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RESUMEN

El estudio de un suelo patagdénico con una larga historia de contaminacion de hidrocarburos mostro
poseer una alta actividad de microorganismos diazotrofos los que son capaces de biodegradar
dichos contaminantes. Para estudiar la utilizacion de hidrocarburos en condiciones de ausencia de
nitrogeno se disefiaron sistemas de mineralizacion donde las relaciones C:N:P finales de cada una
fueron: 100:0,003:0,003; 100:0,003:0,22 con agregado de benzoato; 100:0,003:0,22 con agregado
de gas oil. Se observo que la relacion C:N:P que logré mejores tasas de mineralizacion (229.92mg
CO,/Kg de suelo/dia) y de biodegradacion (35,70%) fue de 100:0,003:0,22 con agregado de gas-oil
con respecto a los datos intrinsecos del suelo estudiado (C:N:P: 100:0,003:0,003; tasa de
mineralizacion: 43,59 mgCO,/Kg de suelo/dia; porcentaje de biodegradacion: 9,97%). De dicho
suelo se aislaron 52 cepas bacterianas las cuales mostraron poseer la capacidad de crecer en medios
libres de nitrégeno, de biodegradar gasoil en presencia de dicho nutriente y 11 de estas cepas
mostraron una densidad optica superior a 0,3 y alcanzando valores de hasta 0,9 a 690 nm en un
caldo mineral sin nitrogeno suplementado con 0,1% de gasoil. Estos datos, sumados a la
observacion de que en aquellos sistemas deficientes en nitrégeno mostraron un incremento de iones
nitratos, son indicios de la existencia de microorganismos fijadores de nitrogeno capaces de
degradar hidrocarburos.

INTRODUCCION

En la Patagonia existe una intensa explotacion petrolera por lo que es frecuente encontrar en
sus paisajes grandes regiones contaminadas por petréleo. Su composicion elemental es
aproximadamente C: 83.0-87.0%, H: 10.0-14.0%, N :0.1-2.0%, O : 0.05-1.5%, S: 0.05-5.0% (31),
donde estos atomos se agrupan en diversas combinaciones formando diferentes grupos de
hidrocarburos, que al ser sometidos a una separacion con solventes en una columna de silica-gel se
obtienen las fracciones alifaticos, aromaticos y fraccion polar o asfalténicos (10).

Debido a que los repetidos accidentes en la industria petrolera traen consigo grandes
problemas ambientales, a aumentado dentro de la misma el interés en prevenir este tipo de
acontecimientos, como asi también el de reparar los dafios producidos en la naturaleza.

Por ello, desde hace varios afos, se han ido estudiando diferentes procedimientos para
remediar los sitios contaminados, donde se ha observado que la biorremediacion de los
hidrocarburos derramados por parte de microorganismos es un método posible de llevar a cabo (1,
6, 19, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 34, 36, 37). Dentro de estos estudios se ha observado
que existe un amplio nimero de géneros bacterianos que poseen esta capacidad degradativa, de los
cuales podemos destacar a los géneros Arthobacter, Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,
Bacillus, Flavobacterium, Nocardia y Pseudomonas (21, 22, 26, 36), quedando fuera de esta lista
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un sin nimero de géneros bacterianos debido a la alta toxicidad que poseen este tipo de compuestos
(30). Para que todos estos microorganismos puedan llevar a cabo la biodegradacion de los
hidrocarburos en el suelo, existen una serie de parametros fisicos, como ser humedad, aireacion,
pH, temperatura, etc (4, 10, 25), que deben encontrarse dentro de rangos Optimos para tal fin (4, 10),
ocurriendo lo mismo para los diferentes nutrientes (3, 21, 25), donde se ha podido observar que los
nutrientes limitantes para que este proceso ocurra son el nitrogeno y el fosforo (4, 6).

Cuando ocurre un derrame de petroleo en un suelo se origina un desequilibrio en la relacion
C:N:P (7, 11), induciendo una situacion de deficiencia de nitrdgeno muy grande que implican
cambios en la estructura de la poblacion bacteriana aumentando el numero de bacterias capaces de
degradar hidrocarburos (24).

