Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

UNIVERSIDAD DEL BiO-BiO

FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BASICAS

“EVALUACION DE LA CAPACIDAD DEGRADADORA DE
HIDROCARBUROS (HC) DE PETROLEO DE HONGOS Y BACTERIAS
AISLADOS DEL BORDE COSTERO DE LA REGION DEL BiO-BiO
PARA LA APLICACION EN SUELOS CONTAMINADOS”

Tesista: Carolina Paz Figueroa Suazo
Profesor guia: Dr. Jorge Castro.
Cotutor: Dra. Jeannette Vera
Cotutor: Dra. (c) Lorena Barra

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE INGENIERO EN RECURSOS
NATURALES

CHILLAN, 2017



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

Dedicatoria

A mi familia.



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

Agradecimientos

A todas las personas que creyeron en este proyecto, especialmente a los
técnicos del Laboratorio INIA Quilamapu que sin su ayuda esto no habria

sido posible.



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

INDICE

Contenido

DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
RESUMEN

CAPITULO I: INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

1.2. Planteamiento del problema
1.3. Justificacion

1.4. Objetivos

1.5. Pregunta de investigacion

CAPITULO Il: FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. El petroleo

2.2. Contaminacion del suelo y técnicas de recuperacion
2.3. Biorremediacion

2.4. Microorganismos con capacidad de degradar HC

CAPITULO Ill: MATERIAL Y METODO

3.1. Lugar de estudio

Pagina

10

11
11
14
17

19

22

22



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

3.2. Recoleccion de muestras de suelo

3.3. Tratamiento de las muestras de suelo
3.4. Obtencion de cultivos puros

3.5. Evaluacion de la degradacion microbiana
3.6. Viabilidad de los microorganismos

3.7. Cuantificacion de degradacion de HC
3.8. ldentificacion molecular

3.9. Tincidon de Gram

CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Aislamiento de microorganismos en presencia de petroleo

4.2. Caracterizacion e Identificacion molecular de microorganismos
4.3. Viabilidad de crecimiento en suelo contaminado

4.4. Degradaciéon de HC totales de petroleo

CAPITULO V: DISCUSION
CONCLUSIONES

REFERENCIAS

23

24

24

25

26

26

27

28

30

30

32

36

36

37

41

42



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

RESUMEN

Los productos a base de petroleo son el mayor recurso energético para la
manufactura y la vida diaria, sin embargo el desarrollo industrial en las ultimas
décadas ha llevado a expulsar al ambiente diversos contaminantes como HC de
petréleo, que han sido identificados como peligrosos debido a sus efectos toxicos y
cancerigenos. El petréleo es una mezcla compleja de HC que se reporta
frecuentemente como contaminante del suelo y por lo tanto uno de los mejores
métodos para la restauracion de suelos contaminados, es hacer uso de
microorganismos capaces de degradar compuestos toxicos en un proceso
denominado biorremediacion.

En la presente investigacion se evalué la capacidad biorremediadora de
microorganismos aislados del borde costero de la Regién del Biobio. Se recolectaron
muestras de suelos contaminados de 3 sitios aledanos al terminal portuario San
Vicente y refineria Biobio de la misma Region. Se aislaron 12 cepas bacterianas y
1fungica, las cuales surgieron de medios de cultivo suplementados con petréleo. Se
evaluo la viabilidad y capacidad degradativa de estos microorganismos, que fueron
expuestos a condiciones de suelo contaminado con petrdleo en el periodo de 1 mes.
Se evalué semanalmente la factibilidad para desarrollarse bajo estas condiciones y
finalmente se cuantifico las fracciones de petréleo que fueron degradados.

Los microorganismos utilizados en la fase degradativa corresponden a
Methyobacterium sp., Phyllobacterium myrsinacearum, Penicillium brevicompactum y
Microbacterium sp. Estos microorganismos pueden ser una alternativa como
potenciales biorremediadores de suelos contaminados con petroleo, ya que son

capaces de degradar HC de manera parcial.



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La regién del Biobio, particularmente la zona de Concepcién y Talcahuano, presenta
a nivel nacional una gran importancia econdmica, centrandose en un activo

desarrollo industrial (Chuecas, 1989).

Es asi que la explotacion de recursos naturales como diversos procesos productivos,
junto con aportar al crecimiento econdmico y social del pais, en algunos casos
también han generado problemas e impactos ambientales, tales como suelos

potencialmente contaminados (MMA, 2011).

En la actualidad, la contaminacion por petréleo se ha vuelto un desastre comun,
sobre todo en regiones industriales debido a la extraccién, transporte, refinacion,
almacenamiento, uso y disposicion final de este material (Merkel y col., 2004;
Kingston 2007), siendo la liberacion de HC al ambiente la principal causa de

contaminacion, ya sea accidental o debido a la actividad humana (Holliger y col.,
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1997). Ademas, la contaminacion del suelo con HC causa un dafo extenso al
sistema local, ya que la acumulacion de contaminantes en animales y plantas puede

causar la muerte o mutaciones de estos (Alvarez y Vogel, 1991).

1.2 Planteamiento del problema

En Chile, empresas publicas y privadas son parte del historial de desastres
ambientales, donde cabe sefialar el derrame de 500.000 litros de petroleo en la
Bahia de San Vicente en el aino 2007. Este desastre tuvo graves consecuencias para
los habitantes de la zona como para el medioambiente local, viendose afectado la
calidad de aguas marinas, el area de manejo de los pescadores y el deterioro de los
recursos hidrobiologicos. Asi mismo el humedal salino de Lenga y su estuario, los
que forman parte del Santuario de la Naturaleza Peninsula Hualpén y las aves que

se alimentan y anidan en él (CDE, 2007).

Por esta razén que en paises como México y Bolivia, existen normativas aplicables
en cuanto a los limites maximos permisibles de HC en el suelo, sin embargo, en
nuestro pais la presencia de HC solamente esta regulada para las aguas
continentales y marinas a través de normas de emision y normas secundarias de

calidad ambiental, pero no para las matrices de suelo (Castro, 2007).

