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2.1 PROBLEMATICA AMBIENTAL
DE LOS HIDROCARBUROS Y
COMPUESTOS FENOLICOS EN COLOMBIA

El petréleo o crudo es una mezcla de hidrocarburos, entre otros compuestos, que es infla-
mable, oleoso y se obtiene de reservas depositadas naturalmente en el interior de la Tie-
rra. Actualmente, el petréleo se considera como una fuente no renovable de energia, pero
aun asi es el principal regente econémico en el mundo. Los hidrocarburos son compuestos
constituidos solamente por hidrégeno y carbono, los cuales representan una composicion
variable en el petroleo (50-98%). Estas diferencias, al igual que la proporcién de alcanos,
cicloalcanos, compuestos arométicos y compuestos polares (Figura 6), convierten al petro-
leo en una sustancia altamente versatil en términos de uso energético y es probablemente
por esta razdn que constituyen la economia base mundial (England, 1990; Botello, 2005;
Obstfeld, Milesi-Ferretti, & Arezki, 2016; Adams, Mensah Klobodu, & Apio, 2018). El petréleo
también puede contener otros compuestos como aluminio, cobre, hierro, niquel y vanadio
(Botello, 2005). Dentro de los constituyentes del petréleo, se encuentran los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH, por sus siglas en inglés) que son compuestos aromaticos con-
formados por dos a ocho anillos conjugados. Grupos de alquilos, nitro y amino hacen parte
de estos sistemas de anillos debido a que se originan de la combustién parcial de compues-
tos como los esteroides, que son considerados los precursoresy que a largo plazo se trans-
forman. Cabe aclarar que los PAH son generados por otros procesos y pueden tener diferen-
tes origenes adicionales a los combustibles fosiles (Pampanin & Sydnes, 2013; Mastandrea,
y otros, 2005). Los PAH son actualmente de interés para la cienciay la ingenieria debido a su
particularidad de diseminarse en aerosoles facilmente por el viento y por aplicaciones en el
sector de tintes y pinturas, revestimientos, resinas y explosivos (Mastandrea, y otros, 2005).

Cabe aclarar que los PAH son
generados por otros procesosy
pueden tener diferentes origenes
adicionales a los combustibles fosiles
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FIGURA 6. Estructura quimica de los principales constituyentes del petréleo. Modificado

de Botello (2005).
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Toxicologicamente, los hidrocarburos son clasificados como disolventes orgéanicos y
por su gran variedad y propiedades fisicoquimicas es mas factible encontrar intoxica-
ciones por inhalacion que por via digestiva o cutanea, sin embargo, en cualquier caso,
los hidrocarburos provenientes o derivados del petréleo son considerados toxicos,
por lo que su toxicocinética y toxicodindmica se encuentran bien definidas (Sanchez
Salguero & Chacon Parejo, 2012). En particular, no todos los PAH han mostrado ser to-
xicos, sin embargo, existen reportes relacionados con efectos carcinogénicos, disrup-
tor endocrino, dermatitis aguda y crénica, bronquitis, tos crénica, lagrimeo, fotofobia,
edema de parpados e hiperemia conjuntival (Mastandrea, y otros, 2005).

La contaminacion por hidrocarburos totales de petroleo (TPH) se debe en parte a de-
rrames de la industria petrolera, mientras que procesos industriales como la produc-
cion de baterfas o el curtimiento del cuero, contribuyen a la contaminacion de metales
pesados. Por su parte, la produccion industrial de plaguicidas y su uso frecuente en
la agricultura contribuye tanto a la contaminacién por plaguicidas como por metales
pesados. Ademaés de este método, se cuentan con técnicas fisicas y quimicas conven-
cionales que pueden reducir la toxicidad de los contaminantes, como lo son la incine-
racion, cloranizacion, ozonacion y combustion. Sin embargo, estas dos técnicas, en
especial el quimico, presentan intermediarios y subproductos que pueden tener un
nivel de toxicidad igual o incluso mayor que el contaminante original y requieren de
una considerable cantidad de energia e infraestructura para llevarse a cabo (Manchola
& Dussan, 2014).