Como ya ha sido largamente estudiado, para que los hidrocarburos contaminantes de un
suelo sean biodegradados de forma aceptable, es necesaria una relacion C:N 10:1 y C:P 10:0,1,
cocientes que permiten el desarrollo de una buena produccion de biomasa (10).

Sin embargo existen evidencias de que es posible llevar a cabo buenas biorremediaciones de
dichos contaminantes con relaciones C:N mayores a las mencionadas. Eckford at al en 2002 aisld
cepas bacterianas de un suelo de la Antértica contaminado con hidrocarburos que poseen la
capacidad de fijar nitrogeno pero no de degradar hidrocarburos de forma simultanea, llegando a
concluir que: 1) este tipo de microorganismos pueden alternar momentos de biodegradacion con
momentos de fijacion de nitrogeno, ii) es posible la asociacion de microorganismos en donde unos
poseen la capacidad de degradar hidrocarburos y los otros de fijar nitrogeno y iii) que la
biodegradacion es llevada a cabo gracias a la obtencion de nitrégeno a partir de las células muertas
presentes en los suelos. Toccalino at al en 1993 también lleg6 a concluir que los microorganismos
que degradan hidrocarburos en suelos con importante deficiencia de nitrogeno lo hacen a expensas
del nitrégeno aportado por los fijadores de este nutriente.

Si bien existen publicaciones donde se menciona la posibilidad de biodegradacion de
hidrocarburos en ambientes con déficit de nitrogeno (11,12,23,33), esto siempre es observado en
presencia de comunidades bacterianas y no en cepas aisladas.

El nimero de microorganismos diazotrofos en los suelos patagonicos es elevado, como
también la presencia de hidrocarburos del petréleo por lo que el objeto de este trabajo es determinar
si es posible la biodegradacién de hidrocarburos en un suelo patagénico contaminado con una
marcada deficiencia de nitrégeno.

MATERIALES Y METODOS

Suelo: la muestra estudiada es correspondiente a un landfarming a la cual se le realizo6 el siguiente
estudio:



Analisis fisico-quimico: Las determinaciones de aniones y cationes solubles asi como la
determinacion de pH, se realizan a partir de un extracto de suelo con agua destilada, en una relacion
de 1:2,5 (17).

pH: Determinacion potenciométrica con electrodo de vidrio (18).

Amonio y Urea: Método colorimétrico basado en la reaccion del amoniaco, libre y/o liberado por
hidrolisis de la urea, con fenol e hipoclorito en medio alcalino dando como resultado un complejo
coloreado, el Azul de Indofenol que es leido en el espectrofotometro a 540 nm.

Nitritos: Método colorimétrico basado en la diazotizacion del acido sulfanilico con iones nitrito
para luego copular con 1-naftilamina (13).

Nitratos: Método basado en la nitracion del alcaloide brucina en presencia de acido sulfurico (14).
Humedad: Método gravimétrico (15).

Capacidad de retencion de agua: Método segun Garcia Trejo, A. (16).

Densidad aparente: Segun Allison, L. et al (2).

Densidad real: Segun Allison, L. et al (2).

Porosidad: Segun Allison, L. et al (2).

Determinacion de Hidrocarburos: Extraccion: Se realizd en un extractor de tipo Soxhlet con
tricloroetano como solvente de extraccion, los hidrocarburos extraidos son cuantificados
gravimetricamente.

Separacion de las fracciones de hidrocarburos: Los hidrocarburos obtenidos son separados en
distintas fracciones por cromatografia en columna de silicagel. Como solvente de elucion se
utilizaron 250 ml. de Hexano, 150 ml. de Benceno y 150 ml. de Cloroformo-Metanol 1:1, las
fracciones se tomaron de 25 ml. y se evaporaron hasta obtencion de un residuo seco. El contenido
de cada fraccion se determiné gravimetricamente (10).

Hidrocarburos Totales del Petroleo (TPH): Método turbidimétrico basado en la extraccion de
hidrocarburos desde el suelo utilizando una mezcla de alcoholes, donde el componente primario es
el metanol, para luego producir la emulsificacion de los hidrocarburos contenidos en el extracto
metanodlico al entrar en contacto con agua destilada, la turbidez producida por dicha emulsificacién
es medida en espectrofotometro a 585 nm., extrapolando este valor en una curva de calibracion para
obtener los valores de concentracion (EPA/600/R-01/060) (9, 32, 35).

