SELECCION DE
MICROORGANISMOS
MESOFILOS
BIODESULFURIZADORES

A.MADERO G.*, L.1. MOGOLLON G.*, A. L. MORA. M. y L. F. OSORIO C.

Ecopetrol - Instituto Colombiano del Petrdleo, A.A. 4185 Bucaramanga, Santander, Colombia
e-mail: Imogollon@ecopetrol.com.co - e-mail: auramadero@hotmail.com

rdpidos y confiables para la seleccién de microorganismos. En este trabajo se presentan los resultados

correspondientes al proceso de seleccién de cepas meséfilas nativas de Colombia con utilidad po-
tencial para procesos de BDS. El criterio de seleccién de las cepas fue la deteccién cudlitativa y cuantitativa del
2-hidroxibifenilo (2-HBP), metabolito tipico de la ruta conservativa del azufre orgénico (ruta 4S), en los ensayos
bacterianos. Los microorganismos se cultivaron siguiendo dos metodologias diferentes, denominadas Ay B, y
se empled como sustrato el compuesto modelo dibenzotiofeno (DBT). La evaluacién cuantitativa de los me-
tabolitos generados en ambos casos se realizé mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Trece
cepas bacterianas, incluyendo el Rhodococcus rhodocrous (IGTS 8), se valoraron y compararon con los méto-
dos Ay B. En el metédo A, el indculo es expuesto al DBT desde el inicio del crecimiento. El metédo B consta
de dos etapas: (i) Perfodo de crecimiento bajo condiciones limitantes de azufre, (i) Perfodo de transformacién
en el cual el inéculo crecido es expuesto al sustrato orgdnico azufrado. El cultivo de aislamientos bacterianos
meséfilos, siguiendo la metodologia B, permitié inducir la expresién del metabolismo del azufre orgdnico y
valorar la capacidad desulfurizadora de cuatro cepas nativas. En los cultivos de estas bacterias se detectd, tanto
cualitativa como cuantitativamente, 2- hidroxibifenilo (2- HBP), producto del metabolismo del DBT.

E n el desarrollo de procesos de biodesulfurizacién de hidrocarburos (BDS) se requiere de métodos

The development of biodesulfurization ( BDS) processes for hydrocarbons requires fast and reliable methods
for the screening of microorganisms. This work shows the results of the screening process for indigenous
Colombian strains with a BDS potential capacity. The main criteria for the screening was the qualitative and
quantitative determination of 2-hydroxybiphenyl (2-HBP) as the typical metabolite of the 4S specific pathway.
Microorganisms were cultured by two methodologies, A and B, using DBT as the model compound. The
quantitative determination of metabolites was made by HPLC. Thirteen strains were evaluated, including the
strain Rhodococcus rhodocrous IGTS8, by methods A and B. In method A, the inoculum was exposed to DBT
since the beginning of the culture. Method B, employed two stages: (i) Growth period under limiting sulfur
conditions, (ii) Transforming period, in which the pre-grown inoculum was exposed fo the organic sulfur substrate.
The culture of mesophilic microorganisms isolated by method B, served to find a mechanism for the organic
sulfur metabolism, and the evaluation of the sulfur removal capability of five indigenous strains. In the cultures
of these strains, 2- hydroxybiphenyl (2-HBP) was detected as a byproduct of DBT metabolism, both qualitatively
and quantitatively.

Palabras clave: biodesulfurizacién, aerdbico, dibenzotiofeno, DBT, degradacién.

* A quien debe ser enviada la correspondencia
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INTRODUCCION

El azufre organico presente en los combustibles f6-
siles esta directamente relacionado con la corrosion de
tuberias, bombas y equipos de refineria y con el dafio
prematuro de la maquinaria de combustion. Ademas,
el azufre es la causa de envenenamiento de muchos
catalizadores empleados en la industria de la refinacion
del petroleo. Por otra parte, la emision atmosférica de
productos azufrados, como el dioxido de azufre, duran-
te la precombustion y combustion tiende a formar depo-
sitos acidos, conocidos como lluvia acida, la cual causa
deterioro sobre ecosistemas acuaticos, forestales y
agricolas, (Monticello, 1993).