En Colombia, la industria basada en la extraccion del petréleo posee un impacto
ambiental relevante. Sin embargo, la magnitud de este impacto y la resiliencia
del ambiente ante su presencia han sido temas de debate (Gudynas, 2018). A
esto se suma la deforestacién y la erosién del suelo causada por los procesos de
extraccion a los impactos ambientales causados por sus efectos toxicologicos
debido a las propiedades quimicas de los hidrocarburos (Castafeda & Chapurri,
2018; Zimmermann, 2018; Trujillo Quintero, Losada Cubillos, & Rodriguez Zam-
brano, 2017). La liberacién de compuestos tdxicos al agua y los suelos durante la
extraccion, la emision de gases (entre ellos PAH) debido a procesos de combus-
tion con propositos energéticoy de recreacién (humo de tabaco y alimentacion),
la falta de un aislamiento eficiente de los pozos con los recursos naturales y la
inadecuada disposicion final de vertimientos y lodos téxicos encabezan la lista
de factores que reclaman esta industria como una altamente nociva para el am-
biente (Veldsquez Arias, 2017; Gudynas, 2018; Arias Serna, 2019). Con respecto a
la contaminacion por PAH, existen algunos estudios que han buscado recalcar
su importancia como constituyentes del material particulado (PM, por sus siglas
en inglés) del aire y como agentes contaminantes relevantes en el recurso hidri-
co. En el nororiente de Colombia se identificaron 12 PAH como parte del PM2.5
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En particular, no todos los PAH han
mostrado ser toxicos, sin embargo,
existen reportes relacionados con
efectos carcinogenicos, disruptor
endocrino, dermatitis aguda y cronica,
bronquitis, tos cronica, lagrimeo,
fotofobia, edema de parpados

e hiperemia conjuntival

utilizando cromatografia de gases para su determinacion; de estos compues-
tos, se resaltd la presencia de benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)
antraceno, fenantreno, fluoreno, indeno(1,2,3,cd)pireno, naftaleno y pireno,
que son considerados toxicos por su efecto cancerigeno y/o mutagénico para el
ser humano vy los animales (Quijano Parra, Quijano Vargas, & Meléndez Gélvez,
2015; Quijano, Quijano, & Meléndez, 2014). Algunos de estos PAH fueron también
identificados en el Rio Cauca, al suroccidente de Colombia (Sarria-Villa, Ocam-
po-Duque, & Schuhmacher, 2016), lo que implica que hay un riesgo alto de salud
publica por la presencia de estos compuestos en todos los compartimientos am-
bientales. Sanchez y colaboradores (2018) muestran que esta problematica es
incluso de una mayor magnitud alcanzando niveles regionales y concentrandose
en areas urbanas.
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2.2 MECANISMOS DE
BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS

Los hidrocarburos son compuestos que biolégicamente son de dificil degradacion de-
bido a su hidrofobicidad, lo cual facilita la generacion de una limitacion fisicoquimica
entre la molécula y el microorganismo 'y al entrar en contacto puede desestabilizar la
membrana celular causando la muerte (Abbasian, Lockington, Mallavarapu, & Naidu,
2015; Rosenberg, Navon-Venezia, Zilber-Rosenberg, & Ron, 1998). Sin embargo, varios
microorganismos han encontrado formas para no solamente tolerar los hidrocarburos
(cadena corta, larga o policiclicos), especificamente han desarrollado estrategias de
resistencia utilizando biomoléculas (Ron, 2000).

