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RESUMEN

La busqueda de microorganismos extremdfilos con potencial uso en procesos de biorremediacion ha fascinado a diferentes
investigadores, explorando diferentes tipos de ecosistemas tales como los efluentes de terminales petroliferos, dada a sus
condiciones hipersalinas, nos lleva a plantearnos si existen microorganismos que puedan tolerar estas condiciones y ser usado
como alternativas potenciales en procesos de descontaminacion de la industria petrolera. En el presente trabajo se ha realizado
la caracterizacidn de 4 cepas bacterias aisladas del Sistema de Tratamiento de Lodos Activados del Terminal Petrolifero Almirante
Barroso (TEBAR-SP), los resultados a través del andlisis filogenético revelan que las bacterianas aisladas corresponden a Idiomarina
sp, Halomonas sp, Brevibacterium casei'y Bacillus flexus. Estos microorganismos muestran una alta tolerancia para crecer a niveles
elevados de salinidad (9% NaCl) y su capacidad para degradar hidrocarburos especificos (Hexadecano 1%, Fenol 0.02% Naftaleno
0.01%, Fenantreno 0.01% y Pireno 0.01% Benzopireno 0.005%), siendo mas representativos Bacillus flexus y Idiomarina sp. Estos
resultados permitirdn realizar pruebas de biodegradacion en plantas pilotos a mayor escala de la industria petrolera.
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CHARACTERIZATION OF BACTERIA ISOLATED halophytes
SYSTEM ACTIVATED SLUDGE TREATMENT OF PETROLEUM
TERMINAL ALMIRANTE BARROSO OF SAO PAULO, BRAZIL

ABSTRACT

The search for extremophile microorganisms with potential use in bioremediation processes has fascinated different researchers,
exploring different types of ecosystems such as effluents from oil terminals due to their hypersaline conditions leads us to ask
ourselves if there are microorganisms that can tolerate these conditions and be used as potential alternatives in decontamination
processes in the oil industry. In the present work has been carried out the molecular characterization of 4 strains isolated bacteria
Treatment System Activated Sludge Oil Terminal Almirante Barroso (TEBAR-SP), the results through phylogenetic analysis revealed
that the bacteria isolated correspond to: Idiomarina sp, Halomonas sp, Brevibacterium casei and Bacillus flexus. These organisms
show a high capacity to grow under high salinity levels (9% NaCl) and degrade aromatic hydrocarbons (Hexadecane 1% Phenol
0.02% Naphthalene 0.01%, Phenanthrene 0.01% and pyrene 0.01% Benzopyrene 0,005), it is concluded that Bacillus flexus and
Idiomarina sp are microorganisms that show better characteristics for biodegradation of hydrocarbons.

Key words: Sludge System, bacteria, hydrocarbons, salinity, molecular phylogeny.
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INTRODUCCION

La industria petrolera es un gran consumidor
de agua, generando en contrapartida, grandes
cantidades de efluentes dificiles de tratar (Barcellos,
1986). Practicamente todas las operaciones, desde
su extraccion hasta su refinamiento requieren
grandes cantidades de agua (Nemerow, 1971).

Los requisitos ambientales en crecimiento y el cambio
en la legislacidon sobre el cuidado del agua, han
impulsado a muchas industrias a buscar formas de
reducir el consumo de aguay considerar la posibilidad
de reutilizar sus efluentes tratados. Durante este
siglo, muchos sistemas de tratamiento de aguas
residuales industriales han sido desarrollados con
el fin de mitigar la contaminacion causada por la
liberacién de aguas (Abed et al., 2006).

La salinidad y la temperatura son los pardmetros
clave, que intervienen en el proceso de degradacion
de petréleo, ya que influyen sobre la estructura
y fisiologia de las comunidades microbianas
existentesy cambian las propiedades fisico-quimicas
de los contaminantes, tales como la solubilidad y
viscosidad (Abed et al., 2006).

Los lodos activados consisten en un método
bioldgico utilizado por la industria petrolera para
el tratamiento de aguas residuales (Aboulhassan
et al., 2006). El agua de produccién de petréleo es
un efluente salino generado durante la extracciéon
de petrdleo, tanto en tierra como en alta mar.
Volimenes considerables de agua salada se
producen junto con el petréleo. La cantidad de agua
generada aumenta de forma significativa con la
edad del pozo, pudiendo variar de 0.6 L de agua/ 1L
de petréleo producido (Sauer, 1991), hasta 10 veces
mas del volumen de petréleo producido (Ribeiro,
1995). El agua de produccion colectada puede
contener bacterias con un alto potencial para la
degradacién de hidrocarburos en condiciones
extremas de salinidad y temperatura (Nazina et al.,
2005; Cunha et al., 2006).

