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Resumen
Las contaminaciones cruzadas hidrocarburos-metales pesados presentan una complicacion
adicional al potenciarse las toxicidades de ambos contaminantes.

La presencia de cantidades importantes de plomo, cobre, cromo, cinc y niquel, tienen un marcado
efecto inhibitorio sobre el desarrollo bacteriano.

En este trabajo se estudid un suelo con contaminacion cruzada de hidrocarburos y los metales
pesados indicados mads arriba (que presentan concentraciones significativas), en biorreactores en
fase solida. Se disefiaron sistemas que comprendian, solo al residuo, al residuo adicionado de
gasoil, y al uso de quelantes de metales pesados para disminuir su biodisponibilidad. Los metales
pesados fueron los presentes en el suelo.

Introduccion
Las Contaminaciones del medio ambiente se agravan cuando los contaminantes se suman,
especialmente si pertenecen a categorias diferentes como hidrocarburos y metales pesados.

La eficiencia de los métodos bioldgicos en reducir la contaminacion por hidrocarburos alifaticos,
aromaticos y algunos destilados del petrdleo, bajo condiciones poco propicias, ha sido
ampliamente comunicada (Pucci et al., 2000; Pucci et al., 2002), otros componentes del petroleo
pueden ser eliminados por métodos bioldgicos pero no son eficientes en cuanto a la velocidad por
lo que se los considera no aptos para el tratamiento bioldgico. (Pucci y Pucci, 2003).

La relacion entre los microorganismos y los metales pesados tienen muchas facetas, la resistencia
a los segundos por parte de los primeros indican que pueden coexistir bajo ciertas circunstancias.
En todos los casos, salvo en los procesos de precipitacion bioldgica, el uso de microorganismos
no permite eliminar los metales pesados del medio.

Un medio apto para la eliminacion de metales pesados es la fitorremediacioén, que en general es
una bioacumulacion del metal pesado en raices o follaje de plantas, no todas las plantas resisten
concentraciones importantes de hidrocarburos. Por lo que el paso previo de la biorremediacion es
una condicion acertada para el saneamiento del lugar y la incineracion de suelos contaminados
por hidrocarburos y metales pesados, si bien elimina a los primeros, transforma al suelo en
escoria y no puede efectuarse una fitorremediacion sino que hay que proceder a un costoso lavado
del suelo.

En el presente trabajo se estudio las posibilidades y limites que tiene la biodegradacion de
hidrocarburos en suelos y barros que también tienen contaminacioén por metales pesados.


mailto:ceima@unpata.edu.ar

Desarrollo

Las determinaciones de las caracteristicas del ecosistema fueron comunicadas en trabajos
anteriores. (Pucci et al., 2000; Riis et al., 2002; Pucci y Pucci, 2003).

Las determinaciones de metales pesados se efectuaron por absorcion atomica o ICP. (Riis et al.,
2002).

Los analisis de HC son los descriptos en trabajos anteriores. (Pucci et al., 2000; Riis et al., 2002;
Pucci y Pucci, 2003).

Caracteristicas del habitat:

Las caracteristicas del habitat indican que desde el punto de vista de su aspecto fisico es posible
una buena degradacion. En el aspecto quimico, sobresale la alta concentracion de sulfato y de
magnesio y la excesiva cantidad de hierro 27,5 g% y la presencia de los metales pesados, todos
considerados muy toxicos, podrian ser causa de un bajo nivel de biodegradacion o anularla . El
contenido de nutrientes nitrogenados es adecuado. El contenido de hidrocarburos es alto y su
composicion por cromatografia en columna indica una composicion factible para la
biorremediacion. (Tabla 1)

La comunidad bacteriana heterotrofica esta en niveles habituales de suelos contaminados,
indicaria una posibilidad cierta de una buena eliminacion de los hidrocarburos.



Tabla N° 1: Caracteristicas fisicas-quimicas y microbioldgicas del sistema estudiado.

