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ABSTRACTS

Petroleum is a complex mixture of different hydrocarbon and nonhydrocarbon compounds. The problem
caused due to the widespread usage of petroleum-based products, is their discharge and accidental spillage
in environment proving to be hazardous to the surroundings as well as life forms. Bioremediation is a non-
invasive and cost-effective technique that relies on natural decontamination using microbes or biosurfactants
produced by isolates strains from contaminates areas for the clean-up of these petroleum hydrocarbons. The
Zarate- Campana industrial center, located in Buenos Aires, represents.one of the most important
petrochemical areas in Argentina with several companies carrying out petrochemical activities. In this study
we have investigated the ability of microorganisms to degrade these hydrocarbons. Samples were collected
in the surroundings of Campana area and screened for hydrocarbon degrading bacteria and potential
biosurfactant producers. 13 strains were isolated from contaminated sites and cultivated in minimum media
with a mixture of three commercial hydrocarbons (HC; kerosene, diesel and gasoline RON 95) a sole carbon
and energy source. 2 efficient isolates high degrader and biosurfactant production respectively belong to the
genus Pseudomonas were identified phylogenetically. The quantitative analysis of biodegradation was
carried out by gas chromatography analysis and a degradation rate as high as 46.5% after 10 days was
recorded by Pseudomonas sp MTHCI1A3 isolate. Respect to biosurfactant production by direct measurement
of the surface tension, one of the strains, Ag HC identified as Pseudomonas koreeensis reduce surface tension
value in more than 46% when was cultured with minimum media and glycerol as alternative economic
industrial co-products.
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1. INTRODUCCION

