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RESUMEN

Se implement6 una metodologfa para el
aislamiento de Pseudomonas spp. de muestras
contaminadas con petréleo y sus derivados, el
enriquecimiento en caldo BHI -Tween 80
permitié obtener el 43, 15% de los aislados, el
enriquecimiento en caldo BHI el 29.45% y la
siembra directa el 27.40%. El 36.3% de los
aislados degradan solamente DBT de los cuales
el 27.4% proviene de aislamientos por enriqueci-
miento en BHI-Tween 80. Se seleccionaron ocho
para evaluar el grado de desulfurizacién,
encontridndose que s¢ presentan mineralizacién a
sulfatos del DBT entre €l 0.5 y el 11%, pero al
desarrollar el proceso mediante cometabolismo
este porcentaje aument6 hasta el 25%.

Palabras claves: Biodesulfurizacién — Pseu-
domonas — Aislamiento — Dibenzotiofeno — DBT

SUMMARY

ISOLATION OF DESULFURIZATING
Pseudomonas spp OF DIBENZOTHIOPHENE

An appropriate methodology was imple-
mented to isolate Pseudomonas spp. Starting
from polluted samples with petroleum and their
derivatives. The enrichment method in broth BHI
-Tween 80 allowed to obtain the 43, 15% of
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the isolated, the enrichment in broth BHI 29.45%
and the direct sows 27.40%. The 36.3% of the
isolated ones degrade only DBT of which 27.4%
comes from enrichment in BHI-Tween 80
isolations. Eight isolates were selected to evaluate
the desulfurizacién degree, The DBT desulfu-
rization to sulfates was ranged between the 0.5
and 11%, but when the process was developed by
means of cometabolism this percentage was
increased until 25%.

Key words: Biodesulfurization — Pseudo-
monas — Isolation — Dibenzothiophene - DBT.

INTRODUCCION

Actualmente, en el 4mbito ambiental uno de
los problemas es la llamada “luvia 4cida”
producida principalmente por la emisién de
azufre proveniente de la combustién del carbén,
petréleo y sus derivados (1,2). La remocién de
este azufre puede llevarse a cabo por procesos
quimicos y microbiol6gicos; este dltimo proceso
llamé6 la atencién porque ademds de ser méas
econémico que el quimico, es altamente selectivo
y se puede llevar a cabo a condiciones normales
de presi6én y temperatura, y €s una eliminacion
real del problema (1,2,3,4).

Dentro de los diferentes tipos de compuestos
azufrados, los mas recalcitrantes son los que
corresponden a los compuestos aromaticos
azufrados, los cuales no pueden ser removidos
por los actuales procesos de desulfurizacién
quimica (5,6). Adicionalmente, las politicas
internacionales de proteccién ambiental estdn
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dirigidas hacia la produccion de combustibles con
los m4s bajos contenidos posibles de azufre, lo
cual se puede lograr a través de bioprocesos, en
donde la meta es reducir €l contenido de azufre
de 1.000 ppm a 100 ppm (7).

Uno de las primeras etapas es el aislamiento
de microorganismos que ataquen selectivamente
los compuestos azufrados, y en especial los de
caricter organico. En el caso de los compuestos
organicos azufrados se requiere de microor-
ganismos que remuevan el azufre sin atacar la
estructura orgédnica con el fin de mantener las
caracterfsticas de los combustibles. De estos se
han reportado  unas  pocas  especies,
principalmente Rhodococcus, Bacillus, Coryne-
bacterium, and Arthrobacter (1, 8-10). Otro
grupo importante que hace desulfurizacién es ¢l
de Pseudomonas, que adicionalmente tienen la
capacidad de producir sustancias fuertemente
tensioactivas, lo cual permitiria incrementar los
fenémenos de transferencia de masa y energia
dando lugar a una mayor actividad desulfuri-
zadora (11, 12). Por esta razén, este trabajo se
desarroll6 con el objeto de obtener aislados nati-
vos de Pseudomonas desulfurizadoras empleando
el dibenzotiofeno como compuesto modelo de
moléculas orginicas azufradas.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Pseudomonas spp. ATCC 39327. Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 10145. Aislados nati-
vos del Complejo Industrial de Barrancabermeja.

