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Vorwort

B. GROBER

UFZ - Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, PermoserstraBe 15,
04318 Leipzig, Deutschland

Der Regionalverbund ,,Microbial degradation of hydrocarbon contaminated media — Bioreme-
diation of liquid-solid and solid systems* ist ein Projektverbund, der im Rahmen der bilatera-
len wissenschaftlich-technischen Zusammenarbeit zwischen Argentinien und Deutschland in
der gegenwirtigen Form seit 1993 besteht. Triger der Kooperation sind SECyT, Buenos Ai-
res, und das Internationale Biiro der DLR, Bonn, (bis 1995 das Internationale Biiro der GKSS
Geesthacht) im Auftrag des Bundesministeriums fiir Bildung, Wissenschaft, Forschung und
Technologie.

Bereits vor 1993 wurden gemeinsame Projekte von der Universitit La Plata auf argentinischer
Seite sowie den Universititen in Jena und Oldenburg auf deutscher Seite bearbeitet. Erweitert
um die Universititen in Comodoro Rivadavia und Mendoza sowie das UFZ-
Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle, ging aus dieser Zusammenarbeit ein Verbund her-
vor, in dem alle Partner an den Ergebnissen der jeweilig anderen Gruppen partizipieren und
ihre Arbeiten gegenseitig abstimmen konnten. Mit der Bildung dieses Verbundes sollte ver-
sucht werden, das Problem der Kohlenwasserstoff-Kontamination von Wasser und Béden, vor
allem verursacht durch die Mineralolindustrie, durch abgestimmte Forschungsvorhaben einer
Losung néher zu bringen. Dabei standen und stehen neben der Grundlagenforschung auch
anwendungsorientierte Fragestellungen im Zentrum des Interesses.

Im Jahr 1994 wurden durch den damaligen Bundesminister fiir Forschung und Technik Dr.
Paul Kriiger bei seinem Besuch in La Plata Analysengerite als deutsches Geschenk iiberge-
ben, als Grundstock fiir ein Labor, das vorrangig die bilateralen Projekte nutzen sollten.

Der vom 5. bis 7. November 1997 in La Plata durchgefiihrten Workshop widmete sich zum
einen den Ergebnissen der durchgefiihrten Arbeiten, zum anderen wurde die mégliche weitere
Zusammenarbeit diskutiert.

Den Organisatoren des Workshops muf an dieser Stelle herzlich fiir die Vorbereitungen ge-
dankt werden. Insbesondere gebiihrt dieser Dank SECyT fiir die Unterstiitzung der Veranstal-
tung. Ein besonderer Dank gilt auch den beiden Koordinatorinnen des Verbundes, Frau Pro-
fessor Arambarri, La Plata, und Frau Dr. Berthe-Corti, Oldenburg, ohne deren tatkriftige Ar-
beit dieses Treffen nicht zustande gekommen wiire.

Anfang April 1997 fand in Buenos Aires eine Sitzung der gemischten Kommission Argentini-
en-Deutschland im Rahmen der Zusammenarbeit in Forschung, Wissenschaft und technologi-
scher Entwicklung statt. Auf dieser Sitzung wurde einerseits Bilanz iiber alle Projekte gezo-
gen und andererseits diskutiert, wo zukiinftig die inhaltlichen Schwerpunkte bei der bilatera-
len Forschungskooperation gesetzt werden. Es bestand Einigkeit dariiber, daB Umweltfor-
schung, Umwelttechnologien und Biotechnologie auch weiterhin zu den wichtigsten Koope-
rationsfeldern gehoren sollen.

Bei den Beratungen wurde besonders hervorgehoben, daB der industriellen Beteiligung im
Rahmen der Kooperation ein hoher Stellenwert zukommt. Die Kontaktmoglichkeiten zwi-
schen klein- und mittelstindischen Unternehmen beider Linder sollen gefordert werden, wo-
bei allerdings davon auszugehen ist, daB die Unternehmen, ebenso wie die Forschung, einen
finanziellen Eigenbeitrag zu leisten haben.




Es wurde klar herausgestellt, daB der Forschung im Umwelt- und Biotechnologiebereich
— und hier sind die vorzustellenden Arbeiten angesiedelt — wachsende Bedeutung zukommit.

Da die Untersuchungen nicht zum ,,Wohlgefallen der Wissenschaft durchgefiihrt werden,
sondern mit dem konkreten Ziel, Methoden fiir SanierungsmafBnahmen zu erarbeiten, fand und
findet auf beiden Seiten eine Zusammenarbeit mit der Industrie im nationalen Rahmen statt.
Wie bereits erwéhnt, haben beide Staaten auf ihrer gemeinsamen Sitzung erklirt, daB nunmehr
der néchste Schritt getan werden soll, indem an den bilateralen wissenschaftlichen Kontakten
auch die Industrie beider Lénder beteiligt wird. Einen ersten Ansatz zur direkten Umsetzung
bildet dieser Workshop, der erstmals auf diesem Gebiet Partner aus Wissenschaft und Indu-
strie beider Ldnder zusammenbrachte. Die Vertreter der Industrie konnten sich dariiber in-
formieren, welche Ergebnisse vorliegen bzw. zu erwarten sind. Auf dieser Basis ergibt sich
sicher eine Vielzahl weiterer Ansitze fiir Untersuchungen, die industrierelevant sind, jedoch
einen Forschungsbedarf aufweisen, der allein durch die Unternehmen nicht zu leisten ist.
Hieraus sollten sich zukiinftige Schwerpunkte fiir Untersuchungen entwickeln, die in enger
Kooperation zwischen Industrie und Wissenschaft realisiert werden. Dabei wird eine Bearbei-
tung als 2 + 2 Projekt angestrebt. Dieses Kooperationsform soll auf beiden Seiten Wissen-
schafts- und Industriepartner in einem Projekt zusammenfiihren. Dabei ist das 2 + 2 kein star-
res Schema: Es konnen sowohl mehrere Partner beteiligt sein als auch nur zwei Forschungs-
einrichtungen. Ziel dieser neuen Form der Zusammenarbeit ist die gemeinsame Entwicklung
von innovativen Verfahren und Produkten mit guten Chancen auf eine wirtschaftliche Ver-
marktung.

Beide Seiten haben zugesagt, entsprechende Projekte flexibel und unbiirokratisch zu férdern.

Erste Vertragsgespriche konnten im Anschluf an den Workshop bereits in La Plata und Men-
doza stattfinden, und es bleibt zu hoffen, daB diese positiven Ansitze zu einer weiteren Bele-
bung der Deutsch-Argentinischen Wissenschafts- und Industriekooperation fiihren werden.
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Projekt ENV 19: Microbial biocenoses

In situ-Sanierung eines hochgradig mit Kohlenwasserstoffen
kontaminierten Areals in Cerro Dragén, Patagonien, Argentinien

0. H. Puccr, M. A. BAK', S. R. PERESSUTTT', I. KLEIN?, C. HARTIG?, L. WUNSCHE>

'CEIMA - Centro de Estudios e Investigaciones en Micorbiologia Aplicada,
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco, Geronimo Maliquueo 120, 9000
Comodoro Rivadavia, Argentinien

*UFZ - Umweltfoschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, Sektion Umweltmikrobiologie,
Permoserstraie 15, 04318 Leipzig, Deutschland

y = Einleitung

In den Erdélfordergebieten Zentralpatagoniens kénnen durch ortliche Havarien in den Forder-
und Transportsystemen erhebliche Bodenkontaminationen mit Erdél auftreten. Zur Sanierung
der belasteten Flidchen kommen in erster Linie mikrobiologische in situ-Verfahren in Betracht.

Als -‘wesentliche Voraussetzung fiir deren effektive Anwendung ist zu untersuchen, ob dazu
das Selbstreinigungspotential der autochthonen Mikroorganismen ausreicht, ob es méglich ist,
durch kostengiinstige und technologisch mit minimalem Aufwand realisierbare MaBnahmen
die den Kohlenwasserstoffabbau katalysierenden Bakterien selektiv zu fordern, oder ob der
Einsatz einer extern vermehrten Starterkultur mit hohem Abbaupotential Vorteile bietet.

2. Material und Methoden

Untersuchungsgebiet: Als Modellstandort fiir die in situ-Sanierung eines hochgradig mit
Kohlenwasserstoffen kontaminierten Okosystems unter Verwendung einer Starterkultur wurde
ein Areal in einem Erdélfeld in Cerro Dragon, 120 km von der Stadt Comodoro Rivadavia
(Patagonien, Argentinien) entfernt, ausgewihlt. Dieses Areal war nach dem Bruch einer Erd-
6lpipeline extrem mit Rohdl belastet.

Sanierungsmethodik: Die Untersuchungen wurden in zwei Etappen durchgefiihrt:

In der ersten Etappe (August 1995 — Dezember 1996) wurden zunichst Erdol und Bodenma-
trix intensiv mechanisch durchmischt, anschlieBend wurde der Boden mit Wasser und anor-
ganischen Néhrstoffen versorgt und mittels mechanischer Methoden aufgelockert/beliiftet.

In der zweiten Etappe (Beginn Dezember 1996, noch nicht abgeschlossen) wurde ein Teil des

kontaminierten und in der ersten Etappe bearbeiteten Areals in 4 Sektoren mit jeweils 16 m®
unterteilt, die unterschiedlich behandelt wurden:

Sektor I: Zugabe anorganischer Nihrstoffe (Diingung)
Sektor II: Beimpfung mit der Starterkultur

Sektor III: Zugabe anorganischer Nihrstoffe + Beimpfung
Sektor I'V: Kontrolle (ohne Diingung und Beimpfung)

Als anorganische Nihrstoffe wurden Na,HPO,, NH,Cl und KNO; eingesetzt. Bei der Diin-
gung wurden C:P- bzw. C:N- Verhiltnisse von 800:1 bzw. 60:1 aufrechterhalten (DIBBLE und
BARTHA 1979).
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Als Starterkultur wurde der Stamm Dietzia maris CR-053 verwendet, der in Patagonien iso-
liert wurde ( PERESSUTTI et al. diese Zeitschrift). Zur Herstellung des Inokulums wurde ein
mit 0,25 g Hefeextrakt/l angereichertes mineralisches Medium (MBM; Bestandteile in g/l:
NaCl 5; KH,PO, 1; (NH,),SO, 1; MgSO, 0,2; KNO; 3; pH-Wert 7) mit 0,5% Dieseldl als C-
und Energiequelle verwendet. Das beimpfte Kulturmedium wurde in 4 I- GefiBen bei Raum-
temperatur bis zum Erreichen einer Zelldichte von 10” cfu/ml inkubiert.

Probenahme und -bearbeitung: In der ersten Etappe wurden Proben aus dem kontaminierten
Areal und einer nichtkontaminierten Vergleichsfliche entnommen, in der zweiten Etappe
wurden Proben aus den vier Sektoren der Untersuchungsfliche analysiert. Alle Bodenproben
wurden nach einem aleatorischen und systematischen Verfahren gezogen und anschlieBend im
Labor homogenisiert (WEBSTER und OLIVER 1990).

Kohlenwasserstoffanalytik: Die Bodenproben wurden periodisch auf ihren Kohlenwasser-
stoffgehalt untersucht. Dazu wurden sie mit Chloroform extrahiert und anschlieBend die Ge-
samtkohlenwasserstoffgehalte gravimetrisch bestimmt. Zur Beurteilung der Verschiebungen
im Kohlenwasserstoffspektrum wihrend des Sanierungsprozesses wurden die Chloroformex-
trakte an einer Silicagel-Siule (Kieselgel 60, 35 - 70 mesh, Fa. Merck) fraktioniert. Die
Hauptfraktionen Aliphate, Aromaten und Asphaltene wurden sukzessiv mit jeweils ca. 300 ml
Hexan, Benzen und Chloroform/Methanol (1:1 v/v) eluiert. Die Fraktionen wurden in Portio-
nen von 25 ml aufgefangen (insgesamt 33 Teilfraktionen), deren Kohlenwasserstoffgehalt
nach Verdampfung des Losungsmittels gravimetrisch bestimmt wurde (nach DIBBLE und
BARTHA 1979, modifiziert).

Mikrobiologische Analytik: Keimzahlen wurden durch Ausstreichen entsprechend mit physio-
logischer Kochsalzlésung verdiinnter Bodensuspensionen auf festen Nidhrboden ermittelt. Die
Gesamtkeimzahl aerober Bakterien wurde auf R2A-Agar (Zusammensetzung in g/l: Hefeex-
trakt 0,5; Pepton 0,5; Casamino acids 0,5; Glucose 0,5; Stidrke 0,5; Natriumpyruvat 0,3;
K,HPO, 0,3; MgS0,0,5; Agar 12; pH-Wert 7,2), der Gehalt an kohlenwasserstoffabbauenden
Bakterien auf agarverfestigtem MBM-Medium bestimmt. Auf der Oberfliche des MBM-
Agars wurden jeweils 20 pl eines Erdol- Dieselkraftstoff-Gemisches (1:1) verteilt.

Zur Isolierung der Hauptkomponenten der Bakteriozonosen wurden von allen zur Bestim-
mung der Gesamtkeimzahlen angelegten Agarplatten, die zwischen 30 und 300 Kolonien
enthielten, koloniemorphologisch unterscheidbare Stéimme abgeimpft und nach Kolonie- und
Zellmorphologie, Gramverhalten und einem Minimum an physiologisch-biochemischen Daten
(Anwesenheit von Katalase und Oxidase, Nitratreduktion, Wachstum auf Thioglycolat-, SIM-
und OF-Medium; (MACFADIN 1980)) grob klassifiziert. Die taxonomische Zuordnung der
Isolate wurde durch kombinierte Anwendung automatisierter Identifizierungssysteme
(BIOLOG-System: BIOLOG Inc., Hayward, Calif., U.S.A. und Microbial Identification Sy-
stem MIS/SHERLOCK: MIDI Inc., Newark, Del., U.S.A.) unter Einbeziehung diagnostisch
relevanter weiterer Kriterien (z.B. Zellmorphologie, chemische Zusammensetzung der Zell-
wand, physiologisch- biochemische Grundparameter) vorgenommen (WUNSCHE et al. 1997).
Die Struktur und Dynamik der autochthonen Bakteriozonosen wurden sowohl nach den auf
GN- und GP- Mikrotiterplatten des BIOLOG-Systems aufgenommenen Substratverwertungs-
spektren der mit 0,2%iger Na,P,0,-Losung von der Bodenmatrix abgetrennten Bakterien ab-
geschitzt (WUNSCHE et al. 1995) als auch iiber die taxonomische Einordnung der isolierten
und kultivierbaren Hauptkomponenten bestimmt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Ubersicht iiber den Verlauf des Sanierungsprozesses

Die Verdnderungen im Gesamtkohlenwasserstoffgehalt und in der Besiedlungsdichte mit
Bakterien, besonders mit kohlenwasserstoffabbauenden Bakterien, charakterisieren den Ver-
lauf des Sanierungsprozesses iiber den gesamten Untersuchungszeitraum (Abb. 1).
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Abb. 1: Verdnderungen im Gehalt an Kohlenwasserstoffen und kultivierbaren Bakterien wiih-
rend des Sanierungsprozesses (Erlduterungen im Text)

Die erste Sanierungsetappe (August 1995 - Dezember 1996) begann ca. 3 Monate nach der
massiven Roholkontamination (Mai 1995), Nihrsalze und Wasser wurden nur zweimal
(Anfang November 1995) zugefiihrt. Am Ende der Versuchsperiode (nach 16 Monaten Sanie-
rungszeit) wurde eine Abnahme des Kohlenwasserstoffgehaltes des Bodens um ca. 25% fest-
gestellt; in Anbetracht der Linge der Versuchsperiode und der zusitzlichen Kohlenwasser-
stoffverluste durch Verdunstung der lelchtﬂuchtlgen Komponenten des Erdéls eine nur ge-
ringfiigige Verringerung der Kontamination. Uberwiegend wurden in dieser Etappe aliphati-
sche Kohlenwasserstoffe abgebaut, in deutlich geringerem MaBe Aromaten und polare Koh-
lenwasserstoffe oder Asphaltene. Die Besiedlungsdichten mit kultivierbaren aeroben Bakteri-
en (insgesamt) bzw. mit Kohlenwasserstoffabbauern stiegen um ein bis zwei GréBenordnun-
gen an.

Die zweite Etappe begann im Dezember 1996 und ist noch nicht abgeschlossen. Die Verinde-
rungen im Kohlenwasserstoffgehalt und in der mikrobiellen Besiedlungsdichte im beimpften
und gediingten Sektor der Versuchsfliche sind in Abbildung 1 dargestellt. In dieser Etappe
stiegen die bakteriellen Besiedlungsdichten (in der betrachteten Variante) nur noch geringfii-
gig an. Dennoch erhohte sich die Abbaurate erheblich, nach 6 Monaten waren 55% der zu
Anfang dieser Etappe noch nachweisbaren Geamtkohlenwasserstoffe abgebaut. In den iibrigen
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Sektoren wurden deutlich schlechtere Abbauleistungen gefunden (Abb. 2): Im unbeimpften
und nicht gediingten Sektor (Kontrolle) sank der Gesamtkohlenwasserstoffgehalt lediglich um
13%, im gediingten, aber nicht beimpften Sektor um 16% und im beimpften, aber nicht ge-
diingten Sektor um 30%.
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Abb. 2: Abnahme des Gesamtkohlenwasserstoffgehalts (Chloroformextrakt) der Boden in
den vier Versuchsvarianten

Im gesamten Zeitraum des bisher kontrollierten Sanierungsexperiments (August 1995 bis Mai
1997) sank (unter optimierten Bedingungen in der zweiten Etappe) der Gesamtkohlenwasser-
stoffgehalt des Bodens auf ca. 30% des Ausgangswertes. Gegenwirtig wird untersucht, ob
diese Restkonzentration unter den gegebenen Bedingungen weiter reduziert werden kann.

3.2 Abbau der Hauptfraktionen der Erdolkontamination unter optimierten Sanie-
rungsbedingungen

Abbildung 3 zeigt die Verschiebungen in der Zusammensetzung des kontaminierenden Erdols
im Verlauf der Bioremediation unter optimierten Bedingungen (Beimpfung und Diingung).
Die Ergebnisse der fraktionierten Sédulenchromatographie zeigen, da3 im Erd6l zum Zeitpunkt
des Beginns des Sanierungsexperiments aliphatische Kohlenwasserstoffe dominierten. Es ist
deutlich zu erkennen, daB im Verlauf des Sanierungsprozesses im beimpften und gediingten
Sektor der Versuchsfliche die Fraktion der aliphatischen Kohlenwasserstoffe am schnellsten
abgebaut wurde, deutlich langsamer nahmen die Aromatenfraktion und, mit noch geringerer
Rate, die Fraktion der polaren Kohlenwasserstoffe oder Asphaltene, ab. Die unterschiedlichen
Abbauraten fiihrten zu einem nahezu gleichen Anteil der untersuchten drei Hauptfraktionen
am Restkohlenwasserstoffgehalt am (vorldufigen) Ende des Sanierungsprozesses.




Projekt ENV 19: Microbial biocenoses

3,5

3,0 i

A
o \ o 1
ey +A

Nyt YE\
e Vs

x e AT S —

20 25

15

Gramm von Kohlenwasserstoffe Klassen / 100 g
von Boden

30 35
Nummer von Flaschen

L =+=August 1995 =0=Dezember 1996 =x=Febraur 1997 —Mai 1997 ‘

Abb. 3: Abbau unterschiedlicher Kohlenwasserstoff-Fraktionen wihrend des Sanierungspro-
zesses im gediingten und beimpften Boden ( Erlduterung im Text)

33 Entwicklung der autochthonen bakteriellen Biozénose im Verlauf des Sanie-
rungsexperiments

3.3.1 Veriinderungen im Substratverwertungsspektrum der gesamten Bakteriozonose

Die Anzahl der durch die gesamte Biozonose verwertbaren BIOLOG-Substrate stieg in den
ersten vier Monaten der zweiten Sanierungsetappe (Dezember 1996 bis April 1997) in allen
vier Sektoren der Versuchsfliche (einschlieBlich Kontrolle) kontinuierlich an (Abb. 4). Das
weist auf signifikante Anderungen in der Zusammensetzung aller Biozdnosen hin. Der An-
stieg der Zahl der genutzten BIOLOG-Substrate ist durch das Aufkommen von Spezies mit
anderem Substratverwertungsspektrum in den Biozénosen bedingt. Diese Erhohung der taxo-
nomischen Diversitit konnte auf die Verfiigbarkeit verwertbarer Kohlenwasserstoffe in allen
Versuchsvarianten zuriickzufiihren sein.

Nach 4 - 5 Monaten stieg die Anzahl der genutzten BIOLOG-Substrate nicht mehr an. Zu
diesem Zeitpunkt konnten die Biozonosen jedoch bereits 80 - 90% der angebotenen 128
BIOLOG-Substrate verwerten. Damit konnen weitere Veranderungen in der Zusammenset-
zung der Biozonosen nur noch bedingt abgeschiitzt werden. Andererseits ist es durchaus mog-
lich, daB die Entwicklung der Biozonosen stagniert, da der mikrobiologisch zugingliche An-
teil der Erd6lkontamination, der als C-Quelle im Okosystem dient, zu diesem Zeitpunkt
groBtenteils schon abgebaut ist.
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Abb. 4: BIOLOG-Substratverwertungsspektren der gesamten Biozonosen aller Versuchsvari-
anten in Abhingigkeit von der Sanierungszeit

Obwohl sich der Anzahl der genutzten BIOLOG-Substrate in allen Versuchsvarianten deutlich
erhohte, waren die Substratverwertungsspektren der Biozonosen aller Sektoren zum jeweils
gleichen Zeitpunkt untereinander sehr #hnlich. Das zeigt sich in den hohen Ahnlichkeitskoef-
fizienten (Sj zwischen 0,813 und 0,860) beim direkten Vergleich der BIOLOG-
Substratverwert-ungsspektren der Biozonosen, die sich in den drei behandelten Sektoren
entwickelten, mit dem Substratverwertungsspektrum der Biozonose des Kontrollsektors (Tab.
1). Diese Befunde weisen darauf hin, daB sich die taxonomische Zusammensetzung der Bio-
zonosen deutlich, aber in allen Versuchsvarianten in sehr dhnlicher Art und Weise #ndert.
Ursache dafiir konnte wiederum das in allen Varianten gleiche C-Substrat (utilisierbare Koh-
lenwasserstoffe) im jeweiligen Okosystem sein. Die Beimpfung mit der Starterkultur beein-
fluBt das BIOLOG-Substrat-verwertungsspektrum nicht nachweisbar. Dafiir kénnen zwei
Griinde diskutiert werden: Entweder sind in der autochthonen Biozonose bereits Stimme die-
ses Taxons vorhanden oder der Anteil des Inoculums an der Biozonose ist zu gering, um einen
nachweisbaren Beitrag zum Substratverwertungsspektrum der gesamten Biozonose liefern zu
konnen. Am Ende der Versuchsperiode (Probenahme im April 1997) glichen sich auch diese
Differenzen weitgehend aus (S; > 0,900). In Bezug auf die mengenmiiBig dominierenden
Komponenten sollten deshalb alle untersuchten Biozénosen weitgehend dhnlich sein.

3.3.2 Charakterisierung der Bakteriozonosen durch Isolierung und taxonomische
Einordnung ihrer Hauptkomponenten

Die Hinweise zur Struktur und Dynamik der autochthonen Biozonosen, die sich aus der Aus-
wertung der Substratverwertungsspektren ergaben, wurden durch die Ergebnisse der taxono-
mischen Analysen bestitigt. Auf Grund der relativ hohen Besiedlungsdichte und Artenvielfalt
waren erhebliche Verdiinnungen der aus den Bodenproben gewonnenen Mikroorganismen-
suspensionen erforderlich, um Einzelkolonien isolieren zu kénnen. Es konnten daher nur die
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quantitativ dominierenden Hauptkomponenten isoliert werden, die in Konzentrationen von
mindestens 10°-10° cfu/g Boden vorkommen.

Tab. 1: Ahnlichkeit (Jaccard-Index S;) der Substratverwertungsspektren der Biozénosen der
behandelten Sektoren der Versuchsfliche mit dem Substratverwertungsspektrum des

Kontrollsektors
S;, bezogen auf das BIOLOG-Substratverwertungsspektrum der Biozénose der Kontrolle
(Sektor IV)
Datum der Unter- | Dauer der Sanie- | Sektor I (gediingt) Sektor II (beimpft) Sektor III
suchung rung (gediingt+beimpft)
(Monate)

Februar 1997 2 0,8 13 0,817 0,829

Mirz 1997 3 0,845 0,842 0,860

April 1997 4 0,968 0,937 0,936

Die Biozonosen des beimpften/gediingten Bodens und des unbehandelten Kontrollsektors
zeigten zu Beginn des Versuchsabschnitts (Dezember 1997) keine signifikanten Unterschiede:
Gram-positive Arten dominierten eindeutig, die Biozénosen bestanden praktisch ausschlief3-
lich aus Vertretern der Actinomycetales (Gattungen Gordonia, Dietzia, Rhodococcus). Unge-
fahr 10% der Gram-positiven Isolate konnten nicht mit ausreichender Sicherheit identifiziert
werden. Als einziger Vertreter der Gram-negativen Bakterien wurde auf beiden Versuchssek-
toren Alcaligenes xylosooxidans nachgewiesen.

Nach zwei Monaten (Probenahme Februar 1997) wurden deutliche Verinderungen festge-
stellt. Kennzeichnend war das verstirkte Vorkommen Gram-negativer Bakterien in beiden
Bioztnosen. Acinetobacter calcoaceticus und Pseudomonas mendocina wurden im unbehan-
delten Kontrollboden, Pseudomonas stutzeri (in hohen Anteilen an der gesamten Biozonose)
und Pseudomonas fluorescens im gediingten und beimpften Boden gefunden. Zusitzlich zu
den bereits im Dezember 1997 nachgewiesenen Aktinomycetengattungen Gordonia, Dietzia
und Rhodococcus (besonders R. fascians und R. erythropolis) traten weitere Gattungen wie
Arthrobacter (in beiden Flichen), Bacillus im beimpften und gediingten Boden und
Microbacterium in der unbehandelten Kontrolle auf.

3.3.3 Schicksal der Starterkultur Dietzia maris CR-053 im Okosystem

In den Boden Patagoniens ist Dietzia maris als autochthone Art verbreitet und wird sowohl in
erdélkontaminierten als auch in unbelasteten Béden gefunden. Der Stamm CR-053 wurde aus
einer erddlkontaminierten Bodenprobe von einem anderen Olfeld isoliert, der Art Dietzia ma-
ris zugeordnet (PERESSUTTI et al. diese Zeitschrift) und als Starterkultur fiir die dargestellten
Sanierungsexperimente eingesetzt.

Wihrend des Sanierungsprozesses wurden Stimme von Dietzia maris sowohl im beimpf-
ten/gediingten Sektor als auch im unbehandelten Kontrollsektor der Versuchsfliche gefunden.
Von diesen Isolaten wurden die Fettsdureprofile aufgenommen und gepriift, ob mit dieser
Methode eine Differenzierung zwischen der eingebrachten Starterkultur und den autochthonen
Dietzia maris- Stimmen méglich ist. Eine vollige Ubereinstimmung mit dem Fettsidureprofil
der Reinkultur des Stammes CR-053 wurde nur bei Isolaten aus dem beimpften/gediingten
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Sektor bei Probenahme im Februar 1997 gefunden. Alle anderen Isolate, die im Dezember
1996 und im Februar 1997 aus Bodenproben vom beimpften/gediingten Sektor und vom
Kontrollsektor gewonnen wurden und zur Art Dietzia maris (oder zu den nahe verwandten
Gattungen Gordonia oder Rhodococcus) gehoren, zeigten mehr oder weniger deutlich abwei-
chende Fettsdureprofile. Der Befund, daB Dietzia maris CR-053 mit dieser Methode direkt
nach der Beimpfung (Probenahme Dezember 1996) im Okosystem nicht nachweisbar war,

konnte auf den zu geringen Anteil (< 1%) des Inokulums (Animpfdichte ca. 10° cfu/g Boden)
an der Gesamtbiozonose zuriickgefiihrt werden. In den folgenden zwei Monaten fand héchst-
wahrscheinlich eine Vermehrung des Inokulums statt, die Konzentration betrug bei der Probe-

nahme im Februar 1997 10° cfu/g Boden (ca. 10% der Gesamtbiozdnose) und lag damit im
Nachweisbereich der Methode der Kolonievereinzelung iiber Verdiinnungsreihen auf Agar-
platten. Ob die unter Standardbedingungen aufgenommenen Fettsiureprofile tatsichlich zur
Stammdifferenzierung verwendet werden konnen, muB in weiterfiihrenden Untersuchungen
geklirt und abgesichert werden.