Uno de los mejores enfoques para la restauracion de suelos contaminados es el uso
de microorganismos capaces de degradar compuestos toxicos en un proceso
denominado biorremediacién (Pala, De Carvalho, Pinto y Santa Anna, 2006). Este
proceso es definido como el uso de microorganismos para eliminar y degradar
diferentes tipos de compuestos en donde también se incluyen los contaminantes
ambientales como metales pesados, pesticidas, desechos de basurales y productos

de la industria del petréleo (Medina-Bellver, Marin, Delgado y col., 2005).

Por esa razén, la biorremediacion se ha estudiado intensamente durante las ultimas

dos décadas, impulsado por la necesidad de obtener un método de bajo costo
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sostenible con el entorno natural, y una alternativa in situ a las costosas tecnologias
de remediacion basadas en la ingenieria (Merkel y col., 2004; Chehregani y Malayeri,
2007; Chehregani y col., 2009).

Como ejemplo de biorremediacion in situ fue la limpieza del vertido de petroleo
Exxon Valdez (1989) en Alaska. En este caso se utilizaron fertilizantes nitrogenados
para estimular el crecimiento de microorganismos autéctonos degradadores de HC y

acelerar la biodegradacién de estos (Atlas, 2011).

Ademas, se ha encontrado que las bacterias y hongos son los principales agentes de
descomposicion de petréleo y sus derivados (Madigan y col., 1999). Por ejemplo, en
investigaciones realizadas por Christon y col. (1997), se logré una degradaciéon de
HC cercana al 95% con la adicion de microorganismos al area de tratamiento,

mientras que en los sitios que no fueron tratados la reduccion fue del 14%.

Para Makkar y Rockne (2003), la biorremediacién es un tratamiento rentable en la
limpieza de HC de petrdleo de la zona contaminada, ya que es facil de mantener,

aplicable a grandes aéreas y conduce a la destruccion completa del contaminante.

1.3 Justificacion

La necesidad de buscar métodos de recuperacién de entornos naturales afectados
por contaminantes de la industria petrolera, cuya operacion pueda transformar
completamente los contaminantes a componentes inocuos, en una técnica eficiente,

rentable y poco invasiva.
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1.4 Objetivos

El objetivo de esta investigacion es colectar, aislar e identificar microorganismos de
suelos contaminados por HC en la costa de la Regién del Biobio y evaluar la
capacidad de estos microorganismos de degradar los HC en condiciones de

laboratorio.

En consecuencia el siguiente estudio pretende responder la siguiente pregunta de

investigacion:
Pregunta de investigaciéon

¢Son capaces los hongos y bacterias del borde costero de la region del Biobio de

degradar HC de petréleo en condiciones de laboratorio de suelo contaminado?
Para responder la pregunta de investigacion se plantea la siguiente hipotesis.
Hipotesis:

v" Hongos y bacterias aislados de la costa de la Regiéon de Biobio pueden ser
capaces de degradar HC de suelos contaminados en condiciones de

laboratorio.
Objetivo general:

v Evaluar la capacidad degradadora de HC de petréleo de hongos y bacterias
aislados del borde costero de la Region del Biobio para ser aplicados en

suelos contaminados.
Objetivos especificos:

v Colectar y aislar microorganismos del borde costero de la Region del Biobio.

v’ Identificar la o las cepas con mayor crecimiento en medio de cultivo
contaminado.

v' Cuantificar in vitro la capacidad degradadora de HC de petrdleo en

condiciones experimentales de suelo contaminado.

10
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CAPITULO Il. FUNDAMENTACION TEORICA

21 EL PETROLEO

El petrdleo y las fracciones que provienen de él son una mezcla compleja de HC;
como muestra la Tabla 1, principalmente compuesto de carbono e hidrogeno y en
menor cantidad otros materiales organicos; nitrégeno, azufre y oxigeno (Higgins y
Burns, 1975).

Tabla 1. Composicion quimica del petréleo en porcentaje.

Componente Petréleo Crudo
Carbono 84-87%
Hidrégeno 11-14%
Azufre 0,06-2%
Nitrégeno 0.1-2%
Oxigeno 0,1-2%

11
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Fuente: Levorsen, 1980. Elaboracion propia.

Dependiendo del numero de atomos de carbonos y de la estructura de los HC, se
tienen diferentes propiedades que definen y determinan su comportamiento
(Montenegro, 2007), los HC con bajo peso molecular son gases, mientras los de
alto peso molecular son liquidos o sdlidos a temperatura ambiente (Madigan y
col.,, 1999). Los HC policiclicos aromaticos componen la menor parte de los
crudos, sin embargo son los mas toxicos para las plantas y animales (Atlas,
2011).

En la actualidad, el aumento de las actividades industriales y el progreso
tecnolégico han exigido un aumento excesivo en el uso de los HC de petrdleo,
donde se espera que cerca de 95 millones de barriles de petréleo se produzcan
cada dia, con el fin de satisfacer la demanda mundial de este recurso (Leblond,
2008).

La Refineria Biobio es en Chile la abastecedora del 32% de la demanda nacional
del pais, cuyas instalaciones de oleoductos transportan el petréleo crudo desde el
Terminal Maritimito de San Vicente (ver Figura 1) a la refineria para el

procesamiento en las plantas de crudos (ver Figura 2) (Betteley y col., 2013),

Ademas, se considera que en nuestro pais del total de las principales sustancias
peligrosas almacenadas a nivel nacional, mas del 50% corresponde a productos
de la actividad petrolera, 27% combustible para motores o gasolina, 17% gaséleo
0 combustible para motores diesel, 7% destilados de petréleo (Irrdzabal, 2011).
Por consiguiente se ha incrementado el interés cientifico en el comportamiento de
la distribucion, el destino del petréleo y sus derivados en el medio ambiente
(Alexander, 1995, 2000; Semple, y col. 2001, 2003; Stroud, y col., 2007, 2009).

