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Abstract

Light Cycle Oil (LCO) is a by-product of Fluidized Catalytic Fractionation (FCC) considered a poor-quality
diesel due to its high content of sulfur (3% by weight) and aromatic compounds (50-80 % by weight) which has
been enhanced by i) aromatic saturation (ASAT), ii) mild hydrocracking, and iii) aromatic saturation followed
by selective ring opening (SRO) of naphthenic structures. On the other hand, it have been reported that different
bacterial genera degrade aromatic compounds in a simple and economical way. Consequently, in this work, the
ability of bacterial isolates to degrade naphthalene and other aromatic compounds present in an LCO from the
Puerto La Cruz refinery (Anzodtegui State-Venezuela) was evaluated. Using UV-Visible spectroscopy, a decrease
in naphthalene present in the LCO was observed from 24 to 44 % approximately and by Fourier Transform
Infrared spectroscopy, a decrease in aromatic compounds from 27 to 45 %. The results suggest that the bacterial
isolates evaluated are capable of using the aromatic compounds present in the LCO as a source of carbon and
energy, leaving their consequent effect on the quality of the LCO obtained to be evaluated.

Keywords: bacterial isolates; light cycle oil; naphthalene; biocatalysis.

Evaluacion preliminar de la capacidad de desaromatizacion de aislados
bacterianos sobre una corriente de refinerfa (Light Cycle Oil)
Resumen

El aceite de ciclo liviano (Light Cicle Oil, LCO por sus siglas en inglés) es un subproducto del Fraccionamiento
Catalitico Fluidizado (FCC) considerado un diésel de mala calidad debido a su alto contenido de azufre (3% en
peso) y compuestos arométicos (50-80% en peso) que ha sido mejorado por i) saturacién aromatica (ASAT),
ii) hidrocraqueo suave y iii) saturacién aromaética seguida de apertura selectiva del anillo (SRO) de estructuras
nafténicas. Por otra parte, se ha reportado que diferentes géneros bacterianos degradan compuestos aromaticos de
forma sencilla y econémica. En consecuencia, en este trabajo se evalud la capacidad de aislados bacterianos para
degradar naftaleno y otros compuestos arométicos presentes en un LCO, proveniente de la refineria de Puerto La
Cruz (Estado Anzodtegui-Venezuela). Mediante espectroscopia de UV-Visible fue observada la obtencién de una
disminucién del naftaleno presente en el LCO del 24 al 44 % aproximadamente y por espectroscopia de Infrarrojo
con Transformada de Fourier, una disminucién de compuestos arométicos del 27 al 45 %. Los resultados sugieren
que los aislados bacterianos evaluados son capaces de utilizar los compuestos aromaéticos presentes en el LCO como
fuente de carbono y energia, quedando por evaluar su consecuente efecto sobre la calidad del LCO obtenido.

Palabras clave: aislados bacterianos; aceite de ciclo liviano; naftaleno; biocatélisis.
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1. Introduccion

Debido a la gran dependencia de los combustibles
fésiles, la sociedad enfrenta actualmente problemas
ambientales severos, como el cambio climéatico y
la contaminacién del aire. Williams et al. [I] han
informado que los combustibles fésiles con un alto
contenido poliaromaético promueven la formacién de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). Los
HAP son contaminantes organicos recalcitrantes
que afectan al ambiente y son un problema critico
de salud publica debido a sus efectos toxicos
y/o propiedades cancerigenas. En vista de estos
efectos, la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos de Norteamérica (U.S. EPA)
enumero dieciséis HAP como contaminantes priori-
tarios [2]. Entonces, la mayoria de los paises exigen
concentraciones de azufre y aromaticos policiclicos
de menos del 8% en peso y 10 ppm en diésel,
respectivamente [I]; lo que conlleva a las refinerias
de petrdleo a la necesidad de actualizar o convertir
muchas corrientes pesadas, como el aceite de ciclo
liviano (LCO) de la unidad de Fraccionamiento
Catalitico Fluidizado (FCC) y residuos de vacio
(RV).