Erste Analysen der Bakteriozonosen mittels Temperaturgradienten-Gelelektrophorese
(TGGE) lieferten ebenfalls Hinweise darauf, daB die Art Dietzia maris im beimpf-
ten/gediingten Boden und im Kontrollsektor vorhanden ist (Anwesenheit der entsprechenden
Bande im Gel). Eine Differenzierung auf Stammniveau ist mit dieser Methode nicht méglich.

4. Zusammenfassung

Die in situ-Sanierung eines hochgradig mit Erdol kontaminierten semiariden Bodens in Zen-
tralpatagonien wurde unter optimierten Bedingungen erfolgreich durchgefiihrt. Das Beimpfen
mit einer Starterkultur mit hohem Abbaupotential fiir ein breites Kohlenwasserstoff-Spektrum
in Kombination mit der Zugabe anorganischer Nzhrstoffe beschleunigte signifikant den Sanie-
rungsprozeB.

Unter optimierten Bedingungen wurden 66% der im Boden nachweisbaren Kohlenwasserstof-
fe abgebaut. Alle untersuchten Fraktionen der Erdolkontamination (Aliphate, Aromaten und
Asphaltene) wurden abgebaut, allerdings mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten. Daraus
resultierten erhebliche Unterschiede in der Zusammensetzung der im Boden verbliebenen
Restkohlenwasserstoffe, verglichen mit dem kontaminierendem Erddl. Aliphate, Aromaten
und Asphaltene bildeten mit etwa gleichen Anteilen diesen Restkohlenwasserstoffgehalt.

Die Zusammensetzung der autochthonen Biozonosen verinderten sich im Verlauf des Sanie-
rungsprozesses in allen Versuchsvarianten (einschlieBlich Kontrolle) signifikant und kontinu-
ierlich, jedoch in #hnlicher Richtung. Deshalb waren zwischen den Biozonosen aller Ver-
suchsvarianten zum jeweils gleichen Zeitpunkt nur geringfiigige Unterschiede festzustellen.

Sowohl nach dem festgestellten Sanierungseffekt als auch nach dem direkten Nachweis iiber
eine Re-Isolation hatte sich die Starterkultur Dietzia maris CR-053 im Okosystem etabliert.
Eine Differenzierung zwischen Starterkultur und autochthonen Stdmmen von Dietzia maris
konnte iiber die Aufnahme von Fettsdureprofilen der Isolate unter standardisierten Bedingun-
gen moglich sein.
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1. Einleitung

Die Erdolindustrie, 6konomische Grundlage Zentralpatagoniens (Argentinien), verursacht
immer wieder Umweltkontaminationen mit Kohlenwasserstoffen. Die mikrobiologische in
situ-Sanierung ist eine aussichtsreiche Technologie zur Dekontamination derartiger belasteter
Okosysteme. Eine Variante besteht darin, daB die autochthonen kohlenwasserstoffabbauenden
Bakterien durch Zugabe von Substanzen, die essentiell fiir ihre Entwicklung sind, gefordert
werden (BOGART und HEMMINGSEN 1992, CATALO und PORTIER 1992). Mikrobiologische in
situ Sanierungsverfahren kénnen aber auch den Einsatz extern vermehrter autochthoner Bak-
terien mit einem weiten Potential zum Kohlenwasserstoffabbau (Starterkulturen) einschlieBen,
wodurch eine Erhohung des biokatalytischen Potentials und damit eine Beschleunigung des
Abbaus erreicht werden kann. Die Effektivitdt des Einsatzes von Starterkulturen in natiirli-
chen Gkosystemen hingt von zahlreichen Faktoren ab, z.B. genetische Stabilitit, Beibehal-
tung hoher Vitalitit wihrend der Lagerung des Inokulums, hohe enzymatische Aktivitit und
ausreichende Wachstumsraten im Okosystem, Konkurrenzfahigkeit mit den autochthonen
Mikroorganismen; dariiber hinaus diirfen die Starterkulturen keine toxischen Metabolite pro-
duzieren und selbst nicht pathogen sein (GOLDSTEIN et al. 1985, LEAHY und COLWELL 1990).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung eines Bakterienstammes, der als Ino-
kulum fiir eine in situ-Sanierung eines mit Rohdl kontaminierten Areals verwendet wurde.
Dieser Mikroorganismus (Stamm 053) wurde aus einer Bodenprobe von einer anderen, eben-
falls mit Rohdl kontaminierten Flidche, 30 km von Comodoro Rivadavia (Patagonien, Argen-
tinien) entfernt, isoliert.

2. Ergebnisse und Diskussion

Taxonomische Einordnung: Zur Identifizierung des Stammes 053 wurden folgende Kriterien

herangezogen:

— Zell- und Koloniemorphologie

— Gramverhalten

— Vorkommen von Diaminopimelinsduren und taxonomisch relevanter Zucker im Gesamt-
zellhydrolysat

— G + C- Gehalt der DNA

— Substratverwertungsspektrum (Automated Microbial Ident. System, Fa. BIOLOG, U.S.A.)

— Fettsdureprofil (Microbial Identification System MIS, Fa. MIDI, U.S.A.)
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Der Stamm 053 bildet auf festen Ndhrmedien charakteristisch orange-rétlich gefirbte Koloni-
en. Unter dem Lichtmikroskop werden kokkoide Zellen und unregelmiBige Stibchen beob-
achtet. Stamm 053 ist Gram-positiv, der GC-Gehalt der DNA liegt bei 70,5 mol%.

In der Zellwand (Totalzellhydrolysat) wurden DL-

Tab. 1: Fettsiurenzusammen- Diaminopimelinséure, als diagnostisch relevante Zucker
setzung, Stamm CRO053 (G.C.) Arabinose und Galactose nachgewiesen. Die gaschroma-
tographische Fettsdureanalyse (Tab. 1) ergab, daB die
Fettsiuren % Bakterienzellen hauptsédchlich unverzweigte Fettsduren
14:0 0.53 mit Kettenldngen von 14 bis 20 C- Atomen enthielten.
15:0 6.53 Die identifizierte Hauptkomponente war jedoch Olsiure
16:1 w7¢/15 iso 20H 1.17 (18:1 w9c =29,2% des Gesamtfettsiuregehaltes), dane-
171163 = ng ben wurde aber auch die fir Rhodococcus
'17:0 10j78 (einschlieBlich Dietzia) typische Tuberculostearinsdure
17:0 10 Methyl 119 (10Me18:0 = 5,2%) nachgewiesen. Das unter Standard-
18:1 woe 9024 bedingungen aufgenommene Fettsdureprofil entspricht
18:0 14.29 mit einer Ahnlichkeit von 0,481 dem in der MIS-
18:0 10 Meyhyl TBSA 5.16 Datenbank gespeicherten Profil der Art Dietzia maris.
19:0 2.34 Die gleiche Artzugehérigkeit wurde mit dem BIOLOG-
20:1 w9c 0.90

System (35 der 95 auf der GP-Platte angebotenen
Substrate konnten utilisiert werden) und einer Wahr-
scheinlichkeit von 0,656 ermittelt.

Die mit unterschiedlichen Methoden erzielten Identifizierungsergebnisse weisen aus, daB der
Stamm 053 der Art Dietzia (frither Rhodococcus) maris zuzuordnen ist.

Abbau von Kohlenwasserstoffen: In Screeningtests wurde die Kapazitit des Stammes 053
zum Kohlenwasserstoffabbau (Nutzung definierter Aliphaten, Aromaten und Asphalthene
sowie verschiedener technischer Gemische als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle) be-
stimmt. Der Stamm 053 besitzt ein weites Kohlenwasserstoff-Verwertungsspektrum, 90% der
angebotenen Substanzen konnten als Wachstumssubstrate genutzt werden. In Weiterfiihrung
der Untersuchungen wird auf die Anwesenheit von Plasmiden gepriift, die am Kohlenwasser-
stoffabbau beteiligt sind.

Wachstum unter suboptimalen Bedingungen: Um die Eignung des Stammes zum Einsatz in
semi-ariden Boden abzuschitzen, wurden Untersuchungen unter suboptimalen Bedingungen
(geringer Wasser- bzw. Nahrstoffgehalt der Boden) durchgefiihrt. Erste vorldufige Ergebnisse
deuten darauf hin, da8 der Stamm 053 eine erhhte Resistenz gegen Austrocknung aufweisen
und auch unter unbalanciertem Nihrstoffangebot wachsen konnte.

15:0 iso 20H/16:1w7¢c 1 g
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L Einleitung

Comodoro Rivadavia ist eine Stadt, die am Strand des Golfes San Jorge (Patagonien, Argen-
tinien) liegt. An zwei Orten an der Stadtperipherie werden seit 70 Jahren Verladearbeiten von
Rohdl bzw. Entladearbeiten von destillierten Erdolprodukten durchgefiihrt. Auf Grund kleine-
rer Olunfille, die recht hiufig vorkommen, ergibt sich eine chronische Kontamination dieser
Orte.

Der biologische Abbau von Kohlenwasserstoffen kann das Resultat des Katabolismus einzel-
ner, definierter Mikroorganismen oder das Ergebnis des synergistischen Katabolismus ver-
schiedener Komponenten einer Biozonose sein. In der Literatur wird das gehiufte Auftreten
von Plasmid-DNA in kohlenwasserstoffkontaminierten Okosystemen beschrieben (LEAHY et
al. 1990, HADA und SIZEMORE 1981). Das Interesse am Nachweis von Plasmiden in kohlen-
wasserstoffabbauenden Bakterien ist in den relevanten spezifischen Fihigkeiten begriindet,
die auf der Plasmid-DNA codiert sind (VAN BEILEN et al. 1994, RAMOS GONZALES et al. 1991,
FOSTER 1983, LENNON und DE CICcCcO 1991, HADA und SIZEMORE 1991).

Nach der langjihrigen Einwirkung der Kohlenwasserstoffkontamination an den untersuchten
Standorten ist anzunehmen, daf sich dieser Selektionsdruck ausgewirkt hat. Es sollte daher
moglich sein, Stimme mit erhohter Abbaukapazitit zu isolieren. Diese Fihigkeit ist mogli-
cherweise mit der Anwesenheit von Plasmiden verkniipft. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es,
die Héufigkeit von Plasmiden in kohlenwasserstoffabbauenden marinen Bakterien zu bestim-
men und Korrelationen mit dem ProzeB der natiirlich ablaufenden Bioremediation in chro-
nisch kontaminierten Gebieten nachzuweisen.

2. Material und Methoden

Probenahmeorte: Die Proben wurden an zwei chronisch kontaminierten Standorten gezogen,
an denen Rohél verladen bzw. Erdoldestillate entladen werden. Diese Orte sind 30 bzw. 3 km
vom Zentrum der Stadt Comodoro Rivadavia entfernt.

Probenahme: An jedem Probenahmeort wurden zwei unterschiedliche Proben gezogen: Ober-
flaichenwasser aus dem Meer wurde mit einem sterilen 1,51 -Plastikprobenehmer, Sediment
mit einem sterilen Spatel entnommen und in sterile Kolben iiberfiihrt. In allen Fillen wurden
die Proben sofort in das Labor transportiert.

Kulturmedien (VENKATESWARAN et al. 1993): Zur Bakterienisolierung wurde Medium nach
Bushnell-Haas verwendet: MgCl, 0,3 g, CaCl, 0,02 g, KH,PO, 1 g, NH,NO; 1 g, FeCl;
(30%) 2 Tropfen, NaCl 20 g, destilliertes Wasser auf 1 1. Zur Analyse der Plasmide wurden
die Mikroorganismen auf LB Medium unter Zusatz von 1% Diesel6l bzw. eines entsprechen-
den Antibiotikums kultiviert.
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Kultivierungs- und Isolierungsmethoden (VENKATESWARAN et al. 1993, VENKATESWARAN
und TANAKA 1995): Die Proben wurden in 1 1-Kolben, die 0,5 1 Bushnell-Haas-Medium zu-
ziiglich 1% Rohol-Dieselol-Gemisch enthielten, bei Zimmertemperatur und unter Begasung
mit steriler Luft fiir 30 Tage kultiviert. Die Konzentrationen an Phosphor und Stickstoff wur-
den zu Beginn und wihrend des Experimentes mit der Molybdédnblau- bzw. Indophenolme-
thode bestimmt. Machte sich eine Erginzung erforderlich, wurde Phosphor als 4%ige sterile
Losung eines Gemisches aus Mono- und Dihydrogenphosphat, Stickstoff als 40%ige sterile
Ammoniumchloridlésung zudosiert. Am 3., 14. und 30. Tag der Inkubation wurden aus den
Kolben Subproben gezogen und auf Petrischalen mit Bushnell-Haas-Agar, angereichert mit
0,05 g/l Hefeextrakt, 0,25 g/l Pepton und 0,15 g/l Fleischextrakt, ausgestrichen.

Identifizierung der Isolate: Zu einer Grobidentifizierung wurden die Identifizierungssysteme
API 20NE und/oder API 20E verwendet.

Wachstum der Isolate auf Kohlenwasserstoffen: Bushnell-Haas-Medium, das 1% Kohlenwas-
serstoffgemische (im Fall des Benzen-Toluen-Xylen-Gemisches nur 0,1% ) enthielt, wurde
mit Zellmaterial der Reinkulturen beimpft und bei Zimmertemperatur unter zeitweiligem Riih-
ren inkubiert. Das Wachstum wurde iiber Triibungsmessungen zwischen dem 2. und 15. Tag
nach der Beimpfung beurteilt.

Plasmidisolierung (AUSUBEL et al. 1987): Plasmide wurden mit einer modifizierten Methode
nach (BIRNBOIM und DoLY 1979) isoliert.

DNA-Elektrophorese (AUSUBEL et al. 1987): Die DNA wurde unter Verwendung von 6%igen
Agarose-Gelen und 0,5x TBE-Puffer aufgetrennt. Nach abgeschlossener Trennung wurden die
Gele mit Ethidiumbromidlésung (10 pg/ml) abgefirbt und im Transilluminator im UV-Licht
ausgewertet.

Bestimmung der Plasmidgrofe: Die PlasmidgréBen wurden einer logarithmischen Kurve
(MolekiilgroBe versus Beweglichkeit) entnommen. Als Referenzmarker wurden das Plasmid
pWWO (aus Pseudomonas spec.) und das Plasmid pRF30 (aus E. coli 10061) verwendet.

3. Ergebnisse und Diskussion

Mit der beschriebenen Isolierungsmethodik wurden insgesamt 23 morphologisch unterscheid-
bare Kolonien erhalten. Das Kulturmedium, das mit Pepton, Hefe- und Fleischextrakt supp-
lementiert war, ergab nur winzige Kolonien, wodurch eine bessere Differenzierung bei ihrer
Isolierung ermoglicht wurde. Bei der ersten Isolierung (Kultivierungszeit 3 Tage) wurden 8
Stamme, am 14.Tag 7 Stdémme und am 30. Tag 8 Stiimme gewonnen.

Entsprechend den gemessenen aktuellen Nihrstoffkonzentrationen bei Kultivierung der Isola-
te in Fliissigkultur wurden die notwendigen Mengen N und P nachdosiert. Zu Versuchsbeginn
enthielt das Medium 175 ppm Stickstoff und 465 ppm Phosphor, nach 10 Kultivierungstagen
wurden Konzentrationen von 190 ppm Phosphor und 5 ppm Ammonium gemessen. Eine
Nachdosierung von Phosphat war nicht erforderlich, da die aktuelle Konzentration ausrei-
chend war. Im Fall von Ammonium wurde eine sehr ausgeprigte Abnahme beobachtet. Es
war deshalb notwendig, Ammonium nachzufiittern.

Die Ergebnisse der Experimente zur Bestimmung des Wachstums der Isolate auf verschiede-
nen, technologisch bedeutsamen Kohlenwasserstoffgemischen, zu ihrer taxonomischen Zu-
ordnung und zum Nachweis der Plasmide sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Mit den Iden-
tifizierungssystemen API 20NE und/oder API 20E konnten 11 der 23 Isolate einem Taxon
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zugeordnet werden. Die Wachstumsreaktionen auf Kohlenwasserstoffgemischen zeigten, daB
eine groBe Zahl der isolierten Bakterien (18 von 23) in der Lage ist, auf drei oder mehr der
angebotenen Kohlenwasserstoffgemische zu wachsen, 6 der 23 Stimme wuchsen auf 5 oder
mehr verschiedenen Gemischen. 5 Stimme wuchsen auf der 0,1%igen BTX-Mischung, zwei
davon enthielten einzigartige Plasmide. Die Isolierung der Plasmide wurde in allen Fillen in
duplo durchgefiihrt. Es wurde nachgewiesen, daB 11 der 23 Isolate Plasmide enthalten, im
allgemeinen groBe Plasmide und, mit Ausnahme des Stammes 402, nur jeweils ein Plasmid.
Die Grofen der Plasmide sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tab. 1: Kohlenwasserstoffverwertung, taxonomische Zuordnung und Plasmidgehalt von 23
Isolaten aus marinen Sedimenten

Stamm | Rohdl | Dieselsl | Kerosin | Benzin | Schmiersl | BTX! Identifizierung Plasmide
) (Anzahl)
201 + + + + + - 0
202 + + - - + - 0
203 + + - + + + Aeromonas salmonicida 0
204 + + + - + + Alcalcaligenes faecalis 0
205 + + - - + - 0
206 + + + - + - 0
200 | D + : : : : 0
208 + + + - - 3 0
301 - - - - - - Pseudomonas picketti 0
302 + + + - + - Achromobacter CDC gr VD 0
303 ++ ++ + + ++ + 0
304 | + + + i + D Achr. CDC gr VD 1
305 ++ + + - + + Pseudomonas picketti 1
306 ++ + + - + + Pseudomonas stutzeri 1
307 - + - + : 2 1
401 + + + - + - 1
402 - + + + = - 2
403 - + & : - D 1
404 + = + + - - 1
405 + + + + - I Achromobacter CDC gr VD 1
406 + + + + + D Pseudomonas sp. 1
407 + + + + - - Moraxella Phenylpyruvica 1
408 + + + - + - Achromobacter CDC gr VD 0

WBTX = Benzol + Toluol + Xylol
D= kein eindeutiges Wachstum

Um die GroBe der Plasmide mit der Funktion korrelieren zu konnen, miissen neben dem
Nachweis der Nutzung einzelner Kohlenwasserstoffe als Wachstumssubstrat auch Antibioti-
ka- und Schwermetallresistenzen herangezogen werden. Die geplanten weiteren Arbeiten um-
fassen daher die Restriktionsanalyse der isolierten Plasmide und die Ermittlung von Korrela-
tionen mit Antibiotika- und Schwermetallresistenzen sowie mit der Nutzung einzelner Koh-
lenwasserstoffe als C-Quelle. Ausgehend vom Potential der untersuchten Stimme wird eine
Mikrokosmosstudie durchgefiihrt werden.
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Tab. 2: GroBe der Plasmide

Stamm Grofe (Kb)
304 158
305 199
306 223
307 223 und 7
401 223
402 223
403 223
404 223
405 223
406 223
407 223
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Biologische Behandlung mineralolkontaminierter Schléimme

A.NOKE, R. A. v. KoLCcZYNSKI, R. A. MULLER, U.STOTTMEISTER

UFZ - Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, Sektion Sanierungsforschung,
Permoserstr. 15, 04318 Leipzig, Deutschland

1. Einleitung

Mineral6lkontaminationen von Boden, Grund- und Oberfldchenwasser sind ein globales Um-
weltproblem. In allen Bereichen, wo Mineralole und deren Produkte verarbeitet und verwen-
det werden, kann es durch Leckagen, Havarien, Reinigungsprozesse o.4. zu Kontaminationen
kommen. Sie treten z.B. auch in groem Umfang im Proze der Erdolférderung und
-verarbeitung auf.

Das Kooperationsprojekt ENV 21 zwischen der Universidad Nacional de Cuyo in Mendoza
und dem UFZ Leipzig hat die Beantwortung wissenschaftlicher und technologischer Fragestel-
lungen zur intensiven Behandlung von mineraldl-kontaminierten Béden und Schlimmen zum
Inhalt.

Im Umweltbiotechnologischen Zentrum (UbZ) des UFZ wurden in diesem Zusammenhang
Untersuchungen zur Behandlung von bei der Erdolforderung anfallenden Bohrspiilschlimmen
unternommen. Diese Schlimme bestehen grofBtenteils aus einer sehr feinkdrnigen Ton- bzw.
Bentonitmatrix und sind aufgrund der geringen Durchldssigkeit und der daraus folgenden Be-
hinderung des Sauerstoff- und Nahrstofftransportes in herkémmlichen Mietenverfahren ohne
erhebliche Zugabe strukturbildender Zusitze nicht sanierbar. Als biologische Alternative zur
Deponierung oder thermischen Behandlung kommt jedoch das Suspensionsverfahren im Bio-
reaktor in Betracht.

Der Einsatz eines Reaktorverfahrens bietet folgende Vorteile (KNORR und v. SCHELL 1997):
Durch die permanente Durchmischung des Materials wird die Bioverfiigbarkeit erhoht und ein
hoher Sauerstoffeintrag gewéhrt. Dies fiihrt zu relativ kurzen Behandlungszeiten. Des Weite-
ren konnen wichtige ProzeBparameter durch Kontroll- und Steuerungsméglichkeiten optimiert
werden. Das Material ist nach erfolgter Sanierung biologisch aktiv und kann gegebenenfalls
wieder eingebaut werden.

2. Material und Methoden

2.1 Charakterisierung der Bohrspiilung

Das fiir verschiedene Abbautests verwendete Material stammte von einem ehemaligen Erddl-
fordergelinde. Der Mineralolgehalt der untersuchten Probe betrug nach DIN 38409 HI18 ca.
19000 mg/kg TS.

Das Material war hinsichtlich seiner Korngrofenverteilung nach DIN 4220 der Bodenart
,Lehmiger Schluff* zuzuordnen. Der Feinkornanteil (<63 pm) betrug ca. 80 Masseprozent.

Den Hauptanteil des Feststoffes in Spiilmitteln fiir Tiefenbohrungen stellen Bentonite. Diese
gehoren zu den Tonmineralen und weisen eine starke Quellfidhigkeit, sowie ein starkes Ad-
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sorptionsvermogen sowohl fiir organische Verbindungen als auch fiir Nihrstoffionen, insbe-
sondere fiir Phosphat, auf (SCHEFFER und SCHACHTSCHNABEL 1992).

Dementsprechend ergab die Analyse der Bohrschlammprobe eine hohe Adsorptionskapazitit
fiir die Nihrstoffionen PO,> und NH,*. Nach Einstellung des Adsorptions- Desorptions-
gleichgewichtes wurde fiir Phosphat eine Adsorption von ca. 3 g/lkg TS und fiir Ammonium
von 0,6 g/kg TS beobachtet.

Die Ionenchromatographie (nach DIN 38405, Teil 20) des Wasseraufschlusses (nach DIN
38414 S4) zeigte, daB der Bohrschlamm eine hohe Konzentration an Chloridionen enthielt
(ca. 12000 mg/kg TS). Hohe Gehalte an Schwefel (5600 mg/kg TS) und Eisen (40000 mg/kg
TS) wurden mittels Atomemissionsspektroskopie (DIN 38406, Teil 22) des Kénigswasserauf-
schlusses (DIN 38414, Teil 7) ermittelt.

Des weiteren war der Schlamm anoxisch. Zu Beginn der Beliiftung wurde eine sehr starke
Sauerstoffzehrung beobachtet, die vermutlich mit einer chemischen Aufoxidierung von Eisen-
sulfid zu dreiwertigem Eisen verbunden war.

2.2 Airliftreaktoren

Fiir die hier beschriebenen Technikumsversuche kamen zwei verschiedene Typen von Airlif-
treaktoren zum Einsatz:

Rein pneumatisch betriebene Glasreaktoren mit einem Arbeitsvolumen von 4,51 (Jenaer
Glas), zentralem Innenleitrohr und innerem Umwurf. Die Begasung erfolgt bei dieser
Bauform durch einen Beliiftungsring am Reaktorboden.

651 Airliftreaktor aus Edelstahl (Biolift® Reactor, Fa. Eimco). Die Begasung erfolgt durch
eine Diise am Reaktorboden in das zentrale Innenleitrohr. Dadurch kommt es zu einem #uBe-
ren Umwurf des Reaktormediums. Zum intensiven Sauerstoffeintrag stehen zusitzlich vier
Diffusoren am Boden des Reaktors zur Verfiigung. Der hier zugefiihrte Luft-Volumenstrom
kann unabhéngig vom Airlift iiber SchwebekorperdurchfluBmesser geregelt werden. Unter
den Diffusoren befindet sich zudem ein Kréhlwerk, das unabhingig von der Begasung zuge-
schaltet werden kann und zur Vermeidung des Absetzens von Partikeln aus der Suspension
dient. Grobere Bodenbestandteile werden so dem zentralen Leitrohr zugefiihrt und im Auf-
strom mitgerissen und resuspendiert. Im oberen Teil des Reaktors befindet sich zudem ein
mechanischer Schaumzerstorer.

2.3 ProzeBfiihrung und on-line Messung der ProzeBparameter

Bei beiden Reaktortypen wird iiber SchwebekérperdurchfluBmesser ein definierter Volumen-
strom der Begasungsluft eingestellt. Bei den 4,51 Glasreaktoren betrug dieser 600 I/h. Bei
dem 65 1 Edelstahlreaktor wurde in den Zuleitungen zu den Diffusoren und zur zentralen Be-
gasungsdiise am Reaktorboden jeweils ein Volumenstrom von 20 I/min eingestellt, so daB die
Begasung insgesamt mit 40 1/min erfolgte.

Die Temperierung des Reaktorinhalts auf 30°C wurde bei allen Reaktorversuchen iiber einen
Doppelmantel gewihrleistet. Ein Schlangenkiihler im Abluftstrom verhinderte einen Fliissig-
keitsverlust. Das Kondensat wurde dem Reaktor wieder zugefiihrt.

Als ProzeBparameter wurden im Reaktor der Geldst-Sauerstoff, der pH-Wert, die Temperatur
und das Redoxpotential on-line iiberwacht.
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Der pH-Wert wurde zur ProzeBkontrolle mittels einer pH-Elektrode (405-DPAS-SC-K8S/200
Kombinations-pH-Elektrode, Fa. Mettler Toledo) gemessen und iiber den Transmitter (pH-
Transmitter 2500, Fa. Mettler Toledo) angezeigt. Der ProzeR wurde ohne pH-Regulierung
gefahren, da Werte im physiologischen Bereich von 6,5 - 8,6 pH gemessen wurden.

Das Redoxpotential der Schlimme wurde im ProzeB mit einer Redoxelektrode (Pt 80b-S8/120
Metallelektrode, Fa. Mettler Toledo) gemessen.

Zur Messung des Geldst-Sauerstoffs kam ein O,-Sensor (12/120T-Type, Fa. Mettler Toledo)
zum Einsatz, der mit einem O, Transmitter (O, Transmitter 4500, Fa. Mettler Toledo) ver-
bunden war und gleichzeitig das Ablesen der Probentemperatur erméglichte.