En general, la diversidad y potencial metabdlico de
las bacterias que degradan hidrocarburos tienden a
disminuir a medida que las condiciones ambientales
se vuelven mas extrema (Margesin & Schinner, 2001).
En alta salinidad, la biodegradacion de hidrocarburos
es reducida debido a la menor diversidad microbiana
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y la baja solubilidad de los hidrocarburos y oxigeno
(Patzelt, 2005; Mnif et al., 2009).

En los ultimos afios, muchos géneros bacterianos
han sido reportados, entre los que podemos
mencionar a Halomonas (Wang et al., 2007),
Alcanivorax (Yakimov et al., 1998), Marinobacter
(Gauthier et al., 1992), Dietzia (Borzenkov et al.,
2006), Oleiphilus (Golyshin et al., 2002), Oleispira
(Yakimov et al., 2003), Bacillus (Kumar et al., 2007;
SASS et al.,, 2008), Geobacillus (Chamkha et al.,
2008), entre otros.

Hasta el momento, la especie que presenta el mayor
potencial para la degradacion de hidrocarburos en
condiciones de alta salinidad (30%) es Streptomyces
albiaxialis K-3959 (Kuznetsov et al., 1992). En
este sentido, el objetivo del presente estudio
fue identificar y caracterizar genéticamente
cepas bacterianas haldfilas aisladas de terminal
petrolifero, y evaluar cualitativa y cuantitativamente
su potencial de degradacion de hidrocarburos en
condiciones de alta salinidad.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio fue realizado en colaboracién
entre el Magister EImer Erasmo Gonzales Limache
de la Universidad Estadual de Campinas (UNICAMP-
Brasil) y el Prof. José Antonio Valeriano Zapana,
docente de la Universidad José Carlos Mariategui
(Perd) e investigador del laboratorio de quimica
de proteinas-LAQUIP del Instituto de Biologia de la
Universidad Estadual de Campinas (UNICAMP).

1.1 Microorganismos

Las bacterias fueron obtenidas por aislamiento
de un sistema de lodos activados, disefnado para
el tratamiento de las aguas de producciéon de la
empresa petrolera PETROBRAS. Para esto se tomo
5 ml del lodo y se procedié a realizar una dilucién
seriada en solucién salina (10! a 10%), luego 100
ul de cada dilucion fue inoculado en medio de
cultivo R2A al 9% de NaCl (Reasoner & Geldreich,
1985), las placas fueron llevadas a una estufa con
30°C durante 5 dias. Después del crecimiento
de las bacterias presentes en la muestra, cada
colonia fue reinoculada sola en una nueva placa,
este procedimiento fue realizado hasta obtener
colonias puras.
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1.2 Extraccion de ADN genémico

Después de confirmar la pureza de las cepas,
el ADN gendmico fue extraido de las bacterias
aisladas (el numero de aislamiento obtenidos
se detallan en los resultados), de acuerdo con el
protocolo descrito por Soolinger et al. (1993). El
resultado de la extraccién fue visualizado en un
transiluminador UV.

1.3 Amplificacion y purificacion de los genes
rRNA 16S

El ADN obtenido de las extracciones fue utilizado en
las reacciones de PCR para la amplificacién del gen
ARNr 16S, para lo cual fueron utilizados los primers
10f (5" GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 3") y 1100r
(5°'AGG GTT GCG CTC GTT G 3') (Lane, 1991).

El programa de amplificacion utilizado consistié
en 1 ciclo a 95°C durante 2 min; 30 ciclos a 94°C
durante 1 min, 55°C durante 1 min y 72°C durante
3 min; y un ciclo de extension final a 72°C durante
3 min. Cada reaccion contenia: tampdén de PCR
(Invitrogen) 1X, 1.5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP mix
(Invitrogen), 0,5 mM de cada primer, 2.0 U de Taq
polimerasa (Invitrogen) y 5,0 ul de la muestra de
ADN; totalizando un volumen final de 25 ulL. Los
resultados de la amplificacién fue confirmado por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.2%.