En Chile no existe un plan de regulacion de las emisiones o derrames de petroleo
al ambiente por parte de las empresas petroleras, en este sentido la

contaminacion ambiental con HC se ha reconocido como un problema grave

12
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(Alexander, 1995, 2000) debido a que la mayoria de los componentes del petroleo

son toxicos para los seres humanos, la flora y la fauna.
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CONTAMINACION DEL SUELO Y TECNICAS DE RECUPERACION

El suelo es la capa mas superficial de la corteza terrestre, que constituye uno de
los recursos naturales mas importantes con el que contamos al ser el sustrato
que sustenta la vida en el planeta (Ortiz y col., 2007). El suelo se caracteriza por
ser un sistema complejo y dinamico. Esta constituido por varias capas que
difieren en relacion a la fisica, quimica, mineraldgica y la naturaleza biologica, que
son influenciados por el clima y las actividades de los organismos vivos. Ademas
de contribuir al mantenimiento de todas las formas de vida que se producen en la
superficie terrestre, el suelo juega un importante tarea ya que actia como
protector de otros medios mas sensibles, como un filtro colector de residuos
organicos e inorganicos, lo que ayuda en la acumulacion de posibles compuestos

téxicos (Sousa y col., 2008).

Todas estas reacciones estan estrechamente controladas por propiedades del
suelo como su textura, estructura, porosidad, capacidad de intercambio ionico,
acidez y la actividad microbiolégica. En cualquier caso, hay que tener muy
presente que el poder de amortiguaciéon de un suelo es limitado y cuando se
satura, el suelo deja de ser eficaz, llegando incluso a invertirse el proceso y a
convertirse en una fuente de contaminacién para los organismos del suelo y para

el medio circundante (Ortiz y col., 2007).

La contaminacion del suelo consiste en una degradacion quimica que provoca la
pérdida parcial o total de la productividad del suelo como consecuencia de la
acumulacién de sustancias téxicas en unas concentraciones que superan el
poder de amortiguacién natural del suelo y que modifican negativamente sus
propiedades. Esta acumulacién se realiza generalmente como consecuencia de
actividades humanas exdgenas, aunque también se puede producir de forma

natural o endégena (Macias, 1993).

Algunos productos quimicos peligrosos pueden degradarse a productos inocuos
en el suelo y los metales pesados pueden ser absorbidos. Cuando el

contaminante llega al suelo, sufre la accion de fendmenos biolégicos y

15



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

geoquimicos y se distribuye por el subsuelo en las fases vaporizados, residuales
0 adsorbidos, fase libre y fase disuelta. La distribucion de tales fases dependera
de sus caracteristicas fisico-quimicas y también del tipo de suelo (Silva y col.,
2004).

Cabe senalar que los compuestos aromaticos se encuentran entre los
contaminantes mas frecuentes y persistentes en el medio ambiente (Seo y col.,
2009). Los suelos y sedimentos contaminados con petrleo contienen
comunmente una mezcla de HC aromaticos policiclicos (Seo y col., 2009), que
ademas se han descrito como cancerigenos para animales y humanos, algunos
de ellos el benzopireno, antraceno, fluoranteno (Toxicological Profiles for
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 1990) y que provocan gran impacto en el
medio ambiente como cambios ecoldgicos, toxicidad quimica en los animales y
cambios indirectos como la pérdida del habitat (ITOPF, 2011).

En la actualidad se dispone de amplia diversidad de tecnologias de recuperacion
de suelos contaminados, algunas de aplicacion habitual y otras todavia en fase
experimental, disefadas para aislar o destruir las sustancias contaminantes
alterando su estructura quimica mediante procesos generalmente quimicos,
térmicos o bioldgicos. Su aplicacion depende de las caracteristicas del suelo y del
contaminante, de la eficacia esperada con cada tratamiento, de su viabilidad

economica y del tiempo estimado para su desarrollo (Reddy y col., 1999).

En funcién de los objetivos que se quieren alcanzar a la hora de recuperar un

suelo contaminado (Kaifer y col., 2004), se puede distinguir entre:

- Técnicas de contencion, que aislan el contaminante en el suelo sin actuar
sobre él, generalmente mediante la aplicacion de barreras fisicas en el
suelo.

- Técnicas de confinamiento, que reducen la movilidad de los contaminantes
en el suelo para evitar su migracion actuando directamente sobre las

condiciones fisicoquimicas bajo las que se encuentran los contaminantes.

16



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

- Técnicas de descontaminacion, dirigidas a disminuir la concentracion de

los contaminantes en el suelo.

Dentro de las técnicas de descontaminacion de suelos se encuentran los
tratamientos bioldgicos como la biorrecuperacion, que se define como todos
aquellos tratamientos de recuperacion que degradan contaminantes organicos o
disminuyen la toxicidad de otros contaminantes inorganicos como metales toxicos
a través de la actividad biologica, principalmente de microorganismos, mediante
reacciones que forman parte de sus procesos metabdlicos. Estos tratamientos
utilizan bacterias, hongos y plantas para desintoxicar las sustancias de riesgo

para el hombre y el medio ambiente (Ortiz y col., 2007).

2.3 BIORREMEDIACION

La biorremediacion se define como el uso de procesos biolégicamente mediados
para desintoxicar, degradar o transformar contaminantes a un estado inocuo
(Azubuike y col., 2016). Este proceso es una herramienta de la biotecnologia
ambiental, que tiene por objetivo utilizar el potencial de los microorganismos
(fundamentalmente bacterias y hongos) para transformar los contaminantes
organicos en compuestos mas simples, y de esta manera, recuperar suelos o

aguas contaminadas (Glazer y Nikaido, 1995).

En las dos ultimas décadas, se han producido avances recientes en las técnicas
de biorremediacién, con el objetivo de restablecer eficazmente los entornos
contaminados en un enfoque ecolégico y a un costo muy bajo. Los investigadores
han desarrollado y modelado diferentes técnicas de biorremediacion, sin
embargo, debido a la naturaleza o tipo de contaminante, no existe una sola
técnica de biorremediacion que sirva para restaurar los ambientes contaminados
(Azubuike y col., 2016). Los microorganismos autoctonos presentes en ambientes
contaminados son la clave para resolver la mayoria de los desafios asociados

con la biodegradacién y la biorremediacion de sustancias contaminantes (Verma

17
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y Jaiswal, 2016) siempre y cuando las condiciones ambientales sean adecuadas

para su crecimiento y metabolismo.