Preparacion de la muestra: Se realiza una suspension de 10 gramos de suelo en 90 ml de solucién
fisiologica y se homogeniza durante 30 minutos en agitador orbital a 150 rpm. Los recuentos

bacterianos se determinaron por diseminacion en superficie.

Medios de cultivo



Medio para diazotrofos: (MD)

Solucion A: KH,PO4 0,1 g, K;HPO4 0,9 g, NaCl x 2H,0 0,1 g, MgSO4 x 7H,0 0,1 g, Na,MoOy4 x
2H,0 0,005 g, NaVO; x H,0 0,005 g, MnSO4 x H,0O 0,005 g, FeSO4 x 7H,0 0,01 g, solucion de
elementos traza: SL6 3,0 ml, agar 15,0 g, agua destilada 900,0 ml.

Solucion B: extracto de levadura 0,05 g, succinato de sodio 1,0 g, malato 2,0 g, agua destilada 50,0
ml.

Solucion C: piruvato de sodio 1,0 g, D-manitol 2,0 g, D-glucosa 2,0 g, agua destilada 50,0 ml (8).
R,A: extracto de levadura 0,5 g, peptona proteasa 0,5 g, casamino acido 0,5 g, glucosa 0,5 g,
almidon 0,5 g, piruvato de sodio 0,3 g, K;HPO4 0,3 g, MgSO4 x 7H,0 5,0 g, agar 14,0 g, agua
destilada 1000,0 ml.

MBM: CINa 5,0 g, PO4HK2 0,5 g, PO4H2NH4 0,5 g, SO4(NH4)2 1,0 g, SO4Mg 0,2 g, NO3K 3,0 g,
SO4Fe 0,05 g, SL 10 B 10 ml, agua destilada 1000,0 ml.

MBM-PGO: CINa 5,0 g, PO4HK2 0,5 g, PO4H2NH4 0,5 g, SO4(NH4)2 1,0 g, SO4Mg 0,2 g, NO3K
3,0 g, SO4Fe 0,05 g, SL 10 B 10 ml, Agar-agar 15 g, agua destilada 1000,0 ml. Luego de distribuir
el medio en placa y una vez solidificado, esparcir sobre su superficie 30 pl. de una mezcla 1:1 de
petroleo gas oil.

MBM-2-PGO: CINa 5,0 g, PO4HK; 0,5 g, PO4H,Na 0,5 g, SO4Na 1,0 g, SOsMg 0,2 g, SO4Fe 0,05
g, SL 10 B 10 ml, extracto de levadura 0,025 g, Agar-agar 15 g, agua destilada 1000,0 ml. Luego de
distribuir el medio en placa y una vez solidificado, esparcir sobre su superficie 30 pl. de una mezcla
1:1 de petréleo gas oil.

Test de Biodegradabilidad:

La biodegradabilidad de un suelo puede ser determinada midiendo el didéxido de carbono producido
como resultado de la mineralizacion de hidrocarburos , el didxido de carbono liberado del sistema
se fija en hidréxido de sodio y el carbonato formado se titula con acido clorhidrico (5).

Para la realizacion de los ensayos de mineralizacion de hidrocarburos en fase solida se disefiaron 3
sistemas, cuya composicion figura en la tabla 1.

A los sistemas planteados se les efectud un seguimiento de mineralizacion de hidrocarburos 2 veces
por semana midiendo el CO, producido. De forma paralela se realizaron mediciones de
hidrocarburos en el suelo mensualmente por el método turbidimétrico (TPH). El seguimiento de
variacion de nutrientes nitrogenados se realiz6 de forma semanal. Una ves al mes se realizaron
recuentos bacterianos.

El sistema constituido tinicamente por el suelo (sistema intrinseco) se realizd con el objetivo de
obtener la biodegradacion intrinseca del suelo. El sistema adicionado con benzoato (benzoato S/N)
se disefid para estudiar como influye este compuesto aromatico en la mineralizacion de los
hidrocarburos presentes en el suelo. El sistema constituido por suelo y gas-oil (gasoil S/N) se diseild
para observar la capacidad de degradacion de compuestos alifaticos en deficiencia de nitrogeno. La
humedad como los fosfatos se incorporan en los sistemas para optimizar estos dos pardmetros.

