TECNOLOGIA

Biodegradacion de Hidrocarburos
en Condiciones de Baja Temperatura

La principal actividad econémica

de la ciudad de Comodoro Rivadavia

y sus alrededores es la explotacion petrolera.
Como consecuencia de esto,
frecuentemente las costas de la region

son contaminadas con hidrocarburos,
fundamentalmente en zonas de carga

y descarga de petrdleo y derivados.

La recuperacion cuantitativa

de los hidrocarburos derramados

es casl imposible y en la mayoria de los casos
la degradacion microbiana constituye

el principal mecanismo de remocién.

puede ocurrir en un amplio rango de

temperaturas, habiéndose aislado mi-
croorganismos utilizadores de hidrocarburos
psicréfilos, mesdfilos y termdfilos. Se defi-
nen como termdfilos aquellos microorganis-
mos que crecen a temperaturas elevadas (por
encima de 50°C), como mesdfilos aquellos
que crecen bien en un rango intermedio
(20°C a 45°C) y psicrdfilos los que crecen
bien entre 0°C y 7°C con temperatura 6ptima
por debajo de 20°C.

El proceso de degradacién depende de la
composicién de la comunidad microbiana y
de su capacidad adaptativa a la presencia y
composicién de los hidrocarburos.

El clima y las estaciones seleccionan las
diferentes poblaciones de microorganismos
con capacidad de degradar hidrocarburos, los

L a biodegradacion de hidrocarburos

que se adaptan a la temperatura ambiente.

La poblacién microbiana del ambiente ma-
rino patagénico, contaminado con hidrocarbu-
ros es poco conocida. Las condiciones clima-
ticas de la region, con bajas temperaturas y
fuertes vientos, sumados a la presencia de hi-
drocarburos, pueden determinar la existencia
de bacterias con capacidad de degradar hidro-
carburos a bajas temperaturas (psicrdfilas).

El presente trabajo tiene por objeto detectar
la presencia, en nuestra region, de bacterias
marinas con capacidad de degradar hidrocar-
buros en condiciones de baja temperatura.

MATERIALES Y METODOS

Método de muestreo. Se tomaron muestras
de agua de mar superficiales en cuatro pun-
tos de la costa de Comodoro Rivadavia, en-
tre los meses de julio a diciembre de 1992.

Se utilizé un colector metalico estéril con
capacidad para dos 1. Este fue transportado
inmediatamente al laboratorio, en recipiente
con hielo para su procesamiento.

Procesamiento de la muestra, medios de
cultivo y condiciones de crecimiento. Con el
fin de aislar microorganismos psicrdfilos con
capacidad de degradar hidrocarburos se utili-

-zan medios de cultivo s6lidos y liquidos para

el método de enriquecimiento. Para este tlti-
mo, se filtraron 500 ml de muestra en mem-
branas de 0,45 para concentrar las bacte-
rias. Las membranas se incubaron en erlen-
meyer de 500 ml, con 100 ml de medio base
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res a las del ambiente de donde fueron
recuperadas.

Segtin los resultados registrados du-
rante el crecimiento de las cepas a dis-
tintas temperaturas, las dividimos en
dos grupos. Por un lado, aquellas bac-
terias que fueron incapaces de desarro-
llarse a 30°C, pero si a temperaturas
menores, creciendo incluso a 0°C (psi-
crofilas). El 33% del total de las cepas
estudiadas pertenecieron a este grupo
(Grupo I). El 67% restante poseen la
capacidad de desarrollarse en un am-
plio rango de temperaturas que va des-
de 0°C a 30°C (Grupo II). De este gru-
po sélo 2 cepas (6%) no crecieron a
0°C (cepas 211 y 223). Ninguna de las
32 cepas crecieron a 37°C.

El crecimiento en las distintas tem-
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peraturas se produjo en diferentes lap-
sos de tiempo. Mientras que a 25-30°C
produjeron turbidez visible en medios de
cultivo liquido en 24-48 hs., a 0°C lo hicie-
ron en |-2 semanas.

Como era previsible, en el medio de culti-
vo sin hidrocarburo (Plate-Count) hubo ma-
yor diversidad de cepas, de las cuales mu-
chas no eran utilizadoras de hidrocarburos.
En los medios de cultivo sélidos con petr6-
leo como tnica fuente de carbono y energia,
la diversidad fue mas restringida, observin-
dose colonias visibles a 7°C en un periodo
de 1 a 2 semanas, mientras que a 0°C des-
pués de las 3 semanas. El crecimiento sobre
mezclas de hidrocarburos tales como gas-oil,
nafta, kerosene y sobre hidrocarburos sim-
ples como pentano, hexano, tolueno y benzo-
ato de sodio. se observan en el grafico N° 2.

No fue posible la identificacion de las ce-
pas a nivel de género con los tests realiza-
dos, excepto en el caso de la cepa 320 que
segun los resultados de las pruebas, sumados
a la sensibilidad al agente vibriostatico 0-
129, se supone que es un Vibrio sp.