Sin embargo, el éxito de la biorremediacion in situ utilizando microorganismos
autdctonos sigue siendo limitados por niveles inapropiados de nutrientes y
condiciones fisicoquimicas (es decir, temperatura, pH, contenido de humedad,
disponibilidad de nutrientes, etc.) que prevalecen en los sitios contaminados (Lu y
col., 2014, Smith y col., 2015).

En la actualidad, hay un interés creciente por los métodos de recuperacion
bioldgicos ya que prometen tecnologias mas sencillas, econdmicas y respetuosas
con el medio ambiente que otros tratamientos en los que los contaminantes son

simplemente extraidos y transportados a otros lugares (Ortiz y col., 2007).

Por esta razon, es que un importante numero de empresas industriales estan
desarrollando procesos biotecnologicos en el contexto actual de los esfuerzos
internacionales hacia una sociedad sostenible, siendo la biotecnologia ambiental,
un gran aporte para contribuir con nuevos productos con un menor impacto sobre

el ecosistema (Zylstraa, 2005).

La descomposicion microbiana del petréleo y sus derivados es de considerable
importancia econémica y ambiental (Madigan y col. 2004) ya que representa uno
de los principales mecanismos por los que el petréleo y otros contaminantes de
HC pueden ser eliminados del medio ambiente (Ulrici, 2000) y ademas es
econdmicamente mas rentable que otras tecnologias de recuperacion (Leahy y
Colwell, 1990).

La biorremediacion se considera actualmente como una tecnologia emergente
que se define como una herramienta para la bio-restauracion de los ambientes
naturales que han sido previamente contaminados con productos toxicos a través
de la eliminacién o transformacion de estos compuestos (Maier, 2000; Prasad,
2010) y se ha aplicado para eliminar el petroleo crudo (Wiltse y col., 1998;
Radwan y col., 1998; Merkel y col., 2004; Mohsenzadeh y col., 2010), aceite de

18
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motor (Dominguez-Rosado y Pichtel, 2004), y combustible diesel (Chaineau y

col., 2000) en el suelo.

2.4 MICROORGANISMOS CON CAPACIDAD DE DEGRADAR HC

La biodegradacion por poblaciones microbianas es el mecanismo mas basico y
fiable por el cual miles de contaminantes como el petrdleo son eliminados del
medio ambiente (Cappello y col.,, 2007), esto ya que las bacterias, hongos y
levaduras son los principales microorganismos capaces de absorber HC de

petroleo (Van Hamme y col., 2003).

Esta capacidad de los microbios para degradar componentes del petrdleo es
reconocida en el inicio del siglo XX, principalmente de bacterias que fueron
aisladas de sitios contaminados con petroleo (Cerniglia y Heitkamp, 1987; Juhasz
y Naidu, 1996; Wilson y Jones, 1993).

La biodegradacion del petroleo es un proceso natural (Santiesteban, 1969; Atlas,
1973; Blackburn, 1993) que toma meses 0 afos, segun las condiciones
prevalecientes en el sitio del derrame (Atlas, 1981) y que depende tanto de
factores abioticos como la estructura del contaminante y las condiciones
ambientales, tales como oxigeno y disponibilidad de nutrientes, asi como factores
bidticos, dependiendo del microorganismo especifico, como la poblacion,

concentracion y las interacciones microbianas.

Algunos microorganismos pueden convertir completamente los HC en biomasa,
CO, y H,O (Atlas, 2011) y pueden crecer rapidamente sobre la superficie del
petroleo y la actividad llega a ser mas extensa si las condiciones ambientales
como temperatura y nutrientes son los adecuados (Madigan y col. 2004). Los
microorganismos requieren para su crecimiento distintos elementos que el
carbono; nitratos, fosfatos y hierro que pueden limitar la biodegradacion del
petroleo (Atlas, 2011).

19
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El proceso de biorremediacion implica la transformacion de HC en unidades mas
pequenas, lo que resulta en la reduccién de la concentracion de los HC de
petroleo (Martins y col., 2012), algunas especies de microorganismos son
capaces de degradar HC alifaticos, otras moléculas aromaticas, pero pocos son

capaces de degradar las dos clases de moléculas (Whyte y col., 1996).

Hay un gran numero de microorganismos dispersos en diferentes nichos
ecolégicos que utilizan HC como su unica fuente de carbono, tal como se muestra
en la Tabla 2. Algunos de ellos, sin embargo, sélo se encuentran en baja
concentracion en zonas no contaminadas, donde sus poblaciones aumentan sélo

en respuesta a la contaminacion crénica (Madigan y col., 1999).

La eficiencia reportada para los rangos de biodegradacion para los hongos del
suelo son del 6% (Jones y col., 1970) a 82% (Pinholt y col., 1979) y para las
bacterias del suelo de 0,13% (Jones y col. 1970) a 50% (Pinholt y col., 1979). En
los derrames donde se han llevado a cabo estudios, se ha visto que las bacterias
oxidadoras de HC han aumentado su nimero de 10% — 10° veces poco tiempo

después de producirse el vertido (Madigan y col. 2004).

En la eliminaciéon de vertidos de petréleo, los microorganismos actuan oxidando el
petréleo a didxido de carbono (CO;). Cuando se producen grandes vertidos, las
fracciones de HC volatiles se evaporan rapidamente quedando los HC aromaticos
y alifaticos de cadena larga para ser eliminados por los microorganismos
(Madigan y col. 2004).

Recordemos que los crudos de petréleo son HC formados por cuatro familias de
compuestos: los HC alifaticos, los HC aromaticos, las resinas y los asfaltenos, y
ademas cada uno de estos grupos contiene un gran numero de compuestos
(Karlsen y Larter, 1991). Los microorganismos degradan con facilidad los HC
lineales de la fraccion alifatica, especialmente los que contienen menos de 28
carbonos, aunque se han llegado a describir biodegradaciones de HC de hasta
44 carbonos. Respecto a los HC aromaticos, a medida que aumenta el numero
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biodegradacion (Prince, 2005).

aumenta su

resistencia a

Tabla 2. Microorganismos con potencial para la degradaciéon de HC

Group Genus

Acinetobacter sp. Lucila sp.
Alcaligenes sp. Marinobacter sp.
Alcanivorax sp. Metylophaga sp.
Alcanivorax sp. Micrococcus sp.
Aquaspirillum sp. Microscilla sp.
Arthrobacter sp. Mycobacterium sp.
Azospirillum sp. Neisseria sp.
Bacillus sp. Nocardia sp.
Beggiatoa sp. Novospingobium sp.
Cycloclasticus sp. Oleiphilus sp.