24 Durchfiihrung der Reaktorexperimente

Fiir die Abbautests wurde ein Mineralsalzmedium ohne Kohlenstoffquelle mit Phosphat in
Form von K;HPO, und Ammonium in Form von NH,Cl eingesetzt. Die Bestimmung der
Nihrstoffe (Phosphat, Ammonium, Nitrat, Nitrit) erfolgte téiglich. Gegebenenfalls wurden
Ammonium und Phosphat nachdosiert, so daB in der wiBrigen Phase frei verfiigbare Nihrstof-
fe in Form von Ammonium und Phosphat nachweisbar waren. Eine Nihrsalzlimitation be-
ziiglich dieser Komponenten wurde durch diese MaBnahme weitgehend ausgeschlossen. Zur
Kontrolle des Mineral6labbaus wurden tidglich Proben fiir die H18-Analyse genommen und
bis zur Analyse bei -16°C gelagert. Die Bestimmung der KBE erfolgte im Abstand von 1 bis 3
Tagen.

Versuche in 4,5 1 Airliftreaktoren

Zur Untersuchung des Abbaus der Mineraldlkohlenwasserstoffe in Bohrspiilungen wurden
zwei 4,5 1 Airliftreaktoren mit unterschiedlichen Feststoffgehalten betrieben:

— Reaktor 1, 20% Feststoffgehalt
— Reaktor 2, 30% Feststoffgehalt

Fiir diese Ansétze wurde der Ausgangsschlamm (Trockensubstanzgehalt 60%) mit Leitungs-
wasser auf den entsprechenden Feststoffgehalt eingestellt, nachdem darin die benétigten
Nihrsalze gelost worden waren.

Nach einer Anzuchtperiode von 7 Tagen erfolgte das erste feeding mit unbehandeltem
Schlamm im Verhiltnis 1:2 und nach 13 Tagen das zweite feeding im Verhiltnis 1:4 (d.h. drei
von vier Teilen des Reaktorinhaltes wurden gegen unbehandelten Schlamm ausgetauscht).

Versuch im 65 1 Airliftreaktor

Der Versuch im halbtechnischen MaBstab wurde mit 651 Schlamm des Trockensubstanzge-
haltes von 30% durchgefiihrt.

Bei diesem Versuch erfolgte die erste Nihrstoffzugabe erst nach der Phase der Aufoxidierung
des Schlammes und weitere Zugaben in Abhéngigkeit der ermittelten Nihrstoffkonzentratio-
nen im Zentrifugat der Proben. Der Versuch muBte nach 6 Tagen aufgrund starker Schaum-
bildung abgebrochen werden.
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25  Analytik

Quantitative Bestimmung der MKW in den Schlammproben
Die Bestimmung der MKW erfolgte in Anlehnung an die DIN 38409 H18.

Fiir die Untersuchung wurde 1 g gefriergetrocknete Probe in einen 250 ml Erlenmeyerkolben
eingewogen. Nach Zugabe von 50 ml Freon (1,1,2-Trichlortrifluorethan) wurden die Proben
durch Schiitteln im Schiittelschrank (Multitron, Fa. Infors) fiir 30 Minuten bei 25°C und
130 U/min extrahiert. Im Anschluf§ daran erfolgte eine Filtration des Eluats iiber Faltenfilter
(Whatman 113V, No 1213185) in eine geschlossene mit 8 g Aluminiumoxid gefiillte Chroma-
tographieséule. Die Proben wurden anschlieBend in 1 cm Quarzkiivetten bei einer Wellenzahl
3080 bis 2700 cm™ im FT IR-Spektrometer (FTIR 8000, Fa. Shimadzu) vermessen.

Untersuchung der organischen Verbindungen in der Reaktorabluft

Die Reaktorabluft wurde auf ihren Gehalt an leicht fliichtigen Kohlenwasserstoffen unter-
sucht. Dazu wurde mittels eines Gasprobennehmers (GS 312, Fa. DESAGA) zu verschiede-
nen Zeiten des Reaktorversuches ein definierter Abluft-Teilstrom durch je ein Aktivkoh-
lerShrchen (Typ G, Fa. Driger) gesaugt. Die beladenen Aktivkohlershrchen mit den dazuge-
horigen Kontrollschichten wurden mit 5 ml Schwefelkohlenstoff in einem gasdicht verschlos-
senen Glasrohrchen durch 10 min Ultraschallbehandlung extrahiert und der gewonnene Ex-
trakt durch einen 0,45 uym Nalgene-Spritzenvorsatz filtriert. Die so gewonnenen Extrakte
wurden gaschromatographisch analysiert.

Die Analyse mittels GC erfolgte unter folgenden Bedingungen:

— GC Perkin Elmer mit Autosampler

— fused silica Kapillarsdule DMS, 50 m * 0,32 mm, Filmdicke 1um

— S/SL Injektor, Splitverhiltnis 1:10, 250°C, Injektionsvolumen 2yl

— FID-Detektor 280°C

— Temperaturprogramm: T1: 40°C, 0 min; Rate 2 K/min, T2: 150°C, 2 min

— Trigergas N2 (Reinheit 5.0, Fa. Linde), 14,5 kPa

— FID-Brennergase: synthetische Luft (KW-frei, Fa. Linde), H, (KW-frei, Fa. Linde)

Die Quantifizierung erfolgte nach der Methode des externen Standards unter Verwendung
eines Standardgemisches (Fa. Supelco). Mit dem GC-Programm wurden 49 Komponenten aus
dem Siedebereich C1 (Methanol) bis C13 (Tridecan) erfaBt. Die Konzentrationen an Einzel-
komponenten in den Extrakten wurden summiert und die Konzentration leichtfliichtiger Koh-
lenwasserstoffe in der Reaktorabluft zu den verschiedenen Probenahmezeiten berechnet.
Durch Integration iiber die Zeit des Abbautests konnte die Gesamtmenge der mit der Abluft
den Reaktor verlassenden Kohlenwasserstoffe abgeschitzt werden.

GC-MS Analyse des Hexanextraktes

Um detaillierte Informationen iiber die Zusammensetzung der im Bohrschlamm enthaltenen
MKW zu gewinnen, wurden zu verschiedenen Verweilzeiten dem Airliftreaktor Proben ent-
nommen. 0,5 g der gefriergetrockneten Proben wurden mit 2,5 ml n-Hexan in gasdichten Am-
pullen 15 min im Ultraschall extrahiert und dann 10 min bei 10000 U/min zentrifugiert.
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Die rein qualitative Analyse der Extrakte erfolgte unter folgenden Bedingungen:

— GC HP 5890 series II, MS HP 5971 series (Quadrupol)

— Séule HP-5MS, 30 m « 0,25 mm, Filmdicke 0,25 pm

— Full scan m/z 40...600

— Temperaturprogramm: T1: 60°C, 1 min; Rate 5 K/min, T2: 300°C, 20 min
— Trégergas He, 10 psi

— Injektor 280°C, Injektionsvolumen 1 pl, Transferline 280°C

Mit diesem Analysenprogramm wurden in der unbehandelten Bohrschlammprobe Alkane im
Bereich der MolekiilgroBe von Ci4 bis C40 nachgewiesen.

Trockensubstanzbestimmung der Schlammsuspensionen

Die Trockensubstanz der Schlimme wurde mit der Trockenwaage (Sartorius MA40) mittels
Infrarottrocknung bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz bestimmt.

Nihrstoffbestimmung in den Zentrifugaten der Schléimme

Phosphat, Ammonium, Nitrat und Nitrit wurden mit Analysestibchen (Fa. Merck) im Zentri-
fugat der Schlimme halbquantitativ nachgewiesen.

Koloniezahlbestimmung in den Schlammproben

Die Bestimmung der koloniebildenen Einheiten in den Schlammproben erfolgte durch die
Ausplattierung auf R2A-Agar. 10 ml Schlammprobe wurden mit 90 ml sterilfiltrierter,
0,2%iger Natriumpyrophosphatlosung versetzt. Der Ansatz wurde dann 30 Minuten bei 25°C
und 150 U/min auf dem Schiittler dispergiert. Nach dem 2-5 miniitigen Sedimentieren der
Probe wurde 1 ml des Uberstands steril entnommen. Nach Ansetzen einer Verdiinnungsreihe
mit steriler 0,9%iger Kochsalzlosung wurde 0,1 ml auf R2A-Agar ausplattiert. Es erfolgte
eine Inkubation der Platten fiir 10 Tage bei 20°C. Die Auszihlung erfolgte nach 5, 7 und 10
Tagen Inkubationszeit, wobei der 10 Tagewert als experimentelles Ergebnis gewertet wurde.

3. Ergebnisse durchgefiihrter Abbautests in Airliftreaktoren

Experimentelles Ziel war die Untersuchung der ‘biologischen Sanierbarkeit der mineral6l-
kontaminierten Bohrspiilungen. Hierzu wurden die wesentlichen KenngréBen fiir eine spiétere
Verfahrensentwicklung wie Abbaukinetiken und erreichbare Endkonzentrationen der MKW
bestimmit.

Im 4,51 MaBstab wurde ermittelt, in welchem MaBe sich der Mineral6labbau durch sequen-
cing batch Fahrweise beschleunigen 146t. Ebenso wurde der EinfluB unterschiedlicher Fest-
stoffkonzentrationen und die Handhabbarkeit der ProzeBanalytik untersucht. Das scaling up in
den halbtechnischen MaBstab erfolgte im 65 1 Airliftreaktor.

31 Versuche in 4,5 1 Airliftreaktoren

Die Kinetik des mikrobiellen Abbaus der Mineraldlkontamination in der Bohrschlammprobe
ist in Abbildung 1 dargestelit.
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Nach einer kurzen Adaptationsphase, in der es auch zu einer Aufoxidierung des anoxischen
Bohrschlammes kam, erfolgte eine starke Abnahme der MKW-Konzentration. Nach ca. 140
Stunden Behandlungsdauer kam der AbbauprozeB zum Erliegen. In Ansatz 1 betrug die er-
reichte Abbaueffizienz 82% und in Ansatz 2 77% bei Endkonzentrationen von ca. 3500 bzw.
4500 mg/kg TS.

25000
® Schlammzugabe Schlammzugabe

20000 L2 (1:2) (1:4)
a
20135000
E ®Al1,20% TS
510000 + A A2, 30% TS
=

5000 +
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Abb. 1: Kinetik des MKW-Abbaus. Behandlung von MKW-kontaminierten Bohrspiil-
schlimmen im 4,51 Airliftbioreaktor. Die Pfeile geben den Zeitpunkt des Austau-
sches eines Teils des Reaktorinhaltes gegen unbehandelten Bohrschlamm an

Nach dem ersten feeding im Verhiltnis 1:2 (d.h. Austausch der Hilfte des Reaktorinhaltes
gegen unbehandelten Bohrschlamm des jeweiligen TS-Gehaltes), erfolgte der MKW-Abbau
wesentlich schneller als in der ersten ProzeBphase, so daB die bioverfiigbare C-Quelle bereits
nach weiteren 60 h verbraucht war. Die Endkonzentrationen betrugen bei beiden Ansitzen ca.
2800 mg MKW/kg TS. Die in diesem Zeitraum in A1 und A2 erreichten Abbaueffizienzen
lagen bei 85%, bezogen auf die Ausgangskonzentration des unbehandelten Schlammes von
19500 mg/kg TS.

Am 13. Tag des Versuches erfolgte ein erneutes feeding im Verhéltnis (1:4). Innerhalb von
110 h nach dem zweiten feeding wurden in Ansatz Al 80,5% und in A2 82,5% der MKW-
Ausgangskonzentration metabolisiert, bei jeweiligen Endkonzentrationen von 3800 und
3400 mg/kg TS.

In Abbildung 2 ist die Entwicklung der autochthonen Mikroorganismen in den drei batch-
Zyklen fiir die zwei mit unterschiedlichen Feststoffkonzentrationen betriebenen Reaktoren
dargestellt.

Von Ausgangskonzentrationen im unbehandelten Schlamm um 10° Zellen/g TS steigt die
Zellzahl innerhalb von drei Tagen um mehr als drei Zehperpotenzen. Bei allen drei batch-Zy-
Klen stellten sich Zellzahlen zwischen 10° und 10'° KBE/g TS ein.
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Abb. 2: Entwicklung der KBE (Koloniebildende Einheiten). Behandlung von MKW-
kontami-nierten Bohrspiilschlimmen im 4,5 1 Airliftbioreaktor bei zwei unterschied-
lichen Trockensubstanzgehalten
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Abb. 3: Kinetik des pH-Wertes. Behandlung von MKW-kontaminierten Bohrspiilschl&immen
im 4,5 1 Airliftbioreaktor bei zwei unterschiedlichen Trockensubstanzgehalten

Der pH-Wert wurde wihrend der gesamten Versuchsdauer direkt im ProzeB gemessen und es
erfolgte keine pH-Wertregulierung, da der physiologische pH-Bereich wihrend der gesamten
Versuchszeit nicht iiberschritten wurde. Es ist eine gute Ubereinstimmung in den Kurvenver-
ldufen (sieche Abb. 3) der unterschiedlichen Versuchsansitze beim MKW-Gehalt und pH-Wert
zu erkennen. Nach einem kurzen Anstieg des pH zu Versuchsbeginn, der vermutlich mit der
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Einstellung eines Gleichgewichtszustandes verbunden ist, nimmt der pH-Wert im Verlauf der
Versuchszeit ab und stellt sich dann, nahezu zeitgleich mit dem Ende des mikrobiellen MKW-
Abbaus, auf einen konstanten Wert ein. Die Verringerung des pH ist durch die Bildung orga-
nischer Siuren beim Abbau der Kohlenwasserstoffe und die Aufoxidierung von Ammonium
und Einbau in die Biomasse zu erkliren.

Der pH-Wert hat sich als eine praktikable KenngréBe zur einfachen Kontrolle der MKW-
Metabolisierung erwiesen. Es ist davon auszugehen, daB bei der untersuchten Matrix
pH-Werte von 6,6 bis 6,7 das Erliegen der MKW -Umsetzung kennzeichnen.

Das Redoxpotential (Abb. 4) stieg jeweils zu Beginn der batch-Zyklen sehr stark an und be-
wegte sich innerhalb der ersten 10 h aus dem negativen in den positiven Bereich. Wihrend
dieser Zeit erfolgte die chemische Oxidation des anoxischen Schlammes. Das weitere Anstei-
gen des Redoxpotentials wird in wachsendem MaBe durch biologische Oxidationsprozesse
hervorgerufen, die einhergehen mit der Entwicklung hoher Zellzahlen und dem mikrobiellen
Abbau der Mineral6lkohlenwasserstoffe. Es ist zu erkennen, daB bei den zwei feedings durch
die Zugabe von unbehandeltem anoxischen Schlamm das Redoxpotential sinkt und anschlie-
Bend durch die Sauerstoffzufuhr und damit verbundene Aufoxidation des Materials wieder
ansteigt.

Die Messung des Gel6stsauerstoffs in den verschiedenen Versuchsansitzen erwies sich als
recht problematisch. Die genutzten pO,-Elektroden wurden schnell vom Schlamm ver-
schmutzt und zeigten eine geringe Langzeitstabilitit (groBe Drift) der kalibrierten Werte. Die
MeRergebnisse sind nicht graphisch dargestellt.

Durch die intensive Beliiftung im Airlift ist jedoch davon auszugehen, daB abgesehen von der
Phase der chemischen Aufoxidierung zu Beginn der batch-Zyklen, stets eine ausreichende
Versorgung der Mikroorganismen mit Geldstsauerstoff gewihrleistet war.
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Abb. 4: Kinetik des Redoxpotentials. Behandlung von MKW-kontaminierten Bohrspiil-
schlaimmen im 4,51 Airliftbioreaktor bei zwei unterschiedlichen Trockensubstanzge-
halten
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Die MKW-Eliminationskinetiken sowie der zeitliche Verlauf des pH und des Redoxpotentials
korrelieren fiir beide eingestellte Feststoffgehalte. Da der Reaktorbetrieb bei einem héheren
Feststoffgehalt 6konomisch giinstiger ist, wurde der folgende Versuch mit 30% TS durchge-

3.2 Versuchsansatz im 65 1 Airliftreaktor

Die zuvor erarbeiteten Erkenntnisse sollten auf den halbtechnischen MaBstab iibertragen und
die ProzeBstabilitét untersucht werden. Dazu wurde Bohrspiilung mit 30% Trockensubstanz-
gehalt im 65 1 Edelstahl-Airliftreaktor behandelt.

Nach 142 Stunden muBte der Versuch auf Grund starker Schaumbildung abgebrochen werden.
Zu diesem Zeitpunkt war in der MKW-Abbaukinetik (Abb. 5) noch kein Plateau erreicht. Die
nach H18 nachweisbare MKW-Konzentration betrug gegen Versuchsende 6500 mg/kg TS.
Dies entspricht einem Abbaugrad von 64% bezogen auf die Ausgangskonzentration von
18000 mg/kg TS.

Die Zellzahlen stiegen analog zu den Versuchen in den 4,51 Airliftreaktoren schnell an, er-
reichten nach 48 h Konzentrationen von 10° bis 10™° KBE/g TS und hielten sich dann bei die-
sem Niveau (Ergebnisse nicht graphisch dargestellt).

Auch der pH-Wert verhielt sich wie bei den Versuchen im 4,5 1 MaBstab beobachtet. Er sank
von anfédnglichen Werten um 8,2 auf 6,6 bei Abbruch des Versuches. Es konnte somit auch
hier festgestellt werden, dal der pH-Wert in Abhingigkeit der Verstoffwechselung der Mine-
raldlkohlenwasserstoffe sinkt und als einfacher ProzeBkontrollparameter geeignet ist.
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Abb. 5: Kinetik des Mineralélabbaus in Bohrspiilschlamm bei intensiver Behandlung im 65 1
Airliftreaktor

Die Experimente im halbtechnischen MaBstab sollten einer ersten Schadstoffbilanzierung die-
nen. Dazu wurden der Anteil leicht fliichtiger Kohlenwasserstoffe in der Abluft und die Kon-

zentrationen an MKW im Prozefwasser bestimmt.
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Der Hauptanteil der leichtfliichtigen Komponenten entwich innerhalb der ersten 5 Stunden
nach Beginn des Versuchs, wobei die Ausgasung mit der Zeit exponentiell abnahm. Die Abso-
lutmenge der iiber den Versuchszeitraum von 5 Tagen aus dem Reaktor entwichenen organi-
schen Verbindungen wurde abgeschitzt. Sie betrug ca. 3500 mg und stellt somit, bezogen auf
eine MKW-Ausgangskonzentration von ca. 18000 mg/kg TS, bei einem TS-Gehalt von 30%
und 65 1 Reaktorinhalt, 0,87% der zu Versuchsbeginn enthaltenen Schadstoffmenge dar. Der
Anteil an mit der Reaktorabluft entweichenden Schadstoffkomponenten ist somit fiir die
Schadstoffbilanz vernachlissigbar. Die Verringerung der Schadstoffkonzentration im Ver-
suchsverlauf ist also eindeutig auf eine Verstoffwechselung durch die autochthonen Mikroor-
ganismen zuriickzufiihren.

In der wifrigen Phase konnten nach der H18 Methode zu keinem Zeitpunkt des Versuchs
relevante Mengen an MKW nachgewiesen werden.

Als positiver Nebeneffekt der biologischen Behandlung wurde festgestellt, daB sich das Ab-
setzverhalten der Feinkornpartikel wesentlich verbessert. Nach 6 Stunden Sedimentationszeit
nahm das Schlammvolumen auf 62% ab, so daB durch Abziehen des klaren Uberstandes das
Volumen der weiterzuverwertenden Schlammenge um ca. 40% reduziert werden konnte. Im
Vergleich dazu blieb der unbehandelte Schlamm weiterhin stabil und es konnte auch nach 48
Stunden keine Sedimentation festgestellt werden. Die deutliche Verbesserung der Sedimen-
tierbarkeit des Materials ist einerseits in der Veridnderung der Oberflichenstruktur der Fein-
kornpartikel durch Abldsen der organischen Kontaminanten begriindet. Andererseits fiihrt das
Aufwachsen der Biomasse auf die Tonpartikel zu einer Flockulation und durch die dadurch
hervorgerufene VergroBerung der Partikel zu einer erhdhten Sinkgeschwindigkeit.

4, Diskussion und Ausblick

Bei den Abbauversuchen in den 4,51 Airliftreaktoren wurden reproduzierbar Abbaugrade um
80% bei einer Behandlungsdauer von drei bis vier Tagen erreicht. Die Endkonzentrationen der
MKW lagen bei 2800 bis 4500 mg/kg TS. Bei der Behandlung von dieselslkontaminierten
Bdden erreichten von CROFT et al. (1997) innerhalb von 5 Tagen eine 90%ige Dekontaminati-
on im Slurryreaktor. Bei bereits gealterten Schadensfillen oder aus Bodenwaschanlagen
stammendem Feinkornmaterial werden meist geringere Abbaugrade bei wesentlich lingeren
Behandlungszeiten erreicht (ELIAS und WIESMANN 1995). Der hohe Abbaugrad von 80% ist
darin begriindet, daB die Kontamination trotz mehrjahriger Lagerung der Bohrschlimme als
nicht gealtert anzusehen ist. Die Bohrschlamme wurden direkt nach der Forderung in Erdmul-
den verbracht und auf Grund der geringen Durchlissigkeit der Matrix konnte keine Versor-
gung mit Sauerstoff und Nihrstoffen erfolgen.

Zwischen den Abbaugraden und -kinetiken bei den zwei getesteten Feststoffkonzentrationen
von 20% und 30% wurden keine wesentlichen Unterschiede festgestellt. Aus wirtschaftlichen
Griinden ist daher der hohere Feststoffgehalt fiir den Reaktorbetrieb zu bevorzugen, da so in
gleicher Zeit mehr Material dekontaminiert werden kann.

Die spezifischen Abbauraten in den aktiven Abbauphasen lagen fiir die drei batch-Zyklen bei
2700, 2800 und 1800 mg Kohlenwasserstoffabbau pro kg TS und Tag. Daraus ist zu erkennen,
daf es nur bei der ersten Nachdosierung zu einer Beschleunigung des MKW-Abbaus kam.
Der Reaktionsverlauf nach dem zweiten feeding zeigt keine Erhohung der Abbaugeschwin-
digkeit. Durch die offensichtlich zu spiit erfolgte Nachdosierung war die Biomasse nicht mehr
voll aktiv. Eine schnelle und verlidBliche ProzeBanalytik muB hier Abhilfe schaffen, so daB
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sofort bei Ende des Abbauprozesses ein GroBteil des Reaktorvolumens gegen unbehandelten
Schlamm ausgetauscht werden kann.

Im 651 Airliftreaktor wurde die MKW-Konzentration des Spiilschlammes von einer Aus-
gangskonzentration von ca. 18000 mg/kg TS bis auf 6500 mg/kg TS abgereichert. Die spezifi-
sche Abbaurate betrug dabei ca. 2200 mg/kg TS « d und ist somit vergleichbar mit den fiir die
4,51 Airliftversuche erhaltenen Werten. Damit liegt die erreichte Abbauleistung bei beiden
Airliftreaktortypen im selben Bereich und das scaling up kann als erfolgreich angesehen wer-
den.

GC-MS Analysen von Hexanextrakten wiesen darauf hin, daB es sich bei den Restkonzentra-
tionen an MKW nach H18 um hohermolekulare Verbindungen handeln mufl (> C40), die auf-
grund der Molekiilgrofe oder der festen Bindung an die anorganische Matrix dem mikrobiel-
len Abbau nicht mehr zugiinglich sind. Bei der Analyse konnten, im Gegensatz zur Anfangs-
probe, nach 6 Tagen Bioreaktorbehandlung keine Alkane im Bereich Ci4 bis C40 mehr nach-
gewiesen werden. Die erreichten Endkonzentrationen der MKW nach H18 von minimal
2800 mg/kg TS liegen immer noch deutlich iiber den Werten fiir den Wiedereinbau nach
LAGA (1995). Die Obergrenze fiir den Wiedereinbau von Boden wird durch den Z2-Wert bei
1000 mg/kg TS festgelegt. Von ANGEHRN et al. (1997) wird jedoch diskutiert, ob ein starres
Festhalten an derartigen Grenzwerten sinnvoll ist, da von erfolgreich saniertem Bodenmaterial
in der Regel kein Gefahrenpotential ausgeht. Der Restschadstoffgehalt besteht groBtenteils aus
apolaren, hydrophoben, schwer siedenden Komponenten. Diese gelangen nur in unbedeuten-
dem Umfang als Eluat ins Grundwasser und haben keine toxische Wirkung auf Mikroorga-
nismen, Pflanzen und Tiere. In der wissrigen Phase der behandelten Bohrspiilschlimme wur-
den nur sehr geringe Gehalte an MKW festgestellt, die im Bereich der Nachweisgrenze der
H18-Methode liegen.

Wihrend aller Versuche wurde beobachtet, daB MKW-Abbau und die Verringerung des pH-
Wertes miteinander korrelierten. Daher scheint der pH als einfacher ProzeBkontrollparameter
zur Beschreibung des MKW-Abbaus nutzbar zu sein. Es ist allerdings zu beachten, daB hohe
punktuelle Nihrstoffzugaben sich direkt auf den pH-Wert auswirken kénnen und ebenfalls die
Aufoxidierung von im Bohrschlamm enthaltenem Sulfid zu Sulfat zu einer Absenkung des pH
fithrt.

Die bei den Reaktorversuchen hiufiger beobachtete Schaumbildung, die bei dem 65 1 Airlif-
treaktorversuch zum Abbruch fiihrte, ist entweder auf die Bildung von Biotensiden oder auf
Zelllysis eines Teils der am Abbau beteiligten Mikroorganismen zuriickzufiihren. Ursache fiir
die Zelllysis ist die Limitation einer oder mehrerer Nihrstoffkomponenten.

Die ausreichende Versorgung der Mikroorganismen mit den Nahrstoffionen Ammonium und
Phosphat erwies sich als problematisch, da die Tonmatrix der Bohrspiilung ein sehr starkes
Adsorptionsvermogen insbesondere fiir Phosphat besitzt. Tonminerale sind Schichtsilikate in
deren Zwischenschichtraum starke elektrostatische Wechselwirkungen herrschen. Die geringe
TeilchengroéBe und die Schichtladung sind Ursache fiir die hohe Reaktionsfahigkeit der Ton-
minerale (SCHEFFER und SCHACHTSCHNABEL 1992). Phosphat kann mit den Schichtsilikaten
reagieren. Dies fiihrt zur Ausfillung von Aluminiumphosphat (ZIECHMANN und MULLER-
WEGNER 1990).

Ausblick

e Eine Verfahrensverbesserung konnte darin bestehen, den anoxischen Schlamm in einem
AufschluBbehilter durch intensive Beliiftung bereits vor Befiillen des Bioreaktors auf-
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zuoxidieren. Somit wire die Milieuverdnderung beim fed-batch minimiert, was sicherlich
zu einer Beschleunigung des Abbauprozesses fiihrt.

® Die Ursache des Schidumens muB ergriindet werden, um ProzeBunterbrechungen zu ver-
meiden.

e Die Nihrstoffzudosierung bedarf einer Optimierung, da sowohl eine Uberdosierung, als
auch eine nicht ausreichende Nihrstoffversorgung schnell zur Hemmung des mikrobiellen
MKW-Abbaus fiihrt.

3. Zusammenfassung

In Airlift-Reaktor-Versuchen im labor- und halbtechnischen MaBstab wurde gezeigt, daB die
MKW-Kontamination in Feinkornmaterialien entscheidend abgereichert werden konnte. Bei
dem untersuchten Material handelt es sich um Bohrspiilschlimme, die im ProzeB der Erdol-
forderung anfallen. Die Schlimme enthielten eine Mineralolkontamination von ca.
19000 mg/kg TS.

