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Resumen

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) son contaminantes ambientales de relevancia por su toxicidad,
mutagénesis y carcinogénesis. El principal proceso de degradacion de estos compuestos en el ambiente es realizado por
los microorganismos, implicando la seleccion de poblaciones con capacidades degradadoras especificas.

La biodegradacion de PAH en suelo se encuentra marcadamente afectada por su baja biodisponibilidad, debido a la baja
solubilidad en agua y tendencia a adsorberse fuertemente a la materia organica del suelo. Conforme aumenta el tiempo
de residencia, se vuelven menos disponibles. Este “envejecimiento” es conocido como uno de los principales factores
que gobiernan las rutas y transporte de los PAH en suelo.

Con el fin de conocer el comportamiento de las comunidades microbianas degradadoras en ambientes cronicamente
contaminados con PHA, el proyecto propone el estudio de modelos sencillos, representando al suelo mediante
diferentes soportes con distintas capacidades de adsorcion de PAH.

El seguimiento del establecimiento y desarrollo de las comunidades microbianas degradadoras se realizara a través del
estudio de los cambios estructurales (PCR-DGGE) y fisiologicos (Actividad de enzimas especificas; perfil fisiologico
por ECO-plate, ®BIOLOG). Mediante la técnica de espectroscopia infrarroja se estudiara la evolucion de poblaciones
sésiles y planctonicas y el establecimiento in situ del biofilm bacteriano sobre los modelos de suelo-PAH.
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Introduccion

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH), son contaminantes ambientales ubicuos
producidos durante la combustion de compuestos fosiles y otros procesos antropogénicos. Debido a
sus propiedades toxicas, mutagénicas y carcinogénicas producen un severo impacto sobre la salud
humana y ambiental (Kulhanek y col., 2005; Morelli y col.,, 1999; Pieper S, 2004).
Consecuentemente, su remocion del ambiente es actualmente una prioridad.

En el ambiente, estos contaminantes se encuentran frecuentemente adsorbidos a las particulas de
suelo, disueltos en una fase liquida no acuosa (NALP) representada como “gotas” o films en la
superficie del suelo o, como fase libre en aguas subterraneas de sitios contaminados (Wild y Jones,
1995; Alexander M., 2000). El principal proceso de degradacion de PAH en el ambiente es
realizado por los microorganismos, implicando la seleccion de poblaciones con capacidades
degradadoras especificas (Del Panno y col., 2005; Wattiau, P., 2000) .

La degradacion de los PAH en suelos se encuentra marcadamente afectada por la baja
biodisponibilidad de estos compuestos debido a la baja solubilidad en agua y a la tendencia a
adsorberse fuertemente a la materia organica del suelo. Conforme aumenta el tiempo de residencia
en el suelo, los PAH se vuelven menos disponibles. Este “envejecimiento” es conocido como uno
de los principales factores que gobiernan las rutas y el transporte de los PAH en suelo (Swindell y
Reid, 2006; Sabate y col., 2006).

Por estos motivos el éxito de la biorremediacion de un suelo contaminado con PAH puede requerir
la aplicacion de estrategias especiales. Una de estas estrategias es el uso de bacterias degradadoras
de PAH con capacidades promotoras de la biodisponibilidad (Gentry y col., 2004; Cunliffe y
Kertesz, 2006).

Recientes estudios han sugerido que ciertas propiedades fisiologicas especificas de los
microorganismos involucrados en la degradacion de compuestos hidrofobicos podria mejorar la
disponibilidad de estos compuestos. Algunos de los mecanismos que promueven la transferencia de



sustratos hidrofobicos incluyen la produccion de biosurfactantes, la presencia de sistema de captura
con alta afinidad por el sustrato, y la reduccion de la distancia entre célula-sustrato por medio de
estructuras de superficie que promueven la adhesion a superficies hidrofobicas, entre otros (Parales
y Harwood, 2002; Johnsen y Karlson, 2004, Johnsen y col., 2007). Por otra parte, muchas bacterias
manifiestan un desplazamiento directo hacia nutrientes y en direcciéon contraria si se trata de
sustancias toxicas. Esta respuesta quimiotactica tendria un significado sustancial sobre el potencial
de los microorganismos como biodegradadores (Lanfranconi y col., 2003).

Tradicionalmente la técnica de cultivo por enriquecimiento en medios liquidos ha sido el método de
eleccion para el aislamiento de bacterias con un fenotipo especifico. Sin embargo, dependiendo de
la forma en que se suplemente el PAH al medio, podrian ser seleccionados diferentes
microorganismos con diferentes capacidades degradativas (Bastiaens y col., 2000).

Nuestro grupo de trabajo ha realizado recientemente investigaciones en este tema, realizando
enriquecimientos en fase solida, con el PAH adsorbido sobre membranas hidrofobicas (Teflon).
Bajo estas condiciones fueron obtenidos cultivos bacterianos con interesantes propiedades como ser
mayor velocidad de crecimiento comparada con bacterias aisladas por las técnicas convencionales
de enriquecimiento, actividad quimiotactica hacia PAH (aun de bacterias no moviles), capacidad de
producir biosurfactantes, adherencia y desarrollo sobre cristales de PAH (Dias R., 2006).