Bacterias Cyfophaga sp. Planococcus sp.
Corynebacterium sp.  Porpyrobactes
Desulfotalea sp. Pseudomonas sp.
Desulfovibrio sp. Rhodoplanes sp.
Erythrobacter sp. Rubrivivax sp.
Flavobacterivm sp. ~ Sphingomonas sp.
Geobacillus sp. Staphylococcus sp.
Geobacter sp. Sulfitobacter sp.
Halochromatium sp.  Thioalcalovibrio sp.
Halomonas sp. Xanthomonas sp.
Alternaria sp. Penicillium sp
Aspergillus sp. Phanaerocheafe sp.

Fungi Chaetomium sp. Pleurotus sp.

Cladosporium sp.
Fusarium sp.

Rhizopus sp.

(Fuente: San Martin, 2011).

la
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CAPITULO lill. MATERIALES Y METODO

3.1 Lugar de estudio

Las muestras de suelo utilizadas en el presente estudio corresponden a 3 sitios
afectados por derrames de petréleo en la Regidén del Biobio, aledafios al Puerto

de San Vicente y a la Empresa Nacional del Petréleo (ENAP), Refineria Biobio.

La primera muestra de suelo corresponde al Puerto de San Vicente (36°43'42”S,
73°7°40”0) perteneciente a la comuna de Talcahuano. Este suelo se encuentra
sometido al efecto del petréleo crudo por las emisiones de oleoductos que

conecta al terminal portuario con la Refineria Biobio.

La segunda muestra de suelo se recolectd en Caleta Lenga (36°45'47"S,
73°9’13”0) perteneciente a la comuna de Hualpén que se vio afectada por

derrames de las grandes industrias portuarias.
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La tercera muestra corresponde a Humedal de Lenga colindante a la Refineria
Biobio (36°46°6”S, 73°10'6”0), alterado por la contaminacion y desechos de HC
por parte de esta industria. La Figura 3 representa los tres puntos de recoleccion

de muestras.
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3.2 Recoleccién de muestras de suelo

En cada sitio de estudio se delimité una transecta de 5 m y posteriormente con la
ayuda de una pala a una profundidad aproximada de 15 cm, se recolecté 12
muestras alternadas al trazado. Cada muestra fue depositada de forma
independiente en bolsas herméticas y luego fueron trasladadas a Laboratorio de

Control Biolégico en INIA.

3.3 Tratamiento de las muestras de suelo

Cada una de las muestras fue tratada de manera independiente. Para ello las 12
muestras de suelo de cada sector se mezclaron para tener una muestra
representativa de cada lugar. Se pesaron 10 g de suelo de cada zona y se
depositd a un matraz que contenia 100 mL de agua destilada, luego la dilucion se
agité en un vortex hasta obtener una mezcla homogénea obteniendo una primera
dilucion denominada 10'1, a partir de la cual se realizaron otras cuatro diluciones
(102,10, 10"y 10).

Una vez obtenidas las diluciones 107 de cada sector, se procedio a la siembra en
placas de Petri que contenian medios de cultivos agar nutriente y agar patata
dextrosa (PDA), suplementados con 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 % de Diésel Ultra. Bajo
una camara de flujo laminar, se extrajo 200 pL de la dilucion 10°y se depositd en
el centro de la placa de Petri, la cual fue distribuida con un rastrillo de siembra por
toda la placa. Una vez realizada la siembra, las placas fueron incubadas a 25°C

por 2 a 7 dias en una camara de incubacion.

3.4 Obtencién de cultivos puros
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Terminado el periodo de incubacion se procedid a replicar por separado las
colonias de hongos y bacterias que proliferaron en placas de Petri con agar
nutriente para bacterias y los hongos en placas con PDA suplementado con la

misma concentracion de petréleo en que crecieron los microorganismos.

3.5 Evaluacion de la degradaciéon microbiana en suelo contaminado

En esta etapa se utilizaron recipientes de vidrio donde se mezclé 500 g de suelo
de la marca Armony con 5 mL de diésel, es decir suplementado al 1%. Se
inocularon 8 cepas bacterianas y 1 cepa fungica con igual cantidad de esporas.
Para este proceso se inoculé la misma cantidad de microorganismos (Tabla 3)
obtenido por el conteo de células en Camara de Neubauer, correspondientes a
los organismos C1, C2, C3, C4, C5, C13 y C14. Se obtuvo una concentraciéon que
contuviera la misma cantidad de microorganismos, unidades formadoras de
colonias (UFC) y esporas. Cada microorganismo si inoculé por triplicado (en 3
frascos distintos) y ademas tres muestras control en donde no se inoculd

microorganismos.

Tabla 3. Recuento de células y concentracidn utilizada con misma cantidad de

microorganismos.

Tipo Cepa UFC Volumen para 1 exp?7
microorganismos (ml)

Bacteria Cc1 61 0,66

c2 70 0,57

c3 49 0,82

c4 148 0,27

c5 109 0,37

C13 66 0,61

N° esporas

Hongo Cl4 24 1,6

Concentraciéon = N° células * 250000 = NN exp?7 ‘ 1 exp7/ NN exp7=X
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ml

Las muestras se dejaron a temperatura ambiente por 150 dias en el Laboratorio
de Recursos Naturales, Universidad del Bio-Bio como se muestra en la Figura 4,
y para mantener la humedad las muestras fueron regadas con 10 mL de agua

cada 7 dias.

Figura 4. Muestras de suelo suplementado con petrodleo.

