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Resumen:

En la industria petrolera se almacenan grandes cantidades de hidrocarburos en tanques,
durante las etapas de extraccion y procesamiento del crudo hasta su refinamiento; esto genera
un residuo denominado fondo de tanque, que es una emulsidon estable de sedimentos agua e
hidrocarburos. El sedimento, es considerado por la legislacion como residuo peligroso. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la capacidad de las bacterias Lysinibacillus sphaericus
para degradar hexadecano, ciclohexadecano, kerosene y gasoil de una muestra proveniente
de fondo de tanque de la cuenca del Golfo San Jorge.

Se aislaron e identificaron cepas para determinar la cinética en distintos hidrocarburos como
ciclohexadecano, hexadecano, gasoil y kerosene como fuente de carbono y energia. Se
realizd un estudio bacterioldgico, que consistio en recuento, aislamiento e identificacion de
bacterias. Se obtuvieron 15 cepas del genero Bacillus con gran capacidad de esporular. Todas
las cepas analizadas tienen capacidad de crecimiento en medios con ciclohexadecano,
hexadecano, gasoil y kerosene con una fase de adaptacion que varia entre los 15 y 80 dias.

PALABRAS CLAVE:

Fondo de tanque, Lysinibacillus sphaericus, esporular, degradacion.



Introduccidn:

En el afio 1907 se realizo la primera explotacion de petrdleo en Comodoro Rivadavia,
Chubut, alli comenz6 el progreso de la region patagdénica y de esta manera se constituyo
desde entonces una fuente de incalculable valor para acrecentar la economia nacional y una
de las bases de su riqueza. A nivel mundial se observa una tendencia hacia las energias
renovables en sus distintas variantes y presentaciones acordes a las capacidades intrinsecas
de cada zona geografica en particular. Sin embargo, segun los datos del afio 2011 indican que
aproximadamente el 80% de la energia ain proviene de combustibles fosiles, es decir,
petréleo crudo, gas natural y carbon (Quemada & Gonzalez, 2011), y se espera cierta

estabilidad por al menos durante los siguientes 40 afios.

La cuenca del Golfo San Jorge, es la base mas antigua y prolifica productora de hidrocarburos
de Argentina, donde la economia regional se basa en la industria del petroleo. Muchas
ciudades de la region deben su crecimiento, al fluctuante pero creciente indice econdmico
que conlleva la extraccion de petrdleo crudo y su industria (Prado & Robledo, 2010).

El petroleo crudo es una mezcla compleja de cientos de fracciones de hidrocarburos, que van
desde alcanos volatiles de cadena lineal hasta fracciones mas pesadas e hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP's) (Adetutu et al., 2015).

Durante las distintas etapas desde su extraccion hasta su refinamiento, el petréleo crudo es
temporalmente almacenado en tanques, lugar donde por accion del tiempo es propenso a
separarse en hidrocarburos de petréleo liviano y pesado. Los hidrocarburos mas pesados se
asientan junto con particulas solidas y agua (Ayotamuno et al., 2007). Los lodos de fondo de
tanque son un conjunto de agua, sedimentos, petroleo y compuestos organicos € inorganicos.
Estos son periédicamente removidos ya que quitan espacio de almacenamiento (Pucci et al.,
2015).

Los fondos de tanque se consideran desechos peligrosos debido a la presencia de
poliaromaticos y fenoles que dan su estado inflamable (Gonzales & Pucci., 2022). Varian
enormemente debido a la gran diversidad de calidades existentes de petrdleo crudo, las
diferencias en los procesos utilizados para la separacion petroleo-agua y pérdidas durante

procesos industriales.



La elevada estabilidad de los lodos de fondo de tanque es atribuida a la absorcion de
hidrocarburos por parte de las particulas solidas, llevando a la generacion de una capa
protectora o cobertora. Esta estabilidad esta magnificada por la presencia de fracciones
polares como resinas y asfaltenos, que al mismo tiempo son los responsables de la alta
viscosidad de los lodos. La capa protectora, como adicion, crea un ambiente favorable para
la corrosién microbiana y el albergue de gran cantidad y diversidad de consorcios
microbianos (Lima et al., 2011).

Lysinibacillus sphaericus, es una bacteria Gram positiva que tiene la capacidad de formar
estructuras especializadas llamadas endosporas, durante el proceso denominado
esporulacion. Las endosporas son estructuras celulares diferenciadas por su extrema
resistencia al calor, las sustancias quimicas agresivas y a la radiacién. Sus estructuras de
supervivencia permiten al microorganismo soportar condiciones de crecimiento
desfavorables, entre otras temperaturas extremas, la sequedad o la carencia de nutrientes
(Madigan, 2017).

En cepas nativas colombianas de Lysinibacillus sphaericus se determind la tolerancia a
arsénico, mercurio, cobalto, hierro y cromo, asi como la bioacumulacion y biosorcion en
biomasa activa. Es posible que las proteinas de la capa S tengan la capacidad de atrapar iones
metalicos, ya sea en células vivas o muertas. Esta puede ser una alternativa para los procesos
de biorremediacion de metales pesados (Velasquez & Dussan, 2009).

En el presente trabajo se investigd la presencia de bacterias Gram positivas esporuladas,
Lysinibasillus sphaericus y su capacidad de degradacion de hidrocarburos, presentes en

fondo de tanque de la Region del Golfo San Jorge.
Objetivos generales:

Estudiar la capacidad de las bacterias Lysinibacillus sphaericus para degradar hexadecano,

ciclohexadecano, kerosene y gasoil.



Obijetivos especificos:

e Caracterizar quimica y bacteriologicamente la muestra de fondo de tanque.

e Aislar las cepas de bacterias Lysinibacillus sphaericus.

e Identificar por acidos grasos de membrana (FAMEs) las cepas aisladas.

e Determinar la cinética de degradacion de Lysinibacillus sphaericus en medio mineral

con 1% de hexano, ciclohexano, kerosene y gasoil.

