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RESUMEN

Introduccién. La contaminacién por compuestos orgdnicos persistentes (COP) y metales
pesados en aguas y suelos es un serio problema ambiental. El objetivo fue evaluar el empleo
de microorganismos (autéctonos y de coleccion) y sus productos en la remocion de estos
contaminantes. Métodos. L os microorganismos autéctonos se aislaron mediante enriqueci-
miento secuencial. La cuantificacion de ramnolipidos y clorofenoles se realizé por métodos
colorimétricos y la remocion de hidrocarburos se cuantificd gravimétricamente. Los metales
se determinaron por absorcion atémica con plasma (AAS-ICP). Resultados. El ramnolipido
producido por Pseudomonas aeruginosa ORA9 removié mas del 50 % del cobre presente
en aguas y el 75 % de los hidrocarburos de suelos contaminados. Asimismo, el empleo de
4 cepas bacterianas y bacterias rizosféricas aisladas de suelos contaminados permitieron
hasta un 84 % y 72 % de remocion de hidrocarburos y de degradacion del herbicida acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), respectivamente. Por otra parte, se comprobd la efectividad
del empleo de sistemas bioldgicos para el tratamiento de las aguas contaminadas con hi-
drocarburos y metales pesados, obteniéndose porcentajes de remocion de hidrocarburos




de 60 % y 84 % con un biorreactor Airlift disefiado y un sistema de reactores aerobio/
anaerobio, respectivamente. Finalmente, utilizando biomasa microbiana seca, se extra-
joel 52 %, 23 %y 14 % de los metales cobre, zinc y manganeso, respectivamente, pre-
sentes en aguas contaminadas. Como conclusion los resultados de esta investigacion
constituyen los fundamentos cientificos para implementar un paquete tecnolégico para
la remediacion de sitios contaminados con COP y metales pesados utilizando microor-
ganismos.

Evaluation of the use of microorganisms in the remo-
val of persistent organic compounds and heavy metals

ABSTRACT
Keywords

Introduction. Contamination by persistent organic compounds (POCs) and heavy me-
tals in waters and soils is a serious environmental problem. Objectives: To evaluate the
use of microorganisms (autochthonous and from collection) and their products, in the
removal of these contaminants. Methods. Autochthonous microorganisms were iso-
lated by sequential enrichment. The quantification of rhamnolipids and chlorophenols
was performed by colorimetric methods and hydrocarbon removal was gravimetrically
quantified. Metals were determined by plasma atomic absorption (AAS-ICP). Results.
Rhamnolipid produced by Pseudomonas aeruginosa ORA9 removed more than 50 % of
copper present in waters and 75 % of hydrocarbons from contaminated soils. Likewi-
se, the use of 4 bacterial strains and rhizospheric bacteria isolated from contaminated
soils allowed up to 84 % and 72 % of hydrocarbon removal and degradation of herbicide
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), respectively. On the other hand, the effective-
ness of using biological systems for the treatment of hydrocarbon and heavy metal
contaminated waters was verified, obtaining percentages of hydrocarbon removal of
60 % and 84 % with a designed airlift bioreactor and an aerobic/anaerobic reactor sys-
tem, respectively. Finally, using dry microbial biomass, 52 %, 23 % and 14 % of copper,
zinc and manganese metals, respectively, present in contaminated waters were extrac-
ted. Conclusions: The results of this research constitute the scientific bases to imple-
ment a technological package for the remediation of sites contaminated with POCs and
heavy metals using microorganisms.

