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INTRODUCCION

La biorremediacion o remediacion ambiental es un tema de amplio interés en los
ultimos afios a nivel mundial y de relevancia estratégica, particularmente en la
Argentina, dado el interés en desarrollar procesos ambientalmente sustentables y poco
contaminantes del medioambiente. Esta tecnologia ambiental es considerada segura,
eficiente y econdmica.

En la region Santa Fe, si bien no hay grandes industrias o plantas petroquimicas,
existen numerosos puestos, estaciones de servicio y centros de abastecimiento rurales
o urbanos, donde el combustible es llevado y cargado.

Por otro lado, en la regién Santa Fe, se estan desarrollando diversos emprendimientos
energéticos a partir de la produccion de biocombustibles, principalmente el biodiésel.
Teniendo en cuenta que, desde 2013, es obligatoria la adicion de biodiésel a los
combustibles de consumo interno (hasta un 12% del total desde Abril de 2016), es
fundamental tener un conocimiento relacionado con el comportamiento de las mezclas
de diésel y biodiésel ante un eventual derrame y contaminacion de las zonas
productivas. En la actualidad, Santa Fe concentra el 80 % de la capacidad argentina
instalada para producir biocombustibles, representando 2,4 millones de toneladas
anuales (Chidiak et al., 2012; Informe del Gobierno de la Provincia de Santa Fe, 2014).
Del total de lo producido, el 67% es exportado a través de los puertos de las ciudades
de Santa Fe y Rosario. Esto es debido a que la economia provincial esta basada en la
agroindustria, donde la cosecha y transporte de granos implican una alta demanda de
energia por parte de camiones, cosechadoras y tractores involucrados. De esta forma,
cualquier falla en los sistemas de alimentacién de combustible de las cosechadoras
ocasionaria graves trastornos, dado lo limitado del parque de maquinas disponible y la
acumulacién y superposicién de trabajo que ocurre en los periodos de siembra y de
recoleccion.

Por lo tanto, el combustible diésel es un elemento fundamental en la agricultura actual,
dado que la moviliza y tiene una gran importancia en los costos de produccion
(alrededor del 27 % de los costos totales de implantacién y mantenimiento de los
cultivos), donde su disponibilidad en el campo se ha tornado en un insumo estratégico.
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Lamentablemente, en numerosos establecimientos aun no se llevan adecuados
controles y manejos del combustible, produciéndose derrames por fallas mecéanicas o
humanas que van afectando paulatinamente mas zonas productivas, debiéndose por
tanto pensar en su recupero. De esta forma, el seguimiento, andlisis y tratamiento de
estas zonas contaminadas también surge como una alternativa de especial interés en
la regién. Por lo tanto, es necesario estudiar y desarrollar el conocimiento en cuanto a
las zonas productivas contaminadas con diésel, biodiésel y sus mezclas, de manera
de poder aplicar procesos de saneamiento y biorremediacién adecuados que permitan
resolver los dafios causados por las pérdidas o el mal manejo de los combustibles.
Asimismo, se incrementara el conocimiento de las zonas contaminadas de modo de
poder realizar el seguimiento y control de los diferentes pardmetros y puntos clave de
dicho proceso de modo de evitar y minimizar futuras contaminaciones.

Por lo tanto, en la presente investigacion se propuso estudiar diferentes
microorganismos aislados de suelos de la region Santa Fe contaminados con
diferentes hidrocarburos (principalmente diésel y naftas) tanto en sus capacidades
degradativas como de produccién de sustancias tensoactivas de forma de seleccionar
aquellas mejores a ser empleadas, individualmente o combinadas en consorcios
definidos, en estudios de biorremediacion ex situ por bioaumentacion de suelos
productivos contaminados en los que se suelen desarrollar actividades agricolas.

METODOLOGIA
Seleccién de los emplazamientos y toma de muestra

Se seleccionaron los emplazamientos potencialmente contaminados en la ciudad de
Santa Fe. Para ello se eligieron varios sitios de expendio y descarga de combustibles y
se tomaron muestras de tierra con signos evidentes de estar contaminada con naftas,
aceites o grasas hidrocarbonadas. Se recolectaron muestras superficiales con
espatulas y de media profundidad (hasta 20 cm) empleando un barreno extractor.

De esta forma se recolectaron 6 muestras de diferentes lugares, las que se
almacenaron en heladera, a 4°C.

Determinacién de hidrocarburos totales del petréleo (TPH)

Se empled un protocolo general de extraccién (Método EPA 418.1, 1978; método EPA
3540C, 1996; Norma IRAM 29550, 2003) de los hidrocarburos de muestras de tierra.
Para lograr esto, se disolvieron 5 gr de cada muestra de tierra en 150 ml de agua
destilada y se dejaron en agitaciéon por 24 h a 250 rpm a 30 °C y usando una solucion
1 M de NacCl.