El azufre es el tercer elemento en abundancia en el
petréleo y su concentracion relativa en las fracciones
del crudo se incrementa en el orden: saturados < aroma-
ticos < resinas < asfaltenos (Hartdegen et al., 1984).

Actualmente en las refinerias se trata el petroleo
para disminuir el contenido de azufre por medios fisi-
coquimicos, como la hidrodesulfurizacion. Sin embar-
go, existen algunas formas organicas que son dificiles
y costosas de eliminar por esta via. Una alternativa es
la utilizacion de microorganismos con capacidad de re-
mover selectivamente el azufre de los combustibles sin
modificar su poder calorifico, tal es el caso de Rhodo-
coccus rhodochrous 1GTS 8 (Kilbane, 1990).

Idealmente los microorganismos con capacidad
biodesulfurizadora podrian atacar el azufre presente en
los hidrocarburos sin alterar el esqueleto carbonado o
afectar otros componentes valiosos del crudo o del
carbon (Shennan, 1996). De esta forma el desarrollo
en el area de la biodesulfurizacion tiene como objetivo
prioritario identificar y caracterizar biocatalizadores
adecuados para remover, a escala industrial, el azufre
organico presente en los combustibles fosiles, (Yamada
et al., 1968; Kayser et al., 1993; Monticello, 1993;
Monticello, 1994; Shennan, 1996; Ozbas et al., 1996).

Empleando como compuesto modelo el dibenzotio-
feno y sus derivados, algunos investigadores han repor-
tado el hallazgo de microorganismos con capacidad para
remover selectivamente el azufre de los combustibles
sin modificar su poder calorifico, liberando los atomos
de azufre como sulfato en procesos aerobicos o sul-
furo de hidrogeno en procesos anaerobicos (Crawford
and Gupta, 1990; Kilbane IT and Jackowski, 1992; Wang
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and Krawiec, 1994; Ohshiro ef al., 1995).

Hasta ¢l momento se han reportado tres rutas para
la biodegradacion de DBT: (i) Ruta anillo-destructiva,
en la que un anillo del DBT es destruido produciendo
un compuesto hidrolizado, pero el azufre permanece.
(i1) Ruta destructiva, en la que el DBT es transforma-
do a dioxido de carbono, sulfito y agua. (iii) Ruta deno-
minada azufre especifica o ruta 4S. En este caso el
azufre presente en el DBT se remueve como sulfato y
se genera el 2-hidroxibifenilo (2-HBP) (Ohshiro et
al., 1995). Algunos de los intermediarios metabolicos
en esta ruta son el 5-6xido de dibenzotiofeno o sulfona
de dibenzotiofeno (DBT-SO,) y el 5,5-dioxido de
dibenzotiofeno o sulfoxido de dibenzotiofeno (DBT-SO),
(Oldfield et al., 1997). La Figura 1 ilustra la ruta azu-
fre especifica 6 4S.
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Figura 1. Biotransformacién del DBT.
Via metabdlica, azufre especifica 6 4S.

Soélo las cepas que siguen la segunda y la tercera
ruta podrian ser aplicadas en los procesos de desulfu-
rizacion microbiana porque liberan el azufre de los ani-
llos bencénicos. Entre las cepas reportadas como azu-
fre especificas se tienen Rhodococcus rhodochrous
(IGT8), Rhodococcus KUCC 8801, Rhodococcus
erythropolis D-1 v Rhodococcus erythropolis H-2,
Desulfovibrio desulfuricans Mb, Cunninghamella
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elegans y Corynebacterium sp. strain SYI, entre otras
(Crawford and Gupta, 1990; Kim et al., 1990; Sorkhoh
et al., 1990; Kilbane II and Jackowski, 1992; Omori
etal., 1992; Olson et al., 1993; Gallagher et al., 1993;
Izumi et al., 1994; Ohshiro er al., 1995.). Los estudios
muestran que, en los procesos de desulfurizacion em-
pleando la cepa Rhodococcus rhodochrous, el 2-HBP,
se genera durante la fase estacionaria (Gallagher er al.,
1993; Ohshiro et al., 1995).