La emulsificacién es la primera estrategia que utilizan los microorganismos para au-
mentar el contacto con los hidrocarburos. Bacterias como Aeromonas spp., Bacillus
spp. y Pseudomonas spp. y levaduras del género Candida son capaces de producir bio-
surfactantes que disminuyen la tensién superficial formando micelas, que pueden ser
asimiladas a través de la membrana y posteriormente degradadas (Das & Chandran,
2011; Ron & Rosenberg, 2002). Actualmente, estos compuestos anfipaticos y produci-
dos por microorganismos son usados no solamente para procesos de biorremedia-
cién, su eficiencia los ha posicionado como grandes limpiadores y transportadores de
aceites, que son igualmente importantes para la extraccion del petréleo (De Almeida,
y otros, 2016). En algunos casos, los microorganismos son capaces de adherirse al sus-
trato y en otros producen compuestos diferentes a los biosurfactantes que de igual
forma facilitan la asimilacion de los hidrocarburos; sin embargo, los biosurfactantes
han probado ser los méas efectivos y frecuentes dentro de los mecanismos iniciales de
resistencia (Varjani, 2017).

La biodegradacién de los hidrocarburos se da por accién de diferentes enzimas, prin-
cipalmente en condiciones aerobias (Fritsche & Hofrichter, 2000). Sin embargo, existen
algunos ejemplos documentados que describen la biodegradacion dentro de siste-
mas en ausencia de oxigeno (Varjani, 2017, Widdel & Rabus, 2001). Varjani (2017) realizd
una amplia revision sobre los diferentes bacterias y hongos que son capaces de de-
gradar hidrocarburos realizando una separacion entre aquellos que pueden degradar
alifaticos, mono-aromaticos, poliaromaticos y resinas.

La biodegradacion aerobia se concibe dentro de diferentes procesos oxidativos, sien-
do la oxidacion mono-terminal la mas frecuente y que se basa en la formacion de un

alcohol a partir de la oxidacion de un grupo metilo y que es posteriormente llevado
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en varios pasos hasta convertirse en intermediario metabélico por una -oxidacion
(Abbasian, Lockington, Mallavarapu, & Naidu, 2015). Otros procesos oxidativos, di-ter-
minales y sub-terminales, se describen en rutas diferentes son llevados igualmente a
una B-oxidacion para convertirse en metabolitos intermediarios (Varjani, 2017).

En el caso de la biodegradacién de los compuestos aromaticos, los cuales son mas
resistentes a la degradacion debido a su estabilidad quimica, presenta una ruta se-
cuencial que consiste en una oxidacién y una ruptura del anillo benzoico. De estas
reacciones, se forman dioles y acidos di-carboxilicos, respectivamente (Varjani, 2017).
Particularmente para la biodegradacion de PAH, se han descrito diferentes mecanis-
mos que esencialmente buscan romper el anillo aromatico. Las bacterias utilizan mono
y dioxigenasas para la hidroxilacion de los anillos aromaticos, lo cual facilita su ruptura
formando compuestos que ingresan posteriormente como intermediarios del meta-
bolismo del ciclo de acido tricarboxilico. Algunas bacterias como Pseudomonas y Rho-
dococcus han demostrado tener gran versatilidad para degradar estos compuestos, y
presentan genes especificos para esta labor (Ghosal, Ghosh, Dutta, & Ahn, 2016). Para
el caso de los hongos, existen algunos que pueden degradar PAH utilizando mono-oxi-
genasas; la lignina peroxidasa (LiP), la manganeso peroxidasa (MnP), la versatil peroxi-
dasa (VP) y diferentes tipos de lacasas son producidos por hongos de podredumbre de
madera (Datta, y otros, 2017; Madadi & Abbas, 2017). La LiP, también llamada perdxido
oxidorreductasa, es capaz de oxidar unidades no-fenélicas de lignina sustituidas con
grupos de metoxilo en presencia de H,0, (Andlar, y otros, 2018). La MnP, que actla
sobre unidades fendlicas y no fendlicas a través de reacciones de peroxidacion de li-
pidos, es capaz de oxidar anillos aromaticos en radicales fenoxi permitiendo su des-
composicion (Madadi & Abbas, 2017). La VP tiene afinidad de sustrato combinada de
la LiPy la MnP,y puede oxidar una gran variedad de compuestos, incluyendo el veratril
alcohol (3,4-dimetoxibencil alcohol) y los metoxibencenos (Andlar, y otros, 2018). Las
lacasas, que son oxidasas multicobradas y ampliamente utilizadas en la industria, son
capaces de oxidar diferentes sustratos reduciendo 4 electrones de dioxigeno a agua
(Jones & Solomon, 2015). Algunos hongos que no son considerados de podredumbre
de la madera pueden utilizar la citocromo P450 monooxigenasa que pueden catalizar
la epoxidacion de los anillos formando 6xido inestable de areno (Ghosal, Ghosh, Dutta,
& Ahn, 2016). A diferencia de las bacterias y los hongos, existe poca documentacion
sobre los mecanismos que utilizan las microalgas para degradar PAH; sin embargo,
Ghosal y colaboradores (2016) reportan algunos casos de oxidacién especificos para
venzol[a]pireno fenantreno, fenol, fluoranteno, naftaleno, pireno y salicilato.