Luego de la incubacion, las muestras fueron dejadas reposar por 24 h, procediéndose
luego a la extraccion liquido-liquido con una mezcla 1:1 de n-hexano-diclorometano
(1:1, 100 ml). Luego, la fase organica fue recuperada mediante filtracion en papel,
secada con sulfato de sodio para secar y trasvasada a un Erlenmeyer previamente
tarado. El mismo fue colocado en estufa a 50°C por 48 h para eliminar los solventes de
extraccion.

Asimismo, una muestra no evaporada (5 ml) se almacené en tubos estériles para el
andlisis de concentracion e identificacion de compuestos por GC-MS.

A continuacién, se coloco el matraz de Erlenmeyer en un desecador hasta lograr la
temperatura ambiente y luego se pes6. La masa de hidrocarburos extraidos por gramo
de suelo se calculé en forma gravimétrica empleando la Eq 1:
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. mg MR
Hidrocarburos recuperados con n — hexano ( ) =—
g suelo MS

1)

MR: Masa residual de hidrocarburos obtenidos del suelo luego de la extraccion (en

mg)
MS: masa de suelo utilizada (en g)

Aislamiento de cepas bacterianas aerofilas

Para el aislamiento de las bacterias degradadoras se emple6 el método de
enriguecimiento por cultivos sucesivos en fase liquida, de acuerdo a lo propuesto por
Bento et al. (2005), con algunas modificaciones. Se utiliz6 el medio BH suplementado
con diferentes concentraciones de diésel comercial, 2% (m/v) de NaCl y 0.1% (v/v) de
la solucién de micronutrientes compuesta por: EDTA (2.5), ZnSO,; 7H,O (10.95),
FeSO, 7H,0O (5), MnSO, H,O (1.54), CuSO, 5H,0 (0.39), Co(NOs3), 6H,O (0.25) y
Na,B,0; 10H,0 (0.17).

Los cultivos iniciales se prepararon adicionando 10 g de cada muestra de suelo a 250
ml de medio BH suplementado con diésel al 1% (v/v), e incubando durante 7 dias a
30°C con agitacién ocasional. A partir de los mismos se realiz6 una resiembra al 3%
(v/v) en matraces de Erlenmeyer en iguales condiciones de cultivo, empleando 300 ml
de medio BH e incubando durante una semana, procediendo luego a efectuar los
primeros aislamientos en placas de Petri con Agar Nutritivo. Seguidamente se efectud
un enriguecimiento adicional a partir de los cultivos enriquecidos anteriores,
empleando una concentracion final de hidrocarburo del 2% (v/v). Este procedimiento
fue repetido hasta lograr llegar a una concentracion del 5% (v/v), de modo de adaptar
a los microorganismos a cantidades crecientes del hidrocarburo en estudio (Simonetto
Colla et al., 2013).

Luego de efectuar el segundo enriquecimiento en medio BH adicionado con la fuente
de carbono, se procedié a aislar las bacterias a partir de la totalidad de los cultivos
realizados. Para ello se emplearon dos medios agarizados diferentes: Agar Nutritivo y
un medio ecolbgico [BH agarizado con agregado de NaCl a una concentracién de 2%
(m/v) y diésel]. El diésel se coloco sélo en la superficie de la placa de Petri, empleando
un volumen de 0,5 ml y esparciéndolo homogéneamente por toda la superficie con
ayuda de una espatula de Digraslky estéril, y dejando luego descansar la placa hasta
lograr una relativa absorcién. En todos los aislamientos se aplico el método de
diluciones sucesivas y siembra en placas de Petri.

La composicién del medio BH, en g L™, se indica a continuacién: KH,PO, (1.0 g),
K,HPO, (1.0 g), NH4;NO; (1.0 g), MgSO, 7H,0 (0.2 g), FeCl; (0.05 g), CaCl, 2H,0
(0.02 g); llevado a pH 7.0.

Conservacion de las cepas bacterianas

Los microorganismos aislados como colonias libres de contaminantes controlados
mediante microscopia Optica por contrastes de fases y tincion de Gram, fueron
conservados en placas de Petri y en crioviales con el medio distribuido en picos de
flauta, a 4°C y a -80°C, empleando la técnica descripta por Manzo et al. (2013).