Existen varios métodos reportados para la evalua-
cion de microorganismos con utilidad potencial en pro-
cesos de BDS: (i) Prueba de biodisponibilidad, median-
te la cual se evalua el metabolismo microbiano ante
fuentes organicas e inorganicas azufradas, con la pre-
sencia o ausencia de la fuente de carbono (Kilbane I1
and Woodstock II1., 1991ay 1991b). (i) Fluorescencia
en placa, metodologia en la cual se detecta la fluores-
cencia azul como resultado de la produccion de 2-HBP
(Krawiec, 1990). (iii) Cultivos microbioldgicos en los
que se evaltan analiticamente los metabolitos (Yamada
et al., 1968; Kodama et al., 1970; Kodama et al.,
1973).

En este trabajo se aplicaron los métodos (i) y (iii)
como criterio de evaluacion cualitativa y cuantitativa
de los metabolitos tipicos de la ruta de biodesulfurizacion
4S. La evaluacion cualitativa corresponde a la detec-
cion de la fluorescencia generada por el metabolito 2-
HBP en cultivos en placa. Los cultivos microbianos se
prepararon siguiendo las metodologias denominadas A
y B. Enel primer caso existe una exposicion al sustrato
organico azufrado DBT, desde el momento de la ino-
culacion (Yamada ef al., 1968 ), mientras que en el se-
gundo se da un precrecimiento de las células en condi-
ciones limitantes de azufre, con posterior exposicion al
compuesto modelo. El método B, implementado en el
laboratorio de Biotecnologia del ICP, se fundamenta
en las condiciones de estrés microbiano, en los cuales
se aumenta la capacidad de las cepas para metabolizar
azufre organico y se induce la ruta metabolica 4S. De
esta manera es posible detectar y seleccionar microor-
ganismos biodesulfurizadores que, al ser evaluados por
otras técnicas de seleccion, serian descartados. Los
metabolitos generados en ambos casos se cuantifica-
ron mediante la técnica de HPLC y se emplearon como
criterio para determinar la capacidad desulfurizadora
de las bacterias y sus condiciones de cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Medio de cultivo

Los microorganismos se cultivaron en el medio basal
de sales descrito en la Tabla 1, denominado “Medio
Basal Salino ICP”, una modificacion del reportado por
Kilbane and Biclaga en 1990, debido a que, en previos
ensayos, con esta formulacion se presentd mayor cre-
cimiento de la poblacion microbiana.

La capacidad desulfurizadora que presentan las
cepas bacterianas nativas se evaluoé empleando el DBT
como molécula patron. Este se adiciono solubilizado
en etanol (1% v/v) hasta obtener una concentracion
final de 10 g'm-3 en el medio de cultivo.

Microorganismos

Los microorganismos nativos evaluados en el en-
sayo de biodesulfurizacion se aislaron previamente en
el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto Colom-
biano del Petroleo a partir de fuentes naturales y deri-
vados del petréleo, mediante enriquecimiento y aisla-
miento directo. El medio descrito en la Tabla 1 se com-
pleto con glutamato (5-103 g-m-3), con ¢l fin de au-
mentar la potencia de la fuente de carbono, con 0,5 g
de sulfato de potasio (K,SO,4) como fuente inorganica
de azufre. Los microorganismos se adicionaron al medio
en una concentraciéon del 10% v/v y se incubaron en
agitacion (150 rpm) a 303 K por tres dias. Después de
tres pases sucesivos en las condiciones descritas se
cambid la fuente azufrada por DBT en una concentra-

Tabla 1. Medio basal salino ICP

Componente Concentracién
Glicerol 5% (p/)
Glucosa 5x10° gm”
Na,HPO, 1x10° gm
KH,PO, 5107 grm®

NH,CI 1x10° gm”
NaNO, x10° gm?
MgCly-4 H2, 1,310 g'm”®
FeCly6 H2,, 1,310 gm®
CaCl,-6 H2, 1,3x10" gm®
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cion final de 20 g'm-3. Las 13 cepas aisladas, denomi-
nadas BDS 1, BDS 3, BDS 10, BDS 11, BDS 12, BDS
27,BDS 28, BDS 29, BDS 30, BDS 31, BDS 32, BDS
33, y BDS 34, se caracterizaron mediante tincion de
gram, como cocobacilos gram negativos y bacilos gram
positivos. Ademas se incluyo como control positivo la
cepa Rhodococcus rhodochrous 1IGTS8, provenien-
te del cultivo de coleccion de la ATTC. No. 53968, la
cual metaboliza ¢l DBT siguiendo la ruta 4S (Patel
etal., 1997).