Recoleccion de las muestras

Las muestras fueron recolectadas del Com’-
plejo Industrial de Barrancabermeja (Santander):
Piscina del centro de produccién del CIB (LA1),
ciénaga de recuperacion de suelos (LA2),
Ciénaga 6 de residuos petroleros (1.LA4), petréleo
crudo (LAS), Piscina planta de gases (LA6), Area
planta de gases (S8), 4rea aledafia - ciénaga en
recuperacién (SA9), 4rea cercana a la ciénaga 6
(SA10). Fundacién de Asesorfas para el Sector
Rural (FUNDASES) de la Organizacién Minuto
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de Dios (L7) y Estacién de Servicios en Santafé
de Bogotd D.C. (LA3). Las siglas son: LA
(Liquida Aceitosa), L (Liquida), SA (S¢lida
Aceitosa) y S (Sélida)

Aislamiento

Siembra con enriquecimiento: Se diluye-
ron las muestras L, S, LA y SA al 10% (p/v o .
v/v) en caldo BHI, y las muestras LA y SA en
caldo BHI que contiene 5% de Tween 40 (LAtw y
SAtw). Luego se incubaron a 30% 37°C de 24 a
48 horas. Después se repicaron en agar cetrimide
¢ incubaron a 30°y 37°C de 24 a 48 horas.

Siembra por diluciones: Se realizaron dilu-
ciones al 10% (p/v o v/v) de cada muestra en
caldo BHI de 10" a 10° y luego se sembraron
0.1 mL las diluciones por triplicado en agar
Cetrimide, e incubaron de 30 y 372C.

Caracterizacion de los aislados

Las colonias aisladas se caracterizan de
acuerdo con el crecimiento (tipo, color, pigmento
de la colonia y excretado al medio, olor),
coloracién de Gram y observacién microscopica
para determinar la morfologfa de los aislados.
Luego se sometieron a pruebas bioquimicas
preliminares (hemolisis en sangre, oxidasa y agar
MacConkey) con el fin de establecer si perte-
necen al género Pseudomonas.

Prueba para la degradacion de antraceno y
fenantreno (13)

Los aislados se repican sobre agar sales
minerales (FeSO,.7H,0 1uM, (NH,),SO, 18
mM, CaCl,.2H,0 100 uM, MgSO,.7H,0 1Mm,
NaCl 8.5 mM, buffer Na,HPO,-KH,PO, pH 7.0
10 mM y agar 1.5% p/v) en forma puntual con
palillos. Luego se asperja la superficie con una de
soluci6én etérea de DBT, antraceno o fenantreno
al 10% p/v con un atomizador. Se incuba a 30°C
durante 7 dias después de los cuales se evalud el
crecimiento y la desaparicién de la fluorescencia
observada a la luz UV (260 nm). Como control
positivo del ensayo se emplea la cepa
Pseudomonas spp. ATCC 39327 (degradadora de
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compuestos organosulfurados) y como control
negativo la Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145. El control de crecimiento es el medio
MM2 con glucosa (10 mM).

Prueba cualitativa para la degradacion de
dbt (14) '

Se realiz6 una siembra puntual de los
aislados en medio LB pH 7.2 incubando 4 h. a
30°C, luego se aplic6 por atomizacién una
solucién etérea al 10% p/v de DBT, incubando
nuevamente a 30°C durante 5h. Observando a la
luz UV (260 nm), la desaparicién de las fluo-
rescencia y luego la formacién de halos alrededor
de las colonias. Se emple6 como control de
crecimiento medio inoculado sin solucién de
DBT, como control positivo de degradacién de
DBT Pseudomonas spp. ATCC 39327 y como
control negativo de degradacibon de DBT
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,

Prueba cuantitativa para la degradacion de
dbt (15)

Se realiz6 con los aislados L2Tw-1, L4Tw-
5, L3-3, L1A4-2, LS54 L6-2, S9-6, L.1-1, L7-A,
S10-B, y Pseudomonas aeruginosa ATCC10145,
Pseudomonas sp. ATCC 39327.

Degradacién Directa de DBT:

En matraz de 250 ml se colocan 99 ml de
medio minimo de sales (KH,PO, 0.1 %, NaCl 0.1
%, NH,Cl 0.2%, CaCl, 0.001 g/L, FeCl; 7.5
ppm), con DBT (500 ppm concentration final)
disuelto en eter/dimetilformamida (1:1) y 1 mL
de suspensién bacteriana (10° u.f.c./mL), y se
incuba a 37°C durante 7 dias. Luego se centrifuga
la muestra y se determina el contenido de sulfatos
(técnica 528.33 del AOAC).