Identificacion bioquimicay genética de los aislados bacterianos
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La identificacion inicial de los aislados se realiz6 mediante pruebas bioquimicas,
siguiendo la metodologia aconsejada por MacFaddin (2003). Luego, los resultados
obtenidos en esos ensayos bioquimicos se utilizaron para aplicar las claves
taxondmicas propuestas por el volumen 3 y 5 del Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology (De Vos et al., 2009; Whitman et al., 2012).

Para la identificacion preliminar de todas las bacterias aisladas se efectuaron las
siguientes pruebas bioquimicas: observacion macroscépica de las colonias aisladas en
Caldo Nutritivo (Biokar) y en medio ecoldgico; andlisis microscépico empleando un
microscopio de contraste de fases; tincion simple y Gram; prueba de la oxidasa;
prueba de la catalasa; prueba O/F con D-glucosa, D-sacarosa, con y sin peptona
bacteriologica (Difco), a 25 y 37°C por 24-96 h; crecimiento a 0.5, 5, 10, 15, 18 y 20%
NaCl por 24-96 h a 30°C; crecimiento en medios selectivos (Agar Cetrimida, Caldo
Lauril Sulfato).

La identificacion de los géneros bacterianos a los que pertenecen los aislados con
mayor capacidad degradadora de hidrocarburos, se realiz6 en forma genética,
utilizando la técnica del secuenciamiento parcial de las regiones variables del gen 16S
rRNA, particularmente la regién V1.

Evaluacién de la eficiencia extractiva de hidrocarburos con diferentes solventes

Para analizar qué solvente o mezcla de ellos es méas eficiente en cuanto a su
capacidad extractiva del diésel y mezclas, el Eurodiésel comercial se sometié a
extracciones liquido-liquido con el mismo volumen inicial (100 ml) de diversos
solventes. Seguidamente, se utilizé la misma técnica informada previamente para el
estudio de la capacidad degradativa, aunque las preparaciones [240 ml de agua
destilada y 4% (v/v) de diésel] no fueron inoculadas con microorganismos.

Los solventes utilizados fueron: n-hexano, diclorometano, cloroformo:acetona (50:50),
cloroformo:acetato de etilo (50:50), cloroformo:éter sulfdrico (50:50), éter sulfarico,
metanol:acetona (50:50), metanol, cloroformo.

La eficiencia de extraccion se calculé mediante la Eq 2:

EFo% = MR 100
T MT
(2)

MR: Masa residual de diésel luego de la extraccion
MT: Masa total de diésel introducida

Ademas, se tomd una muestra (5 ml) para cada extraccion liquido-liquido realizada y
se almacené en tubos estériles para el andlisis de concentracion e identificaciéon de
compuestos por GC-MS.

Biodegradacién in vitro de hidrocarburos

Para efectuar las biodegradaciones, se inoculé cada aislado bacteriano en matraces
de Erlenmeyer con 240 ml de medio BH salino suplementado con micronutrientes. A
cada matraz se le agreg6 un 4% (v/v) de diésel y un 3% (v/v) de in6culo bacteriano
(volumen final: 250 ml). Los mismos se incubaron a 28-30°C durante 14 dias, con
agitacion orbital a 200 rpm.

A continuacion, empleando el protocolo descripto por Ben Ayed et al. (2015), la
extraccion del diésel se realizé de la siguiente manera: se coloco el sobrenadante libre
de células en una ampolla de decantacion y se efectuaron tres extracciones liquido-
liquido discontinuas con n-hexano (Cicarrelli, BA, Argentina), empleando un volumen



Fundacion

XX Encuentro de Jovenes Investigadores
" Nuevo Banco de Santa Fe de la Universidad Nacional del Litoral

18y 19 de Octubre de 2016

de 50 ml cada vez (100-150 ml). Seguidamente se recolecto la fase acuosa y se
almacend en un frasco limpio antes de ser llevada a -20°C para el andlisis de sus
propiedades tensoactivas. Paralelamente, se recolect6 la fase organica y la interfase
formada por producto de la emulsién entre el diésel y el biosurfactante producido.
Dicha fase organica se sec6 (eliminacion del agua residual) agregando suficiente
cantidad de sulfato de sodio anhidro (Cicarelli, BA, Argentina) y trasvasandola luego a
un Erlenmeyer limpio y previamente tarado. Las sales de secado también se
almacenaron para estudiar la presencia de biosurfactantes en la interfase formada
durante la biodegradacion in vitro del diésel/biodiésel. En forma simultdnea, una
alicuota de 5 ml de cada extracto hexanico se almacend en un tubo estéril para su
posterior andlisis por GC-FID y GC-MS. El extracto remanente se cubrid con un film al
que se le efectuaron varios orificios y se lo colocé en estufa a 45-50°C durante 72 h,
de manera de evaporar totalmente el n-hexano empleado y recuperar el aceite de
diésel/biodiésel remanente y parcialmente degradado (se debe tener en cuenta que el
punto de inflamacién del Eurodiésel 500 es de 60°C).