Actualmente, los LCO de rango de ebullicién
diésel se utilizan como aditivo y mejorador de la
viscosidad para pool de diésel; sin embargo, sus
aplicaciones serdan limitadas en el futuro debido
a su alto contenido de arométicos, que puede
alcanzar mds de 80 % en peso de diaromadticos que
representan méas del 70 %, asi como su alto contenido
de azufre y de nitrégeno [3]. La conversién de
LCO a diésel atrajo un gran interés académico e
industrial como una solucién a largo plazo, por
ello se mejora mediante: i) saturaciéon aromadtica
(ASAT), ii) hidrocraqueo suave y iii) saturacién
aromatica seguida de apertura selectiva del anillo
(SRO) de estructuras nafténicas [4], que en algunos
casos adicionalmente necesita la suma de aditivos
quimicos para acortar el encendido del motor[2],
ocasionando efectos ambientales negativos y altos
costos.

Sin embargo, por otra parte, varios investigadores
han reportado que diferentes géneros bacteria-
nos degradan compuestos aromaticos policiclicos
principalmente naftaleno, fenantreno, pireno, entre
otros, demostrado un alto grado de especificidad
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y eficiencia catalitica que requieren condiciones
moderadas de presién y temperatura [5]-[10].

Umar y Umar [I1I] analizaron los principales
microorganismos implicados en degradar o trasfor-
mar HAP, las principales vias de degradacién
aerébica y anaerdbica, ademds de los factores
que afectan el metabolismo microbiano de los
hidrocarburos aromaéticos policiclicos.

Ghosal, et al. [12] proporcionaron una descripcién
general sobre la degradacion y transformacién de
los HAP mediada por bacterias, arqueas haldfilas,
hongos y algas; también destacan los factores que
afectan la degradacién de los HAP en el medio
ambiente, avances en técnicas genéticas, gendmicas,
protedémicas y metabolémicas con el objetivo de
facilitar el desarrollo de una nueva perspectiva
sobre la biorremediacién de los HAP en el medio
ambiente.

Considerando lo antes descrito, el objetivo del
presente trabajo fue realizar la evaluacién prelimi-
nar de aislados bacterianos para degradar naftaleno
y otros compuestos aromdéticos presentes en un
LCO, proveniente de la refineria de Puerto La Cruz
(Estado Anzodtegui—Venezuela).

2. Experimental

Reactivos

Medio mineral M9 (KHyPO4 20 mM, NaHPOy4
40 mM, NH4Cl 10 mM, NaCl 8 mM) suplementado
con MgSO4 1 M, FeCls 0,5 M, CaCls 1 M y solucién
de microelementos en 1 L de agua desionizada.

Equipos

Estufa de incubacién Labnet, espectrofotémetro
UV-Visible Perkin Elmer Lambda 25 y espectro-
fotémetro de infrarrojo con transformada (FT-IR)
de Fourier Perkin Elmer.

Aislados bacterianos evaluados

Los microorganismos que se emplearon en el
presente estudio se aislaron a partir de un aceite
de ciclo liviano LCO (proveniente de la refineria
de Puerto La Cruz). Se evaluaron sus capaci-
dades metabdlicas para degradar hidrocarburos
aromaticos policiclicos, con especial énfasis en el
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naftaleno [I3]. La Tabla 1] muestra los resultados
de las caracterizaciones quimicas y microbiolégicas
realizadas.

