minimo de puntosa muestrear y delimitando la zona
afectada (Corporacion Autonoma Regional de Cundinamarca -CAR, 2018).

Para la recoleccion de la informacion general del terreno, es importante conocer el nimero
de identificacion del punto de muestreo, la fecha (dia, mes, afio) y, la unidad de susceptibilidad de
degradacion por erosién y/o salinizacion, segun el analisis de la informacion del estudio de suelos.
Asi mismo, es importante tener la localizacién exacta del lugar objeto de estudio al nombrar el
departamento, municipio, vereda y el sitio preciso en donde se ha derramado crudo, también se
debe realizar una georreferenciacion mediante coordenadas geograficas o planas; por ultimo, se
debe recolectar un contacto (propietario, encargado o asistente técnico de la finca, etc.) en caso de
necesitar algunos datos de importancia. Por otro lado, se debe realizar una descripcion detallada
del lugar donde se encuentra la muestra, mediante la obtencion de datos como la geomorfologia,
en donde se debe describir el paisaje, el tipo de relieve, la forma, la longitud e inclinacién de la
pendiente; también se debe mencionar el clima de la zona para poder precisar la humedad y la
temperatura del lugar. Por ultimo, es fundamental conocer si el suelo es empleado para actividades
agricolas (cultivos semestrales, anuales, bianuales, perennes), ganaderas (extensiva, intensiva,

confinada), mineras, urbanas, industriales o cualquier otro uso, reportando las practicas de manejo
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que se llevan a cabo en este lugar, tales como mecanizacion agricola, fertilizacion, riego, drenaje,
entre otros (Corporacion Auténoma Regional de Cundinamarca -CAR, 2018)

Una vez se ha detallado y caracterizado la zona contaminada, se debe realizar el disefio de
un sistema de muestreo que pueda ser representativo y que permita la toma de muestras
homogéneas o similares, para esto se lleva a cabo un anélisis de representatividad espacial, en
donde se ubican las posibles zonas de muestreo y se determinan los transectos, teniendo en cuenta
la accesibilidad de trabajo vy, la representatividad de las unidades. Se debe tener en cuenta que en
las zonas de muestreo se puedan evidenciar las vias de acceso y la heterogeneidad de las unidades,
para asi, determinar los sitios de muestreo. Una vez se han identificado los sitios de muestreo, los
mismos deben ser ubicados dentro de los transectos empleando el método de red rigida, que es
usada en mapas con escala de gran detalle, en donde se verifican unidades cartograficas
(Corporacion Autonoma Regional de Cundinamarca—-CAR, 2018).En la georreferencia de la zona
de muestreo se pueden emplear herramientas visuales como Google Maps, Google Earth, GPS o
algunos Software especificos como gvSIG, Georefencer, ArcView, entre otros. Como ejemplo, se
anexa la figura 1 que permite evidenciar la ubicacion satelital de la Vereda Campo Alegre,
perteneciente al Municipio de Toledo, Norte de Santander, donde se presentaron derrames de

petréleo crudo en el suelo.

=8

Figura 1. Ubicacion Satelital de la Zona Afectada en la Vereda Campo Alegre (7°16'27.3"'N 72°26"36.2"'W)

Nota. Fuente propia
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Uno de los aspectos a tener en cuenta es el tamafio de muestra, ya que, cuando es
insuficiente para desarrollar la investigacién propuesta, no se podrian dar conclusiones sélidas,
pues siempre se mantendra incertidumbre en los resultados obtenidos, algo que no beneficiaria a
los autores del trabajo de investigacion ni al pablico susceptible. Por otro lado, cuando el tamafio
de muestra es superior al requerido, se incurren en gastos innecesarios de tiempo, dinero, esfuerzo,
materiales, reactivos y personal (Rendoénetal., 2017).

Uno de los métodos que se puede emplear para saber el tamafio de la muestra en una
investigacion es mediante la Teoria de Gy para el “muestreo de materiales particulados” que
provee las bases requeridas para definir el tamafio necesario para caracterizar un material como el
suelo; esto se logra relacionando el tamafio de particula de un material con el tamafio de la muestra
a tomar para la unidad que se desea evaluar. Por consiguiente, la cantidad de suelo que se va a
recolectar por cadamuestra depende dedistintos factores, tales como: el sitio a muestrear, el disefio
de muestreo seleccionado, el tipo de muestras (simple o compuesta), la exactitud y precision y, los
recursos econdmicos disponibles. Por ultimo, la cantidad de suelo para cada muestra se puede

determinar por el tipo y nimero de pardmetros a analizar, tal como se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15. Cantidad de Muestra Requerida Segun el Analisis a Realizar

Analisis Muestra (g)

Caracterizacién quimica: carbono organico, 500

pH, CIC, Ca,Mg, N, Py K

Caracterizacion fisica: textura, densidad 500-2000

Contaminantes inorgénicos: principalmente 150

metales
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Microbioldgico (bacteriasy hongos) 100

Nota. Fuente: (Volke et al., 2005).
En otras ocasiones, se puede emplear la ecuacion 1 para determinar el tamarfio de la
muestra contaminada con hidrocarburos en un muestreo aleatorio simple, utilizando la Ecuacion

1.

Zz* *g* N
n= (1)
NxE“+Z“*xpx*q

Donde N es el tamafio de la poblacion, Z es el nivel de confianza, E es error o precision, p
es la proporcidn esperada, g es 1 menos p y, n representa al tamafio de la muestra (E. P. Rodriguez,
2018). Ademas, en un trabajo de investigacion descrito por Ramirez et al., (2002) indicaron que el
tamafio de la muestra se determina empleando un muestreo estratificado, estableciendo un primer
estrato con referencia al suelo utilizado para actividades agricolas y, un estrato dos para un suelo
con uso potencial de agostadero, realizando analisis de varianza para cada estrato permitiendo
tener un control de calidad al agregar un 10% de muestra al tamafio real.

Ademas, es importante sefialar que previo a la toma de muestras se recomienda que los
materiales a emplear sean esterilizados en autoclave; asi mismo, las personas encargadas de
realizar esta labor deben utilizar elementos de proteccion personal como guantes, casco y

protectores visuales para evitar la contaminacién de las muestras a analizar en laboratorio.

4.1.1. Tomade Muestra en Suelos Contaminados con Hidrocarburos



64

Como ya se menciond, antes de realizar cualquier procedimiento se debe georreferenciar
la zona de muestreo, definiendo y caracterizando el lugar afectado, limpiando y eliminando
cualquier resto de materia organica que se encuentre en la superficie del suelo. Posteriormente, se
debe realizar un muestreo en el lugar contaminado que puede ser de tipo aleatorio simple, zigzag
0 lineal.

Dentro del area contaminada, se seleccionan entre 3, 6, 8 0 10 puntos de muestreo, que
pueden ser perforados con materiales como la barrena Riverside, espatula o pala. Las muestras
suelen recolectarse a diferentesprofundidadesdesde 5cmhasta60cm, clasificandose como simples
cuando se recolectan a partir de una sola extraccion o compuestas cuando se realiza la mezcla de
varias muestras simples (Sosa, 2012)13; Moreno & Abasolo, 2019); cabe resaltar que cantidad de
muestras a procesar dependerd (Aguilar, 2013; Moreno & Abasolo, 2019) del total de
procedimientos a realizar en el laboratorio.

Ademas, en cada punto de muestreo se recomienda evaluar parametros fisicoquimicos in
situ, como el pH y la temperatura (Brisefio, 2018). Para el primero se recomienda el uso del
peachimetro (Brisefio, 2018) o tiras de papel tornasol y, para la temperatura se emplea usualmente
un termémetro de mercurio, realizando su lectura como se observa en la figura 2 (Moreno &

Abasolo, 2019).

Figura 2. Medicion de la Temperatura In Situ

Nota. Fuente: (Moreno & Abasolo, 2019).
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Una vez recolectadas todas las muestras a procesar, se almacenan (Moreno & Abasolo,
2019) en bolsas de polietileno, recipientes de polipropileno o frascos de vidrio &mbar, la eleccion
dependera de las disponibilidades que presente cada investigador (Becerra & Horna, 2016;
Brisefio, 2018; Mondragon, 2011; Moreno & Abasolo, 2019; Ordofiezet al., 2018). Seguidamente,
se realiza su debido etiquetado teniendo en cuenta los datos requeridos como nimero de muestra,
peso, ubicacion y fecha. Por Gltimo, para conservarlas durante su transporte son almacenadas en
un cooler o refrigeradora portéatil capaz de mantener una temperatura de 4°C hasta su llegada al

laboratorio para su andlisis y procesamiento dentro de las proximas 24 horas (Liporace, 2018).

4.2. Aislamiento de Microorganismos Presentes en Suelos Contaminados con Hidrocarburos

En los suelos, los microorganismos cumplen un papel fundamental en el mantenimiento de
los ciclos biogeoquimicos y transformacion de nutrientes (Luna et al., 2017). No obstante, su
trabajo se imposibilita en suelos con presencia de hidrocarburos que modifican diversos
parametros fisicoquimicos como el pH, temperatura, humedad, conductividad eléctrica y
concentracion de iones (Esquivel et al., 2018). El aislamiento de microorganismos capaces de
sobrevivir en estas condiciones resulta en una tarea compleja para diversos investigadores en todo
el mundo.

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran en consorcios formados por colonias
de diversos microorganismos; sin embargo, para su posterior estudio y analisis en el laboratorio,
se requiere la obtencion de los mismos en cultivos puros mediante la seleccion de diferentes
medios de cultivos, encargados de suministrarles los nutrientes éptimos para su crecimiento,

generandoles un ambiente favorable para su correcto desarrollo (Gil et al., 2021). Cabe resaltar
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que, las caracteristicas del medio de cultivo determinaran la eficiencia de los microorganismos
para crecer en el mismo, teniendo en cuenta variables como salinidad, pH y capacidad metabdlica

para la asimilacion de los nutrientes en el medio (Catalan et al., 2017)

4.2.1. Técnica de Enriquecimiento

En el aislamiento de las bacterias hidrocarbonoclastas con potencial biosurfactante, la
tecnica de medios de cultivos enriquecidos es ampliamente utilizada. En esta metodologia al medio
de cultivo se le afiade un hidrocarburo, ya sea de tipo comercial como el Diesel o del mismo
hidrocarburo obtenido en la zona de muestreo, a partir del cual, el microorganismo empleard como
fuente de carbono y energia para desarrollarse correctamente.

A continuacion, se detallan los medios de cultivo que se usan como base para la técnica de

enriquecimiento con la respectiva metodologia reportada por diversos autores.

4.2.1.1. Medio Minimo Salino (MSM). Es usualmente empleado en la técnica de
enriquecimiento de suelo contaminado con petroleo para la obtencion de aislados bacterianos con
potencial biosurfactante (Pacwa et al., 2014). Para el aislamiento de las cepas se toma 1 gr de suelo
y se agrega en un Medio Minimo Salino (MSM) con un 2% (v/v) de petrdleo crudo como fuente
de carbono manteniendo un pH del medio de 7,0 £ 0,2; luego se incuba a 25 °C durante 7 dias en
un shaker rotatorio a 150 rpm (Hanano et al., 2017a; Patowary et al., 2017a). Después de la
inoculacion, se pueden sembrar 10 ml del inoculo en placas de Petri que contienen 10 ml de MSM
con 20g/l de Agar y el petréleo crudo como fuente de carbono, durante 72 horas a 25°C (Liporace

etal., 2019; Liporace, 2018) realizando el proceso por triplicado para obtener colonias mas puras.
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4.2.1.2. Medio Luria Bertani (LB). Este medio de cultivo permite el desarrollo de
diversas cepas microbianas, ya que, presenta gran contenido de nutrientes. Los autores Becerra &
Horna, (2016) realizaron una investigacion para el aislamiento de microorganismos productores
de biosurfactantes y lipasas a partir de efluentes residuales de camales y suelos contaminados con
hidrocarburos, donde agregaron 10 gramos de suelo con residuos de hidrocarburos (10%) en 100
ml de diferentes Caldos planteados en su investigacién, como Caldo Luria Bertani (LB) mas
emulsion de yema de huevo al 5%, Caldo Luria Bertani mas petrdleo al 5% y, Caldo Luria Bertani
mas glicerol al 5%. Posteriormente incubaron a 30°C durante 72 horas y a 120 rpm. Luego de la
incubacidn, realizaron diluciones seriadas en cada uno de los caldos y finalmente se sembraron en

placas con Agar Caso.

4.2.1.3. Agar Nutritivo (AN). Es utilizado para el aislamiento de microorganismos que
presentan escasos requerimientos nutricionales. En una investigacion desarrollada por Ali Khan et
al., (2017) cuyo objetivo fue investigar el potencial de cuatro cepas bacterianas en la produccion
de biosurfactantes y la degradacion de hidrocarburos, realizaron un tamizado en las muestras de
suelo a2 mm en placas de Agar Nutritivo (AN) modificado con aceite Diesel esterilizado con filtro
al 1% y 100 g/l de Fluconazol para evitar el crecimiento de hongos, posteriormente inocularon las
cepas en caldo de Bushnell Haas (BHB), en condiciones estaticas a 30°C, esto se hizo por
triplicado. Después de ello, se modificd el medio BHB con tres fuentes de carbono diferentes
(Diesel, crudo y aceite gastado de motor), para evaluar el crecimiento de cada cepa después de 13

dias de incubacion a 30 °C.
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4.2.2. Técnica por Diluciones

La separacion fisica de los microorganismos mediante diluciones seriadas es otra técnica
de aislamiento microbiano, donde se toman 5 gramos del suelo que contiene el hidrocarburo y se
inocula a 50 ml en caldo R2B a 25°C por 72 horas. Seguido del tiempo de incubacion, se toma 1
ml del caldo y se realiza una dilucion en serie de 10-1 a 10-% en agua destilada estéril efectuando la
siembra al incorporar 20 ml de la Gltima disolucion en Agar papa dextrosay caldo R2B, por 48
horas a 30 y 25 °C respectivamente (Aguilar, 2013). Otra metodologia propuesta consiste en
agregar 1 ml del inoculo a100 ml de MSM frescos e incubar a 35°C durante 7 dias; al finalizar los
7 dias, se toma 1 ml delinoculo para realizar diluciones seriadas de 104y 106 en placas de Agar
Nutritivo, incubandose a 35°C durante 24 horas, realizando el proceso por triplicado (Patowary et
al., 2017). Asi mismo, en el estudio desarrollado por Moreno & Abasolo, (2019) para el
aislamiento de la flora bacteriana presente en el suelo contaminado con petréleo, se agregaron 5
gr de suelo en 50 ml de agua destilada estéril y realizaron diluciones seriadas desde 10-! hasta 10
5 luego tomaron 100 pl de las diluciones 101, 103y 10-°y las sembraron en placas con medio de
cultivo PCA suplementado con diésel e incubando a la temperatura de la zona de muestreo (24°C)

durante 48 horas, este procedimiento se hizo por duplicado.