Pseudomonas aeruginosa, rhizobacterias;
rhamnolipids; hydrocarbons, heavy metals

INTRODUCCION

La contaminacién de ecosistemas acuaticos y terres-

En Cuba, la proteccion del medio ambiente es un de-
recho constitucional. El plan de Estado para el Enfrenta-

tres por la presencia de petréleo y sus derivados, meta-
les pesados y otros compuestos organicos persistentes
(COP) es un serio problema ambiental que se agudiza por
la dependencia econdmica de este combustible y de la
industria metaldrgica.” Frente a esta situacion, el uso de
tecnologias convencionales es insuficiente, en términos
de recursos, consumo de energia y el empleo de produc-
tos quimicos, especialmente cuando el contaminante se
encuentra a bajas concentraciones.® Por tal motivo, se re-
quiere de tecnologias sostenibles, seguras y ecocompati-
bles que estimulen los procesos naturales de remocion. En
este sentido, el empleo de microorganismos desempefa
un papel significativo.

miento al Cambio Climatico (Tarea Vida), tiene entre sus
objetivos la conservacion de los ecosistemas y para dar
respuesta al cumplimiento de las tareas asociadas al logro
de este objetivo, el empleo de métodos biotecnoldgicos de
tratamiento constituyen alternativas de solucion amigable
con el medio ambiente para tratar la contaminacion con
compuestos organicos persistentes (COP) y metales pe-
sados en diferentes ecosistemas cubanos, en situaciones
donde el objetivo principal es retornar la zona afectada a
un estado saludable y productivo. Tomando en considera-
cion estos antecedentes, el objetivo del trabajo es evaluar
el empleo de microorganismos en la remocion de COP y
metales pesados de suelos y aguas impactados.
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METODOS

Aislamiento y selecciéon de microorganismos
degradadores de hidrocarburos

Aislamiento. El aislamiento de cepas bacterianas autdc-
tonas con capacidad de remocién de COP y productoras de
ramnolipidos se realizé mediante la técnica de enriquecimien-
to secuencial utilizando compuestos oleosos como Unica
fuente de carbono (figura. 1). En el caso de las rizobacterias,
se realizé a partir de una suspension, en agua estéril, de la
tierra que rodeaba las raices de plantas colectadas en suelos
contaminados por hidrocarburos. Las cepas se identificaron
utilizando pruebas bioquimicas clasicas para determinar el
género y la especie segun el Manual Bergey's. ©

Seleccion. Para la seleccion de las bacterias productoras
de ramnolipidos se utilizaron los métodos Agar azul, ® Gota
colapsada ® y Aceite difundido © y se determinaron pardme-
tros fisico-quimicos y estructurales de la mezcla de ramnoli-
pidos obtenida.

La seleccion de las cepas degradadoras de petroleo, se
realizd evaluando su crecimiento en placas con hidrocarburos
como unica fuente de carbono. La capacidad biodegradadora
se estudié mediante un ensayo de biodegradacion en medio
liquido mineral con hidrocarburos y crecimiento de los aisla-
dos en placas con medio salino y naftaleno. La actividad se
evaluo midiendo el halo de degradacion (cm).

Los aislados rizosféricos con caracteristicas de promo-
toras de crecimiento vegetal se seleccionaron atendiendo a

la capacidad de produccion de acidos organicos, acetoina,
solubilizacion de fosfatos, acido indolacético y fijacion de ni-
trogeno atmosférico.

Evaluacion de remocion de hidrocarburos y metales
pesados

Hidrocarburos. La remocion de hidrocarburos de suelos
contaminados se realizd mediante la técnica descrita por
Urum et al (2006) © y mediante la técnica de bioaumentacion
en microcosmos (Napoles 2005). © En el caso de aguas con-
taminadas se evalud la aplicaciéon de un consorcio bacteria-
no (Xanthomonas sp., Acinetobacter bouvetii, Shewanella sp.,
Defluvibacter lusatiensis) obtenido en México y actualmente
depositado en la Coleccion de Cultivos del CEBI. Los ensayos
se realizaron en botellas que contenian 50 mL de agua de mar
estéril (ME) y sin esterilizar (MSE), suplementados con 10 %
de diésel e incubados en zaranda por 21 d. Este consorcio se
utilizd en el biorreactor Airlift disefiado en el laboratorio para
estos fines.

