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El petrdleo es la fuente de energia mas difundida, utilizada y de bajo costo en el
planeta. Sélo en 2014, del total de la energia consumida mundialmente, mas del 30% surgid de
éste. Su composicidn y propiedades hacen que, aparte de utilizarse como fuente de energia,
pueda ser utilizado en la sintesis y desarrollo de cientos de bienes de consumo global. Desde
su descubrimiento en las ultimas décadas del siglo XIX hasta la fecha, multiples aplicaciones y
usos han sido descubiertos y explotados. Entre estos, sélo algunos ejemplos son: utilizacién del
petréleo para la industria del pldstico, de los solventes y pinturas, lubricantes, detergentes,
entre otras.

Mas alld de esto, existe un gran inconveniente relacionado con la utilizacién del
petrdleo, esto es la contaminaciéon ambiental que se produce a partir de las actividades de
extracciéon, almacenamiento, transporte, refinamiento, procesado y utilizacion como fuente de
energia. Todas estas actividades afectan negativamente el medio ambiente en el que se
desarrollan y el medio ambiente global. Filtraciones o derrames, sean accidentales o
intencionales, gases de efecto invernadero producto de la combustién, etc., afectan al
ecosistema y producen cambios que son muy dificiles de reparar. Con el objetivo de reducir el
impacto negativo de estas situaciones, se han desarrollado e implementado diversas técnicas,
tanto fisicas como quimicas y bioldgicas. Al conjunto de estas técnicas de recuperacion de
sitios contaminados se los denomina procesos de remediacidn, en el presente trabajo se hace
referencia particular a los procesos de biorremediacion, es decir, aquellos procesos de
remediacion que implican la utilizacidon de microorganismos o parte de estos para llevar a cabo
la recuperacion del sitio contaminado. Hay diversas técnicas para llevar a cabo este tipo de
procesos, una de ellas involucra la utilizacién de compuestos tensioactivos producidos por los
microorganismos para estimular la degradacién de hidrocarburos en sitios crénicamente
contaminados: En este trabajo se presenta un estudio sobre la produccién de biosurfactantes a
escala laboratorio a partir de microorganismos aislados de la zona de Campana, Provincia de
Buenos Aires.

De muestras obtenidas en el predio de una destileria en la ciudad de Campana aislaron
trece colonias de microorganismos, las que fueron capaces de crecer en presencia de
hidrocarburos como Unica fuente de carbono. De ellas, seis presentaron capacidad
tensioactiva, por lo que se procedié a la identificacién de las mismas. Las colonias aisladas
pertenecen a los géneros Pseudomonas y Cellulosimicrobium respectivamente. De estas, se
selecciond a Pseudomonas koreensis su potencial como productora de biosurfactantes.

Con esta cepa se llevaron a cabo diversos ensayos destinados a estimar la capacidad de
produccién de biosurfactantes. Se evaluaron diferentes condiciones de cultivo en Erlenmeyers

y biorreactor (con una capacidad de 3 litros) teniendo en cuenta como pardmetros la
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temperatura y concentracidon de sustrato. Cuando se utilizd un medio de cultivo minimo
suplementado con una mezcla de 3 hidrocarburos (Kerosene, diésel y nafta) como Unica fuente
de carbono, se observd crecimiento microbiano y la mayor actividad tensioactiva Unicamente
cuando se cultivé en Erlenmeyer a 25C2y 6%v/v de HC.

Asimismo, se evaluaron glucosa y glicerol como fuentes de carbono, observdndose una
una disminucién de la capacidad tensioactiva, alcanzando valores de 25,10mN/m vy
27,84mN/m, respectivamente. Cuando se efectud la transferencia de la biomasa crecida con
los sustratos previamente ensayados en medio de cultivo suplementado con la mezcla de
hidrocarburos ya mencionada, no se observé una disminucién de la tensidn superficial.

En base a lo mencionado y a una decision basada en minimizacién de costos (co-
producto de la produccién de biodiesel), se seleccioné glicerol como fuente de carbono para
evaluar la capacidad de produccién de biotensioactivos por parte del agente bioldgico
seleccionado. Se observé crecimiento y una disminucion de la actividad superficial en un 60%.
En estas condiciones se separd el biosurfactante producido a partir de una precipitacién en
medio acido, y se determind su concentracién micelar critica (CMC).

Debido a los resultados obtenidos y teniendo en cuenta la disponibilidad del glicerol,
constituye una excelente alternativa para llevar a cabo procesos de produccidon de

biosurfactantes.
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1.1.- Problemdtica ambiental petrolera
1.1.1.- El petrdleo como fuente de energia

Segun la Real Academia Espafiola, el petréleo es un liquido natural oleaginoso e
inflamable, constituido por una mezcla de hidrocarburos, que se extrae de lechos geoldgicos
continentales o maritimos y del que se obtienen productos utilizables con fines energéticos o

industriales, como la gasolina, el queroseno o el gaséleo’.

Con respecto a su utilizacién con fines energéticos, desde las Ultimas décadas del siglo
XIX, el petrdleo, el carbdn y el gas natural son las fuentes de energia mas comunes, ya que la
mavyoria de las actividades econdmicas mundiales, y por lo tanto, en nuestro pais?, las utilizan.
Actualmente, dentro de la categoria de fuentes de energia son consideradas fuentes de
energia no renovables, ya que se encuentran en una cantidad limitada en la naturaleza y no
existe sistema de produccién capaz de regenerarlas. Por citar un ejemplo, en 2014 se
consumieron, en promedio, en el mundo 4211,1 millones de toneladas de petréleo, 3065,5
millones de toneladas de petréleo equivalente de gas y 3881,8 millones de toneladas de
petréleo equivalente de carbdn, esto corresponde a mas del 80% de la energia consumida en

el mundo en dicho afio (Figura 1).

World consumption

Milion tonnes of squivaient
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Figura 1: Consumo mundial de energia en millones de toneladas de petréleo equivalente, desde 1990 hasta 2014°.

En particular, para el subcontinente de América del Sur y América Central, la suma de

la energia consumida a partir de petréleo, gas y carbon ronda el 75% del total (Figura 2).
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Regional consumption pattern 2014
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Figura 2: Patrén de consumo de energia regional para el afio 2014°.

1.1.2.- Fuentes de energia alternativas

En contraposicién a las antes mencionadas, se encuentran las fuentes de energia
renovables que, seglin la Alianza de Industrias de Energias Renovables de Texas (TREIA), se
definen como cualquier fuente de energia que se regenera de forma natural en un corto
periodo de tiempo y deriva directamente del sol (térmica, fotoquimica, independiente del sol
(edlica, hidroeléctrica) o de otros movimientos o mecanismos del medio ambiente
(mareomotriz, geotérmica). Estos tipos de energia no incluyen todos aquellos derivados de
combustibles fésiles, productos de desecho de fuentes fdsiles ni inorgdnicas®. A pesar de que a
partir de la década de 1970 se comenzaron a tener en cuenta como sustitutas a las fuentes de
energia convencionales, estas han sido utilizadas por el hombre desde la antigiedad. Algunos
ejemplos que se pueden mencionar son los molinos de viento y agua (capaces de producir
entre 2 y 3 HP) para moler granos, curtir, lavar, etc. y la navegacion a vela. De las fuentes de
energia consideradas previamente, las mas utilizadas en la actualidad son la hidroeléctrica,

edlicay solar’.

A pesar de los grandes avances en cuanto a los métodos de produccion y a la
optimizacion de los ya existentes, la energia a partir de fuentes renovables (incluyendo a los
biocombustibles) contintda produciéndose (y, por lo tanto, consumiéndose) en pequeiia escala
frente a valores correspondientes a las convencionales®. Por ejemplo, durante el afio 2014 se
consumieron 316,9 millones de toneladas de petréleo equivalente de energia a partir de
fuentes renovables, frente a los 99360,8 millones de toneladas consumidas a partir de fuentes

convencionales (petrdleo, gas y carbén)®. Una de las razones por las que no se produce energia
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de fuentes renovables a mayor escala es el alto coste de las instalaciones necesarias para la
generacion y el bajo rendimiento de conversién, lo que se traduce en instalaciones de baja
capacidad de produccion de energia. Pero la razon mas importante, es la falta de politicas
gubernamentales destinadas, por un lado, a ampliar la oferta de este tipo de energias y, por

otro, a incentivar su utilizacién a través de exenciones impositivas u otros medios.

1.1.3.- é¢Por qué las fuentes de energia no renovables, petréleo en particular, se

encuentran tan ampliamente difundidas y utilizadas?

Se cree que la respuesta a esta pregunta radica en tres pilares fundamentales:

Disponibilidad, Costo y Transporte.

Con respecto a la disponibilidad, en la actualidad hay una gran abundancia de petrdleo
a nivel mundial, ya sea en reservas en explotacidn, reservas probadas o reservas que se cree se
encuentran dispersas a lo largo y ancho del planeta’. En la mayoria de los lugares en que se
encuentra disponible, ademas, posee una gran accesibilidad, es decir, se puede acceder a él de
forma relativamente sencilla. Debido a los yacimientos existentes y a que se cree que hay
grandes yacimientos por descubrir, la produccidn se encuentra bastante diversificada pero, a
pesar de esto, los principales productores a nivel mundial son aquellos paises pertenecientes a
la OPEP, los cuales suministraron el 33,7% de la produccién mundial de petréleo en febrero de

2016".

En cuanto a los costos de produccién y venta, resulta hoy en dia una fuente de energia
muy econdmica, si se tiene en cuenta que desde junio de 2014 a enero de 2016 el precio del
barril de petréleo cay6 desde unos 107 U$SD/b hasta 28 U$D/b’. Si bien el costo de produccién
de energia por vias alternativas como la edlica y fotovoltaica se encuentra cercano a estos
valores™ (el barril deberfa costar unos 14,6 USD o 38 USD para competir con los precios de
energia generada en Europa por las vias antes mencionadas respectivamente™), el nivel de
desarrollo de las tecnologias utilizadas para la extraccién, transporte, almacenamiento y
procesamiento hacen que sea mas rentable la produccidn de energia a partir de petrdleo, sin
tener en cuenta la rentabilidad obtenida a partir de la produccién de la gran cantidad de

derivados existentes hoy en dia.

Por ultimo, debido a que es un material fluido, el transporte del petrdleo se puede
llevar a cabo de diversas formas. Puede transportarse a granel en contenedores o barriles por
via terrestre o acuatica hacia cualquier parte del mundo, o mediante oleoductos subterraneos
que conectan el sitio de extraccién con el de procesamiento. Esto puede encontrarse en el

mismo pais de produccidn, en un pais limitrofe o, en algunos casos, en el mismo continente.

-10-
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Estos tipos de transporte hacen que los costos de logistica disminuyan al minimo ademas de

que conllevan una operacion que es relativamente sencilla.

Sumado a esto, se debe tener en cuenta que la utilizacién del petrdleo para la
obtencién de una amplia variedad de derivados incrementa la demanda del mismo. Hoy en
dia, casi todos los productos con los que nos encontramos en nuestra vida diaria se obtienen
completamente o en parte a partir del petréleo’®. Ejemplos de estos son los aceites y
lubricantes, ampliamente utilizados en motores y diversos tipos de maquinaria; detergentes,
uno de ellos es el sulfonato de alquilbenceno lineal es un derivado del kerosene ampliamente
utilizado en detergentes domésticos; asfalto, es un sélido o semisdlido obtenido de la fraccién
mas pesada de la destilacidn del petrdleo y se utiliza para rutas y calles, y para impermeabilizar
techos y estructuras, entre otros usos; derivados para la industria textil, para suplantar la lana
y fibras de algoddn; caucho sintético, creado a partir de la polimerizacién de diversos
mondmeros y utilizado en reemplazo del caucho natural; plasticos, utilizados en embalajes de
diversos productos, en autopartes, en la industria de la construccidn como aislantes y caferias,
en juguetes, en medicina, etc.; colorantes, desarrollados para reemplazar los colorantes
naturales, se utilizan en la industria textil y cosmética; aditivos alimentarios, como la sacarina
(edulcorante) y el benzoato de sodio (conservante de alimentos); entre muchos otros. Esta
gran variedad de derivados, sumado a la utilizacidn de los combustibles para aviones, barcos y
todo tipo de automdviles hace que, hoy en dia el petréleo sea un producto indispensable para

la vida a nivel mundial.

1.1.4.- Inconvenientes surgidos a partir de la utilizacién de petrdleo y sus derivados

como fuente de energia

Si bien el petréleo ha contribuido al desarrollo socio-econémico de gran cantidad de
paises y culturas, posee una desventaja que desde el punto de vista medioambiental resulta de
gran importancia. Esta es la contaminacién producida por las actividades relacionadas con la
extracciéon, almacenamiento, procesamiento y, principalmente, actividades de transporte a
granel®. La contaminacién ambiental con petrdleo y sus derivados se produce principalmente
debido a filtraciones en tanques de almacenamiento y a derrames accidentales o
intencionales, que hacen que el petrdleo y/o sus derivados entren en contacto con suelos y
cuerpos de agua. Otro factor importante son las emanaciones de gases producto de la
combustién de hidrocarburos utilizados en automoviles, barcos y aviones, y en calderas y
equipos de proceso a nivel industrial. De estos, las situaciones que afectan de forma grave al
medioambiente son los derrames de petréleo en rios, mares y océanos. Seglin datos de

Greenpeace, se estima que unos 3800 millones de litros son derramados por afio en los
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océanos debido a actividades humanas™®. Cuando una situacion de estas se produce, se afecta
de diversas formas al ecosistema acuéatico™, por un lado, las manchas de petréleo disminuyen
o imposibilitan el desarrollo de la fotosintesis por bloqueo de la luz. Esto hace que se reduzca
el aporte de oxigeno al ecosistema y provoca la diminucién de la cantidad de plantas acudticas,
por lo que los microorganismos y larvas de peces que utilizan estos sitios para alimentarse y
resguardarse quedan expuestos a predadores. Sumado a esto, se produce la muerte de gran
cantidad de peces y aves por envenenamiento a partir de la ingesta o absorcidon de los
contaminantes con los que se encuentran en contacto, muerte debida a que se encuentran
impregnados de hidrocarburos y esto imposibilita el movimiento libre o, en aves mayormente,
muerte debida a hipotermia ya que el petréleo impregnado les impide una buena aislacién

térmica, entre otros inconvenientes.

En cuanto a ecosistemas terrestres, la extensién de la contaminacién por
hidrocarburos depende en gran medida de las caracteristicas del suelo, como su composicion y
textura. Por ejemplo, los suelos arenosos permiten la penetracion y dispersiéon de los
contaminantes, por lo que, gran cantidad de estos puede alcanzar la napa fredtica. Al
contrario, suelos con caracteristicas rocosas impiden la absorcion y penetracion de
hidrocarburos. En el caso de suelos con abundante materia organica, los contaminantes
tienden a absorberse en gran medida y permanecen por un largo periodo de tiempo,
afectando la flora y fauna del lugar. Algunas situaciones que pueden presentarse debidas a
contaminacion de suelos y cuerpos de agua son: incorporacion de sustancias potencialmente
cancerigenas o carcinogénicas a las plantas que, luego, continden a lo largo de la cadena
tréfica hasta el ser humano; alteracion del habitat con la consecuente muerte indirecta de
diversas especies; ingesta de sustancias toxicas presentes en el agua de cauces naturales;

entre otras.

Por dltimo, la quema de derivados del petréleo para la obtencidn de energia y
calefaccion produce un fenémeno conocido como calentamiento global®. Este tema se
encuentra en el centro de la escena mundial desde hace unos 35 afios y fue la principal razén
por la que se llevaron a cabo diversos tratados internacionales para la preservacién del medio
ambiente (Protocolo de Kioto?, Protocolo de Montreal, entre otros). El fenédmeno del
calentamiento global se produce debido al aumento de la concentracién de gases de efecto
invernadero en la atmdsfera (CO,, H,0, CH,4, NOx, SOx, entre otros), lo que hace que parte de
la energia radiada por la Tierra, que antes atravesaba la atmosfera, quede retenida entre esta
y la superficie del planeta, generando un aumento de las temperaturas medias a lo largo del

tiempo. En el intento de revertir esta situacidn, gran cantidad de paises han suscripto al
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tratado de Kioto (1997). En este se estipula un compromiso para llevar a cabo una disminucién
del 5% en promedio de las emisiones de gases de efecto invernadero de 1990, para el periodo
2008-2012. Actualmente, diversos paises se encuentran trabajando para disminuir sus

emisiones en el marco de una extensidn del Protocolo de Kioto por el periodo 2013-2020.
1.2.- Remediacion de sitios contaminados con petrdleo y sus derivados

Junto con el descubrimiento del petréleo y posterior desarrollo y perfeccionamiento
de las diversas técnicas para su extraccidon y refinacién, comenzé también un proceso de
contaminacion crénico del medio ambiente. Como consecuencia de esto, suelos y cuerpos de
agua superficiales y subterrdneos se han visto afectados severamente. Este fendmeno se
observa principalmente en las zonas donde se produce la extraccidon, procesamiento y
destilacidon del petrdleo crudo y en las vias a través de las que se transporta dicha sustancia.
Como ejemplos de esto puede mencionarse algunos de los incidentes mas graves en relacién a
este tema, tales como el sucedido en la plataforma Deepwater Horizon™ en el golfo de México
en abril de 2010 a causa de material defectuoso y negligencia por parte de los operadores, y el

derrame del buque petrolero Exxon Valdez" en Alaska en marzo de 1989.