4.3. Purificacion Y Obtencion De Microorganismos Presentes En Suelos Contaminados

Con Hidrocarburos

Generalmente, la purificacion de los aislados se realiza al cultivarlos en Medio Minimo

Salino (MMS) modificando su fuente de carbono, agregando 1ml del hidrocarburo al 2% v/v; se
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incuban por 7 dias a temperatura ambiente con agitacion de 115rpm y se realizan observaciones
en la turbidez del medio, clasificando el nivel con cruces (+)(Mondragon, 2011; Santos, 2017).
Algunos autores emplean el Agar petrdleo para identificar las bacterias degradadoras del
hidrocarburo y, asi obtener colonias especializadas (Moreno & Abasolo, 2019), sumado al Agar
Cromogeénico, Cetrimide y Luria-Bertani (LB) (Moreno & Abasolo, 2019) especificos para
identificar algunos géneros bacterianos (Hanano et al., 2017; Quispe, 2019). De igual forma, el
crecimiento celular puede ser determinado mediante la produccion de biomasa durante 14 dias,
empleando el espectrofotometro con una densidad dpticade 600 nm (Liporace, 2018; Ordofiez et

al., 2018).

4.3.1. ldentificacidbn Macroscépica, Microscépica y Bioquimica

La identificaciébn microbiana mediante la caracterizacion morfolégica de las colonias
bacterianas presentes en los diferentes medios de cultivo permite identificar la taxonomia de los
aislados obtenidos (Argoti, 2019). Por lo general, las cepas bacterianas previamente aisladas y
purificadas, suelen identificarse macroscopicamente segun la elevacion, borde y forma de su
colonia (Hanano et al., 2017). Ademas, se requiere realizar la distincién del tipo de pared celular
que presentan los aislados obtenidos; para ello, se lleva a cabo la tincién Gram implementando la
técnica de Christian Gram (Aguilar, 2013; Quispe, 2019). Para su realizacién, se toma una asada
del cultivo bacteriano y se dispone en un cubre objetos junto con una gota de agua destilada,
fijandose al calor. Luego se cubre con el colorante cristal violeta (1 min.), se lava con agua
destiladay se agrega el fijador Lugol (1 min.); posteriormente se afiade alcohol-acetona (30 seg.),

se enjuaga con agua destilada y se agrega el colorante safranina (1 min.). Al finalizar el
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procedimiento, las bacterias Gram positivas se observan de un color morado y las bacterias Gram
negativas se observaran de color rosado (Brisefio, 2018; F. A. Liporace, 2018; Moreno & Abasolo,
2019).

Asi mismo, las bacterias presentan la capacidad de crecer sobre diversos sustratos, debido
a su versatilidad metabodlica (Fernandez et al., 2010; Séanchez et al., 2017). Las pruebas
bioguimicas permiten identificar las rutas metabdlicas que emplea el microorganismo para tolerar
diferentes fuentes de carbono mediante la produccién de enzimas celulares (Argoti, 2019). Para la
caracterizacion de bacterias capaces de crecer en suelos con presencia de hidrocarburos, se suelen
emplear diversas pruebas bioquimicas que incluyen fermentacion de carbohidratos, hidrolisis de
esculina y gelatina, prueba de urea, indol, descarboxilasa, catalasa y oxidasa; asi como la
produccion de &cido sulfhidrico (H2S), la siembra en agar LIA, Citrato de Simmons y la
inoculacién en TSI; teniendo en cuenta pardmetros como una temperatura de incubacion a 40°C

durante 24h — 48h (Brisefio, 2018; Mondragon, 2011; Quispe, 2019; Santos, 2017).

4.4. Caracterizacion de aislados bacterianos y suelos contaminados con hidrocarburos

Los suelos contaminados con petréleo crudo tienden a presentar pH bajos, esto es debido
a la baja concentracion de cationes intercambiables o por la liberacion de diversos compuestos
organicos y/o acidos grasos generados en la biodegradacion del hidrocarburo (Zamora etal., 2012).
Asi mismo, estos suelos poseen una textura franco-arcillo-arenosa con un bajo contenido de
carbono organico y una disminucién de sales solubles (P. Rivera et al., 2018). Lo anterior se puede
corroborar segun lo expuesto en el trabajo de investigacion realizado por Marin et al., (2018) donde

la muestra de suelo a evaluar presento inicialmente una textura franco-arenosa arcillosa con un
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54% de arena, un 23% dearcilla y un 23% de limo, deigual forma, se determiné un pH fuertemente
acido y, un contenido de materia organica alto.
Un ejemplo de un suelo afectado con hidrocarburos en el Municipio de Toledo, Norte de

Santander se puede evidenciar en la figura 3.

Figura 3. Derrame De Hidrocarburos En Suelos De Toledo, Norte De Santander

Nota. Fuente Propia

Ademas, cuando los suelos son contaminados con hidrocarburos aromaticos policiclicos,
se evidencian algunas propiedades como un pH de 5.12, un contenido de carbono organico de 28.6
0/Kg, una capacidad de intercambio cationico de 22.3 cmol©/Kg y una conductividad eléctrica de
0.61 dS/m. Asi mismo, se observa una cantidad de fosforo extractable de 10.2 mg/Kg con 2.62
mg/g de nitrogeno total y, en cuanto a la textura del suelo se muestra un contenido de 57.6% de
arena, 23,2% de limo y, un 19.2% de arcilla (Torri etal., 2018). Segun la informacién recolectada
en el articulo de investigacion realizado por Torri et al., (2018), la muestra de suelo que se empleo

para disipacion comparativa de antraceno y fenantreno evidencié como caracteristicas iniciales un
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contenido de 19.2%, 23,2% y 57,6% de arcilla, limo y arena, respectivamente; también se observé
un pH de 5.12 con un contenido de carbono organico de 28.6 g/Kg. Asi mismo, se presentd una
capacidad de retencién de agua de 19.3%, un 2.62 mg/g de Nitrogeno total, una conductividad
eléctrica de 0,61 dS/m, con una capacidad de intercambio catiénico de 22.3 cmol (c)/Kg. Estos
suelos con presencia de fenantreno y antraceno se distinguen por presentar algunas propiedades
iniciales, tales como textura franco-limosa y un pH de 6,76; ademas de un contenido total de
nitrégeno de 2,66 g N kg -1y, un 21,8 g C kg " de carbono orgéanico total (Pérez et al., 2020).

La aplicacion de la técnica de enriquecimiento para el aislamiento de bacterias de suelos
contaminados con petroleo, permite el crecimiento de varias cepas bacterianas con la capacidad
de degradar hidrocarburos y producir biosurfactantes (Liporace et al., 2019). Asi mismo, varios
autores evidenciaron la reduccion de la tension superficial del medio en mas de un 30% en
muestras cultivadas en MSM y suplementadas con el hidrocarburo (Liporace, 2018). En cuanto a
la técnica por dilucion, los autores Moreno & Abasolo, (2019) observaron que hay mayor nimero
de cepas aisladas, si se utiliza como muestra un suelo contaminado por petréleo en comparacion
con un suelo no contaminado. No obstante, en el anlisis realizado sobre las diferentes
metodologias para el aislamiento de microorganismos en suelos contaminados con hidrocarburos,
se observd que en todas las investigaciones se obtuvieron diversas cepas con potencial
biosurfactante, sin importar la técnica utilizada. Aun asi, la mayoria de los autores optaron por la
técnica de enriquecimiento donde se aplicaba como fuente de carbono el petréleo crudo extraido
de la zona de muestreo o un hidrocarburo de tipo comercial donde se destacan el diésel, kerosene
y glicerol; ademas, el medio de cultivo mas empleado como base para realizar el aislamiento entre

las dos técnicas es el Medio Minimo Salino, seguido por el medio Luria Bertani.
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En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas, las colonias bacterianas suelen
presentar diversos tamafos, formas y colores en muestras aisladas de suelo contaminado con
hidrocarburos (Hanano et al., 2017); el autor Quispe, (2019) observo colonias con una coloracion

blanca, amarilla y negra, observar figura 4.

Figura 4.Caracterizacién macroscépica del crecimiento de colonias en agar petréleo
Nota. Fuente: (Moreno & Abasolo, 2019).

Asi mismo, microscopicamente se observa una prevalencia de bacterias Gram negativos
(Aguilar, 2013). Segun una investigacion realizada por Becerra & Horna, (2016) obtuvieron 160
cultivos, de los cuales, segun las caracteristicas morfoldgicas halladas, el 67,5% de cultivos fueron
Gram negativos y el 32,5% fueron Gram positivos. Ademas, en suelos volcénicos se ha reportado
la predominancia de bacterias Gram negativas como productoras de biosurfactantes en un 57,4%
(Asalde & Enrique, 2016). El alto porcentaje de bacterias Gram negativas presentes en suelos
contaminados con hidrocarburos, puede deberse a la presencia de respuestas a estrés (Morante,
2018), como la formacién de conglomerados microbianos en una matriz de exopolisacaridos,
también conocido como biofilms, al implementar sus fimbrias de tipo I, IV y flagelos, que
conceden a la bacteria la capacidad de alcanzar la superficie y contrarrestar las repulsiones
hidrofdbicas (Lasa et al., 2005) Igualmente, pueden implementar diversos mecanismos de

resistencia a nivel de envoltura celular como la presencia de porinas en la membrana externa que
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facilitan el transporte de sustancias hidrofilicas, la impermeabilidad de sus membranas para regular
el ingreso de compuestos hacia el interior y exterior celular y, la diseminacién de genes que
expresan resistencia a compuestos toxicos (Troncoso et al., 2017).

Ademas, la presencia de su membrana celular esta provista de una membrana interna y una
externa que limita y separa al citoplasma del periplasma, lo que contribuye a la supervivencia de
la poblacion microbiana en ambientes extremos (Ramirez et al., 2001). En cuanto al bajo
porcentaje de bacterias Gram positivos, diversos estudios reportan a Bacillus sp. como uno de los
principales microorganismos que tienen la capacidad de degradar hidrocarburos, evidenciandouna
tincion Gram positiva, sin produccion de Urea ni H2S e indol negativo. De igual modo, presentan
movilidad y fermentacion de glucosa, con resultados de catalasa positivos, pero oxidasa negativos
(Aquino, 2020).

En las investigaciones consultadas se obtuvieron bacilos cortos y largos con presencia de
las enzimas catalasa y oxidasa (Brisefio, 2018; Molina, 2020), con crecimiento positivo en agar
MacConkey, sin produccion de Indol, pero si de Urea, capaces de hidrolizar la L-arginina y
movilidad positiva (Mondragon, 2011). Ademas, presentan crecimiento en agar Citrato Simons
(Ccancce, 2018) y tanto reduccion de nitrato a nitrito como de nitrato a nitrégeno, es decir,
desnitrificacion positiva, evidenciando la produccion de las enzimas lisina descarboxilasa y
desaminasa (Hernandez, 2018).

En términos generales, las bacterias aisladas de suelos con presencia de hidrocarburos
suelen presentar una caracterizacion bajo el microscopio de bacilos largos y cortos (observar figura
5), con una coloracién rojiza indicando que son bacterias Gram negativas. Algunas cepas no
presentan fermentacion de carbohidratos, lo que se puede ver reflejado al realizar la lectura de la

prueba TSI con resultados K/N, asi mismo, pueden realizar la descarboxilacion delisina, presentar
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un Optimo crecimiento en medio Citrato de Simmons, motilidad y ausencia de indol. Ademas, no
generan produccion de H2S, ya que, no se evidencia la formacion de precipitado negro de sulfuro
ferroso; presentan resultados positivos en las pruebas catalasa y oxidasa, observandose la
produccion de la enzima catalasa y citocromo-oxidasa, respectivamente. Todo lo anterior se

muestra detenidamente en la Tabla 2.

Figura 5.Caracterizacion Microscopia de Aislados Bacterianos en Suelos Contaminados Con Hidrocarburos.
Nota. Fuente: (Mondrag6n,2011).
Tabla 16. Resultados Preliminares para la Identificacion de Bacterias con Capacidad de Tolerar

Hidrocarburos

Pruebas Bioquimicas Resultados
Medio TSI K/N o K/IK
Medio LIA K/IK
Catalasa +
Oxidasa +
Indol -

Produccion de H2S -

Agar Citrato de Simmons +

Tincién de Gram Gram (-)




Nota. Fuente propia

Morfologia Bacilos cortos, medianos
o largos

Urea +

Hidrolisis de esculina -

Hidrolisis de gelatina +

76
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5. Bacterias Hidrocarbonoclastas: Actividad Biosurfactante, Protocolos en la

Caracterizacion Molecular y Secuenciacion.