Clorofenoles. Para los ensayos de biodegradacion de clo-
rofenoles (acido 2,4-diclorofenoxiacético, 2,4-D) se evaluaron
las rizobacterias con caracteristicas de promotoras del cre-
cimiento vegetal. Se afiadid 1T mL de inéculo a una concen-
tracion de 3 x 108 UFC mL™ a frascos con 100 mL de medio
mineral salino con 2,4-D como Unica fuente de carbono. El
cultivo se desarrollé en zaranda a 30 °C.

Metales pesados. La remocion de metales pesados de
aguas contaminadas se evalud aplicando ramnolipidos vy
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Fig. 1. Esquema del sistema de enriquecimiento secuencial para el aislamiento de cepas bacterianas degradadoras de COP a partir

de suelos contaminados.
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bioadsorcion con biomasa microbiana seca. Se utilizé una so-
lucion de ramnolipidos de 280 mg/L siguiendo la metodologia
descrita por Elouzi et al (2014).(9

Los experimentos de adsorcion se realizaron con 0,25
gL' de biomasa seca (Kluyveromyces marxianus CCEBI
2011), bajo agitacion en zaranda a 175 rpm, pH 6,2 unidades
y tiempo de contacto de 60 min.

Proceso combinado. Otra opcion evaluada para reme-
diar aguas contaminadas con metales pesados que a su vez
contienen hidrocarburos fue la integracion de los procesos
de precipitacion de metales pesados y biodegradacion de
petréleo por las bacterias Desulfovibrio sp. y Pseudomonas
aeruginosa AT18 respectivamente, el cual fue realizado se-
gun el sistema experimental descrito en la figura 2, con el
empleo de un sistema de reactores combinado aerobio/
anaerobio/bioprecipitacion.

El reactor anaerobio (bioprecipitacién) operd con un cul-
tivo de Desulfovibrio sp. En fase de crecimiento exponencial,
cuyo efluente se hace pasar por el reactor aerobio (biodegra-
dacién) conteniendo el medio mineral y los metales pesados
Cr(ll), Cu(ll), Mn(Il) y Zn a concentraciones de 60 mgL™, 50
mgL", 50 mgL" y 80 mgL" respectivamente, y 2 % (v/v) de
una suspension celular de Pseudomonas aeruginosa AT18
(DO, = 2), obtenida del pellet centrifugado (10 min, 5000
g) en fase exponencial. El seguimiento del cultivo se realizd
durante los primeros 4 dias cada 12 h y a partir de ahi cada
24 h, mediante la determinacion de la concentracion celular,
pH, concentracion de sulfato y concentracion de sulfuro. @

Sensor de
termperatura

Sensor =
de pH

METODOS ANALITICOS

Cuantificacion del ramnolipido (RL)

El biosurfactante se cuantificd por el método colorimétri-
co de la Antrona previamente validado. ' Se tomaron 1,25 mL
de medio libre de células y se mezclaron con 2,5 mL de reac-
tivo (0,2 g de 9,10-dihidro-9-oxoantraceno por cada 100mL de
acido sulfurico) en tubos de ensayos inmersos en agua fria
(10-15°C). Se agitaron en vortex, se colocaron durante 15 min
en bafio de agua a 100 °C y se enfriaron a temperatura am-
biente por 1 h.

La determinacion se realizd mediante curva de calibracion
(y = 0,0096x — 0,007, r*= 0,9975) utilizando soluciones patro-
nes de ramnosa entre 10y 70 uyg mL" preparados a partir de
una solucion de concentracion 1 g/L7, los cuales recibieron el
mismo tratamiento que las muestras. Se midié la absorban-
cia (Spectroquant Pharo 300 Merck) a 625 nm contra blanco
de reactivo. La concentracion de RL se calculé multiplicando
los valores de ramnosa por el factor de correccion 3,4 para
compensar la masa extra que representa la porcion lipidica
del RL.