1.A. CARACTERISTICAS FISICO-
QUIMICAS:
humedad (%) 25,5
h 7,4
residuo organico (%) 10,16
residuo inorganico (%) 89,84
densidad aparente (g/ml) 0,96
densidad real (g/ml) 1,71
orosidad 0,44
capac. retencion de agua (gh2o/g suelo)
1.b. contenido de aniones y cationes: meq / kg
carbonatos (ppm) 0 0
bicarbonatos (ppm) 422 6,92
sulfatos (ppm) 1691 35,23
cloruros (ppm) 618 17,43
calcio (ppm) 429 21,45
magnesio (ppm) 195 16,25
bario (ppm) 130 1,90
cadmio (ppm) 9,3 0,17
manganeso (ppm) 1700 61,82
lomo (ppm) 234,5 2,27
cinc (ppm) 273 8,40
niquel (ppm) 55,6 1,88
hierro (%) 27,5 1478,5
cobre (ppm) 141 4,48
cromo (ppm) 165,5 9,55
sodio (ppm) 2584 112,35
otasio (ppm) 109,8 2,75
1.c. contenido de nutrientes:
amonio (ppm) 6,44
nitratos (ppm) 24,4
no
fosfatos (ppm) detectado
urea (ppm) 4,67
1.d. contenido de hidrocarburos:
hc. totales (%) 7,15
hc. alifaticos (%) 44,34
hc. aromaticos (%) 28,93
hc. asfalticos (%) 26,73
l.e. contenido de microorganismos
(ufc/g):
bacteria aerobias totales 6,2 x 10°
bacterias degradadoras de hc. 1,1 x 10°




Accion de los metales pesados en el desarrollo bacteriano:
La influencia de los principales metales pesados sobre el desarrollo de las bacterias se muestra en
la tabla N° 2. El cromo tiene un efecto inhibidor que se incrementa con la concentracion.

El hierro a 500 ppm o mas inhibe el desarrollo y a 250 6 menos no ejerce efecto significativo
sobre la comunidad.

El plomo no parece ejercer una accion inhibitoria, pero al haber realizado estas determinaciones
en medios solidos puede haber interacciones entre los componentes del medio y el plomo, no
dejandolo totalmente biodisponible. El cinc no ejerce efecto sobre la comunidad.

El manganeso si bien no tiene una toxicidad declarada, concentraciones superiores a 425 ppm.
Tienen un efecto inhibitorio leve.

La mezcla al Ni Cd Cu Ba (55:9:140:30) inhibe en forma total el desarrollo de la comunidad.
Reduciendo la concentracion a la mitad, permite el desarrollo del orden de 10* colonias/gr. Y una
concentracion de 25% practicamente no ejerce influencia en el nimero de bacterias.

Este ensayo demuestra que la comunidad extraida del suelo estudiado tiene sensibilidades
diferenciales frente a los cationes ensayados en medios gelificados con agar y en ausencia de
suelo, esta aclaracion tiene suma importancia debido a que se trata de la comunidad cultivable,
que es la mas activa desde el punto de vista metabdlico, y que en este ensayo estan ausentes
componentes del suelo que pueden modificar la accion de los metales pesados.

Figura 1: influencia de la concentracion los metales pesados en el desarrrollo de bacterias en
medio de cultivo R2ZA




Perfil de degradacion de hidrocarburos ( capacidad de eliminacion de hidrocarburos
individuales o mezclas:

En base a los resultados del ensayo anterior se efectuaron experiencias de perfiles de degradacion
de la comunidad extraida frente a hidrocarburos en presencia y ausencia de metales pesados (tabla
N° 2) utilizando las concentraciones de Ni:Cd:Cu:Ba (27:4,5:70:15) y cromato (40 mgr de
Cromo).

De los hidrocarburos ensayados, el kerosén, el gasoil el pentadecano normal y el hexadecano
normal se utilizan practicamente sin diferencias tanto en presencia como en ausencia de metales
pesados.

Hay hidrocarburos los utiliza la comunidad extraida en ausencia de metales pesados, pero la
presencia de metales pesados disminuye o elimina su utilizacion

Otros hidrocarburos, que no se presentan en la tabla 2, no se utilizaron por la comunidad extraida
ni en ausencia ni en presencia de metales pesados (ciclohexano, cyclohexanona, benceno,
tolueno, xileno, naftaleno, antraceno, fenantreno y compuestos polares.

La presencia de metales pesados tiene un efecto importante especialmente sobre los hidrocarburos

mas conflictivos, como lo son el pentano y hexano, toxicos de membranas celulares bacterianas.