Co-Metabolismo del DBT (16):

Igual que en la degradacién directa, pero el
medio es enriquecido con extracto de levadura,
0.5 g/L.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento

Con relacién al periodo de incubacién se
observé que si de dejaba por 48 horas se pre-
sentaba la confluencia de colonias y no se lograba
obtener ficilmente colonias aisladas. Este mismo
fenémeno se presenté durante la incubacién a-
37°C durante 24 horas. Por lo tanto se trabajé con
incubacién a 30°C durante 24 horas.

Del método por enriquecimiento se destaca
que de la muestra L1 no se pudo obtener asilados,
probablemente por la presencia de agentes alta-
mente téxicos que han impedido el desarrollo de
la flora microbiana. En la muestra LA2 solo se
evidencia crecimiento con la adicién del Tween.
Es de resaltar que la totalidad de los aislados de
L7 no producen pigmento y algunos procedentes
de la muestra SA9. En general, la adicién de
Tween afecta notablemente las caracteristicas y el
nimero de los aislados obtenidos, Este se puede
deber a que el tensioactivo ayuda a remover o
emulsionar las sustancias oleosas presentes y
facilita de alguna forma el contacto entre el
medio y los microorganismos, permitiendo que
estos s¢ desarrollen, sin embargo, en la muestra
SA10 los aislados obtenidos en ambos trata-
mientos son de caracteristicas similares.

Con el método por diluciones se disminuyé
el mimero de aislados recuperados. Es de resaltar
que mediante este procedimiento se pudo obtener
crecimiento a partir de la muestra LA1, que no se
habia logrado por otros métodos, probablemente
el impacto de inhibidores del crecimiento bacte-
riano presentes en la muestra es minimizado al
realizar las diluciones, por lo cual el método es
recomendable para aquellas muestras en las
cuales es dificil la obtencién de aislados. Las
caracterfsticas de los aislados son diferentes
(Tabla 1), pero no podemos afirmar si estos
cambios son producto de favorecimiento de unos
aislados con respecto a otros o de cambios de la
expresion metabdlica de aislados similares que
crecen bajo condiciones disimiles.
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Tabla 1. Descripcion de los aislados obtenidos por enriquecimiento

Mues- Enriguecimiento sin Tween Enriquecimiento con Tween Diluciones
tra Pig- | Color | Morfologia % Pig- | Color | Morfologia % Pig- Color | Morfologia %
mento mento mento
LAl ND ND ND 0 ND ND ND 0 AV A BG-yCBG- | 1.37
LA2 ND ND ~ ND 0 A A BG-yCBG- | 5.48 ND AyBl | BG-yCBG- | 1.37
LA3 A Bl BG- 2.74 A A BG- 3.42 ND Bl BG-y CBG- | 5.48
LA4 \4 \4 BG-yCBG- | 4.11 AV AV BG-yCBG- | 5.48 AV A CBG- 2.05
LAS AV A\ BG-y CBG- | 4.11 AV | AVyBl | BG-yCBG- | 6.85 Sp Bl CBG- 1.37 .
LA6 AV A BG- yCBG- | 4.11 AV AV BG-yCBG- | 6.85 AV | AyAV | BG-yCBG- | 342
L7 NP Bl BG- 3.42 NA NA NA 0 SP B} CBG- 2.06
S8 ND ND ND 0 ND ND ND 0 ND ND ND 0
SA9 H H H 4.11 Az Az BG-yCBG- | 8.22 Az Az CBG- 342
SA10 v \ BG- yCBG- | 6.85 \4 \% BG-yCBG- | 6.85 A A CBG- 6.86
ND: No detectable H : Heterogéneo
A: Amarillo B: Bacilo
AV: Amarillo verdoso CB: Cocobacilo
Az: Al G-: Gram Negativo
Bl: blanco %: Porcentaje de aislados del total de aislados obtenidos
V: Verde

De esta labor se lograron recuperar 146
aislados que presentan las caracteristicas
preliminares de Pseudomonas, crecer en agar
cetrimide, ser bacilos o cocobacilos gram
negativos, y producir pigmento. La muestra con
mayor ndmero de aislados recuperados fue la
SA10 seguida de la SA 9, y en su orden LAS,
LAS, LA 3 y LA4, LA2, 17, LAl (Tabla 2).
Extrafiamente, de la muestra S8 no se pudo
obtener aislados en alguno de los tratamientos
aplicados. Ademads, la muestra SA9 nos dio
tinicamente aislados con pigmento y color azul,
mientras que las otras son muy similares.
Examinando los resultados obtenidos de acuerdo
con el tipo de tratamiento empleado (Tabla 1) es
evidente que el enriquecimiento con Tween
favorece el procedimiento, dando como resultado

casi el doble de aislados. En cuanto a
enriquecimiento o siembra directa, no se
encontr6 una diferencia apreciable. En

consecuencia, se recomienda en el caso de las
muestras oleosas 1a adicién de Tween.
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Ensayo cualitativo de degradacion de
antraceno fenantreno y DBT.