Evaluacion de la capacidad biodesulfurizadora

La capacidad que presentan las cepas nativas para
metabolizar DBT se determiné en cultivos solidos y
liquidos mediante la técnica cualitativa de fluorescen-
cia en placa y la técnica cuantitativa de cromatografia
liquida de alta eficiencia, respectivamente. Todos los
ensayos se realizaron por duplicado.

Fluorescencia en placa

Los microorganismos se sembraron por agotamien-
to en medio solido, constituido por las sales descritas
en la Tabla 1, solidificado con agar al 1,5 %. Una vez
logrado el crecimiento microbiano se realizaron tres as-
persiones consecutivas de una solucion de 1.000 g-m-3
de DBT en éter dictilico. Las placas se incubaron a
303 K, durante ocho dias. Transcurrido este periodo de
tiempo las placas se irradiaron con luz ultravioleta em-
pleando un trasluminador Fotodyne operado a 260 nM.
El analisis se realizo con base en la fluorescencia emi-
tida por el 2-HBP, generado durante la biotransfor-
macion del DBT. Como controles positivos se utiliza-
ron placas del mismo medio, suplementadas con 25, 50
y 100 g'm-3 de 2-HBP. Todos los ensayos se realiza-
ron por triplicado y como control negativo se utilizo el
medio de cultivo sin inocular.

Cultives liquidos

Los cultivos bacterianos se prepararon mediante las
metodologias denominadas A y B, ilustradas en la Fi-
gura 2. En cada caso los sobrenadantes fueron ex-
tractados y analizados mediante cromatografia liquida
de alta eficiencia.

Metodologia A

Fase I . Se prepararon preindculos de cada uno de

96

PREINOCULO
METODO A METODO B
‘ \
Adicién del DBT al medio Medio salino con
salino con microorganismos microorganismos
‘ I
72 horas 72 hn;ras
303 K, 150 rpm 3038 K, 150 rpm
INOCULO

Se transfiere al 10% v/v a
medio salino fresco medio salino. Recuento
con DBT microbiano inicial.
] Incubacion:
Recuento microbiano 7 dias, 303 K ,150 rpm

Adicion del DBT al

inicial. Incubacion I

7 dias, 303 K 150 rpm
T Andlisis guimico

Recuento microbiano final

Andlisis guimico

Recuento microbiano final

Figura 2. Esquema comparativo de las metodologias Ay B
empleadas para el cultivo de cepas meséfilas

los microorganismos por evaluar. Para esto, una colo-
nia proveniente de medio solido (agar nutritivo) se adi-
ciono a un tubo de ensayo de 15-10-6 m3 que contenia
1,98-10-6 m3 del medio salino descrito en la Tabla 1 y
2-10-3 m3 de una solucion concentrada (1.000 g'm-3) de
DBT en etanol. Cada tubo se incubd con agitacion ver-
tical (150 rpm) a 303 K durante 72 h.

Fase II. El preinoculo de la Fase I se mezclo con
medio de cultivo fresco en una concentracion del 10 %
v/v, hasta alcanzar un volumen final de 1-:10-5 m3. Los
cultivos resultantes se incubaron en las mismas con-
diciones de la preincubacion durante siete dias. Los
metabolitos generados en el proceso de biotransfor-
macion se analizaron mediante HPLC y la poblacion
microbiana se cuantifico al inicio y al final del experi-
mento. Para cada experimento de biodegradacion se
preparo un control negativo, al que no se adicionaron
microorganismos y, como control positivo, se realizo el
ensayo con la cepa Rhodococcus rhodochrous IGTSS.

Metodologia B

Fase 1. En tubos de ensayo de 15-10-6 m3 se adi-
cionaron 9-10-6 m3 del medio de cultivo descrito en la
Tabla 1. En cada tubo se adiciond una colonia del mi-
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croorganismo por evaluar, proveniente de un cultivo en
medio solido (agar nutritivo). Estos tubos se incubaron
con agitacion vertical (150 rpm) a 303 K durante 72 h.