Materiales v Métodos:

Se trabajo con muestras de fondo de tanque obtenidas de distintos puntos de la cuenca del
Golfo San Jorge, que se encuentran en el CEIMA (Centro de estudios e investigacion de

microbiologia aplicada).

Caracterizacion de muestras: a las muestras de fondo de tanque obtenidas en la industria

petrolera en la cuenca del Golfo San Jorge, se les realizd la caracterizacion mediante el
Meétodo de extraccion de hidrocarburos totales (TPH). El contenido de TPH, se determind
sobre 30 gramos de fondo de tanque mediante una extraccion con el equipo de Soxhlet,
empleando hexano como solvente de extraccion. Los hidrocarburos extraidos se
cuantificaron gravimétricamente, tanto este como el sedimento remanente en la extraccion

(EPA 1664).

Analisis microbiologico de la muestra de fondo de tanque: se realizo una suspension de 10 g

de la muestra en 100 mL de solucién fisiologica. Se homogeneizo durante 30 minutos en
agitador orbital a 150 rpm. A partir de alli, se realizaron diluciones decimales. Los recuentos
bacterianos se determinaron por la técnica de recuento de bacterias viables por diseminacion
en superficie incubandose 20 dias a 28°C. En el método utilizado fue siembra por vertido en
placa, sobre la superficie de una placa de agar se extiende, con ayuda de un asa de vidrio

estéril, un volumen de un cultivo diluido (Madigan, 2017).

Se utiliz6 el medio R2A (g/L: extracto de levadura 0,5, peptona proteasa 0,5, casamino acido
0,5, glucosa 0,5 almidén 0,5, piruvato de sodio 0,3, KoHPO4 0,3, MgPQO4.7H,0 0,05, agar
15, agua destilada 1000 mL) (Reasoner & Geldreich., 1985) para microorganismos aerobios

totales y medio mineral MM.PGO (g/L: NaCl, K,PO4H 0,5, (NH4)2SO4 1,0, MgSO4 0,2,



KNO;s 3, FeSO4 0,05, agar-agar 15, agua destilada 1000mL), suplementado con 0,1 % de una
mezcla de petroleo y gasoil 1:1 para determinar el nimero de microorganismos degradadores

de hidrocarburos.

Caracterizacion de cepas por la utilizacion de coloraciones: Las cepas que presentaron

desarrollo en medio de cultivo R2A y medio mineral, se les realizo tincion de Gram y tincion

de Wirtz-Conklin para determinar presencia de esporas.

Identificacion de cepas: Las colonias obtenidas del recuento de bacterias, fueron aisladas en

medio de cultivo nutritivo y se las identifico por la técnica de acidos grasos de las membranas.
Los acidos grasos se determinaron como metil €steres por cromatografia gaseosa, usando una
columna capilar HP ultra 2 de 25 m de longitud 0,2 mm de didmetro. El anélisis se llevo a
cabo con un cromatografo HP 6890 series 11 GC, inyeccion ‘splitless’; presion inicial 10 psi;
programa de temperatura: 170 — 288 °C a 28 °C/min, 288 — 310 °C a 60 °C/min, 1.5 min de
permanencia a 310 °C, detector por ionizacion de llama (Pucci & Pucci 2006). La integracion
de los picos se efectu6 mediante HP 10.01 Chem Station, los &cidos grasos fueron
identificados utilizando Sherlock 6.0 (MIDI Inc. Newark Del.) con un estandar Agilent
‘Calibration standards kit for the microbial identification system’. La composicion en acidos

grasos fue calculada como porcentaje del area de pico.

Cinéticas de utilizacion de ciclohexano, hexadecano, kerosene v gasoil:

Sobre la microbiota aislada, se utilizaron 4 compuestos de hidrocarburos como hexadecano,
gasoil, ciclohexano y kerosene, se realizé la medicion del aumento de la densidad optica,
utilizando un espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm.

La experiencia consistié en inocular 40 mL de caldo nutritivo (pluripeptona 5,0g/L y extracto
de carne 3,0 g/L) con el microorganismo aislado e incorporarle 1% del hidrocarburo a
estudiar (gasoil, kerosene, ciclohexano y hexadecano) incubandose a una temperatura de

28°C. Realizando lecturas diarias en el espectrofotémetro, para medir la absorbancia.



Analisis estadistico:

Para el estudio de la comunidad bacteriana se realizd un analisis cluster en base a la

identificacion por acidos grasos utilizando el programa PAST (Hammer et al., 2001).

Resultados:

A través de la extraccion de hidrocarburos totales del petroleo mediante Soxhlet, se determind
que el 32% correspondia al suelo (figura 1). Por calculo entre la fraccion de sedimento
recuperado y el extracto de hidrocarburo se encontr6 que hay una parte de hidrocarburos
volatiles de un 23%, mientras que el porcentaje de hidrocarburos totales del petréleo fue de

45%, la mitad de la muestra aproximadamente.

Muestra de fondo de tanque

M Suelo
B TPH

Volatiles

Figura 1. Composicion de la muestra de fondo de tanque.

El analisis microbiolégico de la muestra de fondo de tanque, se realizo a través del recuento
de bacterias en medio R2A y medio mineral con suplemento de hidrocarburo. En el inicio de
la experiencia, se visualizo la presencia de hongos al momento de cuantificar, lo que llevo a
la utilizacion de un antimicético que permita en el siguiente recuento, solo el desarrollo de

bacterias. (Tabla 1).



Tabla 1. Recuento de bacterias totales y bacterias degradadoras de hidrocarburos.