Finalmente, luego de pesar los extractos remanentes evaporados, se llevé a cabo la
esterilizacion de los mismos con filtros para jeringas Minisart (Sartorius, Gotinga,
Alemania) de 0.45 um y se almacenaron en tubos estériles hasta su posterior analisis
por GC-FID y GC-MS.

Todos los ensayos de biodegradacion fueron realizados por duplicado para cada
aislado bacteriano utilizando un control no inoculado en cada tanda de experiencias.

Determinacion de la biodegradacion del diésel comercial por métodos
gravimétricos

El nivel de degradacion de Eurodiésel 500 provocado por cada microorganismo en
estudio se determind utilizando el método de andlisis gravimétrico propuesto por Ben
Ayed et al. (2015). El porcentaje de biodegradacion de hidrocarburos (DH%) se
calculé mediante la Eq 3:

DHY% = MC_—MM x 100
% MC

®3)

MM: Masa de diésel residual en la muestra ensayo
MC: Masa de diésel residual en el control abiético

Biodegradacion de los hidrocarburos e identificacién de los componentes
principales del combustible mediante GC-FID Y GC-MS

El biodiésel de aceite de soja, el diésel fésil, sus mezclas correspondientes y las
muestras degradadas, se analizaron empleando un cromatégrafo de gases (modelo
Clarus 600, Perkin Elmer) acoplado a un detector de espectrometria de masas, con
una ionizacién por impacto electrénico y analizador de masas tipo cuadrupolo con
trampa de iones (modelo Clarus 600T, Perkin Elmer).

Cada muestra fue corrida en el cromatografo por duplicado y a su vez, se obtuvieron y
analizaron dos muestras por ensayo de degradacion. El resultado logrado es el
promedio intermuestra de dichas medidas.

Produccion, extraccion y caracterizacion de los biosurfactantes

Los primeros ensayos se realizaron con el sobrenadante salino obtenido de las
extracciones con n-hexano, ya que se intuia que los biosurfactantes se encontraban
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disueltos en el mismo. Sin embargo, al obtener resultados bajos o negativos se llegd a
la conclusion de que los mismos se encontraban en la interfase (la cual era observable
a simple vista) manteniéndose muy unidos (emulsion fuerte) al diésel, por lo que se
recolectaban en la fase organica (n-hexanica) durante la extraccion. El proceso de
secado con sal separd dicha interfase, permitiendo recolectar el biosurfactante
producido mediante redisolucion de la sal de secado en 100 ml de agua destilada
estéril.

Con este procedimiento fue posible recuperar la interfase de la preparacion compuesta
principalmente por el biosurfactante. Dicha recuperacion se realizé tanto en forma
mecanica, empleando pipeta automatica, como por flotacion. A los biosurfactantes
recuperados se les determinaron luego sus propiedades emulsificantes y tensoactivas.

Determinacion del indice de emulsificacion (E24)

El protocolo de trabajo se llevd a cabo segun la técnica descripta por Alvarez et al.
(2015), con modificaciones. En tubos de ensayo se depositaron 800 pl de agua
destilada, 1 ml de diésel y 200 pl de la suspension del biosurfactante. Luego se
agitaron en vortex a su maxima velocidad durante 2 minutos, dejandolos reposar por
24 h en la heladera.

El indice de emulsificacién se calculé mediante la Eq 4:

E24 HE 100
=—x
HT

4)
HE: Altura de emulsién (cm)
HT: Altura total de la mezcla (cm)
Los controles de surfactantes comerciales (Tween 80, Tritdn-X-100, SDS, Bromuro de
cetiltrimetilamonio y detergente comercial) se ensayaron en una concentracién de 5
mg/ml.

Test de desplazamiento del aceite

El protocolo de trabajo se llevd a cabo segun la técnica descripta por Ben Ayed et al.
(2015). En una placa de Petri de 15 cm de didmetro se colocaron 50 ml de agua
destilada y 20 pl de diésel comercial, el cual formé una fina capa sobre la superficie.
Seguidamente, se colocaron 10 pl de la suspension del biosurfactante y se midio el
diametro del halo producido. Los resultados se informaron como area de diésel
desplazado, lo que se relaciona con la actividad superficial de cada biosurfactante, es
decir, la capacidad de disminucién de la tension superficial producida en la interfase
agua-diésel por el biosurfactante (Onur et al., 2015).

Los controles de surfactantes comerciales (Tween 80, Tritdbn-X-100, SDS, Bromuro
cetiltrimetilamonio y detergente comercial) se ensayaron en una concentracién de 5
mg/ml.

