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INTRODUCCION

El biodiésel surgié como una opcidn interesante al uso de combustible fésil dado que es
capaz de aprovechar diversas materias primas renovables y el nivel bruto de sus
emisiones es muy inferior (Meyer et al., 2014). Por ser el suelo el aceptor y depdsito
final de los residuos generados por esta creciente industria, la biorremediacién (una
rama de la biotecnologia) aparece como un conjunto de tecnologias ambientalmente
sostenibles que busca resolver los problemas de contaminacion mediante el uso de
microorganismos capaces de degradar compuestos que provocan desequilibrios en el
medio ambiente y en los ecosistemas (Das & Chandran, 2011).

OBJETIVOS

e Evaluar el potencial biodegradativo de bacterias aisladas frente al biodiesel:

- Aislar y conservar bacterias de suelos contaminados con hidrocarburos (diésel
y/o biodiesel).

- Realizar un screening preliminar de las cepas bacterianas aisladas frente a su
potencial biodegradativo frente al biodiesel.

- Seleccionar las bacterias que presenten mayor poder de biodegradacion.
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METODOLOGIA
Toma y procesamiento de muestras de suelo contaminadas con combustible:

- Ciudad de Santa Fe: Se eligieron zonas de expendio y recarga de combustible donde
maquinarias, equipos agricolas y demas vehiculos realizan su aprovisionamiento.
Previo al muestreo se removié la capa vegetal superficial y luego, con un barreno
extractor, se procedié a tomar por triplicado 2 muestras de suelo contaminado ubicado
a una profundidad de entre 0 y 15 cm. Las muestras se tamizaron para de eliminar
piedras y material vegetal.

- Vaca Muerta (Neuquén): También se tomaron por triplicado muestras de suelo de dos
sitios de la regién petrolera con contaminaciones cronicas de hidrocarburos.

Para su andlisis, cada muestra se deposité individualmente en bolsas plasticas
termoselladas y se transportaron bajo refrigeracion al Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ingenieria Quimica (FIQ) de la Universidad Nacional del Litoral, en Santa
Fe.

En la Tabla N°1 se resume las muestras obtenidas y sus respectivas ubicaciones.

Tabla N91: Lugares de toma de muestras de suelos contaminadas con combustibles

Denominacién de | Coordenadas geograficas
Lugar de muestreo

la muestra
-31.634813,
Zona costanera este, Santa Fe, oA -60.670291
generador (izquierdo)
Zona costanera este, Santa Fe, oB -31.634813,

generador (derecho) -60.670291

-38.061714,-69.846139 (Norte)

Pasivo Vaca muerta, Neuquén 3A -38.378374,-69.813181 (Sur)
Activo Vaca muerta, Neuquén 3B 3:38832()%59%1696%94%%1507771 (gEes;teg)
AXION, Av. Facundo Zuviria, Santa 4A -31.625006,
Fe -60.705547
AXION, Av. Facundo Zuviria, Santa 4B -31.625006,
Fe -60.705547

Aislamiento y conservacion:

Para el aislamiento y recuento en placa de las bacterias esporuladas aerdbicas se
realiz6 a cada muestra un choque térmico a 80°C en bafo termostatizado por 10 min. y
luego, se sumergié en bano de hielo. De cada muestra se pesaron (10 g) y se colocaron
en bolsas estériles Whilpack. A cada bolsa se le adicionaron 90 ml de agua de peptona
estéril 0,1% (m/v) (dilucion 107"). Las muestras se homogeneizaron en un
homogeinizador Stomacher Lab Blender 400. A partir de esta diluciéon se realizaron
diluciones decimales seriadas hasta 10°. En cada una de las diluciones se sembré en
profundidad (1 ml) utilizando 19 ml del medio agar nutritivo (AN). La incubacion se
realiz6 a 37°C por 24-48 h.

De las colonias de bacterias desarrolladas; se realizaron los aislamientos observando
las caracteristicas macro y microscépicas (usando tincién simple y de Gram) de las
colonias obtenidas. Los microorganismos se incubaron empleando caldo y agar
nutritivo. Los aislados considerados como cepas puras, se mantuvieron en placas de
Petri y/o tubos en pico de flauta a 4°C para continuar con los ensayos.
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Screening preliminar - Ensayo de capacidad biodegradadora:

En placas de Petri con medio Bushnell Haas (BH) + Solucién de micronutrientes (SM)
(0,1 % v/v) + Biodiesel (BD) (2 % v/v) (Bushnell & Haas, 1941) se sembré cada cepa
aislada por puncion y por triplicado. Se cultivaron a 37°C durante al menos 48 horas, se
observo presencia de desarrollo y en caso de ser positivo se midié el tamano de la
colonia de cada cepa cada 24 hs. Es importante destacar que el medio BH es un medio
basal sin fuente de carbono, por lo que el biodiesel es quien aporta dicha fuente. Esto
implica que so6lo aquellos microorganismos capaces de degradar el biodiesel podran
desarrollar en el medio.