Fase I1. Transcurrido este periodo de preincubacion,
a cada tubo se le adiciono 0,1-10-6 m3 de una solucion
concentrada (1.000 g'nm-3) de DBT en etanol y 0,9-10-6
m3 de medio salino, con el fin de alcanzar una concen-
tracion final de 10 grm-3 DBT en la reaccion. Después
de adicionar el sustrato azufrado se continué con ¢l
proceso de incubacion durante siete dias, en idénticas
condiciones de la preincubacion.

En ambos procedimientos la poblacion microbiana
inicial se cuantifico al adicionar el DBT al medio de
reaccion. Es decir, al finalizar el primer periodo de
incubacion (Fase I) y la poblacion microbiana final, se
determino al finalizar el periodo de biotransformacion
(Fase II) (Figura 2). La capacidad desulfurizadora de
las cepas se determind con base en el analisis cualita-
tivo y cuantitativo de los metabolitos organicos tipicos
de la ruta 4S, generados durante el proceso microbiano
y evaluados mediante cromatografia liquida de alta efi-
ciencia. Todos los ensayos de biodesulfurizacion se
realizaron por duplicado. Se incluyeron cuatro contro-
les negativos preparados y procesados siguiendo el pro-
tocolo descrito anteriormente, excluyendo la adicion de
cclulas microbianas. Ademas se incluyo un control po-
sitivo usando la cepa Rhodococcus rhodochrous
IGTS8, la cual sigue la ruta metabolica 4S (Pate et al.,
1997).

Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano se cuantifico mediante
la técnica de recuento estandar en placa, utilizando agar
nutritivo.

Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Después de la incubacion, los cultivos se acidificaron
con acido clorhidrico 0,1 N a pH < 2 y se extrajeron,
con 3-10-6 m3 de n-hexano, tres veces consecutivas.
La fracciones organicas se unieron y concentraron bajo
corriente de nitrogeno hasta un volumen de 1-10-6 m3.
La identificacion y cuantificacion de los metabolitos ge-
nerados durante el proceso se realizé mediante croma-
tografia liquida de alta eficiencia. 5-10-10 m3 del extrac-
to organico se inyectaron a un cromatografo liquido
Hewlett-Packard (HP) 1090 equipado con un detector
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de luz ultravioleta (254 nm) y un sistema computari-
zado de datos (SCD). Para la separacion de los meta-
bolitos se utilizo una columna capilar de silica fundida
con fases reversas de polimetilsiloxano (HF-5-C18,
Perkin Elmer) de 0.25 mx4.6:10-3 m1.D.x 0,5 um de
espesor de pelicula interna. Como eluente se empleo
una mezcla de agua y acetonitrilo, en relacion 70:30,
con gradiente de acetonitrilo hasta 100 y un flujo de
1:10-6 m3-min-1.

La identificacion de los componentes presentes en
la muestra se realizé con base en sus tiempos de reten-
cién relativos a una sustancia patron: 2-hidroxibifenilo
(2-HBP), bifenilo (BP) y sulfona de dibenzotiofeno
(DBTSO,). Para el analisis cuantitativo de las mues-
tras se empleo ¢l método de estandar externo, con cur-
vas de calibracion para los patrones en ¢l rango de 0 -
100 g'm-3

RESULTADOS Y DISCUSION

De las trece cepas evaluadas mediante cultivos en
placa, solo las cepas BDS1, BDS 3, BDS 10, BDS 11 y
BDS 12 emitieron fluorescencia bajo la radiacion ul-
travioleta, indicativo de la generacion de 2-HBP. Sin
embargo, estos resultados no fueron repetitivos para
las tres réplicas evaluadas y se corroboraron unica-
mente en los cultivos liquidos preparados utilizando la
metodologia B, en los cuales se detectd y cuantifico,
mediante HPLC, el 2-HBP (Tabla 2). Este comporta-
miento sugiere que los microorganismos en fases tar-
dias de crecimiento y bajo condiciones de estrés, debi-
do a la baja concentracion de azufre en el medio, meta-
bolizan el DBT generando 2-HBP, metabolito tipico de
la ruta 4S. Los resultados analiticos obtenidos para
cada una de las cepas cultivadas mediante las metodo-
logias A y B y evaluadas mediante HPLC se registran
en la Tabla 2.