Sin antimicotico Con antimicotico

Bacterias aerobias totales 1,0x10* UFC/gr  9,6x10* UFC/gr
Bacterias degradadoras de hidrocarburos 2,0x10* UFC/gr  3,7x10* UFC/gr

La identificacidon de las cepas aisladas, por el analisis 4cido graso (FAMEs), evidencio la
presencia de Bacillus sphaericus obteniendo una variacion entre subgrupo B y subgrupo E
de las 15 cepas aisladas, las cepas C-5, C-6, C-10 pertenecen al subgrupo E y las restantes
son subgrupo B (tabla 2.). En cuanto a la morfologia se observo bacilos Gram positivos
esporulados.

Mediante la coloracién de Wirtz Conklin se pudo evidenciar la presencia de esporas en las

cepas (Foto 1). Espora

- A celua

o vegetativa

Foto 1. Cepa 7 (C-7) con presencia de esporas tefiidas con la coloracion de Wirtz Conklin.



Tabla 2. Identificacion de cepas.

N° de cepa SIM INDEX Identificacion por Acidos Grasos
C-1 0,176 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
C-2 0,431 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
C-3 0,804 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
C-4 0,842 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
C-5 0,154 Bacillus sphaericus-GC subgrupo E
C-6 0,227 Bacillus sphaericus-GC subgrupo E
C-7 0,827 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
C-8 0,742 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
c-9 0,823 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B

C-10 0,672 Bacillus sphaericus-GC subgrupo E
C-11 0,705 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
C-12 0,442 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
C-13 0,841 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
C-14 0,748 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B
C-15 0,858 Bacillus sphaericus-GC subgrupo B

SIM INDEX= Indice de identificacion

Con el fin de confirmar la identificacion preliminar asignada a cada cepa se llevo a cabo un
analisis de agrupamiento. Mediante el uso de distancias euclidianas se realizd6 un
dendrograma con el método de UPGMA, donde se puede visualizar que las cepas pertenecen
todas al género Bacillus, obteniendo dos ramas de las especies Bacillus sphaericus-GC
subgrupo By subgrupo I (Figura 2). La disposicion y distancias que se observan entre las
cepas trabajadas, se debe a los diferentes indices de identificacion obtenidos (Tabla 2). Las
cepas C-3, C-9, C-13 y C-4, todas identificadas como Bacillus sphaericus-GC subgrupo B,
presentan una distancia minima entre si, lo que se debe a su indice de identificacion superior
a 0.8. En cambio, las cepas C-1 y C-6, las mas alejadas en este agrupamiento, tienen un SIM
INDEX menor a 0.3. El software “MIDI Sherlock Microbial Identificacion System Version
6.2”, identifica cepas o muestras con una similitud de 0,5 o superior; si el indice de similitud
esta entre 0,3 y 0,5 y esté bien separado de la segunda opcion (separacion mayor a 0,1) puede
ser una buena coincidencia; valores inferiores a 0,3 sugieren que no se encuentra la especie

en la base de datos, pero aun asi el software indicara las especies mas emparentada.
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Figura 2. Andlisis de agrupamiento usando ¢l indice de distancia Euclediana y agrupamiento UPGM de los
acidos grasos de las bacterias identificadas.

*C=identificacién de cada cepa

Las cepas bacterianas identificadas fueron seleccionadas para evaluar la capacidad de
degradar diferentes hidrocarburos como fuente de carbono y energia en ciclohexadecano,

hexadecano, kerosene y gasoil.

Las cepas identificadas presentaron, curvas de crecimiento bacteriano similares, con una fase
de latencia prolongada seguida de una fase de crecimiento exponencial y sobre el final se
observo una fase estacionaria. No obstante, se observan diferencias en algunas curvas de
crecimiento (figura 3 y figura 6). Principalmente en las primeras cepas, y en las dos ultimas
cepas.

En cuanto a las cepas C-1, C-3 y C-4, Bacillus sphaericus-GC subgrupo B, se observa en
todos los casos una fase de adaptacion de aproximadamente 80 dias; una vez que transcurrid
estas etapas de adaptacion, el microorganismo comienza su crecimiento exponencial en la
mayoria de los compuestos. Se visualiza que en el caso del medio con ciclohexadecano, la
fase de adaptacidon es mas lenta y en el caso de la cepa C-2 no logra visualizarse la etapa

exponencial, en el tiempo que transcurrio la experiencia (figura 3).
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Figura 3. Curvas de crecimiento en espectrofotdémetro Bacillus sphaericus-GC subgrupo B.

*Abs= Absorbancia.

Las subespecies de este género Bacillus sphaericus-GC subgrupo FE 'y Bacillus sphaericus-
GC subgrupo B, son similares en el crecimiento en los distintos medios (figura 4.). Los
Bacillus sphaericus-GC subgrupo I (C-5 y C-6), especificamente en la C-5, presenta una
fase de adaptacion prolongada de 80 dias con los cuatro hidrocarburos, un crecimiento
exponencial hasta el dia 95 y luego una fase estacionaria hasta el final del analisis. En la C-

6 se observa que la fase de adaptacion es mucho mas extensa a comparacion de la cepa
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anterior, concretamente hasta el dia 95 y se da un corto crecimiento exponencial de dos dias

para proseguir el estado estacionario (Figura 4.).

La cepa de Bacillus spharicus-GC subgrupo B (C-7) presentd una fase de adaptacion mas
corta en el medio con kerosene, ya que pasado 75 dias se observa un crecimiento exponencial.
En el caso de los compuestos hexadecao y gasoil, su etapa de adaptacion fue de 90 dias para
luego entrar en la fase exponencial, hasta terminar el analisis (Figura 4). Respecto al medio
con ciclohexadecano, se observa una absorbancia menor, lo que evidencia una menor
presencia de nimero de células. La densidad Optica o turbidez medida en cada una de las
situaciones, es una medida cuantitativa de la dispersion de la luz en un medio de cultivo
liquido y se incrementa cuando aumente el nimero de células.