Cuantificacion de hidrocarburos

Se realiza mediante la determinacion de los TPH (Total
Hydrocarbon Petroleum) por gravimetria, previa extraccion li-
quido/liquido con n-hexano (1). ® En todos los casos se co-
rrigen las muestras respecto a un control y asi se determina el
porcentaje de biodegradacion.

Sensaor de

temperatura
Sensar
de pH

Medio
Postgate

Fig. 2. Esquema del sistema empleado para la integracion de los procesos precipitacion de los iones me-
talicos Cr®*, Cu?, Mn?"y Zn?* por Desulfovibrio sp.y degradacion de petréleo por Pseudomonas aeruginosa

AT18 (CCCEBI 1044).

Anales de la Academia de Ciencias de Cuba; Vol. 12, 1 (2022): enero-abril
ISSN 2304-0106 | RNPS 2308



(masadel matraz con residuo — masa del matraz vacio)
¥, %1000
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Posteriormente, la fraccion alifatica fue analizada en un
cromatografo de gases Termogquest Trace 2000 con detector
de ionizacion a la llama (FID) y columna capilar OBS de 30 m
de longitud x f. _ 0,25 mm de didmetro interno. Las condi-
ciones de trabajo fueron: temperatura inicial 50 °C (1 min);
gradiente de temperatura: 5 °C min-1 hasta 320 °C y a esta
temperatura durante 10 min; temperatura detectora: 320 °C;
temperatura inyector: 290 °C; flujo de Helio: 1,1 mL/min”; vo-
lumen de inyeccion: T ml. La integracion de los picos se rea-
lizo con el software Chemcard y la representacion grafica de
los cromatogramas se obtuvo con el software Sigmaplot 2,0.
En la cuantificacion de los picos se incluyé la UCM (unresol-
ved complex mixture). Todas las muestras se analizaron por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS), con un cromatografo de gases HP5890 serie Il 'y un
espectrometro de masas modelo HP5989A.

Cuantificacion de metales pesados

Las concentraciones de los metales se determinaron por
espectroscopia optica de emision atdmica mediante plasma
de acoplamiento inductivo (ICP-AES) en un espectrémetro
Ametek, Alemania. Para esto, las muestras se centrifugaron
a 4500 rpm en centrifuga (Neofuge 5 Heal Force, China) du-
rante 10 min; la solucion sobrenadante se filtré por medio de
jeringuillas con filtros Milipore acoplado (White GSWP, 0,22 +
0,2 ym) de 20 mm de didmetro para eliminar los soélidos que
pueden interferir en el analisis, los filtrados obtenidos se con-
servaron a 4 °C hasta su posterior lectura.

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla investigacion se profundiza en el empleo de microor-
ganismos (tabla 1) con capacidad para remover COP y meta-
les pesados presentes en ecosistemas acuaticos y terrestres,
ya sea por la produccién de biosurfactantes (ramnolipidos)
que aumentan la biodisponibilidad, y por ende, la extraccion
del contaminante, como por sus capacidades metabdlicas
para la biodegradacion.

Se aislaron, de ambientes contaminados con hidrocar-
buros, 9 cepas bacterianas autdctonas. Todas se encuentran
depositadas en la Coleccion de Cultivos del CEBI.

Pseudomonas aeruginosa ORA9 produce un biosurfac-
tanteramnolipidico (RL), compuesto biodegradable y poco
téxico " que removio el 75 % de los hidrocarburos presentes
en los suelos estudiados (figura 3A), (9 efectividad superior
a otras reportadas en la literatura ® en condiciones similares,
lo cual avala la aplicabilidad del RL en tareas de remediacion.

En Cuba no se tienen reportes de la produccion de RL,
compuestos con probadas aplicaciones no solo en activi-
dades de biorremediacion sino también en la agricultura
como plaguicidas y en la industria farmacéutica y cosmética.
Por primera vez, se presenta una propuesta viable para la pro-
duccién de este biosurfactante a escala piloto, utilizando el
aceite residual de la fritura de alimentos como materia prima
barata y renovable, ' lo que permitird disponer de cantidades
suficientes del RL para su aplicacion en procesos de remedia-
cion a una escala mayor.

