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RESUMEN

Dos cepas identificadas como Aspergillus spl y Perieifline spl v en poof constituide por ambas cepas junie
a olras cineo [ueron wlilizadas con el objelo de medir s capacidad bindegradativa sobre compuestos organo
sulfurados presentes on la fraceién aromdtica extraida del crudo MER-4, pravenienie de la Faja Biteminoesa
del Orinoco. Los resultados obtenidos mediante la téenica de cromatogralia de gages con detector especitica de
azufre (FI'D), permiten visvalizar un patrdn caracteristice de bos compuesios benvodiofenos, dibencotiofenns
¥ de sus respectivos dervados alguilices con une o dos gropoes mctilos. Bl apdlisis por cromatogratia de gascs
acoplado a cspectrometria de masas (CG-EM), permitid un estudio mis detallado del patrdn de oxidacidn en
cada experimento. Para el caso de la cepa Aspergiifus sp) se ohservd una mayor degradacidn que para la copa
de Penfeillivm spl  y del pool de cepas. En general en los tres experimentos realizados boy unas remecion
parcial y/o tetal de los compuestos dibenzotiofens (DBT), metil dibeazetiofeno (Me) DRT v dimetif
dibenzotiofenn {(Me)2DBT siendo el orden degreadative: DAT = ME-DIVT {1-0e-00VT = 3.2-Me. Y] = 4.
Me-DBT) ¥, por ultima, 1a scrie de compuestos (Me)2DRT, comenzando per los isémeros (4.6) v (2.4 ©
(2.6) v (3.6) = (2.8) v (2.7} = (1.3} v (3.4} dejando pricticamente inlactos los isdmeros (14), {060 v (1.7}
(Me)2DDBT. Andlisis por eromatografia idnics o las soluciones acuosas indican gqne la degradocidon de Tos
compuestos organo sulfurades ne produce canlidades significativas del ion sullate (507}, ademis no fucron
delectados compuestos bilenilos. Esto sugiere que la remocion de azufre en las moléculas ocurre mis por una
via como la propuesta por Kodama y Col. (1973} que con la produccion direeta de selfate como lo propenc
Gallager ¥ Col. {1994). Por otra parte, se evidencid la aceién diferencial de lag dos cepas de hongos sobre los
compuestos ergano-sulfurados v la modificacion de sus patrenes individuales debide a las interacciones entre

ellas en el poal.
ABFIRACT

Two strains Aspergiling spl and Fewieillive spl and a pool canstituted by both of them together with five
other strains, were used with the main objetive of measuring the biodegraduiive copucily on some organo-
sulfur compounds present in an aromatic fraction alrcady extenled from a heavy oil (MFB-14) lrom Orinoen
(31l Belt. The analysis of the aromatic fraclion using  gas chromatography with a sulfur specifie detector
(FPL), indicaled a visual pattern of a seric of compounds such as Benzothiopbenes (137, Dibenvothiophenes
(I3BT) and their alky] derivalives with one or more methyl groups. Futhcrmore gas chromatography coupled
wih mass spectrometry (GC-MS), allowed to get more detailed insight aboot the oxidation patlern in cach
experiment. In the assay with Aspergiffus spl i1 was observed a greater degradation of sulfur-organic
compounds than in the case ol Peniciliium spl and by the pool of strains, in geoeral, v all the experiments
performed  there was  a partial or  lolal remaval of the DBRT, melhyl DRT and dimethyl DRT, with the
following degradative order; DBT > Me-DBET {1 MeDBT = 3.2 McDBT = 4 MeDBT) and finally the
dimethyl serics with the following isomers:  (4.6) and (2.4) = {2.6) and (3.6} = (2.8} and (2.7} = (1.3} and
[(3.4), leaving intact (1,47, (1.6} and (1.7) isomers, Agueous solutions analyses done by jonic chromatography
indicated that erganic-sulfur degradation do not generate a significant amounl of sellate jon (50 7). Also nen
bifenils hideocarbon were identifed, These dala suggests that remaiion of sulfur Trom molecules takes place
probably through a similar pathway to that proposed by Kodama v Coll {1994) rather than thosc proposed
by Gallger v Col, {1973), On the other hand, il was observed a diflferential degradation of the heterocyeles
salfur organic compounds by the two strains and changes in the degradation pattern of the individual
compounds due to inleraclions by this twe strains in the pool,
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INTRODUCCION