Diversas estrategias, cuyo principal objetivo es el de mitigar los efectos producidos en
el medioambiente por situaciones como las mencionadas en el parrafo anterior, han sido
disefiadas. Estas se conocen bajo el nombre de remediacion®® y pueden ser clasificadas de
acuerdo a tres criterios®’. Estos son: estrategia de remediacion, lugar en el que se realiza el

proceso y tipo de tratamiento. A continuacidn se realiza una descripcién de los mismos®%.
1.2.1.- Estrategias de remediacion

Las estrategias de remediacién mayormente utilizadas, solas o en conjunto, para lograr

la remediacion de sitios contaminados son tres:

- Destruccion o modificacion de los contaminantes: se basa en la modificacidon de
la estructura quimica de la sustancia nociva. Esto puede alcanzarse a través de
un método quimico, térmico o bioldgico, in situ o ex situ.

- Separacion o extraccion de los contaminantes del sitio contaminado: se lleva a
cabo aprovechando las propiedades del contaminante. Algunas de las
tecnologias para llevar a cabo esto son desorcidn térmica, extraccién con
solventes, lavado del suelo o extraccién con vapor, en el caso de suelos
contaminados, y separacion de fases, intercambio idnico, inyeccién de aire o

adsorcidon con carbdn para cuerpos de agua.
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- Aislamiento o inmovilizacion de los contaminantes: las técnicas para lograr la
inmovilizacidn son contencidn, estabilizacién o solidificacion, y, generalmente
requieren de mantenimiento.

Como se menciond previamente, al momento de decidir la estrategia de remediacidn a

llevar a cabo en un sitio particular, se utiliza una combinacion de las técnicas descritas®>*

. Muy
dificilmente una sola de ellas pueda llevar a cabo el proceso de recuperacién del sitio

contaminado por si misma.
1.2.2.- Remediacién in-situ y ex-situ

De acuerdo al lugar donde tiene lugar el proceso de degradacién del contaminante, las

tecnologias de remediacion pueden clasificarse en:

- In-situ: son aquellos procesos en los que la destruccion o reduccion de la
concentracion del contaminante se llevan a cabo en el sitio donde se
encuentra la contaminacidn. Este tipo de procesos tiene ventajas y
desventajas. Entre las primeras, se evita el trasporte del material contaminado
con la consecuente reduccién potencial en los costos. Por otro lado, este tipo
de procesos son dificiles de monitorear, no se puede asegurar la
homogeneidad del proceso de remediacidn y, generalmente, se desarrollan
durante un gran periodo de tiempo®.

- Ex-situ: son aquellos procesos en los que se lleva a cabo la excavacion o
remocién del material a remediar, previo a este proceso. La remediacion ex-
situ tiene como ventajas que requieren menores tiempos de proceso (respecto
de procesos in-situ) para alcanzar una concentracién de contaminante
determinada. Ademas, debido a que se retira la muestra a tratar de la zona
contaminada, se logra homogeneizar el material, por lo que se pueden tomar
muestras representativas para monitorear el proceso. Todo esto hace que la
remediacidn ex-situ sea una tecnologia mas predecible y controlable que la in-
situ. Por el contrario, debido al proceso de remocién y transporte del
material, al equipamiento necesario y a los riesgos de exposicion al material
contaminado a los que se encuentran sometidos los operadores, esta

tecnologia resulta significativamente mas costosa que la anterior.

1.2.3.- Tipo de tratamiento
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Este criterio se basa en el principio utilizado para el proceso de remediacién. Segin

este criterio, se pueden tener tres tipos de tratamiento:

- Tratamientos fisicoquimicos: estos involucran el uso de agentes quimicos y/o
procesos fisicos para la remocién, destruccién disminucién de la concentracion
del contaminante®. Estos tratamientos son, generalmente, de bajo costo y
pueden llevarse a cabo en cortos periodos de tiempo. Por otro lado, los
residuos generados a partir del proceso deben disponerse de acuerdo a la
clasificacidn correspondiente. Ademas, si se utiliza algun solvente para extraer
el contaminante, se corre el riesgo de aumentar la movilidad del mismo.

- Tratamientos térmicos: son aquellos que implican la utilizacidon de calor para
destruir, degradar o inactivar las sustancias contaminantes?’. Como regla
general, este tipo de tratamientos son costosos.

- Tratamientos bioldgicos: estos tratamientos implican la utilizacién de un
agente bioldgico (generalmente bacterias, hongos o plantas) para degradar,
remover o transformar los contaminantes en sustancias inocuas. Estos
tratamientos son ampliamente conocidos como biorremediacion®®. Los
procesos de biorremediacién tienen como principal ventaja (frente a otros
tipos de remediacién) que son amigables con el medio ambiente, por lo que
raramente se requiere de tratamientos posteriores. Sumado a esto,
generalmente se logra la destruccion total del contaminante y los costos de
proceso son bajos. A pesar de lo mencionado, debe tenerse en cuenta la
toxicidad de los intermediarios de reaccidn, que el tiempo de proceso suele ser
largo y que no pueden utilizarse cuando el suelo o cuerpo de agua

contaminado no favorezca el crecimiento bidtico.

La biorremediacién es una tecnologia que utiliza las capacidades metabdlicas de los
microorganismos principalmente para lograr la degradacién de sustancias contaminantes en
compuestos menos nocivos para el medio ambiente. Esta tecnologia posee ciertas ventajas
respecto de otros procesos de remediacidn, ya que involucran la degradacion de los
contaminantes a sustancias menos contaminantes o inocuas, en lugar de transferir los
contaminantes de un sitio a otro. Ademas, los costos del proceso y el impacto en el sitio a

remediar son considerablemente menores®.

A continuacion, se desarrollaran con mas detalle algunos procesos de biorremediacion.

Esto es debido a que es uno de los procesos de recuperacién de sitios contaminados menos
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nocivo para el medio ambiente, y al papel fundamental que cumplen los biosurfactantes en

ellos.
1.3.- Procesos de Biorremediacion

En los ultimos afios ha surgido un gran interés social por el cuidado del medio
ambiente debido a que se ha tomado conciencia de que llevar a cabo practicas poco amigables
con la naturaleza redunda en impactos negativos en la calidad de vida de los habitantes vy, por
otro lado, debido al endurecimiento de politicas gubernamentales respecto del medio
ambiente y pasivos ambientales producto de las actividades humanas. En este sentido,
tradicionalmente se han aplicado técnicas probadamente efectivas para la remocién de
contaminantes en suelos y cuerpos de agua que involucran tratamientos fisicos y/o quimicos
para tratar estos sitios. Este tipo de tratamientos muchas veces implica el movimiento de gran
cantidad de material contaminado de un sitio a otro, el lavado de los sitios contaminados,
tratamientos de oxidacidon quimica, etc., con el riesgo que cada uno de estos procesos
conlleva. Por esta razdn, la aplicacién de este tipo de tratamientos se realiza inicialmente, y
siempre y cuando exista la posibilidad de remover una gran cantidad de contaminante. Por lo
dicho previamente, un objetivo ecoldgico prioritario es el desarrollar técnicas compatibles con
el medio ambiente para la remocién de contaminantes en suelos y cuerpos de agua
contaminados. Es en este ambito donde la biorremediacion posee un campo de aplicacién con

grandes perspectivas de éxito.

Diversos contaminantes han sido tratados a partir de técnicas de remediacidon con

. . 30 31
microorganismos, algunos de ellos son: metales pesados™, compuestos organofosforados™,
hidrocarburos clorados, compuestos nitroaromaticos®’, pesticidas®® e hidrocarburos de todo

34,35

tipo® ™. Estos ultimos contaminantes son de particular interés para los objetivos del presente

trabajo.
1.3.1.- Tipos de biorremediacién

Los tipos de biorremediacién pueden clasificarse en biorremediacién in-situ intrinseca,
biorremediacién in-situ mejorada y biorremediacién ex-situ mejorada. El hecho de que el
proceso sea in-situ o ex-situ refiere a que se lleve a cabo en el mismo lugar en que se produjo
la contaminacion o que se retire una porcién de material contaminado y se trate en otro lugar,
respectivamente®. Por otro lado, que el proceso sea instrinseco implica que no se realiza
ninguna accién externa, si no que se lleva a cabo con los microorganismos nativos y con los
nutrientes disponibles en el lugar. Por el contrario, se dice que la biorremediacién es mejorada

cuando se desarrollan actividades destinadas a acelerar el proceso de degradacion, tales como
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suministro de oxigeno, nutrientes o algin componente que acelere el proceso’. La
biorremediacion intrinseca forma parte de un proceso global mucho mayor, denominado
atenuacién natural, que involucra procesos fisicos (evaporacidén, dispersidén), quimicos

(oxidacidn) y biolégicos para alcanzar la remediacién del sitio cronicamente contaminado.

La biorremediacion de sitios crénicamente contaminados depende de diversos factores
para lograr su objetivo. Algunos de estos son: las propiedades del contaminante, dado que hay
compuestos que son rapidamente degradables como los hidrocarburos pequefios de cadena
lineal, y otros son mas dificiles, como los compuestos de cadena ramificada con dobles enlaces
o0 compuestos poliaromaticos. La presencia de comunidades degradadoras y las condiciones
del medio, es decir, disponibilidad de nutrientes, temperatura, aceptor de electrones, etc. Por
dltimo, cabe destacar la disponibilidad del contaminante®. Este punto es el que reviste mayor
importancia y es la razén por la cual generalmente la biorremediacion intrinseca de
hidrocarburos no es viable. Esto es debido a que el contaminante no es soluble (o lo es en
pequeiia medida) en agua, medio en que se desarrollan y viven casi la totalidad de los
microorganismos degradadores. Para aumentar el rendimiento de la biorremediacion
mejorada (tanto in-situ como ex-situ) existen dos técnicas: bioaumentacion® 'y

bioestimulacién®.
1.3.1.1.- Bioaumentacion

Esta técnica consiste en el agregado de comunidades de microorganismos foraneos al
sitio a tratar para mejorar la degradacién del contaminante. Debido a que la velocidad de
degradacion es directamente proporcional a la concentracién de microorganismos, se mejora
el rendimiento del proceso. Pero deben tenerse en cuenta ciertos factores a la hora de aplicar
esta técnica, algunos de ellos son: disponibilidad de nutrientes, aceptor de electrones y
condiciones ambientales; presencia de depredadores y competencia con microorganismos
autdctonos; y forma de distribucion de las comunidades exdgenas. Dado que al aumentar la
concentraciéon de microorganismos aumenta la demanda de otros componentes presentes en
el medio, esta técnica se suele utilizar junto con el agregado de nutrientes y oxigeno®'.
Ademas, se ha demostrado que el agregado de microorganismos enddgenos resulta la mejor
opcion para aumentar la velocidad de degradacidn de un contaminante particular, sumado a la
adicion de los nutrientes necesarios. Por ultimo, se debe resaltar que se obtienen mejores
resultados a partir de la aplicacion de esta técnica en procesos de biorremediacién ex-situ,
debido a la posibilidad de remover y arar el material sometido al proceso, lo que se traduce en
una homogénea distribucion de los microorganismos suministrados. En contraposicion, resulta

bastante dificil obtener una buena distribucién cuando se trabaja in-situ.
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1.3.1.2.- Bioestimulacion

Es una técnica que consiste en el agregado de nutrientes, aceptor de electrones,
alguna sustancia para regular el pH, o algin otro componente que mejore el rendimiento de la
degradacion®. Se basa en la consideracién de que los microorganismos autdctonos son
capaces de degradar el contaminante disponible. Ademas, para que se lleve a cabo el proceso
de biorremediacion, se requiere que los nutrientes entren en contacto con los
microorganismos y que sean suficientes para soportar el crecimiento de la poblacién. Como
regla general, para que un proceso de biorremediacidon resulte exitoso, las técnicas de

bioaumentacién y bioestimulacién se deben aplicar de forma combinada.

Una de las estrategias para llevar a cabo la bioestimulacion es la adicién de
biosurfactantes al sitio a remediar. Dado que los biosurfactantes son compuestos
tensioactivos, con su adicién se pretende aumentar la biodisponibilidad del contaminante y
mejorar la velocidad de degradacién del mismo™®. Ademas, al ser producidos por organismos
vivos, son mucho menos toxicos para el medio ambiente que los surfactantes quimicos

convencionales.
1.4.- Biosurfactantes

Los biosurfactantes son compuestos anfipdticos que, a diferencia de los surfactantes
quimicos o sintéticos, son producidos por distintos tipos de microorganismos tales como
hongos, levaduras y bacterias. De estos, los provenientes de bacterias son los mayormente
estudiados. Todos los biosurfactantes poseen en su estructura al menos una parte hidrofébica
y una parte hidrofilica, lo que permite que estas moléculas puedan acumularse entre distintas
fases fluidas y disminuyan la tension interfacial o superficial entre estas*. El tipo de estructura
de cada una de estas partes depende de diversos factores, entre los que se encuentran: tipo y
especie de microorganismo, la fuente de carbono, tipo de fuente de nitrégeno y
concentracién, concentracidén de otros nutrientes, y parametros de proceso, como el pH,
temperatura, velocidad de agitacién del cultivo, entre otros®. En relacién a esto, se ha

demostrado la influencia del tipo de sustrato en la estructura del biosurfactante producido®®.
1.4.1.- Caracteristicas y aplicaciones de los biosurfactantes

Los surfactantes de origen bioldgico poseen diversas ventajas respecto de los
sintéticos. Entre estas podemos mencionar su biodegradabilidad completa, la posibilidad de

producirlos a partir de fuentes renovables*’*

, ¥ la gran diversidad y actividad bioldgica
especifica de ciertas estructuras. Sumado a esto, poseen mayor estabilidad a temperaturas y

pH extremo, y concentraciones altas de sales*. Ademas, poseen una amplia variedad de
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aplicaciones, desde antibidticos™’, aditivos para la industria alimenticia®"*?, biorremediacion de
metales pesados e hidrocarburos®, entre otros, en agricultura como insecticidas, pesticidas,
adjuvante para formulacién de productos®*®, etc. Mas alld de todas estas ventajas, los
biosurfactantes poseen una desventaja de gran importancia, sus costos de produccion. Este
aspecto hace que su produccién a gran escala no sea posible por el momento. A pesar de esto,
hoy en dia los surfactantes sintéticos y los bioldgicos se complementan. Esto es debido a que
hay ciertas aplicaciones en las que la utilizacidon de surfactantes bioldgicos, mas alla de su
costo, resulta beneficiosa. Por ejemplo, cuando el surfactante debe dispersarse en el medio

ambiente para la remediacién de sitios crénicamente contaminados™®.

Hay dos parametros caracteristicos de cada biosurfactante que dependen de la
composicion y la estructura quimica: concentracidon micelar critica (CMC) y la minima tension
superficial medida a la concentracion micelar critica (STcwc). Cuando se mide la tensidn
superficial a concentraciones crecientes de biosurfactante, se obtiene una curva como la que
se muestra en la Figura 3. Cuando se extrapolan ambas curvas, se obtiene un punto de
interseccién que corresponde a la CMC, que es la concentracion de biosurfactante a partir de
la cual las moléculas se comienzan a agregar y a formar micelas, por lo que dejan de ser

eficientes para disminuir la tensidn superficial. El valor de la tensidn superficial medido a esta

CMC es STepc .
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Figura 3: Concentracion micelar critica (CMC) de un biosurfactante producido por Bacillus subtilis ICA 56 a 30°Cy
150rpm en un medio sintetico®.

1.4.2.- Estructura, modo de accién y clasificacién de los biosurfactantes
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Los biosurfactantes actian de dos formas: disminuyen la tension superficial y/o
interfacial entre dos fases fluidas o son capaces de estabilizar emulsiones de dos fases
inmiscibles. En primer lugar, en solucién acuosa, disminuyen la tensién superficial (interfase
aire-agua) a partir de la interaccién con las moléculas del liquido, favoreciendo la formacién de
enlaces de hidrégeno y enlaces de interaccidn hidrofébica. Por otro lado, pueden incrementar
la solubilidad aparente de compuestos hidrofébicos evitando la coalescencia de las emulsiones
aceite en agua o agua en aceite. No todos los biosurfactantes disminuyen la tensién superficial
entre dos fases fluidas o son buenos emulsificadores, en general, esta actividad se encuentra

directamente relacionada con su estructura®®*.

En base a esto, la fraccién hidrofébica de la molécula de un biosurfactante
generalmente es uno o mas acidos grasos saturados o insaturados, o algunos derivados de
éstos. Por otro lado, la hidrofilica puede poseer diversas estructuras tales como carbohidratos
(monosacéridos, oligosacéridos o polisacéaridos), péptidos (lineales o ciclicos), grupos fosfatos,
aminodcidos, proteinas, entre otros, y estas estructuras pueden ser catidnicas, anidnicas, no

i6nicas o anféteras®.