El interés social por la conservacion del medio ambiente ha resultado en el endurecimiento de
legislaciones ambientales y cambios de politica fiscal que buscan reducir el impacto ambiental de las
actividades desarrolladas por el hombre. En este contexto, la Argentina enfrenta las consecuencias de la
explotacion de recursos no renovables (petroleo, minerales), de la actividad agropecuaria (uso de
agroquimicos), de la actividad industrial (industrias quimicas, petroquimica, curtiembres, celulosa, entre
otras) que muchas veces no contemplan las practicas de conservacion del medio ambientales e impactan
en diversos ecosistemas, incluyendo suelos, aguas superficiales y subterraneas. Entre las clases mas
importantes de contaminantes organicos en el medio ambiente son los hidrocarburos del petréleo y
productos halogenados derivados de los petroquimicos. Los hidrocarburos representan uno de los grupos
contaminantes mas importantes tanto por su volumen como por las consecuencias que producen a corto
y largo plazo sobre el medio ambiente (IARC 1983). En nuestro pais amplias zonas se ven afectadas por
este tipo de contaminacion, como la Patagonia que es una de las regiones del pais mas rica en yacimientos
petroliferos. Por otro lado, la industria petroquimica, en lo relacionado a refineria, distribucion y
comercializacion presenta polos importantes en La Plata, Bahia Blanca, Campana-Zarate, San Lorenzo,
Rio 11T, Lujan de Cuyo y Plaza Huincul. Tradicionalmente, la eliminacién de los contaminantes organicos
se ha encarado mediante tecnologias probadamente efectivas que involucran tratamientos fisicos y/o
quimicos, (Arauna, 2004). En la actualidad, a causa de su elevado costo y la perturbacion que generan
sobre las zonas afectadas, solo se aplican en ciertos casos y como primera accion de emergencia a fin
de remover grandes masas de contaminantes. Las tecnologias tradicionales de remediacion de ambientes
contaminados se destacan por las dificultades de aplicacion en grandes areas o volumenes y la
generacion de lodos toxicos altamente reactivos que a menudo son dificiles de tratar. El petroleo es la
principal fuente de energia para las actividades humanas en la actualidad. Su utilizacién como tal y como
materia prima para la produccion de diversos compuestos genera uno de los mayores problemas
ambientales que debe enfrentar el mundo actual. La mayoria de los componentes del petrdleo son
biodegradables, pero esta degradacion es relativamente lenta. En este sentido un objetivo ecoldgico
prioritario es el desarrollo de nuevas metodologias compatibles con el medio ambiente para la
remediacion de ambientes contaminados (Juwarkar et. al.,, 2010). Las capacidades de los
microorganismos aerdbicos son de particularmente relevantes para la biodegradacién de dichos
compuestos. La degradacion completa de la mayoria de los hidrocarburos se produce en condiciones
aerdbicas (Wolfgang and Hoftritcher 2005). En los tltimos afios, muchos estudios han probado la eficacia
y la factibilidad del aprovechamiento de las capacidades metabolicas de los microorganismos (bacterias
y hongos) en procesos de biodegradacion de diferentes grupos de compuestos (Navacharoen, 2011;
Ruberto 2006). Ademas de la utilizacion exclusiva de estos en procesos de biorremediacion, se suma el
empleo de vegetales (fitorremediacion) (Moreira, 2011) y sus microorganismos asociados
(rizorremediacion) (Abhilash, 2011). El fracaso de la biorremediacion se puede atribuir a las condiciones
ambientales desfavorables, ausencia de vias catabdlicas apropiadas o biodisponibilidad del compuesto
quimico a degradar. Es por eso que se han desarrollados diferentes estrategias, como la aplicacion de
nutrientes y aireacion (bioestimulacion) (Nikolopoulou et. al, 2009) y el agregado de degradadores
apropiados (bioaumentacion) (Mrozik et. al, 2010). El grado de biodisponibilidad es, en su mayoria, el
que condiciona la eliminacion de contaminantes del medio, es por eso que el uso de surfactantes
aumentaria la disponibilidad de los hidrocarburos. Los biosurfactantes son compuestos producidos por
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diferentes géneros de bacteria y hongos, el uso de los mismos acelera los procesos de biorremediacion
de medio ambientes contaminados por hidrocarburos (Rodrigues, 2006). Son moléculas organicas
tensioactivas producidas sobre superficies de células microbianas, excretados al medio que facilita la
eliminacion de las particulas adheridas al contaminante y que dan lugar a un descenso significativo de
la tension superficial y/o interfacial. Diferentes estudios muestran los potenciales uso de los
biosurfactantes en las industrias alimenticias y en agricultura, farmacéuticas (Nitschke, 2007)
petroquimicas, en cosmética (Williams, 2009) y en remediacion de ambientes contaminados (Mulligan,
2009). En términos de estructura quimica los biosurfactantes se pueden dividir en diferentes grupos:
glicolipidos, lipopéptidos, lipopolisacaridos, fosfolipidos y acidos grasos o lipidos polares. Son
moléculas anfipaticas, que contienen un dominio liposoluble y otro hidrosoluble. Esta solubilidad
parcial permite al surfactante ocupar la interface. Se ha visto que tanto la produccion como las cantidades
de los biosurfactantes obtenidos esta directamente ligada a las condiciones de crecimiento, incluyendo:
fuente de carbono, nutrientes (nitrogeno, fosfatos, hierro), pH, temperatura y aireacion). Han sido objeto
de estudio para técnicas de remediacion algunos tipos de biosurfactantes, entre ellos se encuentran los
ramnolipidos producidos por cepas de Psudomonas spp, el surfactin a partir de cepas de Bacillus, y de
naturaleza lipidica a partir de Rhodoccusoc. (Miller and Zhang, 1997). Se han obtenido biosurfactantes
que han sido utilizados en procesos de biorremediacion o distintos usos incluidos, agentes terapéuticos
a partir de residuos agroindustriales como alternativa al uso de sustratos no renovables. Los sustratos
disponibles en la actualidad son una variedad de residuos organicos procedentes de la agricultura y las
industrias relacionadas. Entre ellos se destaca el glicerol como fuente de carbono alternativa importante,
porque la cantidad de este co producto ha ido en aumento afio tras afio ligado a la produccion de biodiesel
principalmente (Deleu et. al, 2004). Ademas de la importancia econdmica que ello supone para la
produccion de productos de mayor valor agregado (enzimas, proteina unicelular, pigmentos,
antibioticos, etc.), la utilizacion de co-productos agroindustriales tiene incidencia en la preservacion del
medio ambiente, al considerar el desarrollo de tecnologias orientadas hacia una transformacion
sustentable de los recursos naturales (Aburto et. al, 2008). La biisqueda de materias primas de bajo costo
y facil adquisicion que puedan ser utilizados como sustratos fermentables (fuentes de C o N) constituye
uno de los retos mas interesantes de la biotecnologia actual. A pesar de las ventajas y la potencial
aplicabilidad de estos compuestos biologicos, el éxito de la produccion de los biosurfactantes depende
de la economia del proceso usado y el uso de materias primas de bajo costo (10-30% de los costes
globales). También se plantea la necesidad de atender de una manera ambientalmente responsable, la
disposicion final de los residuos que ya no pueden ser reutilizados, tomando como base el marco
regulatorio vigente, para evitar que se conviertan en contaminantes de suelos y aguas incluidas las
subterraneas (Chundawat et. al, 2012). En este contexto, nuestro grupo de trabajo aborda el estudio del
desarrollo y optimizacion de un bioproceso para la obtencién de biosurfactantes, destinados al
tratamiento bioldgico de suelos contaminados con hidrocarburos con el fin disefiar procesos viables en
costos, rendimientos y eficiencia, evaluandose la transferencia tecnoldgica del mismo. Asi mismo con
aquellas cepas seleccionadas capaces de crecer a altas velocidad y producir altos rendimientos de
biomasa, pero que no mostraron ser productoras de biosurfactantes, se estudié el porcentaje de
degradacion de hidrocarburos para abordar la biorremediacion de suelos contaminados mediante el
empleo de técnicas de bioaumentacion y bioestimulacion. Para el cumplimiento de este objetivo, se
realizaron trabajos de disefio de medio de cultivos a partir del uso de hidrocarburos y co-productos
agroindustriales.
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2. METODOLOGIA