1.4 Secuenciamiento y andlisis filogenético

El secuenciamiento de los fragmentos obtenidos fue
realizado en un secuenciador automdtico ABI 3500
XL (Applied Biosystems) utilizando los primers 10f y
1100R especificados anteriormente. Las secuencias
para el gen ARNr 16S obtenidas con cada primer,
fueron ensambladas en una Unica secuencia de
consenso (contig), con la ayuda del programa de
phredPhrap (Ewing et al., 1998).

Después del montaje de las secuencias, éstas
fueron comparadas con secuencias de la base de
datos GenBank (http://www.ncbi.nem.nih.gov)
y RDP (Ribosomal Database Project, Wisconsin,
EE.UU). Las secuencias fueron alineadas
utilizando el programa Clustal X (Thompson et
al., 1997). El software MEGA v. 4 (Tamura et
al., 2007) fue utilizado para la obtencién de

los darboles filogenéticos calculada a partir de
1000 repeticiones. La metodologia usada para la
inferencia filogenética fue Neighbor - Joining (NJ).

1.5 Test para la actividad de degradacion de
hidrocarburos

Antes realizar los ensayos de biodegradacion, fue
comprobada su capacidad de crecer en presencia
de hidrocarburos como Unica fuente de carbono
para cada bacteria. Para lo cual se utilizé el método
colorimétrico del MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -
bromuro de 2,5-difeniltetrazolio), que se basa en
la evaluacion de la respiracién bacteriana (Johnsen
et al., 2002).

Los hidrocarburos y sus concentraciones utilizados
para el ensayo fueron los siguientes: Hexadecano
(1%) (Vasconcellos et al., 2010), Fenol (0.02%)
(Kafilzadeh et al., 2010); Naftaleno (0.01%),
Fenantreno (0.01%) y Pireno (0.01%) (Zhou et al.,
2008); Benzopireno (0.005%) (Juhasz et al., 2000),
las concentraciones fueron escogidos de acuerdo a
articulos previamente publicados.

1.6 Ensayos de biodegradacion

Los ensayos de biodegradacion fueron realizados
en medio de cultivo BH (Bushnell & Haas, 1940),
con las concentraciones de hidrocarburos descritos
anteriormente. Las bacterias fueron crecidas en
medio de cultivo BH que contenia una mezcla
de hidrocarburos, durante 20 dias. La evaluacion
de la biodegradacién fue realizada a cada 5 dias
a través de un Cromatdgrafo Gaseoso acoplado
a Espectrometria de Masas (GC-MS), todos los
reactivos utilizados y equipos se describen en
Passarini et al. (2011).

RESULTADOS

1.7 Identificacion bacteriana

De acuerdo al andlisis filogenético realizado, las
cuatro bacterias estudiadas fueron identificadas
como Idiomarina sp. (Bacteria 1), Halomonas sp.
(Bacteria 2), Brevibacterium casei (Bacteria 3) y
Bacillus flexus (Bacteria 4), como se muestran en la
figura 1.
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78 | Idiomarina fontislapidosi F23 (AY526861)

100 Idiomarina badltica OS145 (AJ440214)

100
Bacteria 1

100 Idiomarina zobellii KM231 (AF052741)

Halomonas shengliensis SLO14B-85 (EF121853)
100 Bacteria 2
44 | 1 Halomonas koreensis SS20 (AY382579)
99 | Halomonas organivorans DSM3016 (AJ616910)

92

Bacteria 3

100

Brevibacterium casei DSM 20657 (AJ251418)

uBrevibacterium celere KMM 3637 (AY228463)
86

Brevibacterium sanguinis CF63T (AJ564859)

100 | Bacillus flexus IFO15715 (B021185)

Bacteria 4

100 Bacillus cibi JG-30 (AY550276)
100

Bacillus indicus SD3 (AJ583158)

Haloarcula AJ4 (AY208973)

—
0.05

Figura 1. Arbol Filogenético resultante del analisis Neighbor joining con secuencias del gen ARNr 16S. Los
valores de bootstrap son presentados en todos las ramas. El analisis del bootstrap fue realizado en base a
1000 repeticiones. Grupo externo: Haloarcula sp. A barra de escala corresponde a 0,05 sustituciones.