El azufre es el tercer elemento mas abundante
en el petroleo, después del carbono v el hidrégeno,
encontrindose valores promedio para crudos de di-
ferentes partes del mundo entre 0.03 % a 7.89 %
en peso (Ho y Col., 1978). La mayoria del azufre
en el petrélec se encuentra en moléculas organicas
tales como, tiofenos, sulfuros, disulfuros, benzo-
tiofenos, dibenzotiofenos, etc., v en forma inorga-
nica mayormente como pirita (FeS,) (Fig. 1). La
remocion del azufre para la industria petrolera es
de suma importancia ya que se conoce que este
elemento es el responsable del envenenamiento
catalitico, durante los procesos de reduccidn del
azufre a sulfuro de hidrégeno, proceso este que se
conoce como hidrodesulfuracion. Otro aspecto que
preocupa de manera mas general es el efecto de
este elemento al ser liberado a la atmosfera a tra-
vés de los combustibles fasiles, generando grandes
cantidades de didxido de azufre el cual es converti-
do en acido sulfiirico, originando las denominadas
Huvias dcidas. La oxidacion biologica de los com-
puestos de arzufre mediante el uso de los micro-
organismos ha side probada en los Gltimos afios,
con la idea de desarrollar una biotecnologia que
relna las condiciones necesarias para sustituir en el
futuro los procesos petroquimicos de muy alto costo
que producen un gran deterioro del ambiente. Con
la utilizacion de diferentes organismos s¢ ha logrado
oxidar diferentes clases de compuestos orginicos
presentes en el crode v entre cllos los heteroci-
¢licos con azufre (Kodama 1977; Kropp ¥ Col.,
1994; Wang and Kramiec, 1994). Muchos son los
trabajos publicados sobre el efecto que tienen las
bacterias en estos compuestos orgdnicos, encon-
trandase transformaciones va sea por biodegrada-
cion, biodesulfuracion o mineralizacidn, tanto a nivel
de moléculas simples in vitro (por ejemplo DBT)
como en muestras naturales complejas como en el
petréleo (Fedorak and Westlake, 1984; Foght y
Col., 1988; Oshiro v Col., 1995; Constanti y Col,
1996). Sin embargo son muy poco los trabajos diri-
gidos a entender el efecto de los hongos sobre los
compuestos organo sulfurados.

Ramos y Col. (1997) demostraron la capacidad
degradativa de un pool de cecpas de hongos sobre
la fraccion aromdtica de un crudo pesado, en espe-
cial de dos cepas identificadas como Adspergillus

spl y Penicillium spl. estableciendo que la capaci-
dad degradativa estd en funcién de la complejidad
molecular,

El objetivo del presente trabajo es determinar en
muestras tomadas de esos mismos experimentos, la
biotransformacion sufrida por los compuestos
organo sulfurados presentes en la fraccién aromati-
¢a de un crudo semipesade proveniente de la Faja
Bituminosa del Orinoco.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas de los hongos fueron aisladas por
Marquez (1992), de distintas fuentes, en particular
Aspergillus spl fue aislada de un mene y
Pericilliton spl de granos de una leguminosa. Las
cepas Tueron crecidas individualmente en cultivos
en tanda y conformaron un pool junto a otras 5
cepas de hongos. En todos los casos, como medio
de cultive se utilizé el descrito por Ramos y Col.
(1997), el cual ez un medio libre de sulfato y con
una concentracidn de 300 ppm de la fraccion aro-
mética del crudo MFB-14.

Este crudo pesado, proveniente de la Faja Pe-
trolifera del Orinoco, tiene un contenido de azufre
de 3.1% v su fraccion aromatica, con una alta di-
versidad quimica, representa el 32% del total del
crudo (Ramos y Col. 1997).