Dieses feinkornige Material kann ohne vorhergehende aufwendige Klassierschritte in den Bio-
reaktor iiberfiihrt werden. Im Suspensionsverfahren erfolgte innerhalb von 3 bis 4 Tagen Be-
handlungsdauer eine Abreicherung der Mineral6lkontamination um ca. 80%. Die autochtho-
nen Mikroorganismen konnten durch intensive Beliiftung, Durchmischung und ausreichende
Nahrstoffversorgung des Reaktormediums derart aktiviert werden, da Zellzahlen von 10° bis
10! KBE/g TS und spezifische Abbauraten von 1800 bis 2800 mg MKW/kg TS « d erreicht
wurden.

Weniger als 1% der Ausgangsmenge an Kohlenwasserstoffen wurde wihrend des Abbaupro-
zesses mit der Reaktorabluft ausgestrippt. Ein vollstindiger Abbau der Alkane Ci4 blS Cao
wurde mittels GC-MS nachgewiesen.

Es wurde festgestellt, dal die Matrix ,,Bohrspiilung® besondere Anspriiche an die Nahrstoff-
zugaben stellt. Phosphatverbindungen wurden wesentlich stirker adsorbiert als Ammonium-
verbindungen.

Im Verlauf der Abbauversuche wurde festgestellt, daB der pH-Wert recht gut mit dem Abbau
der MKW-Kontamination korreliert und sich daher als einfacher Parameter zur Beschreibung
des Abbauprozesses eignet. Dies ist insbesondere wichtig, da bei einem fed-batch Betrieb zum
Zeitpunkt des Endes des mikrobiellen Abbaus die Nachdosierung der neuen C-Quelle
(unbehandelter Schlamm) erfolgen muB und ein zu langes Warten die biologische Aktivitiit
der Mikroorganismen herabsetzt.

Es wurde festgestellt, dal die Sedimentierfahigkeit des Bohrspiilschlammes durch die Be-
handlung im Bioreaktor entscheidend verbessert wird. Dies wirkt sich vorteilhaft auf den fol-
genden ProzeBschritt der Entwisserung aus.
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Intensive Behandlung von im Airliftreaktor biologisch sanierten Boden
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'Laboatorio de Bioprocesos, Universidad Nacional de Cuyo, Facultad de Ingenieria,
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1. Einleitung

Die mikrobiologische Behandlung von MKW-kontaminierten Béden, Sedimenten und ande-
ren Feststoffen in der iiblichen Form dauert mehrere Monate, und die Resultate zeigen eine
asymptotische Abnahme des abbaubaren Kontaminanten. In quasi allen in der Literatur be-
schriebenen Fillen kann eine Restkontamination nach der Behandlung nachgewiesen werden
(ARENDT et al. 1993).

Der Grund dieses Phinomens ist bis jetzt noch nicht voll geklirt. Vermutlich beruht die Ursa-
che dieses Verhaltens auf Sorptions-Desorptionsgleichgewichten oder auf einer nicht homo-
genen Verteilung im Feststoff. Neuere Arbeiten analysieren im einzelnen die drei Arten der
Limitation, die oben genannt wurden: Abbaubarkeit, Diffusion und Fihigkeit zur Desorption
(ARENDT et al. 1993). In einigen Arbeiten wird angenommen, daB die Diffusion aus den Ma-
trizes der limitierende Mechanismus des Kohlenwasserstoffabbaus ist. Experimente, die in
Slurryreaktoren zum Studium des Abbaus von Hexadekan und Dieselol durchgefiihrt wurden,
zeigen, daB die Restkonzentration an Kohlenwasserstoff nach dem Abbau nicht durch die Un-
fahigkeit der Organismen zum Abbau dieser Substanzen oder durch die Bildung toxischer
Substanzen bedingt ist, da unter anderen Bedingungen der Kontaminant vollstindig minerali-
siert wird (GEERDINK 1995).

Die Kontamination ist im Boden nicht gleichmiBig verteilt, sondern von der KorngroBenver-
teilung und dem Anteil an organischer Substanz abhingig. Fiir biologisch sanierte Béden trifft
dasselbe zu (NEEBE und FEIL 1993).

Die Alternative, Bioreaktoren zur intensiven Behandlung von Boden zu nutzen, ist vor allem
durch die Kosten beschrinkt, die mit der Bewegung groBer Erdvolumina verbunden sind
~ (ARENDT et al. 1993).

Die grundlegende Idee dieser Arbeit besteht darin, nur den hochkontaminierten Anteil, d.h.
die Fraktion mit der kleinsten Korng6Be, in einem pneumatisch beliifteten Bioreaktor zu be-
handeln. Das Prinzip dieser Arbeit basiert darauf, daB es in einem intensiven Reinigungssy-
stem moglich ist, hohen Massentransfer, homogene Phasen und kontrollierte mikrobiologische
Wachstumsbedingungen zu erreichen, was eine weitgehende Dekontaminierung erméoglicht.

2 Material und Methoden

Behandlungseinheit (Abb. 1): Diese Einheit besteht aus einem Schlammbehilter, einem Hy-
drozyklon, um die Feinkornfraktion des Bodens abzutrennen, und dem Bioreaktor. Alles be-
steht aus Edelstahl AISI 316. Der Hydrozyklon besitzt eine Hohe von 400 mm bei einem
Durchmesser von 100 mm und hat einen 45 mm Oberlauf und einen 5 mm Unterlauf. Der
Airliftreaktor hat einen Durchmesser von 218 mm und eine Hohe von 1025 mm. Das Innen-
leitrohr ist

33



Projekt ENV 21: Intensive soil remediation

900 mm hoch und hat einen Durchmesser von 140 mm. Der Reaktorboden ist nach innen ge-
wolbt, und die maximale Hoéhe der Wolbung betriigt 35 mm. Der Reaktor hat einen Doppel-

mantel zum Temperieren. Temperatur, pH-Wert, DurchfluB und Druck der eintretenden Luft
konnen geregelt werden.
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Abb. 1: Behandlungseinheit

Mikroorganismen: Es wurde ein mikrobielles Konsortium verwendet, das vom Gelinde einer
Erdolforderstelle in der Provinz Mendoza, Argentinien, auf folgende Art isoliert wurde: Eine
definierte Menge Boden wurde in einen Erlenmeyerkolben iiberfiihrt, der das folgende Medi-
um enthielt: 5,0 g/l NaCl, 0,2 g/l MgSO,, 1,0 g1 NH:H,PO4, 1.0 g/l K;HPO,4, 0,5 g/l
(NH4),S04, 0,02 g/l Hefeextrakt. Der Kolben wurde bei 30°C auf einem Schiittler inkubiert
~ und wihrend 45 Tagen an steigende Konzentrationen der Kontaminanten adaptiert. Anschlie-
Bend wurde die Kultur unter sterilen Bedingungen zur Konservierung auf Dauernihrmedium
iiberfiihrt: 5,44 g/l KH,PO4, 5,68 g/l Na,HPO,, 1,00 g/1 NH4Cl, 1,50 mg/l FeCls;, 0,15 mg/l
CaCl,, 1,0 g/l Hefeextrakt, 16,00 g/l Parafin-Diesel, 25,0 g/l Agar. Die Kultur wurde bei 4°C
gelagert. Die erhaltene Kultur bestand aus einem sporenbildenden Gram-positiven, fakultativ
anaeroben Bazi]lus‘und einer aeroben Hefe.

Mikroskop: Verwendet wurden ein Mikroskop von Fisher Scientific mit Immersionsobjektiv
(100 x VergroBerung) und normalen Objektiven mit 40 x und 60 x Vergroferung.

Kulturmedien: Fiir die Abbauversuche wurde das Kulturmedium A (Tab. 1 und 2) geldst im
Produkt des Hydrozyklon-Oberlaufes verwendet. Zur Gewinnung des Inoculums wurde das-
selbe Medium verwendet, jedoch anstelle des Hydrozyklon-Oberlauf-Produktes wurde zur Lo-
sung dest. Wasser eingesetzt. Zusitzlich wurden noch 16 g/l hydriertes Dieselol als C-Quelle
zugefiihrt. Fiir die Optimierungsversuche wurden Medium A und B verwendet (Tab. 1 und 2),
deren Komponenten wie in Tabelle 4 beschrieben kombiniert wurden. Fiir die semikontinu-
ierlichen Prozesse wurde das optimierte Medium verwendet.
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Kontaminierter Boden: Es wurde ein Modellboden aus gesiebtem Sand verwendet
(Durchmesser < 2 mm): 95%, Wurmhumus (ungesiebt): 4,5%, hydriertes Dieseldl: 0,5%. Es
wurden zwei Sorten von Modellb6den hergestellt (Tab. 3).

Die Modellboden wurden 90 Tage lang gelagert. Wihrend dieser Zeit wurden die GefiBe tig-
lich umgewilzt, um den Inhalt zu homogenisieren. AnschlieBend wurde der Boden im Hydro-
zyklon behandelt, und der Oberlauf wurde fiir die Abbauversuche eingesetzt. Die Korngro-
Benverteilungen sind in Abbildung 2 und 3 fiir die Oberlauf-Produkte der groben bzw. feinen
Modellbdden zu sehen.

Tab. 1: Zusammensetzung der Kulturmedien

Medium A Medium B

KH,PO, 54 g/l NaCl 5,0 g/

Na,HPO, 5,6 g/l MgSO, 0,2 g/l

NH,CI 1,0 g/l NH, HPO, 1,0 g1

Hefeextrakt 1,0 g/1 K;HPO, 1,0 g/

Mikronghrstoffe A 0,15 ml/ (NH,),S0, 30g1
Hefeextrakt 1,0 g1
Mikronghrstoffe B 10,0 ml/

Tab. 2: Zusammensetzung der Mikrondhr-  Tab.3: Zusammensetzung der Modell-

stofflésungen bdden
Mikronzhrstoffe A | Mikronihrstoffe B Durchmesser\Sand Grob Fein
FeCl, 10 g/1 FeSO,+7H,O (275 ml Sand 0,501-2,000 mm 57,0% 9,5%
CaCl, 1g1 ZnS0O, 550 mg/l Sand 0,101-0,500 mm 28,5% 28,5%
CaCl,*2 H,0O | 110 mg/l Sand 0-0,100 mm 9,5% 57,0%
MnCl,» 4H,0 | 275 mg/l Humus 4.5% 4,5%
CuSO,+5H,O | 110 mg/ Hydriertes Dieseldl 0,5% 0,5%
CoS04+7H,O | 110 mg/l
KCl 2750 mg/l
NaCl 2750 mg/1

Experimentelles Vorgehen: Fiir jeden kontaminierten Boden wurde ein Vorversuch durchge-
fiihrt. Fiir die weiteren Versuche wurde nur der feine Modellboden eingesetzt. Fiir die semi-
kontinuierlichen Prozesse wurde der feine Modellboden eingesetzt. Das Arbeitsvolumen des
Reaktors betrug 40 1. Es wurden zwei unterschiedliche Typen von Beliiftern eingesetzt, der
erste fiir die Vorversuche war eine elliptische Diise und der fiir die spiteren Versuche war eine
durchlochte Siebplatte. Beliiftet wurde mit 13 bis 34 Liter pro Minute. Der pH-Wert betrug
6,8 und die Temperatur 30°C. Um den TemperatureinfluB zu testen, wurde die Temperatur auf
40°C erhoht. Zusitzlich wurde die Zugabe von Tween 80 getestet.
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AnschlieBend ruhte die Probe 10 min zum Sedimen-
tieren, und es wurden 10 ml der Tetrachlorkohlen-
stoffphase abgezogen. Nach Zugabe von 1 g Florisil
wurde 2 Minuten geschiittelt. AnschlieBend ruhte die
Probe 10 min lang zum Sedimentieren. Der Uberstand
wurde im Spektralbereich von 3,2 bis 3,6 um gegen
Tetrachlorkohlenstoff gemessen. Das Gewicht der
Festphase in der Probe wurde als Filtrat oder als
Trockengewicht bestimmt.
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Abb. 2: Verteilung der Partikel im Oberlauf des Hy-
drozyklons bei Einsatz des groben Modell-
bodens
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Abb. 3: Verteilung der Partikel im Oberlauf des Hy-
drozyklos bei Einsatz des feinen Modellbo-
dens

3. Resultate und

Diskussion

Vorversuche: Die Ergebnisse sind
in den Abbildungen 4 und 5 fiir die
groben und fiir die feinen Modell-
boden gezeigt. Es konnte gezeigt
werden, daB eine Suspension mit
feiner KorngtBe, die stark mit
Kohlenwasserstoff  kontaminiert
ist, effizient in einem Airliftreaktor
behandelt werden kann. Im Fall
des groben Bodens wurden inner-
halb von 62 Stunden und im Fall
des feinen Boden innerhalb von 14
Stunden 77% des angebotenen
Kohlenwasserstoffs abgebaut.

Es konnten zwei Phasen unter-
schieden werden: Eine anfingliche
Phase mit schnellem Abbau ge-
folgt von einer langsamen Phase.
Die Anfangsphase kann ihre Ursa-
che in einer Kombination von Ab-
bau und Verdampfung haben. Die-
ses Verhalten stimmt mit in der
Literatur beschriebenen Untersu-
chungen iiberein: eine erste Phase,
innerhalb derer sich der an der
Oberfliche befindende Kontami-
nant schnell von der Partikelober-
fliche 16st und von den Mikroor-
ganismen konsumiert wird, und ei-
ne zweite Phase, in  der die
Desorption der innerhalb des Par-
tikels vorliegenden Konta-
minanten stattfindet (GEERDINK
1995).

In den beiden untersuchten Boden-
typen wird eine Endkonzentration
an Kohlenwasserstoff erreicht, die
auch bei steigender Behandlungs-
dauer nicht unterschritten wird.
Dieser Grenzwert liegt bei unge-
fahr 25% der Anfangskonzentrati-
on fiir den groben Modellboden,
wihrend fiir den feinen Modellbo-
den die Restkonzentration bei 50%
liegt.
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Die Abbaurate ist niedriger im grobkérnigen Boden
als im feinkdrnigen (Abb. 4 und 5). Dieses Verhalten
kann dadurch erklirt werden, daB im groben Modell-
boden der Kontaminant sich zum gréBten Teil in den
Poren und im Inneren der Partikel und in geringerem
MaB auf der Oberfliche der Partikel befindet. Der
Kontaminant im Inneren des Partikels desorbiert nur
langsam. In dem feinen Modellboden liegt ein entge-
gengesetztes Phianomen vor. Es gibt eine gréBere
spezifische Oberfléche, und die Porenlinge ist kiirzer,
weswegen die Desorption schneller verlduft (BosmMA
et al. 1997).
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Abb. 4: Abbau von adsorbiertem Diesel im groben
Modellboden

2700

& &

-1 2400

“| —_¢— Schlamm |~ 2100
—a— Boden

(2]
o

8

-1 1800

n
o
L

-1 1500

]
(=1

-~ 1200

-
w
L

-
o
.
|

Dieselkonzentration im Schlamm (ppm)
Dieselkonzentration im Boden (ppm)

(3]
.

- 300

o
(=]

.,
8
&
8
g
8
&

Abb. 5: Abbau von adsorbiertem Diesel in feinem
Modellboden

EinfluB der Gelbstsauerstoffkonzentration:
Der Effekt der Sauerstoffkonzentration, ver-
ursacht durch den Wechsel des Beliifters, ist
in Abbildung 6 und 7 dargestellt. Um die

Sauerstoffiibertragung im Fermen-
ter zu verbessern, wurde der Beliif-
ter modifiziert. Der Wechsel des
Beliifters fiihrte zu einer Verbesse-
rung des Abbaus um 50%. Diese
Differenz spiegelt sich nicht in der
Verinderung der Endkonzentration
der Kohlenwasserstoffe in der fe-
sten Phase wider, in der nur eine
Verbesserung um 6% erreicht wur-
de. Ein Fakt, der noch untersucht
werden muB. Eine mégliche Erkli-
rung ist, daB in Prozessen, in denen
ein Kohlenstoffsubstrat mit sehr
kleiner Rate metabolisiert wird, der
Gelostsauerstoff kein limitierendes
Substrat darstellt. Die leichte Ver-
besserung des Abbaus kénnte auch
durch die erhohte Turbulenz, die
den Massentransfer von der Ober-
fliche zum Mikroorganismus ver-
bessert, bedingt sein (BAILEYS und
OLLIS 1986).

Einfluf der Temperaturerhéhung
und Effekte von Tensiden: Der Ef-
fekt der Temperaturerhtéhung und
der Zugabe von Tensiden ist in
Abbildung 8 zu sehen. Sobald die
asymptotische Abbauphase erreicht
wurde, wurde die Temperatur er-
héht, um eine verbesserte Desorp-
tion zu erzielen. Mit dieser Be-
handlung wurde innerhalb von 90
Stunden insgesamt eine Verringe-
rung der Konzentration um 86%
erreicht, was einer Erhohung des
Abbaus um 15% entspricht. Die
Mikroorganismen benétigten 30
Stunden, um sich an die neuen
Temperaturbedingungen zu ge-
wohnen und eine geniigende Viel-
falt und entsprechend hohe Kon-
zentration fiir den Abbauprozess
zu erreichen.

Die Zugabe der oberflichenaktiven
Substanz (Tween 80®) fiihrt nicht
zu einer Erhéhung des Abbaus,
zumindest dann nicht, wenn sie
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nach der Temperaturerh6hung zugegeben wird.
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Abb. 6: Effekt der Gelostkonzentration im Schlamm
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Abb. 7: EinfluBl der Gelostsauerstoffkonzentration im
Boden

EinfluB der Beliiftungsrate: Der EinfluBf der Beliif-
tungsrate ist in Abbildung 9 gezeigt. Das Luftvolumen
beeinfluBt signifikant den Abbauprozess. Bei einem
Volumenstrom von 30 Litern pro Minute nimmt die
Konzentration des Kontaminanten schnell ab und er-
reicht einen Abbau in der Grofe von 55% innerhalb
von 2,5 Stunden und einen Abbaugrad von 70% in-
nerhalb von 16 Stunden. Wenn die Luftversorgung 13
Liter pro Minute betrigt, werden 20% Abbau inner-
halb von 1,6 Stunden und 55% innerhalb von 20
Stunden erreicht.

Analyse des Einflusses der Makro- und Mikronihr-

stoffe: Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Der EinfluB jedes Nihrstoffs und
von Gruppen von Mikronghrstof-
fen wurde einzeln getestet.

Stickstoff: Die besten Ergebnisse
wurden erzielt, wenn die Konzen-
tration zwischen 0,97 g/l und
1,33 g/ NH," betrug. Sowohl
UberschuB als auch Mangel senken
den erreichten Abbau um 10 bis
15%.

Phosphor: Mit einer Konzentration
von 1,36 g/l PO;;[3 wurden die be-
sten Ergebnisse erzielt. Hohere
Konzentrationen bewirkten eine
Verringerung des Abbaus um 15%.

Anorganische Mikronihrstoffe:
Bei Einsatz zweier verschiedener
Mikronéhrstofflosungen, einer rei-
chen und einer armen und zusiitz-
lich verschiedener Zusammenset-
zung von Makronghrstoffen, wur-
den keine wesentlichen Unter-
schiede im Abbau festgestellt. Dies
ist darauf zuriickzufiihren, daB so-
wohl im Boden (Sand und Humus)
als auch im Wasser des Kultur-
mediums die Mikrondhrstoffe in
ausreichendem MaB vorhanden
sind.

Organische Mikronéhrstoffe: Bei
Einsatz von drei verschiedenen
Hefeextraktkonzentrationen als or-
ganische Mikrondhrstoffe wurden
mit Medium B keine signifikanten
Unterschiede erzielt, widhrend in
Medium A beobachtet wurde, daB
der Abbau negativ beeinfluBit wur-
de. Fiir den ersten Fall kann das
erklirt werden, da durch den Hu-
mus die Komponenten in ausrei-
chendem MaB eingebracht werden,
und es nicht notig ist Hefeextrakt
zuzufiigen.
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Abb. 8: Effekte der Temperaturerhthung und der Zugabe von Tensiden
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Abb. 9: EinfluB der Beliiftungsrate

Wenn der pH-Wert in Medium B sich frei entwickeln konnte, stieg er im Verlauf des Prozes-
ses auf pH 8,6, ohne daB ein negativer Effekt auf den' biologischen Abbau festzustellen war.
Im Fall von Medium A sank der pH-Wert und der Abbau wurde um 15% gesteigert
(vermutlich begiinstigt die Absenkung des pH-Wertes die Entwicklung von Hefen).

Die Zusammensetzung des optimierten Mediums ist: 5,00 g/l NaCl, 0,20 g/1 MgSQO,,
1,0 g1 (NH4)H,PO4, 1,0 71 K;HPO4, 3,00 g/l (NHy)2SO4, 1,00 g/l Hefeextrakt, 2,75 mg/1
FeSO4+7H,0, 5,50mg/l ZnSOse7H,0, 1,10mg/l CaCl,.2H,0, 2,75 mg/l NaCl und
27,50 mg/1 KCl.
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Tab. 4: Kombination der Niéhrstoffe zur Optimierung des Nihrmediums und erreichte End-
konzentrationen bei Versuchen in geschiittelten Erlenmeyerkolben

Komponente Basismedium | Konzentration von Makro- und Kohlenwasserstoff- Abbau
Mikronihrstoffen konzentration (ppm) (%)
Kontrolle A Referenzmedium (ohne Abbau) 956 0
B Referenzmedium (ohne Abbau) 991 0
Phosphor A 1,0 g/l KH,PO,
1,0 g/l NaH,PO, n.d. n.d.
A 5,4 g/l KH,PO,
5,6 g/l NaH,PO, 198,81 79,2
B 1,0 g/l NH,H,PO,
1,0 g/l K,HPO, © 101523 89,8
B 5,0 g/l NHH,PO,
5,0 g/1 K;HPO, 234 76
Stickstoff A 1,0 g/l NH,ClI 198,81 192
5,0 g/l NH,Cl 137,07 85,6
B 3,0 g/1 (NH,),80,
1,0 g/1 (NH)H,PO, 101,23 89.8
B 15,0 g/1 (NH,),S0,
1,0 g/l (NH4)H,PO, 274,48 72
Mikronghrstoffe | A Mikronihrstoffe A 198,81 79,2
anorganisch
A Mikronghrstoffe B 198,81 79,2
B Mikronihrstoffe A 139,06 86
B Mikronéhrstoffe B 101,23 89,8
Mikrondhrstoffe | A 0 g/1 Hefeextrakt 95,25 20
organisch
A 0,2 g/l Hefeextrakt n.d. n.d.
1,0 g/1 Hefeextrakt 198,81 79,2
B 0 g/l Hefeextrakt 81,31 91,8
0,2 g/l Hefeextrakt 89,28 91
B 1,0 g/l Hefeextrakt 101,23 89,9
Umwelt- A pH konstant (nicht modifiziertes 198,81 79,2
bedingungen Medium)
A 11,0 g/l KH,PO,, ungeregelter pH, 53,43 94
Endwert 5,75
B pH konstant (nicht modifiziertes 101,23 89,8
Medium
B 2,0 g/l KH,PO,, ungeregelter pH, 109,19 89
' Endwert. 8,60 !

1. d.: nicht bestimmt
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SchluBfolgerungen

Es wurde gezeigt, da die Kombination eines Hydrozyklons mit einem Airliftreaktor zum
Abbau von Kohlenwasserstoffen eingesetzt werden kann und innerhalb einer akzeptabel
kurzen Zeit zu einem biologisch sanierten Boden fiihrt.

Der maximal erreichte Abbau des diskontinuierlichen Prozesses betrug 75% bei 30°C, wo-
bei bei Raumtemperatur 15 - 20 ppm erreicht wurden. Bei 40°C wurden 6 ppm erreicht,
was einem Abbau von 86% entspricht.

Es konnen zwei Phasen in der Desorption des Kontaminanten unterschieden werden: die
erste, in der das Diesel6l, das sich auf der Oberfliche der Partikel befindet, schnell desor-
biert und durch die Mikroorganismen konsumiert wird. In dieser Phase ist der geschwin-
digkeitslimitierende Schritt der biologische Abbau der Kontamination. In der zweiten Pha-
se findet die Desorption des in den Partikeln befindlichen Kohlenwasserstoffes statt. Hier
ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Massentransfer innerhalb der Partikel.
Beide Phasen sind durch die chemische Zusammensetzung der Riickstinde limitiert.

Eine Verldngerung der Behandlungszeit fiihrte nicht zu einer signifikanten Erhohung des
Abbaus innerhalb des diskontinuierlichen Prozesses.

Die Erhohung der Temperatur in der Endphase des Prozesses begiinstigte den Proze8.

Die Zugabe von Tensiden (Tween 80®) fiihrte nicht zu einer Verbesserung, zumindest dann
nicht, wenn dies nach der Temperaturerh6hung geschieht.
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Bodenkontaminationen, die bei der Forderung und Verarbeitung von Erdél entstehen, enthal-
ten ein breites Spektrum von aliphatischen und aromatischen Kohlenwasserstoffen. Wihrend
aliphatische und monoaromatische Kohlenwasserstoffe unter geeigneten Bedingungen relativ
gut mikrobiell abbaubar sind, zeigen die Polyzyklischen Aromatischen Kohlenwasserstoffe
(PAK) mit ansteigender Zahl von aromatischen Kernen eine zunehmende Persistenz. Diese
Persistenz gegen den mikrobiellen Angriff ist einmal auf die stabile chemische Struktur, zum
anderen auf die geringe Bioverfiigbarkeit zuriickzufiihren. Die geringe Bioverfiigbarkeit ist
wiederum durch verschiedene Faktoren bedingt, vor allem die geringe Wasserlslichkeit und
die Sorption an die Bodenmatrix. PAK treten im Erddl als ,,minor components* auf, bei der
Verarbeitung durch Pyrolyse-Prozesse nimmt der Anteil zu. Da die mehrkernigen PAK hu-
man- und okotoxikologisch besonders bedenklich sind, wurden die Untersuchungen des Pro-
jektes in zunehmendem MafBe auf diese Stoffgruppe konzentriert.

Bakterien konnen PAK bis zu maximal vier aromatischen Kernen als Kohlenstoff- und Ener-
giequelle nutzen. Die Zahl der dazu befihigten Spezies nimmt mit zunehmender Molekiilgro-
Be ab. Fiir den Abbau der vierkernigen Verbindung Pyren wurden bisher nur einige Mycob-
acterium-Stimme beschrieben. Uber die Rolle der Pilze fiir den Abbau mehrkerniger PAK
liegen nur wenige Arbeiten vor. Insgesamt sind die Abbauleistungen der Pilze im Vergleich
zu den Bakterien weniger untersucht worden. Bei der gemeinsamen Konzipierung des Projek-
tes wurde daher vereinbart, das Potential der Pilze aus den verschiedenen klimatischen Regio-
nen der Partnerlénder intensiver auf ihre Fihigkeiten zum Abbau persistenter Kohlenwasser-
stoffe zu untersuchen. Das Ziel war es, die Moglichkeiten und Grenzen dieser Organismen-
gruppe fiir die Bioremediation von Mineraldlkontaminationen aufzuklidren. In einem breit
angelegten Screening wurden Vertreter der verschiedenen 6kologischen und damit auch taxo-
nomischen Gruppen der Deuteromyceten, Zygomyceten, Ascomyceten und Basidiomyceten
bearbeitet. Aysgewihlte Ergebnisse wurden bereits publiziert (COLOMBO et al. 1996, SACK et
al. 1997a). In den folgenden Ausfiihrungen werden vor allem Ergebnisse mit ligninolytischen
Basidiomyceten vorgestellt, die in den Regionen der Kooperationspartner neu isoliert wurden.