Tabla N° 2: Perfil de degradacion de hidrocarburos por la comunidad del suelo en presencia y
ausencia de metales pesados

Hidrocarburo MBM T™M Cr TM NCC

petréleo crudo ++ W -
nafta ++ W +
kerosén ++ ++ ++
gasoil ++ ++ ++
parafina + W w
aceite lubricante + w w
n-pentano ++ - W
n-hexano ++ - W
n-heptano - - w
n-octano + - W
n-pentadecano + ++ ++
n-hexadecano +++ ++ ++
pristano +++ + ++
residuo *) + - W

*) hidrocarburos extraidos del suelo contaminado

MBM: Medio Base Mineral; TM Cr: TRIS medium + Cr

TMNCC: TRIS medium + Ni + Cu +Cd

+++ turbidez abundante; ++ turbidez moderada.; + turbidez baja.; w turbidez muy baja. -
turbidez imperceptible.

Influencias en la cuantificacion de metales pesados,:



La cuantificacion de metales pesados en suelos depende del método de extraccion que se use.
Sélo los métodos drasticos permiten conocer la cantidad total. Estos métodos no estan presentes
en la naturaleza, los comparables a ellos serian los que se efectian con NOsNH4 1 M a pH 4,85,
cal (acetato y lactato de C a pH 4,1, EDTA 0,1 M a pH 4,4, Citrato de Na 0,4 M a pH 5,0, o Tris
0,1 M a pH 7,4. Ninguno de estos métodos puede poner en evidencia la cantidad total de metales
pesados (Ver tabla N° 3).

Este ensayo pone en evidencia la dicotomia que se produce entre la cantidad real y la que esta
disponible para ejercer la accion tdxica, especialmente sobre bacterias que para que ejerzan su
accion tanto nutrientes como toxicos tienen que ser solubles en agua y en un rango de pH que
permita la vida.

Tabla N° 3: Extraccion de metales pesados en suelos por diferentes métodos extractivos:

Método de Extraccion CrO42' Mn®"  |Ni* cu?t |zn® [cd® |pb*t
Contenido Total en suelo [ppm]

Digestion con HNO; /|306 2099 |97 150 407 |<10 |208
microondas

416 2680 [117 244 638 2 258

Cantidad Extraida [%]

Agua =0 0.003 |0.006 |0.005 [0.002 |0.01 =0
1 M NH4NO; pH|[<0.02 |0.02 0.05 <0.04 | 0.01 |<5 <0.10
4.85
cAL" pH| 006 | 20 |20 3.4 50 (7.5 [<0.10
4.1
M EDTA-Na, PH|<0.02 |10.1 4.8 12.7 10.6 [18.5 | 83
4.4
0.1 M Na-citrato pH| 0.05 5.7 3.1 7.1 43 |75 ]0.11
5.0
0.1 M TRIS pH|<0.02 |0.003 [<0.03 | 0.05 |0.007 |<5 <0.10
7.4

D calcio acetato/lactato (cada uno 0.05 M + 0.3 M 4cido acético)

Ensayos de biodisponibilidad de metales pesados:

La pérdida de la inhibicién por metales pesados en el suelo es obviamente un asunto de falta de
biodisponibilidad. Ellos existen en precipitados o estdn complejados en la matriz del suelo (por
adsorcion o intercambio catidnico) o enmascarados por agentes complejantes. En este trabajo
hemos determinado la porcion soluble de metales pesados del suelo de usando diferentes agentes
(tabla 4). La fraccion soluble en agua pura es menor a 0,01%.



Tabla N° 4: Solubilidad de metales pesados en diferentes medios nutritivos y suspensiones de
suelo. Se adicion6 40 ppm niquel, 70 ppm cobre y 5 ppm cadmio a los medios con excepcion de
20 mM MES medium, al cual se agregaron 29 ppm Ni, 32 ppm Cu and 5,6 ppm Cd (0.5 mM cada

uno).
Medio Suelo | Capacidad Niquel Cobre Cadmio
de
intercambio
cationico
[mval/100 g | % del valor tedrico
d.m.]
10mMTRIS? | e [ el 72 23 19
50mMTRIS? | o | 91 97 119
10mM MES"” | o [ el 82 34 44
20mM MES" | e | 85 45 82
Solo para comparar: 75 5.8 6.5