2.1 Aislamiento de los microorganismos

Las muestras de suelo y agua fueron obtenidas en la zona de Campana (-34.167872, -58.939692),
ubicada a 75km al noroeste de la Ciudad de Buenos Aires sobre la la Ruta Nacional N°9, Argentina.Se
utilizd 1 gr de suelo para el cultivo de enriquecimiento, un medio minimo salino (MSM): 4g/1 de NaNO3;
1,5g/1 de KH2PO4; 0,5g/1 de Na,HPO4; 0,0011g/1 de FeSO4.7H>0; 0,2g/1 de MgS04.7H,0; 0,0132¢/1
de CaCl,.2H>O (Shen et. al, 1998) con una mezcla en partes iguales de tres hidrocarburos comerciales
(HC): nafta super (RON95), diésel (<2000ppm de azufre) y kerosene como fuente de carbono. Los
cultivos fueron incubados en shaker rotario a 100 rpm durante 72 horas a 25 °C. Este procedimiento fue
realizado 8 veces, utilizando 1 ml del indculo anterior en cada nuevo cultivo. Para aislamiento de las
colonias a partir de los cultivos de enriquecimiento, fueron inoculados 10 ml en placas de Petri
conteniendo 10ml de MSM suplementado con 20g/1 de agar y la fuente de carbono ya mencionada. Los
cultivos fueron incubados a 25°C en estufa por 72 horas. Las distintas colonias de microorganismos
fueron transferidas a placas con medio fresco al cabo de 6 dias, operacion que se repitié 3 veces.

2.2 Relevamientos y eleccion de co-productos

De acuerdo a la velocidad de crecimiento y la capacidad de poder producir biosurfactantes de las
cepas aisladas, se procedid a avaluar el empleo de co-productos agroindustriales provenientes de
empresas de la Region de la Pampa Humeda como sustratos alternativos de bajo costo. Se ensayaron las
siguientes fuentes de carbono, derivadas de la industria aceitera (JLa Argentina, Villa General Cabrera,
Provincia de Coérdoba): aceite de girasol refinado alto oleico, aceite de mani crudo y de la industria del
biodisel se utilizo el glicerol.