Con el objetivo de clasificarlos, los biosurfactantes pueden dividirse de acuerdo a su peso

molecular® en:

- Sustancias de bajo peso molecular, en general son aquellos compuestos que
poseen una actividad superficial significativa,
- Sustancias de alto peso molecular, son aquellas que generalmente poseen

propiedades emulsificantes.
1.4.2.1.- Biosurfactantes de bajo peso molecular

Los biosurfactantes de bajo peso molecular, generalmente, son mas eficientes para
disminuir la tensién superficial y/o interfacial entre dos fases inmiscibles®’. Los mayormente
estudiados son los glicolipidos y lipopeptidos, aunque también se encuentran algunos
fosfolipidos y acidos grasos. Dentro de los primeros, los mas comunes son los ramnolipidos,
soforolipidos, trehalolipidos y los lipidos de manosil eritritol. Las fracciones hidrofilicas de cada
molécula pueden ser unidades de glucosa, ramnosa, soforosa, galactosa, entre otros, y la
fraccion lipidica puede estar compuesta por acidos grasos saturados e insaturados, acidos

grasos hidroxilados o alcoholes derivados de acidos grasos®.

Los ramnolipidos, producidos principalmente por Pseudomonas aeruginosa, son
glicolipidos cuya estructura puede estar compuesta por una o dos unidades de a-L-ramnosa

enlazadas por medio de un enlace O-glicosidico a una o dos unidades de 3-hidroxidcidos

-20-



ING. FRANCO LIPORACE INTRODUCCION

grasos. En la Figura 4 se observan cuatro estructuras de distintos ramnolipidos. La estructura

predominante del surfactante se encuentra en relacién directa con las condiciones de cultivo y

45,57

el sustrato utilizado para la produccion™”’. Los ramnolipidos poseen multiples potenciales

aplicaciones, entre las que se puede mencionar produccidon de compuestos de quimica fina,
caracterizacidon de superficies, como aditivos para la biorremediacidon de suelos, agentes de

control bioldgico, etc. **%.
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Figura 4: Estructura de cuatro tipos de ramnolipidosss.

Los soforolipidos son glicolipidos compuestos por el disacarido soforosa unido a un
hidroxiacido graso y son producidos principalmente por levaduras del género Torulopsis sp. En
la Figura 5 se observa la estructura de un miembro de esta familia. Este tipo de biosurfactantes
posee buena actividad tensioactiva pero no asi actividad bioemulsificadora®. Este tipo de
glicolipidos posee varias aplicaciones potenciales como detergentes para lavar la ropa, como
aditivos para biorremediacion in-situ de hidrocarburos o para la industria alimenticia, o para

remover metales pesados de diversos sedimentos, entre otros®’.

Los trehalolipidos (Figura 6) son biosurfactantes que poseen en su estructura el
disacarido trehalosa unido a acidos micélicos. Este tipo de compuestos los producen distintos

tipos de microorganismos de los géneros Mycobacterium sp., Nocardia sp., Corynebacterium
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sp., Rhodococcus sp., entre otros, y, el tamafio y estructura del/los acido(s) micdlico(s)
difiere(n) de acuerdo al organismo productor. Algunas potenciales aplicaciones de estos
glicolipidos son: agente antitumoral y antifungico en medicina, emulsificador en la industria de
la cosmética y alimenticia, y para la biorremediacion de suelos y degradacion de hidrocarburos

poliaromaticos®®®.
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Figura 5: Soforolipido de Candida bombicola®.
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Figura 6: Trehalolipido de Rhodococcus erythropolis, m+n = 18-22 (*parcialmente insaturado)so.

Con respecto a los lipopéptidos, el mas ampliamente estudiado y actualmente uno de
los escasos biosurfactantes disponibles comercialmente, es el surfactin producido por Bacillus
subtilis. Este tipo de biosurfactantes generalmente posee una estructura en la que un péptido
ciclico se encuentra acilado con acidos grasos. Sumado a esto, ademas de poseer una muy
buena capacidad tensioactiva’®, muchos lipopéptidos poseen efecto antibidtico’’. Diversos
microorganismos producen biosurfactantes de este tipo, entre ellos se puede mencionar

Bacillus sp., Lactobacillus sp., Streptomyces sp., Pseudomonas sp. y Serratia sp.

En la Figura 7 se observa la estructura del surfactin. La fraccidon hidrofilica de la
molécula consta de un péptido ciclico compuesto por 7 aminodcidos, y la hidrofébica de

distintos 3-hidroxiacidos grasos. Este biosurfactante poseeria diversas aplicaciones en el
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ambito de la medicina, como inhibidor de la coagulaciéon sanguinea, agente antitumoral,

antiinflamatorio, entre otros’>.
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Figura 7: Surfactin de Bacillus subtilis®.

1.4.2.2.- Biosurfactantes de alto peso molecular

Los biosurfactantes

de alto peso molecular

son

polisacaridos,

proteinas,

lipopolisacéridos, lipoproteinas o mezclas complejas de éstos a las que se refiere como

lipoheteropolisacaridos. Estos biosurfactantes son bien conocidos debido a su capacidad para

formar emulsiones de aceite/hidrocarburo en agua estables’®. Diversas especies de

microorganismos producen este tipo de biosurfactantes”, entre las que podemos mencionar

las bacterias del género Acinetobacter sp., Halomonas eurihalina, Planococcus maitriensis, la

levadura Cdndida lipolytica, etc. Los mas estudiados son los bioemulsan producidos por

Acinetobacter sp. Estos son emulsificadores de gran rendimiento y, en particular, RAG-1 es una

mezcla compleja de exopolisacaridos de alto peso molecular y lipopolisacaridos con un peso

superior a 250kDa. En la Figura 8 se observa como ejemplo la estructura de RAG-1 Emulsan de

Acinetobacter sp.
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Figura 8: RAG-1 Emulsan de Acinetobacter sp. ATCC 31012%.

1.5.- Hidrocarburos presentes en el suelo de la destileria. Degradacion de

hidrocarburos.

Como ya se menciond previamente, el petrdleo es una mezcla compleja de
hidrocarburos (saturados, aromaticos, polares, entre otros) formada en la corteza terrestre a
partir de la degradacion de materia orgénica a lo largo de millones de afios’. El principal
proceso de tratamiento del petréleo crudo consiste en la refinacién y destilacion’® del mismo
para separar los hidrocarburos que lo componen en distintas fracciones, cominmente
denominadas “cortes” (cada fraccion estd compuesta por hidrocarburos cuyo punto de
ebullicién se encuentra dentro de un determinado rango de temperatura). Las fracciones mds
livianas, compuestas por hidrocarburos volatiles, se utilizan principalmente como combustibles
y solventes organicos y, por otro lado, las fracciones mds pesadas se utilizan como asfalto,
combustible sdélido (coque de petrdleo), lubricantes o aditivos para la industria papelera, etc.
En el medio se encuentra una gran cantidad de sustancias que poseen diversas aplicaciones en

industrias alimenticias, plasticas, de adhesivos y pinturas, medicina, etc’*.

Toda industria que involucre la intervencion de petréleo o alguno de sus derivados
produce un impacto negativo en el medio ambiente. En particular, las actividades de
extraccion, transporte, refinacién y almacenamiento de petréleo implican un gran impacto

ambiental”

, en suelos y cuerpos de agua, debido a filtraciones en tanques de almacenamiento
u oleoductos, y/o derrames accidentales o intencionales en la carga y descarga del material.
Cuando un evento de este tipo sucede, hidrocarburos con distintas estructuras y pesos

moleculares entran en contacto con las particulas de suelo o con el cuerpo de agua. Lo que
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sucede en estos casos es que la persistencia de los contaminantes en el ambiente se encuentra
determinada debido a los procesos de volatilizacién, lixiviacion y/o degradacion que los
afecten. Generalmente, los compuestos alifaticos de pequeia y media longitud de cadena
poseen bajos puntos de ebullicién y alta solubilidad, por lo que los principales mecanismos de
eliminacion son la volatilizacidn y dispersién (se pierden rapidamente en la atmosfera), y la
lixiviacion y difusiéon a través de los cuerpos de agua subterrdneos. Sumado a esto, los
hidrocarburos alifaticos de mayor tamafio y algunos aromaticos inicialmente experimentan un
proceso de volatilizacién, pero éste fendmeno por si solo no logra una remocién total de los
mismos. Estos compuestos también se ven afectados por procesos de degradacion total o
parcial a partir de microorganismos nativos’®. Todo esto se debe al tamafio de sus moléculas, a
su menor solubilidad y a las interacciones que desarrollan con las particulas de suelo a medida
que el tiempo de exposicion se hace mayor. Por ultimo, los compuestos de alto peso
molecular, alifadticos y aromaticos, son contaminantes muy resistentes debido a su baja
solubilidad y sus altas relaciones de distribucién suelo-agua. Esto hace que sean de dificil
disponibilidad para los organismos degradadores y se acumulen en el medioambiente’’. Un
ejemplo de este tipo de compuestos contaminantes distribuidos ampliamente en el medio
ambiente son los hidrocarburos poliaromaticos (HPA). Estos son compuestos recalcitrantes
hallados en suelos y cuerpos de agua de todo el planeta. Debido a los efectos mutagénicos y
carcinogénicos que poseen los HPA, se ha realizado un gran esfuerzo en los ultimos afios para
desarrollar estrategias de remediacidn de este tipo de compuestos, principalmente a partir de

la utilizacidn de microorganismos’®"*%.

1.5.1.- Hidrocarburos poliaromaticos.

Los HPA son una clase de compuestos organicos que poseen en su estructura dos o
mas anillos aromdticos unidos en distintas configuraciones. Algunas de las propiedades
fisicoquimicas que poseen los miembros de esta familia de compuestos son altos puntos de
fusion, baja o nula solubilidad en agua (a medida que aumenta el tamafio de la molécula
aumenta la insolubilidad, Tabla 1) y alta hidrofobicidad. Ademas, debido a estas ultimas dos
propiedades principalmente, las moléculas de los HPA son altamente recalcitrantes con
grandes tiempos de retencidn. Su persistencia en el medio ambiente se debe a que las nubes
de electrones  a ambos lados de la estructura la hacen resistente a ataques nucleofilicos®’, y
depende de diversos factores, como la estructura quimica de la molécula, concentracién,
biodisponibilidad, tipo de suelo y estructura, humedad, oxigeno disponible, nutrientes, pH,

temperatura, presencia de microorganismos degradadores, entre otros®.
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Los HPA se encuentran ampliamente distribuidos en el planeta, y son generados y
liberados al medio ambiente debido a dos fuentes principales: naturales y antropogénicas. Las
primeras refieren a procesos que ocurren en la naturaleza como erupciones volcanicas,
incendios de pastizales y bosques, o como resultado de la biosintesis de vegetales (donde
podemos encontrar alcaloides, carotenoides aromaticos, terpenos, etc.). Por otro lado, se
encuentran las fuentes antropogénicas que también pueden dividirse en dos: las primeras
involucran la liberacion de HPA al ambiente a partir de fugas y/o derrames intencionales o
accidentales en la extraccion, transporte, refinacién y almacenamiento de petrdleo y sus
derivados. Las ultimas surgen a partir de las emisiones generadas a partir de la combustion
incompleta de materia organica, por ejemplo, de vehiculos de combustién interna, de
operaciones de procesamiento de madera, de la produccidn de energia eléctrica en plantas de
generacion, etc. Debido a esto y a la persistencia de los HPA en el medio ambiente, estas
sustancias se encuentran entre los contaminantes organicos mas ampliamente distribuidos en
suelos, agua y aire. Ademas, se ha encontrado que la concentracién de HPA en suelos® y aire®*
puede variar entre 1pg/kg — 300g/kg en el primer caso, y 60 pg/m® — 3 mg/m>. Entonces,
resulta de vital importancia desarrollar estrategias para lograr la eliminacion de estas
sustancias recalcitrantes. Uno de los enfoques mas relevantes en la actualidad es la

degradacion de los HPA a partir de microorganismos.

Tabla 1: Propiedades fisicoquimicas de algunos HPA. (*: Kow es el coeficiente de particion octanol/agua. Se define
como la relacidn de la concentracidn de un soluto en octanol con respecto a la concentracion del mismo en agua, en
un sistema bifasico octanol —agua.)

HPA Naftaleno Fluoreno Fenantreno Antraceno Pireno Benzo[a]pireno

B 128,2 166,2 178,2 178,2 202,3 252,3
Molecular
o O D 5 o5l

Punto de
Fusion (°C) 80,2 116 99 218 156 179

Solubilidad

en agua
(mg/1)

3,5 4,28 5,62 5,33 4,47 5,74

320 1,85 1,24 0,64 0,14 0,0038

1.5.2.- Microorganismos degradadores de HPA
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Debido a la ubicuidad de los HPA y a su recalcitrancia, se han hallado organismos,
principalmente bacterias y hongos, de distintas especies capaces de degradarlos. Estos han
desarrollado esta capacidad debido a la exposicién por largos periodos de tiempo a estos
contaminantes. Por un lado, se ha demostrado que bacterias del género Pseudomonas,
Bacillus, Sphingomonas, Burkholderia, Agrobacterium son capaces de mineralizar fenantreno y
benzo[a]pireno®, ademas, se hall6 una cepa de Micobacterium sp. que puede crecer utilizando
pireno como Unica fuente de carbono y energia®. Por otro lado, se ha visto que diversas
especies de hongos también son capaces de degradar compuestos aromaticos. Entre ellos se
puede mencionar Cunninghamella elegans, cuya capacidad para degradar fluoranteno ha sido
probada®®, o Aspergillus fumigatus, capaz de degradar antraceno, benceno y tolueno, entre
otros®’. En Zhang y col., 2006 se presenta un listado extenso de bacterias y hongos con
capacidad degradadora de HPA, junto con el sustrato que son capaces de degradar®’.

Se ha postulado que la degradacion de HPA a partir de los microorganismos adecuados

puede ser desencadenada por tres razones®®’’.

En primer lugar, la mineralizaciéon del
contaminante se realiza para obtener energia para sus funciones celulares y carbono para
sintetizar material celular. En segundo lugar, se lleva a cabo un proceso mediante el cual el
microorganismo inicia la degradacién del contaminante con el objetivo de producir un
intermediario de mayor solubilidad, que luego es excretado. Y por ultimo, la degradacion del
HPA puede ser casual, esto sucede cuando se lleva a cabo a través de co-metabolismo®. El
HPA es un cosustrato que compite con el sustrato a partir del cual el microorganismo obtiene
energia para su crecimiento y supervivencia. La degradacion del cosustrato es una reaccion

colateral a partir de la que el microorganismo no obtiene beneficios, es mas, este no induce la

actividad de las enzimas involucradas en su degradacion®.

Respecto del metabolismo de degradacion de HPA de estos microorganismos, de
acuerdo a bibliografia hay tres mecanismos fundamentales que conducen a la degradacién
aerobica de estas sustancias. Mas alla de las diferencias entre ellos, tienen en comun una
etapa de oxidacion del anillo aromatico seguida de la degradacidn del compuesto en

metabolitos y/o didxido de carbono®.

Las bacterias generalmente comienzan el proceso de degradacién de los HPA a partir
de la oxidacién del anillo aromatico. Esto lo hacen incorporando dos atomos de oxigeno al
anillo, por medio de la accidn de oxigeno transferasas, para producir cis-dihidrodioles. Si el
sustrato es un compuesto con tres o mas anillos, generalmente las bacterias los metabolizan
en varios sitios. Para poder lograr esto, las dioxigenasas son sistemas multienzimaticos que

contienen al menos tres proteinas. Estos cis-dihidrodioles son luego deshidrogenados, a través
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de una reaccién NAD'-dependiente, para formar catecol, y este luego es canalizado a través de

7790 Este dltimo

las vias de clivaje orto o meta, segun corresponda, a dioxido de carbono y agua
es uno de los pasos mas importantes en la degradacion de HPA y consiste en la ruptura del
anillo aromdtico para dar intermediarios alifaticos. Este paso es catalizado por enzimas
dioxigenasas especificas para sustratos destinados al clivaje en la posicién orto y meta. Cuando
el anillo aromatico del intermediario se somete a clivaje en la posicidn orto, la ruptura se
produce entre los carbonos que contienen los grupos oxhidrilo. Por otro lado, cuando el clivaje
se da en la posicion meta, la ruptura del anillo se produce entre uno de los carbonos que
contiene un oxhidrilo y un carbono adyacente®’. Por dltimo, los compuestos alifaticos
formados ingresan a las vias metabdlicas centrales y se oxidan para producir energia o son

utilizados para la biosintesis de material celular. Seo y col.”’ presentan un estudio mas

detallado del metabolismo de degradacién bacteriano de ciertos HPA.
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Figura 9: Vias principales de degradacidon de HPA a partir de bacterias y hongosgo.

Con respecto a los hongos, poseen dos tipos de metabolismo de degradaciéon de HPA,

aquél correspondiente a los hongos no ligninoliticos y el correspondiente a los ligninoliticos.