En este proyecto se propone el estudio del establecimiento de comunidades microbianas
degradadoras sobre PAH adsorbido a diferentes tipos de soportes, con diferente capacidad de
adsorcion del contaminante. Para el seguimiento del desarrollo in situ sobre estos modelos de suelo
con PAH adsorbidos, se estudiara la aplicabilidad de la técnica de espectroscopia infrarroja (FT-IR)
con la intencion de aportar una estrategia mas realista para el entendimiento de la respuesta
adaptativa de las bacterias degradadoras al crecimiento en superficies hidrofobicas y conocer como
estos microorganismos logran remover el contaminante in situ (Bosch y col., 2005).

En este contexto y dada la importancia de la adsorcion sobre el control de la biodisponibilidad de
los PAH, la estrategia del enriquecimiento donde los contaminantes son adsorbidos a fases
inorganicas u organicas solidas aportard una seleccion ambiental mas relevante y conducird,
eventualmente, a un mejor entendimiento sobre cuales microorganismos y procesos microbianos
estan involucrados en la degradacion de estos contaminantes adsorbidos.

Objetivo general
Contribuir al mejoramiento de los conocimientos basicos relacionados con la ecologia microbiana
de suelos cronicamente contaminados con PAH.

Objetivos especificos

1. Estudiar la influencia de la biodisponibilidad del PAH sobre la estructura y funcién de
comunidades bacterianas desarrolladas sobre hidrocarburos adsorbidos en soportes de suelo.

2. Determinar las condiciones Optimas para la degradacion microbiana de PAH en modelos de
suelo con PAH adsorbido.

3. Aislar, estudiar e identificar cultivos bacterianos representativos de las diferentes fases de
formacion del biofilm a partir del modelo de suelo-PAH adsorbido. Seleccion de cultivos con
propiedades promotoras de la biodisponibilidad.

Plan y Metodologia

Enriquecimiento en poblaciones microbianas adaptadas a ambientes con reducida
disponibilidad de PAH.

Estudio de la cinética de formacion de biofilm a partir de un in6culo de suelo. Se trabajara sobre un
modelo de suelo (perlas de poliestireno; Amberlite 200), preadsorbido con fenantreno/pireno en



medio mineral liquido bajo diferentes condiciones: concentracion de PAH puro o en mezcla y
relacion C:N:P (Friedrich y col. 2000; Grosser y col., 2000).

Seguimiento de los sistemas en estudio

a) Evolucion de poblaciones cultivables (recuento de poblaciones microbianas en medios
comunes y selectivos para bacterias degradadoras de PAH).

b) Cambios en la estructura genética de la comunidad bacteriana mediante la extraccion directa
del DNA, seguido de PCR-DGGE utilizando primers dirigidos al 16S rRNA. (Del Panno y
col., 2005).

c¢) Cambios fisiologicos en la comunidad microbiana a través de la respuesta catabolica de
diferentes sustratos (perfil fisiolégico de la comunidad con el sistema ECO-plate de
BIOLOG), actividad mineralizante (produccion de CO2 en biometer), actividad enzimatica
(deshidrogenasa, proteasas, ureasas, lipasas).

d) Cinética de eliminacion de fenantreno / pireno por cromatografia gaseosa (GC-FID), previa
extraccion exhaustiva con n-hexano en soxhlet y no exhaustiva en solucidon acuosa con
Hidroxipropil B Ciclodextrinas, resinas tipo XAD (60/80 mesh).

Estudio de la formacion de biofilm sobre PAH adsorbido a un modelo de suelo por
espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR).

Se pretenden caracterizar los cambios fenotipicos temporales durante el establecimiento de
poblaciones bacterianas sobre PAH preadsorbido a una superficie abidtica bajo diferentes
condiciones experimentales (origen del inoculo, concentracion de PAH, relacion C:N:P). Se
aplicaran técnicas espectroscopicas vibracionales combinadas con analisis basados en
reconocimiento de patterns, con la intencion de evaluar de manera no destructiva las caracteristicas
del biofilm formado.

La metodologia requerira identificar marcadores espectrales correspondientes a bacterias
degradadoras, la presencia de PAH y sus productos de degradacion.

Aislamiento de cultivos degradadores de PAH representativos de las diferentes etapas criticas
durante la formacion del biofilm en los sistemas modelo de suelo.

Seran aislados microorganismos degradadores a partir de una alicuota del soporte-PAH adsorbido
previamente lavado (eliminacion de células planctonicas), por tratamiento en agitador a alta rpm,.

Estudio de propiedades promotoras de la biodisponibilidad.

A partir de los aislados se estudiaran propiedades de superficie como adherencia a cristales de PAH,
adherencia a particulas de suelo, hidrofobicidad. Capacidad de producir surfactantes. Cinética de
degradacion de PAH suplementados como cristales y preadsorbido en soportes en medios minerales
liquidos. Calculo de los parametros basicos de crecimiento (L, Yx/s, etc.).

Caracterizacion de los aislados por FT-IR.