Tabla 1: Sistemas disefiados para mineralizacion de hidrocarburos en
fase solida.

INTRINSECOBenzoato S/N  Gasoil S/N

SUELO 150 gr 150 gr 150 gr
SO4(NHy), 0 gr 0gr 0gr
K,HPO3 0gr 0,084 gr 0,084 gr

H,0 0 gr 10 ml 10 ml




Gas oil 0Oml 0O ml 1,5ml
Benzoato 0 ml 1,5 ml 0 ml

Curvas de crecimiento

De las placas utilizadas para la determinacion de los recuentos de microorganismos se
aislaron 52 cepas las cuales se probaron para determinar su capacidad de biodegradacion de
hidrocarburos y de crecer en medio libres de nitrogeno.

Para evaluar la capacidad de biodegradacion se sembro las cepas en medio MBM-PGO, para
observar la capacidad de desarrollar en ausencia de nitrogeno en medio MD, ambos medios se
incubaron a 28°C durante 20 dias. Para la evaluacion de la capacidad de desarrollar en ausencia de
nitrogeno y biodegradar hidrocarburos en forma simultanea, se preparé 10 ml de MBM con 0,1% de
gas-oil para cada cepa, el cual se inocul6 con 200 ul de una suspensioén bacteriana con una
absorbancia de 0,5 a 690 nm, se incub6 en agitador orbital a 120 rpm durante 31 dias y se realiz6 un
seguimiento de produccion de biomasa en espectrofotdmetro a 690 nm.

RESULTADOS

Caracterizacion de la muestra de suelo:

La muestra de suelo estudiada posee caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas que la hacen
apta para realizar estudios de biodegradacion (Tabla 2). La humedad de la muestra como Ia
capacidad de retencion de agua son dos pardmetros que muestran en conjunto la capacidad de la
misma para retener en su interior agua suficiente para el desarrollo de biodegradacion, la porosidad
de un 45% muestra el buen estado de aireacion del suelo para el desarrollo bacteriano y la
neutralidad del pH indica que el desarrollo de microorganismos es posible. Se observa que existe un
problema con respecto a la fuente de nitrogeno debido a que la misma esta presente en la muestra en
muy baja concentracion.

Tabla 2: Caracterizacion fisico-quimica de la muestra de suelo.
1.A. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS:

HUMEDAD (%) 7
PH 7
DENSIDAD APARENTE (g/ml) 1,18
DENSIDAD REAL (g/ml) 2,15
POROSIDAD 45%
CAPACIDAD DE RETENCION DEL AGUA(g agua/100g 33
suelo)

1.B. CONTENIDO DE NUTRIENTES:

Amonio (ppm) 0,49
Nitratos (ppm) 2,22
Nitritos (ppm) 0,96
Fosfatos (ppm) 5,46
Urea (ppm) 0,69

1.C. CONTENIDO DE HIDROCARBUROS:




HC. TOTALES (%) 5.8
ALIFATICOS (%) 31,8
AROMATICOS (%) 28,7
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El contenido de hidrocarburos es de 5,8%, las fracciones de hidrocarburos alifaticos (31,8%) y la de
aromaticos (28,7%) son las mas susceptibles a ser degradadas por los microorganismos del suelo.

El recuento de bacterias (figura 1) heterétrofas totales estuvo en el orden de 10° (R,A4), de los
que el 86% posee la capacidad de desarrollar en un medio libre de nitrogeno, el 10% degrada
hidrocarburos en presencia de nitrégeno, y el 14% degrada hidrocarburos en ausencia de nitrégeno.

FIGURA 1: Caracterizacion bacterioldgica del suelo.

Seguimiento de aparicion de colonias. Diazotrofos: medio MD.
Ensayo de mineralizacion en fase solida

La muestra de suelo posee una capacidad intrinseca de mineralizacion de hidrocarburos la
que se ve mejorada con el agregado de humedad y fosfatos (figura 2).