Desde finales de los 80, se han descrito diferentes microorganismos que pueden bio-
degradar hidrocarburos en condiciones estrictas de ausencia de oxigeno. A diferencia
de los procesos de biodegradacion aerobia, el aceptor final de electrones en la respi-
racion es el nitrato, el hierro o el sulfato; ademas suele darse una relacion sintrofica
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para la degradacion de los hidrocarburos o crece por fotosintesis anoxigénica (Widdel
& Rabus, 2001). La adicion de fumaratoy la hidroxilacion por agua son los mecanismos
mas frecuentemente descritos en la biodegradacion anaerobia de hidrocarburos. La
metanogénesis reversa, la metilacion y la carboxilacion son mecanismos también des-
critos para la biodegradacion anaerobia de hidrocarburos (Boll & Heider, 2010).

Con respecto a la biodegradacién anaerobia de PAH, cuatro pasos son reconocidos:
i) adicion de fumarato catalizado por una enzima de radical glicilo, i) metilacion de
aromaticos no sustituidos, /i) hidroxilacién de un alquilo a través de una dehidroge-
nasa, y iv) carboxilacion. Al igual que en la biodegradacién aerobia, los productos de
estas reacciones resultan en procesos de oxidacion B, saturacion de anillos y/o en
reaccion de ruptura del anillo, lo cual se incorpora en la biomasa o se oxida de forma
completa (Foght, 2008).

La metanogénesis reversa,

la metilacion vy la carboxilacion

son mecanismos también descritos
para la biodegradacion anaerobia de
hidrocarburos (Boll & Heider, 2010).
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2.3 BIORREMEDIACION DE
HIDROCARBUROS EN COLOMBIA

La bioaumentacién es una estrategia frecuente para la biorremediacion de aguas
o suelos, lo cual hace que el aislamiento e identificacion de microorganismos
resistentes a contaminantes sea un procedimiento habitual y que varias de las
publicaciones se centren en este aspecto. Un ejemplo tipico de esto correspon-
de a la publicacion realizada de forma colaborativa por investigadores de la Uni-
versidad Nacional de Colombia (UNC), la Pontificia Universidad Javeriana (PUJ)
y Corporacion CorpoGen, que aislaron levaduras del género Rhodotorula resis-
tentes a hidrocarburos a partir de tanques de gasolina; su metodologia fue tipi-
camente un aislamiento clasico acoplado a pruebas de crecimiento en presencia
de hidrocarburos como Unica fuente de C (Delgadillo-Ordofiez, Posada-Suérez,
Marcelo, Cepeda-Hernandez, & Sanchez Nieves, 2017). Actualmente las herra-
mientas moleculares de Ultima generacion han facilitado determinar si un mi-
croorganismo es resistente a un contaminante o si presenta la potencialidad de
serlo saltandose pasos de cultivo. Un ejemplo de este tipo fue la investigacion
realizada por Morales y colaboradores (2017) de la Universidad de los Andes (UA),
que muestran el potencial metabdlico para biodegradar hidrocarburos utilizan-
do bioprospeccion molecular en el hongo Scedosporium angiospermum; a partir
del anélisis de su genoma se encontré que este hongo tiene la maquinaria meta-
bolica para la secrecion de dioxigenasas especificas, entre otras enzimas, para
la degradacion de PAH.