Por otra parte, el empleo de 4 cepas de bacilos gram-
positivos aisladas de suelos contaminados con hidrocarbu-
ros de la empresa portuaria permitiéo un 84 % de remocion
de hidrocarburos presentes en suelos (figura 3A) aplicando

Tabla 1. Microorganismos utilizados en la remocion de compuestos organicos persistentes y metales pesados

Microorganismo

Contaminante que remueve

Procedimiento de remocion empleado

* P. aeruginosa ORA9 (ramnolipidos)

Hidrocarburos (petréleo)
Metales pesados

Lavado de suelo
Quelaciéon con ramnolipidos

* Bacilos grampositivos

Hidrocarburos (petréleo)

Biorremediacion por bioaumentacién
(microcosmos)

* Rizobacterias **(2,4-D)

Biodegradacion

* Pseudomonas aeruginosa AT 18
Desulfovibrio sp.

Hidrocarburos (petréleo)
Metales pesados

Sistema de reactores aerobio/anaerobio/
precipitacién

Consorcio bacteriano
diésel)

Hidrocarburos (petrdleo,

Biorreactor Airlift

* Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011

Metales pesados

Bioadsorcién

* Microorganismo autéctono, **acido 2,4-diclorofenoxiacético
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Fig. 3. Remocion de COP (A) y metales pesados (B) obtenidos con la aplicacién de técnicas biotecnoldgicas.

biorremediacion por bioaumentacion, técnica con indudables
ventajas por su menor coste econdmico, la no afectacion de
otros compartimentos ambientales y la optimizacion de los
recursos.

Por otro lado, rizobacteriasde plantas herbaceas (Scleria,
Cyperusrotundus y Cynodon dactylon) de suelos contamina-
dos con hidrocarburos degradaron hasta el 72 % del herbici-
da acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), " siendo el primer
informe de rizobacterias aisladas de estas malezas con ca-
pacidad para degradar compuestos fendlicos y que ademas
tienen caracteristicas de promotoras del crecimiento vegetal,
lo que sugiere el potencial de estas herbaceas para aislar bac-
terias con la capacidad de degradar los clorofenoles y la posi-
bilidad de asociarlas a sistemas de fitorremediacion.

En el tratamiento de aguas contaminadas con hidrocarbu-
ros (figura T1A) se utilizd un consorcio bacteriano (tabla 1), que
en los primeros 10 d del estudio, removio el 62 % de hidrocar-
buros (diésel) en agua de mar, ® demostrandose la efectivi-
dady ventajas del consorcio sobre cultivos puros, atribuidas a
los efectos sinérgicos que se establecen entre sus miembros.
Este mismo consorcio removio el 69 % de hidrocarburos de
aguas contaminadas por el proceso productivo de la Refineria
de Petrdleo Hermanos Diaz de Santiago de Cuba, utilizando
un biorreactorairlift disefiado en condiciones de laboratorio,
constituyendo novedad el empleo de este sistema bioldgico
para la remocion de hidrocarburos de aguas contaminadas.

La remediacién de la contaminacion por metales pesa-
dos constituye un desafio, debido a que no pueden ser degra-
dados. En la investigacion se presentan los resultados de la

remocion de Cu, Zny Mn de aguas contaminadas de la laguna
formada en la antigua mina de cobre de Santiago de Cuba
(figura 3B), con el objetivo de reducir la contaminacién por
estos metales en este ecosistema acuatico. Con la aplicacion
de una solucion de RL (280 mg L") se obtuvo, en 10 h de con-
tacto, un 50 % de remocion de Cu. El tiempo de contacto y la
relacion RL/agua fueron los factores de mayor influencia en
la remocion.