Screening auf Basidiomyceten mit hohen ligninolytischen Aktivititen

Ligninolytische Basidiomyceten zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, extrazelluldre radi-
kalbildende Enzyme zu bilden, die ein hohes Oxidationspotential zum Abbau persistenter bio-
gener und anthropogener Substanzen besitzen. Der Abbau von Fremdstoffen erfolgt unter
cometabolischen Bedingungen, d. h. es muBl neben dem nicht zum Wachstum nutzbaren
Fremdstoff noch ein Wachstumssubstrat, z. B. eine biogene Substanz wie Zucker, zugesetzt
werden. Ein direktes Screening auf PAK-Abbau ist daher schwierig. Es wurden aus diesem
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Grunde zwei Screening-Methoden auf hohe Abbauaktivititen durch ligninolytische Pilze
entwickelt, die Depolymerisation von Kohle-Huminséuren (HOFRICHTER und FRITSCHE 1996,
1997) und die Mineralisierung (CO,-Freisetzung) von radioaktiv markiertem 2,4,6-
Trinitrotoluol (SCHEIBNER et al. 1997). Die in den Publikationen ausgewiesenen Ergebnisse
fihrten zu der Erkenntnis, da8 von etwa 200 getesteten Pilzen nur wenige Vertreter ein hohes
Abbaupotential fiir persistente Strukturen besitzen. Es sind Basidiomyceten, die von abgestor-
benem Holz (White Rot Fungi) oder aus der Streuschicht (Litter decaying Fungi) isoliert wur-
den. Unter den Micromyceten der verschiedenen taxonomischen Gruppen wurden keine
Stamme gefunden, die auch nur annihernd vergleichbare Leistungen zeigten. Auf die Unter-
suchung von Pilzen aus der Streuschicht wurde besonderer Wert gelegt, da sie gut an den Bo-
den als Substrat angepaBt sind. Folgende Arten wiesen in beiden Screening-Verfahren beson-
ders hohe Aktivititen aus und wurden fiir weitere Untersuchungen eingesetzt:

Streu abbauende Pilze:

e Stropharia rugoso-annulata
e Agrocybe praecox

Weibfiulepilze:

® Kuehneromyces mutabilis
® Trametes versicolor

e Nematoloma frowardii

e Clitocybula dusenii

Der Nematoloma- und der Clitocybula-Stamm wurden im Rahmen des gemeinsamen Projek-
tes in Argentinien isoliert. Den argentinischen Mitautorinnen und Herrn M. Rajchenberg
(Universitdt Bariloche) danken wir vielmals fiir die Identifikation der Pilzisolate. In den fol-
genden Ausfiihrungen werden diese Stimme besonders beriicksichtigt.

Cometabolismus und Mineralisierung von PAK

Vergleichende Untersuchungen mit einer groBeren Zahl von Pilzen aus verschiedenen Grup-
pen ergaben, dal PAK mit drei und mehr kondensierten Ringen sowohl von Micromyceten als
auch von Basidiomyceten cometabolisiert werden. Zur Mineralisation sind nur bestimmte
Basidiomyceten beféhigt. Micromyceten und Basidiomyceten verfiigen offensichtlich iiber
intrazelluldre Monooxygenasen, die iiber instabile Arenoxide die Bildung von zwei Haupt-
gruppen von Metaboliten bewirken, Trans-dihydrodiolen und Phenole. An der Trans-
dihydrodiol-Bildung aus Arenoxiden sind Hydrolasen beteiligt, die Phenolbildung erfolgt
spontan. Phenolische Strukturen kénnen durch wenige Pilze methyliert werden. In Abbildung
1 sind die Befunde fiir den Pyrenmetabolismus zusammengefaBt.

Mit ausgewihlten Weilfaulepilzen wurde mittels radioaktiv markierter PAK nachgewiesen,
daBl sie PAK mineralisieren konnen. Das AusmaB und die Rate der Mineralisation héngen in
starkem MaBe von den Kulturbedingungen ab. Abbildung 2 zeigt, daB unter vergleichbaren
Bedingungen die Mineralisierung in Fliissigkultur relativ gering ist, in Strohkultur dagegen
sehr hoch. Bei der Strohkultur handelt es sich um Pilzkulturen auf dem Festsubstrat Stroh. Die
hohen Abbauaktivititen auf Stroh sind wahrscheinlich auf den engen Kontakt von Pilzmycel,
Stroh und PAK sowie auf die hohe Produktion von extrazelluliren ligninolytischen Enzymen
zuriickzufiihren.
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Abb. 1: Cometabolismus von Pyren durch Pilze verschiedener taxonomischer Gruppen. Die
Ziffern geben die Pilzspezies an, mit denen die entsprechenden Metabolite nachge-
wiesen wurden: 1: Trametes versicolor, 2. Kuehneromyces mutabilis, 3: Nematoloma
frowardii, 4: Laetiporus sulphureus, 5: Flammulina velutipes, 6: Agrocybe aegerita,
7: Aspergillus niger, 8: Penicillium sp., 9. Fusarium sp.
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Abb. 2: Mineralisierung von Pyren in Fliissigkultur (A) und auf dem Festsubstrat Stroh (B).
® Trametes versicolor, ® Nematoloma frowardii, * Kontrolle
4,5,9,10 14C-Pyren wurde eingesetzt




Projekt ENV 23: Oil decomposition by fungi

Rolle der Mangan-Peroxidase fiir die PAK-Mineralisierung

In Flissigkulturen von Trametes versicolor, Kuehneromyces mutabilis und Nematoloma fro-
wardii wurden die Aktivititen der extrazelluldren ligninolytischen Enzyme Mangan-
Peroxidase, Lignin-Peroxidase und Laccase im Verlaufe der Kultur bestimmt. Bei diesen
ligninolytischen Pilzen war die Mangan-Peroxidase das dominierende Enzym. Die Aktivitit
dieses Enzymes wird bei Nematoloma frowardii durch Mangan-TI-Ionen stark induziert (Abb.
3), gleichzeitig werden die Aktivititen der Lignin-Peroxidase und der Laccase reprimiert.
Durch dieses Phdnomen wurde es moglich, Rohpréparate der Mangan-Peroxidase zu gewin-
nen und fiir enzymatische Versuche einzusetzen.
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100 Mn(ll)-induced

MnP activity (U/1)

[3)]
o

non-induced
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Abb. 3: Aktivitit der Mangan-Peroxidase in Mangan-II-induzierten und nicht induzierten
Kulturen von Nematoloma frowardii (Methodik siehe HOFRICHTER und FRITSCHE
1997)

Das Ergebnis des Umsatzes verschiedener PAK durch Mangan-Peroxidase ist in Abbildung 4
dargestellt. Dieses extrazellulidre ligninolytische Enzym katalysiert die Mineralisierung von
mehrkernigen PAK. Die Aktivitiit ist stark vom Zusatz verschiedener Mediatoren abhéngig,
unter denen dem reduzierten Glutathion als Thiyl-Radikale lieferndes Agens besondere Be-
deutung zukommt. Erst kiirzlich wurde die Funktion der Mangan-Peroxidase als entscheiden-
der Katalysator fiir die Mineralisierung eines breiten Spektrums von aromatischen und ali-
phatischen Natur- und Fremdstoffen erkannt (HOFRICHTER et al. 1998). Das Prinzip ist die
zuerst von KIRCK und FARRELL (1987) beschriebene Enzymatische ,,Verbrennung®
(enzymatic combustion). Durch dieses universale Prinzip wird neben dem Abbau persistenter
Naturstoffe wie Lignin auch ein breites Spektrum von Fremdstoffen, z. B. Pentachlorphenol
und TNT, abgebaut. Im Vergleich zu diesen Verbindungen ist die Mineralisierung der PAK
geringer, da ihre Struktur den elektrophilen Angriff durch die Peroxidase-Reaktion erschwert.
Abbauraten und Abbaugrad hingen maBgeblich von den Milieubedingungen ab, wie auch der
in Abbildung 2 dargestellte Versuch zeigt.
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Abb. 4: Mineralisierung von ringmarkiertem 14C—Pyren und 14C-Benzo(a)pyren durch Man-
gan-Peroxidase (MnP) in Abhingigkeit vom Glutathion-Zusatz (GSH) (Methodik
siche SACK et al. 1997b)

PAK-Abbau im Boden

Durch die extrazelluldren ligninolytischen Enzyme der Basidiomyceten kommt es zu einer
Erweiterung des biologischen Abbaupotentials fiir PAK. In Abbildung 5 sind die z. T. noch
hypothetischen Reaktionen und Produkte zusammengefaBt. Zu der intrazelluliren Oxidation
kommt die extrazellulire Oxidation durch die Radikale generierenden Peroxidasen. Beide
Prozesse interagieren, wie in Abbildung 5 dargestellt ist.

Es ergibt sich die Frage, ob bzw. in welchem Umfang das zusitzliche Abbaupotential der
ligninolytischen Basidiomyceten fiir die Bioremediation von PAK in Béden von Bedeutung
ist. Als Beitrag zu diesem Problem wurden orientierende Versuche durchgefiihrt, bei denen
ein mit "“C-Pyren kontaminierter Boden mit dem Pilz Kuehneromyces mutabilis beimpft wur-
de. Der Pilz kann mit bewachsenem Stroh oder Sigespinen (saw dust) in den Boden einge-
bracht werden. Von besonderem Interesse ist die Wirkung des Pilzes in einem unsterilen Bo-
den, der bereits eine PAK-Abbau-Kapazitit durch die autochthone Mikrobenflora besitzt.
Abbildung 6 zeigt diese Situation in Sdule 4. Die Mineralisierung, gemessen durch die CO,-
Freisetzung, wird durch die Beimpfung mit dem Pilz (Bioaugmentation) geférdert. Damit
steigt gleichzeitig die Gesamtrate der Bioremediation, die sich aus der Summe von Minerali-
sierung und Bildung gebundener Riickstinde ergibt. Die Fraktion der gebundenen Riickstinde
enthdlt Metaboliten, die durch kovalente Bindungen fest in die Huminstoffe eingebunden
wurden. In diesen Versuchen wurde der Boden kiinstlich mit Pyren kontaminiert. Die Bedin-
gungen entsprechen daher nicht real kontaminierten Boden in der Umwelt. Diese und weitere
Versuche zeigen jedoch, dafl bestimmte ligninolytische Pilze das dem Boden eigene Abbaupo-
tential fordern konnen, wenn sie zusammen mit einem Wachstumssubstrat (Stroh oder Holz-
partikel) in den Boden eingebracht werden. Dadurch werden Beimpfung (Bioaugmentation)
mit Biostimulation durch das Wachstumssubstrat gekoppelt.
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Abb. 5: Abbauwege von PAK durch ligninolytische Basidiomyceten
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Abb. 6: Forderung der Eliminierung von MC—PYI'EII aus Boden durch Zugabe von Kueh-
neromyces mutabilis nach einer Versuchsdauer von 63 Tagen. 1. Steriler Boden
(Kontrolle), 2. Zusatz des Pilzes zu sterilem Boden, 3. Unbeimpfter Boden mit au-
tochthoner Mikroflora, 4. Forderung der Aktivititen der autochthonen Mikroflora
durch Zugabe des Pilzes (Methodik siehe SACK und FRITSCHE 1997)
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Schlufifolgerungen

— Die Untersuchungen zum PAK-Abbau durch Pilze zeigen, daB diese Organismengruppe
iiber spezifische metabolische Potenzen verfiigt, die zur Erweiterung des Biodegradati-
onspotentials fiihren.

— Einige ligninolytische Basidiomyceten (WeiBfaulepilze und Streu-abbauende Pilze) verfii-
gen mit den Radikale generierenden extrazelluliren Enzymen iiber Abbauleistungen fiir
Natur- und Fremdstoffe, die bei keiner anderen Organismengruppe vorkommen. Diese En-
zyme bewirken eine enzymatische ,,Verbrennung* von persistenten Natur- und Fremdstof-
fen, u. a. auch von PAK. Der Mangan-Peroxidase kommt auf Grund der hohen Aktivitit,
mit der sie in den Medien nachweisbar ist, eine besondere Rolle zu.

— Das breit angelegte Screening mit Pilzen aus den verschiedenen Regionen Mitteleuropas
und Argentiniens hat zum Auffinden von neuen Stimmen gefiihrt, die hohere Abbaulei-
stungen als die bisher in der Literatur beschriebenen Stimme besitzen.

— Die Anwendbarkeit der neu isolierten Stimme fiir neue Bioremediationsverfahren von
Kohlenwasserstoffen aus Boden bedarf weiterer Untersuchungen unter praxisnahen Bedin-
gungen. Da die ligninolytischen Basidiomyceten ihr spezifisches Degradationspotential
unter cometabolischen Bedingungen entfalten, ist der Kombination von Bioaugmentation
(Beimpfung) und Biostimulation (Wachstumssubstrat-Zugabe) besondere Aufmerksamkeit
zu widmen.

— Fiir die Bioremediation sind zwei Prozesse von Bedeutung, die Mineralisierung und die
Humifizierung. Bei der Humifizierung werden die beim PAK-Abbau gebildeten Metabolite
(Abb. 4) fest in die Huminstoff-Fraktion eingebaut, so daB sie ihre chemische Individualitit
verlieren. Daher ist bei dem langfristig eintretenden Humusabbau keine Freisetzung toxiko-
logisch bedenklicher Verbindungen zu erwarten. Der Humifizierungsprozef der PAK ist
den natiirlichen Prozessen der Humusbildung aus biogenen aromatischen Verbindungen
vergleichbar.
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Phytoremediation und Landfarming von kohlenwasserstoffkontaminierten
Boden

T. GUNTHER, B. KIRSCHE, M. LATZ, W. FRITSCHE

Institut fiir Mikrobiologie, Friedrich-Schiller-Universitit Jena, Philosophenweg 12,
07743 Jena, Deutschland

1. Einleitung

Phytoremediationsverfahren nutzen pflanzliche Aktivititen zur Behandlung von kontaminier-
ten Boden, Schlimmen und Abwissern (APRILL und SmMS 1990, ANDERSON et al. 1993,
SCHNOOR et al. 1995, HOPPNER et al. 1997). Durch das Aufbringen geeigneter Vegetation auf
kontaminierte Boden kann die biologische Aktivitit der autochthonen Organismengemein-
schaften und damit der Schadstoffabbau geférdert werden. In der Gesamtheit fiihren diese
Pflanzen-Mikroben-Interaktionen zu einer dauerhaften Stimulierung des biologischen Selbst-
reinigungspotentials belasteter Habitate. Ahnliche Effekte werden beim ,,Landfarming® durch
intensive landwirtschaftliche Bearbeitung und Diingung erreicht. Fiir den Bereich der biologi-
schen Bodensanierung ist die Phytoremediation potentiell fiir groBflachige, oberflichennahe
Kontaminationen anwendbar. Bodenreinigungsverfahren unter Einbeziehung von Vegetation
werden u.a. vorgeschlagen zur in situ Behandlung bzw. zum ,Landfarming™ von organischen
Kontaminationen. Dariiber hinaus wird die Eignung von speziellen, toleranten Pflanzen getestet, die
zum Entzug von Schwermetallen aus Boden und Klérschlimmen genutzt werden kénnen (SALT et al.
1995, CUNNINGHAM et al. 1996). '

Im vorliegenden Beitrag werden Prinzipien und experimentelle Befunde dargestellt, wie
Pflanzen und die assoziierten Mikrobenpopulationen des Wurzelraumes die Eliminierung von
Kohlenwasserstoffen, insbesondere polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) aus
Bdéden beeinflussen.

2. Forderung des Schadstoffmetabolismus in der Rhizosphiire

Pflanzen wirken in komplexer Weise auf den Verbleib von organischen Umweltchemikalien
im Boden ein. Von primérer Bedeutung sind dabei die synergistischen Interaktionen von Ma-
kro- und Mikroorganismus in der Rhizosphidre (Wurzelraum) (Abb. 1). Dieses Habitat zeich-
net sich gegeniiber dem nicht durchwurzelten Boden durch erhohte biologische Aktivitit und
mikrobiologische Diversitit aus. Pflanzen beeinflussen den Abbau von organischen Schad-
stoffen auf direktem und indirektem Wege (Abb. 2). Die pflanzliche Vegetationsdecke trigt
primér zur Stabilisierung der mikroklimatischen und bodenbiologischen Faktoren bei. Da-
durch und durch Freisetzung von leichtverwertbaren Substraten (Wurzelexsudate), wird das
Wachstum und die Aktivitit von Mikroorganismen verbessert und damit der mikrobielle Me-
tabolismus von organischen Schadstoffen gefordert. Neben diesem indirekten, Mikroben-
vermittelten EinfluB wirken Pflanzen auch direkt auf den Verbleib von Bodenkontaminatio-
nen in Form von Aufnahme, Transport, Metabolisierung und irreversibler Festlegung. Die
Pflanzenwurzel scheidet auBerdem eine Reihe von Enzymen (Peroxidasen, Polyphenoloxida-
sen) in den Boden aus, die extrazelluldr zur oxidativen Umsetzung von aromatischen Koh-
lenwasserstoffen befihigt sind (GUNTHER et al. 1998). Die Bedeutung dieses direkten pflanzli-
chen Einflusses auf Bodenkontaminationen ist weitgehend ungeklart.

50



Projekt ENV 23: Oil decomposition by fungi

AT B -
lf;?‘i.c_:‘morganisms
Stimulation of |

- = —D-COE+
biodegradation [ .0

4 4

o O

Abb. 1: SI-Jeziﬁsche Organismengemeinschaften des pflanzlichen Wurzelraumes, die durch
kooperative Leistungen zur Eliminierung von Kohlenwasserstoffen im Boden beitra-
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Abb. 2: Der direkte und indirekte EinfluB von Pflanzen auf den Verbleib von organischen
Umweltchemikalien im Boden
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3. Altlast-Standort Teerwerk Rositz: Moglichkeiten und Grenzen der biologischen
Bodensanierung

Das Gelidnde des ehemaligen Teerverarbeitungswerkes Rositz/Ostthiiringen stellt die gravie-
rendste Altlast des Landes Thiiringen auf dem Gebiet der Carbochemie dar. Wihrend der
mehr als 70-jdhrigen Produktion an diesem Standort wurden ca. 19 Mio. Tonnen Braunkoh-
lenschweelteer und 10 Mio. Tonnen Erdél verarbeitet. Urspriinglich von der Kaiserlichen
Kriegsmarine im Jahre 1917 zur Sicherung ihres Schmierél- und Treibstoffbedarfes errichtet,
wurde die Produktpalette in spiterer Zeit erheblich erweitert. 1990 wurde das Teerwerk aus
okologischen und dkonomischen Griinden stillgelegt. Durch die unsachgemiBe Deponie von
Produktionsriickstéinden sowie durch die massiven Bombardierungen im Zweiten Weltkrieg
sind groBe Flichen des Betriebsgeldndes hochgradig mit Mineral6lkohlenwasserstoffen, PAK
und Phenolen kontaminiert.

Ein Charakteristikum der oberflichennahen Bereiche des belasteten Bodens stellen die hohen
Corg-Werte dar, die zum groBen Teil durch Kohlenwasserstoff-Kontaminationen und Teerpar-
tikel verursacht werden (Tab. 1). Die PAK, die im Mittel Konzentrationen von 100 mg/kg
erreichen, stellen nur einen kleinen Teil der komplexen Gesamtbelastung dar. Im HPLC-
Chromatogramm eines typischen Bodenextraktes ist neben den trennbaren PAK ein stark aus-
geprégter nicht auflosbarer ,,Background” vorhanden, der wahrscheinlich hauptsichlich durch
PAK-Abkdémmlinge (alkylierte PAK) représentiert wird (Abb. 3). Diese Verbindungen wer-
den hiufig in Boden mit Langzeitkontaminationen gefunden (KASTNER et al. 1993).

Durch Bestimmung der KorngroSenverteilung und durch NaBoxidation der organischen Ma-
trix mit nachfolgender mikroskopischer Separierung der verbliecbenen Bestandteile konnte
festgestellt werden, daB in den untersuchten Proben mengenmiBig Teer- und Kohlepartikel
stark vertreten sind und ca. 1/5 der Grobkornfraktion bilden (Abb. 4). Der relative PAK-
Gehalt der Teer- und Kohlefraktion liegt betréchtlich iiber dem Niveau der anderen Korngré-
Benfraktionen. PAK, die an solchen Matrices sorbiert vorliegen, sind in der Regel im Boden
nur gering bioverfiigbar (WEIBENFELS et al. 1992). Ihre schnelle biologische Eliminierung
wird dadurch limitiert. Laboruntersuchungen zum Abbau von héherkondensierten PAK durch
Zusatz von WeiBfdulepilzen zum kontaminierten Material bestitigten dies (WOLTER 1993).
Um eine effektive Eliminierung der Schadstoffe zu erreichen, muB ihre Verfiigbarkeit erhht
werden. Dazu konnen die Aktivitidten des pflanzlichen Wurzelsystems genutzt werden.

4. Langzeituntersuchungen zur Stimulierung des Kohlenwasserstoff-Abbaus im
Wurzelraum autochthoner Pflanzen des Teerwerkes Rositz

GroBe Bereiche des Werksgeldndes, u. a. extrem hoch belastete Sedimente und Spiilsiume
von Riickstandsdeponien, weisen einen Vegetationsbestand auf, der keine augenfilligen
Schéadigungen oder Wachstumsdepressionen infolge des Schadstoffgehaltes des Bodens auf-
weist. Zu den bestandsbildenden Vertretern dieser toleranten und angepaften Pflanzen zihlen
Goldrute (Solidago canadensis 1.), Rainfarn (Tanacetum vulgare L1..), Glatthafer
(Arrenatherum elatius (L.) Presl), BeifuB (Artemisia vulgaris L.) und Nachtkerze (Oenothera
biennis L.) Solche Spezies sind héufig auf Industriebrachen zu finden (REBELE und DETTMAR
1996). :

Um die potentielle Forderung des Kohlenwasserstoff-Abbaus durch die Ruderalvegetation zu

untersuchen, wurden Langzeit-GefdBversuche unter Freiland/Gewidchshausbedingungen
durchgefiihrt. Es wurde die Abnahme von PAK und aliphatischen Kohlenwasserstoffen im
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Wurzelraum ausgewihlter Pflanzen innerhalb zweier Vegetationsperioden untersucht. Be-
pflanzte und unbepflanzte Mitscherlich-GefdBe wurden zweimal gediingt (NPK) und regel-
méBig bewissert. Viermal innerhalb von 16 Monaten wurden Bodenproben aus dem Wurzel-
raum der Pflanzen und aus unbepflanzten Kontrollansitzen entnommen und chemisch analy-
siert. Nach Abschlul der Versuche wurde die Pflanzenbiomasse, das Wurzelwachstum und
weiter physikalisch-chemische Daten bestimmit.
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Abb. 3: HPLC-Chromatogramm eines Extraktes des Rositz-Bodens (oben) und des PAK-
Standards (unten). Bodenextraktion mit Ethylactat/Ultraschallbehandlung, HPLC-
Trennbedingungen: Sidule: 150/4 Nucleosil 100-5C 18 PAH, Laufmittel: Metha-
nol/Wasser [70:30, v/v], Fluoreszenzdetektion: Excitation/ Emission- 265/430 nm
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Parameter Wert
TexturSandiger Lehm Tab. 1: Ausgewihlte Eigenschaften
pH (0,01 M CaCl,) 7,58 und Konzentration von PAK im
Cor (%) 14,10 verwendeten Boden
Nut (%) 0,16
PAK goeue (mg/kg)* 103,00 * Die PAK-Konzentration der Bodenextrak-
Phenanfiten Ab. te wurde nach dem EPA-Standard bestimmt.
nthiaten b n.b.: nicht best immt
Fluoranthen 10,90
Pyren 13,80
Benzo(a)anthracen 8,00
Chrysen 32,00
Benzo(b)fluoranthen 10,60
Benzo(k)fluoranthen 1,90
Benzo(a)pyren 9,90
Dibenzo(a,h)anthracen 15.80

Boden Rositz
/ 5 200y \
Sand (59%) Schluff/Ton (41%)
Grobkorn Spiilsand
Steine/Schotter (66,7 %) Kohle/Schlacke (22,9 %)* Teer-Partikel (1,1%)*

Abb. 4:

KorngréBenverteilung des Testbodens und der Siebfraktion (1500 - 2000 um). Die
Partikel dieser Siebfraktion wurden nach NaBoxidation der organischen Matrix des
Bodens (Schwefelsdure/H,0,) unter dem Stereomikroskop separiert. Die Konzentra-
tion der PAK (pg/g) ist fiir die einzelnen Fraktionen dargestellt (schraffiert)

Der EinfluB der Pflanzen auf die Schadstoffeliminierung im Boden war unterschiedlich aus-
geprigt. Solidago canadensis forderte die Abbauprozesse am intensivsten (Abb. 5 und 6).
Wihrend der ersten Vegetationsperiode nahm die PAK-Ausgangskonzentration von
103 mg/kg in allen Ansitzen deutlich ab. Dieser Riickgang ist als ,Landfarming*“-Effekt zu
werten und wird wahrscheinlich durch erhchte mikrobielle Aktivititen infolge von Bodenlok-
kerung, Diingung und verbesserten Umweltbedingungen verursacht. Abhingig von der Pflan-
zenart wurden im Wurzelraum Werte von 46 - 60 mg/kg ermittelt, die in der Mehrzahl unter
den PAK-Gehalten der unbepflanzten Kontrolle (64 mg/kg) lagen. In der zweiten Vegetation-
speriode war die Schadstoffeliminierung mit Ausnahme der Solidago-Versuchsansitze we-
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sentlich geringer. Die PAK-Endkonzentration von 24 mg/kg im Wurzelraum von Solidago
canadensis lag deutlich unter den Werten aller anderen Ansitze (Abb. 5).

Fiir die untersuchten Pflanzen konnte ausgeschlossen werden, daB eine signifikante Aufnahme
von PAK in den SproB oder die Wurzeln erfolgte. Ebenfalls auszuschlieBen ist die Evaporati-
on von PAK, da die hauptsichlich vorliegenden Drei- bis Fiinfring-Verbindungen nur iiber
einen sehr geringen Dampfdruck verfiigen. Nach alkalischem AufschluB der Humusmatrix
(ESCHENBACH et al. 1994) wurden nur geringfiigig hthere PAK-Konzentrationen in den Bo-
denextrakten gefunden. Dieser Befund deutet darauf hin, daB PAK-Festlegungsprozesse in
den untersuchten Béden von geringer Bedeutung sind. Es kann deshalb davon ausgegangen
werden, daB hauptsichlich mikrobielle Metabolisierungs- und Abbauprozesse fiir den Riick-
gang der PAK-Belastung verantwortlich sind.

Abb. 5:

I T Restkonzentration von polycylischen
ai T aro-matischen Kohlenwasserstoffen

l l ' _J_ J (Mittel-werte  + Standardabweichung;

0 n = 3) im Wurzelraum von Pflanzen und

in unbe-pflanzten Kontrollansitzen nach
a0l 16-mo-natiger Kultivierung im Ge-
fdBversuch mit kontaminiertem Boden
des Teerwerkes Rositz

-

20—

Summen-PAK (mg/ kg BaTM)

Kontrolle, Solidago Arrhen. Tanacet. Artemisia
unbepfl. canaden. elatius vulgare  vulgaris

Die Konzentration der aliphatischen Kohlenwasserstoffe (Mineralélriickstéinde) wurde nach
Extraktion und Aufreinigung der Extrakte IR-spektrophotometrisch bestimmt (Abb. 6). Im
Vergleich zur unbepflanzten Kontrolle nahm die Konzentration der aliphatischen Kohlenwas-
serstoffe im Wurzelraum von Pflanzen stérker ab. Solidago canadensis bewirkte eine Reduk-
tion auf 41% im Vergleich zur Kontrolle.

Nach 16-monatiger Kultivierung konnte fiir die Mehrzahl der Pflanzen eine starke Entwick-
lung von Spro8 und Wurzel, die intensive Penetration des Bodens sowie die Verinderung
weiterer Bodenkenndaten festgestellt werden (Tab. 2).