La cepa C-8, presento con los cuatro hidrocarburos el mismo desarrollo, una adaptacion larga
y constante hasta el dia 95 aproximadamente para pasar luego a la fase exponencial. En estos
medios no se logrd observar la fase estacionaria en el tiempo que duro la experiencia (Figura

4).
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Figura 4. Curvas de crecimiento en espectrofotometro Bacillus sphaericus-GC subgrupo E'y Bacillus
sphaericus-GC subgrupo B.

*Abs= Absorbancia.

En las cepas C-9, C-11 y C-12 se determind Bacillus sphaericus-GC subgrupo B.
Particularmente la cepa C-9 tiene un comportamiento similar a la cepa C-7, donde se ve un
gran desarrollo de microorganismos en medio con kerosene, mientras que el ciclohexadecano
presenta una larga fase de adaptacion y corta fase exponencial. En cuanto a la cepa C-11, en
los medios kerosene, hexadecano y gasoil exhibid una adaptabilidad rapida hasta el dia 80,
para continuar con la fase exponencial y una fase estacionaria corta. En cuanto a la cepa C-
12 se muestra un alto grado de adaptabilidad, presentando un crecimiento constante en todos
los medios. La cepa Bacillus sphaericus-GC subgrupo I (C-10) muestra una buena y rapida
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adaptacion a los cuatro medios presentados, luego del dia 75 empieza la fase exponencial

hasta llegar a la fase estacionaria (Figura 5).

C-9 C-10
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Figura 5. Curvas de crecimiento en espectrofotometro Bacillus sphaericus-GC subgrupo E 'y Bacillus

sphaericus-GC subgrupo B.

*Abs= Absorbancia.

En el ultimo grupo se encuentra la cepa Bacillus sphaericus-GC subgrupo B. La cepa C-13

presentd un mejor desarrollo en el medio que contenia kerosene como fuente de carbono y

energia (Figura 6.).
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La cepa C-14 presenta un crecimiento bajo en ciclohexadecano, con un crecimiento minimo
tras 95 dias de analisis. En el resto de los medios tiene un comportamiento similar,
observandose una fase de adaptacion de 80 dias y un crecimiento leve pero constante hasta

el dia 90 para seguir en crecimiento exponencial al finalizar el analisis (Figura 6.).

Un comportamiento similar tuvo la ultima cepa estudiada C-15, en donde el crecimiento fue
lento y casi nulo en ciclohexadecano. En los otros medios también fue tardio el crecimiento
y a los 92 dias de la siembra aumentd el crecimiento celular en los medios kerosene,
hexadecano y gasoil. Al momento de culminar los analisis la absorbancia seguia en ascenso

en dichos medios, lo que evidencia que la cepa continuaba en crecimiento en su fase

exponencial (Figura 6).
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Figura 6. Curvas de crecimiento en espectrofotometro Bacillus sphaericus-GC subgrupo B.
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Discusidn:

Los resultados obtenidos demuestran la presencia del género Bacillus durante las
identificaciones por el acido graso de sus membranas, donde todas las bacterias encontradas
en la muestra de fondo de tanque pertenecen a este género. Este hecho condice con estudios;
Ghazali et al., (2004), quien afirma que el género Bacillus posee una gran importancia en los
procesos de biodegradacién de hidrocarburos en suelo, estando esto relacionado con la
capacidad del género formar esporas cuando hay limitacién de nutrientes en el medio y
resistir en situaciones extremas. Por este motivo, en los suelos contaminados, este género es
uno de los mas abundantes (ljah y Antai., 2003).

Las cepas se identificaron como Lysinibasillus sphaericus anteriormente llamado Bacillus
sphaericus. Bergey., (1994) determin6 que es una bacteria Gram positiva y con capacidad de
esporular, degradadoras de hidrocarburos con alta resistencia a la desecacion, por otro lado,
Diaz-Ramirez et al, (2008) quien define que se adaptan a sistemas ecoldgicos con bajo

contenido de nutrientes y temperaturas bajas.

Pefia-Montenegro & Dussan, (2013) y Velasquez & Dussan, (2009) demostraron que
Lysinibacillus sphaericus, se aisla en suelos y agua con potencial de remediar sitios con
metales pesados como cobre, plomo, hierro y cobalto. Pefia-Montenegro et al., (2015)
identifico sus proteinas y determiné que puede participar en rutas metabolicas de degradaciéon
de benzoato, amino benzoato, tolueno y otros compuestos aromaticos dandole a este
microorganismo capacidad de degradar hidrocarburos, esto coincide con los resultados
obtenidos, en este trabajo, sobre la utilizacion de compuestos por parte de las cepas

identificadas.

Las cepas se identificaron como Bacillus sphaericus-GC subgrupo B 'y Bacillus
sphaericus.GC subgrupo E, se observo que la fase de adaptacion de todas las cepas para
utilizar los 4 compuestos en estudio fue minimo de 75 dias; en el caso de la especie Bacillus
sphaericus-GC subgrupo F la fase de crecimiento exponencial comienza luego de los 80 dias
en medio con ciclohexadecano, respecto a los medios con kerosene, gasoil y hexadecano

varia entre los 90 y 95 dias.
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En cuanto a la especie Bacillus sphaericus-GC subgrupo B se determind que su fase de
adaptabilidad era mas larga, llegando a los 92 dias en algunas cepas, estas diferencias pueden
deberse a los mecanismos de crecimiento de las cepas, Leahy & Cowell, (1990) comprobaron
que en la presentacion de las curvas de crecimientos se puede dar por consecuencia de tres
mecanismos interrelacionados: (i) induccidén y/o depresion de enzimas especificas que
degradan hidrocarburos; (ii) cambios genéticos que resultan en nuevas capacidades
metabolicas; y (ii1) enriquecimiento selectivo de microorganismos capaces de transformar

los hidrocarburos.