Crioconservacion:

Las cepas que presentaron desarrollo en Medio BH con 2% de biodiesel fueron
conservadas en ultrafreezer a -80°C en caldo nutritivo suplementado con glicerol (15%
v/v) como agente crioprotector.

RESULTADOS
En total, se aislaron de 50 cepas, las cuales fueron denominadas de la siguiente manera:
2A1-2A10, 2B1-2B9, 3A1-3A10, 3B1-3B6, 4A1-4A6, 4B1-4B9

Como era de esperarse, se pudo observar que todas las cepas aisladas de los diferentes
suelos contaminados con combustibles fueron bacilos Gram positivos esporulados (ver
ejemplos Tabla N°2). Esto se debe principalmente a la forma en la cual se realiz6 el
aislamiento (choque térmico).

Observaciones microscopicas de cepas aisladas:

En la tabla N®2 se muestran a modo de ejemplo algunas de las observaciones
microscépicas realizadas.

Tabla 2: Caracteristicas microscopicas de algunas cepas aisladas de los suelos
contaminados con combustible

CEPA | MEDIO | FORMA/TAMANO AGRUPACION ESPOROS
Bacilos tamafo Cadenas, pares y Alta esporulacion. Tipo
2A5 AN . ; o
medio aislados plectridio
Bacilos anchos y Esporos internos centrales no
3A3 AN de gran tamano Cadenas deformantes
Esporos internos no
Bacilos tamafio Cadenas, pares y deformantes que ocupan casi
4A1 AN : ; 3
medio aislados toda la célula. También

esporos sueltos no tefidos

Con respecto al ensayo de capacidad biodegradadora empleando el medio basal agar
BH con 2% de biodiesel, se pudo observar que 30 cepas de un total de bacterias
aisladas pudieron desarrollar y crecer en dicho medio, lo cual implica que las mismas
pudieron utilizar el biodiesel como Unica fuente de Carbono. En la Tabla N°3 se puede
observar el diametro promedio de cada colonia sembrada en agar BH luego de
diferentes dias de desarrollo. Se puede apreciar que la mayoria de las colonias
presentaron diametros de colonias mayor o igual a 1 cm y en algunos casos invadieron
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completamente la placa, como ser los casos de las cepas 3A5, 3A6, 3A7, 3A9, 3B2,

entre otras.

Tabla 3: Ensayo de capacidad biodegradadora: Se muestran a continuacién los diametros

de las colonias desarrolladas en medio BH agarizado + SM + 2% BD

. Dia de ‘s Dia de ‘s Dia de
Diametro . ez Diametro . ez Diametro . ez
CEPA cgﬁ)lnaia meg::llon CEPA cgﬁ)'naia meg:;lon CEPA cgﬁ)':ia meg::llon
(cm) (*) diametro (cm) (*) diametro (cm) (*) diametro de
de colonia de colonia colonia
2A7 0.5 7 3A9 ﬂ;gi;a 2 4A6 5.2 2
2B1 1,6 4 3B1 1,7 4 4B1 1,5 7
2B2 2.4 4 3B2 Tslii;a 2 4B2 2.0 7
3A1 2.0 4 3B3 ﬂ;gi;a 2 4B3 1,0 7
Toda la Toda la
3A10 olaca P 3B4 olaca 2 4B4 1,0 7
Toda la Toda la
3A3 1,8 4 4A1 placa 2 4B5 placa 2
3A4 14 7 4A2 ﬂ;gi;a 2 4B6 3,0 4
3A5 ngi:’ 2 4A3 47 2 4B7 2.0 2
3a7 | rodala 2 apsa | Todala 2 4B8 2.0 2
placa placa ’
3A8 Toda la > 4A5 Toda la > 4B9 Toda la >
placa placa placa

(*) El valor informado es un valor promedio de cultivos realizados por triplicado

CONCLUSIONES

En este trabajo se pudieron aislar, caracterizar microscopicamente y conservar
diferentes bacterias, esporuladas, a partir de suelos contaminados con combustibles.
Un gran porcentaje de las mismas present6 actividad biodegradativa sobre el biodiesel
cuando se las desarroll6 en un medio sintético con este combustible como Unica fuente
de carbono. Si bien estos resultados son preliminares, resultan interesante ya que
profundizar los estudios en este sentido, podrian aportar resultados que ayuden a
encontrar nuevas estrategias para mejorar la calidad de los suelos contaminados con
este tipo de combustibles.
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