2.3 Seleccion y mantenimientos de las cepas aisladas.

A las cepas aisladas se les evalud la capacidad de produccion de biosurfactantes a partir del analisis
de la disminucion de la tension superficial con un tensidmetro Attesion Sigam Force 702 por el método
del anillo de Du Nouy (Walter et. al, 2010) cuando fueron cultivadas en medio minimo e hidrocarburos
como fuente de carbono, a 100rpm y 25°C por 10 dias. Se establecié como criterio elegir aquellos
cultivos que disminuian la tension en el sobrenadante libre de células en mas de un 30%. Aquellas cepas
que no disminuyeron las tensiones superficiales, pero presentaban altas concentraciones de biomasa
cuando fueron crecidas con hidrocarburos como tnica fuente carbono, se les estudio la capacidad de
crecer en diferentes fuentes de carbono que van desde la mezcla de combustibles hasta co-productos
agroindustriales de bajo costo. Las células fueron criopreservadas a -80° hasta su uso.

2.4 Identificacion molecular de los microorganismos

La identificacion se realizd a partir de la extraccion del material genético del microorganismo con
el kit comercial Wizard ® Genomic DNA Purification Kit (Promega®). Este se utilizd como templado
para una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) 16s. Se utilizaron los primers 27F y 1492R (2ul de
solucién 10 uM, cada uno), Sul de una solucion buffer 15mM de MgCl2, 5Sul de solucion 1mM de
desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTP), 0,5ul de solucion 30mg/ml de albiimina de suero bovino
(BSA), 0,3l de polimerasa Taq (5U/ul) y agua deionizada. El ciclo de PCR que se realizd fue: 94°C
por 2 minutos, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por 2 minutos, 72°C por 10
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minutos y 10°C en el paso final. Luego, se purificé el material obtenido a partir del kit comercial
AxyPrep PCR Clean-up Kit (Axygen Bioscience). Finalmente, se envid el material genético amplificado
a la Unidad de Gendmica del Servicio de Secuenciacion del INTA Castelar.

2.5 Técnicas analiticas empleadas

Estimacion de biomasa: se realizé usando los métodos gravimétricos clasicos: La concentracion
de biomasa expresada en peso seco a partir de la calibracion previa DO600 vs PS. Separacion y la
estimacion del biosurfactante se realizara de acuerdo a lo descripto por Smyth et al. 2010 y Satpute,
2010. Para el porcentaje de degradacion y cuantificacion de hidrocarburos en el suelo: por
cromatografia de gases, en un equipo GC-2010 Plus (Shimadzu) equipado con un detector FID, una
columna Petrocol DH 100 Sepulco de 100 m de longitud, 0.25 mm de didmetro interno y pelicula de
empaque de 0,5 pm.

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

De las muestras obtenidas de las diferentes areas del predio de la Refineria de RHASA (Campana)
ver Figura 1, se aislaron trece colonias de microorganismos que fueron capaces de crecer en presencia
de hidrocarburos como tnica fuente de carbono. De ellas, seis presentaron capacidad tensioactiva y alta
velocidad de crecimiento. Por lo que se procedio a la identificacion de las mismas ver Tabla 1.

Figura 1: Areas en donde fueron tomadas las muestras con historial de contaminacion crénica de petréleo en la zona
norte de la Provincia de Buenos Aires.(a) Tanques de almacenamientos (b) Monticulo de tierra (c) Lago (d) Costa del
lago

Tabla 1: Resultados obtenidos a partir del analisis del ARNr16s de las cepas aisladas

Muestra Resultado Grupo al que perteneceria
segin Mulety col.1#

Laguna HC 99.3% identidad respecto de Pseudomonas koreensis Ps 9-14 P. fluorescens
(T) (AF468452)

Tierra HC 99.6% de identidad respecto de Pseudomonas kunmingensis  P. oleovorans, P. stutzerio P.
(HL22-2(T)) (JQ246444) (EZBioCloud) aeruginosa

Lecho-Laguna 99.86% de identidad respecto de Pseudomonas veronii (CIP P. fluorescens

HC 104663 (T)) (AF0644660)