Respecto a la utilizacion de compuestos, se puede observar que en el caso del
ciclohexadecano, fue el que menos desarrollo de microorganismo presento, quizas esto pueda
deberse a que el ciclohexadecano tiene una toxicidad mayor comparado con los n-alcanos y
que su estructura quimica es mas estable por la baja tension energética de las uniones C-C
(Jaekel et al., 2015). Por otro lado, el medio con hexadecano presento un mayor crecimiento

de las cepas estudiadas, lo cual puede deberse a que es de facil degradacion.

Los medios con kerosene y gasoil para las especies Bacillus sphaericus-GC subgrupo By
Bacillus sphaericus-GC subgrupo F presentan un comportamiento similar; una adaptacion
de 80 dias, una fase exponencial de aproximadamente 10 dias, seguido de una fase
estacionaria que continua, se mantiene al momento de finalizar el estudio. Esto demuestra
que estas bacterias tienen capacidad de tolerar las mezclas de kerosene y gasoil, crecen a

costa de utilizar estos compuestos como fuente de carbono y energia

Conclusion:

La muestra fondo de tanque, luego de someterlo a la extraccion Sohxlet, determin6 que un

45% es TPH, el 32% es suelo y el 23% restante corresponden a hidrocarburos volatiles.

El recuento de bacterias de la muestra de fondo de tanque expresd que hay 1,0x10* UFC/gr
de bacterias aerobias heterotrofas, y 2,0x10* UFC/gr de bacterias degradadoras de
hidrocarburos. Se aislaron 15 cepas, en las cuales se las identifico por el analisis de acidos
grasos determinando que la totalidad de las cepas eran Bacillus sphaericus, 12 cepas eran

Bacillus sphaericus GC subgrupo B y los tres restantes eran Bacillus sphaericus GC
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subgrupo I, un género conocido por su capacidad de desarrollar en medios donde estan

presentes los hidrocarburos estudiados.

Las cepas aisladas son capaces de degradar compuestos de hidrocarburos propuestos, se
adaptan, desarrollan y se reproducen rapidamente en presencia de kerosene, se demostro que
en 13 cepas se logro la fase de adaptacion y fase exponencial durante el analisis. Las cepas
presentaron un comportamiento similar frente al gasoil, pero en menor medida, mientras que
en hexadecano se observo solo la fase de adaptacion. Por ultimo, el ciclohexadecano presento

crecimiento casi nulo en dos cepas.
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Resumen
En la industria petrolera se almacenan grandes cantidades de hidrocarburos en
tanques en las diferentes etapas de extraccién y procesamiento del crudo hasta su
refinamiento. Esto genera un residuo denominado fondo de tanque, es una emulsién
estable de sedimentos agua e hidrocarburos. Este trabajo tuvo como objeto estudiar
las bacterias que estén presentes en el sedimento después de la primera etapa de
tratamiento con gasoil, agua, temperatura y posterior centrifugacion. El sedimen-
to, considerado por la legislacion como residuo peligroso se le realizo un estudio
bacteriolégico, que consistié en recuento, aislamiento e identifican de bacterias.
Se obtuvieron 34 cepas de las cuales 86.1% pertenecieron al género Bacillus. Las
mismas presentaron capacidad para desarrollar en alguno de los siguientes hidro-
carburos o mezclas de hidrocarburos gasoil, kerosene, hexadecano y ciclochexano.

Abstract

In the oil industry, large quantities of hydrocarbons are stored in tanks, in the
different stages of extraction and processing of crude oil until it is refined. This
generates a residue called a tank bottom, which is a stable emulsion of water and
hydrocarbon sediments. The objective of this work was to study the bacteria that
are present in the sediment after treating the bottom of the tank with diesel oil,
water, and subsequent centrifugation. A bottom and tank were treated with diesel,
water and centrifugation, the sediment was obtained, which was counted, isolated
and bacteria were identified. 34 strains were obtained, of which 86.1% belonged
to the genus Bacillus. The same capacity capabilities to develop diesel, kerosene,
hexadecane, and cyclohexane hydrocarbons.

Palabras claves:
Fondo de tanques de petrdleo; Lodo del fondo de tanque de petréleo; Contami-
nacién; Tratamiento de desechos; Consorcios microbianos; Hidrocarburos; Tanque
de almacenamiento.

Keywords:
Oil bottom tanks; Oil tank bottom sludge; Contamination; Waste treatment; Micro-
bial consortia; Hydrocarbon; Storage tank.

Introduccién

Los fondos de los tanques petroleros estin conformados por pe-
tréleo, agua y sedimento. Estos se forman por un proceso de sedimen-
tacién y emulsién durante el proceso de extraccién y refinamiento en
la industria extractiva del petréleo. Los hidrocarburos mas pesados
se asientan junto con particulas sélidas y agua, formando una emul-
sién (Aguelmous et al. 2019). La elevada estabilidad de la emulsién
en los fondos de tanque es atribuida a la absorcién de hidrocarburos
por parte de las particulas sélidas por su presencia de asfaltenos, resi-
nas, sélidos finos y icidos organicos solubles presentes en el petréleo
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crudo (El-Batanoney 1999, Yang et al. 2009, Kralova et
al. 2011, Rosen & Kunjappu 2012), que al mismo tiempo
son los responsables de la alta viscosidad que estos po-
seen (Ayotamuno et al. 2007). El contenido de metales
pesados va a depender de la cuenca de la que provenga el
petrdleo. Los fondos de tanques se consideran desechos
peligrosos principalmente debido a la presencia de po-
liarométicos y fenoles que dan su estado inflamable (Xia
et al. 2006).