1.8 Test de MTT para actividad de degradacion especificos (hexadecano, fenol, naftaleno, fenantreno,

de hidrocarburos pireno y benzopireno). Los resultados muestran

(Tabla 1) que la 4 bacterias metabolizan los diferentes

Las bacterias aisladas fueron sometidas al Test de MTT  hidrocarburos, siendo los mas representativos
para evaluar su crecimiento frente a hidrocarburos  /diomarina sp.y Bacillus flexus

Tabla 1. Crecimiento bacteriano frente a distintos hidrocarburos.

Identificacidn Hexadecano Fenol Naftaleno Fenantreno Pireno Benzopireno
Brevibacterium casei + = - + + +
Halomonas sp. + - + + +
Idiomarina sp. + + + + +
Bacillus flexus + + + + + +

(+) Crecid / (-) No crecid
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1.9 Biodegradacion de hidrocarburos

Después de 20 dias de seguimiento, las 4 bacterias
mostraron distintas tasas de biodegradacién de
los diferentes hidrocarburos. Los analisis fueron

realizados individualmente para cada muestra,
a través de Cromatdgrafo Gaseoso acoplada
a Espectrometria de Masas (GC-MS), como se
muestra en la Tabla 2. Las curvas de degradacién
para cada bacteria son mostradas en la Figura 2.

Tabla 2: Degradacion de hidrocarburos por las bacterias estudiadas, mediante CG-MS.

DEGRADACION (%)

Identificacion

Hexadecano Fenol Naftaleno Fenantreno Pireno Benzopireno
Brevibacterium casei 65,9 - - 53,1 48,6 35,0
Halomonas sp. 5,8 - 48,8 53,0 57,2 -
Idiomarina sp. - 29,1 38,8 64,4 58,4 36,3
Bacillus flexus 84,3 52,2 47,9 26,6 25,0 31,2
100 o 100 o
=¥ Fenol =% Hexadecano
90 — Naftaleno 90 ~ —¥— Fenantreno
80 — —@- Fenantreno 80 — Pireno
2 70 | Pireno 8 70 | ~@- Benzopireno
E —#— Benzopireno g
%7 .______/__. g 60
3 50 3 50
& 40 40 //
g g :
3 30 = 30
20 — 20 —
10 10 —
0 \ \ 0 L4 \ \
1 2 3 4 5 (A) 1 2 3 4 5 (B)
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
100 100 o
=~ Hexadecano =¥ Hexadecano
90 — Naftaleno 90 — —o— Fenol
80 - —&— Fenantreno 80 — Naftaleno
g 704 Pireno g 704 —&- Fenantreno
= < Pireno
'8 60 8 60 4 = Benzopireno
S 50 et g 50
2 40 & 40 —
3 g
& 30 3 30
20 204
"~ Y/ —————— 197
0 T \ T 0 = T \
1 2 3 4 5 (@] 1 2 3 4 5 (D)
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 2. Curva de biodegradacion para los hidrocarburos evaluados durante 20 dias. (A) Idiomarina sp., (B)
Brevibacterium casei , (C) Halomonas sp., (D) Bacillus flexus.

DISCUSION

El éxito de la biorremediacion en derrames
de petréleo depende de la disponibilidad de
los microorganismos adecuados, los factores
ambientales y la composicidn del aceite derramado
(Mashreghi et al., 2005 y Echeverri et al., 2010).

En relacién con la metodologia empleada en
el estudio, varios autores coinciden en que la
seleccion de microorganismos a través de pruebas

sucesivas de crecimiento poblacional en cultivos
puros enriquecidos con derivados de petrdleo, es
considerada como una estrategia eficiente para
evaluar la adaptacién y supervivencia de cepas
tolerantes a elevadas concentraciones de petréleo
(Mackey et al., 1996 y Echeverri et al., 2010)

En cuanto a la concentracién de 10 % NaCl ensayado
en el presente estudio demuestran que los
microorganismos aislados Idiomarina sp, Halomonas
sp, Brevibacterium casei y Bacillus flexus presenta
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una alta tolerancia y capacidad de biodegradacion
frente a hidrocarburos especificos (Hexadecano 1%,
Fenol 0.02% Naftaleno 0.01%, Fenantreno 0.01%
y Pireno 0.01% Benzopireno 0.005%) siendo mds
representativos Idiomarina sp y Bacillus flexus.