3.6 Viabilidad de los microorganismos

Se introdujo un asa plastica en el centro del recipiente con suelo donde se habia
sembrado el microorganismo, el contenido del asa fue dispersado en placas de
Petri con medio agar nutriente en el caso de las muestras con bacterias y PDA
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para el hongo. Se incub6 en camara por 48 horas y morfolégicamente se

identificé la cepa en estudio que fue aislada para corroborar su viabilidad.

3.7 Cuantificaciéon de degradacion de HC

El método utilizado para la cuantificacion de HC totales en las muestras de suelo
esta regido por la norma ISO 9377-2 en donde se utiliza un método de extraccion
por solvente y cromatografia gaseosa, el cual reporta atomos de carbono a partir
de n-decano (CioHy4) hasta (CsoHs2). La cantidad de petrdleo adicionada por
muestra de suelo fue de 8350 mg/kg, correspondiente a Diesel Ultra, que
contiene HC parafinicos, olefinicos, cicloparafinicos y aromaticos con numero de
atomos de carbono en el rango C14 — C2 (Copec, 2013). Para la cuantificacion de
HC degradados se realizd el analisis por Cromatografia de gases con detector
ionizacion de llama utilizando la metodologia DIN EN ISO 9377-2 (2001) (DEV
H53), en el laboratorio de analisis GLU CHILE.

3.8 Identificacion molecular

Hongos:

La identificacion de hongos se realizé a partir de cultivos esporulados en medio
PDA, formados a partir de una espora que se traspasé a un matraz con 50 mL de
caldo de papa (PDB), los cuales se dejaron a 25°C en agitacién 100 rpm durante
4 a 5 dias. Transcurrido dicho tiempo se procedio a filtrar el micelio presente en
cada matraz, donde se emple6 una bomba de vacio, dejando el micelio en tubos
de eppendorf los que fueron almacenados a -20°C en oscuridad para su posterior
extraccion de ADN.

Bacterias:
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Con un asa plastica se traspasé esporas de cada cepa en estudio a un matraz
previamente esterilizado con 50 mL de caldo tripticasa de soya, los cuales se
dejaron a 30 °C en agitacién 100 rpm durante 1 a 2 dias. Transcurrido dicho
tiempo se extrajo una alicuota de 700 uL la cual fue llevada a un tubo de
eppendorf que fueron almacenados a -20°C en oscuridad para su posterior
extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN se utilizo el kit Ultra Clean Microbial DNA isolation (MO
BIO), empleando el protocolo descrito por el proveedor. Y una vez efectuada la
extraccion de ADN, se evaluara la integridad de este en un gel de agarosa al
0,8%.

Luego se empleo la técnica de amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR)

en un termociclador Mastercycler gradient Eppendorf™ para los partidores:

En el caso de hongos ITS4-5 forward: (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")y
reverse: (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3"), teniendo como programa una
desnaturalizacion inicial de 95°C por 2 min, luego 30 ciclos de desnaturalizacién a
95°C por 30 s; alineamiento a 50°C por 30 s; extension a 72°C por 1 min y una
extension final a 72°C por 10 min (White y col., 1990).

En el caso de bacterias 16S forward: (5 -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y
reverse primer (5-AAGGAGGTGATCCANCCRCA-3'), teniendo como programa
una desnaturalizacién inicial de 4,5 min a 95°C, 30 ciclos de desnaturalizacién a
95°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1 min, extensiéon a 72°C por 2 min y una

extension final de a 72°C por 5 min (Hogg y Lehane, 1999).

Para la secuenciacion, los productos de PCR de hongos y bacterias seran
purificados empleando el Kit Cycle pure (OMEGA) como lo describe el proveedor

y entonces los amplicones purificados seran enviados a Macrogen Inc. Sur Korea.

Las secuencias se limpiaran en los extremos empleando el software Choromas

243, para luego ser llevadas a la herramienta BLAST disponible en
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para su alineamiento y comparacién con

las secuencias presentes en el Gen Bank.

3.9 Tincién de Gram

Se hizo crecer las bacterias aisladas en placas individuales con medio agar
nutriente por 48 horas. Se preparo los frotis bacterianos y se fijaron con calor. A
cada frotis se le adicion6 3 gotas de cristal violeta de manera tal que cubriera todo
el frotis por 1 min, finalizado el tiempo se lavd con agua destilada para eliminar el
exceso de colorante. Posteriormente se le agregd lugol suficiente para cubrir todo
el frotis y se dejo actuar por 1 min, luego se lavo con agua destilada para eliminar
el exceso de mordiente. Luego se adiciono6 alcohol acetona hasta que el efluente
salia incoloro, se lavo con agua destilada para eliminar el exceso de disolvente.
Se agrego safranina hasta cubrir todo el frotis, 3 gotas aproximadamente y se
dejo actuar por 1 minuto. Se lavo con agua destilada y se dejé secar. Finalmente
se agrego aceite de inmersion y se observd en el microscopio para indicar si son

Gram positivos o Gram negativos.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1 Aislamientos de microorganismos en medio de cultivo contaminado
De acuerdo al procesamiento de las muestras de suelo y a la siembra de las

diluciones en medios de cultivo con y sin petréleo, los resultados muestran que la

mayor parte de los organismos aislados en este estudio corresponde a bacterias (11)
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y solo 1 hongo, cuyo listado de la distribucion y porcentaje de petrdleo en que se

aislaron los organismos se encuentran detallados en la tabla 4.

De las 13 cepas aisladas se obtuvo que siete corresponden a microorganismos
aislados de medio de cultivo contaminado con HC, cuyas siglas corresponden a C1,
C2, C3, C4, C5, C13 y C14. Los microorganismos que fueron aislados en medio de

cultivo sin suplemento de petréleo corresponden a las siglas C6, C7, C8, CO9y C11.

Tabla 4. Sigla de las cepas aisladas, tipo de organismo, porcentaje de proliferacion y

localidad de muestreo en la region del Biobio.