Identificacion de marcadores espectrales correspondiente a la presencia de microorganismos en
estudio.

Monitoreo y caracterizacion de la expresion fenotipica de los cultivos durante el biofilm y
comparacion con los resultados observados en cultivo en batch.

Establecimiento del grado de resistencia de las células sésiles a condiciones de estrés (acidez,
salinidad, oxidacion).

Establecimiento del niveles de adhesion y persistencia de células sésiles en diferentes condiciones.



Identificacion de los aislados por secuenciacion del fragmento 16SrDNA. Conservacion de los
cultivos puros seleccionados por liofilizacion y crioconservacion (-80°C).

Resultados parciales obtenidos

1-Adsorcion de fenantreno a los soportes utilizados como modelos de suelo.

Se ensayan dos tipos de soportes, con distinta capacidad de adsorber fenantreno en su superficie:
Amberlite 200 y perlas de Polipropileno (diametro aproximado 4 mm).

El procedimiento de adsorcion para cada uno de los soportes, se inicia con 3 lavados con agua
destilada, esterilizacion y secado en estufa a 50 ° C durante toda la noche. Con una solucion 1:1 de
metanol: agua, se preequilibran los soportes durante 12 horas, y se agregan 150 mg de fenantreno
disueltos en acetona.

Se deja agitando toda la noche, se separa el soporte de la fase acuosa; se lava para arrastrar
fenantreno no adsorbido y se seca en estufa a 50°C durante 12 horas.

A partir del conocimiento del fenantreno total agregado y el obtenido en las aguas de lavado por
método cromatografico (HPLC) podemos estimar la cantidad de fenantreno adsorbido por gramo de
soporte:

Amberlite 200: 2,5 mg fenantreno/g soporte)// Polipropileno: 4,9 mg fenantreno/g soporte

2-Cinética de desorcion abidtica
Para la evaluacion de la desorcion del fenantreno de los soportes, en ausencia de microorganismos,
se realiza el siguiente protocolo en condiciones de esterilidad:
e En un erlenmeyer de 250 ml, conteniendo 50 ml de medio mineral (MML) se adicionan
2 gramos de soporte y se incuba a 27 ° C con agitacion suave.
e (ada 5 dias se extraen 5 ml de medio mineral, y se reemplaza por medio fresco.
e Por HPLC se determina la cantidad de fenantreno desorbido en funcion del tiempo,
previa extraccion con acetato de etilo.

3-Evolucion del crecimiento microbiano en modelo de suelo, en cultivo batch.

Diseiio experimental

Se realiza una cinética fraccionada con 10 erlemeyers, conteniendo cada uno 1 gramo de Amberlite
con fenantreno adsorbido y 10 ml de MML. Unos 5 erlenmeyers son sembrados con 40ul de un
inoculo enriquecido en bacterias degradadoras de fenantreno, reservando los 5 restantes sin
inocular, como control de esterilidad de los sistemas. Todos los sistemas se incuban a 27°C con
agitacion suave (100rpm).

Un erlenmeyer conteniendo 30 ml de MML y suplementado con 3 g Amberlite sin fenantreno, es
inoculado con 120 pl e incubado en idénticas condiciones para el control de adsorcion inespecifica.

Monitoreo de los sistemas
Cada 2 dias se procesa un erlenmeyer separando células sésiles de planctonicas.
A partir de cada fraccion se realizan recuentos de poblaciones bacterianas heterétrofas (R2-agar) y
degradadoras de fenantreno en medio mineral agarizado con una capa superficial de fenatreno en
agarosa (MMS-fen) y paralelamente se procesa una alicuota de cada fraccion para el analisis
mediante la técnica de espectroscopia infrarroja (FT-IR).
a) Recuentos bacterianos.
Para el recuento de células planctonicas, se toman directamente alicuotas del sobrenadante, se
realizan las diluciones correspondientes en solucion fisiologica y se plaquean 100 pl , en placas
de medio R2-agar y MMS-fen.
Para el recuento de células sésiles, se trasvasa el soporte a un tubo de centrifuga, se lava 3 veces
con solucion fisioldgica, se descarta solucion de lavado y se resuspende en 5 ml de buffer



fosfato (pH 7). Se vortea durante 3 min. a alta velocidad, se separa una alicuota para realizar
diluciones y proceder de la misma manera que en el recuento de células planctonicas.
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Los recuentos bacterianos mostraron un incremento de un orden logaritmico en la poblacion
heterotrofa (R2-agar) y degradadora de fenantreno (MMS-Fen) entre el quinto y séptimo dia de
incubacion, siendo la densidad de células sésiles (Ufc/g) mayor a la de células planctonicas
(Ufc/ml). A los 12 dias la densidad sésiles y planctonicas de ambas poblaciones se igualan y
decrecen significativamente al dia 14.

a) Obtencion y analisis de espectros vibracionales por FT-IR.
A partir de cada fraccion de células sésiles y planctonicas obtenidas de cada erlenmeyer de la
cinética fraccionada y de los correspondientes controles de esterilidad, se realiza un espectro IR.
Los resultados de estas determinaciones se encuentran en evaluacion.
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