Estos desechos poseen una alta viscosidad, porlo que
su extraccién desde el fondo del tanque es dificil. Por
otro lado, la composicién qufmica de los fondos de tan-
ques afecta la presencia de bacterias, al respecto, la EPA
sugiere que los procesos de biorremediacion pueden lle-
varse a cabo en concentraciones de hidrocarburos me-
nores a las 50000 ppm; sin embargo, este residuo posee
valores mas elevados (Zerna-Guzman et al. 2019). Para
disminuir la cantidad de material que se almacena se
realizan acciones como la reduccidn, la reutilizacién y el
reciclaje (Sakai et al. 2011). Por este motivo es necesario
conocer las caracteristicas de los sedimentos que que-
dan después del proceso de lavado y si este contiene una
comunidad bacteriana capaz de degradar el hidrocarbu-
ro remanente, en el caso de no disminuir la cantidad de
hidrocarburos que solicitan las reglamentaciones vigen-
tes en cada provincia petrolera. El petréleo recuperado
puede reutilizarse como combustible (Shie et al. 2000)
una forma es el uso de tensiactivos, sin embargo, poco se
conoce del inconveniente que podrfan generar los estos
cuando se introducen en el sistema productivo de nuevo.
As{ mismo, las micro emulsiones agua/petréleo, esta-
bles son una de las fuentes mas comunes de problemas
operativos (por ejemplo, obstruccién)} en la industria pe-
trolera (Del Carpio et al. 2014). Ademas, la presencia de
agua en la industria petrolera y en los fondos de tanque
pueden corroer el equipo utilizado, y disminuir la grave-
dad API que es uno de los principales parametros utiliza-
dos para determinar la calidad del petréleo (Del Carpio
et al. 2014). La forma de romper y poder separar el agua
del sedimento del petréleo es a través de la fuerza centri-
fuga De hecho, es necesario pretratar los lodos de aceite
de alta viscosidad con solventes organicos, surfactantes
u otros agentes emulsionantes para reducir la viscosidad
antes de la centrifugacién (Cambiella et al. 2006, Zubaidy
& Abouelnasr 2010).

Este trabajo tuvo como objetivo separar los sedimen-
tos presentes en fondos de tanques con la utilizacién de
gasoil y agua a 65°C con posterior centrifugacion recu-
perar hidrocarburo y observar que miembros de las co-
munidades bacterianas quedan después del tratamiento
con potencial de utilizar hidrocarburos como fuentes de
carbono y energifa en el sedimento.

Material y métodos
Se trabaj6 con fondos de tanques de la cuenca del Gol-
fo San Jorge.

Determinacién de hidrocarburos. El contenido de
hidrocarburos totales (HT) se determiné sobre 50 g de
suelo mediante extraccién con Soxhlet durante 24 h con

hexano como solvente de extraccién. Los hidrocarburos
extrafdos fueron cuantificados gravimétricamente. Las
fracciones alifatica, aromética y polar de los HT obteni-
dos fueron separadas por cromatografia en columna de
silica gel (Kieselgel 60, 35-70 mesh, Merck) a partir de
0.3 g de residuo. Como solventes de elucién se utiliza-
ron 250 mL de hexano, 150 mL de benceno y 150 mL de
cloroformo:metanol 1:1, para los hidrocarburos alif4ti-
cos, aromaticos y polares, respectivamente. Las fraccio-
nes obtenidas se cuantificaron gravimétricamente.

Lavado de las muestras de fondo de tanque. Se proce-
dié a realizar el tratamiento de limpieza de las muestras
de fondos de tanque utilizando tubos torpedo de 100 mL
de capacidad para observar la separacién de las distin-
tas fases de sobrenadante, agua y sedimento. El trata-
miento se realizé utilizando sobre fondo de tanque con
tres relaciones de gasoil y agua, (1:1.5:1.5; 1:0.75:2.25 y
1:0.5:2.5); para realizar los diferentes lavados. Se tomé
en cuenta el tiempo de contacto entre el solvente y la
muestra, considerando diferentes factores, tales como,
tiempo de contacto, pH y temperatura de 65 °C. La cen-
trifugacién se realizé en tubos torpedos de 100 mL a
4000 rpm durante 20 minutos. Viscosidad. La viscosidad
del medio de cultivo fue medida por la utilizacién del vis-
cosfmetro Brookfield DV-E viscometer (Brockfield) a 25
+ 1 °C con 1 minuto de rotacién a diferentes velocidades
utilizando spindle S00 y SO1.

Recuento bacteriano. Bacterias aerobias hetero-
tréficas: se realizé mediante el método de diseminacién
en superficie a partir de diluciones seriadas en solucién
fisiolégica. El medio de cultivo utilizado fue el R2A (ex-
tracto de levadura 0.5 g/L, peptona proteasa 0.5 g/L,
4cido casamino 0.5 g/L, glucosa 0.5 g/L, almidén 0.5
g/L, piruvato de sodio 0,3 g/L, fosfatos 4cidos de pota-
sio 0.3 g/L, sulfato de magnesio 0.05 g/L, agar 15 g/L)
(Reasoner & Geldreich 1985). Bacterias degradadoras
de hidrocarburos: se realizé mediante la técnica de di-
seminacién en superficie en medio mineral con adicién
a la superficie de la placa de Petri 30 pL de una mezcla
1:1 de petrdleo gasoil por placa, a una temperatura de
incubacién de 28 °C por 21 dias (Pucci & Pucci 2003).