5.1. Tecnicas Aplicadas en la Identificacion de la Actividad Biosurfactante

Las bacterias hidrocarbonoclastas pueden tolerar y sobrevivir en areas contaminadas con
hidrocarburos al emplearlos como fuente de carbono y nitrogeno; para ello, emplean diferentes
mecanismos de adaptacion como la produccion de moléculas anfifilicas denominadas
biosurfactantes.

Los biosurfactantes producidos por bacterias, levaduras y hongos, presentan una region
hidrofdbica y una region hidrofilica, encargadas de reducir la tension superficial aumentando la
solubilidad del contaminante y caracterizandose por presentar una concentracién micelar critica
baja. Ademas, funcionan como emulsificantes aumentando la solubilidad de los hidrocarburos, lo
cual les facilita a las células microbianas su degradacion (Becerra & Horna, 2016; Benavides &
Castillo, 2017; C. Rodriguez et al., 2012). Asi mismo, poseen menor toxicidad y mayor
biodegradabilidad frente a los surfactantes de origen quimico y se pueden producir a partir de
materias primas renovables; es por ello que en zonas contaminadas con hidrocarburos derivados
del petréleo juegan un papel importante al reducir la tension superficial entre el agua y el aceite;
sin embargo, producirlos resulta econdmicamente costoso, ya que se requieren microorganismos
especializados (Benavides & Castillo, 2017; Bohérquez & Castiblanco, 2021).

La identificacion de la actividad biosurfactante por diversas cepas bacterianas se puede

realizar al emplear diferentes métodos, los cuales se mencionan a continuacion.
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5.1.1. Pruebas Cualitativas

5.1.1.1. Actividad Hemolitica. Las bacterias productoras de biosurfactantes presentan la
capacidad de lisar los glébulos rojos al producir una hemdlisis en placas de agar sangre (Hanano
et al., 2017) que conduce a la reduccion de la tension superficial y el rompimiento de la
membrana de los hematies (Becerra & Horna, 2016).

En el laboratorio, esta capacidad hemolitica se puede evidenciar cuando en placas de agar
sangre sembradas con cepas microbianas se producen zonas translicidas o halos verdes en torno
a las colonias (observar Figura 6). No obstante, esta prueba no es del todo confiable para el
aislamiento de microorganismos productores de biosurfactantes, ya que, existen bacterias
capaces de producir enzimas liticas que generan halos alrededor de las colonias (Barrionuevo,

2017; Sarti, 2019).

Figura 6. Crecimiento de los Microorganismos en Cepas de Agar Sangre en laPrueba de Actividad
Hemolitica

Nota. Fuente: (Becerra & Horna, 2016).

En la realizacion de esta prueba se suelen inocular las colonias microbianas por puncion

en placas de Agar sangre, incubandose en un rango de temperatura de 30°C a 37°C durante 48 a

72 horas (Becerra & Horna, 2016; Santos, 2017).
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Los resultados positivos en esta prueba se caracterizan por presentar zonas o halos a los
alrededores de las colonias microbianas (Pacwa et al., 2014).Asi mismo, en la Tabla 3 se puede
evidenciar los criterios utilizados por Santos, (2017) en la seleccion de cepas con actividad

hemolitica positiva.

Tabla 17. Criterios Para el Reporte de Resultados en la Prueba de Actividad Hemolitica

Reporte Segun Diametro de la Colonia

©) no presenta hemolisis

+) hemolisis completa con un halo de didmetro <1 cm

(++) hemolisis completa con un halo de didmetro >1 cm, pero < 3
cm

(+++) hemolisis completa con halo de didmetro>3 cm

Reporte Segun el Comportamiento del Halo

a-hemdlisis Colonia rodeada porun halo verde
B-hemdlisis Colonia rodeada porun halo traslicido
y-hemdlisis No se presenta ningin halo

Nota. Fuente: (Santos, 2017).

5.1.1.2. Técnica de Siegmund y Wagner. La naturaleza i6nica y catiénica de un
biosurfactante se puede determinar mediante la técnica de Siegmund y Wagner (Santos, 2017).
Para llevar a cabo esta prueba, se utiliza el agar Siegmund y Wagner que contiene una base
minima de sales, bromuro de cetiltrimetil-amonio (CETAB) y azul de metileno, suplementado
con 20 g de glucosa; para llevar a cabo esta técnica, las cepas bacterianas se inoculan mediante
puncién y luego son incubadas de 30°C a 37°C durante 48horas (Becerra & Horna, 2016).

Para una mejor visualizaciéon de los halos en el medio de cultivo, se recomienda almacenar

los medios durante 24horas a 4°C posterior al tiempo de incubacion, ello permitira oscurecer los
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halos para asi identificar las cepas que produzcan biosurfactantes en bajas concentraciones (Santos,
2017).

Los resultados positivos en esta prueba se detectan al encontrar un halo azul oscuro
alrededor de las colonias (observar figura 7) ocasionado por la formacién del par i6nico insoluble

entre el biosurfactante y el complejo CTAB-azul de metileno (Pacwa et al., 2014).

Figura 7.Crecimiento de los Microorganismos en Cepas de Agar Siegmund y Wagner

Fuente: (Tabuchiet al.,, 2015).

5.1.1.3. Produccion de Espuma. Los biosurfactantes presentan caracteristicas como
mayor capacidad de formacion de espuma, tolerar temperaturas extremas, biodegradabilidad y
menor toxicidad, convirtiéndose en una alternativa frente al uso de tensoactivos sintéticos
(Landa, 2021).

Por ende, las cepas bacterianas que producen biosurfactantes tienden a producir o generar
agentes espumosos durante su incubacién en los diferentes medios de cultivo seleccionados para

su crecimiento (observar figura 8) (Santos, 2017).
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Figura 8. Produccion de Espuma Durante la Incubacion de los Medios de Cultivo

Fuente: (Chaveset al.,, 2016).

5.1.1.4. Produccién de Lipasa. Lacapacidad de produccién de enzimas lipoliticas por
las bacterias hidrocarbonoclastas se evalla al sembrar por agotamiento una colonia bacteriana en
agar Tween 80, agar Lecitina o agar Rodamina, incubandose a 37°C durante 48 a 72horas. Como
resultado positivo se detecta la formacion de un halo opaco alrededor de la colonia (observar
figura 9), debido a la liberacion de acidos grasos que conforman los triglicéridos de la membrana

celular (Aguilar, 2013; Becerra & Horna, 2016; Santos, 2017).

Figura 9. Actividad Lipoliticaen Agar Rodamina.

Nota. La Flecha Amarilla Sefiala Un Halo Fluorescente Anaranjado Alrededor De La Colonia Bacteriana Que

Produce Lipasa.Fuente: (Ladron de Guevara & Serrat, 2018).
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5.1.1.5. Dispersién de aceite (OSM). EI método de dispersion de aceite se puede llevar
a cabo en placas con agar MSM o en 50mL de agua destilada donde se agregan 100ml del
hidrocarburo. Posteriormente, sobre la superficie de este, se siembra el cultivo en un solo punto
al adicionarle 10ml del filtrado bacteriano, incubandose a 30°C durante 48 horas (Hanano et al.,
2017; Parthipan et al., 2017).

Una respuesta positiva se detecta al evidenciar una zona o halo claro sobre la capa del
hidrocarburo, capaz de mantenerse por mas de un minuto (observar figura 10) (Pacwacet al., 2014;

Santos, 2017) .

Figura 10. Resultados Positivos al Emplear el Método de Dispersion de Aceite

Fuente: (Ardila, 2019).

5.1.1.6. Prueba con Para Film-M. Para la prueba de la gota colapsada se inocula la
cepa bacteriana en 50 mL de caldo soya tripticaseina y se incuba a 37 °C con 150 rpm durante 48
h. Posterior a ello, se toma una alicuota de 10 a 20 uL del sobrenadante bacteriano y se le
agregan 5 pL de azul de metileno; una gota de esta mezcla se agrega en papel Parafilm y se
observa la forma de esta para realizar el reporte de resultados. Si la gota conserva su forma, la

prueba es negativa, mientras que, si la gotatoma una forma plana o colapsa, se considera
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positivo (observar figura 11) (Santos, 2017). Como control positivo, se puede utilizar una

solucién saturada de dodecil sulfato de sodio en medio de soya (Lara et al., 2017).

A B

Figura 11. Resultados Prueba de la Gota Colapsada

Nota. a) resultado negativo; b) resultado positivo. Fuente: (Shokouhfardetal., 2015).

5.1.2. Pruebas Cuantitativas

5.1.2.1. Actividad Emulsificante. Un criterio para seleccionar bacterias productoras de
biosurfactante es la habilidad de mantener al menos el 50% del volumen de emulsién original 24
horas después de formarse. Ademas, la calidad y cantidad que presenta una cepa bacteriana en
producir un biosurfactante, se puede medir al evaluar el indice de emulsificacion (Ez4) (Ardila,
2019); para ello, es recomendable adicionar entre 2ml- 4ml del hidrocarburo en la misma
cantidad seleccionada del caldo que contiene el sobrenadante libre de células (CFS) preparado
previamente mediante centrifugacion en caldo nutriente (NB) (Ali Khan et al., 2017), se aplica
alta velocidad durante 2 min en vortex y se dejareposar (Becerra & Horna, 2016; Pacwa et al.,
2014; Parthipan et al., 2017). Posteriormente, se deben tomar medidas de la altura de la capa
emulsionada (cm) vy la altura total de la solucion (cm) cada 24, 48, 72 y 96 horas. Una respuesta

positiva a esta prueba se evidencia al observar formacion de espuma entre la fase organica
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(hidrocarburo) y la fase acuosa (sobrenadante) como se observa en la figura 12, la formula a
emplear y, el montaje de la prueba se puede observar en la figura 13; los resultados se pueden
clasificar de acuerdo con lo establecido por Santos, (2017) en el trabajo de investigacion

realizado (observar Tabla 4).

Figura 12. Prueba de Emulsificacionde Aceite Mineral en Agua, Realizada por el Biosurfactante Producido
por Pseudomonas Fluorescens 039t.
Nota. Se observa “-C” que indica control negativo (agua), “C+” que hacereferencia al control positivo (Tween 20®,

200mg-mL-1) y, “T039” que sefiala la emulsificacion producida por el biosurfactante. Fuente: (Rivera et al., 2010).

s
N h
e k __ "Yemulsion 0
L erosene E24 =" — X l 00 A)
T i } E Espuma total
< Sobrenadante

Figura 13. Prueba de Actividad Emulsificante y Férmula Empleada

Nota. hemuision €5 la altura de la capa emulsionaday htotal €s la altura totalde la solucion. Fuente: (Santos, 2017).
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Tabla 18. Reporte de Resultados en la Prueba de Actividad Emulsificante

©) No productora de espuma

()] Formacion de emulsion, indice de> 40% a las 48 horas
(++) Formacion de emulsion, indice de> 40% a las 72 horas
(+++) Formacion de emulsion, indice de> 40% a las 96 horas.

Nota. Fuente: (Santos, 2017).

5.1.2.2. Tensién Superficial. Los tensoactivos son moléculas que presentan la capacidad
de modificar la tension superficial entre dos liquidos, debido a la monocapa del material
tensoactivo situadaen la interfase (Menderos & Velasco, 2018).

La medicion de la tension superficial se puede realizar al utilizar un tensiometro o al
implementar el método de ascension por capilar (Becerra & Horna, 2016), en el que se toman 18ml
del sobrenadante libre de células y se lleva a incubacion durante 6 a 10 dias, calculando la media
y el desvio estdndar (STD) con ayudade algin programa de andlisis estadistico (Duran, 2019).

Los sobrenadantes se preparan a partir de cepas bacterianas enriquecidas con 20ml de caldo
Bushnell-Haas o Medio Minimo Salino (MSM) suplementado con el hidrocarburo al 1% p/v
durante 7 diasa 30 £ 2 ° C (Ali Khan et al., 2017). Por ultimo, se seleccionan las cepas bacterianas
como productoras eficientes de moléculas biosurfactantes cuando logran reducir la tension

superficial del medio de cultivo a valores inferiores de 35 mN m~1! (Patowary et al., 2017).
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5.2. Evaluacion de la Capacidad de Biodegradacion del Hidrocarburo

La contaminacion de ecosistemas terrestres, acuaticos y aéreos ha generado una gran
problemética ambiental en los Gltimos afios. Los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) son
los principales contaminantes del suelo y sedimentos marinos, provocando efectos mutagénicos y
cancerigenos en los seres humanos debido a las diferentes vias de ingestion (Shukla et al., 2014).
La extraccion de hidrocarburos del suelo con diferentes disolventes, se considera adecuada para
evaluar la biodisponibilidad de los contaminantes presentes en la zona afectada. El predecir la
fraccion biodisponible o bioaccesible de los contaminantes en los suelos, es Util para suponer
limites de exposicién reales en la evaluacion de riesgos, mejorando la eficacia de los
microorganismos en la biodegradacion de hidrocarburos. La biodisponibilidad esta determinada
por las propiedades fisicoquimicas del compuesto, principalmente por su solubilidad en liquidos,

0 su capacidad para adsorberse en sustancias sélidas o para volatilizarse (Ramadass et al., 2018).

5.2.1. Determinacion de Hidrocarburos Totales

Para la determinacion de los hidrocarburos totales se pueden utilizar dos principales
meétodos, como la extraccion de hidrocarburos liquido- liquido y el método gravimetrico.

La extraccion de hidrocarburos liquido- liquido se realiza al medio de cultivo tantoal inicio
como a los 10 dias después de incubado. Para ello se toman 5 mL del sobrenadante obtenidoy se
afiaden 5 mL de diclorometano; la fase organica se puede calcular mediante un cromatégrafo GC-
2010 Plus. Asi mismo, el porcentaje de degradacion de hidrocarburos totales (HT) obtenido en

cada cultivo, se puede establecer con el area total de todos los picos, mediante la curva de
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calibracion estandar del hidrocarburo diluido en diclorometano en un rango de 1 a 40 g/L HC, todo
ello con la ayuda de un andlisis estadistico implementando el software GC-Solution (Liporace,
2018).