8. SchlubBfolgerungen

Im Wurzelraum von Pflanzen wie Goldrute (Solidago canadensis) ist der Abbau von PAK
und aliphatischen Kohlenwasserstoffen in Langzeit-kontaminierten Béden gefordert. Fiir an-
dere autochthone Pflanzenarten der Altlastfléchen trifft dieser Befund nicht zu. Obwohl diese
ebenfalls den kontaminierten Boden besiedelten, war die PAK-Abnahme in der Rhizosphire
nicht gesteigert. Es ist deshalb zu vermuten, daB nicht allgemeine, spezies-unabhingige Ak-
tivitdten der Pflanze (z.B. die Stabilisierung der mikroklimatischen Bedingungen) fiir die For-
derung der Kohlenwasserstoff-Eliminierung unter den gegebenen Bedingungen verantwortlich
sind, sondern daB spezifischere Effekte der Pflanzen-Mikroben-Interaktion vorliegen sollten.
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Die Resultate zeigen, daB bestimmte Pflanzen in der Lage sind stark Kohlenwasserstoff-
kontaminierte Béden zu besiedeln und die natiirlichen Selbstreinigungsprozesse zu stimulie-
ren. Solche Spezies konnen als geeignete Vegetationsdecke fiir die Phytoremediation genutzt
werden. Es ist zu erwarten, da8 diese Technologie die etablierten ,,Landfarming-Verfahren*
zur Bodenreinigung sinnvoll ergdnzen und erweitern kann.

Abb. 6:

T Restkonzentration aliphatischer Kohlen-

l . -|- T wasserstoffe ~ (Mittelwerte + Standardab-
: _I_ l weichung; n=3) im Wurzelraum von

5000

4000

Pflanzen und in unbepflanzten Kontrollan-
sdtzen nach 16-monatiger Kulti-vierung im
GefidBversuch mit kontaminiertem Boden
des Teerwerkes Rositz. (Die Kohlenwas-
serstoffe wurde nach DEV HI18, DIN
38409 bestimmt)

-

3000

2000

—H

Aliphat, Kohlenwasserstoffe (H18) (mg/kg BoTM)

1000

LANNRLENL B R FN O IR S Ly NN N U S B EN SN B R

Kontrolle, Solidago  Arrhen. Tanacet. Artemisia
unbepfl. canaden. elatius vulgare  vulgaris

Tab. 2: Boniturindex des Durchwurzelungsgrades und der Bodenveridnderung sowie organi-
scher Kohlenstoff (C,,) des Testbodens nach 16-monatiger Kultivierung von Pflan-
zen im GefidBversuch

Spezies Wurzelindex" Bodenverinderung” Corg (%)”
Solidago canadensis ++4+ stark 2,2
Arrenatherum elatius ++4+ stark 2,4
Tanacetum vulgare ++ gering n.b.
Artemisia vulgaris +4++ stark 1,5

" Visuelle Bonitur des Durchwurzelungsgrades des kontaminierten Bodens (B):

.+ sehr geringes Wurzelwachstum, ,,++“ Wurzelsystem (WS) entwickelt, B nicht vollstindig durchwurzelt,
-+ kriftiges WS, B iiberwiegend durchwurzelt, ,++++* kriftiges WS, hoher Feinwurzelanteil, B vollstin-
dig durchwurzelt.

?) Bonitur der Bodenveranderungen des Wurzelraumes im Vergleich zur unbepflanzten Kontrolle:
,gering” keine oder geringfiigige Anderung, ,,mittel* lockere Bodenstruktur, Farbunterschiede, ,,stark deutlich
verinderte Struktur des B, aufgelockert, Farbunterschiede.

% Abnahme des organischen Kohlenstoffs im durchwurzelten Boden nach 16- monatiger Kultur. In der unbe-
pflanzten Kontrolle nahm der Wert um 1,7% ab (Anfangswert Cor: 14,1%)

n.b.: nicht bestimmt
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Wachstum auf Pyren durch Rhodotorula glutinis, isoliert aus kontaminier-
ten Arealen

M. C. ROMERO, M. C. CAZAU, S. GIORGIERI, A. M. ARAMBARRI -

Instituto Spegazzini, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de
La Plata, Calle 53 n° 477, 1900 La Plata, Argentinien

1. Einleitung

In mit Kohlenwasserstoff kontaminierten Gebieten ist Pyren aufgrund seiner Struktur mit vier
Benzolringen und seiner hohen Hydrophobizitit einer der persistenten polyzykischen aromati-
schen Kohlenwasserstoffe (PAK). Pyren, das im Ames-Test mutagen ist, scheint jedoch nicht
kanzerogen zu sein (HOLDER et al. 1985, CERNIGLIA 1992). Der mikrobielle Abbau von aro-
matischen Kohlenwasserstoffe trégt in entscheidendem MaRe zur Dekontamination von bela-
steten Sedimenten und oberen Bodenschichten bei (SCHNEIDER et al. 1996, THIBAULT et al.
1996).

Die Mehrzahl der Untersuchungen hat sich an der Isolierung von Organismen und der Be-
stimmung der Kapazitit zur Pyrenmineralisation orientiert. Dabei wurde eine betrichtliche
Zahl von Bakterienspezies und Spezies filamentoser Pilze identifiziert (KELLEY et al. 1993,
STRINGFELLOW und AITKEN 1995, SWANNELL et al. 1996, SACK et al. 1997, LAMBERT et al.
1994).

Ziel der Arbeit war es, Hefen zu isolieren und das Vermogen der Isolate zur Nutzung von Py-
ren als alleinige Energie- und Kohlenstoffquelle zu testen. Damit soll die Kenntnis iiber PAK-
abbauaktive Pilzspezies erweitert werden.

2. Material und Methoden

- I Isolierung und Identifizierung

Die Mikroorganismen wurden aus mit Kohlenwasserstoff kontaminierten Sedimentproben des
Canal Este, Ensenada—Argentinien, isoliert. In Zehnerschritten angelegte Verdiinnungen wur-
den auf Agarplatten mit Basalmineralmedium ausgebracht (K;HPO4 200 mg, KH,PO4 50 mg,
(NH4)2SO04 * 7TH,0 50 mg, FeSO4 * 7H;0 1,75 mg, CaCl; * 2H,O 25 mg pro Liter A. dest.)
und mit einer ethanolischen Pyrenldsung versetzt (0,041 mg Pyren pro Platte). Durch wieder-
holtes Uberimpfen auf Pyren-Agar wurde der dominierende Stamm gereinigt und isoliert.
Dieser Hefestamm wurde anhand seiner morphologischen Charakteristik und mittels bioche-
mischer Tests, wie z.B. Wachstum auf Nitrat als alleiniger N-Quelle, als Rhodotorula glutinis
identifiziert (LODDER 1970, PHAFF et al. 1978). Die Identitdt wurde mit der API-Yeast-Ident
und API 20C (Analytab Products 1992) iiberpriift.

2.2 Biotransformation

Eine Suspension des isolierten Stammes wurde in 100 ml sterilem MBS mit Zusatz von
40 mg/l Pyren kultiviert. Die Suspension wurde fiir drei Tage bei 27 +1°C gehalten. Von die-
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ser Vorkultur wurde ein Aliquot von 2 ml entsprechend 1,5 * 10° Zellen/ml als Inokulum
verwendet.

Die Versuche zur Biotransformation von Pyren wurden in 2 1-Erlenmeyerkolben durchgefiihrt.
Diese enthielten 0,5 1 steriles MBS-Medium, das mit 40 mg/l Pyren supplementiert war. Die
Kulturen wurden bei 27 +1°C bei 140 rpm im Dunkeln inkubiert. Der pH-Wert wurde wih-
rend des gesamten Versuches konstant auf 6,8 — 7,0 gehalten, wie er in den natiirlichen Proben
vorlag. Die Experimente wurden im Duplikat durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden ein dritter
Erlenmeyer-Kolben mit der genannten Konzentration an Ethanol sowie nicht angeimpfte,
abiotische Kolben kultiviert.

In regelmdBigen Abstinden wurden Aliquote der Kulturen mit Pyren und der Kontrollen ge-
zogen und die Gesamtzellzahl in einer Neubauer-Zihlkammer bestimmit.

Die spezifische Wachstumsrate (u = d [In x/x,] /dt) und die Verdopplungszeit (t; = [In2] /u)
wurden anhand der linearen Phase der Wachstumskurven der Hefen berechnet. Das Trocken-
gewicht der Mikroorganismen wurde gravimetrisch bestimmt. Dazu wurden 10 ml pro Al-
quot Zellsuspension 10 min bei 8000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und
der Niederschlag bei 90°C 24 h lang bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (GUNTHER et al.
1995).

2.3 Chemische Analysen

Die Proben wurden durch Festphasenmikroextraktion extrahiert (SPME fiber assembly,
100 um polydimethylsiloxane coating, SUPELCO). Die Probe wurde mit wibriger Losung
behandelt, 20 min bei Zimmertemperatur auf dem Magnetriihrer geriihrt, Phenanthren wurde
als interner Standard verwendet und mit einem response-Faktor von 0,60 gemessen.

Fiir diese Bestimmungen wurde ein Perkin-Elmer Autosystem Gaschromatograph mit Flam-
menionisationsdetektor verwendet. Als Trigergas wurde Stickstoff eingesetzt (10 psi). Der
Detektor hatte eine Temperatur von 300°C. Die Ofentemperatur wurde zwischen 50
(Anfangszeit 3 min) und 250°C (Endzeit 7 min.) mit einer Rate von 15°C/min erhoht. Fiir alle
Bestimmungen wurde eine Kapillarsdule verwendet (PVMS/54: 25 m ¢ 0,32 mm ID, (Methyl
5% Phenylsilikon, 1,0 um Filmdicke).

3. Ergebnisse und Diskussion

Die mittlere Pyrenkonzentration der belasteten Boden und Sedimente betrug 159,4 ppm
(Abb. 1). Die in den Proben dominierende Hefespezies war mit 80% Rhodotorula glutinis
(HARRISON 1958) (Subdivision Ascomycotina, Klasse Hemiascomycetes, Ordnung Crypto-
coccales) (Tab. 1).

Das Wachstum von R. glutinis auf Pyren und in der Kontrolle verlief bis zum 16. Kulturtag
dhnlich. Diese Phase entsprach der metabolischen Adaptation der Hefen an den Kohlenwas-
serstoff (Abb. 2). Dabei wurden Konzentrationen von 41,5 10° N/ml und 39,8 « 10° N/ml
erreicht. Nach 20 Tagen betrug die Zellzahl in den Kulturen mit Pyren 458,0 « 10° N/ml. Die
maximale Zellzahl wurde am 23. Tag mit 1342,5 » 10° N/ml erreicht und nahm danach wieder
ab, am 26. Tag im Ansatz mit Pyren auf 815,0 « 10° N/ml und in der Kontrolle mit Ethanol
auf 14,0 « 10° N/ml . Diese Abnahme war durch den vollstindigen Verbrauch beider Substrate
bedingt.
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Die exponentielle Entwicklung, die ab dem 16. Kultivierungstag in der Pyrenkultur beobach-
tet wurde, korrespondierte nicht mit der zugehorigen Kontrolle, die bis zum Ende der Inkuba-
tion einen mittleren Wert von 31,2 +5.9 ¢ 10° N/ml aufwies.
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Abb. 1: Zusammensetzung der Kohlenwasserstoffe der Sedimentproben
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In der logarithmischen Phase, die zwischen dem 16. und dem 23. Kulturtag stattfand, war die
spezifische Wachstumsrate p=0,026h" (u=d [In*n/n,]/dt) und die Verdopplungszeit
ts = 26,7 h (ta = [In2] / p).

Die niedrigen Werte von p und die relativ langen Verdopplungszeiten, die erhalten wurden,
sind Eigenschaften der Kohlenstoffquelle, die getestet wurde. Andere Autoren haben in mi-
krobiellen Kulturen mit Pyren als alleiniger C-Quelle Wachstumsraten zwischen 0,056 h™!
(Mycobacterium sp.; BOLDRIN et al. 1993) und 0,023 h™ (Rhodococcus sp., WALTER et al.
1991) erhalten. Es muB festgestellt werden, daB diese Wachstumsraten in in vitro Kulturen
erhalten wurden, in denen die Abbauprozesse nicht durch die Substratverfiigbarkeit limitiert
waren.

Tab. 1: Morphologische und biochemische Charakteristik von Rhodotorula glutinis

Wachstum: bei 37°C (+); pellicle in broth (-); pseudo-true-hyphae (-); Askosporen (-); Chlamydosp.
(-); Keimschlauch (-); Kapseln, ind. Tinte (-); Urease (+);
KNO-Verbrauch (+); Phenoloxidase (-).

Assimilation: Glucose (+); Glycerin(-); Gly-2-Keto-D-Gluconat (+); L-Arabinose (-);
D-Xylose (-); Adonitol (+); Xylitol (+); Stiirke (+); Galaktose (-); Inositol (-);
Sorbitol (+); Methyl-Glucosid (+); N-Acetyl-D-Glucosamin (-); Cellobiose (+);
Lactose (-); L-Rhamnose (-); Maltose (+); Sucrose (+); Trehalose (+); Melezitose (+);
Citronensdure (+); Raffinose (+).

Girung: Glucose (-); Maltose (-); Sucrose (-); Lactose (-); Galactose (-); Trehalose (-).

Das Wachstum von Mikroorganismen unter natiirlichen Bedingungen, unter denen der Abbau
von PAK von der Loslichkeit derselben und von den physiko-chemischen Bedingungen ab-
hingt, ist wahrscheinlich geringer als das im Labor erzielte. Die Mehrzahl der Versuche wur-
de mit bakteriellen Spezies oder mit filamentdsen Pilzen durchgefiihrt.

Die Anfangskonzentration an Pyren
nahm signifikant ab. Am Versuchsen-
de wurden Pyrenrestkonzentrationen
—- Pyren von 3,6 — 5,8 mg/l erhalten (Abb. 3).
S Dies entspricht einer 90%igen Ab-
nahme im Vergleich zur Anfangskon-
zentration an Kohlenwasserstoff.

1500

1000 -

10° N pro ml

Die Anfangsbiomasse von 5,30 mg
20,75 mg/l  stieg auf 14,5mg
0,85 mg/l. Daraus ergab sich ein Er-
tragskoeffizient fiir Pyren in zelluldrer
Biomasse von 0,23. Dieser Wert iiber-
schitzt den Ertrag leicht, da nicht um
den Kohlenstoffanteil, der aus dem
Ethanol stammt, korrigiert wurde.
Koeffizienten zwischen 0,10-0,31
wurden in bakteriellen Spezies mit
Kresol als Substrat beobachtet
(GUNTHER et al. 1995).
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Abb. 2: Wachstumskurve von Rhodotorula
glutinis mit Pyren (Kontrolle: Ethanol)
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Abb. 3:
Pyren-Restkonzentration in Kulturen

von Rhodotorula glutinis mit Pyren als
alleiniger C-Quelle nach 30 Tagen

98.8-
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Isolation and characterization of yeast hydrocarbon degraders
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Instituto Spegazzini, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de
La Plata, Calle 53 n° 477, 1900 La Plata, Argentinien

1. Introduction

In environmental research the transformation of hydrocarbons is better documented for
filamentous fungi than for yeasts (SUTHERLAND et al. 1991; CERNIGLIA et al. 1994; SACK et al.
1997). In spite of the frequent occurrence of yeasts and their higher activity in polluted
environments, the study of their potential deserves further attention. Moreover, yeasts have
become the predominating microorganisms in certain environments, especially those heavily
contaminated (BERDICEVSKY et al. 1993, AVERY and TOBIN 1993).

Few studies have evaluated the ability of yeast species to biotransform a variety of aliphatic
and aromatic hydrocarbons by cooxidation and in the presence of alternative carbon sources
(LINDLEY et al. 1986, OKPOKWASILI and AMANCHUKWU 1988). Therefore, the objective of this
assay was to determine the ability of representative isolated yeasts to grow on different
aliphatic and aromatic hydrocarbons.

2. Materials and methods

2.1 Sampling sites and chemical analyses

Sediment samples were taken from a stream contaminated with hydrocarbons, near YPF-
Petroleum Refinery (La Plata; Argentina). The organic carbon concentration of the sediment
was determined using a CHN analyzer (Perkin-Elmer, Norwalk, Conn.) The hydrocarbon
concentrations were analyzed by gas chromatography in triplicate; solid phase microextraction
technique was used (SPME fiber assembly, 100 pum polydimethylsiloxanecoating,
SUPELCO). The sampling was performed with 4 ml aqueous solution stirring magnetically
for 20 min at room temperature, using naphthalene as internal standard, with a response factor
of 0.60.

A Perkin-Elmer Autosystem Gas Chromatograph equipped with a flame ionisation detector
was used. Nitrogen was used as carrier gas (10 psi). The injection port was glass lined and
allows split/splitless injection. The split relation was 1/20 and the temperature 280°C. The
detector was maintained at 300°C. The oven temperature was programmed from 50°C (initial
time 3 min) to 250°C (final time 7 min) at a rate of 15°C/min. For the injection with the
microfiber the splitter was closed for 3 min.

A fused-silica capillary column, liquid phase (methyl 5% phenyl silicone) permaphase
PVMS/54 (25 m « 0.32 mm ID, 1.0 um film thickness) was used for all determinations.
2.2 Yeast isolation

Sediment samples were serially diluted and assayed for the presence of hydrocarbon degrading
yeast species by the modified method of KIYOHARA et al. 1982, by triplicate. The strains were
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purified by streaking the colonies on agar-plates with mineral basal salts (MBS) amended with
the respective hydrocarbon as sole carbon source; then they were incubated at 25 +1°C,
30 days, although most of the colonies appear on the 5th day. Moreover, sterile controls of
each aliphatic and aromatic hydrocarbon were simultaneously incubated.

To the autoclaved MBS containing (per liter distilled water): (NH4)>SO4 1000 mg, K,;HPO,
800 mg, KH,PO, 200 mg, MgSO,4 e+ 7H,0 200 mg, CaCle*2H;O 100 mg, FeSO,+* 7H,0
5 mg, 2% agar; one ml of vitamin solution, sterilized by filtration, was added to the medium.
The pH was adjusted to 4.5 and to 7.0. The surfaces of the sterile MBS plates were coated
with 125 ul of filtered (0.2 um pore size) aliphatic and aromatic hydrocarbon ethanolic
solutions; then the plates were dried for 40 min at 35°C with UV exposure to volatilize the
ethanol. The concentration of n-hexadecane (Ci¢Has), n-heptadecane (C;7H3¢), n-octadecane
(CigH3g) and n-tetracosan (Cy4Hsp) added to each plate was 2.8 mg; and 0.15mg of
phenanthrene (Cy4H)o), anthracene (C;4Hj) and pyrene (Ci6Hy9) was added to the other
plates.

23 Yeast enumeration

Yeast extract-malt extract (YM) agar (Difco) and MBS amended with the respective aliphatic
and aromatic hydrocarbons were the media employed for enumerating the total yeast
population and the number of hydrocarbon-consuming yeasts. All the media were adjusted to
pH 4.5 and to pH 7.0 with HCI, and amended with streptomycin to a final concentration of
0.03 ug/ml . Yeasts were enumerated by standard spread plate methods (APHA, 1992); and
plates with more than 25% of their surface area covered with filamentous fungi were not used.

Suspensions of the selected yeasts were prepared in 100 ml of sterile physiological solution
and 0.1 ml was utilized as inoculum. The plates were incubated at 25 +1°C, and controlled
during 30 days. Sterile controls of each hydrocarbon were simultaneously incubated. Data
from yeasts biotransforming assays were compared with a sterile control and evaluated by
analysis of variance; significant levels were set at P < 0.05.

24 Identification

Ten yeast species were isolated from the studied sediment on the hydrocarbon-agar, but only
five of them were identified. All media and dilutions were performed in triplicate plates by the
spray-plate technique. The isolates with slow growth compared with counts performed on YM
agar were not selected.

The species were identified by colony appearance, cell morphology and physiological
differences, such as carbohydrate assimilation-fermentation tests, and growth on nitrate as sole
nitrogen source (LODDER 1970, PHAFF et al. 1978). Identification was confirmed by the use of
rapid identification methods API Yeast-Ident and API 20C (Analytab Products, 1992),

3. Results

The sediment properties were pH 6.8; texture: sand 79.9%, lime 9.2%, clay 10.9%;
composition: C-organic 4.80%. The hydrocarbon concentrations of the studied sediment were
246.0 ppm hexadecane; 67.8 ppm heptadecane; 150.1 ppm octadecane; 134.8 ppm
octadecane; 11.1 ppm phenanthrene; 33.0 ppm anthracene and 159.4 ppm pyrene (Fig. 1).
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Fig. 1: Chromatogram of the studied sediment

Of ten isolates, five yeasts were identified to the level of species as they represented 72% and
86% of the strains that grow on aliphatic and aromatic hydrocarbon agar, respectively. These
percentages were obtained by comparing yeast colony numbers on MY, considered total yeast
population, with the ones on hydrocarbon-agar. Isolates with less pronounced growth were not
scored as hydrocarbon biotransforming yeasts. The selected strains were identified as
Rhodotorula rubra, Rhodotorula minuta, Candida tropicalis, Candida krusei, and

Cryptococcus albidus (Tab. 1).

The enumeration of aliphatic and aromatic hydrocarbon degraders is shown as CFU/ml (mean
values obtained from three plates and three dilutions), at the. final period incubation (Tab. 2).
The colonies obtained on the different hydrocarbon agar were statistically significantly
different (P < 0.05) from the sterile control.

C. albidus and C. tropicalis grew on n-hexadecane, n-heptadecane and n-octadecane, but only
1.0+ 10% and 1.5¢10° CFU/ml were observed on n-tetracosan. The other three yeasts
R. rubra, R. minuta and C. krusei had almost the same ability to transform n-alkanes except
n-tetracosan, and the colony numbers obtained in (Ci¢Hss), (Ci7Hze), and (CisHis) were
significantly higher than those obtained with the other yeasts at pH 7.0.

R. minuta and R. rubra grew on the aromatic hydrocarbons and similar densities were
observed on phenanthrene and anthracene (0.9+10° — 1,8+ 10° CFU/ml;
2.0 * 10° — 12 » 10° CFU/ml, respectively); significantly lower values were obtained on pyrene
as sole carbon source, and a 100-fold decrease was observed for each species.
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Tab. 1: Cultural and biochemical characteristics of the isolated yeasts

R. minuta R. rubra C. tropicalis C. krusei C. albidus
Growth at 37°C + + + + — (rare)
Pellicle in broth - - s i -
Pseudo/true hyphae - - + + =
Chlamydospores - — = - -
Germ tubes = = - - -
Capsule — (variab) — (variab) - : —~ +
Urease + + - + (variab) 4
KNO; utilization + - s = "
Phenol oxidase - - - — (variab) -
Ascospores — = =, — (variab) -
Assimilation of;
Dextrose + + + + +
Maltose + + + - -
Sucrose + + + - i@
Lactose - = - — +
Galactose + (variab) + + - +
Melibiose - — - s 4
Cellobiose + + + = o
Inositol - - e = +
Xylose + + + i +
Raffinose + + = = +
Trehalose + + + — +
Dulcitol - = - - +
Fermentation of:
Dextrose - — + =0 =
Maltose = = % - —
Sucrose - = + + -
Lactose — = 4 - -
Galactose = - + - _
Trehalose = — + — -

The numbers of C. krusei- and C. tropicalis-colonies obtained on aromatic hydrocarbons were
lower than the Rhodotorula spp ones, being the yeast counts 2.2 * 10* — 1.5 « 10° CFU/ml and
0.7+10* — 0.5 10> CFU/ml, respectively. Cryptococcus albidus had a significantly less
growth on phenanthrene and anthracene.
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Tab. 2: Growth of the yeast strains on aliphatic and aromatic hydrocarbons (results expressed
as CFU/ml, after 30 days of incubation and pH 7.0)

hexane heptane octade tetraco phenan anthra pyrene
R. rubra 5110° | 49¢10° | 54+10° | 1.2¢10° | 2.0+10° | 1.2-10° | 2.0+ 10°
R. minuta 42+10° | 35+10° | 42+10° | 08+10° | 09¢10° | 1.810° | 1.810°
C. tropicalis 2510° | 2.810° | 2210° | 1.5:10° | 07+10° | 05+10° | 35+10°
C. krusei 57+10° | 2.7¢10° | 25.10° | 0.6+10° | 22¢10° | 15¢10° | 1.6+10°
C. albidus 55+10° | 3.4¢10° | 3.810° | 1.0210° | 25+10° | 3.1¢10° | 25+ 10°

It is noteworthy that the yeast counts on n-tetracosan for the five isolated yeasts were similar
to the ones obtained for pyrene, although it is an aliphatic hydrocarbon.

The data also indicate that pyrene transformation by the isolated yeasts was slow when
compared with phenanthrene and anthracene; yeast densities fall between 2.0+ 10* and
2.5 « 10° CFU/ml for the five species. The enumeration of yeast hydrocarbon degraders on pH
4.5 (data not shown) was similar to the ones observed at pH 7.0, so we can infer that this
factor did not affect hydrocarbon biotransformation.

4. Discussion

Candida spp. is the most frequently isolated genera from contaminated sites (HAGLER et al.
1979, FEDORAK et al. 1984, MACGILLIVRAY and SHIARIS 1993). The adaptive oxidizing
system for n-alkane by different species of Candida has been reported by numerous authors,
and the system could be induced also by compounds other than hydrocarbons (OKPOKWASILI
and AMANCHUKWU 1988, ASCON-CABRERA and LEBEAULT 1993).

In the presence of glucose, different Candida spp. oxidized anthracene and pyrene (WISEMAN
and WooDs 1979, HOFMANN 1986); the biotransformation of phenanthrene has also been
reported (MACGILLIVRAY and SHIARIS 1994). Moreover, C. tropicalis was not enumerated as
a presumptive pyrene degrader as sole carbon source in this last report, so it is a new species
able to take up pyrene.

Environmental surveys have also shown the widespread distribution of the Rhodotorula spp.
in polluted ecosystems (BERDICEVSKY et al. 1993, HOFRICHTER et al. 1993). The ability of R.
minuta and R. rubra to grow on phenanthrene, anthracene and pyrene, is in coincidence with
others reports (CERNIGLIA and CROW 1981, WRIGHT and RATLEDGE 1991), but in our assay
this ability was proved without other carbon sources.

Although Cryptococcus albidus has generally been mentioned as environmental isolate but
with minor importance in contaminated environments (HAGLER and MENDONCA-HAGLER
1981), the isolate’s strain was able to grow on hydrocarbons.

Hydrocarbons differ in their susceptibility to microbial attack and have been ranked in order
of decreasing susceptibility: n-alkanes > low-molecular-weight aromatics > high-
molecular-weight aromatics (LEAHY and COLWELL 1990). This pattern was not observed in
our experiments, as greater degradation of aromatics than n-tetracosan was obtained. As the
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hydrocarbon concentrations used were high, we could infer negative plates as inability to
degrade the compound or as inhibition response to the concentration assayed.

In conclusion, the assayed yeast strains were able to utilize aromatic hydrocarbons containing
three or four rings as sole carbon source. Besides all the strains were able to grow on any
hydrocarbons, there were clear differences between the yeast species with respect to the kind
of compound utilized and the growth densities.

Although all the species were environmental isolates from polluted sites, R. minuta and
R. rubra had a high response to biotransform either aliphatic or high-aromatic-hydrocarbon.
C. krusei and C. tropicalis were moderate hydrocarbon degraders according to our assay;
moreover, C. albidus was able to grow on significant amounts of aliphatic hydrocarbons.
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1. Einleitung

Mehrere Oxidasen und Phenoloxidasen sind am ProzeB der Modifikation und des Abbaus von
Lignin beteiligt: Ligninperoxidase (LiP), Manganperoxidase (MnP), Mn unabhingige Peroxi-
dasen (MiP), Laccase und Aryl-Alkoholoxidase (AAQO) (ODIER und RoOUAU 1985, HEINZKILL
und MESSNER 1997). Diese ligninolytischen Enzyme besitzen eine geringe Substratspezifitiit
(GUILLEN 1991, HOFRICHTER und FRITSCHE 1996), eine Eigenschaft aufgrund derer sie nicht
nur Lignin, sondern auch andere Verbindungen mit dhnlicher Struktur, wie z.B. Humins&uren,
DDT und polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) abbauen (KIRK 1983,
BumPUS und AUST 1987). Die Mechanismen und Funktionen des ligninolytischen Enzymsy-
stems sind bisher nicht vollstindig aufgeklirt.