Tabla 1: Degradacion de naftaleno por aislados
bacterianos

Aislados bacterianos % degradacién de naftaleno

D 69,51 £+ 0,02
E 66,27 £+ 0,01
80-1 65.70 + 0,01

Biodegradacion de compuestos aromaticos
presentes en Light Cycle Oil

Los ensayos de degradacién fueron realizados en
matraces estériles de 250 mL, conteniendo 50 mL de
Medio mineral M9 suplementado y el 10 % de LCO
(filtrado) como fuente de carbono. Se inocularon de
manera independiente con cada aislado bacteriano
(0,10 de D.O(610 nm) y Ppre-crecidos en un medio
mineral con naftaleno). Los cultivos fueron incu-
bados a 30 °C, 200 rpm (Agitador orbital) durante
30 dias. Los ensayos se realizaron por triplicado y
un grupo de matraces sin indculo fueron empleados
como control abiético.

Caracterizacion fisicoquimica de los ensa-
yos biocataliticos en Light Cycle Oil

La capacidad microbiana en la degradacion
de hidrocarburos se puede evaluar a través del
crecimiento, el uso de hidrocarburos como tunica
fuente de carbono (disminucién), y los metabolitos
secundarios producidos por los microbios [14].

El crecimiento de cada aislado bacteriano se
monitoreé tomando alicuotas de 1 mL (libres del
extracto orgdnico) y leyéndolas en un espectro-
fotémetro a 610 nm, esto con la finalidad de evaluar
el potencial de estos microorganismos de utilizar
moléculas poliarométicas presentes en el LCO como
fuente de carbono y energia [5]-[14].

Por otra parte, a fin de determinar la disminucién
del naftaleno, se midié la absorbancia a 276 nm
del extracto orgdnico (LCO inicial y final), ya
que a esta longitud de onda se obtiene la senal
caracteristica del naftaleno y por medio de una
curva de calibracién previamente elaborada, se pudo

Ciencia en Revolucién, ISSN—e: 2610-8216,

CNTQ, Mincyt

determinar la variacion de este compuesto presente
en el LCO [14].

Finalmente, se analizaron los extractos organicos
(LCO) antes y después de los biotratamientos
mediante Espectroscopia de Infrarrojo con Trans-
formada de Fourier (FT-IR), con la intencién de
evidenciar la variacién de los compuestos aromaticos
y alifaticos presentes en el LCO. Para ello, se
colocaron directamente muestras del LCO evaluado
sobre ventanas de KCl para la obtenciéon de su
espectro, y mediante la medicion del area bajo las
bandas correspondientes con las frecuencias 2953,
2926, 2872, 1700, 1600, 1460, 1376, 1030, 864, 814,
743 y 724 cm™! y el drea entre 3000-2700 cm ! se
obtuvieron los indices de aromaticidad (A1600/XA)
y de alifaticidad ((A1460+A1376)/XA) de Perman-

yer et al. [15]-[19].

3. Resultados y analisis de resul-

tados

Aislados bacterianos evaluados

Los microorganismos utilizados en este estudio
fueron aislados a partir de una corriente de
refinacién, el aceite de ciclo liviano (LCO) con un
alto contenido de azufre (3 % en peso) y compuestos
aromaticos (50-80 % en peso). Toleraron y crecieron
en el diaromdtico naftaleno [I3] y mantuvieron
su viabilidad en presencia de un medio mineral
suplementado con un 10 % de LCO.

En este contexto, diferentes autores han repor-
tados la presencia de grupos bacterianos (Gram
positivos y negativos) en combustibles, aguas, suelos
y sedimentos contaminados con hidrocarburos un
antecedente importante asociado con la capacidad
de tolerancia a este tipo de contaminantes y una
de las caracteristicas que debe ser considerada para
seleccionar potenciales microorganismos en procesos
degradativos [20]-[25].

Algunos microorganismos tienen la capacidad
de degradar compuestos aromaticos ya que pre-
sentan en su material genético, genes (ubicados
cromosoma o pldsmidos) que codifican diversas
enzimas especificas de rutas metabdlicas asociadas
a estos compuestos. La capacidad de degradacién
estd sujeta a diferentes variables donde destacan:
naturaleza quimica y concentracion del compuesto a
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ser degradado, disponibilidad, concentracién inicial
de células, oxigeno disuelto, temperatura, adicién de
otras fuentes de carbono, entre otras [26]-[29].