En el caso del método gravimétrico, la extraccion de hidrocarburo se realiza con la ayuda
del diclorometano como disolvente y del medio usado en una relacion 1:1, al transcurrir 30 dias
de incubacion; el disolvente se incorpora al caldo de cultivo en agitacién y se transfiere a un
embudo de decantacion. Seguidamente, se lleva a cabo una cuantificacion mediante la técnica
gravimétrica dondeel hidrocarburo remanente es pesado y agregado en un vial derosca pre-pesado
hasta obtener un peso constante, dando como respuesta la biodegracion; el porcentaje de

hidrocarburo degradado se puede obtener aplicando el método estandar (Ali Khan et al., 2017).

5.2.2. Biodisponilidad del Hidrocarburo

En la biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos, la baja biodisponibilidad
de los contaminantes para los microorganismos que pueden degradarlos es un factor importante
gue limita su biodegradacion. El efecto de los surfactantes en la biodisponibilidad de los
hidrocarburos se puede describir en dos procesos principales, el primero es la mejora de la
desorcion de ellos en el suelo para que los microorganismos los puedan utilizar directamente; y la
segundaes la interaccion del contaminante y la superficie de las células microbianas, permitiendo
la incorporacién de los nutrientes del suelo en los microorganismos. Cabe resaltar que, una de las
metodologias méas usadas para determinar la biodisponibilidad de los hidrocarburos es mediante la
medicion de la densidad bacteriana a lo largo de la biodegradacién de hidrocarburos; para ello se

usa un espectrofotometro con una longitud de onda de 600 nm y se cuantifica las Unidades
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Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL) de cada cepa utilizada en los tratamientos de
biodegradacion de hidrocarburos, este procedimiento se realiza varias veces durante la

biorremediacion (Cabana, 2018).
5.2.3. Degradacion del Hidrocarburo

La biodegradacion de los hidrocarburos por las cepas bacterianas se puede determinar al
agregar una concentracion del 2% de hidrocarburo en Medio Minimo Salino (MSM) o en caldo
nutritivo con 10% de indculo microbiano, incubandose a 30°C en condiciones estaticas durante 24
horas. Posteriormente, se realizan tres lavados con solucion salina al 0.9% para obtener las
suspensiones microbianas, centrifugdndose a 6000 rpm durante 5 min a 4°C. Asi mismo, se ajusta
la densidad dptica del cultivo con el fin de llevarlo al espectrofotometro a 600 nm. Por ultimo, se
toma 1 ml del inoculo y se agrega en 50 ml de MSM o caldo nutritivo, ambos suplementados con
2% de hidrocarburo, incubandose durante 30 a 60 dias en condiciones estaticas manteniendo una
temperatura de 30°C (Ali Khan et al., 2017; Ordofiez et al., 2018).

Si se desea trabajar con volumenes pequefios, se pueden tomar 3 ml de la solucion
bacteriana afiadiendo 150 pl del hidrocarburo, dando una agitacion constante por una hora para
obtener la formacion de la fase acuosa (material bioldgico) y la fase organica (hidrocarburo).
Luego, se recupera el material biolégico con una micropipeta y se determina la densidad dptica,

conel finde estimar la hidrofobicidad de las células, implementando la ecuacion 2 (Santos, 2017).

H = (1 - :;O) «100% )
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En la ecuacion 2, H representa el célculo del porcentaje de bacterias que absorbieron el
hidrocarburo, Ao es la lectura obtenida antes de la agitacion con el hidrocarburo y A es la lectura
obtenida tras la agitacion con el hidrocarburo; asi mismo, la Tabla 5 permite evidenciar la

clasificacion de los resultados al utilizar este método (Santos, 2017).

Tabla 19. Reporte de Resultados para la Adsorcién de Hidrocarburos por las Células Bacterianas

O] 0-39% porcentaje de adsorcion de las células
) 40-59% porcentaje de adsorcion de las células
(++) 60-89% porcentaje de adsorcion de las células
(+++) >90% porcentaje de adsorcion de las células

Nota. Fuente: (Santos, 2017).



5.3. Caracterizacion molecular y secuenciacion de cepas bacterianas con actividad biosurfactante.

5.3.1. Protocolos de Extraccion, Cebadores Empleados, Ciclo de PCR y Secuenciacién del ADN para la

Identificacion de Bacterias Hidrocarbonoclastas

Tabla 20. Métodos de Extracciondel ADN y Cebadores Empleados en la Identificacién de Bacterias Hidrocarbonoclastas

Autores

Extraccion de ADN

Kit ultra clean microbial DNA isolation (MOBIO LAB)

(Ordofiez et al., 2018)

Método CTAB 2X

(Castillo et al., 2020)

Kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit

(Promega®)

(Liporace et al., 2019; Liporace,

2018; Mondragon,2011)

Cebadores

ITS S>’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’, e ITS4

5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’

(Ordofiez et al., 2018)

27F Forward AGAGTTTGATCMTGGCTCAG vy 1492R

Reverse TACGGYTACCTTGTTACGACTT

(Castillo et al., 2020; Hanano et
al.,, 2017; Liporaceet al., 2019;

Liporace, 2018)

27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1392R

(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)

(Hermozaetal.,, 2019)

90
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E9F (5-3)

(Mondragén, 2011)

8 F (5 'AGTTTGATCATCGCTCAG 3y 1492R (5

'‘GGTTACCTTGTTACGACTT 3

(Pacwa etal., 2014)

968F (A ACGCGAAGAACCTTAC) y 1541R

(AAGGAGGTGATCCAGCCGCA)

(Patowary et al., 2017)

E517F 5’-GCCAGCAGCCGCGGTAA-3’ y E1065R5-

ACAGCCATGCAGCACCT-3’

(Brisefio, 2018)

Nota. Fuente propia

Tabla 21. Protocolos Empleados para la Amplificacidny Secuenciacidon del ADN de Bacterias con Actividad Biosurfactante

Condiciones de laPCR

Coctel de Preparacion

Ciclos

Secuenciacion Autores

Buffer (1X)
MgCI2 (1.75 mM)
DNTp’s (20mM)

Cebadores (0.4 mM cada

> 94°C por 5 minutos.

> 35 ciclos con etapasde
desnaturalizacion a 94°C durante 1
minuto

> Hibridacién a 54°C por 45

segundos

Macrogen (EEUU) (Ordofiez et al.,

< ChromasLITE 2018)
version 2.1

<> Base de datosdel Gen

Bank

<> Bioedit Sequence

Alignment Editor
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> Extension a 72°C durante 40
segundos.
> PCR conuna fasede

extensiéna 72° C de 1 minuto.

R/

<> Clasificacion
filogenética con MEGA

version 6.0

> 2,5uL de ADN molde de
100ng

> 2,5uL del cebador1puM con
20uM Stock

> 1pL de Dntp 200 uM con
10uM Stock

> 5uL de Amortiguador 1X con
10X Stock

> 2,5 pL de MgCl2 2,5 uM con
50 uM Stock

> 2,5 uL de enzima 2,5 UM con

50 U/uL Stock y, 0,5 puL de H»0Od.

> 1 ciclo de 3 minutos a 94°C
y 30 minutosa 94°C.

> 30 ciclos de 30 minutosa
55°Cy 90 minutosa 72°C.

> 1 ciclo de 3 minutosa 72°C.

Laboratorio Divisional de
Biologia molecular de la
Division de Ciencias
Biologicas de la UAM

unidad Iztapalap

Servidor BLAST del Centro

Nacionalde Informacién

Biotecnoldgica

(Mondragén,

2011)

> 5ul de una solucion buffer

> 15 mM de MgCI2

> 94°C por 2 minutos

Unidad de Genémica del

Servicio de Secuenciacion

(Liporace et al.,

2019)
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> Sul de solucion 1mM de
desoxirribonucleétidos trifosfatos

(dNTP)

> 0,5ul de solucion 30 mg/mlde

albimina de suero bovino (BSA)
> 0,3pl de polimerasa Taq
(5U/ul)

> Agua desionizada

30 ciclosde:

> 94°C por 1 minuto
> 55°C por 1 minuto.
> 72°C por 2 minutos
> 72°C por 10 minutos

> 10°C en el paso final

del INTA Castelar, Buenos

Aires

> 1 pl de la plantilla de ADN
> 0,2 uM de cada cebador.
> Tampodndereaccién 10 x
(Fermentas)

> 1,5 mM de MgCI2
(Fermentas)

> 200 uM de dNTP y 1 U de
DreamTaq ADN polimerasa

(Fermentas)

> 94 ° C durante5min

> 3ciclos a 94 ° C durante 45
s, 57 °Cdurante30s,72° C
durante 120s.

> 3ciclos a 94 ° C durante 45
s, 56 °C durante30s,72°C
durante120s

> 3ciclos a 94 ° C durante 45
s, 55 °Cdurante30s,72°C

durante120s.

> Servidor BLAST del (Pacwa et al.,
Centro Nacionalde 2014)
Informacion Biotecnoldgica.

> Analizador genético

AbiPrism®3100.

» Kit de secuenciacién

de ciclo Big Dye®

Terminator (Applied

Biosystem).




94

> 26 ciclos a 94 ° C durante 45
s, 53 °Cdurante30s,72°C
durante120s;

> Ciclo de alargamiento finala

72 ° C durante 5 min.

> Tampon estandar 1X

> 1,5 m mol I 1 MgCI2

> 0,2pumol I" 1 cada cebador
> 0,2 m mol 71 dNTP

> 0,25 U Taq ADN polimerasa
(Sigma Aldrich, EE.UU.)

> 25 ngde ADN molde

> Desnaturalizacién inicial a
94 ° C durante 5 min.

> 35 ciclos de
desnaturalizaciéna 94 ° C durante
30s.

> Hibridacién a 60 ° C durante
30s,

> Extensién a 72 ° C durante
45s.

> Extensidn finala 72° C

durante 7 min.

> Servidor BLAST del
Centro Nacionalde
Informacion Biotecnoldgica.
> Clustalw

> MEGA 6

(Patowary et al.,

2017)

> 10 pL de muestra de DNA

> Desnaturalizacion a 94°C

durante 5min,amplificacion.

Macrogen (Seul, Corea del

Sur)

(Brisefio, 2018)
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>

5 uL de primer

(concentracion de 5 pmol)

> 33 ciclos a 94°C durante

45seqg, 55°C durante 45seg, 72°C

durante 45seg).
> Extension finala 72°C

durante 8min

> Servidor BLAST del

Centro Nacionalde

Informacion Biotecnoldgica.

> 5ul de una solucién buffer > 94°C por 2 minutos Unidad de Genomica del (Liporace,

> 15mM de MgCI2 > 30 ciclos de 94°C por 1 Servicio de Secuenciacion 2018)

> 5ulde solucion 1mM de minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C del INTA Castelar

desoxirribonucledtidos trifosfatos por 2 minutos, 72°C por 10

(dNTP) minutosy 10°C en el paso final. > Software BioEdit®

> 0,5ul de solucién 30mg/mlde basesde datosEZ Taxon,

albdmina de suero bovino (BSA) RDP y SILVA

> 0,3pl de polimerasa Taq

(U

> Agua desionizada
> Sistema Vegal IXMU (Hananoetal,
(TESCAN, checo) 2017)
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Método de Sanger

> Programa DNA
Dragon

> Software
bioinformatico Qiime2
(Quantitative Insights Into

Microbial Ecology 11).

((Castillo et al.,
2020; Hermoza

etal, 2019)

Nota. Fuente propia
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5.3.2. Identificacion Molecular de Enzimas Implicadas en la Actividad Biosurfactante

5.3.2.1. Sintesis de Ramnolipidos. Los genes que codifican enzimas implicadas en la
sintesis de ramnolipidos pueden ser identificados al utilizar los cebadores rhIABF 5 ' CAG GCC
GAT GAA GGG AAATA 3"y rhlIABR 5" AGG ACG ACG AGG TGG AAA TC 3 ' dirigidos
al tamafio del fragmento 777 pb, los cuales tienen la capacidad de detectar la sintesis potencial de
ramnolipidos por el P-1 presion. Para ello, la PCR debe contar con una mezcla de 1 pl de
plantilla de ADN, 0,2 uM de cada cebador, tampon de reaccion 10 x (Fermentas), 1,5 mM de
MgCl2 (Fermentas), 200 pM de dNTPy 1 U de Taq ADN polimerasa (Fermentas) en un
termociclador C1000 Touch ™ (BioRad); manejando condiciones de 95 ° C durante 5 min, y 30
ciclos de 30s a 95 ° C, seguido de hibridacién por 1 min a 50 ° C, un paso de extension de 2 min
a72° Cy, un paso deextension final durante 10 min a 72°C; se tiene en cuenta una mezcla de

reaccion de control sin ADN afiadido (Pacwa et al., 2014).