En el primer caso, la oxidacion del anillo aromatico se produce por medio de una
reaccidon catalizada por una enzima citocromo P45, monooxigenasa, en la que se adiciona un
atomo de una molécula de oxigeno para formar un o6xido de areno. La mayoria de estos
compuestos son inestables y pueden sufrir un rearreglo, en ausencia de enzimas, para producir
fenoles, los cuales pueden conjugarse con glucosa, xilosa, sulfatos, etc. Por otro lado, los

oxidos de areno también pueden sufrir una hidratacion catalizada por una epdxido-hidrolasa,
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para dar trans-dihidrodioles®. Muchos hongos no lignoliticos pueden degradar los HPA a
fenoles, trans-dihidrodioles y otros compuestos intermediarios, pero son muy pocos los que
logran la mineralizacién completa. A pesar de esto, se ha demostrado que los intermediarios

obtenidos poseen una menor toxicidad y mayor solubilidad que sus precursores™.

Los hongos ligninoliticos son aquellos que crecen en la madera, ya que producen una
serie de enzimas (lacasas y peroxidasas) que les permite oxidar la lignina. En estas condiciones,
estos microorganismos son capaces de degradar los HPA a partir de la generacién de radicales
libres, removiendo un electron de la molécula. Estos radicales libres sufren una oxidacion
posterior para formar quinonas™. Se ha demostrado que, a partir del uso de hongos
ligninoliticos, los HPA pueden mineralizarse completamente a CO, a partir de una combinacion
de enzimas ligninoliticas, citocromo P45, monooxigenasas y epodxido hidrolasas. Diversos
estudios se han llevado a cabo para evaluar la posibilidad de utilizar estos microorganismos
para la degradacion de HPA. Los resultados obtenidos no han sido concluyentes, por lo que

claramente se requieren ensayos adicionales para una mejor caracterizacion del fenémeno.

1.5.3.- Biodegradacién de HPA: Factores que afectan al proceso

Esta estrategia implica la utilizaciéon de microorganismos, plantas o sus enzimas para
llevar a cabo la degradacidn de los compuestos aromaticos presentes en suelos, sedimentos y
cuerpos de agua, con el objetivo de restaurarlos a su condicidn original. Esto puede lograrse
utilizando técnicas in situ (bioventeo, fitorremediacidn, atenuacion natural) o ex situ (compost,
biopilas, biorreactores). Este tipo de procesos posee diversas ventajas (frente a técnicas
convencionales) y ciertas limitaciones. Entre las primeras, podemos mencionar que la
biorremediaciéon involucra técnicas que generalmente son mds amigables con el
medioambiente, ya que degradan las sustancias totalmente o a intermediarios menos nocivos,
en lugar de trasladarlos de un ambiente a otro; son menos invasivas y sus costos son
generalmente mas bajos>>**. Con respecto a las limitaciones del proceso, hay diversos factores
que afectan el grado de remediacién a alcanzar. Entre estos factores se puede mencionar la
temperatura, el pH y las caracteristicas del suelo, la biodisponibilidad del contaminante,

disponibilidad de oxigeno y nutrientes, etc.
1.5.3.1.- Temperatura

La temperatura es un factor muy importante en el proceso de biodegradacion, ya que
afecta tanto al microorganismo como al sustrato. La solubilidad y biodisponibilidad de los HPA

dependen de la temperatura, a mayor temperatura, ambas aumentan mejorando la
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degradacién®. Por el contrario, cuando esto sucede la solubilidad del oxigeno es menor, y la
reaccion se ve afectada negativamente®™. Ademas, debido a que la cinética de reaccién
depende de la ecuacion de Arrhenius, a bajas temperaturas la velocidad es baja, y en el

intervalo entre 10°C y 40°C, se duplica su valor cada 10°C de incremento®’.

En cuanto al proceso de degradacién, se han hallado microorganismos degradadores
de HPA capaces de metabolizarlos en grandes intervalos de temperatura desde 0°C hasta 70°C.
Aunque la velocidad de degradacién éptima generalmente ocurre a temperaturas mesofilicas,
se han identificado microorganismos capaces de crecer y degradar compuestos aromaticos a
temperaturas cercanas a los 0°C”’, en zonas templadas donde se distinguen claramente cuatro
estaciones durante el afio, en zonas tropicales® y en zonas desérticas donde la temperatura se

mantiene alta durante el todo el afio®.
1.5.3.2.- pH

El pH del sitio contaminado afecta al proceso de biodegradacién. Este efecto resulta
mas importante en contaminacién de suelos, donde el pH del mismo depende del tipo de
contaminante derramado, que en contaminacidn de agua de mar, donde la regulacion del pH
debida a la accion de los microorganismos y corrientes marinas hace que este se mantenga en

un rango acotado de valores.

A pesar que se han observado procesos de degradacién de HPA en suelos acidos'® y
basicos', el valor éptimo para una buena cinética se encuentra entre 6,5 y 7,5”°. Una
pequenia variacidn en este valor puede no afectar el crecimiento de forma importante, pero se
ha demostrado que en muchos casos afecta significativamente el grado de degradacion®>'%,
Por lo tanto, se recomienda regular el pH de sitio a remediar con nitrato de amonio o sulfato

de amonio si el suelo es basico, o con carbonato de magnesio si el suelo es acido™.
1.5.3.3.- Nutrientes

En la degradacidon de HPA en sitios contaminados, los microorganismos tienen gran
cantidad de carbono organico disponible, por lo que usualmente requieren de nitrégeno (N),
fosforo (P) y alguin otro nutriente mineral para llevar a cabo la degradacion del hidrocarburo y
para su crecimiento. Se ha estimado que la relacién C:N:P es uno de los parametros que limita
de forma considerable el proceso, y debido a la gran disponibilidad de carbono en el sustrato,
dicha relacién se regula a partir del agregado de N y P de una fuente externa, por ejemplo,
fertilizantes'®. Se han reportado distintas relaciones de nutrientes dptimas en la bibliografia
que van desde 100:15:3'% hasta 100:5:1'%. Este rango se considera un buen punto de partida

para el estudio de una estrategia de biorremediacion. En algunos casos, por ejemplo, cuando
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se utilizan hongos ligninoliticos, un exceso de nutrientes minerales puede afectar

107

negativamente el proceso de degradacion™ . Esto se debe a que este tipo de organismos

pueden reciclar nutrientes, en particular, nitrégeno.
1.5.3.4.- Biodisponibilidad

Se cree que la biodisponibilidad es el factor mds importante que afecta al proceso de
degradacion de contaminantes. Hay dos grandes pasos en el proceso de biodegradacion de
HPA en suelos, a saber, el consumo del contaminante por el microorganismo (transferencia de
materia desde el sitio de la contaminacién hasta el interior de la célula, en Bezza y Chirwa,
2016 se demuestra que este paso es el controlante de la reaccién.) y la metabolizacién del
mismo™®. Si consideramos un microorganismo con capacidad para degradar HPA, el proceso
puede llevarse a cabo rapidamente si el sustrato se encuentra disponible en una forma que el
organismo pueda utilizarlo. Como se mencioné previamente, los HPA son compuestos con muy
baja solubilidad y, a medida que el tamafio de molécula crece, esta se hace cada vez menor.
Ademas, poseen coeficiente de particién (Kow) muy altos por lo que tienden a interaccionar
fuertemente con la materia organica del suelo. Todo esto se traduce en que el hidrocarburo no
se encuentra fisicamente disponible para ser degradado por el microorganismo (baja
biodisponibilidad). Ademds, a medida que aumenta el tiempo de contacto entre el HPA y la
matriz del suelo se produce una interaccion entre ellos que dificulta aun mas el contacto entre

sustrato y microorganismo'% (esto se conoce como “ageing”: envejecimiento).

Para aumentar la biodisponibilidad del contaminante la estrategia mas difundida y
efectiva es la utilizacion de biosurfactantes. Estos permiten liberar al HPA retenido en la matriz
debido a que en su estructura poseen una mitad hidrofébica y otra hidrofilica, lo que les
permite desorber y solubilizar los hidrocarburos en la fase acuosa, mejorando asi la

biodisponibilidad y, por lo tanto, la biodegradaciéon'®*%**,

1.5.3.5.- Oxigeno

La degradacidon de hidrocarburos puede llevarse a cabo en ambas condiciones,

aerdbica y anaerdbica. Se sabe que la velocidad a la que se lleva a cabo el proceso en el
112 . ] 113 .

segundo caso es menor  que en el primero 0, como maximo, comparables . Ademas, las
condiciones anaerdbicas poseen una serie de desventajas que hacen que no sea deseable.
Primeramente, no todos los sitios contaminados con hidrocarburos presentan
microorganismos anaerdbicos capaces de degradar HPA. Y, por otro, la geoquimica sera
alterada debido a las condiciones reductivas impuestas por el metabolismo anaerdbico de la

poblacion. Los aceptores de electrones (nitratos, Fe** y sulfatos) se reducen durante el proceso
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y se forman Fe®* y fosfatos que son tdxicos para el medio ambiente. Debido a esto y a que
resulta mas sencillo el control y desarrollo de procesos aerdbicos es que la mayor proporcién

de investigaciones se enfocan en estos Ultimos procesos.

Por otro lado, el oxigeno resulta de vital importancia para los procesos aerdbicos. El
primer paso en la biodegradacion de HPA involucra la accidn de enzimas mono- y di-oxigenasas
para la oxidacién del anillo aromatico'*, reaccion en la que el oxigeno actiia como aceptor de
electrones. Cuando el proceso de biorremediacién se lleva a cabo ex-situ, el suministro de
oxigeno no resulta una operacion dificultosa. Por el contrario, en el caso de un proceso in-situ,
debe llevarse a cabo de forma controlada y regularmente para evitar que se convierta en un
factor limitante del proceso. Alguna de las formas en que puede oxigenarse un proceso de
biorremediacién in-situ son®®: inyeccién directa de aire, a través de un sistema de reparto de
sustancias quimicas que liberen oxigeno, mediante el labrado y mezclado del suelo, entre

otros.

1.6.- Problemdtica regional

El partido de Campana, ubicado al noroeste de la provincia de Buenos Aires, forma
junto con el de Zarate uno de los polos industriales mds grandes de la Argentina. Esto se debe
a diversos motivos, pero principalmente a las diversas vias de comunicacién con las que cuenta
la zona y a la disponibilidad de un puerto propio, tercero en recaudacion fiscal de Argentina*®.
Los rubros a los que se dedican las empresas radicadas en el area son muy diversos, en el polo
industrial se pueden encontrar empresas metalmecanicas (Tenaris Siderca, Titania Fundicion),
quimicas (Dow Chemical Company, Clariant), agroquimicas (PASA, Bunge), alimentarias
(Cerveceria Quilmes, Cerveceria Isenbeck), Papeleras (Celulosa Campana, Celulosa Argentina),
automotrices (Honda, Toyota) y petroquimicas (Axxion Energy, Rutilex Hidrocarburos

Argentinos S.A. (RHASA), Petromining), entre otras.

En cuanto a la ciudad de Campana, posee en una pequefia parte de su territorio, en el
margen del rio Parana de las Palmas, un conglomerado de empresas dedicadas exclusivamente
a la actividad petroquimica. Alli se encuentran emplazadas las destilerias de las compaifiias
Axxion Energy y RHASA, y diversas empresas cuya materia prima es un derivado o corte de
petréleo crudo. Si consideramos las dos destilerias de la zona, la primera fue inaugurada en el
afio 1911 y la segunda comenzd sus actividades a mediados de la década del ’40. De aqui surge
que hace varias décadas que la zona se encuentra sometida a derrames accidentales’*® o

intencionales, fugas de tanques de almacenamiento y barriles, vuelcos accidentales en el
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proceso de carga y descarga de camiones, etc. Esto hace que los suelos y cuerpos de agua se

encuentren cronicamente contaminados con hidrocarburos.

Con respecto a esto ultimo, durante la década de 1990 y 2000 la destileria RHASA
(previamente Fabrica Militar de Tolueno Sintético) sufrié diversas protestas por parte de
personas fisicas'’’ y distintas asociaciones protectoras del medio ambiente debido a la
existencia de un lago contaminado con hidrocarburos dentro del predio de la

118119120121 'Ha acuerdo a lo que han comentado empleados de la firma, a principios de

planta
los afios '90, la empresa debia realizar la limpieza de varios tanques de almacenamiento de
hidrocarburos, ya que luego de varios ciclos de llenado y vaciado, contenian un barro viscoso
caracteristico de este tipo de operaciones. Debido a alguna razén incomprensible, decidieron

descargar dichos barros en la laguna que se encuentra dentro del predio (Figura 10).

TS P ® . . ; %
Figura 10: |1zquierda: Vista satelital (Google Earth) del predio de la empresa RHASA y el lago dentro del
predio. Derecha: Imagenes de la descarga de planta a la laguna.

Es decir que la ribera del Rio Parana de las Palmas (la ciudad de Campana se ubica
sobre la margen derecha), ademas de haberse visto sometida a la contaminacion debida a
varias décadas de actividad industrial petroquimica, se encuentra afectada por situaciones de
derrames intencionales que afectan negativamente al medio ambiente y la sociedad en la que

se encuentran inmersas estas fabricas.

En los ultimos 6 afios, motivados principalmente por exigencias legales del Organismo
Provincial para el Desarrollo Sustentable (OPDS), las empresas han tenido que comenzar a
realizar tareas de disminucién del impacto ambiental y del pasivo ambiental'®*'%. Es en este
marco que la Facultad Regional Delta (FRD) de la Universidad Tecnoldgica Nacional (UTN) firmd

un convenio de trabajo conjunto con la empresa RHASA para el desarrollo de una estrategia de
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biorremediacion de suelos y cuerpos de agua crénicamente contaminados con hidrocarburos.

Es dentro de este convenio que se enmarca el presente trabajo de investigacion.
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2.1.- Objetivo General

El objetivo general de este trabajo es aislar cepas microbianas nativas productoras de
biosurfactantes de suelos crénicamente contaminados con hidrocarburos y con ellas conducir

y optimizar la produccion de biosurfactantes.

2.2.- Objetivos Especificos
Para lograr este objetivo se deberan cumplir los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluacion del grado y tipo de contaminacién que afecta a la zona contaminada a
través de indicadores fisicoquimicos.

2. Aislamiento y seleccion de cepas y/o consorcios microbianos productores de
biosurfactantes en base a su eficiencia en la produccién de los mismos, a partir de
muestras de suelos crénicamente contaminados con hidrocarburos.

3. Caracterizacidon bioquimica y taxondmica de las cepas seleccionadas productoras
de biosurfactantes.

4. Estimacién de la produccidon de biosurfactantes en diversas condiciones de cultivo.
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3.1- Area de Estudio

El presente estudio fue realizado a partir de la toma de muestras en la zona de
Campana, provincia de Buenos Aires, Argentina (-34.167872, -58.939692). La ciudad de
Campana se ubica a 75km al noroeste de la Ciudad de Buenos Aires sobre la Ruta Nacional N°9.
Limita al norte con el rio Parana de las Palmas, al sur con los Partidos de Exaltacién de la Cruz y
Pilar, al sureste con el Partido de Escobar, y al Oeste con el Partido de Zarate. Ademas,
atraviesan el partido de Campana otras vias de comunicacidén de vital importancia en la
economia y desarrollo de la zona y el pais, como son la Ruta Provincial N°6, la Ruta Nacional
N°12 y el ex ferrocarril Mitre. Sumado a esto, el puerto de Campana (se encuentra en el km 67
del Rio Parana de las Palmas) conecta la ciudad con Buenos Aires y el mundo, y con Rosario y el

litoral argentino.

3.1.1.- Caracteristicas Generales del Suelo de la Regién y Toma de Muestras
3.1.1.1.- Tipo de Suelo

La ciudad de Campana se ubica en el Delta del Rio Parana, el cual transporta depdsitos
de sedimentos cuyo destino final sera el Rio de la Plata. Esto hace que el principal material
originario de los suelos sea el fango fluvial, constituyente del aluvién no consolidado. El relieve
caracteristico de la zona tiene como principal factor al régimen fluvial que produce frecuentes
inundaciones. Cuando el agua se retira, los sedimentos no depositados se ven retenidos por la
vegetacién elevando el nivel de las margenes respecto del interior de las islas y tierra firme,
conformando el albarddén perimetral. Estas zonas presentan suelos con bajo contenido de
materia organica, valores de pH entre 5 y 6 y relacion C/N inferiores a 14 (Hapludoles

124 por otro lado, las zonas bajas presentan suelos que se caracterizan por sus valores

acuicos)
altos de materia organica (hasta 40%), bajos valores de pH (entre 4 y 5) y relaciones C/N altas,

de mas de 16 (Haplacuentes aéricos y Haplacuoles histicos).
3.1.1.2.- Toma de Muestra y Almacenamiento

Las muestras fueron tomadas del predio que la empresa RHASA posee en la ciudad de
Campana (Figuras 11 y 12), a partir de la firma de un convenio de trabajo conjunto con la
Facultad Regional Delta de la UTN. Este convenio tiene como finalidad el desarrollo de una
estrategia de biorremediaciéon, de aplicacion en la zona en cuestién y sus alrededores, para

intentar disminuir el impacto causado por derrames producto de la actividad industrial.
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Figura 11: Plano de la ciudad de Campana. En amarillo se indica la ubicacidn de la destileria de petréleo de

la empresa RHASA.