Aislamiento e identificacién bacteriana. Las co-
lonias obtenidas del recuento en medio mineral con pe-
tréleo y gasoil fueron aisladas en medio de cultivo nu-
tritivo y se las identificé por la técnica de acidos grasos
de las membranas. La extraccién de acidos se realizé
sobre 40 mg de bacterias comenzando con una sapo-
nificacién con alcohol metilico-hidréxido de sodio-agua
(150 mL: 45 g: 150 mL) seguida de una metilacién con
4cido clorhidrico 6N y alcohol metilico (325 mL: 275
mL) y a continuacién una extraccién con n-hexano-me-
tilterbutil éter (1:1) y lavado con hidréxido de sodio-
agua (10.8 g - 900 mL) (Hartig et al. 2005). Los acidos
grasos se determinaron como metil ésteres por croma-
tograffa gaseosa, usando una columna capilar Ultra 2
de 25 m de longitud, 0.2 mm de didmetro, el anilisis se
llevé a cabo con un cromatégrafo HP 6890 series II GC
(inyeccién splitless; presién inicial 10 psi; programa de
temperatura: 170-288 °C a 28 °C/min, 288-310 °C a 60
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°C/min, 1.5 min. de permanencia a 310 °C, detector por
ionizacién de llama, la integraci6n de los picos se efec-
tué mediante HP 10.01 ChemStation, los 4cidos grasos
se identificaron utilizando Sherlock (versién 6.0).

Estadistica. Para el estudio de la comunidad bac-
teriana se realizé un analisis de correspondencia en el
que se analiza la correspondencia entre cepas aisladas
y los tratamientos de gasoil: agua ,y un andlisis clauster
en base a la identificacién por 4cidos grasos utilizando el
programa PAST (Hammer et al. 2001).

Resultados

Laextracci6n de soxhlet, con hexano present6 un fondo
de tanque compuesto por 95.60% hidrocarburos, 2.81%
sedimentos y un resto de sustancias volatiles de 1.79%.
La composicién del hidrocarburo obtenida por el método
SARA fue de hidrocarburos alifiticos 47.46%, hidrocarbu-
ros aromaticos 32.2% y hidrocarburos polares 20.33%.

Luego del tratamiento con gasoil y agua, se recuperé
la mayor cantidad de sedimento de las mezclas 1:1.5:1.5
(Tabla 1) Ia cual presenté la menor viscosidad compara-
da con las otras muestras. Los sedimentos obtenidos de
las tres muestras mostraron valores de la misma magni-
tud en los recuentos bacterianos, en aerobias totales y en
bacterias degradadoras de petréleo (Tabla 1). La centri-
fugacién fue la Ginica manera de obtener las tres fases de
forma inmediata.

Tabla 1. Valores de los porcentajes recuperados y de los recuentos
de bacterias aerobias totales (BAT} y degradadoras de hidrocarburos
(BDH) con la utilizacién de las tres mezclas.

Mezcla 1:1.5:1.5 1:0.75:2.25 1:0.5:2
Viscosidad de las muestras (CP) 28.2 419 54.38

% de sedimento recuperado 1.89 1.25 1.13

% de agua 3145 42.50 55.07

% HC 66.67 56.25 43.80

BAT (UFC/g) 9.8x10° 1.63x10°® 7.80x10%
BDH (UFC/g) 1.04x10% 1.64x10% 7.8x10°

Las bacterias extraidas del sedimento luego del tra-
tamiento fueron Gram positivas y en su mayoria bacte-
rias con capacidad para esporular, también presentaron
en alguna medida capacidad de desarrollar con hidro-
carburos como fuente de carbono y energia (Fig. 1). Los
mayores valores de absorbancia se observaron en el
grupo de los Bacillus, se graficé el promedio de los va-
lores obtenidos por todo el grupo de Bacillus y su des-
viacién estandar comparando con las bacterias Gram
positivas aisladas de este grupo como son el Staphilo-
coccus cohnii, Paenibacillus polymyxa, Bacillus-simplexy
Bacillus clausii. Se lograron aislar e identificar 34 cepas
las cuales son todas cepas Gram positivas y en 86.1%
fueron bacilos esporulados (Bacillus simplex 5.6%, Ba-
cillus sphaericus y Bacillus sp 27.8%).
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Figura 1. Valores promedios de las observancias a 600 nm para el desarrollo de los microorga-
nismos aislados con los hidrocarburos estudiados: gasoil (GO), kerosene (K), ciclohexano (CH),

hexadecano (C16).
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El anélisis de agrupamiento se muestra en a Figu-
ra 2, se observa un gran grupo formados por bacterias
del género Bacillus, algunas identificadas u otras con un
bajo coeficiente de similitud de identificacién (Fig. 2). El
Bacillus cerius que fue una sola cepa que se aislé de la

relacién 1:0.75:2.25 (Fig 2), larelacién 1:1,5:1,5 Arthro-
bacter oxidans y Paenibacillus polymyxa, las cepas identi-
ficadas como Bacillus sphearicus estan en centro porque
son compartidas por todas las relaciones de gasoil - agua.
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Figura 1. (A) Andlisis de CA de las bacterias identificadas y de donde fueron aisladas. (B) Andlisis de agrupamiento usando el indice
de distancia Euclidiana y agrupamiento UPGM.de los 4cidos grasos de las bacterias identificadas. B-sph: Bacillus sphaericus, B-cer:
Bacillus cereus; PB-pol: Paenibacillus-polymyxa, Sta- cohnii: Staphilococcus cohnii, B-clausii: Bacillus clausii. El nimero es valor de

identificacion obtenido.