5.3.2.2. Sintesis de Glicolipidos. Para identificar la enzima que tiene la capacidad de
catalizar la biosintesis de glicolipidos, conocida como diacilglicerol glucosiltransferasa (b-DGS),
se disefian los cebadores especificos b-DGSF y b-DGSR, que permiten amplificar la longitud
completa de ORF del gen b-DGS utilizando http://iwww.lbioinformatics/c3gimer.
primer3plus.cgi. Luego, se inicia con la extraccion de ADN gendmico bacteriano, el cual se
puede usar como plantilla para el proceso de amplificacion; la PCR se realiza en gel de agarosa
al 1,5%, después se corta, se extrae y purifica con el kit de purificacion QIAquickPCR (Qiagen,

Alemania) (Hanano et al., 2017).
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5.3.2.3. Biodegradacion de Hidrocarburos. También es importante detectar las enzimas
que codifican genes implicados en la degradacion de hidrocarburos, mediante los cebadores alkBfd
5"AACTAC MTC GARCAY TACGG 3 'y alkBRd 5 ' TGA MGA TGT GGT YRC TGT TCC
3"(dondeM=AC,R=AGeY =CT)ynahAc-7F5"ACTTGG TTC CGG AGT TGA TG 3’
y nahAc-7R 5 'CAG GTC AGC ATG CTG TTG TT 3 ' dirigidos a fragmentos de 100 y 136 pb,
con la finalidad de identificar las enzimas alcano monooxigenasa y naftaleno dioxigenasa. En la
PCR se prepara la mezcla con 1 pl de la plantilla de ADN, 0,2 uM de cada cebador, tampon de
reaccion 10 x (Fermentas), 1,5 mM de MgCl12 (Fermentas), 200 uM de dNTP y 1 U de DreamTaq
ADN polimerasa (Fermentas) en un termociclador C1000 Touch ™ (BioRad); teniendo en cuenta
que la amplificacién por PCR se lleva a cabo a 95 ° C por 5 min, y 35 ciclos de 1 min a94° C
seguidos de hibridacion por 30s a 49 ° C y un paso de extension de 45s a 72 ° C para el gen alkB
y 37 ciclos de 20s a 94 ° C seguido de hibridacién durante 15s a 56 °© C 'y un paso de extension de
15s a 72 ° C para el gen nahAc y, luego un paso de extension final de 5 min a 72 ° C. En esta
amplificacion se da la presencia de un control positivo que contiene ADN aislado de la cepa que
permite degradarhidrocarburos arométicos para el gen nahAcy, un control mezcla que no contiene

ADN afadido para ambos genes (Pacwa et al., 2014).

5.4. Identificacién de Aislados Bacterianos con Producciéon de Moléculas Biosurfactantes.

Los microorganismos (bacterias, hongos y algas) capaces de transformar parcial o
totalmente los hidrocarburos para utilizarlos como fuente de carbono y energia reciben el nombre
de microorganismos hidrocarbonoclastas (BHC); por ende, se consideran indispensables en

ecosistemas contaminados con petroleo, ya que, pueden degradar hidrocarburos policiclicos
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aromaticos, los cuales son altamente téxicos (Esquivel et al., 2018). Son considerados
microorganismos cosmopolitas, al encontrarse en aire, suelo y agua (Bravo, 2018); se caracterizan
por su capacidad de utilizar un amplio rango de hidrocarburos como fuente carbono y energia,
producir biosurfactantes, reducir la tensién superficial, poseer alta hidrofobicidad y habilidad para
expresar genes cataliticos a través de vias aerdbicas y anaerdbicas (Cevallos & Garcia, 2018;
Esquivel et al., 2018). Los biosurfactantes producidos por estos microorganismos, son moléculas
anfifilicas con una region hidrofdbica y una region hidrofilica, encargadas de reducir la tension
superficial aumentando la solubilidad del contaminante. Ademas, funcionan como emulsificantes
aumentando la solubilidad de los hidrocarburos, lo cual les facilita a las células microbianas su
degradacion (Becerra & Horna, 2016; Benavides & Castillo, 2017; C. Rodriguez et al., 2012). De
forma general, los biosurfactantes presentan diversas propiedades, como las observadas en la Tabla

8.

Tabla 22. Propiedades de las Moléculas Biosurfactantes

Caracteristicas Propiedades de interés
Los niveles de concentracion micelar critica Puede disminuir las tensiones superficiales e
(CMC) son relativamente bajos. interfaciales.
Su actividad superficial es alta. Presenta bajosniveles de humectaciony

penetracion.

Presenta una adsorcion gradualy actividad Su crecimiento microbiano mejora.
continua.

Presentan baja toxicidad y formacién de Realizan accionescomo la hidrofilicidad e
espumas. hidrofobicidad.

Son biodegradablesy biocompatibles. Pueden secuestrarmetalesy realizar accion

antimicrobiana.

Nota. Fuente propia
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La actividad biosurfactante de bacterias hidrocarbonoclastas extraidas de suelos
contaminados con hidrocarburos, puede detectarse mediante pruebas cualitativas y cuantitativas.
En las primeras se destaca la siembra en agar Siegmund y Wagner donde se produce un halo azul
y, la actividad hemolitica en agar sangre donde se forma un halo transparente o verdoso (Vasquez
et al., 2018). Asi mismo, las principales pruebas cuantitativas engloban la actividad emulsificante
y la evaluacién de la tension superficial.

Segun Chaves et al., (2016) los biosurfactantes pueden causar hemdlisis en agar sangre,
dispersar el aceite, formar espuma y disminuir la tension superficial, corroborandose al realizar un
estudio en donde las cepas bacterianas aisladas de suelos fueron capaces de elaborar espuma
durante la incubacién, producir hemdlisis, dispersar el aceite y emulsificar petroleo, diésel y
gasolina. Asi mismo, se ha encontrado que las cepas Thalassospira sp., y Bacillus sp., presentan
la capacidad de producir B-hemolisis y a-hemolisis en agar sangre, mientras que, Enterobacter sp.,
puede producir halos en agar CTAB indicativo para la prueba de agar azul o Siegmund y Wagner
(Durén, 2019). Por otro lado, en una investigacion realizada por Mora et al., (2005) se identifico
la produccion de B-hemolisis en las cepas P. aeruginosa BIOMI E3 y P. aeruginosa BIOMI ES5,
asi como, una emulsion del 50% y 83,13% respectivamente; en cuanto a la tension superficial, la
cepa BIOMI E3 obtuvo 28,51 dinas/cm y la cepa BIOMI E5 genero 51,03 dinas/cm.

Cabe resaltar que, las cepas bacterianas pueden alcanzar la concentracion micelar critica
del biosurfactante entre las primeras 24horas a 48horas, reduciendo la tension superficial de un
67,33mN/m £ 0,13mN/m hasta 26,23mN/m £ 0,01 mN/m (Liporace et al., 2019). Igualmente, se
han identificado bacilos Gram (+) alargados y delgados, identificados como cepas de B.
licheniformis LB 05y Bacillus sp. 5P capaces de presentar una actividad maxima hemolitica a las

24 horas de la fermentacion, identificando que la produccion de esta molécula esta directamente
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asociada con la cantidad de fuente de carbono presente en el medio. No obstante, resultados
positivos 0 negativos en las pruebas cualitativas, no indican directamente la ausencia de la
actividad surfactante; para corroborar los resultados obtenidos, conviene implementar pruebas
relacionadas con la naturaleza de la fuente de carbono utilizada para la elaboracién de la molécula
anfifilica, como la actividad emulsificante (E24) y la tension superficial, ya que, la bacteria se vera
forzada a utilizar el hidrocarburo como fuente de energia y carbono al producir estas moléculas
con el fin de crecer en el medio (Camacho, 2018). La figura 14 permite evidenciar los indices de

emulsificacion (E24) de distintas cepas bacterianas en diferentes tiempos de fermentacion.
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Figura 14. indices de Emulsificacion
Nota. CepasB. licheniformis LB 04, B. licheniformis LB 05, Cepa 1.1, Cepa 3Py Bacillussp. 5P. Fuente:

(Camacho, 2018).
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En cuanto al porcentaje de degradacion de hidrocarburos, la cepa Pseudomonas MT1A3
obtuvo una disminucién del 46.5% luego de 10 dias de incubacién al implementar la técnica de

cromatografia gaseosa, como se observa en la figura 15 (Liporace et al., 2019).
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Figura 15. Técnica de Cromatografia Gaseosa para Hidrocarburos Totales

Nota. A) Control al dia 0; B) cepa MT1A3 en el dia 10. Fuente: (Liporace et al., 2019).

Asi mismo, en un estudio llevado a cabo por los autores Ali Khan et al., (2017) se identificd
la capacidad biorremediadora de las cepas Pseudomonas poae BA1, Acinetobacter bouvetii BP18,
Bacillus thuringiensis BG3 y Stenotrophomonas rhizophila BG32, al producir biosurfactantes en
concentraciones de hidrocarburos, logrando un porcentaje de biodegradacion del 96.07, 93.53,

89.97 y 87.10, respectivamente (observar figura 16).
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Figura 16. Biodegradacionde Hidrocarburos por Diferentes Cepas

Nota. * NBP = no productora de biosurfactantes. Fuente: (Ali Khanet al., 2017).
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Por otro lado, en el trabajo realizado por Ordofiez et al., (2018) se determind la
biodegradacion de hidrocarburos alifaticos ( Cio - Ci6) presentes en el queroseno con las cepas
Candida metapsilosis y Burkholderia cepacia, previamente incubadas en medio MSM enriquecido
con queroseno en concentraciones de 6%, 10% y 2%,6%, 10% junto con el control abidtico Qs2
con 2% de queroseno; observaron que la biodegradacion fue similar en las dos cepas obteniendo
una mayor disminucion en las areas relativas de tetradecano, pentadecano y hexadecano, como se

registra en la figura 17.
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Figura 17. Porcentajes de Degradacion de Hidrocarburos.

Nota. A) Candida metapsilosis, B) Burkholderia cepacia. Fuente: Ordofiez et al., (2018).

También, se puede evidenciar mediante la metagendmica los principales filos bacterianos
con potencial biorremediador presentes en suelos y aguas contaminadas con hidrocarburos
(observar figura 18). Ademas, empleando la identificacion por caracterizacion del gen ARNr 16S
se puede constatar que las cepas bacterianas aisladas de estos lugares, pertenecen a los géneros
Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Acinetobacter, Proteus y Morganella (Castillo

et al., 2020).



104

B OTUs <1.5%

= B Aciinobacteria

[ Spirochaetes

N !

20% |

T0% -

W Plasctomyeetes
B Chloroflexi

60% - H Nitrospirae

B Verrucomicrobia
50%
Firmicuies

40% B Acidobacteria

Ahundancia relativa

rofdetes
2% W Bacteroidete

B Protecbacteria
20% -

10%:

0%

Suelo Contaminado  Apua Contaminada

Figura 18.Principales Filos Bacterianos segin la Asignacién Taxondmica
Nota. Siendo los masrepresentativos Proteobacteria (41,5 % en SC y 41,3 % en AC), Bacteroidetes (15,3 % en SC
y 25,9 % en AC) y Acidobacteria (13,4% en SCy 7,0 % en AC). SC= suelo contaminado; AC=agua contaminada.

Fuente: (Castillo et al., 2020).

Asi mismo, mediante secuenciacion de ADN se han identificado a las especies
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri y Bacillus amyloliquefaciens, capaces de
disminuir la tension superficial al utilizar el hidrocarburo como fuente de carbono (Becerra &
Horna, 2016). De igual importancia, la bacteria Thalassospira sp. presenta actividad
biosurfactante, dondeal realizar una secuenciacion genémica para identificar los genes implicados
en la biosintesis del biosurfactante, se encontré que el gen (ppsD) estaba directamente involucrado
en la sintesis de la molécula anfifilica denominada plipastatina clasificAndose como un lipopéptido

(Duran, 2019). Ademas, al emplear el kit BBL Crystal™ se identificd la cepa Burkoldheria
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cepacia SH3 capaz de biorremediar hidrocarburos alifaticos saturados presentes en suelos
contaminados con petréleo (Ordofiez et al., 2018).

Por otro lado, mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA en la base de datos NCBI
GenBank, los autores Patowary et al., (2017) identificaron la especie bacteriana P. aeruginosa con
un 99,90% de similitud, aislada previamente de suelos contaminados con hidrocarburos, donde
esta especie bacteriana se considera como productora de biosurfactante.

La figura 19 permite evidenciar la identificacion molecular, las secuencias de nucleétidos
y la busqueda BLAST para la cepa bacteriana que presenta un 99% de similitud con la especie

bacteriana Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 19.ldentificacion Molecular de una Cepa Productora de Biosurfactantes

Nota. Presenta un 99% de similitud con la especie Pseudomonasaeruginosa. Fuente: (Mondragon, 2011).
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De la misma forma, mediante pruebas de caracterizacion molecular se ha identificado a la
familia Micrococcaceae, especificamente la especie Kocuria rosea capaz de crecer en presencia
de hidrocarburos aromaticos policiclicos como el naftaleno, asi como en el filo de las
Proteobacterias, la especie Burkholderia pseudomallei se caracteriza por metabolizar cadenas
carbonadas (Hermoza et al., 2019). De forma similar, una alta velocidad de crecimiento y
capacidad tensoactiva en zonas contaminadas con 3 distintos hidrocarburos (nafta super -RON95,
diésel <2000ppm de azufre y kerosene) se evidencio en una cepa que al someterse a un analisis
del ARNr 16s, se identificO como Pseudomonas koreensis capaz de implementar los 3
hidrocarburos como Unica fuente de carbono (Liporace et al., 2019).

Por otro lado, la capacidad de sintetizar biosurfactantes glicolipidos se identifico en cepas
bacterianas al llevar a cabo el analisis filogenético, donde se corroboré que la secuencia de rDNA
16S presentaba una similitud de secuencia del 99% con las cepas Pseudomonas aeruginosa DSM

50071y P. aeruginosa PAO1 (observar figura 20) (Pacwa et al., 2014).

oM Pl B Conteol M

Freudemenns pretegens PES (NR_OT4550)
Pseedemonas pehangensis HIA 18 (MR_043730)
Pseudomanas seqetis FR1439(NR_043174)
Paepdomanas rsingvisany NERC 106553 (NR_103921)
Freudomenas senaginosa DSM 50071 (NR_0250T8)
P

" Paendoenonas abietaniphila BKMES (NR_041952)
5:-|

" IPﬂﬂdwmaa aeruginosa PACH (HR_O74328)

Figura 20. Amplificacion del Fragmento de ADN (777 Pb) y Arbol Filogenético de la Cepa P-1

Nota. Identificada Pseudomonasaeruginosa DSM 50071y P. aeruginosa PAOL. Fuente: (Pacwa et al., 2014).
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Asi mismo, la cepa B. safensis PHA3 presenta gran capacidad para utilizar el Petréleo
Crudo, siendo necesario realizar un analisis filogenético que se puede observar en la Figura 21

(Hanano et al., 2017).