MM-UFZ " contiene 10
mM buffer fosfato pH 7.0

50 mM TRIS Compost 26.6 7.1 0.9 12
20 mm MES 10 2.5 23
50 mM TRIS Suelo de 19.1 11 8.7 5.6
20 mM MES Aceria 22 4.3 29
50 mM TRIS Suelo 8.88 19 7.1 8.2
10 mM MES agricola 7.4 0.8 16
20 mM MES 47 4.4 55

T ., . T 7 .
) en caso de formacién de precipitados suaves se determino la concentracion en el filtrado.

Con excepcion del EDTA, en los demas casos las porciones fueron menores al 10%. El EDTA es
un excelente formador de complejos y es capaz de extraer mas metales pesados, pero debe tenerse
en cuenta que los metales fuertemente complejados tampoco son biodisponibles. la toxicidad del
metal puede disminuirse por adiciéon de EDTA.

En ensayos adicionales de biodisponibildad de metales pesados hemos determinado la porcion
soluble de los mismos en diferentes medios y la cantidad que se recupera luego de agitarlos con
muestras de suelo (tabla N° 4). Hay una disminucion significativa

Un problema importante al preparar los medios de cultivo minerales que contiene metales
pesados es la necesidad de fosfatos como condicion para el desarrollo bacteriano. Los fosfatos de
metales pesados son escasamente solubles (la formacion de precipitados es casi inevitable). Por
ello la cantidad de fosfato se reduce al minimo, esto agrega otra limitacion a la utilizacién de
hidrocarburos por parte de las bacterias.

El uso de complejantes para solubilizar metales pesados presenta resultados diferentes de acuerdo
a la molécula de que se trate y a la concentracién usada. En la tabla N° 5, se expresan
(solubilidades) las extraidas con EDTA TRIS y MES de medio de cultivo y de tres diferentes
tipos de suelo.



Inhibicion por metales pesados de la utilizacion de hidrocarburos por la comunidad extraida
en medio liquido.

A partir de esos estudios de disponibilidad de los metales pesados se disefio un sistema de
biodegradacion en medio liquido que se estudié durante 1.800 horas (75 dias). Las curvas de
degradacion se presentan en la figura 2.

Por medio del sistema de respirometria, se determind la inhibicién de la respiracion que
producia una mezcla de niquel, cobre y cadmio (27:70:4,5 ppm) en tres concentraciones, la
indicada, reducida a la mitad y reducida a un cuarto, en la figura 2 se exponen los resultados
de la concentracion + EDTA inhibe la respiracion de la comunidad extraida, la concentracion

media produce una inhibicién moderada pero con una fase de retardo de aproximadamente
600 horas.

El consumo de oxigeno del medio de cultivo sin metales pesados y cromato tiene un
comportamiento similar.

Este resultado remarca la importancia de la biodisponibilidad ya que en estos medios la
disponibilidad de los metales pesados es del 100%.

Figura N° 2: Respiracion de la comunidad extracta del suelo en presencia de Ni, 27 ppm;
Cu:70 ppm; Cd 4,5 ppm, usando maltenos (petréleo desasfaltado) como fuente de carbono y
energia.
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Accidn de los agentes quelantes sobre la cinética de degradacion de HC:

Otro inconveniente que presentan estas comunicaciones dobles es que los agentes que pueden
disminuir la biodisponibilidad de metales pesados como Tris y Edta tienen un efecto
inhibitorio en la comunidad como lo demuestra el ensayo de la figura 2. En el que se ensayo
cinco posibilidades todas contenian suelo con HC y HM, a cuatro se les agrego gasoil y a tres



de estos ultimos se le agrego gasoil y con agregado de tris, edta y tris + edta. En un periodo de
150 horas se muestra una inhibicion por efecto de los quelantes. (Figura N° 3).

Figura N° 3: Es estudio de la biodegradacion se efectiio sobre el suelo contaminado con
hidrocarburos y metales pesados con el agregado de gasoil por el método de consumo de
oxigeno (OxiTop®).
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A partir de las placas de recuento de bacterias que utilizan como fuente de carbono y energia
al petroleo — gasoil, se aislaron treinta y tres cepas que fueron sometidos a pruebas de
tolerancia a los metales pesados en medio liquido, con disponibilidad total de los metales
pesados. Los resultados se indican en la Tabla N° 5.