Cada experimento fue replicado de tal manera
que al final de cada tiempo de incubacion (5, 15 ¥
60 dias), una muestra tomada al azar, después de
tratada, fue utilizada para los analisis quimicos. En
el caso del pool se tomd una alicuota para seguir el
crecimiento de las cepas. (Marquez, 1992).

El grado de biodesulfuracion fue seguido por la
técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) y la produccion
del ion sulfato por medio de la técnica de croma-
tografia idnica.

El andlisis de la fraccion aromitica por CG-EM
se llevéd a cabo con un espectrometro de masas,
Perkin-Elmer modelo Qmass-910, equipado con una
columna capilar de alta resolucion tipo SE-54 de 30
metros de largo vy 0.25 mm de diametro interno ¥
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Figura 1. Estructuras representativas de las clases de compuestos azulradoes presentes en el petrdleo
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0.25 micras de espesor de pelicula. El equipo
fue operado por método de barrido completo (full
scaming) v loego por el modo de seleccion de
iones, monitoreando los iones o fragmentos cuya
relacion m/z es: 184, 198, y 212 para los com-
puestos dibenzotiofeno (DBT), metildibenzotiofeno y
dimetildibenzotiofeno respectivamente y los iones
m/z 154 vy m/z 170 para los compuestos bifenilo y
el hidroxibifenilo.

La fase acuosa fue analizada mediante croma-
tografia ionica, wtilizando un cromatdgrafo iénico
Water modelo TCL-1 equipado con una columna del
tipo AS 11 y como fase moévil se empled gluconato

de potasio bajo las siguientes condiciones: Veloci-
dad de flujo de 1 a 2 ml/min., atenuacién 32, carta
2 mm/seg. y tiempo final 12 min. (Ramos y Col.,

1997).
RESULTADOS

Los experimentos de incubacidn se realizaron
sobre la fraccidn aromatica previamente extraida de
un crudo semipesado (MFB-14) proveniente de la
Faja Bituminosa del Orinoco (Marquez, 1992). Las
cepas de hongos Adspergillus spl y Penicillium
spl fueron aisladas e identificadas por Marquez
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(1992}, quien demostrd [a capacidad hiodegradativa
de los hengos anteriormente mencionados sobre los
compuestos poliaromaticos con 1 .a 4 anillos fusio-
nados entre si (PAH). Indicando ademas que
Penicillium spl presenta un mavor ataque sobre
los tr1 ¥y poliaromaticos de esta fraccion que
Aspergillus spl.

Lebido a este hecho se continud ¢l estudio para
medir el grado de biodegradacion sobre las molécu-
las organicas con azufre; en estas mucstras, espe-
cialmente benzotiofenos, dibenzotiofenos vy sus
derivados alquilicos con 1 v 2 sustituciones meti-
licas. Para medir el grado de bistransformacion se
procedid a un analisis detallado mediante la téenica
de cromatografia de gases acoplada a espectro-
metria de masas, la cual permite la identificacion
precisa de la reduccion de las sciales en los dife-
rentes compuestos organo-sulfurados v de los
metabolitos resultantes de la biodesulluracion como
¢l bifenilo miz 154 y el hidroxibitenilo mfz 170. La
Figura 2 muestra las sefiales obtenidas a través de
la técnica de cromatografia de gases con detector
de folometria de la Hama (FPD), cspecifico para
compuesto con azulre, estas sefiales son las corres-
pondientes a los compuestos heterociclicos con azu-
fre presenle en la [raccion aromatica del crudo,
antes de ser sometidos al proceso de biodegrada-
cion {control). En csta figura se puede identificar
a la familia de los benzotiofenos, DBT y sus deri-
vados alquilicos. En la Figura 3 se presenta el ana-
lisis de cada fragmento (M/z 184, 198 v 212}
correspondiente a los compuestos DT, MeDDBT y
(Me)ZDBT, antes de ser sometidos al proceso de
biodegradacion. La Tabla 1 resume la identificacion
de cada pico o senal determinado por cromatogra-
fia de gases con detector FPD v por espectro-
meiria de masa. La wentilicacidn de cada pico se
levdr a cabo por comparacion de los datos
espectrales oblenidos segln los reportados por
Stephanie y Col, (1998