El sistema intrinseco posee una tasa de mineralizacion de 43,59 mgCO,/Kg de suelo/dia a pesar de
su deficiente relacion C:N:P (100:0,003,0,003), lo que se vio reflejado en un porcentaje de
biodegradacion de hidrocarburos de 8,97% luego de 72 dias. Los iones nitrato aumentan en el suelo
en funcion del tiempo (figura 3 A) haciendo suponer que existe una alta actividad de
microorganismos capaces de fijar nitrégeno.

Los microorganismos incrementaron su nimero en todos los medios de cultivos empleados (tabla
3), encontrandose una misma tendencia en el aumento de bacterias capaces de desarrollar en
ausencia de nitrogeno y que degradan hidrocarburos, asi como también otros compuestos organicos
COmo azucares.

El sistema con agregado de benzoato posee una relaciéon C:N:P de 100:0,003:0,22. En este sistema
se observa como el fosforo y la humedad son dos factores de gran importancia en la biodegradacion
de hidrocarburos debido a que se observd un incremento en la tasa de mineralizacion (135,88



mgCO,/Kg de suelo/dia) y en el porcentaje de biodegradacion (10,20%), luego de 72 dias, con
respecto al sistema anterior. En este sistema, como en el sistema anterior, el nitrato del suelo
aumenta luego de un seguimiento de 72 dias (figura 3 B).

FIGURA 2: Mineralizacion de hidrocarburos en fase solida
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Experiencia lleva a cabo durante 71 dias.

Tabla 3: Comparacién de los recuentos bacterianos en los diferentes
medios de cultivo.

Inicial Intrinseco Benzoato S/N Gasoil S/N
MBM-PGO 6,00E+05 4,90E+07 4,30E+08 1,87E+09

IQ%EM'PGO' 8.80E+05 190E+08  SA40E+08  123E+10
R2A 625E+06 720E+08  1.33E+09  2,70E+10
DM S3SE+06 1I6E109  3.60E108  9,00E+09

Los valores estan expresados en UFC/ml.

El desarrollo bacteriano se vio favorecido por el incremento de fosfatos ya que el recuento de
bacterias heterotrofas fue mayor que el sistema anterior al concluir la experiencia. Es de remarcar
que los microorganismos capaces de desarrollar sin fuente de nitrogeno se observaron inhibidos ya
que el recuento de bacterias que desarrollaron en el medio MD se observd disminuido en un
logaritmo con respecto al sistema intrinseco (tabla 3), esto puede ser debido al efecto del benzoato
incorporado al sistema, en dicha tabla se observa como aumentan los microorganismos capaces de
degradar hidrocarburos en presencia como en ausencia de nitrégeno en su medio de crecimiento.
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FIGURA 3: Seguimiento de hidrocarburos y nutrientes nitrogenados.
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A) Sistema intrinseco; B) Sistema benzoato S/N; C) Sistema gasoil S/N. HTP: Hidrocarburos totales del petroleo.

El sistema con agregado de gasoil posee la mayor tasa de mineralizacién de los 3 estudiados
(229,92 mgCO,/Kg de suelo/dia), y el mayor porcentaje de biodegradacion (35,70%). Estos valores
son llamativos debido a que la relacion C:N:P (100:0,003:0,22) no es la mas Optima para lograr
grandes tasas de biodegradacion de hidrocarburos. Es posible que al ser este suelo muy rico en
microorganismos capaces de crecer en medios libres de nitrogeno, estos estén muy bien adaptados a
esta situacion de stress, como lo es el déficit de nitrogeno, y desarrollen en un gran nimero gracias
al gasoil incorporado (tabla 3), en este sistema los recuentos de diazotrofos y bacterias heterotrofas
degradadoras de hidrocarburos son elevados.

La produccion de nitratos es inconstante (figura 3 C) y no parece relacionarse con ningin otro
parametro estudiado.

