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Abstract

Oil extraction activities are vulnerable to the occurrence of fortuitous environ-
mental incidents that cause great deterioration of the native flora and fauna due
to their exposure to petroleum hydrocarbons. Thus, there is an urgent need to
efficiently eliminate the toxic oil components accumulated in the environment.
Here, fifteen hydrocarbon-degrading bacterial consortia able to use Napo-crude
oil as the only carbon source were isolated from soil samples. Of these, six con-
sortia showed an oil biodegradation efficiency (%BE) that fluctuated between
20.12 to 27.98% after 22 days of incubation. The isolated consortia showed a
significantly higher degradation efficiency compared to that of Pseudomonas
aeruginosa and Bacillus cereus mixed culture (%BE = 9.37). The native consor-
tium CPF-L5A, established from soil samples exposed for a long time to hydro-
carbons, showed the highest crude biodegradation efficiency amongst the isola-
ted consortia. Virtually, this consortium could totally remove the biodegradable
fraction of Napo-crude oil in approximately 2.6 months. Therefore, the CPF-
L5A consortium is an excellent candidate to be used in the ex-situ treatment of
oil-contaminated soils through the implementation of a bioaugmentation system.

Keywords: Bacterial isolation, biodegradation, total petroleum hydrocar-
bons, microbial consortium.
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1. INTRODUCCION

La explotacion de los recursos hidro-
carburiferos genera indudablemente
un impacto antropoldgico sobre la na-
turaleza. Los accidentes ambientales
producidos por fallas humanas, me-
canicas o causas naturales, y que en-
vuelven la fuga de crudo hacia el en-
torno, contaminan las zonas aledafias
a los sitios de produccion o transporte
del crudo afectando al suelo, el agua
y el aire (Shamoon et al., 2022). El
tratamiento del material contaminado
con petroleo se puede realizar median-
te mecanismos fisicos, quimicos, y/o
biologicos (Masakorala et al., 2014;
Shahsavari, Poi, Aburto-Medina, Ha-
leyur, & Ball, 2017). Sin embargo, el
tratamiento de hidrocarburos median-
te métodos fisicos o quimicos puede
generar subproductos que ocasional-
mente son mas dificiles de tratar que
el contaminante original, lo cual incre-
menta los costos del tratamiento (Cor-
doba, 2009; Dhaka & Chattopadhyay,
2021). En la actualidad, el sistema mas
eficiente para el tratamiento de hidro-
carburos es la biorremediacion (Sha-
rma, 2020). Ademas, el tratamiento
biologico es econdmico, facil de man-
tener, aplicable sobre amplias zonas vy,
en gran medida, permite la completa
degradacion del contaminante median-
te su mineralizacion en CO2 y H20
(Ali, Dashti, Khanafer, Al-Awadhi,
& Radwan, 2020; Rizzo et al., 2008).

Mas de 79 géneros de bacterias han
demostrado la capacidad para des-
componer hidrocarburos del petroleo,
tales como Acinetobacter, Burkhol-
deria, Pseudomonas, Staphylococus,
Rhodococcus, Bacillus, entre otras
(Xu et al, 2018). Generalmente,

estos  microorganismos  exhiben
una actividad degradadora limitada

a hidrocarburos especificos. Por ejem-
plo, Dietzia sp. y Achromobacter xylo-
soxidans son altamente selectivas para
ciertos tipos de n-alcanos y compuestos
aromaticos, respectivamente (Ma, Lu,
Wan, & Luo, 2015; Wang et al., 2011).
Son escasos los reportes de especies de
bacterias con la capacidad de degra-
dar una amplia gama de hidrocarburos
del petréleo. Un ejemplo es Bacillus
amyloliquefaciens subsp. plantarum
W1, que es capaz de degradar benceno,
tolueno, etilbenceno y xilenos (BTEX)
(Wongbunmak, Khiawjan, Suphantha-
rika, & Pongtharangkul, 2020). Esto
sugiere que la utilizacion de consorcios
bacterianos integrados por individuos
que aportan con diferentes metabo-
lismos son una interesante alternativa
para maximizar la eficiencia de la bio-
rremediacion de material contaminado
con petrdleo. El aprovechamiento de
los microorganismos nativos del sitio
donde se desea aplicar el tratamiento
biologico tiene grandes ventajas sobre
la utilizaciéon de indculos microbianos
foraneos. Entre ellas, la mas importan-
te es que se evita la adicion especifi-
ca de microorganismos no autdctonos
que, aunque suelen poseer excelentes
caracteristicas en la biodegradacion
de hidrocarburos, podrian alterar el
delicado equilibrio del ecosistema o
causar problemas de salud publica y/o
ambiental (Wongbunmak et al., 2020).