Bacillus_cercus_straln_A 16z
Bacillus_cereus_straln_A 151
Bacillus_cercus_straln_YC9
Bacillus_cereus_straln_YM11
I Bacillus_cercus_strain_LIBcl

lBacilIus_suhlIlB_s!min_B 15

Bacillus_subtilis_strain_A l4¢
Bacillus_subtilis_strain_A12b
Bacillus_subtilis_strain_A 131

Bacillus_subtilis_straln_A 16h
Baclllus_pumilus_strain_NKCM3201
Baclllus_pumilus_strain_DZBTOI
Baclllus_pumilus_strain_GMC389
Baclllus_pumilus_strain_NM1C3
Baclllus_pumilus_isolate_12vp2a
Bacillus_safensls_strain_P.87
Bacillus_safensis_strain_YN28
Bacillus_safensls_strain_NRS_20
b Bacillus_safensis_strain_MSED_S8
Bacillus_safensls_strain_FO-36h
Bacillus_safensls_strain_OU93
[aciilus_safcnsls_strain_PAHY )
Bacillus_safensls_strain_IHBDB_9177
Bacillus_safensis_strain_IHBB_11005
Bacillus_safensis_strain_ARS_28
Bacillus_safensis_strain_PG1
Bacillus_safensis_strain_ISDMVR
Bacillus_safensis_strain_PKMN9
Bacillus_safensis_strain_C7DMVR
Bacillus_safensls_strain_IHBB_17505
Bacillus_safensls_strain_IHBB_14105
Bacillus_safensls_strain_GNS

0.03

Figura 21. Analisis Filogenético de B. safensis PHA3 Basados en las Secuencias de ARNr 16S

Nota. La cepa PHA3 se indica con un rectangulo rojo. Fuente: (Hananoetal., 2017).

Cabe resaltar que en sitios contaminados por petroleo crudo, los géneros bacterianos mas
representativos son Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas
azotoformans, Pseudomonas hibscicola, Pseudomonas indica, Pseudomonas prosekii,
Pseudomonas tolaasii, Bacillus aerius, Bacillus atrophaeus, Bacillus paralicheniformis, Bacillus
subtilis, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter brisouii y Acinetobacter oleivorans,
identificados mediante el gen 16S con un producto de 500-600 pb al que se le aplicé PCR (observar

figura 22) (Brisefio, 2018).
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Figura 22. Identificacién Molecular de Cepas Bacterianas Mediante el Gen 16S en Suelos Contaminados por
Petréleo Crudo

Fuente: (Brisefio, 2018).

Por daltimo, Liporace, (2018) a partir de sitios cronicamente contaminados con
hidrocarburos, encontré la produccién de biosurfactantes en las cepas Ag HC, Mt HC, Lg HC y
Tkl HC CG, relacionadas con el género Pseudomonas, y los microorganismos Tkl HC CC
pertenecientes al genero Cellulosimicrobium. La figura 23 permite evidenciar los resultados
arrojados por las bases de datos EZBioCloud y SeqMatch RDP mediante el andlisis del ARNr 16s

de las cepas bacterianas aisladas.

Muestra Resultado Grupo al que perteneceria
segtin Mulety col."*

AgHC 99,3% identidad respecto de Pseudomonas koreensis P. fluorescens
Ps 9-14 (T) (AF468452)

Mt HC 99,6% de identidad respecto de Pseudomonas P. oleovorans, P. stutzerio P.
kunmingensis (HL22-2(T)) (/Q246444) (EZBioCloud) aeruginosa

LgHC 99,86% de identidad respecto de Pseudomonas P. fluorescens
veronii (CIP 104663 (T)) (AF0644660)

Tk1HCCG 100% de identidad respecto de Pseudomonas P. geruginosa
panipatensis (Esp-1(T)) (EF424401)

Tk1HCCC 99,7% de identidad respecto de Cellulosimicrobium No corresponde

funkei (ATCC BAA-886 (T)) (AYS501364).

Figura 23.Resultados Obtenidos Mediante el Andlisis del ARNr 16S de las Cepas Aisladas de Sitios
Cronicamente Contaminados con Hidrocarburos.

Fuente: (Liporace, 2018).
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6. Aportesy Desafios de las Bacterias Hidrocarbonoclastas en la Presente Era

Antropogénica

Tan solo en los Gltimos 50 afios la Amazonia ha desaparecido en un 20%. Las actividades
antropogénicas han generado un desgaste de los recursos naturales, provocando graves pérdidas
en la biodiversidad de paises como Argentina, Brasil, Chile y EstadosUnidos (Ortega et al., 2019).
Como civilizacion hemos basado nuestro bienestar personal y social en la produccion de una gran
cantidad de desechos, productode la sobreexplotacion de los recursos naturales; esto ha conllevado
auna crisis ambiental que genera un agotamiento y deterioro de los ecosistemas (Tabares & Pareja,
2021). La extraccion de hidrocarburos es una de las principales actividades industriales a nivel
global, generando un gran impacto en la economia y en diversas actividades del ser humano al
contribuir con més del 85% de la energia primaria del mundo. Sin embargo, un derrame accidental
origina dafios humanos, patrimoniales y ecoldgicos al afectar la salud publica, terrenos y suelos

(Ortiz, 2019).

6.1. Contaminacion e Impactos en el Suelo por Derrames de Hidrocarburos

Elsuelo es un recurso natural encargado de sostener la vida en el planeta (Pefia etal., 2019),
es un sistema dinamico que se encuentra conformado por materia organica, agua, nutrientes y
oxigeno, encargados del desarrollo de la vida. Asi mismo, sus capas se diferencian, entre si, por
su textura, estructura, color, composicion quimica, mineralégica y bioldgica (Cevallos & Garcia,

2018). Cuando el suelo se encuentra en condiciones dptimas tiene capacidad de amortiguamiento
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al permitir el desarrollo correcto de los ciclos biogeoquimicos, conservando sus propiedades
quimicas, fisicas y bioldgicas (Pefia et al., 2019).

Sin embargo, el normal funcionamiento del ecosistema inmerso en la matriz suelo, esta
siendo afectado por contaminantes que presentan una tasa de biodegradacién natural mas lenta;
por el contrario, en zonas donde no hay presencia de sustancias peligrosas se puede realizar la
mineralizacion de compuestos biodegradables en condiciones naturales mas eficaces (di Salvo &
Garcia de Salamone, 2018; Pefia et al., 2019; Torri et al., 2018).

El petrdleo es la principal fuente energética del mundo, pero en casos de derrames, fugas
0 una inadecuada extraccion y purificacion por la industria petrolera se convierte en uno de los
mayores contaminantes del planeta, provocando efectos negativos sobre el medio ambiente, lo cual
representa un riesgo para la salud publica al expandirse en los suelos, las fuentes hidricas y
afectando la productividad agricola y la biota alli presente (Chirivi et al., 2020; Lugo, 2017;
Mendoza, 2018; Velasquez, 2016). Los compuestos hidrocarbonados volatiles tienden a
evaporarse rapidamente sin necesidad deaplicar alternativas para su recuperacion. Por el contrario,
los componentes no volatiles como los HAP permanecen alli por largos periodos de tiempo,
provocando dafios en los ecosistemas y en la cadena trofica, al ser absorbidos por las raices de las
plantas inhibiendo el crecimiento de las mismas; en el sistema vascular se diseminan, por lo cual
logran llegar a la zona mas alta de la especie vegetal, causando la expansion del contaminante en
la atmosfera (Madigan, 2015; Torri et al., 2018; Ugaz et al., 2020).

En los suelos, los hidrocarburos impiden el ingreso de nutrientes a las especies vegetales
al modificar los valores de pH, temperatura, conductividad eléctrica, humedad y, concentracion de
iones Ca*, Mg*, K*, Na*, P, Al***, NO3z"y N, afectando el intercambio gaseoso con la atmosfera

(Esquivel et al., 2018), ademas de la disminucién de su fertilidad al perder nutrientes
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indispensables como el nitrégeno, fésforo, oxigeno y potasio, acidificandolo (pH de 4 a 5) vy,
causandole la muerte a los microorganismos autoctonos alli presentes (Cevallos & Garcia, 2018);
provocando pérdidas en la biodiversidad, cambios en el sustrato original y, enfermedades en la
poblacién humana cercana al lugar afectado (Pérez, 2018). El nivel de afectacion del suelo puede
variar segun el grado de toxicidad del hidrocarburo, los derivados del petréleo mas peligrosos y
altamente resistentes a la degradaciénson los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), siendo
altamente ecotoxicos; afectan gravemente la salud de los seres vivos al actuar como disruptores
endocrinos, provocando estres oxidativo en las células, presentando efectos carcinogénicos y

mutagénicos (Lugo, 2017; Quijano et al., 2017).

6.2. Perspectiva Nacional e Internacional

El segundo pais més biodiverso del mundo es Colombia, identificado con 85 ecosistemas
de los cuales 27 han sido deteriorados. El constante crecimiento urbano y poblacional conlleva al
uso intensivo de agentes toxicos que terminan contaminando diversos ambientes, amenazando la
capacidad y organizacion biologica del pais. Para el 2030, las tres cuartas partes del consumo
energético mundial provendran de combustibles fdsiles, generando una gran huella ecoldgica a
futuro, donde se necesitaran aproximadamente 1,7 planetas Tierra para producir los recursos que
requieren los seres humanos a nivel global y satisfacer el modelo consumista (Duque, 2021; Ortega
et al., 2019). Cerca de 45 millones de hectareas de suelo en Colombia se encuentran erosionadas,
degradadasy sin porosidad, lo que imposibilita la capacidad del suelo para producir alimentos y

retener agua. En pocas palabras, el 70% del territorio nacional presenta erosion donde los
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departamentos mas afectados son Santander, Magdalena, Huila, Cérdobay La Guajira, generando
una inseguridad alimentaria a sus habitantes (Blanco, 2019).

Hoy en dia, Colombia es uno de los paises con mayor nimero de conflictos ambientales.
Desde 1960, se han registrado mas de 2.575 veces la voladura de oleoductos, derramando millones
de barriles de crudo en departamentos como Putumayo, Arauca, Narifio y por supuesto, Norte de
Santander, llegando a generar riesgos cancerigenos a sus habitantes debido a la exposicion de estos
en el medio ambiente (Méndez & Zapata, 2021); un derrame de petroleo crudo en el ambiente
altera las condiciones fisicoquimicas del suelo, genera una pelicula superficial en cuerpos de agua
que impide el ingreso de luz y perturba los procesos de fotosintesis, lo que conlleva a una

afectacion de la cadena alimentaria de forma directa, como se observa en la figura 24 (Vera, 2021).

5

Figura 24. Aguas Contaminadas con Hidrocarburos en el Municipio Toledo, Norte de Santander

Extraido de (el ESPECTADOR, 2019)

En 2015 méas de 10.000 barriles de petroleo contaminaron el océano Pacifico debidoa un
ataque al oleoducto Trasandino en Tumaco (Narifio) por parte del grupo guerrillero de las FARC,
ocasionando que 160.000 habitantes se quedaran sin agua. Asi mismo, en 2020 un total de 2.442
animales y 6.001 arboles tuvieron contacto directo con hidrocarburos al derramarse un total de 550

barriles de crudo en aguas del rio Sogamoso, quebradas La Lizama y cafio Muerto (Pardo, 2018).
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En los ultimos 7 afios, los municipios de Narifio y Putumayo se han visto gravemente afectados

por la instalacion de valvulas ilicitas en el oleoducto transandino, lo que ocasiona rupturas en las

tuberias que conllevan a derrames de hidrocarburos (observar Tabla 9) (Guerrero, 2018).

Tabla 23. Derrames de Petréleo y su Nivel de Afectacion en los Municipios de Narifio y Putumayo en 2015a

2019
Afo/Mes Lugar Magnitud Afectacién a cuerpos de aguay
comunidades
2019/03 Vereda San Francisco, Ruptura de tuberia'y Caidadecrudoen el rio Giiiza.
en Ricaurte derrame de crudo
2019/01 Vereda Pususquer, en Ruptura de tuberia'y Afectacionesa cultivos y
Mallama derrame de crudo contaminacién alaguay suelo.
2018/04 San Andrés de Tumaco Ruptura de tuberia'y Rio Caunapiy rio Rosario. Veredas
derrame de crudo la Espriella y Pueblo Nuevo sin
agua potable.
2015/06 Kilometro 72 de la via Derrame de 410 mil Vetimiento de crudo en la Quebrada
Tumaco-Pasto galones Pianulpi afectado a losrios Guiza y
Mira que surten a Tumaco (160 mil
personassin agua potable).
2014/07 Valle de Guamuez Derrame de 235 mil Rio Cohembiy Guamuez (343
galones de petrdleo personassin agua potable).
2018/05 Vereda Casa Fria Rotura de la tuberia Cascada Pifiuelas
(Pupiales)
2015/06 La Cabafia en Puerto 130 mil galones Contaminacién de nacederos de

Asis

agua quesurtian la poblacién de las
veredasLa Cabafay La Carmelita.

Vertimiento de petrdleo en lago con
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alevinos y peces adultos, de

cachamay mojarra.

Nota. Fuente: (Guerrero, 2021).

En Brasil, el barco petrolero Sinclair derramo aproximadamente 70.000 toneladas de
petrdleo a las fuentes hidricas; en el Golfo Pérsico se han arrojado cerca de 1,8 millones de
toneladas de petréleo crudo en las areas fronterizas con Kuwait e Irak generand o graves perjuicios
en la salud. Asi mismo, mas de 780.000 toneladas de petrdleo se han derramado en el Golfo de
Meéxico, representando un grave desastre petrolero; en el rio Coco ubicado en Ecuador se vertieron
cerca de 11.400 barriles de petroleo en el afio 2013, evidenciado por manchas negras en el recurso
hidrico que llegaron a afectar el Parque Nacional Yasuni, considerado como una de las zonas con
mayor diversidad biologica del planeta (Martinez, 2020), este hecho impacto también a Perl y el
Amazonas. Por altimo, las rupturas en el oleoducto Norperuano han provocado consecuentes
derrames de hidrocarburos en el departamento de Amazonas (observar Tabla 10) (Meléndez,

2021).