Todas las pruebas realizadas con los biosurfactantes producidos por los aislados
bacterianos se hicieron por triplicado y los resultados informados son el promedio de
los mismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se tomaron 6 muestras de diferentes emplazamientos contaminados con
combustibles, a los cuales se les extrajo y se le determind en forma gravimétrica y
cromatogréfica los hidrocarburos contenidos en ella. En la Tabla 1 se aprecia las
masas obtenidas de los hidrocarburos totales del petrdleo, asi como el nUmero de
aislados bacterianos aerdbicos por muestra. Se aprecia claramente que aquellas
muestras que se encontraban mas contaminadas, también fueron aquellas donde el
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porcentaje de aislamiento de bacterias fue mayor. Se observé también que la relacion
carbono/nitrogeno/fésforo se encuentra alterada en todas las muestras de suelo, lo
que dificulta también la recuperacion del mismo (resultados no mostrados).

Muestra de Masa de Cepas aisladas % de
tierra hidrocarburos aislamiento
(mg/gr)
Muestra la 4,62 7/8/13/17/24/28 17,1
Muestra 1b 2,16 18/23/29 8,6
Muestra 2a 33,26 14/15/16/19/20/22 17,1
Muestra 2b 24,2 21/25/31/32 11,4
Muestra 3a 50,88 1/4/5/6/9/10/27 20
Muestra 3b 68,76 2/3/11/12/26/30/33/34/35 25,8

Tabla 1: Cantidad de cepas bacterianas aisladas por cada muestra de suelo.

De las 35 cepas bacterianas identificadas a partir de las muestras de suelo, se puede
observar que en las muestras 1a, 1b y 2b los aislamientos corresponden al género
Pseudomonas; en la 2a se identificaron cepas pertenecientes al género Acinetobacter,
mientras que en la muestra 2b y 3b se aislaron diferentes géneros Pseudomonas y
Acinetobacter; Pseudomonas y Bacillus, respectivamente.

En base a esto, podria evidenciarse una relacion entre la concentracién de
hidrocarburos en las muestras y la capacidad de degradacion de las cepas aisladas a
partir de las mismas, dentro de las cuales se identificaron los mayores porcentajes de
degradacion (95,82% por Pseudomonas y 91,83% por Bacillus).

Los resultados obtenidos en este trabajo presentan una coincidencia con el marco
tedrico (Laura Dias 2011), el cual informa que a mayor contenido de hidrocarburos en
suelos, pueden aislarse microorganismos con elevadas capacidades de degradacion,
lo que puede deberse a la necesidad de los mismos de utilizar estos contaminantes
como fuente de carbono y energia, aunque probablemente la diversidad microbiana
sea también reducida.
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Figura 1: Analisis por GC-MS de los hidrocarburos extraidos de los suelos contaminados. Los
cromatogramas presentan un offset (corrimiento) entre ellos de manera tal de hacer mas
interactiva su comprension.

En la Figura 1 puede observarse el perfil de componentes obtenido de la extraccion de
los hidrocarburos de los suelos contaminados y de los cuales se efectud el aislamiento
de las bacterias degradadoras. Puede apreciarse que los suelos estdn contaminados
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con combustibles tanto de origen vegetal como animal siendo los perfiles muy
similares al combustible de origen comercial aunque con pequefas diferencias. Las
muestras 2a y 3b presentan una elevada concentracién de hidrocarburos, tratandose
de suelos productivos contaminados de la region Santa Fe.

En la Tabla 2 y 3, se aprecian todas las pruebas bioquimicas y genéticas que fueron
realizadas a los aislados bacterianos provenientes de los suelos, de forma de poder
conocer sus caracteristicas morfologicas, bioquimicas, su resistencia a los
contaminantes y en definitiva, su identidad. Los resultados observados fueron logrados
empleando medios estandares (como Agar Nutritivo) y un medio ecoldgico (ME) con
un 5% de diésel.