En el presente estudio se aislo y esta-
blecid consorcios bacterianos autdc-
tonos de la Amazonia Ecuatoriana,
especificamente de las instalaciones
de los Bloques 12 (El Edén) y 15 (Li-
moncocha), con miras a su futura utili-
zacion en la biorremediacion de suelos
contaminados con crudo Napo me-
diante un sistema de bioaumentacion.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Muestreo

En el proceso de muestreo se colectod
un total de quince muestras, tomadas
totalmente al azar, de material contami-
nado con crudo Napo (suelo y fondos
de tanque) de los campos CPF (Bloque
15) y EPF (Bloque 12) ubicados en las
provincias de Sucumbios y Orellana,
respectivamente. Cada muestra tuvo
un peso aproximado de 1 kg, la misma
que fue inmediatamente almacenada
en una bolsa plastica estéril con cierre
hermético (Reynolds® Zipper Bags
de 26.8 x 27.9 cm) y transportada al
laboratorio en un recipiente refrigera-
do a 4 °C, similar a lo realizado pre-
viamente (Hamamura, Olson, Ward,
& Inskeep, 2006; Rizzo et al., 2008).

2.2 Aislamiento y establecimiento de
consorcios degradadores de petroleo.

Un gramo de cada muestra de suelo
se diluy6 en 9 mL de solucion tampon
de fosfatos estéril (Hamamura et al.,
2006), modificada en el presente ensa-
yo (NaH2PO4 2mM, Na2HPO4 2mM
y NaCl 24 mM [pH 7.0]). La inocula-
cion se realizd mediante la aplicacion
de 1 mL de la solucion en agar Bus-
hnell-Haas (BH) estéril modificado
(K2HPO4 1 g/L, NH4H2PO4 1 g/L,
MgS04 0.2 g/L, KNO3 1 g/L, CaCI2
0.02 g/L, FeCl3 0.05 g/L y bacto agar
12.5 g/L [pH 7.2]). El in6culo se es-
parciod sobre el agar y se lo incubd por
20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, el medio de cultivo se
suplemento6 con crudo Napo a una con-
centracion final del 0.5% (v/v, 4630
mg/L) (Déizel, Paquette, Villemur,
Lépine, & Bisaillon, 1996; Dibble &
Bartha, 1976). Finalmente, los culti-
vos se incubaron aerdbicamente a 30
°C y en oscuridad por 10 dias (Dibble
& Bartha, 1979; Rizzo et al., 2008).

2.3 Seleccion de consorcios

La seleccion del consorcio con mayor
actividad degradadora de hidrocarbu-
ros se realizd6 de forma cualitativa y
cuantitativa. Inicialmente, los consor-
cios bacterianos aislados fueron prese-
leccionados de acuerdo a la presencia
de zonas claras perfectamente marca-
das alrededor de las colonias desarro-
lladas (halos) y a la disminucion visual
del hidrocarburo presente en el medio
de cultivo (Déizel et al., 1996). Poste-
riormente, cada consorcio fue evalua-
do cuantitativamente con respecto a
su capacidad de biodegradar el crudo
Napo en medios liquidos.