Uber ligninolytische Enzyme von Pilzen, die aus zersetztem organischem Material von Boden
und Uferzonen isoliert werden, gibt es nur wenig Information. Dies fiihrte uns dazu diese En-
zymsysteme zu untersuchen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, Kenntnisse zur Bildung von Oxidasen und/oder Peroxidasen
durch Mikromyceten, die aus zersetztem organischem Material isoliert wurden, zu erlangen.
Fir die Untersuchung wurden 12 Pilzstimme aus verschiedenen taxonomischen Gruppen
— Ascomyceten und Deuteromyceten — mit der Fihigkeit zur Bildung von extrazelluldren
ligninolytischen Enzymen ausgewihlt. Thre Fihigkeit zur Produktion von Oxidasen und/oder
Peroxidasen wurde qualitativ bestimmt.

2. Material und Methoden

21 Pilzstimme

Es wurden verschiedene Mikromyceten verwendet, die zur Untergruppe Ascomycotina oder
zur Formgruppe Deuteromycotina gehoren. Die Pilze stammen aus der Stammsammlung des
Instituto Speggazini (CLPS). Diese Stimme wurden aus zerfallendem organischen Material
isoliert, das aus Boden und Uferzonen verschiedener Gewiisser Argentiniens stammt.

Untergruppe Ascomvyceten: Emericella nidulans (Eidam) Vuillemin (CLPS Kult Nr. 29);
Sordaria fimicola (Roberge) Cesati et de Notaris (CLPS Kult Nr. 30); und Talaromyces he-
licus (Raper und Fenell) C.R. Benjamin (CLPS Kult Nr. 553).

Formgruppe Deuteromycotina: Alternaria alternata (Fries: Fries) Keissler (CLPS Kult Nr.
267); Aureobasidium pullulans (de Bary) Arnaud (CLPS Kult Nr. 2); Epicoccum purpurans
Ehrenb. ex Schlecht. (CLPS Kult Nr. 23); Fusarium solani (MARTIUS) Saccardo (CLPS Kult
Nr.  555); Graphium putredinis (Corda) Hughes (CLPS Kult Nr. 423);
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Phaeoisaria clematidis (Fuckel) Hughes (CLPS Kult Nr. 154); Phoma glomerata (Corda)
Wollenw. und Hochapfel (CLPS Kult Nr. 469); Scopulariopsis brumptii Salvanet-Duval
(CLPS Kult Nr. 135); Trichoderma saturnisporum Hammil (CLPS Kult Nr. 264).

Die Stéimme wurden als Strichkulturen bei 4°C auf Malzagar und auf Minerals] gehalten.

2.2 Substrat

Die Identifizierung der pilzlichen extrazelluldren Oxidasen und Peroxidasen wurde auf Cza-
pek-Dox-Medium, modifiziet mit ABTS (2,2°-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonsiure) Diaminsalz (Sigma) durchgefiihrt. ABTS ist ein sehr empfindliches Substrat, das
anhand einer Farbreaktion die schnelle Selektion von Pilzen erlaubt, die ligninolytische En-
zyme produzieren (HIGHLEY 1987, BOURBONNAIS und PAICE 1990). Die Anwendung dieses
Tests erlaubt nicht nur den Nachweis von Phenoloxidasen — wie der Laccase —, sondern auch
von Peroxidasen des Typs Mn-P (HOFRICHTER und FRITSCHE 1996). Die Aktivitit der Oxida-
sen wurde mit der Aktivitit der Peroxidase korreliert.

2.3 Animpfen und Kulturbedingungen

Getestet wurde in Petrischalen mit einem Durchmesser von 90 mm, die 20 ml modifizierten
Czapek-Dox-Agar folgender Zusammensetzung enthielten: 10 g Glucose, 1 g NaNOs, 1 g
K;HPOy4, 0,5 g MgS0, * H;O, 0,5 g KCI, 0,2 g Hefeextrakt, 0,2 g ABTS, 20 g Agar-Agar pro
Liter (der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren auf pH 6,0 — 7,0 eingestellt, danach wurde
bei 1 atm fiir 20 min autoklaviert). Es wurden Stanzstiicke von aktivem Mycel (5 mm Durch-
messer) angeimpft, das zuvor in Platten mit 2% Malzagar kultiviert wurde. Von jedem Stamm
wurden drei Parallelen unter kontrollierten Bedingungen (Inkubator 25°C) gezogen.

24 Interpretation

Die Bonitierung der Ergebnisse erfolgte iiber 6 Wochen. In diesem Zeitraum wurden alle 7
Tage das Pilzwachstum und die Farbe der Hofe um die Kolonien kontrolliert.

Bonitur-Index zur Bildung von extrazelluldren Phenoloxidasen und Peroxidasen:.

1. Positive Reaktion (++): Intensiv griiner Hof in definierten Zonen.

2. Schwach positive Reaktion (+): Schwach griiner Hof.

3. Negative Reaktion — ohne Oxidasen-Peroxidasenaktivitit — (-): Griiner Hof fehlt.

3. Ergebnisse und Diskussion

Firbung des modifizierten Czapek-Dox-Mediums (Oxidation von ABTS) und Pilzwachstum:

Es wurde von jedem Stamm das ligninolytische Potential ermittelt. Tabelle 1 zeigt den Grad
der Reaktion beziiglich der Enzymproduktion der einzelnen Stimme. Zusitzlich sind die ent-
sprechenden Autoren aufgefiihrt. Der Test zeigte fiir folgende Stdimme eine potentielle
ligninolytische Aktivitit (positive Reaktion fiir Oxidasen und/oder Peroxidasen): Graphium
putredinis, Phaeoisaria clematidis, Phoma glomerata, Sordaria fimicola (diese drei Spezies
werden hier zum ersten Mal als Produzenten ligninolytischer Enzyme genannt) und Tala-
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romyces helicum. Die Produktion von extrazelluldren Oxidasen und/oder Peroxidasen war nur
bei 40% der eingesetzten Micromyceten nachweisbar. Hier wurde die Reaktion wie folgt be-
obachtet:

1. Positive Reaktion (++): Graphium putredinis
Phaeoisaria clematidis
Talaromyces helicus

Graphium putredinis und Talaromyces helicus produzierten nachweisbare Mengen an extra-
zelluldren ligninolytischen Enzymen (SAPARRAT et al. 1996). Fiir diese Species ist der Abbau
von gesittigten Kohlenwasserstoffen, Aromaten, Harzen und Asphaltenen beschrieben
(Ouport 1993).

2. Schwach positive Reaktion (+): Phoma glomerata
Sordaria fimicola

3. Keine Oxidase/Peroxidasen-Aktivitiit (-):
Alternaria alternata
Aureobasidium pullulans
Emericella nidulans
Epicoccum purpurascens
Fusarium solani
Scopulariopsis brumptii
Trichoderma saturnisporum

Reinkulturen von Alternaria alternata sind in der Lage, Aliphaten wie Kerosin abzubauen
(RUBDIGE 1974). In Mischkulturen metabolisiert A. alternaria die aromatische Fraktion von
petrochemischen Riickstdnden. Fiir Alternaria ist die Nutzung von aliphatischen und aromati-
schen Kohlenwasserstoffen als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle beschrieben (CAZAU
et al. 1992). Unter den verwendeten Kulturbedingungen konnte fiir Alternaria keine Peroxida-
se (MnP) nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu haben HOFRICHTER und FRITSCHE (1996)
die Bildung von MnP durch Stimme dieser Gattung bei Wachstum auf Huminsiuren berich-
tet.

Obwohl unter den genannten Bedingungen in Aureobasidium pullulans keine Oxida-
se/Peroxidase-Aktivitdt nachweisbar war, wurde in fritheren Experimenten die Produktion von
extrazelluldrer Laccase nachgewiesen. Deren Bildung wird in hohem MaB durch die Art der
dem Medium zugefiigten Kohlenstoffquelle beeinfluBt. Das Wachstum dieses hefeartigen Pil-
zes in einem Medium mit Lactose fiihrt zu einer héheren Produktion an Phenoloxidasen im
Vergleich zum Wachstum auf Monosacchariden (z.B. Glucose, Maltose) (DESPHANDE et al.
1992). Der reprimierende Effekt der Glucose — dem hier verwendeten Wachstumssubstrat —
auf die Expression und Produktion des Enzyms Laccase (EGGERT et al. 1995) koénnte die feh-
lende Produktion der ligninolytischen Enzyme in diesem Pilzstamm bestimmt haben.

Wihrend bei Talaromyces helicum sich die Firbung des Czapek-Dox-Mediums bis zur zwei-
ten Woche intensivierte (++), war bei allen anderen Pilzen nur in der ersten Woche enzymati-
sche Aktivitdt nachweisbar. Weiterhin zeigten sich im Verlauf der sechs Wochen violette
Farbt6ne im Medium verschiedener Pilze (auBer in Epicoccum pupurascens, Graphium pu-
tredinis und Trichoderma saturnisporum). Diese Resultate deuten auf die Anwesenheit von
unspezifischen Enzymen, die ABTS und/oder seine Oxidationsprodukte zu unterschiedlichen
nicht identifizierten gefiirbten Substanzen umsetzen.

Das Mycelwachstum aller getesteten Stimme auf modifiziertem Czapek-Dox-Medium zeigte
keine Unterschiede zum Wachstum auf Malzextrakt-Agar (M.E.).
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Tab. 1: Ergebnisse des ABTS-Testes mit verschiedenen Micromyceten-Spezies und Referen-
zen zur Produktion extrazelluldrer ligninolytischer Enzyme

Spezies Reaktion des ABTS-Tests Andere Autoren
Alternaria alternata - HOFRICHTER u. FRITSCHE 1996
Aureobasidium pullulans - DESPHANDE et al. 1992

Emericella nidulans T =

Epicoccum nigrum = L

Fusarium solanum - IWAHARA et al, 1980
GUILLEN et al. 1990

Graphium putredinis + SAPARRAT ot al, 1996
Phaeoisaria clematidis g =

Phoma glomerata + a

Scopulariopsis brumpfii — =

Sordaria fimicola + _

Talaromyces helicum ++ SAPARRAT et al. 1996

Trichoderma saturnisporum - -
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Biotransformation von Pyren durch Pilze
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Einleitung

Pyren und weitere polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) bilden eine Sub-
stanzgruppe mit hoher Umweltrelevanz, die von der U.S. Environmental Protection Agency in
die Liste der ,,priority pollutants* aufgenommen wurde (INT. AGENCY RES. 1983, KAGAN
et al. 1985). Der mikrobielle Abbau und die Transformation dieser Kohlenwasserstoffe ist ein
wichtiger ProzeB in der biologischen Sanierung kontaminierter Gebiete (LAMBERT et al. 1994,
CHAINEAU et al. 1995).

Die Untersuchungen zum Abbau von PAK konzentrierten sich bisher auf die Pilzgruppen der
Zygomyceten und der Basidiomyceten. Beispiele dafiir sind Arbeiten zum Abbau von PAK
und zur Bildung von Metaboliten durch Crinipellis stipitaria und Phanerochaete chrysospo-
rium (POTHULURI et al. 1993, LANGE et al. 1994, VAZQUES-DUHALT et al. 1994, SACK et al.
1997). Spezies der Deuteromyceten, wie Aspergillus sp., Penicillium sp., Bewohner von
kontaminierten Boden, wurde ein geringeres Abbaupotential zugeschrieben (OUDOT et al.
1993, SACK und GUNTHER 1993).

Die Isolierung und Identifizierung von kohlenwasserstoffabbauenden Stimmen wird in Ar-
gentinien von mehreren Gruppen betrieben. CAZAU et al. (1994), COLOMBO et al. (1996) und
ROMERO et al. (1997) isolierten und identifizierten kohlenwasserstoffabbauende Pilzspezies
u.a. aus kontaminierten Béden. Die Untersuchungen wurden mit aliphatischen Kohlenwas-
serstoffen und mit Zwei-und Dreiring-PAK als Modellsubstanzen durchgefiihrt.

Aus belasteten Bodenproben des Werksgelidndes der Raffinerie YPF-La Plata, Argentinien
wurden Stdmme von Fusarium solani und Rhodotorula glutinis isoliert und identifiziert. Die-
se Pilze wurden fiir die weiteren Versuche ausgewihlt, da sie gutes Wachstum auf Agarplatten
zeigten, deren Néihrmedium Pyren als alleinige Kohlenstoffquelle enthielt. Gegenstand der
hier vorgestellien Untersuchungen bildete der in vitro Abbau von Pyren mit und ohne Co-
substrat.

2. Material und Methoden

2.1 Kultivierung der Pilzspezies

Fusarium solani und Rhodotorula glutinis wurden in 20 ml Mineral-Basal-Medium kultiviert
(MBM), das 40 mg/l Pyren enthielt (Stammlésung: 0,8 mg Pyren /2,5 ml Dimethylformamid),
(a) mit 0,5% Glucose, (b) ohne weitere Kohlenstoffquelle, pH 6,5. Die Zusammensetzung des
MBM war (mg/l): (NH4)>,SO, 400; K;HPO4 320; KH,PO4 80; MgSO4 « 7TH,0 80; CaCl, 40;
FeCl, 2. ’ J

Zu Beginn wurde die Biomasse von F. solani bestimmt. Hierzu wurden von einer Petrischale

mit Pyrenagar drei Stanzstiicken von 7 mm Durchmesser entnommen und auf einem vorher
ausgewogenen Filterpapier fiir 48 h bei 60°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Dem Kol-
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ben mit Pyren und den Kontrollen wurde eine identische Kulturmenge als Inokulum zugege-
ben.

Kulturen der Hefe R. glutinis wurden mit 0,2 ml Zellsuspension inokuliert. Dazu wurde
Zellmaterial einer Stammkultur mittels Impfose in sterile physiologische Kochsalzlsung
iiberfiihrt und durch Schiitteln suspendiert. Die Zellzahl (N/ml), die jedem Kolben zugegeben
wurde, wurde durch Auszihlen bestimmt (Thoma-Zihlkammer, Fein-Optik Bad Blanken-
burg).

Jeweils zwei 100 ml-Erlenmeyerkolben mit 20 ml des Medium (mit und ohne zusitzliche
Kohlenstoffquelle) wurden unter sterilen Bedingungen mit den zu untersuchenden Pilzen
angeimpft und zusammen mit den abiotischen Kontrollen (ohne Inokulum) inkubiert. Die
Kultivierung erfolgte als Schiittelkultur (140 rpm) bei 25 £1°C iiber 20 Tage. Zweimal wo-
chentlich wurden Proben entnommen und fiir jedes Medium und jede Pilzart bzw. die Kon-
trolle in duplo aufgearbeitet.

22 Probenaufarbeitung

Extraktion und Pyrenbestimmung

In regelméBigen Abstéinden wurde mittels HPLC die Pyren-Restkonzentration in beiden Kul-
turmedien sowohl in der F. solani- als auch der R. glutinis-Kultur analysiert. Die Extraktion
bestand aus fiinf aufeinanderfolgenden Behandlungen der Kulturmedien mit je 30 ml Ethy-
lacetat (Endvolumen 150 ml) im Scheidetrichter. Der Extrakt wurde mit Na,S0; getrocknet,
mit Ultraschall behandelt, filtriert und im Rotationsverdampfer zum Trocknen eingeengt
(Sdulentemperatur -6°C, Bad 40°C, 50 mPa). Der Riickstand wurde in 1500 pul Ethylacetat
gelost, verdampft und erneut in 1500 pl Methanol gelést.

Die entsprechenden Proben wurden mit Ultraschall behandelt und mittels HPLC (Merck Hi-
tachi) bestimmt. Ausstattung: L-4200 UV-Detektor, Chromato-Integrator D-2500; Séiule
RP 18 (125+4 mm, innerer Durchmesser); Losungsmittel Acetonitril : Wasser — 80 : 20:
FluBrate 1,0 ml/min; Wellenléinge 254 nm.

Jede Probe wurde zweifach bestimmt und auf einen Standard bezogen. Die aufgelisteten Da-
ten wurden mit einer mittleren Standardabweichung von 15% erhalten. Die Kalibrierungskur-
ve wurde in dreifacher Ausfiihrung mit verschiedenen Verdiinnungen (5, 10, 20, 30, 40,
50 mg/l) einer Pyrenstammldsung in Dimethylformamid erstellt, die identisch war mit der, die
fiir die Kulturen verwendet wurde.

3. Ergebnisse

Im Inkubationszeitraum wurde in dem Medium ohne Glucose ein Anstieg der anfiinglichen
Dichte von R. glutinis von 1,08 ¢10° N/ml auf 1,25 — 1,95 N/ml beobachtet. In den Kulturen
mit Cosubstrat betrug die Endkonzentration 3,25 — 4,90 » 10° N/ml, was einem Anstieg der
Zellzahl um zwei und drei Zehnerpotenzen in jedem Kulturmedium entspricht.

Die Verédnderung der Biomasse von F. solani, die iiber das Trockengewicht am Anfang und
am Ende der Inkubation bestimmt wurde, betrug 0,625 g/1 bis 0,997 und 0,975 g/1, sowohl in
dem Medium mit als auch in dem Medium ohne Glucose, was einer Biomassezunahme von
59,5 und 56,0% entsprach.

77



mg * 1" Pyren

Abbau (%)

Projekt ENV 23: Oil decomposition by fungi

Die Pyrenkonzentration dnderte sich bis zum 14. Kulturtag nicht signifikant. Die Abnahme
der Konzentration betrug bei R. glutinis 11,7 — 13,9 mg/l (29,3 —34,7%, Abb. 1) und fiir
F. solani nur 1,1 — 6,9 mg/ (2,6 — 17,3%, Abb. 2).
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Abb. 1: Ergebnisse des Versuchs mit Abb. 2: Ergebnisse des Versuchs mit
R. glutinis F. solani

Im Ansatz mit R. glutinis war die maximale Pyrenabnahme fiir die Kulturen mit und ohne
zusitzliche Kohlenstoffquelle 14,6 und 14,7 mg/l (Tab. 1). Diese Konzentrationen entspra-
chen einer Abnahme von 36,5% der anfinglichen Kohlenwasserstoffkonzentration. Die Py-
renkonzentration nahm in jedem Kulturmedium von F. solani auf 12,7 und 12,3 mg/l ab
(Tab. 2). Der Prozentsatz der Kohlenwasserstoffabnahme am 17. Inkubationstag war etwas
geringer

(31,9 — 30,9%) als der in der Kultur mit R. glutinis ermittelte.

Beide Pilze eliminierten Pyren zu einem #hnlichen Prozentsatz bis zum Kulturende (17. Tag).
Glucose als C-Quelle hatte lediglich einen Einfluf} auf die Pyrenabnahme in den ersten Kultur-
tagen.
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Tab. 1: Metabolismus von Pyren durch Rhodotorula glutinis

a) Pyren-Restkonzentration (mg/l)

Inkubationszeit 3d 7d 10d 14d 17d
Medium ohne Gluc. 40 40 38,8 28,3 25,4
Medium mit Gluc. 40 35,9 34,5 26,1 25,3

b) Pyrenabnahmen (mg/1) (Ausgangskonzentration 40 mg/1)

Inkubationszeit 3d 7d 10d 14 d 17d
Medium ohne Gluc. 0 0 1.3 1157 14,6
Medium mit Gluc. 0 4,1 5.5 13,9 14,7

c) Pyrenabnahmen (% der Ausgangskonzentration)

Inkubationszeit 3d 7d 10d 14 d 17d
Medium ohne Gluc. 0 0 3,1 29,3 36,5
Medium mit Gluc. 0 10,2 137 34,7 36,5

Tab. 2: Metabolismus von Pyren durch Fusarium solani

a) Pyren-Restkonzentration (mg/l)

Inkubationszeit 3d 7d 10d 14d 17d
Medium ohne Gluc. 394 39,4 38,7 38.9 273
Medium mit Gluc. 40 40 35,6 33,1 27,7

b) Pyrenabnahmen (mg/l) (Ausgangskonzentration 40 mg/1)

Inkubationszeit 3d 7d 10d 14 d 17d
Medium ohne Gluc. 0.6 0,6 1,3 1,1 12,7
Medium mit Gluc. 0 0 4.4 6,9 12,3

c¢) Pyrenabnahmen (% der Ausgangskonzentration)

Inkubationszeit 3d 7d 10d 14 d 17d
Medium ohne Gluc. 1.4 1.4 3,2 2,6 31,9
Medium mit Gluc. 0 0 10,9 17,3 30,9
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4. Diskussion

Die Bodenpilze, die aus kontaminierten Béden isoliert wurden, besitzen keine starke lignolyti-
sche Aktivitdt. Sie metabolisieren PAK langsam und haben die entsprechende metabolische
Kompetenz erst durch die langandauernde Gegenwart von Kohlenwasserstoffen erworben
(CERNIGLIA et al. 1992, SACK et al. 1992, SACK und GUNTHER 1993).

Fusarium -Spezies wurden isoliert und auf ihre Abbaukapazitit von Phenol (ANSELMO et al.
1989) und 2,4-Dinitrophenol (MADHOSINGH 1958) hin untersucht. Das Potential von F. solani
zur Transformation von Rohol in Gegenwart eines Cosubstrates wurde von CHAINEAU et al.
(1995) in Mikrokosmosansitzen untersucht. In diesen Versuchen wurde mittels HPLC-
Analyse eine Pyrenabnahme von 30% fiir F. solani -Kulturen (ohne Glucosezusatz) ermittelt.

In Experimenten mit Phenanthren und Benzo[a]anthracen beobachteten MACGILLIVRAY und
SHIARIS (1993) kohlenwasserstoffspaltende Aktivitdt mit R. glutinis, die in der Lage war, mit
0,73 umol Phenanthren/g zu wachsen. Pyren wurde bei diesen Spezies bislang nicht als allei-
nige C-Quelle eingesetzt.
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Geschlossenes Bioreaktorsystem zur mikrobiellen Behandlung stark
kohlen-wasserstoffbelasteter Industrieschlimme
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26111 Oldenburg, Deutschland

L Einleitung

Bei der Forderung von Rohol sowie der Produktion von petrochemischen Produkten und de-
ren Entsorgung fallen groBe Mengen an unterschiedlich zusammengesetzten kohlenwasser-
stoffhaltigen Schlimmen an. Bei der biologischen Sanierung dieser Schlimme in Mieten oder
Bioreaktoren sowie bei der Deponierung werden Abgase freigesetzt, die zu einer erheblichen
Belastung der Umwelt mit Kohlenwasserstoffen fiithren kénnen (PAYNE und PHILLIPS 1985,
BARTHA 1986, MELCER et al. 1989, DoBBS 1990, SONG et al. 1990, CHANG und ALVAREZ-
COHEN 1995, NARAYANAN et al. 1995). Daher wird die Prozessabluft von Mieten und Reakto-
ren in der Regel durch Bio- oder Aktivkohlefilter geleitet. Die Abluft dieser Filter bedarf einer
permanenten Kontrolle. Wiinschenswert wiren Reinigungsprozesse mit geschlossenen Gas-
kreisldufen zur Vermeidung von potentiellen Umweltkontaminationen.

Das Kooperationsprojekt ENV 24 zwischen der Universidad Nacional de La Plata, Argentini-
en und der Universitit Oldenburg, Deutschland hat Untersuchungen zur biologischen Sanie-
rung von Kohlenwasserstoffschlimmen der petrochemischen Industrie zum Gegenstand.

An der Universitit Oldenburg wurden in diesem Zusammenhang Untersuchungen zur aeroben
Behandlung von petrochemischen Schlimmen in geriihrten Schlammreaktoren durchgefiihrt.
An der Universidad Nacional de La Plata erfolgten Untersuchungen zur biologischen Behand-
lung von Schlimmen im Boden. Bei beiden Behandlungsarten treten die leichtfliichtigen Be-
standteile in die Gasphase iiber. Um eine Kontamination der Umwelt zu vermeiden, wurde
daher ein Reaktorsystem mit geschlossenem Gaskreislauf entwickelt.

Dabei ist ausschlaggebend, dal dem System Sauerstoff zugefiihrt werden muB, soll der Koh-
lenwasserstoffabbau in 6konomisch vertretbaren Zeitraumen stattfinden. Dies hatte zur Folge,
daB} in der gasdichten Anlage der verbrauchte Sauerstoff ersetzt und das beim Abbau produ-
zierte CO; entsorgt werden mufte. Fiir diese Funktion eignen sich insbesondere Algen, die
CO; als C-Quelle nutzten und O, als Stoffwechselprodukt bildeten. Fliichtige Kohlenwasser-
stoffe in der Gasphase der Anlage wurden durch mikrobielle Aktivitit eliminiert.

2. Verfahrensbeschreibung

Kohlenwasserstoffbelasteter Schlamm wird aerob in einem Riihrreaktor (Schlammreaktor)
solange vorbehandelt, bis die leichtfliichtigen Kohlenwasserstoffe durch Stripping bzw. Ab-
bau weitgehend eliminiert sind. Die gestrippten (in die Gasphase iibergetretenen) Kohlenwas-
serstoffe werden in einem nachgeschalteten Fiillkorperreaktor aecrob mikrobiell abgebaut. Das
Abgas des Fiillkorperreaktors gelangt in einen Photoreaktor, in dem Algen das bei der Koh-
lenwasserstoff-Mineralisation im Schlamm- und im Fiillkérperreaktor gebildete Kohlendioxid
assimilieren und die Gasphase, die anschlieBend wieder durch Schlamm und Fiillkorper gelei-
tet wird, mit Sauerstoff anreichern. Der Gasstrom der gesamten Anlage verbleibt in einem
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géschlossenen Kreislauf, so dal weder Zuluft bendtigt wird, noch Abluft entsteht. Das Ver-
fahren ist somit emissionsfrei. Der Aufbau des Systems ist in Abb. 1 schematisch dargestellt.

o s

o GASKISiSiaul ee— |5 stoffmediun —————flgenmediom | A, B, C MeBgasentnahmestellen
1 Algen - Plattenreaktor | 2 Gasaustauschreaktor 3 Schlammreaktor 4 Flllkbrperreaktor 5 Meistellenumschalter

B, 7& 8 Gasanaly sator 9 MelSwertsc hreiber 10 Gasmembranpumpe | 11 DurchfluRmesser | 12 Kreiselpumpe

13 Schlauchpumpe 14 Aktivkohle - KiW-Probesammier 15 Kieselgel - Gastrockner
16 Mehrwegeventil zum Aufschalten von Priffgasen: Oz, CO: & Nz J 17 M ehreeegeventil zum Aufschaten der KW-Probenahme

Abb. 1: Schematischer Aufbau der Schlammbehandlungsanlage mit geschlossenem Gaskreis-
lauf

3. Material und Methoden

3.1 Schlamm
Als Schlamm wurde kohlenwasserstoffhaltiges Industrieabwasser und Bilgenschlamm

(Gemisch aus Ol-, Schmierfett- und Treibstoffresten sowie Wasser, das in der Bilge von
Schiffen anfillt) eingesetzt.

3.2 Eingeimpfte Mikroorganismenkulturen

Der Fiillkrper wurde mit Schlamm aus einer Pflanzenkléiranlage zur Behandlung kohlenwas-
serstoffhaltiger Abwisser beimpft.

Der Photoreaktor wurde mit einer nicht niher spezifizierten Algen-Bakterien-Mischkultur
beimpft. Der Hauptanteil der Algen setzt sich aus Scenedesmus spec. und Chlorella spec. zu-
sammen.

83



Projekt ENV 24: Sludge remediation process

3.3 Nihrmedien

Nihrl6sung fiir Fiillkorperkultur:

Die Nahrlosung fiir den Fiillkérperreaktor wurde mit Leitungswasser angesetzt: 4 g/l
(NH4)250,, 5,25 g/l K,HPO,, der pH-Wert auf 7,0 eingestellt.