Cepa Organismo Sector % Petréleo

Aislamiento

C1 Bacteria Caleta Lenga 4y 8%
C2 Bacteria Humedal de Lenga 1%
C3 Bacteria Humedal de Lenga 1%
C4 Bacteria San Vicente 2%
C5 Bacteria Humedal de Lenga 1%
C6 Bacteria Humedal de Lenga 0%
Cc7 Bacteria Caleta Lenga 0%
Cc8 Bacteria Humedal de Lenga 0%
C9 Bacteria Caleta Lenga 0%
Cc11 Bacteria Humedal Lenga 0%
C13 Bacteria Caleta Lenga 10%
Cc14 Hongo Humedal de Lenga 1%

En la Figura 5 se puede apreciar el crecimiento de una de las bacterias aisladas en el
borde costero de San Vicente, medio que ha sido afectado por este contaminante

organico y fueron cultivados en medios suplementados con diferentes porcentajes de
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petréleo, lo cual posiblemente favorece la expresion de las enzimas involucradas en
el metabolismo y seleccion de individuos tolerante al contaminante (Narvaez-Flores y
col., 2008).

Gotas

de petréleo Bacterias

Figura 5. Crecimiento de la cepa C4 asociada a gotas de petréleo.

4.2 Caracterizacion e ldentificacién molecular de microorganismos

Los microorganismos fueron identificados como Methylobacterium  sp.,
Microbacterium sp., Phyllobacterium myrsinacearum, y 1 cepa fungica perteneciente

a Penicillium brevicompactum, como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de identificacidon molecular y tincibn de gram de las cepas

aisladas.
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Cepa Taxa Gram Codigo accesion %
similitud
C1 Phyllobacterium - JX512224.1 99
myrsinacearum
C2 Microbacterium sp. - HQ018858.1 99
C3 Methylobacterium sp. + KJ184956.1 99
C4 Phyllobacterium - LN867225.1 99
myrsinacearum
C5 Microbacterium sp. - LN623621.1/HF585018.1 99
C13 Methylobacterium sp. + KJ184956.1 98
C14 Penicillium No JQ781717.1 99
brevicompactum figura

De las cepas bacterianas caracterizadas por tincion de Gram, dos de ellas
corresponden a Gram positivas; C3, C13 y cuatro Gram negativas C1, C2, C4,

C5 como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Resultados tincion de Gram. (Aumento 40x).

4.3 Viabilidad de los microorganismos en suelo contaminado.

En esta etapa se evaluod la capacidad de los microorganismos para sobrevivir bajo
condiciones de suelo contaminado con HC de petréleo, es decir que pueden crecer a

expensas de la utilizacion de estos componentes quimicos.
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La Figura 7 detalla las cepas que fueron viables durante los 3 periodos de evaluacion
de viabilidad, correspondientes a C1V3; C3V3; C4V3; C5V3; C14V1.

Figura 7. Resultados de viabilidad en el periodo de 1 mes.
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4.4 Determinacion de HC totales

Los resultados presentados a continuacion son del analisis de HC totales, para
las muestras de suelo que fueron suplementadas con 1% de petréleo. Como se
puede observar en el Grafico 1 los valores representan la cantidad de cadenas

de HC por muestra de suelo para cada microorganismo.
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Grafico 1. Representa el numero de cadenas de HC para cada microorganismo. El
color azul representa a C1, C2, C3, C4, C5 y C14 que proliferaron en una sola
muestra de suelo y el color verde indica que C1 y C3 crecié en una segunda
muestra. Todas estas muestras fueron evaluadas por cromatografia de gases para la

cuantificacion de HC.
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CAPITULO V. DISCUSION

Los resultados en este trabajo demostraron que las cuatro especies
(Phyllobacterium myrsinacearum, Microbacterium sp., Methylobacterium sp.,
Penicillium brevicompactum) aisladas del borde costero de la region del Biobio
son capaces de proliferar en medios contaminados con petréleo y posiblemente
tienen el potencial de degradarlo. Ademas los resultados de esta investigacion
coinciden con trabajos obtenidos por otros investigadores, en donde Van Aken y
col. (2004) demostraron que Methylobacterium sp. estaba involucrada en la
biodegradacién de HC policiclicos aromaticos. Posteriormente en un estudio
realizado por Sirvastva y col. (2017) se aislé6 Methylobacterium sp. de suelo de
arroz para ver su capacidad de crecer y degradar metano y compuestos

organicos, donde se observo una degradacion optima de 80% de isopreno.

De la misma manera Chaineau y col. (1999) determinaron que los porcentajes de
degradacion para Penicillium brevicompactum en un periodo de 30 dias es un

23% HC aromaticos. Pero hasta lo que se sabe no existe reporte de degradacion
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para las resinas y asfaltenos. Este hongo también ha sido aislado de suelos de
talleres mecanicos y ha demostrado que puede emplearse para biorremediacion
ya sea individualmente o como un consorcio de degradadores (Makut y col.,
2014).

Ademas, Phyllobacterium myrsinacearum fue aislada de aguas marinas donde se
perforan pozos de petrdleo y se demostré la capacidad de acelerar el proceso de
degradacion de HC (Russianpatents, 2016). En este estudio este microorganismo
fue aislado desde el Puerto San Vicente y Caleta Lenga, en cuyo fondo marino se
encuentran cafierias donde se realizan descargas de petroleo crudo y petroleo

para combustible.

En contraste, Microbacterium sp. no ha sido aislada con frecuencia de nichos
contaminados con petroleo (Hassanshahian y col., 2013; Mahjoubi y col., 2013),
sino mas bien desde hojas de leguminosas (Ali y col., 2012). En un estudio
realizado por Rajei y col. (2011) esta cepa fue aislada de la rizésfera de la avena
silvestre que estaba cultivada en suelo contaminado con petroleo y se determino
que en comunidad bacteriana tiene el potencial de biodegradar los alcanos y

compuestos petroquimicos aromaticos.

En este estudio Penicillium brevicompactum y Microbacterium sp. fueron aislados
desde el Humedal de Lenga. Igualmente Methylobacterium sp. que ademas fue
aislada desde Caleta Lenga, aqui los ecosistemas son totalmente distinto donde
el suelo por una parte es lodo y por otra parte es arena, donde el unico factor en

comun es la presencia de HC.

