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Resumen

Los lavaderos industriales de equipos petroleros y las estaciones de servicio, en sus lavaderos,
producen una gran cantidad de barros con concentraciones y calidades muy variables de hidrocarburos.
La disposicion final y segura de estos residuos es un problema en areas de explotacion petrolera.

El volumen de barros producidos hace que su eliminacion por incineracion sea altamente
costosa y poco practica. Los métodos biolodgicos son de relativo bajo costo, muy amigables para el
medio ambiente y que a diferencia de la incineracion no destruye el suelo, el que luego de eliminados
los hidrocarburos biodegradables, puede destinarse a usos como forestacion u otros usos industriales.

Se trabajo con fermentadores en fase solida con barros provenientes de un lavadero industrial
donde se estudid el potencial de biodegradacion de la comunidad autdctona, con y sin asistencia de
nutriente y con inoculacion de una cepa con alto potencial de biodegradacion.

Los resultados obtenidos de la experiencia indican que para los hidrocarburos ensayados, es
posible la biodegradaciéon de un 80% en un plazo relativamente corto, de 90 a 120 dias. En las
condiciones del este ensayo el porcentaje de biodegradacion y la velocidad o cinética del proceso
dependen de la composicion del hidrocarburo, de las condiciones de manejo del sistema y de las
ambientales.
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Introduccion

Los barros contaminados con diversas fracciones destiladas de petrdleo provenientes de
estaciones de servicio durante muchos afios se los disponia en basurales u otros lugares sin tratamiento
previo. En la ciudad de Comodoro Rivadavia, se han extremado esos controles, debido a que en esas
instalaciones o en los llamados lavaderos industriales se acondicionan y lavan equipos de la industria
petrolera. El grado de contaminacién que producen es muy variable asi como la composicion, en la
que entran naftas, gasoil, kerosene, aceites lubricantes y grasas cada uno de ellos con una composicion
muy compleja (Speight 1991). La disminucion de estos contaminantes y el destino de esos barros en
areas de uso industrial o forestal es una posibilidad cierta.

Entre las fracciones de los destilados del petréleo que se encuentran en los barros de los
lavaderos industriales la fraccion correspondiente el aceite lubricante es una de las que presentaria
mayor dificultad para su biodegradacion debido a su composicion. Esta fraccidon se caracteriza por
tener una composicion de hidrocarburos con cadenas de 25 y hasta 40 4&tomos de carbono incluyendo
hidrocarburos alifaticos aromaticos y poliaromaticos como el naftaleno y fenantreno y también
hidrocarburos mixtos aromaticos y parafinicos (Speight 1991).

Las naftas se obtienen por destilacion a temperaturas de hasta 180°C y estan compuestos por
tres tipos principales de hidrocarburos, parafinas (incluidos ciclo parafinas y parafinas ramificadas,
olefinas e hidrocarburos aromaticos. En total se estima en mas de quinientos los hidrocarburos
presentes. Todos ellos toxicos para las membranas celulares incluidas las bacterianas son en general
muy volatiles y desaparecen por evaporacion en poco tiempo.

El kerosene, cuya deseable composicion debiera ser solo hidrocarburos saturados, tiene en su
constitucion parafinas normales, ramificadas, ciclicas con una, dos y tres ciclos y compuestos
aromaticos, mono aromaticos sust. y diaromaticos. El kerosene se obtiene por destilacion entre 200 y
260°C aproximadamente.

El diesel o gasoil con un rango de destilacion entre 175 y 345°C, y esta compuesto por los
mismos grupos de hidrocarburos que el kerosene al que se le agregan compuestos de mayor nimero de
carbonos.

En trabajos anteriores se han discutido las posibilidades de los métodos de biorremediacion en
suelos semi-aridos de la patagonia (Pucci et al 1998, Pucci et al 2000, Riss et al 2002). Llegandose a la
conclusion que es posible una buena biodegradacion aln en climas y suelos con caracteristicas
extremas como los de la Patagonia central.