Una vez sometidas las fracciones aromaticas a
incubacion con las cepas individuales de hongos,
Aspereillus spl, Penicillivm spl v por un pool de
hongos constiluido por ambas cepas, junto a olras
cinco, se procedio al andlisis por cromatografia de
gascs-cspectrometria de masas de manera de medir
y verilicar los cambios correspondientes mediante
la pérdida o remocion de las sefales de los com-

puestos azufrados. La Figura 4 corresponde al ex-
perimente con  Aspergiffus spl a los 5, 15, y 60
dias de incubacion. En ella se aprecia en relacion a
la muestra control una degradacion sccuencial, en
donde ¢l compuesto DBT (m/z 184), a un tiempo
de retencion de 28,80 min., va desapareciendo has-
ta una total remocidon a los 60 dias. De manera
analoga se ohservé para los compuestos MeDBT
(mfe 198} una alteracion drastica a los 15 dias de
incubacion, en donde los picos identificados come
3.2 MceDBT (1r=32.10 min.) v | MeDBT {tr= 32.48
min.) respectivamente desaparccen. A los 60 dias
de incubacion no sc obscrva sefial alguna de estos
compuestos. Las  sefiales asociadas a los compues-
tos (Me)2DBT (m/z 212) no presentan alteraciones
importantes smo  después de los 15 dias de
incubacion en donde los picos identificados con las
letras (a-g, tr entre 39-43,12 min.), disminuyen has-
ta desaparccer totalmente a los 60 dias de
incubacion. En los experimentos con la cepa de
Penicillim spl se observaron  cambios importan-
tes pero menos intensos y significativos en relacion
a la cepa de Aspergillus spl, en este caso solo
se muesiran los resultados a los 60 dias de
incubacion (Fig. 5), cl compuesio DBT (m/z 184,
tr = 28,80 min.) fue tolalmenie removido, sin em-
bargo solamente s¢ observd remocion total del
compuesto 1 MeDBT (tr = 3248 min.} ¥ oxidacidn
parcial de los isomeros 3.2 v 4 MeDBT (m/fz 198,
ir = 31-32 min.).

Por otro lado, las seiales de los compuestos
(M) 2DBT (mfz 212) muestran remocion total del
pice “a” v parcial de los picos “¢” ¥ “g" al com-
pararlos con la muestra control (Fig. 3), lo cual
indica un procese menos severo por parte de la
cepa de Penicillium. Los cambios composicionales
par proceso de oxidacidn microblana en los experi-
mentos realizados con el pool de hongos se ilustran
en la Figura 6, en esta se puede notar claramente
la remocion total del compuesto DBT (mfz 184)
pero, poca alteracion de los compuestos MeDBT
{(mfz 198), se nota wna ligera alleracion del
IMeDBT. Cabe destacar gque la remocion de los
compuestos (Me)2DBT(m/z 212), sufren reduccio-
nes mas intensas cn sus difcrentes isémeros (a -
g). Los picos o seffales en cada experimento pre-
sentan patrones diferentes al comparado con los
obtenidos en la muestra control (Fig. 3} No obs-
tante para el caso de los experimentos constituidos
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Figura 4. Frozmentogramas de les compuaestos organesullurados,
inoculados con Aspergillum (5. 15w 60 dins),

por el pool de cepas, se notaun grado de aliera-
citm mayor especificamente en los isdmeros  deno-
tados con las letras o, ¢, o, Ty g (Tablx 1).

DISCUSION

El patrén de reduccion de sefiales en los distin-
tos experimentos (Figs. 4. 5 v 6) en comparacidn
con las del control (Fig. 3) revelan en principio dos
hechos interesantes. Ll primero es que cada una de
las cepas tiene un modo de accion difcrente Trente
a los compuestos wenlrados de 1a Traccidn aromati-
ca. El sepundo es gue la interaccion de estas ce-
pas en el pool di come resultado un patrén
dilferente a la suma de sus patrones individnales.