Cepa Formay agrupacion Gram % de
diésel
1 Bacilos medianos, poco maviles, aislados o en pares - 5
2 Bacilos tipo Pseudomonas - 5
3 Bacilos medianos, movilidad reducida, aislados o en pares - 5
4-6 Cocos-baciloides Variable 5
7-11  Bacilos tipo Pseudomonas, mayormente aislados y algunos - 5
en pares
12 Bacilos medianos, movilidad reducida, aislados o en pares - 5
13 Bacilos muy maéviles, aislados (Pseudomonas) - 5
14 Cocos-baciloides Variable 5
15 Cocos + 5
16 Cocos + ME
17 Bacilos medianos, moviles, mayormente aislados y algunos - ME
en pares
18 Bacilos cortos, méviles, aislados o en pares - 5
19 Cocos en pares y en cadenas (4 o 6) + 5
20 Cocos aislados, en pares y en cadenas (4 0 6) + ME
21 Bacilos cortos, moviles, aislados (Pseudomonas - ME
posiblemente)
22 Cocos aislados y en grupos de 2, 4 6 6 + ME*
23- Bacilos medianos, moviles, aislados (Pseudomonas) - ME
32
33- Bacilos grandes, largos. En cadena con tendencia a formar + ME
34 ramificaciones. Presentan esporos en los extremos del

microorganismo y puede verse hasta 2
esporos/microorganismo; no moéviles
35 Bacilos pequefios, méviles, aislados (Pseudomonas) - ME

* ME: medio ecoldgico

Tabla 2: Estudios microscépicos de las bacterias degradadoras aisladas.

Cepa C Catalasa  Oxidasa L-S: Gas- O-F NacCl Género”
Crec.

1 + + ++ -1+ i + (20%) Pseudomonas
2 + + + -+ + Pseudomonas
3 + + ++ -+ + Pseudomonas
4 - + + -/ - - + (5%) Acinetobacter
5 = + iF -/- - +(20%) Acinetobacter
6 - + - -/- - + (20%)  Acinetobacter
7-8 i 4" A4F -/ + 4F +(20%) Pseudomonas
9-13 + + ++ -+ + Pseudomonas
14 - 4" 4" -/ - - +(20%)  Acinetobacter
15 - + - -/- - + (20%)  Acinetobacter
16 - ¥ ¥ -/ - - + (20%) Acinetobacter
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17 - + - -/ + + + (20%) Pseudomonas
18 i - -+ + +(20%) Pseudomonas
19 - + + -/- - + (20%)  Acinetobacter
20 - 4F - -/ - - +(20%) Acinetobacter
21 + + ++ -+ + Pseudomonas
22 - i - -/- - + (20%) Acinetobacter
23 + + ++ -+ + Pseudomonas
24 + + + -+ i Pseudomonas
25-26 + + ++ -+ + Pseudomonas
27 + + + -+ 45 Pseudomonas
28-30 + + ++ -/ + + Pseudomonas
31 + + ++ -+ i +(10%) Pseudomonas
32 + + ++ -/ + + + (20%) Pseudomonas
33-34 -/+ + + -/ - - + (10%) Bacillus
35 + + ++ -/ + + + (15%) Pseudomonas

* C corresponde al crecimiento en Agar Cetrimida
+ Estos resultados pertenecen a las pruebas de identificacion genética realizadas

Tabla 3: Resultados de las pruebas bioquimicas y genéticas efectuadas sobre las bacterias
degradadoras aisladas.

Todos los microorganismos aislados resultaron ser aerébicos (dado que se prefirié
aislar estos microorganismos con respiracion oxidativa), con una elevada tasa de
crecimiento, catalasa positivos y relativamente resistentes a la presencia de elevadas
concentraciones de NaCl. Asimismo, ningln microorganismo produjo gas a partir de la
fermentacion de la D-glucosa. La presencia de peptonas en el medio O/F modificé el
pH del medio de reaccion semi-sélido y la capacidad de fermentar tanto la D-glucosa
como la D-sacarosa.

Los géneros identificados resultaron ser Acinetobacter, Bacillus y Pseudomonas, las
cuales son capaces de procesar, integrar y reaccionar a una amplia variedad de
condiciones cambiantes en el medio ambiente mostrando una alta capacidad de
reaccién a sefiales fisico-quimicas y biolégicas. Esto provoca que estos géneros de
bacterias presenten una elevada versatilidad metabdlica pudiendo utilizar como
nutrientes un elevado de fuentes de carbono diferentes e imposibles de metabolizar
por la mayoria de los géneros bacterianos, como son los hidrocarburos de origen fésil
y derivados.

Por otro lado, los mejores solventes que resultaron recuperar la mayor cantidad de
masa (y componentes) de la mezcla de combustible en estudio, se observan en la
Tabla 4.

Puede apreciarse una coincidencia entre los valores logrados por gravimetria y los
obtenidos por cromatografia gaseosa.

Numero Solvente de extraccion % Extraccion de % Extraccion de
de diésel por GC- diésel por
muestra MS gravimetria
1 Cloroformo-Acetato de Etilo (50:50) 69,37 74,9
2 Cloroformo-Acetona (50:50) 85,34 81,6
3 Cloroformo-Eter sulftrico (50:50) 76,89 83,1
4 Cloroformo 77,28 79,6
5 Metanol 42,97 43,8
6 Metanol-Acetona (50:50) 80,90 82,1
7 Hexano 91,91 88,9
8 Diclorometano 68,73 66,5
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9 Eter Sulfarico 59,87 58,7

Tabla 4: Evaluacion de la capacidad extractiva del B10 utilizando diferentes mezclas
elutropicas.