En los procesos de biodegradacion en patagonia se presentan bacterias que tienen una estrategia
de alta afinidad por sustratos y un desarrollo relativamente lento como las del grupo nocardia-
rodococus. Un de las caracteristicas sobresalientes de este grupo son las capacidades de sobrevida en
medios hostiles, con periodos de muy baja humedad y de baja cantidad de nutrientes.

En este trabajo se realiz6 una experiencia con barros contaminados provenientes de un lavadero
industrial y se ensayo la utilizacion de una cepa de buena capacidad de biodegradacion y adaptacion a
suelos patagonicos en el saneamiento de barros contaminados con petréleo provenientes de estaciones
de servicio, previo a su disposicion final.



Materiales y Métodos

La muestra se componia de 16 submuestras de 3 Kgr cada una que se redujeron por cuarteos
sucesivos a una de aproximadamente cinco kilogramos a partir de la que se prepararon los biorreactores
solidos.

Caracterizacion del residuo contaminante

La extraccion de hidrocarburos, a partir de los suelos contaminados, se efectud por soxhlet,
utilizando como solvente cloroformo, durante un periodo de 24 hs. La separacion de las fracciones se
realizd6 en columna de silicagel, eluyendo con hexano, benceno y cloroformo-metanol (1:1),

separandose en fracciones de 25 ml en frascos de 30 ml. Se recupero el solvente

Los recuentos de microorganismos y aislamientos de bacterias degradadoras de hidrocarburos
se efectuaron a partir de suspensiones de 10 gr. de muestra y 100 ml. de agua destilada estéril, con
agitacion en vortex.

En todos los casos los resultados se expresan en unidades formadoras de colonias por gramo de
suelo seco (ufc/g. suelo).

Se realizo, luego, diluciones decimales apropiadas a partir del sobrenadante.

Los medios de cultivo utilizados fueron

-Medio R>A: Extracto de levadura 0.5 g, peptona proteasa 0.5 g, casamino 4cido 0.5 g, glucosa 0.5 g,
almidon 0.5 g, piruvato de sodio 0.3 g, fosfato acido di sodico 0.3 g, sulfato de magnesio deca
hidratado 5 g, agar-agar 14 g, agua destilada 1000 ml.

-Medio base mineral (MM):

CI Na 5 g, PO4HK,; 0,5 g, PO4H,NH,4 0,5g, SO4(NH4)> 1 g, SOsMg 0.2 g, NO3K 1 g, Agua dest.c.s
1000 ml, con el agregado de las vitaminas B1 10 mgr, B6 10mgr y B12 Imgr y de solucion de
oligoelementos 20 ml por litro de una solucién esteril de FeCl, x 4 H20 1,500 g, ZnCl, 68,00mg,
MnCl; x 4 H20 100,00 mg, H;BO; 62 mg, CoCl2 x 6 H,O 120 mg, CuCl2 x 2 H, 17 mg, NiCl, x 6
H,0 24 mg, Na,MoO,4 x 2 H,O 24 mg, HCI, 0,05 molar 1000 ml. Agua destilada. pH 7, al cual se le
agrego 30 microlitros de petroleo- gasoil por diseminacion en superficie. Los medios de cultivo se
esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a 121°C antes de ser utilizados.

Se sembrd cada placa por diseminacidon en superficie, se incubaron a 28 +/- 5°C durante todo su
estudio.

El aislamiento de la cepa se efectud a partir de un suelo donde se trabajaba un minilandfarming y se
procesaban desechos de hidrocarburos de diferentes procedencias en una planta distante a 400 km de
Comodoro Rivadavia. Para el enriquecimiento de bacterias degradadoras se utilizo MM
suplementado.