Figura 12: Vista ampliada del predio de la empresa. Se muestra la zona de donde se obtuvieron las muestras.

Con ayuda de personal de la empresa, se realizé un analisis del sitio teniendo en
cuenta la topografia del lugar, la disposicion de los equipos y la descarga de efluentes de
planta. En base a esto se seleccionaron 5 puntos de toma de muestra que se identificaron

como (Figura 12):
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— Mt: monticulo de tierra de relleno adicionada a un lugar que solia ser una
laguna artificial donde se desechaban los remanentes de los tanques de
almacenamiento de la destileria.

— Tk: alrededores de un tanque de almacenamiento que sirve como depdsito de
los barros y material de descarte de los equipos utilizados en planta (Tk.1) e
interior del mismo (Tk.2).

— Co: costa de la laguna natural dentro del predio de la empresa, donde se
descargan los efluentes de planta.

— Lg: lecho de la laguna natural cercano a las orillas.

— Ag: aguade la laguna antes descripta.

El proceso de toma de muestra se realizé utilizando palas de mano y material de vidrio
(frascos y botellas) para el almacenamiento de las mismas. Todo el material se esterilizé por
autoclave. Ademds, se utilizaron elementos de proteccion personal (guantes, casco y
protectores visuales) con un doble objetivo, evitar la contaminacién de las muestras vy

proteccion del personal encargado de la tarea.

Las muestras fueron tomadas a una profundidad de entre 10 y 20 centimetros para el
caso de Mt, Co y Tk.1; Lg a una profundidad respecto de la superficie del agua de 1 metroy a
10 metros de la descarga de efluentes; y Tk.2 de la superficie del contenido del tanque. Todas
fueron recolectadas en frascos de vidrio de 800cm® de capacidad. Respecto a la toma de
muestra correspondiente a Ag, fue realizada directamente de la superficie de la laguna, a unos
5 metros de la descarga de efluentes de la planta, con botellas de vidrio tipo Duran Schott de
1000cm®. Ademas, se recolecté agua de la laguna para su utilizacién en una primera instancia
como Unica fuente de carbono para el aislamiento de los microorganismos. Todas las muestras
fueron debidamente rotuladas y almacenadas provisoriamente en una refrigeradora portatil
que contenia cubos de hielo y luego, en el laboratorio, se dispusieron en una heladera a 4°C

hasta el momento de procesarlas.
3.1.1.3.- Andlisis Fisicoquimicos de las Muestras

El analisis fisicoquimico de las muestras de suelo y agua obtenidas se realizé en el
Centro de Investigaciones Toxicoldgicas S.A. de la ciudad de Buenos Aires. Se le realizaron tres

ensayos a cada una de las muestras analizadas:

— Hidrocarburos Totales: se realizé a través del método analitico EPA 9071.
— Rango Orgénico de Gasolinas (GRO): se realiz6 a través del método analitico

EPA 8015.
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— Rango Organico de Diésel (DRO): se realizé a través del método analitico EPA

8015.

3.2- Medios de cultivo

Para llevar a cabo los experimentos, se utiliz6 un medio minimo salino (MSM)

previamente descripto en Shen y col., 1998'%

. MSM es un medio utilizado para estudios de
degradacion de hidrocarburos en microorganismos aislados de muestras de suelo y su
composicion es: 4g/l de NaNOs; 1,5g/1 de KH,PO,; 0,5g/1 de Na,HPO,; 0,0011g/! de FeS0,.7H,0;
0,2g/l de MgS0,.7H,0; 0,0132g/I de CaCl,.2H,0; 20g/| agar-agar (sélo cuando fue necesario el
cultivo en medio sélido). La calidad de las sales fue grado analitico y fueron adquiridas a la

firma Sistemas Analiticos S.A., Biopack, a excepcion del KH,PO,, que se adquirié a Merck

Argentina, y del agar-agar (Laboratorios Britania S.A.). El pH del medio se ajusté a 7,00 + 0,02.

Se utilizaron distintas fuentes de carbono. La primera de ellas, una mezcla en partes
iguales de tres hidrocarburos comerciales (HC): nafta super (RON95), diésel (<2000ppm de
azufre) y kerosene. Estos combustibles fueron adquiridos en YPF S.A. Ademas, se utilizé agua
crénicamente contaminada con hidrocarburos extraida de la laguna natural dentro del predio
de la empresa (Aglag), glicerol grado analitico y glucosa bacteriolégica (Laboratorios Britania

S.A).

Se utilizé el medio de cultivo de lisogenia'*®

(LB, medio Luria-Bertani) como pre cultivo,
cuya composicion es: 10g/l de tripteina bacterioldgica, 5g/| de extracto de levadura, 10g/| de
cloruro de sodio y 15g/I de agar-agar (en caso de cultivo en placas de Petri). Los reactivos

fueron adquiridos a Laboratorios Britania S.A., a excepcidn del NaCl (Alcor reactivos analiticos).

3.3- Aislamiento y seleccion de los microorganismos
3.3.1.- Aislamiento de los microorganismos

Las muestras obtenidas de la empresa fueron procesadas y cultivadas en medio de
enriquecimiento con el objetivo de seleccionar y aislar microorganismos nativos productores
de biosurfactantes. Para ello, el primer paso realizado fue la homogeneizacién de las mismas
en el laboratorio, ya que al haber grandes trozos de suelo, carecian de homogeneidad?’. Se
dispusieron las muestras en cristalizadores de vidrio y, con ayuda de cucharas y espatulas
metdlicas, se procedid a reducir el tamafio de particula y a generar una buena mezcla. En el

caso de la muestra acuosa, se agité vigorosamente el recipiente que la contenia.
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Luego, 1g de cada muestra, 1ml para la muestra acuosa, y 5ml de agua destilada se
introdujeron en respectivos tubos Falcon de 15ml, se vortexearon a 2000rpm por 3 minutos y
se dejaron reposar por 15 minutos. 2ml del sobrenadante de cada tubo falcon fueron
utilizados para inocular los cultivos de enriquecimiento. Estos se llevaron a cabo en 12
matraces Erlenmeyer de 150ml conteniendo MSM y dos fuentes de carbono y energia, HC y
Aglag (6 muestras ensayadas con cada fuente de carbono). La composicién de los cultivos con
HC fue 21,87ml MSM, 1,13ml HC (4,5%v/v) y el indculo antes mencionado. Por otro lado, la
composicion cuando se utilizé Aglag fue de 16,75ml MSM, 6,25ml| de AglLag y 2ml de indculo.
Estos matraces se cultivaron a 100rpm y 25°C por 72 horas y se repicaron 8 veces. En cada
repique se utilizé 1ml del cultivo agotado como indculo para el cultivo fresco, y el mismo tipo y

concentracion de fuente de carbono para cada uno de ellos.

Posteriormente, se realizé el aislamiento de los microorganismos en placas de Petri
conteniendo 10ml de MSM suplementado con 20g/l de agar y la fuente de carbono
correspondiente. Dado que se utilizaron fuentes de carbono volatiles, una vez solidificado el
MSM + agar en la placa se colocaron 100ul de HC o Aglag (segin cada muestra), se
distribuyeron con una espatula de Drigalsky y se dejo reposar las placas durante al menos 2
horas con esta superficie hacia arriba. Cada placa fue inoculada con un ansa previamente
sumergida en el cultivo de enriquecimiento correspondiente y se mantuvieron en estufa de
cultivo a 25°C. Las distintas colonias de microorganismos fueron transferidas a placas con

medio fresco al cabo de 6 dias, operacion que se repitio 3 veces.
3.3.2.- Seleccién de microorganismos potencialmente productores de biosurfactantes.

Se evalud la capacidad de producciéon de biosurfactantes de los microorganismos
aislados a partir de su cultivo en medio liquido. Se establecié como criterio de seleccién la
capacidad de un microorganismo para disminuir la tension superficial del sobrenadante libre
de células en mds de un 30%. Los cultivos se llevaron a cabo en Erlenmeyers de 150ml con
25ml de volumen operativo, respetando la composicion utilizada para los cultivos de
enriquecimiento. Cada Erlenmeyer se inoculd con un ansa a partir de la placa correspondiente

y se situaron en un agitador orbital a 100rpm y 25°C por 10 dias.
3.3.3.- Mantenimiento de las cepas aisladas: Criopreservacion

En microbiologia se cuenta con un gran nimero de métodos de conservacién de cepas
microbianas, entre los que se pueden mencionar subcultivos, mantenimiento bajo una capa de
aceite, desecacion, congelacién o liofilizacidn, entre otros. La eleccion de uno u otro se ve

influenciada por diversas variables, como ser el equipamiento disponible, tiempo de
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preservacion requerido, frecuencia de utilizacion del microorganismo, etc. A partir de un
analisis de estas variables realizado en el laboratorio para el caso particular, se optd por
preservar los microorganismos aislados a partir de su congelacién con glicerol como agente

protector.

Por lo tanto, la conservacién de los microorganismos aislados se llevé a cabo en
glicerol 20%. Se tomaron 960ul de cultivo liquido (MSM suplementado con 4,5% HC,
mantenido a 120rpm, 25°C por 7 dias) y se los trasvasé a un tubo eppendorf. A continuacién,
se agregaron 240ul de glicerol y se vortexed la mezcla a 2000rpm por 2 minutos. Luego, se

dispuso los tubos en una gradilla y se almacenaron en freezer a -18°Cy a -80°C.

3.4- Produccidn de biosurfactantes
3.4.1.- Estimacion de la produccién de biomasa

Se estimd la produccion de biomasa del microorganismo a partir de dos métodos,

medicidn de la densidad dptica (DO) y del peso seco al cabo de 24 horas (PS):

3.4.1.1.- Densidad optica: Evaluacion del crecimiento microbiano a partir de la
medicidn de la densidad dptica inicial y final de cada muestra a una longitud de onda

de 600nm con un espetrofotdmetro modelo UV-1800 (Shimadzu Corporation, Japon).

3.4.1.2.- Peso seco: Se centrifugaron 24ml de cada muestra a 13500 rpm a 19°C
durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido fue utilizado para la medicién de la
tension superficial. El pellet fue resuspendido con n-hexano para extraer los restos de

hidrocarburo que pudiesen haber'?®

, trasvasado a un tubo eppendorf de 1,5 ml,
previamente pesado, y se volvié a centrifugar. Se descarté el sobrenadante y el pellet
fue colocado en una estufa de secado a 802C durante 24 hs, para eliminar la humedad
presente en la muestra. En aquellos casos en los que no se utilizé HC como fuente de
carbono y energia para los cultivos, el pellet fue resuspendido con agua destilada

estéril.
3.4.2.- Estimacidn de la produccién de biosurfactantes

3.4.2.1.- Medicién de la tension superficial (ST): Esta se llevd a cabo a partir de la
medicidn directa de la tension superficial del sobrenadante de cultivo libre de células,
con un tensiémetro Attension Sigma Force Tensiometer 702 (Biolin Scientific Holding

129,130,131

AB) por el método del anillo de Du Nouy . Se utilizaron 18ml de sobrenadante

de cultivo centrifugado a 13500rpm y 19°C por 15 minutos en una microcentrifuga
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modelo Prism R (Labnet International INC.) para llevar a cabo la medicién. Se
realizaron 12 medidas sobre cada muestra y se calculé la media y el desvio estandar
(STD) de los resultados. Se utilizé como blanco del ensayo el sobrenadante libre de
hidrocarburos de un cultivo de MSM suplementado con 4,5%v/v o 6%v/v de HC, o
25%v/v de Aglag (segun el caso) sin inocular, cultivado a la temperatura
correspondiente del cultivo, pH inicial de 7,00 y 120rpm por 6 o 10 dias. El resultado

se indica como X + STD.

3.4.2.2.- Ensayo de distorsion optica en policubeta (MPA): Este ensayo se realiz6 en
una policubeta de 96 hoyos utilizando 100ul de agua destilada estéril como control. La
policubeta se dispuso sobre una hoja con un grillado perpendicular y en cada orificio se

129,132
. L

introdujo 100ul de sobrenadante de cultivo libre de células de cada muestra as

policubetas fueron adquiridas a Instrumental Pasteur S.R.L.

3.4.2.3.- Capacidad emulsificadora (E,,;): Este ensayo se realizd en tubos falcon de

1.”° con una ligera modificacion. Ademés de

15ml. Se procedié segun Cooper y co
kerosene se utilizd n-hexano (Sistemas Analiticos S.A., Biopack), aceite comercial de
girasol, diésel comercial (<2000ppm azufre) y nafta super (RON 95) como fases

orgdnicas para el ensayo.

3.4.2.4.- Técnica de hemdlisis: Se realizé en placas de agar sangre base tripticasa soya
(TSA) listas para utilizar adquiridas a Laboratorios Britania S.A. Estas se inocularon con
ansa a partir de microorganismos crecidos en placas de Petri con medio LB por 6 dias a
25°C. El ensayo se llevd a cabo a 25°C y 37°C y se evalud el tipo de hemdlisis luego de

24hs y 48hs™%13,

3.4.2.5.- Precipitacion dcida en dos etapas: Con el objetivo de purificar el tensioactivo
del medio de cultivo se llevé a cabo un proceso de precipitacién en medio acido. Se
utilizaron 24ml de muestra que se centrifugaron a 13500rpm y 19°C por 15min para la
separacion de la biomasa. El sobrenadante fue acidificado con una solucién 1M de HCI
hasta un pH 2 y 18ml de este fueron centrifugados a 13500rpm y 4°C por 20min. El
pellet obtenido fue resuspendido en agua destilada, trasvasado a un tubo de peso
conocido, acidificado con HCl y centrifugado en las mismas condiciones. Por ultimo, se

retird el sobrenadante y el precipitado obtenido se secé por 1h a 80°C.

3.5- Identificacion de los microorganismos
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3.5.1.- Tincion de Gram

A partir de un cultivo liquido del microorganismo se tomé una muestra con ansa, se
distribuyd sobre la superficie de un cubre objetos y se fijé con calor. Luego se realizé la tincidn

de la muestra con un kit comercial (Sistemas Analiticos S.A., Biopack).
3.5.2.- Pruebas bioquimicas para identificacion de microorganismos

Se llevaron a cabo a partir de la utilizacion de sistemas de identificacion API

comerciales adquiridos a la firma bioMérieux Argentina S.A. Los sistemas utilizados fueron:

— APl 20NE: Sistema de identificacion de bacilos gram negativos no

enterobacterias y no fastidiosos.

— APl 20 Strep: Sistema de identificacion de microorganismos Streptococcaceae

y otros gérmenes emparentados.
— APl Coryne: Sistema de identificacién de bacterias corineformes.

Todos los reactivos necesarios para llevar a cabo la identificacion fueron adquiridos a
la empresa bioMérieux Argentina S.A. a excepcion de los discos de oxidasa y las placas de agar
sangre base TSA (agar tripteina de soya) listas para usar que fueron adquiridas a la empresa

Laboratorios Britania S.A.
3.5.3.- Identificacién molecular de los microorganismos

La identificacion se realizdé a partir de la extracciéon del material genético del
microorganismo con el kit comercial Wizard ® Genomic DNA Purification Kit (Promega®). Este
se utilizé como templado para una reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) 16s. Se utilizaron
los primers 27F y 1492R (2l de solucidon 10 uM, cada uno), 5ul de una solucién buffer 15mM
de MgCl,, 5ul de solucion 1mM de desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTP), 0,5ul de solucién
30mg/ml de albdmina de suero bovino (BSA), 0,3ul de polimerasa Tag (5U/ul) y agua
desionizada. El ciclo de PCR que se realizé 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 minutos y 10°C en el paso final.
Luego, se purifico 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

Genomica del Servicio de Secuenciacion del INTA Castelar.

Las secuencias fueron analizadas con el software BioEdit® y comparadas con las

existentes en las bases de datos: EZ Taxon, RDP y SILVA.

3.5.4.- Ensayo de susceptibilidad bacteriana a diferentes antibiéticos
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Para conocer la sensibilidad del microorganismo Ag HC Se determiné la susceptibilidad
antimicrobiana del microorganismo Ag HC, aislado y seleccionado para el estudio del presente
trabajo, por difusidon de discos en agar frente a 11 antibidticos. Un listado de los mismos se
observa en la Tabla 2.

El microorganismo fue sembrado en placas de Petri conteniendo medio de cultivo LB
con 20g/l de agar-agar, para obtener colonias aisladas del mismo. Algunas de estas se
resuspendieron en agua destilada en tubos falcon de 15ml para obtener una suspensiéon con
una turbidez igual al patrén 0,5 de McFarland.