La cepa utilizada como control positivo, Rhodo-
coccus rhodochrous 1GTS8, afectada por transfor-
maciones genéticas y con capacidad para metabolizar
azufre, generd una concentracion de 2-HBP mas alta
cuando se cultivo siguiendo la metodologia B (Tabla
2). Esto indica que la metodologia propuesta en el la-
boratorio de Biotecnologia del ICP puede ser mas apro-
piada para evaluar microorganismos biodesulfuriza-
dores dado que, bajo estas condiciones, las bacterias
generan mayores concentraciones de 2-HBP, lo que
permite seleccionar aun aquellas cepas que tienen baja
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Tabla 2. Concentracién de metabolitos orgdnicos detectados en los cultivos celulares, preparados
mediante las metodologias A y B

Concentracion, g.m™®
Cepas Microbiologia B Microbiologia A
2-HBP DBT-SO, HBP DBTSO,

BDSH1 1.90=3.5E-0 n.d. n.d. n.d.
BDS 3 0.61=1.1E-01 n.d n.d. n.d.
BDS 10 0.06+4.2E-02 n.d. n.d. n.d.
BDS 11 0.11+3.5E-02 n.d. n.d. n.d.
BDS 12 0.05%1.45E-02 n.d. n.d. n.d.
BDS 27 n.d. n.d n.d n.d.
BDS 28 n.d n.d n.d. n.d.
BDS 29 n.d. n.d n.d. n.d.
BDS 30 n.d. n.d n.d n.d.
BDS 31 n.d n.d n.d. n.d.
BDS 32 n.d n.d. n.d. n.d.
BDS 33 n.d. n.d nd n.d.
BDS 34 nd n.d n.d. n.d.
IGTS8 3.22+2,09E+00 n.d. 0.57+6.36E-01 n.d.
C1 n.d. n.a n.d. n.d.
C1 N.d N.d. N.d. N.d.
(072 n.d. n.d. n.d. n.d.
C4 n.d. N.d. n.d. n.d.

n.d.: no detectado. Todos los datos corresponden al promedio de dos mediciones

capacidad para biotransformar ¢l DBT y que poste-
riormente podrian ser mejoradas mediante ingenieria
genética.

Ninguno de los cultivos celulares preparados me-
diante las dos metodologias mostréo cambios pobla-
cionales significativos (datos no tabulados), ni la gene-
racion de DBT-SO,.

CONCLUSIONES
Los cultivos microbianos mesofilos, evaluados me-
diante la metodologia B, permitieron inducir la ex-

presion del metabolismo del azufre organico en las
cepas bacterianas. De esta forma se detectaron y
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seleccionaron como biodesulfurizadoras cinco ce-
pas nativas, que no mostraron capacidad para meta-
bolizar el DBT al ser cultivadas mediante la metodo-
logia A. Las cepas denominadas BDS 1, BDS 3,
BDS 10, BDS 11 y BDS 12 biotransformaron el
DBT generando 2- HBP, metabolito tipico de la ruta
48, lo que permite suponer que podrian ser utiliza-
das en procesos de biorrefinacion, sin alterar el po-
der calorifico del crudo.

Las cepas nativas aisladas y seleccionadas en el
laboratorio de Biotecnologia del ICP, a partir de cul-
tivos preparados siguiendo la metodologia B, son
promisorias en la busqueda de un biocatalizador para
remover el azufre organico presente en el petroleo,
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y podrian ser transformadas genéticamente a fin de
incrementar su capacidad biodesulfurizadora.

De estos ensayos se concluye que la metodologia
B, propuesta en el laboratorio de Biotecnologia del
ICP para el cultivo microbiano de cepas mesofilas,
juega un papel muy importante en ¢l proceso de
seleccion de cepas desulfurizadoras, permitiendo
detectar cepas que bajo las condiciones de cultivo
propuestas en la metodologia A no muestran capa-
cidad de BDS.
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