2.4 Ensayos de biodegradacion de
crudo

Para los ensayos de biodegradacion;
primeramente, se preparé un inoculo
inicial para cada uno de los consorcios
aislados en medio BH liquido suple-
mentado con crudo Napo al 2%. A con-
tinuacion, cada consorcio se cultivo en
caldo nutriente durante 48 h a 30 °C.
Los cultivos se centrifugaron a 5000
rpm durante 15 minutos y se lavaron
dos veces con medio BH liquido es-
téril sin hidrocarburo (pH 7.2) (Atlas,
1975). Finalmente, los in6culos fueron
resuspendidos en medio BH estéril sin
hidrocarburo, hasta llegar a una densi-
dad optica final de 0.1 a 540 nm que
corresponde a aproximadamente 108
cé¢lulas/mL con base a la escala McFar-
land (Whyte, Bourbonni¢re, & Greer,
1997).

Los ensayos de biodegradacion fueron
llevados a cabo durante 22 dias, con
agitacion constante (100 rpm), a tem-
peratura ambiente (aprox. 25 °C), en
matraces de 250 mL que contuvieron
98 mL de medio BH liquido estéril su-
plementado con 1 mL de crudo Napo
(1% v/v; 9260 ppm) y 1 mL de in6culo
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inicial (Atlas, 1975; Dibble & Bartha,
1976). La capacidad biodegradadora
de hidrocarburos de cada tratamiento
se cuantifico mediante la titulacion del
CO2 generado por efecto de la minera-
lizacion del carbono orgdnico metabo-
lizable presente en el crudo Napo (An-
derson, 1982; Rizzo et al., 2008). El
CO2 producido fue capturado en una
soluciéon de KOH 0.1 N. 2.5 mL de esta
solucion se dejaron reaccionar con 2.5
mL de Ba(OH)2 durante 5 min (Ander-
son, 1982). El BaCO3 formado se re-
movio por centrifugacion a 4000 rpm
durante 2 min (Whyte et al., 1997). El
sobrenadante se colocd en un matraz
de 50 mL y se lo titul6 inmediatamen-
te agregando 2 gotas de fenolftaleina y
HCI 1N hasta llegar al punto de viraje
de color. El agua utilizada en la prepa-
racion de todas las soluciones se llevo
a punto de ebullicioén por una hora para
eliminar el CO2 disuelto (Anderson,
1982). En este ensayo se evaluaron los
seis consorcios bacterianos que presen-
taron los halos més grandes producto
de biodegradacion de crudo en placa,
la mezcla de estos (Tratamiento 6C), el
cultivo mixto de las cepas puras Pseu-
domonas aeruginosa y Bacillus cereus
proporcionadas por Petroamazonas
E.P. (Tratamiento P6+B1) (Coérdoba,
2009) y un control sin inoculacién.
Todos los ensayos se realizaron por
triplicado. La pérdida de agua por eva-
poracion fue despreciable. De acuerdo
con Rizzo, et al. (2008), el carbono to-
tal biodegradado (CTB) es equivalente
al doble de la cantidad de CO2 produ-
cido por la respiracion bacteriana. La
eficiencia de biodegradacion (%EB)
se determind mediante la expresion:
gCTE

%EB = cos 100 ec. 1
donde COB representa el car-
bono organico biodegradable

presente en el crudo Napo.

Para la determinacion del COB se
cuantificé el contenido de hidrocar-
buros totales del petréleo (TPHs) en
el crudo Napo por cromatografia de
gases (método EPA8015) (EPA, 1996)
empleando un cromatografo Perking
Elmer, modelo Autosystem. Se deter-
mind que cada 100 mg de crudo Napo
contienen 68.65 mg de TPHs. Se asu-
mi6 que el COB es igual al 85% de la
masa total de TPHs (58.35 mg) (Rizzo
et al., 2008).