Considerando la reduccion o desaparicion de se-
fiales como una medida del grado de ataque a los
dilerentes cnconlramos que
Penicillivm spl tene ‘'un patrdn con el siguiente
orden: DBT > MeDBT > (Me)2DIT, pairdén muy
similur al reportade por Fedorak v Westlake (1984},
para un cultive mixto de bacterias, pudiéidose infe-
rir mecanismos similares, con la difercncia que en
cste caso seodrata de oun solo organismo yoen gl
otro €5 un conjunto de ellos. Esto implica una ma-
vor elicacia de Femicillium spl en la biodegra-
dacidn de estos compuestos.

COMPIesios,

Por su parte Aspergiffos splomuoestra una de-
gradacion sccuencial y total de tados los compues-
los examinados, esto lo hace 111m:l;m mis clicar
individualmente comparado con Pewicilfium spl en
relacion a la degradacion de compuestos sullurados,
l:5 intcresanie analizar ¢l comportamiento de estas
dos cepas frente a la fraccion aromdticd, 1al como
lo reporta Mirques (1992), Penjoillive sploes la
cepa mis eficiente en degradar los compucstos de
la [raccidn, cn cspecial los poliaromadticos lo cual le
confiere una ventaja competitiva, sin cmbarge la
domnancia de Aspergdiffos spl en el caso conerelo
de los compuestos azufrados le permitivia en algin
srado ascgurar su subsistencia en presencia de
Penicillivm spl,

Las  consideraciones  anleriores  respecto a
Pewicilfivm spl v dspergillus spl parccen cormo-
horarse cuando analizamos lo ocurrido en ¢l pool,
En este caso de siete cepas que conformaron el
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Tatla 1. o) Identilicacion de Compuestos [eterociclices di Awulre en la Fraceion aromitica del Crudo MFB -4 por Cromatografia
de Guses con Detector tipo FPD (OG- FPLY, B Ldentiflicacian de cada Familia de Compuestos Presentes en T Praceion Aromdtica
del Crudo MFR-14, porsoes lones.o Fropmentos Principales.

a)

Identificacion

Picos_(Seiiales)

A C; - Benzotiofenos
n " B.C C; - Benzotiofenos
D Dibenzotiofeno (DBT)
""" E,F.G C; - Dibenzotiofenos (Me)DBT

C; - Dibenzotiofenos (Me),DBT

C; - Dibenzotiofenos (Me); DBT

Picos B “i?!'_agme;l__t_us Identificacion
D m/z 184 DBT
4:(3,2); 1 m/z 198 C;-DBT, C,=CH;
- a,bcdefg miz 212 C;—DBT, C,yC;=CH;

a = (4,6)y (2,4) (Me),DBT

b=(2.6)y (3,6) (Me);DBT

c=(2.8), (2.7) vy (3,7) (Me),DBT

d=(1,4), (1,6) y (18) (Me)},DBT

e =(1,3) y (3,4) (Me),DBT

= (1,7) (Me);DBT

g=(23) (Me),DBT _

poof, solo estas dos se expresaron, notindose un
crecimiento sostenido de Peniciliinnn spl hasta 13
A [0° (UFC/ml) a los sesenta dias, mientras que
Aspergifliy spl se estabilizd en 3 x 100 (UFC/ml)
a los 20 dins (Ramaos vy Col, 1997) Asi ambas
cepas lenen venlajas compelilivas sobre las olras
CINCO qUe no Se eXPresaron, aungue en experimen-
tos individuales habian demastrado su capacidad de
crecer en esta fraccion aromatica (Marquez, 1992),
Como resultado de la interaceion  de los dos orpa-
nismos ¢l patrdn de degradacidon en el caso del
pool, si hien es removide el DBT, lus reduvcciones
de los MeDT v (MeX2DBT  Meeron menores que
en el caso  del experimento  individual de
Asperaiflus spl. quizds debido a la predominancia
de Meaiciliine: sploen el poal