Los compuestos aromaticos pueden ser potencial-
mente téxicos para los microorganismos, incluso
para aquellos que pueden degradarlos. Por su
naturaleza lipofilica se acumulan en las membranas
citoplasmaticas, aumentando su fluidez y pudiendo
llegar a lisar la membrana causando muerte celu-
lar [30, B31].

Una estrategia para mantener la viabilidad en
presencia de compuestos aroméaticos potencialmente
téxicos para la célula, independientemente de su
capacidad para degradar estos compuestos, consiste
en desarrollar mecanismos de tolerancia. Estos
han sido bien estudiados en algunos géneros como
pseudomonas y algunos de ellos parecen ser comunes
a otras bacterias Gram negativas como Vibrio o
Escherichia coli, asi como a Gram positivas como
por ejemplo Clostridium acetobutylicum. Incluyen:
a) alteraciones a nivel de permeabilidad de la
membrana; b) expulsién de los compuestos toxicos
mediante bombas; ¢) activacién de mecanismos de
reparacién del ADN, chaperonas y respuesta a
estrés oxidativo, y d) cambios en el metabolismo
energético [32]-[36].

Ramos et al. [33, B4] presentan un resultado
bien interesante fue reportado por Oleaza et al.,
quienes encontraron cambios en el proteoma de la
bacteria Ruegeria pomeroyi tras la exposicion a
naftaleno y diesel, también en otros sietes aislados
bacterianos. Observaron que tras la exposicién a
naftaleno de Ruegeria pomeroyi DSS-3T se detec-
taba una mayor abundancia de ciertas proteinas
que podian estar implicadas en la estabilizacion de
la membrana, asi como de bombas de expulsién y
de una proteina que podia estar implicada en la
detoxicacién celular. Adicionalmente, Ramos et al.
también reportaron un incremento de la expresién
de proteinas implicadas en la reduccion del estrés
oxidativo y chaperonas.

Biodegradacién y caracterizacién fisico-
quimica de los ensayos biocataliticos de
compuestos aromaticos en LCO

Al culminar los 30 dias de ensayo, se observo
turbidez en los extractos acuosos, por ello se midié
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la densidad éptica a 610 nm, tal como se muestra
en la Tabla 2

Tabla 2: Valores de densidad 6ptica a 610 nm

Densidad 6ptica a 610nm
muestra inicial final
D 0,1020 + 0,0004 0,6872 + 0,0002
E 0,1398 + 0,0003 0,8785 + 0,0001
80-1 0,1276 + 0,0003 0,5784 + 0,0002
Control | 0,0002 + 0,0001 0,0002 % 0,0001

Con el aumento de la absorbancia a 610 nm, se
evidencié el crecimiento de cada aislado bacteriano
en medio mineral M9 suplementado y 10% de
LCO. Alcanzéndose valores de 0,68, 0,87 y 0,50
unidades de absorbancia respectivamente, después
de 30 dias de ensayo. El incremento en los valores
de la D.O bajo las condiciones experimentales
ensayadas (concentracién de indculo, condicién
de pre-crecimiento en naftaleno, 30 °C, 200 rpm
y pH 7) sugiere que estos microorganismos son
capaces de asimilar los compuestos poliaromaticos
presentes en el LCO, como fuente de carbono y
energia [5]-[14].

El crecimiento celular depende en gran medida de
la capacidad que tiene un microorganismo para de-
gradar un sustrato, transformandolo en un producto
de interés. En ese sentido, la tasa de biodegradacién
de un compuesto estd relacionada con la tasa de
formacién de biomasa, por consiguiente, la cinética
de crecimiento resulta muy ttil si se quiere evaluar
la capacidad de una cepa bacteriana particular
para degradar un sustrato, puesto que permite
obtener una evidencia indirecta de la asimilacién
del contaminante por el microorganismo, asi como
otros factores ambientales fundamentales dentro del
proceso [26].