Teniendo en cuenta las caracteristicas tin-
toriales de cada cepa, se observé que hay un
predominio de bacterias Gram negativas. De
las 32 cepas estudiadas, el 78% fueron Gram
negativas y el 22% Gram positivas.

De acuerdo con los resultados del test de

Hugh y Liefson para evaluar el metabolismo
bacteriano fermentativo u oxidativo, se los
dividi6 en dos grupos: fermentadores y no
fermentadores. Dentro de estos tltimos, en-
contramos a las oxidadoras y a las inertes.
(Grafico N° 3).

Segtin se observa en este grifico, el 87%
de las cepas fueron no fermentadoras de glu-
cosa, mientras que el 13% restante si.

DISCUSION

a poblacién microbiana de las costas
del Golfo San Jorge, poseen la capacidad
no sélo de sobrevivir sino también de
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desarrollarse en ambientes con bajas tempera-

turas. Los resultados indican que la comuni-

dad microbiana durante el periodo investiga-

do estd formada predominantemente por mi-

croorganismos psicrofilos. Estos parecen te-

ner una ventaja selectiva en el ambiente mari-
no de nuestra localidad en la época invernal.

La presencia de contaminantes quimicos
en el mar como son los hidrocarburos, pare-
cen haber producido una seleccion de la po-
blacién bacteriana autéctona, determinando
la presencia de microorganismos con capaci-
dad de utilizar hidrocarburos a temperaturas
entre 6°C y 18°C, temperaturas del agua de
mar en invierno y verano respectivamente.

Las cepas estudiadas demostraron tener ca-
pacidad de utilizar hidrocarburos a bajas tem-
peraturas (7°C), de crecer en un amplio rango
de temperaturas y de tolerar la concentracion
salina del mar (3,5%) y aun mayores. Por lo
tanto, la presencia de este tipo de microorga-
nismos en el mar hace suponer que el proceso
de degradacién de hidrocarburos puede ser
continuo a lo largo del afio, con variaciones en
el indice de degradacion de invierno a verano.

De todos modos, al afirmar esto, deben
ser considerados tres puntos importantes.

1) Si bien las cepas recuperadas utilizan hi-
drocarburos a bajas temperaturas, es nece-
sario determinar la velocidad de degrada-
¢ion, es decir los indices de degradacion.

2) Se deben tener en cuenta algunos factores
importantes que actiian en los ambientes
frios, como son los cambios de viscosi-
dad de las mezclas de hidrocarburos y la
retencion del potencial toxico de algunos
hidrocarburos livianos, que tienen un
gran efecto sobre la actividad bacteriana.

3) La degradaciéon de mezclas complejas de
hidrocarburos, como es el petréleo, puede
no ser completa ya que cada microorga-
nismo puede metabolizar s6lo un rango
limitado de hidrocarburos.

Cabe considerar algunos aspectos que sur-
gen del andlisis de los resultados obtenidos y
que sin duda deben ser profundizados en fu-
turos estudios.

Siete de las cepas estudiadas han demos-
trado tener la capacidad de utilizar benzoato
pero no tolueno. Segtin Atlas, existen dife-
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rentes formas de ataque oxidativo inicial del

tolueno, dependiendo del tipo de bacteria:

« En una de estas vias, el tolueno es oxidado
inicialmente en su grupo metilo a dcido
benzoico, seguido posteriormente a la rup-
tura del anillo aromético.

» En la otra, el anillo aromdtico es atacado
por una dioxigenasa formando un dihidro-
diol, permaneciendo el grupo metilico del
tolueno intacto durante este ataque inicial,
sin convertirse en dcido benzoico.

Las siete cepas (306-314-315-317-319-
408-410) utilizarian esta tltima via de ataque
al tolueno, no teniendo la capacidad de de-
gradar el benzoato. Mientras que, el resto de
las cepas estudiadas, podrian utilizar la pri-
mera ruta o ambas a la vez.

Puede también desatacarse que alguna de
las cepas analizadas, utilizan nafta y gas-oil
pero no kerosene. En estos casos, puede ocu-
mrir que algunos de los componentes del ke-
rosene a la concentracion utilizada en el en-
sayo ejerza algun efecto téxico sobre las ce-
pas que impida su desarrollo. Lo mismo pue-
de ocurrir con aquellas cepas que crecen en
gas-oil y kerosene pero no en nafta.

Con los tests realizados no fue posible la
identificacion de las cepas recuperadas. Esto
concuerda con lo expuesto por Austin respec-
to de la identificacién de bacterias marinas.
La mayoria de los test bioquimicos usados
para determinar caracteristicas fenotipicas de
las bacterias estén basados en los utilizados
en bacteriologia clinica, por lo tanto, pueden
no ser aplicables a la gran diversidad genética
y funcional de las bacterias ambientales.

El presente trabajo es un estudio prelimi-
nar sobre el proceso de biodegradacion de
hidrocarburos en las costas del Golfo San
Jorge, que ha de servir como base para futu-
ros estudios sobre el tema en la Patagonia
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