Los microorganismos son el sistema biolégico mas pequeno y abundante del
suelo y que por lo tanto, pueden adaptarse a cualquier condicion. No obstante el
tamafno de particula de suelo tiene un gran impacto sobre la diversidad
microbiana que el pH y cantidad de compuestos organicos (Sessitsch y col.,
2001). Estudios en suelos con un tamafo de particula pequefio como la arcilla,

se han encontrado una gran diversidad de bacterias, pero en suelos con tamafio
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de particula mayores como la arena hubo una baja diversidad bacteriana
(Sessitsch y col., 2001).

Lo que sustenta nuestro trabajo ya que el 58% de los microorganismos aislados
fue desde el Humedal de Lenga con condiciones de suelo arcillosa y el 42% fue
aislado de San Vicente y Caleta Lenga con condiciones de suelo arenosos. Si
bien la calidad y pH del suelo a las que se evaluaron (7- 8,5) son totalmente
distinto al que fueron aisladas, las cepas C1, C3, C4, C5 y C14 demostraron su
capacidad de crecer bajo estas condiciones, en consecuencia estos organismos
tienen mayor facilidad de adaptarse a condiciones adversas y masificarse en otro

tipo de suelo.

En su gran mayoria las bacterias degradadoras de HC se encuentran en el grupo
de Gram negativas (Ruberto y col., 2003), tal como las bacterias aisladas en este
trabajo; Phyllobacterium myrsinacearum 'y Microbacterium sp. y que tuvieron

mayor porcentaje de degradacion.

Los resultados obtenidos demuestran que las cepas que estan por sobre las
muestras control son mejores degradadoras de HC, ya que estos
microorganismos realizan una degradacion parcial de los HC transformandolos
en cadenas mas pequefias, por lo tanto en vez de tener una cadena larga de 40
carbonos, podemos encontrar dos o tres cadenas mas cortas de carbonos. En
cambio la cepa que se encuentra por debajo de la muestra control demuestra que

no tiene potencial de degradar ya que su destruccion de HC seria nula.

Con esta técnica de CG solamente se obtuvieron datos de HC totales lo cual no
permitid profundizar en qué tipos de HC se degradaron, ya sea para saber
cuantas cadenas de N carbonos existen por muestra experimental. No obstante
existen técnicas mucho mas precisas como la Cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas que en conjunto dan lugar a un método combinado
permitiendo separar los componentes complejos de una mezcla teniendo la
oportunidad de determinar las cantidades especificas de dichos componentes
(Gutiérrez y Droguet, 2002).
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Si bien los microorganismos pueden degradar una parte importante de petrdleo,
tienen preferencias por algunos HC, Cooney y col., (1985) reportaron diferentes
factores que influyen en la degradacién de HC, uno de los mas importantes que
limita la degradacion de estos contaminantes de petrdleo en el medio ambiente
es su limitada disponibilidad de organismos, donde los compuestos de los HC del
petréleo se unen a las particulas del suelo y son dificiles de ser eliminados. La
degradacion microbiana es posible debido a que los microorganismos tienen
sistemas de enzimas para degradar y utilizar diferentes HC como fuentes de

carbono y energia (Das y Chandran, 2011).

En consecuencia, los HC son susceptibles a la degradacion microbiana, cuya
susceptibilidad puede ser clasificada de la siguiente manera: alcanos lineales >
alcanos ramificados > aromaticos de bajo peso molecular > cicloalcanos, (Ulrici,
2000; Perry, 1984). Algunos compuestos, tales como los HC policiclicos
aromaticos de alto peso molecular, no se pueden degradar en absoluto (Atlas y
Bragg, 2009).

Por lo tanto, si consideramos que estos microorganismos pese a que no son
capaces de degradar completamente los HC, si lo hacen parcialmente, de esta
manera pueden contribuir al proceso de eliminacion de estos contaminantes.
Ademas si estos microorganismos son asociados con otros que degraden HC
mas pequefios se genera un consorcio de biodegradacién, el cual es mas
efectivo que un microorganismo individual.

Esto seria un gran aporte a la localidad ya que constantemente se encuentra
propenso a ser contaminados por HC, no solo el nicho ecolégico donde se
aislaron los microorganismos, sino ademas puede ser utilizado en suelos de
cultivo experimental al que fueron expuestos.

Cabe sefalar que existen otras metodologias para aislar microorganismos
degradadores de HC mas estrictos, sin embargo la utilidad de este trabajo ha
sido aislar microorganismos autoctonos que puedan cultivarse en medios

tradicionales y que ademas tienen la capacidad de degradar HC, esto los hace
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mas factible para su manipulacion, conservacion y distribucion (Houpikian y
Raoult, 2002).

CAPITULO V. CONCLUSIONES

De las muestras de suelo de la Regidén del Biobio se aislaron 11 cepas
bacterianas y una fangica, de las cuales 5 de ellas proliferaron en medio de
cultivo suplementado con petroleo. Estas cinco cepas fueron seleccionadas
para la cinética degradativa del petroleo, donde algunos microorganismos
tuvieron mayor potencial de degradacion, identificados como Methyobacterium
sp., Phyllobacterium myrsinacearum y Penicillium brevicompactum. Estos
microorganismos degradan HC de manera parcial y en conjunto con un
consorcio microbiano se pueden obtener mejores resultados de degradacién
de HC. Por lo tanto este trabajo entrega una herramienta de posibles
microorganismos degradadores de petroleo autéctonos del borde costero de la
Regién del Biobio. Estos resultados son importantes para la localidad dado
que existen pocas investigaciones de microorganismos tolerantes al petroleo
en la zona. Considerando ademas que el Puerto de San Vicente y su entorno
se encuentran en constante riesgo a sufrir vertidos de petréleo, hace que
estos antecedentes sean un aporte para que puedan ser utilizados en futuras
investigaciones de biorremediacion en la zona de estudio. Aunque es
importante comprobar con métodos mas precisos qué tipo de HC pueden
llegar a degradar estos microorganismos, los resultados obtenidos en este
estudio nos permiten concluir que las cepas identificadas son capaces de
degradar parcialmente los HC de petréleo.
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