Muchas especies del género Idiomarina ya han
sido aisladas de ambientes moderadamente salinos
e hipersalinos, tales como, Idiomarina atldntica,
aislada del sedimento del Océano Atlantico, se
observd que esta bacteria era capaz de crecer en
medio que contiene 1-15% de NaCl (w / v), con un
crecimiento optimo en el 3-5% de NaCl (Du et al.,
2015). Idiomarina seosinensis se aisl6 a partir de agua
hipersalina en Corea del Sur (Choi & Cho, 2005), y
mostrd capacidad para crecer en un medio con 1-20%
NaCl (w / v), con un crecimiento éptimo en el rango
de 5-10%. Idiomarina abyssalis e Idiomarina zobellii
se aislaron a partir de sedimento del Océano Pacifico
(lvanova et al., 2000), entre muchos otros estudios
reportados, los cuales sugieren la adaptacion del
género Idiomarina a condiciones de alta salinidad.
El porcentaje de degradacion observado en este
estudio para Idiomarina sp. son resultados inéditos,
ya que en laliteratura no hay reportes de degradacién
individual de hidrocarburos. Apenas existe un
estudio de Idiomarina xiamenensis 10d-4T (lvanova
et al., 2000), que es capaz de degradar petrdleo en
consorcio con otras especies.

El género Halomonas en los ultimos afos han
sido reportados como degradador de una amplia
gama de compuestos aromaticos bajo condiciones
de hipersalinidad, como el acido benzoico, acido
cinamico, acido salicilico, acido fenilacético, acido
fenilpropidnico, 4cido fenol, acido p-cumarico, acido
ferdlico, benzoato, salicilato, vainillina, fluoreno y
bifenilo (Zhuang et al., 2012). Halomonas alimentaria
SLO14B-69 se aislaron a partir de un suelo contaminado
con petroleo crudo en China, y mostro capacidad de
crecer a una concentracion de 1% -20% de NaCl (w /
v) (Zhuang et al., 2012). Seis especies diferentes de
Halomonas, H. salina, H. shengliensis, H. salifodinae, H.
pacifica, H. Aquamarina y H. halophila fueron aisladas
de laguna salina en la India, y fueron capaces de crecer
de 0,6 % a 18,6% de NaCl (Sahay et al., 2011).

La especie del generao Bacillus ya ha sido reportada
en otros trabajos, por ejemplo Bacillus cereus fue
aisladode pozosde petréleoenRiodelJaneiro(Cunha
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et al., 2006); Bacillus firmus se aislé a partir de un
medio asociado con petrdleo y mostro capacidad de
degradar los hidrocarburos aromaticos y alifaticos
(Mancera et al., 2007); Bacillus megaterium fue
aislado de aguas residuales de Nigeria, y mostro
capacidad de degradar hidrocarburos (Rojo, 2009).

Distintas especies del género Brevibacterium
fueron aislados de ambientes asociados a
petrdleos. Brevibacterium casei fue aislado de
tierra contaminada con petrdleo (Farahat &
Gendy, 2014); Brevibacterium celere se aislé a
partir de algas marinas (Ilvanova et al., 2004) y
Brevibacterium ammoniilyticum se aisl6 de un
sistema de tratamiento de aguas residuales y
mostré un crecimiento 6ptimo entre en 0-11%
de NaCl (w / v) (Kim et al., 2013). Los resultados
obtenidos, corroboran los datos ya publicados, pero
con porcentajes de degradacion menores.

En general, los resultados obtenidos en los ensayos
de biodegradacion revelaron la preferencia de las
bacterias para la degradacion de hidrocarburos
aromaticos, alcanzando altos porcentajes de
degradacién, estos valores contrastan con la
literatura, que establece que la fraccién de
compuestos saturados son mas facilmente
degradados que los no saturados (Alexander,
1999). Estos resultados se podrian explicar por la
capacidad enzimatica y preferencias metabdlicos
que cada micro-organismo tiene para degradar
componentes de petrdleo, algunos de los cuales
degradan preferentemente hidrocarburos lineales,
y otros prefieren hidrocarburos aromaticos (Larter
et al., 2005).

CONCLUSIONES

e Bacillus  flexus 'y Idiomarina sp  son
microorganismos que muestran mejores
caracteristicas para la biodegradacién de
hidrocarburos.

e las bacterias analizadas en este estudio

representa apenas una fraccién de la diversidad
cultivable que existe bajo estas condiciones.
Muchas otras especies seguramente se seguiran
reportando bajo otras condiciones como medio
de cultivo, temperatura y condiciones de pH
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