Se distribuy6 a razon de 100 ml por frasco de 500 ml de capacidad y se agregaron 10 gr de suelo y por
ultimo 200 microlitros de aceite lubricante como unica fuente de carbono y energia. Se incubo en
agitador rotatorio a 150 rpm, 28°C durante 15 dias. Al finalizar los mismos se traspasé 1 ml de la
suspension a 10 ml del mismo medio, se agregaron 20 microlitros de aceite lubricante, incubandose
igual que el primer paso. Esto se repitid dos veces y por ultimo se efectud un aislamiento en el mismo



medio solido con petroleo gasoil expandido. (Pucci GN y Pucci OP Revista de la Asociacion Argentina
de Microbiologia, en prensa)

Se determino por cromatografia gaseosa (HP-6890-columna HP 1) a cuatro tiempos (inicial, a los 5, 10
y 20 dias) utilizdndose frasco de 30ml con 10 ml de medio de cultivo, 1 ml de indculo (de absorvancia
0,5 a 700nm en cubeta de 1 cm de paso de luz) y 25 microlitros de un testigo preparado con gasoil,
pristano, naftaleno y fenantreno. Para cada determinacion de efectué un duplicado. La extraccion se
efectud durante 10 minutos con 2 ml hexano grado cromatografico, en un agitador alternativo disefiado
en el grupo.

La cinética de degradacion se efectué midiendo el diéxido de carbono producido en un biorreactor en
fase solida que contenia 100 gr de suelo con el agregado de nutrientes nitrogeno y fosforo para llegar a
una relacion C:N:P igual a 100:5:1. Se prepararon cuatro variantes por duplicado que correspondian a
suelo con nutrientes y humedad, suelo inhibido, suelo con nutrientes, y suelo con nutrientes, humedad e
inoculacion de cepa OHP-AL-GP. la mineralizaciones se determinaron dos veces por semana. Y se
graficaron los promedios.

Se utilizaron fracciones de hidrocarburos e hidrocarburos puros, en total se efectuaron veinticuatro
ensayos por duplicado (Petréleo, nafta, kerosene, gasoil, parafina, aceite mineral, pentano, hexano,
heptano, n-octano, n-pentadecano, n-hexadecano, pristano, ciclohexano, ciclohexanona, benceno,
tolueno, xyleno, naftaleno, antraceno, fenantreno, benzoato, m-toluato, asfaltenos).

Cada uno de los ensayo se realizé en frascos de 30 ml, con 10 ml de medio base mineral se precintaron
y se esterilizaron en autoclave. Cada uno de los frascos se inocul6 con 100 microlitros de la cepa usada
en la inoculacion con una concentracion de hidrocarburos de 0,5% salvo en el caso de los de menos de
8 atomos de carbono que fue de 0,1% por la toxicidad intrinseca de ellos.

La biomasa fue determinada por densidad oOptica a 405 mm en espectrofotometro Merck LQ 118,
correlacionandose en 3 casos el numero de bacterias con densidad Optica para sacar un factor que
pudiera transformar ese valor en unidades formadoras de colonias por ml. La correlacion se efectiio
midiendo densidad optica de 3 cultivos en 3 diferentes tiempos y contrastandola con recuentos
bacterianos efectuados por triplicado en placa con medio mineral suplementado con petrdleo gasoil
como Unica fuente de carbono y energia.



RESULTADOS Y DISCUSION:
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El analisis por cromatografia en columna de los hidrocarburos presentes indicd los siguientes
porcentajes alifaticos 75% aromaticos 18,6% polares y asfalténicos 6,4% esta composicion es apta
para el tratamiento bioldgico. El bajo contenido en compuestos polares, que son los que presentan
mayor recalcitrancia. Es un buen indice para obtener un alto porcentaje de biodegradacion, La cantidad
de hidrocarburos alifaticos, frascos 1 a 10, es del 75% es un porcentaje elevado y que corresponde a la
misma fraccion de nafta, kerosene, gasoil y aceite lubricante. Salvo la primera fraccion destilada el
resto tienen una excelente porformance de biodegradacion.

Los hidrocarburos aromaticos (frascos 10 a 16 contribuyen a un 18%, estos hidrocarburos se ven tienen
mayor dificultad de degradacion en las comunidades en general hay bacerias que pueden
metabolizarlos, aunque a velocidades menores se puede obtener una buena eliminaciéon de estos
compuestos (Pucci, G.N.; Pucci, O.H. Rev.Arg.de Microbiologia, 35-2. En prensa).

Los hidrocarburos polares integran con s6lo un 6,4%. Estos compuestos tienen una velocidad de
biodegradacion muy baja y éste método no es el mas adecuado para eliminarlos, pero son altamente
insolubles y forman grandes moléculas de caracteristicas similares al humus. Esta conformacion
molecular es la que induce su alta persistencia.