Como alternativa al empleo de biosurfactantes, se uti-
lizd la biomasa seca de Kluyveromycesmarxianus CCEBI
2011 alcanzandose 52 %, 23 % y 14 % de remocion de Cu,
Zn y Mn, respectivamente, y se determiné ademas la in-
fluencia del pH en el proceso de adsorcion. 9 Se observa
en todos los casos aumento de la adsorcion con el trans-
curso del tiempo hasta los 60 min, tiempo a partir del cual
no se aprecia aumento considerable del proceso. Los resul-
tados infieren que la bioadsorcion del cobre, manganeso y
zinc es dependiente del tiempo, lo cual sugiere que la reten-
cién del ién, puede ser por la interaccion con grupos funcio-
nales localizados en la superficie de la biomasa utilizada. A
partir de los 60 min de contacto del bioadsorbente con las
soluciones estudiadas, se adsorbe el 46,2 % del cobre (I1), el
65,0 % del zinc y el 42,3 % del manganeso (Il) existente en
el medio, alcanzando rapidamente el equilibrio. De acuerdo
a los resultados, el metal mejor adsorbido fue el zinc, se-
guido por el cobre () y luego el manganeso (ll), aunque se
debe destacar que el zinc fue el de menor concentracion
de partida (4,0 mg/L™") y cobre (I) la mayor concentracién
(45,0 mg/L™").
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Este trabajo constituye el primer reporte de acciones
de tratamiento directo de las aguas de la Laguna azul del
Cobre, @9 sijtio que por su ubicacion geografica en las proxi-
midades del santuario de Nuestra Sefiora de la Caridad del
Cobre, puede convertirse en un espacio con fines recreativos,
turisticos, de conservacion de la biodiversidad, la acuicultura,
la irrigacion y como abasto de agua para otras actividades
mineras que se desarrollan en la zona, en un marco donde a
nivel mundial se realizan ingentes esfuerzos para la recupera-
cion y proteccion del vital liquido.

También se evalud el empleo de un sistema de reacto-
res aerobios/anaerobios/precipitacion para el tratamiento de
aguas residuales contaminadas con hidrocarburos y metales
pesados, utilizando Pseudomonas aeruginosa AT18 y Desulfo-
vibrio sp, donde se obtuvo la total remocion de los metales y
un 84 % de degradacion hidrocarburos en 20 d (figura 3B). Los
resultados del andlisis por cromatografia gaseosa (figura 4)
evidencian la degradacion total de las fracciones correspon-
dientes a n-alcanos, isoprenoides y naftenos, quedando solo

!
2007

2307
200 ‘
150 |

100+ |

sin degradar parte de los hidrocarburos aromaticos, degra-
dacion que es atribuida fundamentalmente a Pseudomonas
aeruginosa AT18, aunque existe la posibilidad de que parte
de los hidrocarburos presentes en la mezcla compleja del pe-
troleo Mesa 30/Puerto Escondido sea debido a la accion de
Desulfovibrio sp. Este constituye el primer reporte de la utili-
zacion de una combinacién de reactores aerobio/anaerobio/
precipitacion para el tratamiento de aguas residuales conta-
minadas con hidrocarburos y metales pesados, en un mismo
sistema. (1)

Conclusiones

Los ensayos realizados demostraron las potencialidades
de la microbiota autdctona, para la remediacién de aguas y
suelos contaminados con COP y metales pesados. Los resul-
tados promisorios a escala de laboratorio, son escalables y
constituyen herramientas nuevas y Utiles para implementar
un paquete tecnoldgico para la remocion de estos contami-
nantes.

0 L *-L-L

10 20

50 N "'1U‘_L‘L]f:l-add

Tiempo (5)

Fig. 4. Perfil cromatogréfico del crudo Mesa 30/Puerto Escondido: (a) antes y (b) después del tratamiento con Pseudo-

monas aeruginosa AT18 a las 480 h de cultivo en sistema de tratamiento integrado precipitacion-biodegradacion.
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