De la Tabla 5 se desprenden los resultados de biodegradacion de las mezclas de
diésel y biodiésel por los diferentes aislados bacterianos luego de los ensayos
fermentativos y posterior recuperacion del aceite remanente. Se observo una relacion
directa entre los estudios gravimétricos y los cromatogréficos.

Cepa % Degradacion % Degradacion E24 Area de
de diésel por de diésel por desplazamiento
GC-MS gravimetria
1 54,41 54,70 25 11,34
2 71,58 72,76 35,7 50,26
3 81,23 77,65 39,3 23,76
4 60,09 56,44 46,4 16,62
5 38,18 26,54 0 7,07
6 54,71 50,02 42,8 11,34
7 84,44 87,27 0 33,18
8 79,86 79,87 42,8 9,62
9 95,82 93,10 14,3 56,74
10 73,02 73,52 42,8 41,85
11 78,45 77,64 7,1 34,21
12 80,95 80,59 42,8 38,48
13 70,11 68,21 0 50,26
14 65,91 52,30 64,3 19,63
15 69,60 69,96 42,8 19,63
16 41,49 38,42 39,3 47,78
17 57,85 59,63 10,7 4,15
18 61,95 59,59 0 21,24
19 65,78 57,82 0 0,78
20 68,97 66,01 14,3 19,63
21 72,70 71,98 28,6 12,57
22 61,07 57,37 50 12,57
23 81,22 81,61 35,7 15,90
24 86,70 93,52 39,3 18,09
25 79,12 78,52 35,7 19,63
26 91,24 91,81 64,3 33,18
27 89,79 93,01 46,4 7,07
28 90,52 93,65 78,6 9,08
29 83,99 91,44 21,4 3,14
30 90,71 97,65 82,1 8,55
31 82,14 82,61 14,3 15,9
32 53,68 50,73 0 7,07
33 91,83 90,34 7,1 15,2
34 77,27 74,14 71,4 9,62
35 68,99 62,58 0 15,9

Tabla 5: Resultados de los ensayos de biodegradacion de la mezcla de diésel:biodiésel (B10)
por las cepas bacterianas aisladas y de los ensayos realizados con los biosurfactantes
extraidos.
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Figura 2. Perfiles de GC-MS del B10 recuperado luego de la biodegradacién de la mezcla con
las mejores cepas bacterianas. Los cromatogramas presentan un offset (corrimiento) entre ellos
de manera tal de hacer mas interactiva su comprension

Al analizar la Figura 2, puede observarse que, luego de 14 dias, humerosas cepas
bacterianas practicamente destruyeron la matriz hidrocarbonada. Del total de los
aislados, 6 resultaron tener un indice de degradacion mayor al 85%, siendo 5 de ellas
pseudomonas y un bacilo. En la parte inferior de la Figura 2, se muestra también la
mejor pseudomona, el mejor bacilo y la mejor acinetobacteria en comparacion con el
control. Se aprecian perfiles cromatograficos ligeramente diferentes, especialmente en
la composicion y abundancia tanto de las fracciones de bajo peso molecular como de
aguellas de elevado peso molecular. La fraccién media se comporta de forma parecida
entre todos, con excepcién de los compuestos cercanos al C18 donde se aprecian
algunos picos aledafios mas pequefios en la cepa 33 que no estan presentes en el
resto de los cromatogramas de degradacion. Es importante aclarar que los
hidrocarburos suelen degradarse a CO, y H,O de acuerdo al estudio de los
mecanismos de degradacion y de los analisis de actividad respiratoria realizados por
otros grupos de investigacion (Abbasian et al., 2015). En la actualidad, se estan
ensayando degradaciones in vitro tanto a un mayor tiempo como a través del uso de
combinaciones de microorganismos que posean perfiles de degradacion diferentes
(consorcios) esperando lograr un efecto sinérgico en el consumo de la matriz
carbonada de combustibles.

Por otro lado, de acuerdo a los estudios de cromatografia gaseosa acoplada a un
detector de espectrometria de masas y posterior identificacion de los picos utilizando
la base de datos de espectro de masas NIST, asi como su abundancia relativa, es
posible decir que se ha comprobado la presencia de mas de 100 compuestos
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hidrocarbonados de la mezcla comercial B10 de diésel y biodiésel, los cuales la
mayoria son hidrocarburos alifaticos (60% aproximadamente) seguido por los
componentes del biodiésel agregado (20%) y un 15% restante de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (los resultados no se muestran debido a la gran cantidad de
datos que presentan las tablas).