Poblacion bacteriana inicial:

Figura 2 Poblaciones bacterianas de bacterias degradadoras de hidrocarburos y de bacterias
heterotroficas en las muestras de barros
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Los recuentos bacterianos estan en el orden de 107 para bacterias acrobias que desarrollan en R,A y de
10° para bacterias que desarrollan en medio mineral suplementado con oligoelementos, vitaminas y
petroleo-gasoil. En medio sabouraud el desarrollo fue solo de aspergillus y penicillium, que no tuvieron
significado en biodegradacion de compuestos aromaticos o polares (datos no mostrados).

Se aislaron 58 cepas que degrandan hidrocarburos. En los ensayos de biodegradacion demostraron
tener una capacidad individual buena, pero no excelente por lo que se trato de buscar una cepa

proveniente de una contaminaciéon con hidrocarburos de mayor peso molecular para reforzar la
capacidad mineralizante de la comunidad presente (ver seleccion de cepas).



Figura 3: Porcentaje de degradacion de hidrocarburos a los 5 y 10 dias de cepas obtenidas de suelos
contaminados con aceite lubricante
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Con el objeto de obtener cepas con alta capacidad mineralizante se trabajéo con un suelo
proveniente de un pequefio Landfarming en el que se tratan suelos contaminados con aceite de turbina.
Se aislaron 6 cepas que desarrollaban en MM suplementado con petroleo y gasoil (Pucci y Pucci.
Rev.Arg. de Microbiologia. En prensa).

A las 6 cepas se le efectuardn ensayos por duplicado de mineralizacion a 5 y 10 dias para
determinar la mas 6ptima.

Las cepas OHP-AL-GN y OHP-AL-GP fueron las que mejor performance de mineralizacion
presentaron.

Con el fin de seleccionar entre ambos la que ofreciera mejor performance de biodegradacion se
efectuaron pruebas de cinéticas de degradacion con ambas cepas con aceite lubricante y gasoil, los
resultados de estas mineralizaciones se muestran en la figura 4.

La performance de la cinética de la cepa OHP-AL-GP, la hace una cepa con especiales
posibilidades de biodegradacion, en especial por la gran capacidad de biodegradacion de hidrocarburos
alifaticos de peso molecular elevado como los presente en aceite lubricante, que junto con una



importante tasa de consumo de oxigeno la hace Optima para la inoculacion. Para confirmar estas
caracteristicas sobresalientes se efectuaron 2 ensayos mas avanzados.

El primero (figura 5.a. cinética de degradacion de destilados de petréleo por la cepa OHP-AL-
GP) fue la biodegradacion de hidrocarburos puros y mezclas provenientes de destilacion, utilizd con
buena performance los destilados de petroleo: aceite lubricante, gasoil, kerosene, no utiliza nafta. Entre
los hidrocarburos puros utilizé n-heptano, n-octano, n-pentadecano, n-hexadecano, pristano. No utilizo
como unica fuente de carbono y energia: ciclohexano, ciclohexanona, benceno, tolueno, xyleno,
naftaleno, antraceno, fenantreno, benzoato, m-toluato, asfaltenos).

El segundo fue el estudio de las capacidades de biodegradacion, se estudio la biodegradacion de
una mezcla compleja de hidrocarburos formada por gasoil, naftaleno, antraceno, pristano.