Aun cuando la bioaumentacion en procesos de biorremediacién de hidrocarbu-
ros es una estrategia muy eficiente, la bioestimulacion puede funcionar, e incluso
ser mucho mas eficiente en términos de costo-beneficio. Kopytko e Ibarra Mojica
(2009), investigadoras de la Universidad Industrial de Santander (UIS) y de la PUJ,
mostraron la efectividad de remocion de hidrocarburos totales al mezclar mues-
tras de suelo contaminados con muestras de suelo frescas (bioestimulacidon); no
s6lo se obtuvieron porcentajes cercanos al 30%, resultaron ser més eficientes que
adicionar microorganismos aislados de las mismas muestras (bioaumentacion).

Los consorcios microbianos han sido el foco de investigacion y desarrollo cuan-
do se trata de biorremediacién de hidrocarburos. Diferentes bacterias han sido
aisladas, caracterizadas y puestas a cultivar juntas debido a su eficiencia degra-
dando estos compuestos. Arrieta Ramirez y colaboradores (2012) demostraron la
eficiencia de un consorcio bacteriano conformado por Arthrobacter, Bacillus, En-
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terobacter, Flavobacterium, Sanguibacter y Staphylococcus para la degradacién
de diesel, comparando dos metodologias: la atenuacién natural y la bioestimu-
lacion, siendo aproximadamente 15% mayor al de bioestimulacion. De investiga-
ciones de este tipo, el interés por entender qué puede afectar estos consorcios,
ha aumentado. Recientemente, en una investigacion de autoria internacional
con apoyo de un investigador de Cali, se estudi6 el efecto de la presencia de me-
tales pesados en la sinergia de Acremonium sp. (un hongo) y Bacillus subtilis (una
bacteria) en un proceso de biorremediacion de PAH. Particularmente, la presen-
cia de especies especificas de metales puede disminuir la tasa de remocion de
PAH, mientras que otras la aumentan (Ma, Ding, Peterson, & Daugulis, 2016). Este
resultado abre la puerta a investigar mas de cerca la oportunidad de mejorar
los consorcios microbianos utilizando cofactores como metales; de igual forma,
permite elegir con cuidado los consorcios cuando se trata de contaminaciones
de origen quimico mixto.