Tanque 1 HC 100% de identidad respecto de Pseudomonas panipatensis P. aeruginosa

CG (Esp-1(T)) (EF424401)

Tanque 2 HC 99.7% de identidad respecto de Cellulosimicrobium funkei No corresponde

(ATCC BAA-886 (T)) (AY501364).
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Se selecciond a Pseudomonas koreensis por su potencial como cepa productora de biosurfactantes
y su aplicacion en tecnologias de remediacion ambiental. Dicha cepa fue capaz de usar como Unica
fuente de carbono una mezcla de tres HC diferentes (nafta super -RON95, diésel <2000ppm de azufre y
kerosene), observandose la mejor produccion de biomasa microbiana y la mayor actividad tensioactiva
cuando se cultivé en Erlenmeyer a 25C°y 6%v/v de mezcla de HC ver Grafico 1.

Grifico 1: Disminucion de ST en funcion de la temperatura y concentracion de HC
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También se evaluaron glucosa y glicerol como sustratos de facil asimilacion observandose una
disminucién de la capacidad tensioactiva en el medio de cultivo del 60% de la actividad superficial. En
base a lo mencionado y a una decision basada en minimizacion de costos, se selecciono glicerol (co-
producto de la produccion de biodiesel) como fuente de carbono para evaluar la capacidad de produccion
de biosurfactantes por parte del agente bioldgico seleccionado y su posterior purificacion.

La velocidad especifica de crecimiento del microorganismo cuando fue incubado en medio con
glicerol como unica fuente de carbono fue de:

u=0017hr"1

Los valores de tension superficial disminuyeron desde 67,33mN/m + 0,13mN/m al comienzo, hasta
26,23mN/m + 0,0 1mN/m al final del proceso. Resulta importante destacar que la mayor disminucion en
este valor se observa entre el inicio y las 48h de cultivo, por lo que se podria decir que entre las 24h y
48h de cultivo se estaria alcanzando la concentracion micelar critica del biosurfactante. El perfil de
tension superficial en funcion del tiempo respecto del control se observa en el Grafico 2, mostrando un
valor alcanzado de una disminucion del 57,89% al cuarto dia de incubacion.

Grafico 2: Perfil de tension superficial en funcién del tiempo
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A partir de una estrategia de doble precipitacion acida con una solucién de HCI, se logré obtener
la purificacion del agente tensioactivo en una concentracion maxima de 0,11g/l y un rendimiento de
producto en funcion de la biomasa (Yry) de 0,09¢g/1 £ 0,02g/1. Al precipitado obtenido se lo someti6 a un
proceso de diluciones seriadas en agua destilada con el objetivo de evaluar la concentracion micelar
critica del mismo. A cada una de estas diluciones se le determind el valor de la tension superficial,
informacion que se observa en el Grafico 3 en donde se obtuvo un valor del compuesto producido por
la cepa de 452,21mg/l. Cuando esto sucede, la tension superficial del medio toma un valor de
26,05mN/m £+ 0,05mN/m. Este valor es comparable al obtenido por (Hultberg et al. 2010) para el
biosurfactante producido por P. koreensis.

Grifico 3: Perfil de tension superficial en funcion de la concentracion de biosurfactante para la obtencion del
valor de concentracion micelar critica del microorganismo.
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Paralelamente, observamos que algunas de las cepas aisladas no fueron capaces de producir de
biosurfactantes, pero si pudieron crecer a alta velocidad y producir altos rendimientos de biomasa a
partir del uso de diferentes fuentes de carbono, sin perder la capacidad de degradar hidrocarburos. Las
fuentes carbono utilizadas van desde una mezcla de combustibles hasta co-productos agroindustriales
de bajo costo provenientes de la industria aceitera (JLa Argentina, Villa General Cabrera, Provincia de
Cordoba). Una de las cepas en que hemos enfocado nuestra investigacion es Pseudomonas sp. MT HC
1A3, la cual fue previamente aislada e identificada en su caracteristica genética, siendo la misma
perteneciente al Grupo de Pseudomonas stutzeri segiin (Mulet et al. 2010). Sabiendo que esta cepa ha
sido aislada y seleccionada en condiciones de un medio de cultivo donde la tnica fuente de carbono
fueron hidrocarburos, se evalud la potencialidad de crecimiento para aplicar en futuras estrategias de
bioaumentacion. Para ello se realizaron ensayos en Erlenmeyers que contenian un medio salino minimo
suplementado con diferentes fuentes de carbono con la mezcla de HC, glucosa, y también se
seleccionaron y probaron varios co-productos agroindustriales de bajo costo ver Tabla 2. Todos los
cultivos fueron incubados durante 5 dias, a 135 rpm, 25 °C