El ensayo de degradacién de antraceno y
fenantreno se realizé con el objeto de encontrar
aislados que solo degradaran DBT mas no
hidrocarburos lo cual implicaria que su uso en la
remocién de azufre aromético de un combustible,
no acarrea una degradacion de hidrocarburos con
la consecuente disminucién de su poder
calorifico. Sin embargo queda la duda de si estos
aislados pueden degradar o no hidrocarburos
alifgticos, que probablemente son menos
resistentes al ataque microbiano. Lo que si es
seguro es que si estos aislados degradan
hidrocarburos arométicos también pueden
degradar hidrocarburos alifaticos. El desarrollo
de la prueba cualitativa sobre los aislados indicé
que los aislados provenientes de las muestras L7
no degrada ninguno de los compuestos, los de la
muestra LAl no degradan DBT, el 74% de los
aislados de la muestra SA9 solamente degradan
DBT, y los aislados de las demds muestran
actividad variable en cuanto degradacién de los
tres compuestos (Figura 1).

No. 29, 2000




REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO-FARMACEUTICAS

Figura 1. Degradacion de DBT, antraceno y fenantreno por los aislados nativos.
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Algo importante de resaltar es que la
muestra L7, que es un cultivo mixto para la
recuperacion de suelos, no mostré actividad
contra los compuestos examinados, 1o cual
indicaria que si queremos aislar microorganismos
con capacidades de degradacion de un compuesto
determinado debemos buscarlos en ambientes en
donde se encuentre presente y que esta presencia
sea de tiempo atrds, evento que permite la

supervivencia de individuos adaptados a ese
medio ambiente. En el consolidado de los
aislados que degradan DBT, antraceno o
fenantreno, el método de enriquecimiento con
Tween genera el mayor numero de aislados,
seguido del enriquecimiento sin Tween y por
ultimo las diluciones, en donde ningtn aislado
degrada dnicamente DBT (Tabla 2).

Tabla 2. Degradacién de DBT Antraceno y Fenantreno segiin el método de aislamiento.

COMPUESTO METODO DE AISLAMIENTO

Antraceno |Fenantreno |DBT | Enriquecimiento | Enriquecimiento | Diluciones
Sin Tween (%) | Mas Tween (%) | (%)

- - + 8.9 274 0

- + + 2.1 0 0

+ + + 17.8 249 10.9

+ - - 4.8 4.5 0

+ - + 2.7 0 0

+ + - 6.1 9.5 14.3

- + - 0 0 0

No. 29, 2000
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En la Tabla 2 se puede ver que hay aislados
que degradan solo DBT o antraceno y fenantreno
o solo antraceno, lo que indicarfa en primera
instancia que debe producir una enzima por tipo
de compuesto, una para DBT, una para antraceno
y una modificada de la anterior que ataque
antraceno y fenantreno. Lo cual se tendrfa que
demostrar aislando las enzimas implicadas en los
ataques a los compuestos y determinando si la
afinidad a sustrato implica enzimas tinicas o una
enzima con miiltiples actividades.

Evaluacion de la degradacion de DBT

En esta parte se seleccionaron los aislados
LA4-tw5, SA10-B (DBT+, Ant+, Fen+), LA1-1
(Ant+, Fen+), , LA4-2 (DBT+, Fen+), LAS-4,
LA6-2 y SA9-6 (DBT+), L7-A (DBT-, Ant-, Fen-
), Pseudomonas sp ATCC 39327 (DBT+, Ant+)

Degradacidn directa

En la Figura 2 se aprecia que los aislados
presentan diverso grado de actividad. El aislado
LAG6-2 es el que muestra la mayor actividad de
desulfurizacién medida como mineralizacién de
DBT, (11%). Puesto que la mineralizacién del
DBT a sulfatos implica una serie de transfor-
maciones que dan lugar a compuestos solubles en
agua pensamos que la remocién del azufre
organico puede ser mas profunda, por lo tanto es
necesario hacer un trabajo que implique el
andlisis de los intermediarios que se generen en
cada aislado evaluado.