Las cepas tienen una marcada diferencia de sensibilidad a los metales pesados, en algunos
casos toleran concentraciones altas de algin metal y no desarrollan en la concentracion
minima de los otros como el caso de la cepa 16. Muchas de estas bacterias pertenecen al
grupo de Pseudomonas fluorescentes, que la mayoria de ellas son consideradas patdgenos
oportunistas.



La conclusion de este ensayo indica que no es posible utilizar una cepa con resistencia
multiple a los metales pesados, capacidad de degradar hidrocarburos y que no sea sospechosa
de ser patdégeno oportunista.

Tabla N° 5.
7 & & g
: & 8 5 3
8 2 5 3 =
- .
© Z S &)
1 60 5 - 32
3 15 - - 32
4 60 - - 8
13 15 - - 2
14 - - 8
16 120 - -
19 30 5 - 16
20 60 - - 8
22 60 5 - 16
El 0 20 45 16
E2 60 20 22 32
E3 30 20 32
E4 15 40 90 16
E5 60 5
E7 60 80 22 | +32
E8 30 20 22 | 32
E9 60 20 2 | +32
E12 60 40 22 16
El4 30 20 44 16
BC5 60 5 - 32
BC8 30 5 - 32
BC10 30 5 22 8

Si bien todos los ensayos de biodisponibilidad y degradacion en medio liquido en presencia
de metales pesados aumentan nuestro conocimiento sobre la accion de contaminaciones
dobles, la realidad estd marcada por multiples factores que solo pueden considerarse en
ensayos con sistemas completos.

Biodegradacion en biorreactores solidos usando suelos con contaminacion doble
(hidrocaburos y metales pesados)

Se estudid la cinética de biodegradacion del suelo contaminado por método respirométrico
(utilizando sistema OxiTop ®) y analizando peridodicamente, por cromatografia gaseosa la
composicion de hidrocarburos.

La cinética de degradacion tiene dos fases muy marcadas, sin una fase de retardo. La primera
de 0 a 200 horas (8 dias aproximadamente) corresponderia a utilizacion de los hidrocarburos
presentes en el suelo y con un consumo de oxigeno algo inferior a 1500 mg O,/kg suelo. Y la



otra entre las 400 y 700 horas (16 y 29 dias aproximadamente) que corresponderia al gasoil.
Esta tltima es multiauxica. A partir de alli la comunidad entra en fase estacionaria y el
consumo de oxigeno es de 4350 mg/kg suelo.

Figura N° 4: Cinética de degradacion en biorreactores sélidos de suelos contaminados con
hidrocarburos y metales pesados.
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En la figura N° 6 se muestra el cromatograma testigo, antes de iniciar el proceso de
biodegradacion. La preparacion de la muestra es compleja y se determinan los hidrocarburos
saturados, ciclicos y aromaticos no polares. El grupo de compuestos polares y asfaltenos
deben ser eliminados previo a la cromatografia gaseosa. En la figura N° 7 a los 10 dias y en la
figura N° 8 a los 30 dias del proceso.



Figura N° 6: Composicion de los hidrocarburos alifaticos del residuo a biodegradar
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Figura n® 7: Hidrocarburos remanentes a los 10 dias de biodegradacion, durante la primera
fase estacionaria del proceso.
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Figura n° 8: Hidrocarburos remanentes a los 30 dias de biodegradacion. La degradacion de la
fraccion considerada es practicamente total
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CONCLUSIONES:
Los resultados muestran que:

1.- La biodegradacion en suelos en presencia de metales pesados se realiza con n alto grado de
eficiencia sobre los hidrocarburos totales del petroleo (que contienen de C9 a C30)

2.- Los agentes quelantes que disminuyen la biodisponibilidad de los metales pesados
producen un efecto contrario al esperado inhibiendo en distinto grado la biodegradacion.

3.- Cuando se aislaron cepas de comunidades, que dagradaban hidrocarburos con alto grado
de eficiencia, resultaron mucho menos efectivas en el tratamiento de hidrocarburos en
presencia de metales pesados biodisponibles.
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