En la figura 6.a. se muestra la cromatografia de la mezcla de hidrocarburos extraida de un frasco
preparado en las mismas condiciones del ensayo, en la que aparecen hidrocarburos de Cy a Cyy.
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En la figura 4 se grafican las mineralizaciones de gasoil y aceite lubricante, que a pesar de la diferencia
de composicion, presentan cinéticas casi iguales, no ocurre lo mismo con otros hidrocarburos (cinéticas
no mostradas).
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Se presentan los datos en las figuras 2 a, b, ¢, d que corresponden a las cromatografias a testigo inicial,
b alos 5 dias, c a los 10 dias y d a los 20 dias de incubacion.
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Figura 6.¢c.
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1ndustr1a1 estudiada durante 80 dias. La biodegradacion con nutrientes e inoculante (cepa OHP-AL-GP)
tiene una excelente accion y un modelo que sigue una ecuacion lineal. A todas las cinéticas se les restod
la biodegradacion intrinseca
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En la figura 7 se presentan las tres curvas de los promedios de las cinéticas que corresponden a
los biorreactores: intrinseco (suelo con humedad) con suelo con nutrientes y humedad, suelo con
nutrientes, humedad e inoculacion de cepa OHP-AL-GP. En los tres casos se les rest6 la escasa
produccion de didxido de carbono producida en el suelo inhibido.

El seguimiento durante 77 dias indica que, para el barro tratado, la opcion mas rapida
corresponde al tratamiento con inoculacion, es de hacer notar que la cantidad del indculo fue
importante, 2 ml de una densidad optica de 0,5 unidades de absorvancia, esta biodegradacion se ajusta
a una ecuaciéon poco comun, lineal CO, [mg/Kg peso seco] = 73.394 tiempo[dias] + 55.74 [r* =
0.9889], lo que indica un excelente modelo de biodegradacion.

El biorreactor con suelo, humedad y nutrientes también tuvo un buen desempefio pero fue

necesaria una ecuacion polindmica de segundo grado para explicar su comportamiento {CO, [mg/Kg
peso seco] =-0.3463 {tiempo[dias]}2 + 59.755 {tiempo[dias]} - 24.127 R2=0.998}.
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El biorreactor con suelo y humedad tuvo un desempefio modesto y también fue necesaria una
ecuacion polindmica de segundo grado para explicar su comportamiento {CO, [mg/Kg peso seco] = -
0.0197 {tiempo[dias]}* + 8.7935 {tiempo[dias]} - 15.516 R2 = 0.9986}.

Discusién

La cepa OHP-AL-GP fue caracterizada por su perfil de metil esteres de acidos grasos como
correspondiente al grupo de Rhodococcus. Su perfil de biodegradacion de hidrocarburos muestra que
tiene un muy buen desarrollo en aceite lubricante y gasoil un buen desarrollo en pentadecano y
hexadecano y pristano, un buen desarrollo en n-octano y kerosene y un desarrollo pobre o disgénico en
fenol, pentano, hexano y heptano, debemos notar que estos ultimos 4 hidrocarburos tiene en general un
poder toxico muy grande para las membranas bioldgicas. No desarrollo utilizando como unica fuente
de energia y carbono con los siguientes hidrocarburos: nafta, ciclohexano, ciclohexanona, benceno,
tolueno, xileno, naftaleno, antraceno, fenantreno, benzoato y m-toluato. Este perfil de biodegradacion
es coincidente con el género Rhodococcus.

Existe una aparente contradiccidon, que no es tal, entre los resultados de las determinaciones
cromatograficas en que elimina la totalidad de los hidrocarburos presentes en biorreactores liquidos
incluyendo los aromadticos y el perfil de biodegradacion, pero se debe tener en cuenta que el primero es
una mezcla compleja y que posibilita el cometabolismo de hidrocarburos mas recalcitrantes. Mientas
que en el segundo ensayo se utilizan hidrocarburos puros por lo que no existe la posibilidad de ese
proceso.

Conclusiones

La cepa OHP-AL-GP presenta un excelente potencial de biorremediacion de hidrocarburos
conflictivos como son los aceites lubricantes, su posible empleo en la eliminacion de barros
provenientes de lavados de motores o de estaciones de servicio seria su aplicacion mas importante La
velocidad de degradacion, en condiciones Optimas de cultivo, le confiere una ventaja adicional.

Los barros provenientes de lavaderos industriales de camiones y equipos utilizados en la
industria petrolera tienen un tratamiento bioldgico de muy buena perfomance ya sea con remediacion
asistida con nutrientes o a la que se agrega inoculacion de cepas autoctonas, siendo este ultimo caso
que presenta una ecuacion mas conveniente costo/beneficio, por el bajo costo del inoculante.
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