Tabla 24. Vertimientos de Hidrocarburos en Distintas Provincias del Departamento de Amazonas

Pertenecientes a Pertien 2011 a 2016

Fecha Descripcién Provincia - Distrito

03/04/2011 Derrame ocurrido en la Utcubamba — El Milagro
estacion N°7 progresiva km

513+ 500 —tramo Il

04/09/2012 Derrame ocurrido enel km 397 Condorcanqui— Nieva

+ 300 —tramo 1




115

21/09/2013 Derrame ocurrido enel km 504 Bagua —Bagua

+ 400—tramo Il

19/02/2015 Progresiva km 504 + 086 tramo Bagua —La Peca

1
06/11/2015 Km 516 +408 tramo Il Utcubamba — El Milagro
25/01/2016 Km 440 + 781 tramo Il Bagua—Imaza

Nota. Fuente: (Meléndez, 2021).

6.3. Aprovechamiento de las Bacterias Hidrocarbonoclastas

Los derrames de hidrocarburos afectan gravemente las condiciones quimicas, fisicas y
bioldgicas de suelos y aguas subterraneas (Restrepo, 2021); no obstante, en un suelo contaminado
con hidrocarburos albergan muchos tipos de microorganismos con capacidad
hidrocarbonoclastica, encargados de producir biosurfactantes de baja toxicidad, empleados en
biorremediacion (Mohanty et al., 2021), técnica ecolégica mediante la cual se pueden reducir la
concentracion total de contaminantes en los ecosistemas mediante la biotransformacion,
biodegradacion y mineralizacion por parte de organismos vivos, donde las bacterias se destacan
en mayor proporcion clasificandose como el principal agente degradador (Islas et al., 2015).

Los microorganismos hidrocarbonoclastas (BHC) son aquellos que pueden utilizar como
fuente de carbono y energia un amplio rango de hidrocarburos, ya que, tienen la capacidad de
producir biosurfactantes y reducir la tension superficial. Asi mismo, estan dotados de una alta
hidrofobicidad y una habilidad para expresar genes cataliticos a través de vias aerobicas y
anaerdbicas (observar Tabla 11). Cabe resaltar que estos microorganismos son de suma

importancia en la industria de petréleo al degradar en suelo, aguay aire, sustancias toxicas como
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los hidrocarburos aromaticos policiclicos (Esquivel et al., 2018). Por otro lado, pardmetros
fisicoquimicos como la presencia de nitrogeno, fosforo, contenido de oxigeno, presion parcial de
gases, temperatura, pH, contenido de sales, didmetro, distribucién de particulas, solubilidad,
concentracion y, cantidad y biodisponibilidad de los contaminantes; son los que influyen en la tasa
de degradacion realizada por los microorganismos hidrocarbonoclastas (Cevallos & Garcia, 2018;
di Salvo & Garcia de Salamone, 2018). Algunos de los contaminantes que pueden degradar los
microorganismos hidrocarbonoclastas son la gasolina, el petroleo, los aceites de motor y, los
hidrocarburos; siendo Util en ambientes que se encuentran afectados por derrames de petroleo
crudo y sus derivados, mediante la aplicacion de técnicas como la biorremediacion (Brisefio,

2018).

Tabla 25. Aspectos Relevantes que Presentan los Microorganismos Hidrocarbonoclastas

Caracteristicas Fuentes de carbono Autores
v’ Capacidad de producirsurfactantes. v Acidos (Brisefio, 2018;
v Genéticamente establescon rapidas v' Azlcares Villalobos & Nifio,
tasasde reproduccion. v' Polisacaridos 2020)
v' Adaptaciénenel ambiente v'  Lipidos
contaminado en menortiempo. v' Proteinas

Productos metabolicos finalesno
toxicos.

No ser patdgenos.

Hidrocarburosalifaticos

Fuentes de Nitrdgeno

Amonio
Nitratos
Aminoacidos
Peptonas

Proteinas

Nota. Fuente propia
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Las especies bacterianas que son mas empleadas como microorganismos
hidrocarbonoclastas son Pseudomonas putida; Pseudomonas fluorescens; Pseudomonas
paucimobilis; Pseudomonas mendocina; Pseudomonas vesicularis; Pseudomonas cepacia;
Alcaligenes sp.; Mycteronas spificans; Alcaligenes faecalis; Bacillus cereus: Vibrio sp.;
Cyclotrophicus sp.; Stenotrophomonas maltophilia; Beijerinckia sp.; Micrococcus sp.; Nocardia

sp. y, Flavobacterium sp (Shukla et al., 2014).

La produccion de biosurfactantes es un mecanismo de respuesta, empleado por este tipo de
bacterias, en donde se utilizan como fuente de carbono y energia diversos tipos de hidrocarburos,
éstas moléculas biolégicas dependen del tipo de microorganismo que pueda producirlas (observar
Tabla 12), es por ello que, Pseudomonas sp. tiene la capacidad de producir biosurfactantes, ya sean
glicolipidos, también llamados trehalolipidos, soforolipidos y ramnolipidos, en el momento en que
entra en contacto con el hidrocarburo, facilitando su ingreso a la pared celular en la fase

estacionaria para solubilizar dichos compuestos hidrofobos (Pérez et al., 2015).

Tabla 26. Principales Bacterias Productoras de Biosurfactantes

Especie bacteriana Tipo de Biosurfactante Autor
Pseudomonassp Artrofactina (Toribio etal., 2014)
Pseudomonas maltophila Biosur - Pm (Nifio, 2020; Raiger &

Lopez, 2018)

Pseudomonas corrugate Corrugatina (Toribio etal., 2014)

Pseudomonassyringae Pseudomicina A (di Giorgio etal., 1997,

MSU 16H Toribio etal., 2014)




Pseudomonas fluorescens

DR54

Viscosina y viscosinamina

(Janeket al., 2020; Toribio et

al., 2014)

Pseudomonas putida

PCL1445

Putisolvina 1 y 11

(Oni et al., 2020; Toribio et

al,, 2014)

Pseudomonassyringae pv.

syringae B301D

Iringomicina y siringopeptina

(Toribio etal., 2014)

Pseudomonassp DSS73 Amphisina (Loiseau et al., 2018; Toribio
etal., 2014)

Pseudomonas koreensis Lokisina (Toribio etal., 2014)

2.74

Pseudomonas entomophila Entolisina

Pseudomonassp WJ6

Surfactina, fenhicinay

lichenisnina

Pseudomonas aeruginosa

ramnosil-p- hidroxidecanoil-
B -hidrodecanoato
(monoramnolipido)y el
ramnosil-ramnosil- § -

hidroxidecanoil-f -

hidrodecanoato

(diramnolipido).

(Toribio etal., 2014;

Vijayakumar & Saravanan,

2015)

Serratiarubidea

Ramnolipido

Arthrobacter paraffineus

Trehalolipidos

Lactobacillus fermentii

Diglicosil diglicéridos

(Nifio, 2020)
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Arthrobacter sp.

Artrofactina

Bacilluslicheniformis

Lichenisina A, Lichenisina B

(Nifio, 2020; Vijayakumar &

Saravanan, 2015)

Bacillussubtilis Surfactina (Nifio, 2020; Vijayakumar &
Saravanan, 2015)
Bacilluspumilus Surfactina (Nifio, 2020)

Thiobacillusthiooxidans

Sulfonilipidos

Acinetobacter

radioresistens

Emulsan, Alasan

(Nifio, 2020; Raiger &

Lopez, 2018)

Bacillusstrain

Lipopéptidos

(Lépez etal., 2019)

Acinetobacter spp

Fosfatidiletanolamina

(Vijayakumar & Saravanan,

2015)

Acinetobacter spp. HO1-N

Biosurfactantes particulados

(Vijayakumar & Saravanan,

2015)

Nota. Fuente propia

6.4. Papel de las bacterias hidrocarbonoclastas frente a los agentes contaminantes

derivados de la actividad antropogénica

El fendbmeno de la contaminacion no es un tema aislado, ya que, afecta a paises

desarrollados y subdesarrollados por igual (observar figura 25). No obstante, esta claro que

entornos pobres e insalubres generan mayor contaminacion, habitos menos saludables y mayores
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enfermedades donde por lo general, los nifios y jovenes son los mas vulnerables y afectados.
Teniendo en cuenta que para los seres humanos las primeras dos décadas de vida proveen muchos
beneficios en la salud y bienestar general para toda la vida, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) propone la implementacion de la salud medioambiental (SMA) para mejorar la calidad de
vida al controlar y prevenir factores medioambientales que contribuyen al desarrollo de
enfermedades respiratorias o intestinales, las cuales representan el 26% de muertes anuales
afectandoa 1,5 millones de personas en el mundo, lo anterior se puede evidenciar en la figura 26

(Ortega et al., 2019).

Control OMS
Bruselas

La Habana % Superacion de las
Lisboa recomendaciones OMS

Atenas H PM2,5 (10 pg/m3)
Berlin ' o

Mildn

Roma
Barcelona
Madrid
Santiago
Londres

Lima
Medellin
Bogota

Paris

Buenos Aires
Brasilia

Rio de Janeiro
Sdo Paulo
Tijuana
Guadalajara
Ciudad de México

0 100 200 300 400 500 600

Figura 25. Comparacion de la Media Anual de Materia Particulada en Diversos Paises

Fuente: (Ortega et al., 2019).
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Asi mismo, los hidrocarburos son compuestos organicos toxicos que se utilizan en
distintas actividades industriales para la elaboracién de farmacos, herbicidas o insecticidas,

considerandose como compuestos de origen antropogénico o xenobidticos toxicos,

a
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caracterizados por provocar impactos negativos a nivel ambiental y en la salud publica (Pérez,

2020). Los derrames de hidrocarburos generan impactos ambientales incalculables; la tragedia

del buque petrolero Exxon Valdez en Alaska en 1989 ha sido considerada uno de los mayores
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casos de contaminacion de petrdleo en el mundo al derramar 11 millones de galones al mar, asi
mismo, en el golfo de México en 2010 se vertieron mas de 13 millones de galones en el océano
Atlantico. Sin embargo, Colombia ha superado estos incidentes en gran proporcion (Guerrero,
2018; Velasquez, 2016), la industria de los hidrocarburos se encuentra expuesta a muchos
riesgos y amenazas debido a los diversos desastres ambientales generados por la voladura de los
oleoductos por grupos armados al margen de la ley (observar Tabla 13), donde el Oleoducto
Cafio Limon-Covefias con una extension de 773,94 kilometros, atravesando departamentos como
Magdalena, Sucre y Norte de Santander, es uno de los més afectados desde los afios 80, llegando
a contaminar cerca de 40.500 metros lineales de cuerpos de agua y 65.000 metros cuadrados de
suelos con hidrocarburos (observar Tabla 14). En el periodo 2000-2016 se presentaron 179
conflictos sociales en Colombia donde el 87,2% era debido a la extraccion de petroleo, carbéon y
oro, influenciados por la presencia de grupos marginales en las reservas del pais (Guerrero,

2018).

Tabla 27. Derrames de Hidrocarburos Generados en los Ultimos Afios Debido a Atentados Terroristas

Fecha o Afio Barriles Derramados Sector

14 julio 1986 45.743 La Donjuana, Municipio del Carmen de

Tonchala Norte de Santander.

Febrero 1988 93.952 Llego al lago Maracaibo Venezuela.

15 mayo de 1990 14.000 Zapatosa Cesar.

Julio 1992 45.000 San Roque, en los rios Itéy Cimitarra.
2005 22.458 Ciénagasde Juan Manuel, Aguas Blancasy

Aguas Negras, en el estado Zulia,

Venezuela.

25 de marzode 2014 - La China, municipio de Toledo, Norte en

Santander.




123

Abril de 2019 -

Rio Tibucito y Pozo Azul, unsitio turistico

de Norte de Santander.

Nota. Fuente: (Vera, 2021).

Tabla 28. Fallasen el Oleoducto Cafio Limon-Covefias a su Paso por Norte de Santander Durante el Segundo

Semestre de 2018

Tamo afectado

Fecha Causa Tipo de aceptacion
del OCLC
4 de Vereda Cedefio, Voladura 60 metrosde tuberia del OCLC, caida del
diciembre municipio de fluido en la capa vegetal, cierre temporalde
Toledo tramo de 900 metrosde la via la soberania.
14 de Vereda Quebrada Voladura Propagacion de gases, derrame de
noviembre seca (Clcuta) hidrocarburo extendido en un area de 80
metros cuadrados de capa vegetal. Incendio en
un bosque.
10 de Vereda Cedefio, Voladura Caida de petréleo en capa vegetaly en la via
noviembre municipio de la Soberania.
Toledo
21 de Municipio de Fendmeno de Derrame de crudo en capa vegetaly afluentes
septiembre Toledo remocion en masa cercanos.
causado porla fuerte
ola invernal
5de Corregimiento Voladura Derrame del fluido remanenteen una
septiembre Llana Baja- quebrada delcorregimiento Llana baja.
Teorama

Nota. Fuente: (M

. E. Guerrero, 2018).
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Segun (Ecopetrol, 2020) en Colombia cada dia ocurren al menos 3 instalaciones de
valvulas ilicitas por grupos al margen de la ley, ocasionando la pérdida de mas de 2.500 barriles

diarios de hidrocarburos. En Norte de Santander, los derrames de hidrocarburos han generado

diversos problemas ambientales, como los que se evidencian en la Tabla 15.