Trujillo Toro & Ramirez Quirama (2012) analizaron el potencial de esta biotec-
nologia como alternativa para la recuperacién de ambientes contaminados con
crudos en Colombia. De esta revisién se evidencia el creciente interés por las
industrias petroleras de implementar la biorremediacién como una estrategia
costo-eficiente en comparacién con procesos como la incineracion para la dis-
posicion de residuos peligrosos. De igual forma, se resalta el papel de dos cen-
tros académicos de la Universidad de Santander (UdeS) y la UA (desde el Centro
de Investigaciones Microbiolégicas - CIMIC) en el desarrollo y mejoramiento de
estas estrategias. Finalmente, se establecié como la normatividad colombiana'y
las practicas que pueden complementar enormemente la implementacién de la
biorremediacion para disminuir el impacto negativo de los hidrocarburos. Parti-
cularmente, la UA ha contribuido desde el desarrollo de procesos de biorreme-
diacion de diesel, fenol, gasolina, naftaleno, tolueno, xileno, entre otros, a partir
del descubrimiento, caracterizacién y uso de microorganismos como Acineto-
bacter, Bacillus, Chrysobacterium, Pseudomonas y Ralstonia. De este compendio
deinvestigaciones, que pueden consultarse desde el repositorio institucional, se
han logrado establecer dos metodologias que bajan mas de dos 6rdenes de mag-
nitud (ppm) en 45 dias utilizando dos consorcios (uno constituido por especies
de Pseudomonas y otro por bacterias de diferentes géneros) para la biorreme-
diacion de lodos aceitosos. Por otro lado, hongos identificados como Aspergillus
terreus y Paecilomyces spp. han sido caracterizados por disminuir grandes canti-
dades de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en 31 dias utilizando bioaumen-
tacién en suelos (Dussan Garzon, y otros, 2009); recientemente bajo la misma
linea, el CIMIC ha probado la versatilidad de la bacteria Lysinibacillus sphaericus,
que ademads de ser un controlador biologico de dipteros y de tener propiedades
bioacumuladora de metales pesados, es capaz de biodegradar mezclas de hidro-
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carburos de forma rapida y muy eficiente (Hernandez-Santana & Dussan, 2018).
Por su parte, aunque utilizando metodologias similares, la UdeS han desarro-
llado estrategias de bioaumentacién de consorcios para degradacion de lodos
aceitosos provenientes de lavaderos de carros y del alcantarillado de la zona in-
dustrial de Bucaramanga. A diferencia del aporte uniandino, la bioaumentacion
se realizé por la introduccion de biopilas utilizando diferentes combinaciones de
bacterias (Acinetobacter, Bacillus brevis, Citrobacter, Enterobacter cloacae, Micro-
coccus, Nocardia y Pseudomonas) y hongos (Aspergillus, Fusarium y Trichodermay;
de esta experimentacion se lograron porcentajes de biorremediacion de hidro-
carburos totales de petréleo (TPH, por sus siglas en inglés) mayores del 80% en
120 dias de tratamiento (Vasquez, Guerrero Figueroa, & Quintero, 2010).

Los colorantes provenientes de la industria textil, aunque no son un producto o
residuo directo de la industria petrolera, si generan un impacto negativo impor-
tante en el ambiente, ya que estos compuestos son tipicamente hidrocarburos
con anillos arométicos; y es por esta razén, que son igualmente contemplados
en esta seccion. Chanagé Veray colaboradores (2012) han estudiado el potencial
degradador de aislamientos fungicos de habito saprofitico realizados en la Uni-
versidad Nacional de Colombia. De este estudio, se identificaron hongos de los
géneros Leptosphaerulina, Trichodermay Aspergillus que son capaces de decolo-
rar 3 tintes diferentes, posiblemente por la secrecién de lacasas, entre otras enzi-
mas. Hongos del género Pleurotus, asi como otros de pudricién blanca, han sido
ampliamente estudiados por su capacidad de producir lacasas y de degradar
complejos lignocelulésicos e hidrocarburos aromaticos. Este es el caso reporta-
do por investigadores de la Universidad Nacional de Colombia, que obtuvieron
porcentajes de degradacién superiores al 60% para tintes tipo azo y azul brillan-
te AB, siendo P. ostreatus 'y P. pulmonaris los méas promisorios para procesos de
biorremediacion, respectivamente (Rojas & Hormaza, 2016; Zuleta-Correa, Meri-
no-Restrepo, Jiménez-Correa, Hormaza-Anaguano, & Cardona-Gallo, 2016). En
una colaboracion entre investigadores de la PUJ, la Universidad de Caldas, la
Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia (UPTC), la UNC y la Univer-
sidad Antonio Narifio (UAN), se estudié la capacidad de los sobrenadantes del
cultivo de 2 hongos de pudricién de maderas (Ganoderma lucidum y Pleurotus
ostreatus) para decolorar dos colorantes altamente corrosivos. A pesar de que
no se obtuvieron porcentajes de degradacion superiores al 60%, el hallazgo fue
considerado de alta importancia ya que el verde de malaquita y el cristal violeta
(los tintes probados) son altamente estables y resistentes a la biodegradacién
(Morales-Alvarez, y otros, 2018).
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