El monitoreo de la biodegradacion del compuesto
de interés se puede realizar de forma directa,
esto cuantificando en el tiempo la reduccién en
concentracion de estos, mediante técnicas croma-
tografias, espectrofotométricas, gravimétricas, entre
otras [26].

A los fines de evaluar la capacidad de cada aislado
bacteriano para degradar compuestos aromaticos
presentes en el LCO, se realizaron determinaciones
espectofométricas a dos longitudes de ondas dife-
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rentes, 304 nm para un metabolito asociado a la
ruta metabodlica de naftaleno y 276 para este mismo
diaromético (uno de los compuestos mas abundante
en el LCO).

Tabla 3: Estimacion de la formacién de salicilato en
los extractos acuosos

muestra senal a 304nm % formacién de salicilato
D 0,4677 £ 0,0003 27,40 £+ 0,01
E 0,4706 + 0,0002 28,20 £+ 0,02
80-1 0,4205 + 0,0001 14,55 + 0,01
Control | 0,3667 4 0,0001 -0,10 £ 0,01
Inicial 0,3671 + 0,0003 -

La Tabla |3| presenta los valores de la senal a
304 nm del extracto acuoso de cada uno de los
ensayos biocataliticos. Se observa un incremento en
los valores de la D.O a 304 nm (inicial vs final)
y un incremento del porcentaje de formacién del
salicilato en los extractos acuosos correspondientes
a los aislados bacterianos E, D en relacién al
aislado 80-1.

Tabla 4: Estimacién de la disminucién de naftaleno
en los extractos orgénicos (LCO)

muestra | Senal a 276 nm % @iz
de naftaleno
D 0,3756 + 0,0001 41,39 4+ 0,01
E 0,3584 + 0,0001 44,08 £+ 0,02
80-1 0,4862 + 0,0002 24,14 £+ 0,01
Control | 0,6398 + 0,0001 0,17 4+ 0,01
Inicial 0,6409 + 0,0003 -

En cuanto a la estimacion de la absorbancia
en el extracto orgdnico (LCO) de cada ensayo
experimental, se observa una disminucién a 276 nm,
lo que se traduce en una disminucién de la concen-
tracion de naftaleno presente en el LCO después de
30 dias (rango entre 24 y 44%). Estos resultados
sugieren (Tabla que los aislados bacterianos
utilizados en el presente trabajo, degradaron de
manera diferencial el naftaleno presente en el LCO.

Finalmente y a los fines de evaluar la capacidad de
cada aislado bacteriano para degradar compuestos
aromaticos presentes en el LCO, se realizaron
determinaciones quimicas de los extractos organicos
de cada ensayo biocatalitico. Se utiliz6 la espec-
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troscopia FT-IR que permite una caracterizacién
rapida y simultdnea de varios grupos funciona-
les presentes en moléculas bioldgicas (alifaticos,
aromaéticos, cicloalcanos, lipidos y cetonas) y en
estructuras complejas esto por sus vibraciones en
bandas especiales [37, [38].

La Figura [1| presenta los espectros de FT-IR de
las muestras de LCO de cada ensayo biocatalitico.

Tabla 5: Evaluacién de la variaciéon de compuestos
aromaticos

I indice de % disminucién
aromaticidad de aromaticidad
D 0,05823 + 0,00001 44,39 £+ 0,01
E 0,05736 4+ 0,00001 45,22 + 0,01
80-1 0,07618 £ 0,00001 27,23 £ 0,01
Control | 0,10474 £ 0,00001 -0,04 + 0,01
Inicial 0,10470 4 0,00001 -

Al considerar las areas bajo las curvas de las
senales fueron obtenidos los valores mostrados en
la Tabla 5] de indice de aromaticidad y en la Tabla 6]
los indices de alifaticidad, a su vez se reportan las
variaciones porcentuales de estas medidas.