Tabla 2: Crecimiento celular de Pseudomonas MTI1A3 en distintas fuentes de carbono.
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Fuente de Carbono Biomasa (gr/)

HC (4.5%) 1.74
Glucosa (2%) 4,01
Glicerol (2%) 2.69
Suero de leche vacuno (2%) 2.t |
Suero de leche ovino (2%) 1.94
Aceite de girasol refinado

(2%) 3.98
Aceite de girasol alto oleico

(2%) 2.78
Aceite de mani crudo (2%) 9.29
Aceite de mani frito (2%) 2.08
Aceite de camelina (2%) 1.23
Mani prensado (2%) 4.42

Pseudomonas MT1A3 fue capaz de crecer en todas las fuentes de carbono utilizadas, en donde el
medio de cultivo que contenia aceite de mani crudo resulto ser el de mayor produccion de biomasa. Por
lo tanto, resulta un sustrato interesante para optimizar la biomasa y ser aplicado en técnicas de
bioaumentacién. Por otro lado, se estudié su perfil de degradacion de hidrocarburos luego de haber sido
crecida la cepa en aceite de mani como Unica fuente de carbono. Esto se llevd en cultivos liquidos con
la mezcla de hidrocarburos previamente mencionada, como Unica fuente de carbono, se evalud el
porcentaje de degradacion de hidrocarburos mediante técnica de cromatografia gaseosa, en el transcurso
de 5y 10 dias de incubacion ver Grafico 4 y 5. Se pudo observar que la concentracion de HC tuvo una
disminucidn significativa a los 10 dias, con un porcentaje de reduccion total de 46.5 %, mientras que el
control abidtico (cultivo sin inocular) alcanz6 una disminucion del 24.4 % respecto a la concentracion
inicial. Dado que el tratamiento control presenté cierta tasa de degradacion, esto indicaria que algunos
compuestos se han evaporado durante los dias de incubacion.

Grifico 4: Porcentaje de degradacién de HC por efecto de MT1A3, alos 5y 10 dias de incubacion.
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4. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos fue posible el aislamiento de cepas de microorganismos autoctonos
de los predios de la empresa RHASA, en la ciudad de Campana, Provincia de Buenos Aires,
demostrando tener la capacidad para degradar hidrocarburos como unica fuente de carbono y energia.
En cuanto a la cepa de Pseudomonas koreensis, se pudo obtener la biosintesis de biosurfactantes a partir
del uso de sustratos de bajo costo como el glicerol, alcanzando valores de 54,7% de tension superficial,
comparado con el control. Posteriormente se pudo purificar el tensioactivo a partir de una precipitacion
acida con HCIl y determinar la concentracién micelar critica en los cultivos, cuyo valor fue de
452,21mg/1. Paralelamente, a partir del estudio el perfil de degradacion de hidrocarburos a partir del uso
de diferentes sustratos de bajo costos como fuente de energia por parte de la cepa de Pseudomonas
MTIA3, se pudo observar el alto potencial que posee la cepa para ser utilizada en técnicas de
biorremediacion. A partir de la aplicacion de biosurfactantes, ayudando en la biodisponibilidad del
contaminante en las areas afectadas y con esto en su biodegradacion y del empleo de procedimientos de
bioaumentacion y bioestimulacion, ambas cepas en estudio representan una excelente herramienta para
ser utilizadas en estrategias de saneamiento para la recuperacion de ambientes cronicamente
contaminados con hidrocarburos.
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