Para investiagar ¢l grado de biedesulfuracion de
los compuestos organo sullurados seodelerming la
peneracion de los productos metabslicos bilenilos

{M/z 1530} e hidroxibifenilos (Mfz 174) v ademds
se determing cl mivel de produccion de sullmo cn
solucidn acuosy mediante  la téenmica  de
cromatogratia ionica como resultade de la roptura
del elemento azufre en los compuestos de interés.
Los andlisis realizados en cada experimento no
mostraron concentraciones apreciables de los com-
puestos bifenilos ni tampoco del ion sulfato, lo cual
hace poco probable que la biodesulluracidn de los
compuestos hubiese ocurrido por la via propuesta
por Gallager v Col. (1994, (hgs. 7-b)

Por lo contrario los resubtados obtenidos apoyvan
gue fa oruta metabolica mas probable se leva o
cabo a través de oxidaciones parciales, originando
asi una serie de metabolitos sccundarios con alio
contenido de oxigeno (Fig. 7-a), tal como es pro-
puesto por Kodama v Col. (1973),

Dado que la anica fuente de azufre disponible
residia en Ios compuestos azufrados de la fraccion
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Figura 5. Fragmentegroma del experimento con Cepa de Pesseifiton (G0 dins).

aromatica, aunado al hecho de no haberse encon-
trado la produccion de bifenilos, hacen que esta sea
la explicacion mis viable, pudicndo haber pasado
estos compuestos altamente polares a la fase acuo-
sa donde necesariamente deben haber sido los teo-
ricamente degradados por los hongos para la

abtencion del azafre necesario. Esto podria explicar

porgue no se detectd la presencia de sullato en la
fase acuosa, puesto que el obenido por la
biodegradacion de cstos metabolitos sceundarios
{Fig. 7a) fue utilizado por los hongos totalmente v
el resto permanccid bajo la forma de compuestos

altamente polares solubles un agua, que no fueron
motive de estudio en el presente trabajo.

CONCLUSIONES

* l.as

cepas de hongos Aspergillus spl v
FPepicitfinn spl presentan mdividoalmente una ac-
cidn
sulfurados de la fraccion aromaticn, sicndo ¢l pri-
mera de ellos el mis eficaz en la biodegradacion

de estos compuestos,

diferencial sobre los compuestos organo
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-

ventajas competitivas que hacen que sean los dni-
Cos organismos que se expresan en el pool de ce-
pas. Su coexistencia puede estar relacionada a la
mayor habilidad de Pewicillium spl de degradar
ofros compuestos aromaticos en especial los
poliaromiticos.  y  la  mayoer eficiencia  de
Aspergillus spl  para degradar algunos compues-
tos organo sulfurados,

* Aspergillus spl y Penicillium spl tienen

* Coma producto de las interacciones bioldgicas
el patrén de degradacion en el pool es diferente a
cualquicra de los patrones ohbservados para las ce-
pas en su accion individual,

La complejidad quimica de los orzano
sulfurados influye sobre su biodegradacion por parte
de los hongos, estableciéndose el orden de degrada-
cion DBT > MeDBT > (Me)2DBT.

* El no haber detectado la produccidn de sulfato
y la de compuestos bifenilos hacen suponer que la
biodesulfuracidén ocurrié mediante la produccion de
compuestos polares que deben haber pasado a la
fase acuosa para su posterior degradacion.

* La cepa de Aspergillus spl pudiese tener un
valor potencial de uso biotecnologico por su accidn
sobre compuestos organo sulfurados y por su ac-
cién menor sobre compuestos aromdticos. Sin em-
barzo son necesarios otros experimentos para
investigar si su capacidad biodegradativa no desme-
Jjoraria la ealidad del crudo como combustible.
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mente oxidadaes, (Kodama y Col. 1973). con formacion de bifenilos y del idn sulfata (50},
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