Para el ensayo se utilizaron placas de Petri con medio LB y 20g/l de agar-agar. La
superficie de las mismas fue cubierta completamente con la suspensién antes formulada a
partir de su distribucidén con hisopos estériles. Se dejé secar las placas unos 5 minutos y luego
se depositaron sobre la superficie de las mismas los discos embebidos en antibidtico. Se tuvo
especial cuidado de respetar una distancia de 24mm entre centro de discos contiguos para
tener una buena medida de los resultados y se depositd una gota de agua destilada sobre cada
disco para favorecer la difusion de los antibidticos. Luego, se incubaron las placas en estufa de
cultivo a 25°C y se midié el halo de inhibicion a las 24hs y 48hs. Los resultados fueron
comparados con valores estandarizados a fin de establecer si el microorganismo aislado es

susceptible o resistente a los antibidticos ensayados.

Tabla 2: Antibidticos utilizados para el ensayo de susceptibilidad antimicrobiana.

Antibidticos Ensayados

Imipenem 10pg
Ampicilina 10ug
Ciprofloxacina 5ug
Cefalotina 30ug
Penicilina 10U
Minociclina 30pg
Eritromicina 15ug
Piperacilina 100pg / Tazobactam 10pug
Vancomicina 30ug
Meropenem 10ug
Ampicilina 10ug / Sulbactama 10ug

3.6- Cultivo para la produccion de biomasa y biosurfactantes

3.6.1.- Cultivo de los microorganismos en presencia de hidrocarburos

Los microorganismos aislados fueron cultivados para evaluar su potencial utilizacién en

la produccién de biosurfactantes.
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El cultivo de dichos microorganismos se llevd a cabo en Erlenmeyers de 150ml
conteniendo 25ml de volumen final. Para ello se utiliz6 MSM y dos fuentes de carbono: 4,5%
v/v de HC 0 25% v/v de Aglag. Cada microorganismo fue cultivado utilizando ambas fuentes de
carbono por separado, y en cada caso fueron las Unicas fuentes de carbono y energia. Las
muestras se cultivaron por 7 dias a 100rpm y 25°C en un agitador orbital. Se midié DO, tensidn

superficial, distorsion éptica y pH de cada cultivo, inicial y final.

3.6.2.- Optimizacion del medio de cultivo de la cepa seleccionada para la

produccion de biomasa y de biosurfactantes
3.6.2.1.- Ensayos en Erlenmeyers

Para los ensayos de estimacion de parametros necesarios para optimizar las
condiciones de crecimiento y del medio de cultivo fueron utilizados en una primera instancia,
Erlenmyers de 250 ml, con un volumen final de 45 ml. Se ensayaron tres concentraciones de
fuente de carbono y tres temperaturas de cultivo diferentes (2% v/v, 4,5%v/v y 6%v/v; 21°C,
25°C y 29°C respectivamente), y se analizd la capacidad de la bacteria para crecer y producir

compuesto tensioactivo en cada ensayo.

Debido a que el microorganismo se mantuvo preservado a -18°C en glicerol 20%, para
llevar a cabo el estudio se realizé un precultivo de activacion en medio MSM suplementado
con 4,5% v/v HC en un Erlenmeyer de 250ml con 25ml de volumen final durante 6 dias a 25°C +
1°Cy 120rpm + 2rpm. Luego, se tomo una alicuota de este cultivo y se realizé una diluciéon con
MSM hasta obtener una densidad optica (DO) de 0,200 + 0,010, equivalente a una
concentracion de biomasa de 0,0425g/I. De esta solucion, fueron tomados 1 ml como inoculo

inicial, para el ensayo de las diferentes condiciones establecidas.

Para cada temperatura ensayada se utilizdé MSM suplementado con 2%v/v, 4,5%v/v y
6%v/v HC como Unica fuente de carbono y energia a 120rpm + 2rpm por 6 dias. Cada conjunto
de variables estudiadas fue realizado por duplicado. Se midié el peso seco (PS), DO, tensidon

superficial, distorsion éptica en policubeta y pH de cada cultivo, inicial y final.

3.6.2.2.- Ensayos en biorreactor

A partir de los resultados obtenidos a escala Erlenmeyer, se evalué el comportamiento
del microorganismo en una escala mayor. Para ello se realizé un cultivo en un biorreactor de
laboratorio modelo BioFlo 115 (New Brunswick Scientific Co.) con un vaso encamisado de 3

litros de capacidad. El procedimiento que se llevé a cabo incluyé las siguientes etapas:

-48-



ING. FRANCO LIPORACE MATERIALES Y METODOS

.Pre cultivo de activacion: Este tiene por objetivo el activar al microorganismo, ya que
este se encuentra preservado en glicerol 20% a -18°C. El cultivo se realizd6 en
Erlenmeyers de 250ml con 25ml de volumen final. Se utiliz6 MSM suplementado con
4,5% v/v de HC como fuente de carbono y energia. El cultivo se dispuso en un agitador

orbital @ 25°C+ 1°Cy 120rpm * 2rpm por 6 dias.

.Preparacién del inéculo: Se diluyé una alicuota del pre cultivo de activacion en MSM
hasta un valor de DO de 0,200 + 0,010, equivalente a una concentracion de biomasa de

0,0425g/!.

.Cultivo en biorreactor: El cultivo se realizd en un volumen final de 2000ml. Se
utilizaron 45ml de indculo, 120ml de HC y 1835ml de MSM. El cultivo se desarrollé por
el término de 7 dias a 25°C, 200rpm y un pH inicial de 7,10 + 0,1. Se tomaron muestras
diarias a las que se le midié DO, PS, pH, valor de la tensién superficial, capacidad
emulsificadora y se les realizé un ensayo de distorsion Optica. Ademas, se midi6 el
coeficiente global de transferencia de oxigeno (K.,a) con el objetivo de evaluar la
eficiencia del sistema respecto de la transferencia de materia. El K,a se midié a partir

del método dinamico simple™**®*.

3.6.3.- Utilizacion de diferentes fuentes de carbono

Se llevé a cabo un ensayo de cultivo en dos etapas a escala Erlenmeyer. El pre cultivo
se desarrolld por 72 horas a 25°C y 135rpm en un matraz de 250ml de capacidad conteniendo
60ml de medio LB. El microorganismo fue inoculado con ansa a partir de un vial criopreservado

en glicerol a -18°C.

El indculo para el ensayo se realizé a partir de una dilucidn en agua destilada del pre
cultivo hasta una turbidez correspondiente a una solucion 0,5 McFarland. Respecto del
volumen de indculo, se utilizé la misma proporcién que para los ensayos previos. Por lo tanto,
debido a que el volumen total de cada cultivo en este ensayo fue de 100ml, se utilizaron 4,5ml

del indculo para cada uno de ellos.

El ensayo se llevd a cabo en matraces conteniendo MSM suplementado con dos
fuentes de carbono: 20g/I de glucosa o 3%v/v de glicerol. Estos se dispusieron en un agitador
orbital a 135rpm y 25°C por 48hs. Se tomaron muestras a las 0, 24 y 48 horas y se les midid
DO, PS, pH, tensién superficial y distorsidon dptica en policubeta. Se utilizé MSM + fuente de
carbono (glucosa o glicerol, segin corresponda) como blanco para los ensayos realizados.

Luego, la biomasa producida a las 48hs se centrifugd a 3500rpm por 20 minutos, se retiré el
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sobrenadante de cultivo y se resuspendio el pellet con 10ml de agua destilada. La solucidn

resultante se utilizd como indculo para la siguiente etapa.

A continuaciéon, se inocularon Erlenmeyers de 250ml con 125ml de MSM
suplementado con 4,5% v/v de HC como Unica fuente de carbono y energia. Estos se
mantuvieron a 135rpm y 25°C por 72 horas. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 horas y
se midid6 DO, PS, pH, tensidn superficial y distorsién Optica en policubeta. Se utilizé un
Erlenmeyer con MSM suplementado con 4,5% v/v de HC sin inocular como blanco para los

ensayos.
3.6.4.- Rurificacion del biosurfactante

A partir de los resultados obtenidos previamente, se evalué el comportamiento del
microorganismo creciendo en un medio de cultivo suplementado con glicerol con el objetivo
de separar el biosurfactante. Para ello se realizé un ensayo en Erlenmeyers durante 4 dias. Las

etapas del proceso que se llevd a cabo fueron las siguientes:

.Pre cultivo de activacion: Se cultivé el microorganismo en Erlenmeyers de 250ml con
60ml| de medio LB, en un agitador orbital a 25°C y 135rpm por 3 dias. La bacteria se

inoculd con un ansa a partir de un cultivo sélido de la misma reservado a 4°C.

.Preparacion del inéculo: Se diluyé una alicuota del pre cultivo de activacidon en agua

destilada hasta un valor de DO correspondiente a 0,200 + 0,010 a 600nm (0,0425g/1).

.Cultivo en Erlenmeyer: se realizé en un volumen final de 150ml por cada Erlenmeyer.
Se utilizaron 138,8ml MSM suplementado con 4,5ml de glicerol y 6,7 ml de inéculo. El
cultivo se desarrollé por el término de 4 dias a 25°C y 135rpm. Se tomaron muestras
diarias a las que se les midié DO, PS, pH y valor de la tensidn superficial. Al cabo de 96h
de cultivo, se procedid a separar el biosurfactante del cultivo a partir de una
precipitacién acida en dos etapas. El control utilizado fue un Erlenmeyer con 145,5ml

de MSM suplementado con 4,5ml de glicerol.

3.7- Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos ha sido llevado a cabo a través del analisis de la

varianza (ANOVA) y la diferencia significativa entre medias a través del test de Tukey.
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4.1- Andlisis de las Muestras

Las muestras obtenidas del predio de la empresa RHASA en la ciudad de Campana
fueron enviadas al Centro de Investigaciones Toxicoldgicas para ser analizadas a través de 3
métodos: Hidrocarburos Totales, GRO y DRO. El primero de los ensayos se utiliza para
determinar bajas concentraciones de compuestos organicos en muestras de suelo,
sedimentos, lodos y cualquier otro sélido que sea capaz de ser sometido a procesos de secado
y extraccion con n-hexano. Por otro lado, los ensayos de GRO y DRO se utilizan para
determinar compuestos organicos volatiles y semivolatiles no halogenados. El primero de
estos abarca el rango de compuestos desde Cs a Cy, con puntos de ebullicién entre 60°C y
170°C. En cuanto al ensayo de DRO, abarca los compuestos de Cy; a C,s con puntos de
ebullicién en el rango de 170°C a 430°C.

En los resultados de los ensayos (ver Anexo 1) se observo la presencia de un 9,5% de
hidrocarburos totales en una de las muestras Unicamente. Con respecto a los otros ensayos, el
resultado fue no cuantificable por los protocolos llevados a cabo. Esto indica una
concentracion de compuestos organicos e hidrocarburos volatiles, semivolatiles despreciable.
Por el contrario, se detectd la presencia de hidrocarburos poliaromaticos, algo que a priori se
suponia debido a que, generalmente cuando se trata con sitios crénicamente contaminados,
los principales compuestos presentes son aquellos mas recalcitrantes. Los compuestos de
menor masa molecular, de menor punto de ebullicién y/o mas hidrofilicos son los que se

eliminan (por métodos fisicos principalmente) o dispersan mas facilmente.

4.2- Aislamiento y Seleccion de los Microorganismos

El aislamiento de microorganismos degradadores de hidrocarburos se llevé a cabo en
matraces Erlenmeyer de 150ml con 25ml de volumen final y dos fuentes de carbono y energia
diferentes (HC y Aglag). Tomando como referencia lo consultado en la bibliografia, las
concentraciones utilizadas fueron 4,5%v/v y 25%v/v, respectivamente. En primer lugar, se
hallé que la concentracidn de sustrato utilizada en un cultivo microbiano con hidrocarburos
oscila entre el 1% y el 8%v/v">*"""*, de esta forma se utilizé un valor promedio para evitar
inconvenientes debidos a exceso o falta de sustrato en el cultivo.

De acuerdo a lo consultado en la bibliografia, en un cultivo microbiano, cuando se
utiliza una fuente de carbono agotada (aceite, diésel, entre otras), las concentraciones rondan
el 10%v/v**. De esta manera, dado que el agua de la laguna posee hidrocarburos en solucién
en una menor proporcidon que esas fuentes de carbono, se optd por utilizar un 25%v/v de

Aglag en los cultivos de enriquecimiento. En total, 12 cultivos de enriquecimiento se llevaron a
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cabo a partir de las 6 muestras de suelo y agua obtenidas de la destileria, es decir, cada
muestra fue cultivada utilizando HC y Aglag (por separado) como Unica fuente de carbono y
energia.

Luego de 3 dias de cultivo, una alicuota de cada uno de estos se transfirié a placas de
Petri con MSM vy la respectiva fuente de carbono para seleccionar los microorganismos. Se
hallaron 13 colonias con morfologias diferentes, una por cada Erlenmeyer, excepto en el
cultivo Tk.1.A suplementado con HC, en el que se identificaron dos: una colonia grande y una
cuya morfologia fue mucho mas pequena (Tk.1.CG y Tk.1.CC, respectivamente). En la Figura 13

se visualizan algunos cultivos de enriquecimiento y las placas llevadas a cabo con ellos.

Figura 13: Cultivos de enriquecimiento y placas realizadas con el objetivo de lograr el aislamiento de cepas
degradadoras de hidrocarburos.

Las colonias aisladas fueron cultivadas en medio liquido con el objetivo de seleccionar
aquellas que posean potencial capacidad de produccién de biosurfactantes. Para ello se evalud
la tension superficial del sobrenadante de cultivo, la capacidad emulsificadora de este frente a
diferentes fases organicas, su capacidad hemolitica y se realizé un ensayo de distorsién éptica.

Los resultados del ensayo de tensién superficial se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Resultados de las medidas de tension superficial de las muestras aisladas. Las muestras se nombran segun sitio de
extraccion y fuente de carbono utilizada para su crecimiento. Se observa ST promedio, desvio estandar y porcentaje de
disminucién del valor de ST de cada una de las colonias.

Muestra Lg Mt Co Ag Tk2 Tkl Tkl Tkl Control

HC HC HC HC HC HC HC Ag
cC G Lag
TS Prom 49,8 46,7 45,0 49,2 50,3 539 524 655 708 62,6 69,8 69,8 73,1 75,0
(mN/m)
Desvio 30 32 22 55 59 14 27 92 41 130 71 49 15 0,6
estdndar

% 33,7 37,7 399 34,4 282 329 30,2 126 56 166 7,0 7,0 25 0,0
Disminucion

Las denominaciones de las colonias fueron hechas en base al sitio de donde se tomd
las muestras a partir de la que fueron aisladas, a saber, Lg: lecho de la laguna; Mt: monticulo
de tierra contaminada; Co: costa de la laguna; Ag: agua de la laguna; Tk1: tierra alrededor de
un tanque de almacenamiento de hidrocarburos; Tk2: fluido dentro del tanque de
almacenamiento.

En la Tabla 3 podemos observar que la mayoria de las muestras crecidas en MSM
suplementado con HC redujeron la tensidn superficial del medio en mas de un 30% (parametro
tomado como valor de referencia para la seleccion de los microorganismos). Estos resultados

son comparables a aquellos obtenidos por Zhang y col.**°

. Por otro lado, en aquellas muestras
cultivadas con Aglag no se observd una disminucion significativa del valor de la tensidn
superficial.

En los resultados del ensayo en policubeta se observa una situacion similar a la
descripta anteriormente, las muestras crecidas sobre HC como sustrato muestran una

distorsidn del grillado de fondo. A diferencia de estas, las muestras cultivadas en Aglag no se

diferencian del control (Figura 14).

Figura 14: Ensayo en policubeta. Muestras cultivadas con HC: 1-Lg, 2-Mt, 3-Co, 4-Ag, 5-Tk2, 6-Tk1 CC, 7-Tk1 CG.
Muestras cultivadas con Aglag: 8-Lg, 9-Mt, 10-Co, 11-Ag, 12-Tk2, 13-Tk1. Agua destilada: 14 y 15.
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En el ensayo de emulsificacidn, se evalud la capacidad del sobrenadante de cultivo de
formar una emulsién frente a 4 fases organicas diferentes (aceite de girasol, diésel comercial,
kerosene y nafta super). En base a esto, se analizaron 52 muestras de las que sdélo 3 lograron
mantener la emulsién formada luego de 24hs. De estas 3, ninguna alcanzé el 50% del
pardmetro de referencia E,4, por lo que se considerd que las muestras aisladas carecen de
capacidad emulsificadora. Esto no resulta extrafio, ya que diversos autores han reportado una
falta de correlacién entre la capacidad para formar y mantener emulsiones, y la capacidad

tensioactiva de un biosurfactante®*"2,

Ademas, como se menciond previamente, los
biosurfactantes se clasifican en compuestos de bajo (LMW) y alto (HMW) peso molecular, por
lo que a partir de la estructura del biosurfactante producido por los microorganismos aislados
podria explicarse los resultados observados. Es decir, los compuestos tensioactivos producidos
por las colonias aisladas podrian pertenecer al primer grupo, razén por la cual no se estaria
observando una buena capacidad emulsificadora del sobrenadante de cultivo.