Para resaltar, el aislado LA1-1 presenta una
pequena actividad desulfurizadora, cosa que no
se habfa manifestado con anterioridad en la
prueba cualitativa. Podfamos pensar que esta
actividad puede ser de caracter residual o de
inespecificidad de las enzimas que degradan
antraceno y fenantreno, hecho que ya ha sido
reportado(14), con cepas de Pseudomonas
aislando los genes codificantes de enzimas
degradadoras de DBT (genes de la ruta DOX),
enzimas que transformaban naftaleno a salicilato
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y fenantreno a 4cido 1-hidroxi-2-naftoico.
También, es posible que la actividad de este
aislado sobre ¢l DBT sea muy lenta y requeriria
un mayor tiempo de contacto con el producto
para poder ejercer su accién, entonces con la
prueba disefiada para efectos de evaluacién
preliminar no serfa posible detectar esta
actividad, y por lo tanto el ensayo tendria que
modificarse para detectar estas bajas actividades.
Por lo demés, no se ve una correlacién entre la
capacidad de degradacién de DBT asociada a las
otras actividades (degradacién de antraceno y
fenantreno) pues como se ve en la Figura 2, el
porcentaje de DBT mineralizado cambia entre
aislados independientemente de sus
caracteristicas metabolicas adicionales, ya que los
aislados DBT+ (LAS5-4, LA6-2 y SA4-9)
mineralizan el DBT en grado distinto, (9.2%,
11.1% y 0.6% respectivamente).

Degradacion del DBT con cometabolismo

La mayorfa de los aislados reportan un
aumento considerable de la desulfurizacién
(Figura 2), fenémeno que puede ser explicado
con base en la cantidad de energia que puede
derivar del cosustrato que le ayudaria a mantener
sus procesos metabllicos de manera més
dindmica, facilitando la utilizaciéon del DBT
como donor de electrones y de esta manera poder
oxidarlo hasta sulfato de manera més acelerada..
Sin embargo en el caso del aislado SA9-6 no
hubo efecto manifiesto, mientras que en el LA4-2
se redujo en una pequeiia fraccioné el porcentaje
de azufre mineralizado. La explicacién podria
deberse a que el azufre en estos aislados no
tienen una maquinaria metabdlica que le permita
utilizar el DBT como donor de electrones y por
tanto no se vea oxidado como sulfatos o que este
azufre esta siendo incorporado a la célula. Para
demostrar esto se debe hacer un seguimiento de
la utilizacién del DBT con métodos que nos
permitan medir directamente el DBT.
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Figura 2. Porcentaje de DBT mineralizado por degradacién directa y cometabolismo
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Identificacion de los aislados

Los aislados empleados para el ensayo cuan-
titativo de dibenzotiofeno se identificaron por
APl para no fermentadores, con pruebas
preliminares como hemdlisis en agar sangre,
oxidasa y crecimiento en Agar MacConkey,
obteniéndose Pseudomonas aeruginosa en su
totalidad. Dos de estos aislados presentaron
gamma hemdlisis (LAS-4 y LA1-1), crecimiento
en agar MacConkey negativo y oxidasa positivo
débil, caracterfsticas que aunque no son propias
de esta especie, codifica para ella por el sistema
APL, y presenta la misma morfologfa macro y
microscépicamente. Esta caracterfstica podria
deberse a que al cambiar las condiciones de su-
pervivencia se vea el microorganismo obligado a
variar la expresion de algunas caracterfsticas, o
simplemente corresponda a variedades no
identificadas dentro de la especie ya mencionada.

No. 29, 2000

Para finalizar podemos decir de manera
general que en este trabajo se logré implementar
una metodologia adecuada que permiti6 el
aislamiento de Pseudomonas spp. desulfurizado-
ras de Dibenzotiofeno (DBT), a partir de mues-
tras contaminadas con petréleo y sus derivados.
Adiconalmente, la capacidad desulfurizadoras de
los microorganismos no depende la capacidad de
los mismos para degradar hidrocarburos, que los
microorganismos capaces de degradar hidrocar-
buros aromdticos complejos como el fenantreno
pueden degradar hidrocarburos aromaéticos sen-
cillos como el antraceno y no lo contrario. Por
tltimo, la capacidad desulfurizadora puede utili-
zarse para tipificar variedades de un género -
especie, ya que siendo todas Pseudomonas
aeruginosa degradan en diferente proporcién el
compuesto patrén utilizado.
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