Discusion

El agregado de gasoil, que es de facil adquisici6én en el
mercado, permiti6 tener una menor viscosidad y proba-
blemente también es la causa de que en la centrifugacién
los sedimentos se separen mejor. La utilizacién de una
temperatura de 50 °C mejoro el proceso. Esto permite
la separacién del sedimento la fluidez del petréleo para
que vuelva al circuito. Figueroa (2009) determiné que la
presencia de particulas finas aumenta significativamen-
te la estabilidad de la emulsi6n, especialmente si estas
son muy pequefias por eso es importante disminuir la
viscosidad para lograr una mejor separacién. Zambrano-
Vidal (2002) comunica que los métodos de limpieza de
fondos de tanque que implican procesos de tratamien-
tos fisicoquimicos alteran las caracteristicas de los dese-
chos peligrosos, reduciendo su concentracién, toxicidad
y volumen, esto es importante ya que, dependiendo del
tipo de produccién y extraccién del pozo, los porcentajes
de sedimento varfan de 0.3 a 30% (Zern-Guzman et al.
2019) y Silva et al. (2012) comunica que son de 2-7%.
Por otro lado, Zerna-Guzman et al. (2019) estudiando di-
ferentes fondos de tanque y la utilizacién de nafta, gasoil
y querosén encontraron que la concentracion particulas
que quedan en el petréleo baja a valores permitidos en la
industria local luego de lavados utilizando gasoil.

La separacién de los sedimentos baja la cantidad
de material a tratar o a resguardar. Sin embargo, el se-
dimento todavia contiene hidrocarburos que podrian
lavarse o ser tratados por procesos biolégicos, por ello
conocer la diversidad y capacidades bacterianas es im-

portante. En este trabajo, en el sedimento obtenido luego
del tratamiento se observaron bacterias Gram positivas y
la mayorfa con capacidad de esporular, lo que probable-
mente le permiti6 su permanencia en el fondo de tanque
cuando las concentraciones de hidrocarburos fueron de
95.60%. La biodegradacién de hidrocarburos del petré-
leo mediante poblaciones nativas de microorganismos
representa uno de los mecanismos principales a través
del cual estos contaminantes pueden ser eliminados del
ambiente (Morais & Tauk-Tornisielo 2009). Pero, debe
resaltarse que es importante la existencia de un con-
sorcio bacteriano con capacidad degradacion ya que los
microorganismos individuales pueden metabolizar sola-
mente un nimero limitado de sustancias (Gallego et al.
2007), mientras que con poblaciones mixtas se tendrfan
capacidades enzimaticas de amplio rango y relaciones
metabdblicas sinérgicas. También debe tenerse en cuenta
que la produccién de compuestos activos en superficie
(biosurfactantes o bioemulsificantes) aumentan la bio-
disponibilidad de sustratos hidrofébicos insolubles en
agua, mejorando asf el crecimiento de las bacterias y la
velocidad de biorremediacién (Ron & Rosenberg 2002),
al respecto género Bacillus es ampliamente mencionado
en la produccién de surfactantes (Heryani & Putra 2017,
Felix et al. 2019).

La muestra inicial de fondo de tanque posee una can-
tidad de hidrocarburo que es téxico para las membranas
bacterianas, la formacién de esporas permite la perma-
nencia de estas especies hasta que las condiciones sean
mas propicias para su desarrollo. Ghazali et al. (2004),
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afirman que el género Bacillus posee un rol importante
en los procesos de biodegradacién de hidrocarburos en
el suelo, estando esto relacionado con la capacidad del
género de formar esporas cuando hay limitacién de nu-
trientes en el medio y resistir en situaciones extremas,
como en el caso de Bacillus cereus 'y Lysinibacilllus sphae-
ricus (Annweiller et al. 2000, Ijah & Antai 2003). El siste-
ma de identificacién utilizado en este trabajo es anterior
al cambio taxonémico en donde se cambié el nombre de
Bacillus sphaericus al de Lysinibacilllus sphaericus (Lo-
gan, & Halket 2011). El género Bacillus es encontrado con
frecuencia en suelos contaminados y posee capacidad de
utilizar hidrocarburos como fuente de carbono y ener-
gia (Zhang et al. 2016). Lysinibacilllus sphaericus es una
bacteria con potencial de remediar sitios con metales
pesados como cobre, plomo, hierro y cobalto (Velasquez
& Dussan, 2009, Pefia-Montenegro & Dussan 2013). Ade-
mas, Pefia-Montenegro et al. (2015) identificaron pro-
tefnas que pueden participar en rutas para metabolizar
o metabolizar el benzoato, el amino benzoato, tolueno
y otros compuestos arométicos, lo que indica la capaci-
dad de este microorganismo de degradar hidrocarburos.
Los porcentajes de degradacién de compuestos C10-C28
son superiores al 80% después de 50 dias de tratamien-
to (Bahuguna et al. 2011, Hernandez-Santana & Dussin
2018). Los microorganismos poseen diferentes enzimas
catabdlicas para degradar diferentes compuestos (Penet
& Marchal 2006), la utilizacién de ciclohexano fue por-
que los cicloalcanos son uno de los mayores constituyen-
tes del petréleo crudo, variando en un rango porcentual
entre 20-40% del total de las fracciones de hidrocarbu-
ros (Tissot & Welte 1984). A pesar de que el ciclohexano
tiene una toxicidad mayor comparado con los n-alcanos
y que su estructura quimica més estable por la baja ten-
sién energética de las uniones C-C (Jaekel et al. 2015),
encontramos durante los ensayos cepas aisladas que
pudieron utilizarlo. Por otro lado, el hexadecano es de
muy facil degradacién y fue utilizado por las diferentes
cepas estudiadas. Asimismo, nuestros resultados mues-
tran que las bacterias tiene capacidad para tolerar las
mezclas de kerosene y gasoil, las cuales que se acercan
mas a la realidad que el trabajo con hidrocarburos puros.
Este trabajo muestra que el lavado del fondo de tanque
con gasoil y agua (1:1.5:1.5) permiti6é una separacién del
sedimento y que este posee una poblacién bacteriana
formada principalmente por bacterias esporuladas con
capacidad de utilizar hidrocarburos.
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