Sumado a esto, se realizd un test de hemdlisis en placas de agar sangre para verificar si
los microorganismos aislados poseen actividad hemolitica. El ensayo se llevé a cabo a 25°Cy
37°C, y se registré el estado del mismo a las 24 y 48hs. Ninguna de las colonias aisladas exhibid
actividad hemolitica significativa al cabo del tiempo que duré el proceso. Si bien este método
se utiliza para la busqueda e identificacion de microorganismos productores de
biosurfactantes, se ha reportado que posee poca especificidad y que puede dar como
resultado falsos positivos y negativos™*'*?, debido a la accién de enzimas liticas que pueden
dar lugar a la formacion de halos alrededor de las colonias. Ademas, hay biosurfactantes que
directamente no poseen actividad hemolitica'*?, por lo que los resultados obtenidos aqui se

corresponden con los reportados por otros autores.

4.3- Identificacion de los microorganismos

A partir de los resultados obtenidos, se llevé a cabo la identificacion de los
microorganismos aislados. Para ello, se utilizé aquellos aislados a partir de la utilizacién de HC
como fuente de energia ya que representan los mas interesantes desde el punto de vista del

objetivo del presente trabajo.

4.3.1.- Tincidon de Gram
Inicialmente, se llevd a cabo la tincidon de Gram de las colonias aisladas para realizar la

identificacién fenotipica de las mismas. Este procedimiento se realizé con un kit comercial y se
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utilizé un microscopio dptico con un objetivo 100x para visualizar los resultados. Estos se

pueden observar en la Tabla 4y en la Figura 15.

Tabla 4: Resultados de la tincién de Gram de los microorganismos aislados.

Ag HC Mt HC Co HC Lg HC Tkl HC CG Tkl HC CC
Bacilo - Bacilo - Coco Cocos Bacilo - Coco Coco - Coco  Bacilo - Coco
Coco Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo

Gram Gram Gram Gram Gram Gram
Negativo Negativo Negativos Negativo Positivo Negativo
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Figura 15: Tincidén de Gram de la muestra Ag HC vista en un microscopio 6ptico con un objetivo de 100x.

4.3.2.- Ensayos bioquimicos (API)

Para obtener mayor informacién sobre los microorganismos aislados también se
realizaron pruebas bioquimicas comerciales (Kits APl comerciales) que permitieron obtener
perfiles metabdlicos numéricos asociados a distintos géneros de microorganismos. En la Figura
16 se observan las reacciones colorimétricas (galerias inoculadas) de estos kits para uno de los
microorganismos bajo estudio. A partir de estas reacciones, se obtuvieron 3 perfiles numéricos
por cada microorganismo, que se deben constatar con la base de datos AP/ WEB (version 7.0

para API 20 Strep y APl 20 NE, y version 3.0 para API Coryne).
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Figura 16: Reacciones colorimétricas para uno de los microorganismos bajo estudio (Ag HC). Arriba: KIT API 20NE y

la reaccién de la enzima oxidasa a su derecha. Medio: KIT API Coryne. Abajo: KIT API 20 Strep.

Los perfiles numéricos y los resultados obtenidos a partir de ellos se visualizan en la
Tabla 5y Tabla 6, respectivamente.

Tabla 5: Perfiles numéricos hallados a partir de los kit API de identificacién de microorganismos.

Método Ag HC Mt HC Co HC Tkl HC CG Lg HC Tk1 HC CC

API 20 0040000/0041 0160000/0160 0160000/4164 4240004/4246 0040000/0041 2040004/2040

Strep 000 002 000 017 000 104
API| 0002000 2010002 4350521 3470721 1000000 3100000
Coryne
API20 NE 0047555/0147 0447724/0467 0447734/0477 1463600/1473 1000475/1046 1040454/3140
555 724 734 700 775 454

Tabla 6: Resultados obtenidos a partir de los ensayos bioquimicos con los diferentes kits API.

Muestra Ensayo Resultado

APl 20 Strep  85% identidad respecto de Gemella morbillorum.
Ag HC API Coryne Identificacién no vélida.

API 20 NE 99,9% identidad respecto de Pseudomonas fluorescens.
63,4% identidad respecto de Gemella haemolysans (24hs de

API 20 Strep . L.
incubacidn).
Mt HC Identificacion dudosa, 62% identidad respecto de Arcanobacterium
API Coryne .
bernardiae.
API 20 NE 99,8% identidad respecto de Sphingomonas paucimobilis.
o/ i 1 n
API 20 Strep §3,1A; identidad respecto de Gemella haemolysans (4hs). Perfil
inaceptable (24hs).
Co HC

API Coryne Perfil inaceptable.
API 20 NE Perfil inaceptable.
Tk1HCCG API20Strep  Perfil inaceptable.
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Identificacion dudosa, 98,6% identidad respecto de Cellulomonas

API Coryne spp./Microbacterium spp.
94,2% (24hs) y 83,1% (48hs) identidad respecto de Sphingomonas
API 20 NE . i
paucimobilis.
0, 0, 1 1
API 20 Strep 56% (.4hs) y 85% (24hs) identidad respecto de Gemella
morbillorum.
e o : .
Lg HC API Coryne Identlflcacmn.dudosa, ?3,8/: identidad respecto de
Corybebacterium propinquum.
API 20 NE Identificacion no valida (24hs). 39,2% identidad respecto de
Pseudomonas fluorescens (48hs).
e s o i .
API 20 Strep Idgntlflcacwn dudosa, 54,5% identidad respecto de Aerococcus
urinae (24hs).
Identificacion dudosa, 83,3% identidad respecto de
API Coryne

Tk1HCCC Corybebacterium propinquum.

Perfil con baja discriminacion, 52,6% identidad respecto de
APl 20 NE Pseudomonas stutzeri (24hs). Identidad dudosa, 64,3% identidad
respecto de Plesiomonas shigeloides (48hs).

4.3.3.- Identificacion genética

Se compard las secuencias obtenidas de la amplificacion del ARNrl6s de los
microorganismos con bases de datos online. Se obtuvieron secuencias de alrededor de 1400
nucledtidos y se las compard con 3 bases de datos diferentes. Se encontré que los
microorganismos Ag HC, Mt HC, Lg HC y Tkl HC CG pertenecen al género Pseudomonas, y Tkl
HC CC al Cellulosimicrobium. La muestra Co HC no pudo ser identificada genéticamente ya que
la secuenciaciéon de su material genético arrojo resultados compatibles con la presencia de
mas de un microorganismo en ella.

Segln las bases de datos de EZBioCloud y SeqMatch RDP, los resultados obtenidos se

observan en la Tabla 7:

Tabla 7: Resultados obtenidos a partir del andlisis del ARNr16s de las cepas aisladas

Resultado Grupo al que perteneceria
segun Mulet y col.***

Ag HC 99,3% identidad respecto de Pseudomonas koreensis P. fluorescens
Ps 9-14 (T) (AF468452)

Mt HC 99,6% de identidad respecto de Pseudomonas P.oleovorans, P. stutzerio P.
kunmingensis (HL22-2(T)) (JQ246444) (EZBioCloud) aeruginosa

Lg HC 99,86% de identidad respecto de Pseudomonas P. fluorescens
veronii (CIP 104663 (T)) (AF0644660)

Tk1HCCG 100% de identidad respecto de Pseudomonas P. aeruginosa
panipatensis (Esp-1(T)) (EF424401)

Tk1HCCC 99,7% de identidad respecto de Cellulosimicrobium No corresponde

funkei (ATCC BAA-886 (T)) (AY501364).
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Resulta importante aclarar que los kits APl se encuentran disefiados para identificar los
microorganismos almacenados en cada una de sus bases de datos, no pueden utilizarse para
identificar ni para excluir la presencia de otros microorganismos. Por esta razdn, si se
comparan los resultados obtenidos a partir de la identificacion bioquimica y genética se

observan ciertas diferencias.

4.4.- Seleccion de microorganismos potencialmente productores de biosurfactantes

Con el objetivo de evaluar la influencia de la temperatura y la concentracién de la
fuente de carbono en la produccidn de biomasa y de biosurfactante, se procedié a realizar una
seleccidon de aquella cepa que haya mostrado ser efectiva en cuanto a la disminucién de la
tensién superficial en los estudios previos. Para ello se consideraron las siguientes: Co HC, Mt
HC y Ag HC. Co HC fue la primera cepa muestra en ser desechada debido a que no pudo ser
identificada adecuadamente a partir del analisis del ARN16s. Esta continud siendo aislada a fin
de ser identificada apropiadamente (estos resultados no se muestran en el presente trabajo).
De las restantes, se seleccioné Ag HC debido a que cuando se llevd a cabo la identificacidn,
hubo correlacion entre los resultados de las tres bases de datos consultadas para la
identificacion genética, y entre la identificacion genética, la bioquimica (APl 20 NE) y la tincién
de Gram. A diferencia de lo que sucedid con Mt HC, la que fue identificada como
perteneciente al género Pseudomonas pero no pudo establecerse una correlacion entre el
resultado obtenido a partir de las tres bases de datos (item 4.3.3.- Identificacidon genética).
Ademads, en la identificaciéon bioquimica, se la identific6 como perteneciente a la especie
Sphingomonas paucimobilis. Por lo que, en base a estas consideraciones, la cepa Ag HC,
identificada como Pseudomonas koreensis y perteneciente al grupo de P. fluorescens, fue
seleccionada para los estudios posteriores.

Ademas, Ag HC fue el microorganismo aislado que mantuvo la misma capacidad de
crecimiento y disminucion de la tensidn superficial luego de 6 meses en criopreservacion. Por
todo esto, fue seleccionado para los ensayos posteriores. En la Figura 17 se ven dos imagenes
de Ag HC tomadas con un microscopio electréonico de barrido (SEM). Dichas imagenes fueron
tomadas en el Centro de Microscopias Avanzadas de la Facultad de Ciencias Exactas de la

Universidad de Buenos Aires.
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Figura 17: Fotografias tomadas con un microscopio electrénico de barrido (SEM), luego de un tratamiento
superficial con oro.

4.5.- Resistencia a antibidticos

Con el fin de obtener mas informacién acerca del perfil metabdlico de la cepa en
estudio, se llevaron a cabo ensayos de resistencia a antibioticos. Esto nos permitird, en una
primera instancia, obtener informacion sobre la capacidad metabdlica de los mismos y sobre si
esta se encuentra relacionada con la capacidad para poder degradar hidrocarburos. Ademas,
en un futuro nos permitird estudiar la presencia de genes que podrian conferir resistencia a
estos compuestos.

A partir de la secuenciacién del ARN16s se sabe que Ag HC posee un 99,3% de
identidad respecto de Pseudomonas koreensis. Se sabe que, en general, el género
Pseudomonas posee resistencia a los antibidticos beta-lactamicos siendo algunas pocas
especies sensibles a los mismos'*®. Para evaluar su resistencia, Ag HC se cultivé en medio
sélido, en placas de Petri, en presencia de 11 antibidticos distintos. Los resultados fueron
obtenidos a partir de la inspeccidon visual de dichas placas y contrastados con valores

estandarizados.

Figura 18: Ensayo de resistencia a antibiéticos del microorganismo Ag HC. Se observa el halo de inhibicién del

crecimiento frente a Minociclina, Meropenem, Ciprofloxacina, Imipenem y Piperacilina + Tazobactama.
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En la Figura 18 se observan los resultados obtenidos. Se observé inhibicion del
crecimiento del microorganismo frente a 5 de los 11 antibidticos ensayados: Minociclina,
Meropenem, Ciprofloxacina, Imipenem y Piperacilina + Tazobactama. Frente a los 6 restantes
no se observé inhibicidén del crecimiento. Respecto de los 5 primeros antibidticos, comparando
los didametros experimentales de los halos con los estandarizados en la bibliografia

146

(Laboratorios Britania S.A™"°, www.eucast.org), se encontraron los resultados exhibidos en la

Tabla 8:

Tabla 8: Resultados observados a partir del ensayo de resistencia a antibidticos para el microorganismo Ag HC.

Antibiético Diametro Halo Diametro Zona Resultado
Observado (mm) Sensibilidad (mm)
Minociclina 30ug 25 19 Sensible
Meropenem 10ug 33 24 Sensible
Ciprofloxacina 5ug 38 25 Sensible
Imipenem 10ug 22 20 Sensible
Piperacilina 100ug 32 18 Sensible

Tazobactam 10ug

A partir de los resultados se observa que Ag HC es sensible a ciertos antibiéticos beta-
lactdmicos (meropenem, imipenem, piperacilina/tazobactam), a minociclina (antibiotico del

grupo de las tetraciclinas) y a la ciprofloxacina (perteneciente al grupo de las fluoroquinolona).

4.6- Estimacion de la produccion de biosurfactantes en diferentes condiciones de

cultivo.

Continuando con el estudio acerca de la produccion de biosurfactantes por parte de la
cepa seleccionada, se tuvieron en cuenta distintas condiciones de cultivo. Los ensayos
correspondientes se llevaron a cabo estudios a escala Erlenmeyer de 250ml. Se estimo la
produccién de biomasa y capacidad de produccién de biosurfactantes a partir de un ensayo a
tres temperaturas (21°C, 25°C y 29°C) y tres concentraciones de fuente de carbono distintas

(2% v/v, 4,5% v/vy 6% v/v). En la Figura 19 se muestran los cultivos a 29°C luego de 6 dias.
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Figura 19: Cultivo a 29°C luego de 6 dias de cultivo en MSM suplementado con HC. Arriba lzquierda:
2%v/v HC. Arriba Derecha: 4,5%v/v HC. Abajo: 6%v/v HC.

Los resultados del experimento se muestran en la Figura 20, Figura 21, Tabla 9 y Tabla

10.
Tabla 9: Disminucion de ST en funcion de la temperatura y
concentracion de HC

[HC] 2% 4,50% 6%
21°C 0,89 6,44 6,64
25°C -0,23 792 10,16
29°C 3,4 7,25 7,38

[y
¥}

=
(=]

[+

m2%HC
| 4,5% HC
m 6% HC

Disminucion del valor de la Tension
Superficial (mN/m)

21 25 29

Temperatura (°C)

Figura 20: Disminucion de ST en funcién de la temperatura y concentracién de HC

En la Figura 20 se puede observar que la mayor disminucién en el valor de la tensién
superficial sucedié cuando la bacteria se cultivé a 25°C con una concentracidn 6%v/v de fuente
de carbono. En este caso, la disminucién en la tensidon superficial fue de 48,44mN/m =*
0,03mN/m hasta 38,29mN/m +* 0,15mN/m. Sumado a esto, una correlacion entre
concentracion de fuente de carbono y diminucidn del valor de la tensién superficial a cada

temperatura fue observada. A mayor concentracidon de HC, mayor disminucion de la tensiéon
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superficial. Esto puede ser atribuido a dos factores: por un lado, se sabe que los hidrocarburos
afectan la tensién superficial del agua (solvente del MSM), haciendo que esta propiedad
disminuya su valor, por lo que podria suceder que a mayor concentracién de hidrocarburos, su
impacto en la tensidn superficial sea mayor; por otro, respecto de la producciéon de
biosurfactantes, se podria plantear que el microorganismo requiera mayor cantidad de este
tipo de compuesto cuanto mayor disponibilidad de fuente de carbono insoluble posee.

En la Figura 21, se puede observar el perfil de concentracion de biomasa (expresado

como PS) respecto de la temperatura de cultivo y de la concentracion de HC.

Tabla 10: Concentracion de biomasa (PS) en funcién de la temperatura y concentracion de HC

[HC] 2% 4,50% 6%

21°C 0,0998 0,2427 0,3831
25°C 0,1071  0,1844  0,3025
29°C 0,2317 0,4715 0,4858

=]
o

e
w

(=]
i
- B

m 2% HC
W 4,5% HC
" 6% HC

e
5]

Concentracion de biomasa (g/l)
= =
[ w

o
©

21 25 29
Temperatura (°C)

Figura 21: Concentracion de biomasa (PS) en funcién de la temperatura y concentracién de HC

Aqui se observa que la mayor produccidn de biomasa se obtiene cuando la bacteria se
cultiva a 29°C con una concentracién de HC del 6%v/v. En esta situacién se obtuvo una
concentracion de microorganismo de 0,4858g/| + 0,0082g/l. Nuevamente, se observa un perfil
creciente de concentracidon de biomasa respecto de la concentracion de fuente de carbono a
cada temperatura ensayada. En este caso, podria plantearse que, de todas las especies en el
medio de cultivo, el HC constituye el factor limitante del crecimiento.

Sumado a esto, en el ensayo descripto en el item 3.5.2.2 (ensayo de distorsién en

policubeta), que se basa en la distorsidn dptica producida por un biosurfactante en solucion
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acuosa, se observé que a cada temperatura ensayada, a mayor concentracidon de fuente de
carbono, mayor es la distorsién déptica producida por el sobrenadante de cultivo libre de
células (Figura 22). Esto guarda relacion con los resultados que se muestran en la Figura 20.

En cuanto al pH de los cultivos, se observé una tendencia similar a la que se vio en la
Figura 20 y la Figura 21. El valor de pH final de cada uno de los cultivos fue mayor a medida
que la disminucién en el valor de la tension superficial y produccién de biomasa fueron
mayores, a cada una de las temperaturas estudiadas. El perfil de pH en funcién de la

temperatura y concentracion de HC se muestra en la Figura 23.