2.5 Analisis estadistico

Los %EB se analizaron mediante un
ANOVA ordinario de una via y el me-
jor tratamiento se determind mediante
una prueba de comparacioén de medias
de Tukey. Ambos analisis estadisticos
y las ilustraciones se realizaron en
Prism V 7.0.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento y establecimiento de
consorcios degradadores de petroleo

Un total de quince consorcios bacteria-
nos con capacidad de utilizar el crudo
Napo como unica fuente de carbo-
no fueron aislados de las muestras de
suelo contaminado con petréleo. Este
resultado fue esperado, ya que se co-
noce que los microorganismos con ca-
pacidad para degradar hidrocarburos
del petroleo son ubicuos, pero estos no
predominan en sus respectivos micro-
ecosistemas debido a que los hidrocar-
buros no constituyen su fuente princi-
pal de carbono, sino que mas bien son
una fuente de energia alternativa (Xu
et al., 2018). Esto explica el por qué
en el presente estudio se haya podido
obtener aislamientos microbianos con
alguna actividad degradadora de hi-
drocarburos en practicamente todas las
muestras colectadas, incluyendo los
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sedimentos que se depositan en los
tanques de almacenamiento del crudo,
conocidos como fondos de tanque. Me-
diante la inspeccion visual y verifica-
cion de la presencia de halos alrededor
de las colonias, se preseleccionaron seis
consorcios bacterianos, a los cuales se
les asigno los coédigos CPF-L5A, CPF-
P4Ab, CPF-FT, EPF-PIF, EPF-P2A
y EPF-P3A. Estos consorcios fueron
evaluados en los ensayos subsecuentes.

3.2 Biodegradacion de crudo Napo

La evaluacion de la generacion de
CO2 producto de la biodegradacion
del crudo Napo durante un periodo
de 22 dias reflej6 que todos los trata-
mientos tuvieron un comportamiento
bifasico (Figura 1A). Durante los pri-
meros 3 dias de cultivo, la produccion
de CO2 en cada tratamiento no mostro
diferencias con respecto al control sin
inoculacién. Esto implica la presencia
de una fase de latencia o fase lag. Es-
tudios previos han demostrado que du-
rante las etapas tempranas del proceso
de biodegradacion de hidrocarburos
es comun la presencia de una prime-
ra etapa de adaptacion de las bacterias
a las condiciones de cultivo, con ta-
sas de crecimiento y respiracion muy
bajas (Gontikaki, Potts, Anderson, &
Witte, 2018). Por otra parte, se conoce
que durante este periodo las bacterias
atraviesan por una serie de procesos de
induccion y sintesis de las enzimas res-
ponsables de la descomposicion de los
hidrocarburos, y sintesis de surfactan-
tes, entre otros compuestos adyuvan-
tes, lo cual ralentiza el inicio del pro-
ceso de biodegradacion (Shahsavari et
al., 2017; Xu et al., 2018). Ademas, la
metabolizacion de mezclas complejas
de hidrocarburos, como el crudo Napo,
requieren de un lento proceso de hi-
drolisis de hidrocarburos de alto peso
molecular en moléculas mas pequenas,

las cuales son mas facilmente asimi-
lables (Dai, Lv, Guo, & Wei, 2021).

A partir del cuarto dia de cultivo, se
observé un marcado incremento en la
produccion de CO2 producto de la de-
gradacion del crudo por los seis con-
sorcios bacterianos. Todos los consor-
cios bacterianos aislados presentaron
un perfil similar de metabolizacion del
carbono orgéanico biodegradable hasta
el dia 15 de cultivo (Figura 1A). Por
otra parte, el tratamiento P6+B1, que
corresponde al co-cultivo de P. aerugi-
nosa y B. cereus, mostro una tendencia
diferente a la de los consorcios aisla-
dos, lo cual sugiere que la combina-
cion de estas dos especies de bacterias
ofrece una menor capacidad de biode-
gradacion del crudo Napo en compa-
racion a los consorcios nativos aisla-
dos (Figura 1A). En el octavo dia de
incubacion se observé un repunte en la
produccion de CO2 en todos los trata-
mientos presumiblemente debido a un
inusual incremento de la temperatura
ambiental a la cual se realiz6 la incu-
bacion (28 °C, tres grados por encima
de la temperatura promedio). Este fe-
nomeno ha sido documentado previa-
mente por Atlas (1975), quien atribuye
las variaciones en el comportamiento
de la produccion de CO2 en el proceso
de biodegradacion de TPHs a la varia-
cion de la temperatura de incubacion.