Curvas de crecimiento:

Las 52 cepas aisladas mostraron la capacidad de desarrollar en medio MD y en MBM-PGO, lo que
permite determinar que este conjunto de microorganismos aislados son capaces de crecer en
ausencia de nitrogeno y de biodegradar hidrocarburos. Solo un grupo de 11 cepas mostr6 la
capacidad de incrementar su biomasa en el medio MBM con agregado de 0,1% de gas oil, las cuales



fueros 8, 17, 54, 57, 65, 67, 68, 24B, 48B, 59A y B (figura 4). El resto de los microorganismos
mostraron densidades opticas a 690 nm inferiores a 0,1 tomando estos resultados como negativos.

FIGURA 4: Curvas de crecimiento de cepas aisladas.
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Se realizaron en MBM con 0,1% de gasoil y un seguimiento de 31 dias con mediciones de D.O. a
690 nm.

DISCUSION

Una de las caracteristicas que posee la muestra es la de acumular nitratos con el transcurso del
tiempo, dando indicios de la posibilidad de la existencia de bacterias capaces de fijar nitrogeno en
presencia de hidrocarburos (figuras 3 A, B y C). Es de destacar que el sistema intrinseco muestra
como la comunidad bacteriana del suelo puede biodegradar hidrocarburos a pesar de las relaciones
C:N:P 100:0,003:0,003 indicando la posibilidad de que la misma se encuentre perfectamente
adaptada a el ambiente inhospito en el cual se encuentra. Otra caracteristica es que el nimero de
microorganismos capaces de biodegradar hidrocarburos alifaticos (gasoil S/N) es mayor que
aquellos que comparten la ruta de biodegradacion de compuestos aromdticos como el benzoato
(benzoato S/N) como se observa en la figura 2.

De todos los resultados expuestos, el suelo estudiado podria estar constituido por una comunidad
bacteriana altamente especializada en biodegradar hidrocarburos en presencia de un déficit de
nitrégeno importante, situacion ya mencionada por Toccalino at all en 1993 y Ekford at all en
2002. Deni et al en 1999 enuncié que en suelos con estas caracteristicas existen comunidades
bacterianas capaces de nitrificar, constituidas por microorganismos altamente especializados en
captar el poco amonio disponible en el ambiente y oxidarlo, y otro grupo con una gran afinidad por
el resultado de la oxidacion del amonio, los nitritos, oxidandolos a nitratos. Esto de alguna manera
podria explicar por que los nitratos de este suelo aumentan.

Esta comunidad altamente especializada podria esta constituida por diferentes grupos bacterianos en
los cuales podriamos destacar: I) microorganismos capaces de fijar nitrogeno pero no de degradar
hidrocarburos, II) microorganismos capaces de biodegradar hidrocarburos y no de fijar nitrégeno,
IIT) microorganismos capaces de fijar nitrégeno y de degradar hidrocarburos simultaneamente
(figura 4). Dichos grupos bacterianos podrian funcionar en forma conjunta en donde los del grupo II
biodegraden hidrocarburos a expensas del nitrogeno aportado por los del grupo I y III, de esta



manera se producirian metabolitos intermedios de biodegradacién que podrian ser utilizados como
fuente de carbono para las bacterias del grupo I y puedan fijar nitrégeno. Cabe destacar la
importancia de los microorganismos capaces de fijar nitrogeno y de biodegradar hidrocarburos en
forma simultanea ya que los mismos serian los encargados de poner a funcionar esta comunidad
actuando como generadores de fuente de nitrogeno y de metabolitos intermedios.

CONCLUSIONES

La muestra de suelo estudiada posee, intrinsecamente, una alta capacidad de degradacion de
hidrocarburos (43,59 mgCO,/Kg de suelo).

La comunidad bacteriana posee la capacidad de producir mejores mineralizaciones en presencia de
hidrocarburos alifaticos (229,92 mgCO,/Kg de suelo), que en presencia de compuestos aromaticos

(135,88 mgCO,/Kg de suelo).

En suelos con altas relaciones C:N (como el estudiado C:N 100:0,003) existen un gran numero de
microorganismos capaces de desarrollar en medio de cultivo libres de nitrogeno.

En suelos con un elevado contenido de hidrocarburos se observa un enriquecimiento natural de
microorganismos capaces de degradar estos compuestos en presencia como en ausencia de
nitrégeno.

Cuando un suelo presenta una elevada relacion C:N es comln observar un aumento de los iones
nitratos.
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