2% HC

Control
4,5%
HC
6% HC
21°C 25°C 29°C
Figura 22: Ensayo en policubeta del sobrenadante de cultivo
0,8
0,7
0,6
05
504 2%
=3
2 0,3 W 4,5%
s
0,2 » 6%
0,1
0,0 — T
21 5
Temperatura (°C)

Figura 23: Variacion en el valor de pH del cultivo en funcion de la temperatura y concentracion de HC.

4.7- Ensayo en Biorreactor
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A partir de los resultados anteriores, se evalué el comportamiento del microorganismo
seleccionado en un cultivo a escala biorreactor de laboratorio. Para ello se seleccioné la mejor
condicién obtenida respecto de la tensidén superficial, ya que puede ser la mejor condicidn
para la produccion de biosurfactantes, y se la evalué en un biorreactor de tanque agitado. Las
condiciones ensayadas fueron: 6% v/v HC como fuente de carbono y 25°C de temperatura. El
biorreactor utilizado fue un reactor de tipo tanque agitado discontinuo con una camisa
calefactora y sistema de agitacion mecanica con dos turbinas de tipo Rushton. En cuanto al
sistema de aireacidn del mismo, posee un aireador de seccién circular por debajo del sistema
de agitacion, lo que permite que las burbujas de aire sean divididas, aumentando el area

superficial y mejorando la transferencia de oxigeno. Dicho sistema se muestra en la Figura 24.

Figura 24: Biorreactor y sistema de control utilizado para el cultivo del microorganismo
(BioFlo 115, New Brunswick Scientific Co.).

El cultivo se llevd a cabo durante 7 dias, y se monitorearon las siguientes variables de
proceso (Figura 25):
i.  pH: se configuré a un valor inicial de 7,00 £ 0,02 y, a lo largo del cultivo
aumento hasta 8,26 + 0,05.
ii. Temperatura: se establecidé a 25°C (cultivo isotérmico). Esta variable se
controld en funcion del caudal de agua que circuld por la camisa.
iii.  Velocidad de Agitacidn: se establecié a un valor de 200rpm £ 1 rpm.
iv.  Oxigeno Disuelto en el Medio de Cultivo: Se monitored esta variable a lo largo
del cultivo. Se observé una disminucién en su valor en conjunto con el
progreso del cultivo. Esto se corresponde con el aumento de biomasa en el

reactor.
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Figura 25: Variables de proceso en el cultivo en biorreactor. Velocidad de agitacion (rpm), pH, Temperatura (°C) y
Oxigeno disuelto (%).

Para la determinacion del crecimiento del microorganismo (PS) y su produccién de
biosurfactante (ST) se tomaron muestras diarias. Sumado a esto, con el objetivo de evaluar la
eficiencia del sistema respecto de la transferencia de materia, se midié el coeficiente global de
transferencia de oxigeno (K,a) del sistema. Esto se llevd a cabo a través del método dinamico
de estimacion del Ka. El valor calculado fue 0,0085s™. Este valor concuerda con lo reportado

/147

por Ozbek y col'*’. para un sistema de cultivo de similares caracteristicas. En la Figura 26 se

muestra la variacién de oxigeno disuelto durante el ensayo.
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Figura 26: Concentracidn de oxigeno disuelto durante la medicién del Ka.
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Figura 27: Tensidn superficial del sobrenadante de cultivo y concentracién de biomasa en funcién del tiempo de
cultivo.

En la Figura 27 se observa la concentracién de biomasa y el valor de la tension
superficial del sobrenadante de cultivo en funcion del tiempo. Respecto de la primera variable,
se observo un perfil de crecimiento tipico de un cultivo en batch, con cada una de sus etapas.
Se observé una pequefia fase lag, cuya duracion aproximada fue de 1 dia, una fase de
crecimiento exponencial (entre el dia 1y el dia 4) y una fase estacionaria desde el dia 4 al final
del cultivo. La concentracion final obtenida fue de 0,698g/l. Con respecto al valor de la tensién
superficial del sobrenadante de cultivo, se observé una disminucién durante los primeros dias,
desde 42,23mN/m + 0,03mN/m hasta 41,25mN/m + 0,11mN/m el dia 2. Luego, se observé un
aumento progresivo hasta un valor final de 45,71mN/m + 0,08mN/m, mayor al inicial y al del
control.

Esta situacidon podria deberse a que el sistema de agitacidon produce la ruptura de las
gotas de hidrocarburo, maximizando su area superficial y haciéndolo asi mas biodisponible
para el microorganismo. Otra posibilidad seria que el microorganismo se haya adaptado al
sustrato utilizado o que, debido al estrés producido por alguna caracteristica del sistema

(esfuerzos de corte por ejemplo), se inhiba la produccion del tensioactivo.

4.8.- Utilizacion de glucosa y glicerol para evaluar la produccion de biosurfactantes

Debido a los resultados previamente obtenidos, una estrategia empleada para
continuar evaluando la produccién de tensioactivos fue llevar a cabo un cultivo del
microorganismo Ag HC en dos etapas: primeramente, una etapa de crecimiento en una fuente
de carbono de asimilacidn rapida (glucosa o glicerol) para un crecimiento rapido. Luego, en
una segunda etapa, se transfirid dicha biomasa a un medio con HC como unica fuente de

carbono y energia para inducir la produccién de biosurfactantes. El ensayo completo se
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condujo por 6 dias (1™ etapa: 2 dias; 2% etapa: 4 dias) a 25°C y 135rpm. Los resultados

obtenidos en la primera etapa se observan en la Tabla 11 y la Figura 28.

Tabla 11: Resultados de la 1™ etapa de cultivo.

Fuente de Carbono Glucosa Glicerol
0 24 48 0 24 48

Tiempo Cultivo (h)

PS (g/1) N/D 0,172 1,286 N/D 0,048 0,092
ST (mN/m) 66,98 61,74 25,10 61,10 61,20 27,84
AST (mN/m) -12,75 -9,06 21,64 7,20 -3,60 33,64
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Figura 28: Resultados de la 1™ etapa del cultivo. Se observa concentracién de biomasa y ST del cultivo y control
vs. tiempo de cultivo. Fuentes de carbono utilizadas: Arriba, glucosa; Abajo, glicerol.

En primer lugar, se observd la capacidad del microorganismo para crecer en ambas

fuentes de carbono. Cuando se utilizé glucosa, la bacteria alcanzé a las 48hs una concentracién
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de 1,29g/1 + 0,06g/1, 3 veces mayor a la obtenida con HC y en un tercio del tiempo de cultivo.
Ademas, en ninguno de los dos casos se alcanzd la fase estacionaria de crecimiento, lo que
sugiere que se podria continuar con el cultivo si se quisiera alcanzar una concentracién de
biomasa mayor, o se podria utilizar menor concentracién de sustrato con el objetivo de reducir
costos de proceso.

Por otro lado, se observa una disminucion significativa en el valor de la tensién
superficial del sobrenadante de cultivo entre el dia 1 y 2 respecto del control, para cada uno de
los sustratos. A las 48hs de cultivo se obtuvieron valores de tensién superficial de 25,10mN/m
+0,54mN/my 27,84mN/m + 0,39mN/m para el cultivo con glucosa y glicerol respectivamente.
Esto representa una disminucion del 46,3% y 54,7% respecto de cada uno de los controles.
Ademds, resulta una mejora sustancial respecto de los cultivos en los que se utilizé HC como
fuente de carbono. Estos resultados son comparables a aquellos publicados en Cooper y
Goldenberg, 1987”°y Silva et al., 2010™*

Con respecto a la segunda etapa de cultivo, los resultados obtenidos se observan en la

Tabla 12 y en la Figura 29.

Tabla 12: Resultados de la 2% etapa de cultivo.

Fuente de Carbono ‘ Glucosa- HC Glicerol - HC

Tiempo de Cultivo (h) 0 24 48 72 0 24 48
0,1857 0,2770 0,4398 0,4257 0,0324 0,3128 0,3835

43,53 44,55 43,13 41,29 43,87 45,53 43,34

AST (mN/m) 0,63 1,21 0,93 2,04 0,29 0,23 0,72

72
0,3517
41,65
1,68
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Figura 29: Resultados de la 2% etapa del cultivo. Se observa la concentraciéon de biomasa y ST del cultivo y del
control vs. tiempo de cultivo. Fuentes de carbono utilizadas: Arriba, glucosa y luego HC; Abajo, glicerol y luego HC.

En primer lugar, se observd crecimiento del microorganismo luego de haberlo
transferido a MSM suplementado con HC. Se lograron concentraciones de biomasa de 0,43g/I
+ 0,07g/l y 0,35g/l £ 0,06g/] en los casos en que se cultivd el microorganismo en la primera
etapa con glucosa y glicerol respectivamente. Estos resultados muestran un aumento en la
concentracién de biomasa respecto de la obtenida para el cultivo en las mismas condiciones
suplementado desde el comienzo con HC.

En cuanto al valor de la tension superficial del sobrenadante de cultivo, se observé que
el cultivo mantuvo el valor de ST cercano al del control durante todo el experimento. Recién
entre el dia 4 y 5 de cultivo (2 y 3 de esta segunda etapa) se observd una pequeiia disminucién
en el valor de esta magnitud, alcanzando valores de 41,29mN/m + 0,61mN/m y 41,65mN/m *
0,90mN/m (control: 43,33mN/m * 0,08mN/m) cuando las fuentes de carbono fueron glucosa—
HC y glicerol-HC respectivamente. La diminucién en el valor de la ST obtenida resulté

despreciable frente a la esperada. Esto podria sugerir que el microorganismo no se encuentra
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produciendo biosurfactantes cuando se lo cultiva con HC, posiblemente debido a su

acostumbramiento a dicha fuente de carbono.

4.9.- Separacion y Purificacion del Biosurfactante

De acuerdo a los resultados obtenidos, tanto la glucosa como el glicerol podrian ser
sustratos adecuados para llevar adelante la produccién de biosurfactantes, ya que mostraron
valores de ST bastante menores que aquellos obtenidos para el cultivo con HC. Por otro lado,
una de las razones por las que a la fecha no se dispone comercialmente de una amplia

199 Entre ellos, el costo del sustrato

variedad de biosurfactantes son los costos de produccion
es uno de los mas importantes. En este sentido, se plantea la posibilidad de utilizar glicerol
como sustrato. Ya que al ser el principal co-producto de la industria del biodiesel, su costo
resulta varias veces menor que el de la glucosa, producto de la gran oferta disponible.

Se llevé a cabo una serie de experimentos para lograr la purificacidn del biosurfactante
producido por Ag HC. Para esto se utilizaron Erlenmeyers de 250ml con MSM suplementado
con 3% de glicerol como Unica fuente de carbono y energia, que fueron cultivados por 4 dias a
25°Cy 135rpm. Para evaluar el desarrollo del cultivo se tomaron muestras diarias a las que se

les evalud el PS, DO, pH y ST. Sumado a esto, a la muestra del dia de la cosecha se le estimd la

produccién de biosurfactantes a partir de la precipitacion acida del mismo.

Se observd un crecimiento sostenido del microorganismo en MSM suplementado con
glicerol desde el dia cero al dia de cosecha, alcanzandose una concentracién de 0,77g/l +
0,12g/1 a las 96h. En la Figura 30 se observa el perfil de concentracién del microorganismo en
funcion del tiempo. Si graficamos el logaritmo natural de la concentracidon de biomasa en
funcion del tiempo de cultivo y se traza una recta en la zona exponencial de crecimiento, la
pendiente de dicha recta es la velocidad especifica de crecimiento del microorganismo (). En

este caso, la velocidad especifica de crecimiento arrojé un resultado de:

i =0,017h"
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Figura 30: Perfil de concentracidn de biomasa en funcidn del tiempo.

Respecto de la estimacidon de la produccidn de biosurfactantes, se observé una
disminucion en el valor de la tensidn superficial del sobrenadante de cultivo en el tiempo que
durd el proceso. Los valores de tension superficial disminuyeron desde 67,33mN/m +
0,13mN/m al comienzo, hasta 26,23mN/m + 0,01lmN/m al final del proceso. Resulta
importante destacar que la mayor disminucién en este valor se observa entre el comienzo y las
48h de cultivo, por lo que se podria decir que entre las 24h y 48h de cultivo se estaria
alcanzando la concentracidn micelar critica (CMC) del biosurfactante. El perfil de ST en funcidn
del tiempo se observa en la Figura 31. Respecto del control, el valor alcanzado el dia de

cosecha representa una disminucién del 57,89%.

—p—Muestra -—@=—Control

Tension Superficial (mN/m)
BN W R U N
o o o o o o o o o

0 1 2 3 4 5
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Figura 31: Perfil de tensiones superficiales en funcién del tiempo.
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Sumado a esto, el dia de cosecha se llevd a cabo una estrategia de doble precipitacion
acida con una solucidon de HCI, con el objetivo de separar y purificar el biosurfactante
producido. A partir de esto, se pudo obtener una concentracién maxima de biosurfactante de

0,11g/l y un rendimiento de producto en funcién de la biomasa (Ypx) de 0,09g/I + 0,02g/I.

Por ultimo, se sometid al precipitado obtenido a un proceso de diluciones seriadas en
agua destilada con el objetivo de evaluar la concentraciéon micelar critica (CMC) del mismo. A
cada una de estas diluciones se le determind el valor de la tensién superficial, informacion que
se observa en la Figura 32. En esta grafica, el punto para el cual la pendiente de la curva de
tensiones superficiales frente al logaritmo natural de la concentracidn de biosurfactante posee
un cambio abrupto en la pendiente, corresponde al valor de la CMC. Esto es, la minima

concentracion a partir de la cual las moléculas de biosurfactante se agregan formando micelas.

Concentracion Micelar Critica

80
70
.'&.
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j/‘
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!
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Figura 32: Perfil de tensién superficial en funcion de la concentracion de biosurfactante para la obtencidn

del valor de CMC del microorganismo.

A partir de la Figura 32, se obtuvo un valor para la CMC del compuesto producido por
Ag HC de 452,21mg/I. 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.
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5.- Conclusiones
A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que:

e Fue posible el aislamiento de cepas de microorganismos autoctonos de lo predios de la
empresa RHASA, en la ciudad de Campana, Provincia de Buenos Aires. Estos
demostraron tener capacidad para degradar hidrocarburos como Unica fuente de
carbono y energia a partir de muestras de suelo y agua crénicamente contaminadas
con hidrocarburos

e Pseudomonas koreensis resultd ser efectiva en cuanto a su capacidad para disminuir la
tensiéon superficial cuando fue cultivada utilizando fuentes de carbono de facil
asimilacién, alcanzando valores de 46,3% y 54,7% comparado a cada uno de los
controles, cuando las fuentes de carbono fueron glucosa y glicerol respectivamente.

e Se separd el compuesto tensioactivo de los medios de cultivos a partir de precipitacion
acida con HCI, para la determinacién de la Concentracion Micelar Critica en los
cultivos. Esta técnica que requiere de pocos insumos y es de facil aplicacidn
obteniéndose un buen rendimiento del biosurfactante purificado con un valor de
452,21mg/I.

e Pseudomonas koreensis, aislada de suelos créonicamente contaminados de las areas
pertenecientes a la Refineria de RHASA es un agente bioldgico que permite la
obtencién de biosurfactantes cuando se cultiva en sustratos de bajo costo (glicerol)

con valores obtenidos comparables a los reportados a la literatura.
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ANEXO

7. ANEXO |

Resultados de los ensayos de muestras de suelo crénicamente contaminadas:

CENTRO DE INVESTIGACIONES
TOXNICOLOGICAS S A

Buenos Arres, 17/07/2012

Solicitado por: DRA GIULIETTI ANA MARIA FFYE LBA

Direccién: JUNIN 856 - CAPITAL

Tipo de muestra: SUELO

Identificacion: 1 - M2 2 - UNIVERSIDAD TECNOLOGICA NACIONAL
Fecha de recepcion: 250872012
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(C1a06055) BUENOS AIRES - ARGINTINA

Resultados
"PARAMETROS RESULTADO  UNIDAD METODO T LIMITE DE

| ANALITICO CUANTIFICACION |
(Horocarburcs Totaes | 85 | %  EPABOTY = 008%
GRO [ NoCuantficable | | EPA 8015 1) =
DRO_ T NoCustfcasbie | | EPABOIS 001 %
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CENTRO DE INVESTIGACIONES
TOXICOLOGICAS 5.A
Buenos Ares, 170712012
INFORME ANALITICO 166938
Solicitado por: DRA GIULIETTI ANA MARIA
Dirsccion: JUNIN 956 - CAPITAL
Tipo de muestra: SUELO
Identificacion: 2 - CO 2 - UNIVERSIDAD TECNOLOGICA NACIONAL
Fecha de recepcion: 250472012
Resyltados
“PARAMETROS T RESULTADO |UNIDAD | METODO LMITE
o | ANALITICO CUANTIFICACION |
Hidr Totales | No Cuantficable | I EPA 9071 0,05 %
"GRO No Cuantficable | EPA 8015 1 mghg
DRO No Cuanttcatie | | EPA®0IS LLIEY
. Se Aty trrcs Polanomascos
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