Los consorcios CPF-L5A y EPF-
P2A mostraron los mayores indices
de producciéon de CO2 con valores
de 2816 y 2585 ppm, respectivamen-
te, después de 22 dias de cultivo. El
tratamiento P6+B1 fue el menos efi-
ciente para degradar crudo Napo, con
un total de 1001 ppm de CO2 produ-
cido en el mismo periodo de incuba-
cion. El andlisis de varianza realiza-
do sobre los valores de %EB sugiere
que existen diferencias significativas
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entre los ocho tratamientos ensaya-
dos (p<0.0001, R-cuadrado = 0.964).
Por otra parte, el andlisis de multiples
comparaciones de Tukey demostrd que
los consorcios CPF-L5A y EPF-P2A
poseen una similar capacidad biode-
gradadora del crudo Napo, la cual es
significativamente diferente a aquella
mostrada por los demas tratamientos
(Figura 1B). La maxima eficiencia de
biodegradacion observada fue de 27.98
+ 0.28 % correspondiente al consorcio
CPF-L5A. Por su parte, el tratamien-
to P6+B1 reflejo la menor eficiencia
de biodegradacion, con un valor de
9.37 £ 0.68 %. Estos resultados sugie-
ren que el consorcio CPF-L5A podria
descomponer el 100 % del COB pre-
sente en el crudo Napo suplementado
al cultivo en aproximadamente 79 d
de incubacion bajo las condiciones
del ensayo, mientras que a la combi-
naciéon de P. aeruginosa y B. cereus
este proceso les podria tomar unos
235 d. Cabe mencionar que el %EB
de TPHs observado para P. aerugino-
sa y B. cereus se asemeja a lo repor-
tado previamente en estudios similares
(Benavidesetal.,2006;Menezes,DeOli-
veira, Okeke, & Frankenberger, 2003).

En promedio, la eficiencia de bio-
degradacion de los consorcios nati-
vos seleccionados fue igual a 24.1 %
(20.12 a 27.98 %) y como se observa
en la figura 1B, todos los consorcios
bacterianos aislados fueron entre dos
y tres veces mas eficaces en la biode-
gradacion del petrdleo que el cultivo
mixto de las cepas puras, P. aeruginosa
y B. cereus. Estos resultados indican
que las interacciones entre especies
que ocurren en los consorcios nativos
aislados favorecen significativamente
la biodegradacion de los TPHs conte-
nidos en el crudo Napo en compara-
cion al desempeno observado para la

interaccion de dos cepas puras emplea-
das cominmente para la biodegrada-
cion de hidrocarburos del petroleo, en
este caso cepas de los géneros Pseu-
domonas o Bacillus. Esto se sustenta
en el hecho de que los consorcios bac-
terianos son capaces de aportar con
diferentes enzimas responsables de
descomponer hidrocarburos alifaticos,
aromaticos y resinas presentes en el
crudo, favoreciendo asi la biodegrada-
cion de una mayor cantidad o variedad
de hidrocarburos (Rizzo et al., 2008;
Xu et al., 2018). Existe suficiente evi-
dencia que sostiene que los consorcios
bacterianos poseen un cometabolismo,
lo cual les permite degradar una varie-
dad de sustratos derivados del petréleo
(Alietal., 2020). Se conoce que los ge-
nes responsables de la hidrolisis de los
hidrocarburos se agrupan rutas catabo-
licas especificas para grupos o tipos de
hidrocarburos, y que algunos de estos
genes se encuentran en ADN plasmi-
dico (Dealtry et al., 2018; Park et al.,
2003) lo cual hace que la capacidad
degradadora de los microorganismos
sea variable. Por ejemplo, la ruta alk
posee la capacidad de degradar n-al-
canos con cadenas de 5 a 12 atomos
de carbono (C5 a C12) (Whyte et al.,
1997), la ruta nah es capaz de degradar
hidrocarburos aromaticos naftalénicos
(Tomas-Gallardo, Goémez-Alvarez,
Santero, & Floriano, 2014; Whyte et
al., 1997) y, por ultimo, la ruta xyl es
capaz de degradar moléculas de tolue-
no (Iwaki, Yamamoto, & Hasegawa,
2018). Sin embargo, existen pocos
ejemplos en los que se ha descrito la
presencia de las rutas para n-alcanos e
hidrocarburos aromaticos en la misma
cepa. Uno de estos raros ejemplos in-
cluye a cepas del género Pseudomonas,
las cuales expresan las rutas alk y nah
(Whyte et al., 1997). En contraste, un
amplio estudio que incluy6 200 cepas
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aisladas demostré que muchas de el-
las tenian la capacidad de degradar
moléculas de alcanos o de hidroc-
arburos aromaticos, pero no ambas
(Fogth, Fedorak, & Westlake, 1990).
Por esta razon, al usar consorcios mi-
crobianos se maximiza la posibilidad
de contar con una variedad de metabo-
lismos que colaboran a la biodegrada-
cion de todas las fracciones de hidroc-
arburos del petréleo. Interesantemente,
el tratamiento 6C, que corresponde al
co-cultivo de los seis consorcios na-
tivos seleccionados, mostro la segun-
da menor producciéon de CO2 y se
ubico solo por encima del tratamiento
P6+BI1. Esto sugiere que al unir los
seis consorcios seleccionados se gene-
raron antagonismos que perjudicaron
la habilidad de los consorcios para de-
gradar los hidrocarburos (Ageel et al.,
2021). Ademas, este resultado permite
avizorar las posibles interacciones ne-
gativas que podrian darse al realizar
un tratamiento (in situ o ex situ) con
cepas foraneas. Por otra parte, indirec-
tamente, esto permite inferir que cada
consorcio aislado fue distinto en cuan-
to a su constitucion.