Tabla 6: Evaluacion de la variacién de compuestos
alifaticos

N indice de % variacién
alifaticidad de alifaticidad
D 0,33849 4+ 0,00001 2,22 £+ 0,01
E 0,33380 + 0,00001 3,57 &+ 0,01
80-1 0,31935 4+ 0,00001 7,75 +£ 0,01
Control | 0,33837 + 0,00001 2,25 + 0,01
Inicial 0,34617 + 0,00001 —

Como se puede observar en la Tabla los
valores porcentuales de disminucién de compuestos
aromadticos se encuentran entre 27 y 45 %, siendo
E el aislado que degradé mayor cantidad de estos
compuestos.

Por otra parte, ocurre una disminucién de
los compuestos alifdticos menor al 8%, lo cual
pudiese justificarse por la presencia de compuestos
solubles o pocos solubles de este tipo en el medio
acuoso mineral, mas no podria considerarse que se
utilizaron como fuente de carbono por parte de
los microorganismos evaluados, ya que no fueron
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Figura 1: Espectros de FT-IR de las muestras de LCO de cada ensayo biocatalitico

activadas estas rutas metabdlicas. Debe recordarse
que el inoculo original fue pre-crecido en un medio
mineral suplementado con el compuesto aromatico
naftaleno.

En relacién a los resultados asociados a la degra-
dacion, presentados anteriormente, se debe destacar
que la literatura sefiala que existe una diferencia
entre las tasas de degradacién de compuestos en
estado puro y aquellos que forman parte de una
mezcla de hidrocarburos, algunos de los compuestos
que han sido evaluados son el diesel y la gasolina,
donde existe un orden en la degradacién [39].

En relacién a los HAPs, los de bajo peso molecular
(2 y 3 anillos) son més facilmente degradables
debido a su naturaleza y mayor solubilidad. Con
el aumento del nimero de anillos en la molécula
aumenta su hidrofobicidad y recalcitrancia, siendo
menos biodisponibles para su degradacién [40].

Otro aspecto importante para los HAPs es el
ingreso de estos compuestos al interior celular,
atravesando las membranas bacterianas para alcan-
zar las enzimas catabdlicas. Se conoce muy poco
sobre este aspecto, pero los mecanismos descritos
incluyen tanto difusién pasiva como una captacion
dependiente de la energia que se activard durante
el crecimiento con arométicos como unica fuente de
energia [41].

Variables como la temperatura, oxigenaciéon para
la degradacién aerdbica, el pH, la concentracion del
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sustrato y otras (mencionadas anteriormente) son
determinantes en los procesos biocataliticos [42].

4. Conclusiones

Los aislados bacterianos utilizados en el presente
trabajo (autéctonos del LCO) mostraron la capa-
cidad de degradar naftaleno, esto entre un 24 y
44 %. También produjeron salicilato, unos de los
metabolitos asociados a la ruta del diaromaético y
mantuvieron su viabilidad a las concentraciones de
LCO evaluadas.

Los resultados obtenidos mediante el espec-
trofotometro UV-Vis y los espectros de FT-IR
sugieren que el aislado bacteriano E es el que
presenta el mayor porcentaje de degradacion para
el naftaleno presente en el LCO.

Los valores asociados a las areas bajo las curvas
para los indices de aromaticidad de Permanyer
(entre 27 y 45 %) indican que todos los microorga-
nismos evaluados degradan compuestos aromaticos
presentes en el LCO, siendo el aislado E el que
presenta el mayor porcentaje de degradacién.

Estos resultados sugieren que los microorganis-
mos evaluados son capaces de utilizar los com-
puestos aromdticos presentes en la corriente de
refinacién como unica fuente de carbono y energia,
quedando por estudiar el consorcio constituido por
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los 3 aislados E, D y 80-1, también el efecto sobre
la calidad del LCO obtenido.
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