Tabla 29. Investigaciones Realizadas Sobre las Principales Problematicas Asociadas a los Hidrocarburos en

Norte de Santander

Zona afectada Problema Autor
Region Mutiscua ubicadaenel Presencia de Hidrocarburos (Quijano et al.,
departamento de Norte de Santander, aromaticos policiclicos en 2014)
con las coordenadas geograficas: tejidos de Truchasarco iris.

longitud Oeste 71°45' 02", latitud
Norte 07° 18'07". Altitud 2600

m.s.n.m.y temperatura media de 14

°C.

Rio algodonalentre los municipios Derrame de hidrocarburos (Hernandez &

de Abrego y Ocafia en el Rio Algodonal. Ramirez,

2016)

Zona de Catatumbo Explotacion de recursos (Collazos &
naturales generando un Lépez, 2018;
desgaste de estos. Vargas &

Garcia, 2020)

Toma La Carrillo, Departamento Elevada demanda de (Limas, 2018)

Norte de Santanderen Colombia combustibles fosiles.

Universidad de Pamplona con Presencia de (Quijano etal,,

coordenadas geograficas 7° 54° de benzoantraceno, criseno, 2017)

latitud norte y 72° 30’ al oeste de benzofluoranteno,
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Greenwich, a una altitud de 320 benzopireno, indenopireno,
msnm. dibenzo y antracenoenel

aire de Clcuta.

Oleoducto Cafio limon-Covefias- Derrames de petréleo (Guerrero,

Toledo 2018)

Municipio de Ocafia Fuga de hidrocarburospor (Gamboa,
un falloen el transporte. 2015)

Nota. Fuente propia: Alvarado, K; Parada,C & Sepulveda, N, (2020)

No obstante, la actividad microbiolégica se encuentra altamente relacionada con la
capacidad que presenta un suelo para resistir y recuperarse frente a situaciones de estrés y
contaminacion (Corrales, 2018), donde los microorganismos hidrocarbonoclastas se destacan por
su capacidad para producir biosurfactantes como respuesta medioambiental al estar inmersos en
areas contaminadas con hidrocarburos. Entre los géneros bacterianos mayormente identificadosen
diversas investigaciones nacionales e internacionales se destacan: Acinetobacter, Pseudomonas,
Bacillus, Arthrobacter, Alcanivorax, Marinobacter, Thallassolituus, Cycloclasticus v,
Mycobacterium observados en la Tabla 16 (Brisefio, 2018; Cabrejos & Sipion, 2019; Ccancce,

2018; Ugaz, 2020; Villalobos & Nifio, 2020).
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Tabla 30. Principales Géneros Bacterianos Encontrados en Areas Contaminadas con Hidrocarburos

Género
Imégenes Descriptivas Fuente
Bacteriano

Acinetobacter

(LaboratoriosFr
anja,2017;
Wikimedia,

2017)

Pseudomonas (CNB, 2021;
Stefanovaetal,

2009)

Bacillus (Sanchez, 2018;
Wikimedia,

2021)

Arthrobacter ‘ (Nabaletal.,
2020; Xu et al.,

2017)

X6,600° 2um




Alcanivorax

(Taringa, 2010)

Marinobacter

(Gauthieret al.,

1992)
Thallassolituus 17 (Microbewiki,
ts == 2012)
o B "
P ) 2
(# : 80 > F ; ;
o Q,%? o g _
- " ¥ Og ok | e
%m al % !ik/’- 1 s00nm
Cycloclasticus (Dyksterhouse
etal., 1995)
Mycobacterium (Sinc, 2015)

Nota. Fuente propia: Alvarado, K; Parada, C & Sepulveda, N, (2020)

La actividad biosurfactante presente en la mayoria de
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los microorganismos

hidrocarbonoclastas, los convierte en una estrategia clave para el campo de la biorremediacion de
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sitios contaminados con hidrocarburos; en Colombia, esta técnica ha sido implementada hace
aproximadamente veinte afios, en donde las especies microbianas mas representativas son
Pseudomonas, Acinetobacter, Ralstonia, Bacillus, y Chrysobacterium, encontradasen los Llanos
Orientales, la Orinoquia y la costa Atlantica degradando tolueno, xileno, fenol, naftaleno, diésel,
gasolina, entre otros (Mesa, Milena, Ortega, & Sandova, 2018). En un estudio realizado en el
Caribe Colombiano, se logro identificar cepas de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. presentes en
ecosistemas contaminados con petréleo crudoen concentraciones del 1 al 8%, degradando un 92%
del hidrocarburo (Hernandez, 2018), asi mismo, los autores Ordofiez, Abella, Echeverry, Paz &
Benitez, (2019), aislaron microorganismos nativos tales como, C. metapsilosis SH1 y B. cepacia
SH3 capaces de tolerar concentraciones de queroseno del 2% al 10%, al emplear el hidrocarburo
como Unica fuente de carbono.

Diferentes estudios demuestran la eficiencia del uso de biosurfactantes en areas con
presencia de hidrocarburos, destacandose un estudio investigativo, realizado por (Ugaz, 2020)
donde se recolectaron muestras de hidrocarburos de tres pozos obteniéndose cinco consorcios
bacterianos que producian la méaxima concentracion de biosurfactantes al crecer en 40°C;
igualmente, el Instituto Colombiano del Petréleo (ICP), llevo a cabo la produccién de un
biosurfactante de tipo ramnolipido utilizando la cepa Pseudomonas aeruginosa ICP 70,

observando una eficiencia del 76% (Rosero, Dugarte, Lorely, Piedad & Carvajal, 2002).
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7. Conclusiones

La contaminacion es un fenémeno global que se incrementa con las continuas actividades
que el hombre desarrolla a nivel industrial, en las que se generan residuos que son eliminados de
forma incorrecta, ademas, los diversos derrames de petréleo ocasionados por rupturas a distintos
oleoductos debidoa la extraccion ilegal de crudo, afectan los diferentes habitats naturales llegando
a perjudicar la fauna y la flora; sin embargo, los mecanismos de adaptacion desarrollados por
bacterias hidrocarbonoclastas permiten la asimilacion total y biorremediacion del contaminante
sin que se generen productos secundarios nocivos para el medio ambiente, devolviéndole las

propiedades fisicoquimicas del suelo y, asegurando las formas de vida alli presentes.

Cuando el suelo es afectado por un derrame de hidrocarburos se altera toda la biota alli
presente, en donde, aquellos microorganismos mejor adaptados suelen sobrevivir al emplear
mecanismos de proteccion y adaptacion que les permiten utilizar los agentes contaminantes como
fuente de carbono y energia. De tal manera que, para identificar y aislar a estos microorganismos
es importante realizar un muestreo y caracterizacion de la zona afectada que permita dar a conocer
la informacion bésica del suelo contaminado, tomando muestras de cada punto seleccionado,
llevandolas al laboratorio e implementando diversos medios de cultivo que puedan detectar
inicialmente los aislados promisorios.

Para la identificacion de las especies bacterianas eficientes en la degradacion de
hidrocarburos se emplean distintas técnicas que puedan evaluar la actividad biosurfactante de
forma cualitativa y cuantitativa, también se pueden implementar metodologias que muestren la

caracterizacion molecular y secuenciacion del microorganismo de interés, asi como la
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identificacion de las enzimas implicadas en la sintesis de biosurfactantes y en procesos de
biorremediacion; determinandose que los géneros bacterianos mas representativos son
Pseudomonas sp. y Bacillus sp.

Asi mismo, se han identificado diversos desastres ambientales a nivel nacional e
internacional en suelo y agua debido a los derrames de hidrocarburos, donde las pérdidas de
recursos naturales son considerables, ocasionando dafios a nivel patrimonial, ecol6gico y humano,
por ello se concluye que las bacterias hidrocarbonoclastas son una alternativa atractiva en procesos
como la biorremediacion de suelos, produciendo moléculas anfifilicas de forma ambientalmente
segura al estar presentes en areas contaminadas con hidrocarburos, garantizando la conservacion
de la biodiversidad y aumentando la resiliencia natural de los suelos.

Por ultimo, es recomendable que, diversas instituciones educativas contemplen el
conocimiento de los contaminantes medioambientales y su impacto al entorno, generando
conciencia social sobre la interrelacion salud y medio ambiente; asi como, el desarrollar
investigacion basada en un alto rigor cientifico que permita entender los procesos geoquimicos
que ocurren en el suelo, con el objetivo de desarrollar diversas estrategias y tecnologias orientadas
a la biorremediacion de sitios contaminados mediante la aplicacibn de bacterias

hidrocarbonoclastas con potencial biosurfactante, logrando su recuperacion y restauracion.
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9. Anexos

Anexo 1. Composicion Medio Agar Petréleo

Composicion Unidad
g/L
Pluripeptona 5.0
Extracto de 3.0
levadura
Cloruro de sodio 8.0
Agar 15.0
Hidrocarburo 5mL
Fuente: (Quispe, 2019).
Composicion Unidad
g/L
KH2PO4 1.0
K2HPO4 0.2
MgS04-7H20 0.2
CaCl2 0.02
NH4NO3 1.0
Hidrocarburo 4.0
Agar 15.0
Fuente: (Barbosa, 2016).
Anexo 2. Composicién Medio Agar Cromogeénico
Composicion Unidad
g/L
Peptona de Carne 18.0
Cloruro 10.0
Litio Extracto de Levadura 10.0
Triptona 6.0
Sodio Cloruro 5.0
di-Sodio Hidrégeno Fosfato 2.5
anhidro
Glucosa 2.0
Sodio Piruvato 2.0
Magnesio Glicerofosfato 1.0
Magnesio Sulfato 0.5
Magnesio Sulfato 0.05
Agar Bacterioldgico 13.5

Fuente: (Quispe, 2019).
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Anexo 3. Composicion Medio Agar Centrimide

Composicion Unidad
g/L

Digerido pancreatico de 20.0
gelatina

Cloruro de magnesio 1.4

Sulfato de potasio 10.0

Bromuro de N-cetil N,N,N- 0.3
Trimetil amonio (Cetrimide)

Glicerina 10.0 mL

Agua destilada 1000 mL

Agar 13.6

Fuente: (Quispe, 2019).

Anexo 4. Composicion Medio Agar Bushnell Haas

Composicion Unidad g/L

NH4NO3 1.0

FeClI3 0.05

KH2PO4 1.0

MgSO4 0.2

CaCl2 0.02

Fuente: (Ali Khan etal., 2017).
Composicién Unidad
g/L
Sulfato de magnesio 0.20
Cloruro de calcio 0.02
Fosfato mono potasico 1.00
Fosfato de hidrogeno di 1.00
aménico

Nitrato de potasio 1.00
Cloruro férrico 0.05

Fuente: (Moreno & Abasolo, 2019).

Anexo 5. Composicion Medio Agar Medio Minimo Salino (MSM)

Composicion Unidad
g/L
NaNO3 4.0
KH2PO4 1.5
Na2HPO4 0.5
FeS04.7H20 0.0011
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CaCl2.2H20 0.0132
MgS04.7H20 0.2
Agar 20.0

Fuente: (Liporaceetal., 2019; Liporace, 2018).

Composicién Unidad
g/L
NH4NO3 4.0
KCI 0.1
KH2PO4 0.5
K2HPO4 1.0
CaCl2 0.01
MgS04-7H20 0.5
FeSO4-7H20 0.01
Extracto de levadura 0.1
H3BO3 0.26
CuS04-5H20 0.5
Solucién de MnSO4-7H20 0.5
oligoelementos (NH4)6Mo702- 0.06
4H20 '
ZnS0O4-7H20 0.7
Fuente: (Patowary etal., 2017).
Composicién Unidad
mg/L
(Ca(NO3)2 60
NaHCO3 125
KNO3 70
NH4 ClI 70
KH2 PO4 100
FeSO4 .7H2 O 10
MnCIl.H2 O 7
ZnS0O4 15
Extracto de levaduraal 0.4% v/v
Queroseno 1% v/v

Fuente: (Erlinton etal., 2018).

Anexo 6. Composicién Medio Agar Luria-Bertani (LB)

Composicion Unidad
g/L

Tripteina bacterioldgica 10.0

Extracto de levadura 5.0




Fuente: (Liporace, 2018)

Fuente: (Hananoetal., 2017)

Fuente: (Parthipan etal., 2017)

Cloruro de sodio 10.0

Agar 15.0
Composicion Unidad

g/L
peptona 10.0
Extracto de 10.0
levadura
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15.0
Composicion Unidad
g/L
Triptona 10.0
Extracto de 5.0
levadura
Cloruro de sodio 10.0
Agar 15.0
Anexo 7. Composicion Medio de Cultivo R2A
Composicion Unidad
g/L

Glucosa 0.5
Proteasa peptona 0.5
Extracto de levadura 0.5
Almidon soluble 0.5
Piruvato de sodio 0.3
MgSO4.7H20 0.05
K2HPOA4 0.3
Casamino acidos 0.5
Agar 15.0

Fuente: (Becerra& Horna, 2016).

Anexo 8. Composicién Medio Plate Count Agar (PCA)

Composicion Unidad g/L
Caseina 5.0
Extracto de levadura 2.5
Glucosa 1.00

Agar 15.0

Fuente: (Moreno & Abasolo, 2019)




Anexo 9. Composicion Medio Agar Siegmund Y Wagner

Composicion Unidad g/L
Base NaNOs 1g/L
minima KH2PO4 0,1g/L
de sales CaClz 0,1g/L
Extracto de levadura 0,2 g/L
MgSO4*H20 0,1g/L
Glicerol 2%
Bromuro de cetiltrimetil- 0,29/L
amonio (CETAB)
Azul de metileno 0,005 g/L

Fuente: (Becerra & Horna, 2016)

Anexo 10. Mapa: Redes de oleoducto en Colombia
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Anexo 11. Mapa Oleoductos: Red Llanos Norte - Colombia
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