La localizacion geografica de la mue-
stra inicial aparentemente no fue un
factor determinante sobre la eficiencia
de biodegradaciéon de los consorcios
nativos aislados, ya que estos perte-
necen tanto a los campos CPF como
EPF. Sin embargo, los resultados in-
dican que el tipo de muestra si tiene
una influencia sobre este indicador.
Por ejemplo, el consorcio CPF-L5A
fue aislado de suelo contaminado y
tratado 5 afos atras. Esto sugiere que
una prolongada exposicion a TPHs
podria haber favorecido el estableci-
miento de comunidades microbianas
con una mayor capacidad de descom-
poner hidrocarburos, especialmente

hidrocarburos recalcitrantes, similar a
lo documentado previamente (Smute-
ka, Sydow, Zabielska-Matejuk, &
Kaczoreka, 2020). Por su parte, los
consorcios EPF-P2A, CPF-P4Ab,
EPF-P1F y EPF-P3A fueron aislados
de muestras de suelo recientemente
contaminado, previo a su tratamiento
ex situ por landfarming. Finalmen-
te, el consorcio CPF-FT fue aislado
de fondos de tanque depositados en
contenedores previo a su tratamiento
biolégico. Como se mencion6 anterio-
rmente, todos estos consorcios, excep-
to el consorcio EPF-P2A, mostraron
un %EB estadisticamente menor a lo
observado para el consorcio CPF-L5A.

4. CONCLUSIONES

En el presente estudio se aislaron
quince consorcios bacterianos nativos
del oriente ecuatoriano con capacidad
de emplear crudo Napo como unica
fuente de carbono. De estos, seis con-
sorcios fueron capaces de degradar la
fraccion biodegradable de los hidro-
carburos totales del petréleo con un
%EB por sobre el 20% en 22 dias de
cultivo. El consorcio nativo CPF-L5A,
establecido a partir de muestras de sue-
lo expuestas por un tiempo prologado
a hidrocarburos, mostrd una excelente
eficiencia de biodegradacion en com-
paracion al desempefio observado para
la combinacioén de las cepas puras P.
aeruginosa y B. cereus, y virtualmente
podria remover la fraccion biodegra-
dable del crudo Napo en aproximada-
mente 2.6 meses. Por consiguiente, el
consorcio CPF-L5A es un excelente
candidato para ser utilizado en el trata-
miento ex situ de suelos contaminados
con petroleo mediante la implementa-
cion de un sistema de bioaumentacion.
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