Con respecto a los analisis de los biosurfactantes, se aprecié que todos los aislados
bacterianos produjeron los mismos. Sin embargo, tanto la concentracion como la
composicion quimica de dichos detergentes fueron diferentes (no en todos los casos).
Esto se evidencié en las propiedades fisicoquimicas de los surfactantes (disminucién
de la tension superficial, capacidad espumante y emulsificante) y estas influyendo en
el comportamiento extractivo de dichos detergentes de los sobrenadantes de cultivo.
De hecho, la precipitacion acida (pH 3) de ciertos surfactantes tuvo un resultado
positivo, mientras que para otros esta técnica no resulté siendo necesario recurrir a
técnicas extractivas con solventes o a la separacién por tamafio empleando técnicas
de centrifugacion (no mostrado). De esta manera, y en lineas generales, se evidencio
que hay una relacion directa entre la capacidad de produccién de biosurfactantes y la
posibilidad de utilizar como fuente de carbono a los hidrocarburos. Lo que ain no se
ha comprobado es si la influencia de la concentraciéon y el tipo de biosurfactantes
determina la capacidad degradadora final de cada microorganismo o si solo opera
como estimuladora de la biodisponibilidad del mismo y la diferencia sustancial reside
en las actividades enzimaticas presentes en cada uno de ellos. En general,
Pseudomonas, Acinetobacter y Bacillus se encontrarian involucrados en la produccién
de biosurfactantes de bajo peso molecular que, de acuerdo a la bibliografia consultada
(Bodour y Maier, 2003; Mulligan 2005; Nitschke y Costa, 2007), son sustancias
eficaces en la disminucion de la tension superficial e interfacial
(Rosenberg y Ron, 2002). Sin embargo, en la practica se puede ver que cada especie
produce distintos tipos de biosurfactantes, los cuales varian en sus propiedades
emulsificantes y tensoactivas. Esto podria relacionarse con las estrategias de cada
microorganismo para incrementar la biodisponibilidad de la fuente de carbono segun el
tipo y concentracion de contaminante o las condiciones de incubacién como
temperatura, salinidad y pH del medio de cultivo.

CONCLUSIONES

La realizacion de este trabajo ha permitido aislar 35 cepas bacterianas capaces de
degradar los hidrocarburos estudiados. La mayoria de los aislados resultaron
pertenecer a los géneros Pseudomonas, Acinetobacter y Bacillus de acuerdo a
estudios de identificacidbn genéticas por secuenciaciéon del gen del 16S rDNA
oportunamente efectuados. De ellas, 6 aislados resultaron ser altamente
metabolizantes del diésel y sus mezclas. Asimismo, luego de analizar los
cromatogramas obtenidos por GC-MS, se observé una degradacion diferencial de los
hidrocarburos por parte de las bacterias, por lo que una combinacién de 2 o mas
bacterias en un solo ensayo de biodegradacion sera objeto de estudio para lograr
depurar los suelos contaminados en menor tiempo y con mayor eficiencia. Ademas, se
logré identificar mas de 100 compuestos y su abundancia relativa en las mezclas
comerciales de hidrocarburos ensayadas. Por otro lado, se aprecié que la mayoria de
los aislados resultaron ser productores de diversos biosurfactantes, luego de haber
efectuado algunos ensayos de extraccion de los mismos, aprecidndose que poseyeron
diferentes propiedades tensoactivas y espumantes de acuerdo a las pruebas de
emulsificacién y de desplazamiento efectuadas. Asimismo, a un nivel general, se
evidencié una relacion directa entre la capacidad degradadora de los hidrocarburos y
la posibilidad de producir biosurfactantes, confirmando la necesidad que tienen las
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bacterias de biodisponibilizar los hidrocarburos de forma tal de poder emplearlos como
fuente de carbono y energia. Finalmente, y como continuidad en los trabajos de
investigacion, con las mejores cepas bacterianas se estan elaborando consorcios
microbianos para ser ensayados in vitro y en tratamientos de biorremediacion ex situ
de suelos contaminados. Por otro lado, a nivel genético y ademéas empleando ensayos
electroforéticos, se esta estudiando la presencia y concentracion de ciertos tipos de
enzimas metabolizadoras de los hidrocarburos de forma de relacionar el poder
degradador de los combustibles de las mejores bacterias con la actividad catalitica de
ciertas enzimas junto con el poder de produccién de sustancias biosurfactantes
(caracterizacion e identificacion de los mismos).
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