Nihrmedium fiir Algenkultur:

Das Niahrmedium fiir die Algenkultur wurde mit Leitungswasser angesetzt: 1 g/l KNO,
0.1 g/1 K,HPOy, 50 mg/l MgSOy, « H,0, 5 pg/l ZnSO, « 7TH,0, 100 pg/l MnSO, « 4H,0, 5 ug/l
Co(NO3), « 6H,0, 5 pg/l Na,MoO, « 2H,0, 50 ug/l H;BO;, 25 ng/l CuSO, « 5H,0, 3,5 mg/l
FeSO, « TH,0, 4 mg/l EDTA, keine pH-Wert-Einstellung.

34 Reaktoren

Schlammreaktor: Riihrreaktor (Typ Biostat S®, Fa. B. Braun Melsungen), Arbeitsvolumen
12,5 1, ausgestattet mit 1 Propellerriihrer und 2 Scheibenblattriihrern, Beliiftung unterhalb der
Riihrer, Riihrerdrehzahl 175 min'l, GasauslaB iiber Gaskiihler mit Kondensatriickfiihrung in
den Reaktor.

Gasaustauschreaktor: Riihrreaktor (Fa. L. H. Engineering Company, England), Arbeitsvolu-
men 5 1, ausgestattet mit 1 Propellerriihrer und 2 Scheibenblattriihrern, Beliiftung unterhalb
der Riihrer, Riihrerdrehzahl 275 min'l, 2 Bodenausldufe mit Anschluf einer Kreiselpumpe
(50 W, 38 I/min max., Fa. EHEIM) zum Umwilzen des Algenmediums (Durchstromung des
Photoreaktors), 1 Deckeleinla$ als Riicklauf fiir das Algenmedium. GasauslaB iiber Gaskiihler
mit Kondensatriickfiihrung in den Reaktor.

Algen-Photoreaktor: Nachbau eines Systems der Fa. UMWELTSCHUTZ NORD GmbH &
Co. aus modifizierten Acrgrlglas—Doppelstegplatten (PMMA: Polymethylmethacrylat) mit ei-
ner Gesamtfliche von 2 m” und einem Arbeitsvolumen von 18 1. Beleuchtung: 2 Leuchtstoff-
rohren, je 2100 Lux, 2 Hg-Dampflampen, je 4300 Lux.

Fiillkorperreaktor: Eigenbau, Edelstahl, Doppelmantelreaktor mit Isolierung, Innendurchmes-
ser: 12,3 cm, Innenhohe: 92,5 cm, Arbeitsvolumen 101, BodeneinlaB} fiir Gaseintrag, 2 Dek-
kel-ausldsse fiir Gas (MeBgas und Systemgas), externe Néhrlosungsschlaufe (Bodenauslauf
und Seiteneinlall 11 cm unterhalb des Deckels).

Zur Fixierung der Mikroorganismen wurde Tongranulat verwendet. 4 1 Nihrlosung wurden
stindig im Umlauf iiber den Fiillkérper gepumpt.

35 Gasforderung und -rohrleitungen

Der Gasstrom wurde mittels einer Teflon-Membranpumpe im Umlauf gehalten und mit einem
Rotameter auf einen konstanten DurchfluB von 0,150 Nm’/h eingestellt. Das Gasrohrleitungs-
system bestand aus Dekabon 1300® (Polyithylen—Aluminium Verbundwerkstoff, Fa. Serto—

Installationstechnik), aus Edelstahl, PTFE (Polytetrafluorethylen, Teﬂon®) und aus PVC
(Polyvenylchlorid).

3.6 Kontinuierliche Messung von Proze3parametern
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Folgende ProzeBparameter wurden on-line erfaBt: Temperatur im Schlammreaktor, pH-Wert
der Algensuspension sowie Sauerstoff-, Kohlendioxid- und Kohlenwasserstoffkonzentration
in der Gasphase des Systems.

Die Sauerstoffkonzentration wurde mit einem elektrochemischen Sensor (Typ KE 25 der Fa.
Japan Storage Battery Co.) bestimmt, Kohlendioxidkonzentration mit einem Infrarot Analysa-
tor (Typ UNOR 6N, Fa. Maihak AG, Hamburg). Um die Querempfindlichkeit des MeBgeriits
auf H,O-Dampf zu eliminieren, wurde das MeBgas mit Silicagel mit Indikator getrocknet.

Die Kohlenwasserstoffkonzentration in der Gasphase wurde mit einem Metalldioxid-
Halbleiter Gas-Sensor (Typ TGS 812, Fa. Unitronik) analysiert. Da der Sensor nicht spezi-
fisch anspricht, konnten die Kohlenwasserstoffe lediglich als Summenparameter erfaBt wer-
den.

3.7 Diskontinuierliche Messung von ProzeBparametern

Leichtfliichtiee Kohlenwasserstoffe:

Zusitzlich zur on-line Messung wurde der Kohlenwasserstoffgehalt in der Gasphase mittels
GC-Analysen erfait. Dazu wurde ein definierter Gasstrom iiber zwei hintereinander geschalte-
te Aktivkohlershrchen (0,6 20,05 g Aktivkohlegranulat) geleitet. Das im Gasstrom nachge-
schaltete Rohrchen diente zur Kontrolle der Beladung des MefBrohrchens (erstes Rohrchen).
Die beladene Aktivkohle wurde jeweils in ein 7 ml-Headspace-Glaschen iiberfiihrt und mit
1 ml Benzylalkohol versetzt und vor der Messung 60 min auf 73°C erhitzt.

Die Analyse des Dampfraumes des Headspace-Gléschen erfolgte mit einem Gaschromatogra-
phen der Fa. Perkin Elmer Auto-System; Silicaglaskapillarsdule Rtx-5, 30 m e 0,25 mm,
0,25 pm Filmdicke; S/SL Injektor mit 200°C, 1 ml Injektionsvolumen; Flammen-Ionisations-
Detektor mit 280°C; N, als Trigergas: 3 ml/min; Brenngase: synthetische Luft (kohlen-
wasserstoffrei) 400 ml/min, H, (kohlenwasserstoffrei) 40 ml/min die Ofentemperatur wurde
wie folgt programmiert: Anfangstemperatur 38°C, 5 min isotherm mit anschlieBender ramp
rate von 8°C/min; ab 120°C Ofentemperatur Anstieg mit einer ramp rate von 20_C/min bis
220°C, 1 min isotherm.

Kohlenwasserstoffgehalt im Algen- und Fiillkorpermedium sowie im Schlamm:

Der Gehalt an Kohlenwasserstoffen wurde im Ausgangsschlamm, im Medium des Photoreak-
tors und im Néhrmedium des Fiillkorperreaktors zu verschiedenen Zeitpunkten der Versuche
analysiert.

Untersuchungsmethoden:

— Schwerfliichtige, lipophile Stoffe in Anlehnung an die DIN 38 409-H17

— Kohlenwasserstoffe (KW) nach DIN 38 409-H18

— Trockensubstanz des Schlamms nach DIN 38 414-S2

— Leichtfliichtige chlorierte Kohlenwasserstoffe (CKW) in Anlehnung an die DIN 38 407-F5

— Leichtfliichtige, aromatische Kohlenwasserstoffe (BTEX) in Anlehnung an die DIN 38
407-F9, GC-Headspace

Phosphat- und Stickstoffkonzentration:

In unregelméBigen Abstinden wurde der Gehalt an Phosphat und Ammonium bzw. Nitrat der
Nihrlosungen im Fiillk6rperreaktor und im Photoreaktor analysiert, um bei Bedarf N und/oder
P nachzufiittern. Phosphat-Test (PMB): Typ Merckoquant 1.10428 (Fa. Merck), Ammonium-
Test: Typ Merckoquant 1.10024 (Fa. Merck), Nitrat-Test: Typ Aquamerck 8032 (Fa. Merck).

85



Projekt ENV 24: Sludge remediation process

3.8 Lebendkeimzahl

Die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (cfu) im Schlamm (Schlammreaktor) sowie
im Algen- und im Fiillkérpernihrmedium erfolgte durch Ausplattieren geeigneter Verdiinnun-
gen auf Hefeextraktagar: 3 g Hefeextrakt, 5 g Pepton, 15 g Agar pro 1 A. dest., pH: 7,2. Ver-
diinnt wurde mit steriler NaCl-Losung (0,6%). Die Platten wurden bei 20°C inkubiert und
nach

3 — 5 Tagen wurde die Anzahl der Kolonien ausgezihlt.

3.9 Toxizitsit

Die Zytotoxizitdt wurde mit dem LUMIStox—Test (Leuchtbakterientest nach DIN 38 412 Teil
34 und Teil 341), Stamm: Photobacterium fischeri NRRL B-11177, bestimmt.

Die Genotoxizitit wurde mit dem Ames-Mutagenititstest (MARON und AMES 1983), Stamm
Salmonella typhimurium TA98, mit und ohne metabolische Aktivierung bestimmt. Die meta-
bolische Aktivierung erfolgte in einem Priinkubationstest nach AMES et al. (1975). Zur meta-
bolischen Aktivierung wurde eine mit Aroclor induzierte S9-Fraktion aus Rattenleber (Organo
Teknika) eingesetzt. Sie stammte von 8 bis 10 Wochen alten ménnlichen Spargue Ratten, die
5 Tage vor ihrer Toétung mit Aroclor 1254 behandelt wurden.

Die beimpften Platten wurden im Dunkeln bei 37°C fiir 48 h inkubiert und die gebildeten
Kolonien (His" Revertanten) ausgezéhlt. Die Rate an Spontanrevertanten pro Platte betrug fiir
den eingesetzten Stamm 20 — 40 Kolonien pro Platte. Ab einer Revertantenzahl, die um den
Faktor zwei iiber der Anzahl an Spontanrevertanten lag, wurde die eingesetzte Probe als mu-
tagen eingestuft.

4, Ergebnisse und Diskussion

4.1 Kohlenwasserstoffkonzentration der Schlimme

Die Untersuchungen wurden mit zwei Schlimmen unterschiedlicher Herkunft und Zusam-
mensetzung durchgefiihrt. Die physikochemischen Parameter und die Kohlenwasserstoffzu-
sammensetzung sind in Tabelle 1 zusammengefalt.

Tab. 1: Physikochemische Parameter und Kohlenwasserstoffzusammensetzung der im
Schlammreaktor eingesetzten Schlimme

Schlammcharge |pH-Wert| Trockensub- | Schwerfl. lipophile Kw BTEX CKW
stanz (%) Stoffe (mg/l) (mg/l) (ug/m) (ug/l)
1) Bilgenschlamm 7 22,3 17000 14600 454 214
2) Industrieschlamm 7 13 1490 540 362 130

Fiir beide Schlimme wurde am Ende der Fermentationen (Charge 1: nach 65 Tagen; Charge
2: nach 30 Tagen) eine deutliche Reduzierung des Gehalts leichtfliichtiger Kohlenwasserstoffe
nachgewiesen (Tab. 2). Um eine Vergleichbarkeit der Eliminierungsraten zu erzielen, wurde
die BTEX- und CKW-Eliminierung der Charge 1 auf 30 Tage berechnet. Wie in Abbildung 2
zu sehen ist und durch GC-Analysen bestitigt wurde, war der Gesamtkohlenwasserstoffgehalt
der Gasphase nach 30 Tagen zu mehr als 95% eliminiert. Die geringere CKW-Eliminierung
von Charge 2 ergibt sich aus der Inhomogenitit des Schlammes. Es war eine starke Phasen-
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trennung zu erkennen, wobei ein Teil der organischen Phase an der Reaktorwandung oberhalb
der wiBrigen Phase niedergeschlagen war. Damit war ein Teil der schwer wasserlgslichen
CKW dem mikrobiellen Abbau und dem stripping-ProzeB im Schlammreaktor entzogen und
konnte somit nicht abgebaut werden.

Tab. 2: Konzentration an CKW und BTEX in den Schlimmen vor und nach der jeweiligen
Behandlungszeit (*Eliminierungsrate in Klammern: Berechnung auf 30 Tage)

Schadstoff Konzentration Konzentration Eliminierung Eliminierungsrate
Anfang (ug/l) Ende (pg/l) (%) (ug/l e d)
BTEX Charge 1 454 116 74 5,2(11,3 %)
BTEX Charge 2 362 17 95 11,5
CEW Charge 1 214 24 89 2,9(6,3%)
CKW Charge 2 130 54 58 2,5
4.2 Kohlenwasserstoffkonzentration der Niihrlésung

Um das skizzierte System iiber lingere Zeitriume ohne Austausch an Nihrlosung im Fiillkor-
per- bzw. Photoreaktor fiihren zu konnen, muB gewihrleistet sein, da in den Nihrlosungen
keine wesentliche Aufkonzentration an Kohlenwasserstoffen stattfindet. Fiir CKW und BTEX
konnte dies nachgewiesen werden. In der Nihrlosung des Fiillkérperreaktors erfolgte jedoch
eine geringe Anreicherung an KW im gesamten Versuchslauf (Schlammcharge 1 und 2)
(Tab. 3).

Tab. 3: Konzentration an CKW und BTEX in der Néhrlosung des Fiillkorpers und im Al-
genmedium des Photoreaktors (Beginn der Versuchsserie, AbschluB des ersten Ver-
suchs und Ende der Versuchsserie)
<1*) Konzentration unter der Nachweisgrenze der Analysenmethode

Fiillkorper Photoreaktor
Schlamm BTEX CKW KW BTEX CKW KW
Behandlungszeit (pg/l (ng/) (pe/n) (ug/) (ug/D) (ng/l)
Anfang (0 d) <1 <1” <1? <1” <1” <1?
Ende Charge 1 (65 d) 30 4 600 15 <1” < 100
Ende Charge 2 (95 d) 3 4 1.300 15 2 <100
4.3 Kohlenwasserstoffkonzentration in der Gasphase und Gesamtkohlenwasser-

stoffabbau.

Innerhalb eines Versuchszeitraums von 4 Wochen wurde eindeutig eine Reduzierung der
Kohlenwasserstoffkonzentration in der Gasphase des Systems nachgewiesen (Abb. 2, 3). Der
Nachweis erfolgte durch zwei parallel durchgefiihrte Verfahren: On-line Messungen im Gas-
strom mit einem Kohlenwasserstoff-Sensor (Abb. 2) und GC-Analysen der Kohlenwasserstof-
fe in Proben aus dem Gaskreislauf (Abb. 3a—c).
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Abb. 2: On-line Messung (Sensor) des Gesamtkohlenwasserstoffes in der Gasphase, Werte
gemittelt liber 5 Tage mit Angabe der Extremwerte

2000 250 50 750 1000 125 0 50 00 1500 200 0 50 1000 1500 2000
) (O e ) NEG () e | | | I I | I l |
] mv > my my
4= =
6 = i
8= % —
10— x| —

==L f 5% =

12 — i
1% = ad
16 — —
1 a b C -
20 £

Abb. 3a—c: GC-Chromatogramme der Gasphase (Peak L kennzeichnet das Losungsmittel):
a) zu Beginn, b) am Ende des Versuches und c) Blindwert

Die aus dem Schlamm gestrippten Kohlenwasserstoffe zirkulieren mit dem Gasstrom in der
gesamten Anlage und werden, entsprechend ihrer Loslichkeit, auch in den wiéBrigen Phasen
des Systems (Néhrlosung des Fiillkorpers und des Photoreaktors) gelost. Der Nachweis des
Abbaus dieser Substanzen ist also erst dann erbracht, wenn die Gesamtmenge an fliichtigen

KW im Gesamtreaktorsystem (Gasphase plus Fliissigphasen) abnimmt.

Wie aus Abbildung 3 zu ersehen ist, sinkt die KW-Belastung der Gasphase bis unter die
Nachweisgrenze der verwendeten Methode (Headspace Analyse von Gasproben).
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Eine Aufsummierung der absoluten Mengen der fliichtigen KW in Schlammreaktor, Fiillkér-
per und Photoreaktor zeigt, daB eine deutliche Reduzierung stattfand. Im ersten Versuch
(Schlammcharge 1) nahm die Gesamtmenge an BTEX im System um 82% ab (entsprechend
einer Abbaurate von 0,08 mg pro Tag) im zweiten Versuch (Schlammcharge 2) um 55%
(entsprechend einer Abbaurate von 0,023 mg pro Tag). Die Abnahme der Gesamtmenge an
CKW betrug im 1. Versuch 50% und im 2. Versuch 84%. Aufgrund der unterschiedlichen
Anfangskonzentrationen und der unterschiedlichen Laufzeiten der Versuche (s. Tab. 2 u. 3)
ergab sich daraus fiir beide Versuche eine Abbaurate von 0,017 mg pro Tag.

4.4 Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentration in der Gasphase

Zusitzlich zum Kohlenwasserstoffgehalt wurde in der Gasphase on-line die O,- und die CO,-
Konzentration bestimmt. Die CO,-Konzentration 148t Riickschliisse auf die biologische Ak-
tivitét des Systems zu. Sie ist jedoch nur ein grober Summenparameter, da zwischen der CO,-
Produktion der Bakterien und dem CO,-Verbrauch der Algen nicht differenziert werden kann.
Die CO,-Konzentration lag iiberwiegend zwischen 0,9 und 5% mit einzelnen Maximalwerten
bis 8% (Abb. 4). Die Sauerstoffkonzentration wurde vor und nach dem Photoreaktor bestimmt
und lieB so Riickschliisse auf die O,-Poduktion der Algen zu. In der Regel lag die O,-
Konzentration nach dem Photoreaktor um 2-8% héher als vor dem Photoreaktor, was als Be-
weis fiir die photosynthetische Aktivitit der Algen gelten kann. Die in der Gasphase gemesse-
nen Sauerstoffkonzentrationen lassen darauf schlieBen, daB zu keinem Zeitpunkt eine Sauer-
stofflimitierung im System vorlag. Die gemessenen Konzentrationsschwankungen sind ein
Hinweis darauf, daB im System sowohl CO,-Produktion als auch O,-Verbrauch stattfand.
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Abb. 4: On-line Messung von CO,- und O,-Konzentration im Abgas des Photoreaktors.
Werte gemittelt iiber 5 Tage mit Angabe der Extremwerte

Die CO,- und die O,-Konzentration konnte durch die Intensitit der Beleuchtung des Photo-
reaktors beeinfluBt werden, was ein deutlicher Hinweis auf die Abhiingigkeit der Zusammen-
setzung der Gasphase von der metabolischen Aktivitit der Algen ist.
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4.5 Biomasseentwicklung

In allen Reaktoren des Systems konnte Wachstum von Mikroorganismen nachgewiesen wer-
den. Im Schlammreaktor betrug die Bakterienkonzentration zwischen 10* N/ml und 108 N/ml,
was auf mikrobielle Aktivitit im Schlammreaktor selbst hinweist, obwohl dem Schlamm kei-
ne Nihrstoffe zugefiigt wurden. Im Photoreaktor erfolgte ein heftiges Algenwachstum, so daf
im Verlauf beider Versuche wiederholt Biomasse entfernt werden muBte. Die Biomassepro-
duktion konnte jedoch nicht quantifiziert werden, da die Algen im Photoreaktor die Winde
besiedelten. Im Fiillkorper konnten sowohl im Nihrlosungskreislauf als auch fixiert auf dem
eingesetzten Tongranulat, Bakterien nachgewiesen werden. In der Nihrlosung stieg die Kon-
zentration von anfanglich 3 ¢ 10° N/ml auf 2 e 10'> N/ml.

4.6 Monitoring der Toxizitit im System

Hemmung der Leuchtintensitiit von P. fischeri:

Zu Beginn und am Ende der Versuche wurde das toxische Potential der Schlimme ermittelt.
Dazu wurde ein organischer Extrakt der Proben (Extraktion mit Ethylacetat und Losungsmit-
telaustausch gegen DMSO) in den LUMIStox-Test eingesetzt. Die Schlimme miissen als
toxisch eingestuft werden. Der Ethylacetatextrakt von Schlamm 1 wies zu Beginn des Versu-
ches einen ECso Wert von 7,4 g/l auf, zu Ende des Versuches einen Wert von 142,2 g/l. Im
gesamten Versuchszeitraum wurde in regelmiBigen Abstinden die akute Toxizitdt der Nahr-
l6sung des Fiillkorpers und des Photoreaktors bestimmt. Hierzu wurde das steril filtrierte
Medium in den LUMIStox-Test eingesetzt und die Hemmung der Leuchtintensitit von P. fi-
scheri bestimmt.

Fiir das Medium des Photoreaktors konnten keine ECso-Werte errechnet werden, da die ma-
ximal erzielte Hemmung in allen Proben unter 50% (5% bis 37%) lag. Proben der Néhrlosung
des Fiillkorpers, die zu unterschiedlichem Behandlungszeiten gezogen wurden, zeigten deut-
lich Schwankungen im toxischen Potential, jedoch keine Akkumulation toxischer Substanzen
in der Nahrlosung. Die nachgewiesene Toxizitit ist als gering einzuschiitzen und schwankte
zwischen ECsp-Werten von 250 und 500 g/1.

Mutagenitit in S. typhimurium:

Zur Abschitzung inwieweit sich im Fiillkérper und im Photoreaktor Substanzen anreichern,
die kein hohes zytotoxisches jedoch ein mutagenes Potential aufweisen, wurde das mutagene
Potential der Nihrlosungen des Fiillkérpers und des Algenreaktors analysiert. Sowohl in den
wilrigen Proben als auch im Ethylacetat-Extrakt war kein mutagenes Potential nachweisbar.

5. SchlufBifolgerung

Das hier vorgeschlagene System zur mikrobiellen Reinigung kohlenwasserstoffbelasteter
Abluft in einem Reaktorsystem mit geschlossenem Kreislauf konnte erfolgreich zur Eliminie-
rung von BTEX, CKW und KW in der Gasphase eingesetzt werden. Das System hat ein Ge-
samtvolumen von ca. 501 (Summe aller Systemkomponenten) und wies Abbauraten von 2 —
6 mg CKW und ca. 11 mg BTEX pro Tag auf. Der Vorteil gegeniiber offenen Biofiltern liegt
in der emissionsfreien Betriebsweise des Systems. Es ist kein Austausch an Filtermaterial no-
tig, und es werden weder Keime noch Sporen freigesetzt. Zur Aufrechterhaltung der biologi-
schen Aktivitidt sowohl im Fiillkorper als auch im Photoreaktor mu3 N und P nachgefiittert
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werden. Es ist jedoch nicht notig die Ndhrmedien (Fiillkorper und Photoreaktor) auszutau-
schen, um einem toxischen Potential, das sich durch Akkumulation von KW oder KW-
Metaboliten aufbauen konnte, entgegenzuwirken. Allerdings fillt aufgrund der CO»-
Produktion im Fiillkérper und im Schlammreaktor Algenbiomasse an, die entsorgt werden
muB. Das vorgestellte System befindet sich noch in der Entwicklungsphase und muf weiter-
hin optimiert werden.
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Biologische Sanierung von mit komplexen Kohlenwasserstoffgemischen
kontaminierten Biden

G. L. VeEcchioLl, O. R. COSTANZA, I. S. MORELL, M. T. DEL PANNO, M. GARRE,
M. T. PAINCEIRA

Laboratorio de Biodegradacién Microbiolégica de Hidrocarburos, Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Nacional de La Plata, Calle 47 y 115, 1900 La Plata, Argentinien

ds Einleitung

Die biologische Sanierung von kontaminierten Béden ist ein dynamischer ProzeB, in welchem
Kontamination, Boden, Klima und biologische Aktivitit interagieren, um die einzelnen Be-
standteile der Kontamination abzubauen, zu transformieren und zu immobilisieren. In der
Natur konnen Kohlenwasserstoffe durch einen der folgenden Prozesse eliminiert werden:
biologischer Abbau, Emission, Perkolation oder Oberfldchendrainage. In einer Matrix, die so
komplex ist wie Boden, gibt es bislang keine Standardmethoden zur Evaluation und Verfol-
gung der Bioremediationsprozesse von Kohlenwasserstoffgemischen (Industrieriickstinde). Es
wurden unterschiedliche Versuchssysteme eingerichtet, um so die Prozesse, die an der Biore-
mediation des Bodens beteiligt sind, erfassen zu konnen: Terrarien; geschlossene Systeme, um
die CO,-Produktion erfassen zu konnen; mit HgCl, vergiftete Systeme, um Verluste durch
Stripping abschétzen zu konnen. Um die Systeme in ihrer Entwicklung zu verfolgen, wurden
mikrobiologische, analytische und toxikologische Bestimmungen durchgefiihrt, die in dem
vorliegenden und den drei folgenden Artikeln dargestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit wird die Einrichtung und Durchfiihrung von Methoden, die zur
Verfolgung der biologischen Prozessen eingesetzt wurden, gezeigt.

2. Material und Methoden

Erde: stark lehmig mit einer C : P : N Relation von 100 : 12 : 8.

Komplexes Kohlenwasserstoffgemisch: Riickstinde aus der petrochemischen Industrie mit
einem hohen Anteil an polynuklearen aromatischen Kohlenwasserstoffen.

Priparation der Systeme: Entsprechend den Empfehlungen von PRAMER und BARTHA (1972)
wurden 5% Riickstand in den Boden eingearbeitet. Die kontaminierten und nicht kontaminier-
ten Systeme wurden beil Zimmertemperatur und einer Feuchtigkeit von 21% gehalten.

Bestimmung der mikrobiellen Keimzahl: Extraktion der Mikroorganismen aus den Proben
entsprechend den Empfehlungen der DECHEMA (1992). Mit 0,85% NaCl wurden Verdiin-
nungsserien angelegt. Die Lebendkeimzahl der heterotrophen Bakterien wurde mit PC-Agar
oder R2A-Agar bestimmt (REASONER und GELDREICH 1985), die der Pilze mit Cooke-Rose-
Bengal-Agar unter Zusatz von 25 mg % Streptomycin (MARTIN 1950). Die Keimzahlbestim-
mung der kohlenwasserstoffabbauenden Bakterien wurde entweder in mit Agar versetztem
Mineralmedium durchgefiihrt, wobei die Kohlenwasserstoffe im Deckel ‘der Petrischale
appliziert wurden (VECCHIOLI et al. 1990), oder mittels MPN in fliissigem Mineralmedium
(MORELLI 1995) unter Zusatz eines n-Hexanextraktes der Riickstinde (MILLS 1978). Die
Keimzahlbestimmung der Phenanthren abbauenden Bakterien wurde mit der von Bogardt
(1992) beschriebenen Technik in festem Medium, die Keimzahlbestimmung der Bakterien,
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die ein PAK-Gemisch abbauen, wurde mit der MPN-Methode in Mikrotiterplatten durchge-
fiihrt (WRENN und VENOSA 1996).

Bestimmung der biologischen Aktivitit: Produktion von CO, entsprechend der Methode von
PRAMER und BARTHA (1965), Hydrolaseaktivitit anhand der Hydrolyse von Fluoreszindiace-
tat (FDA) (SCHNURER und ROSWALL 1982). Die Bestimmung der Dehydrogenaseaktivitit
erfolgte durch Reduktion von Triphenylterazoliumchlorid (TTC) (THALMANN 1968).

3 Ergebnisse und Diskussion

Die Zunahme der lebenden Bakterienpopulationen, die in diversen Medien nachweisbar war
(Abb. 1), korreliert mit der Zunahme der CO,-Produktion und der Dehydrogenaseaktivitit
(Abb. 2). Diese Korrelation gilt nur fiir die ersten Phasen des Bioremediationsprozesses, spi-
ter stabilisieren sich die Keimzahlen, und die biologische Aktivitit sinkt ab. Es besteht keine
Korrelation mit der Hydrolaseaktivitit, die sich immer auf dem Niveau des unkontaminierten
Bodens befand.

—=— B, heterotrophe !

—0—B. KW-Abbauer (MPN) |
—A—B. Phen.-Abbauer |

—x— Pilze

CFU/gTM

x—X

5: X
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Abb. 1: Entwicklung der Pilz- und der Bakterien-Populationen im Versuchsverlauf

Die bakteriellen Keimzahlen erlauben nur eine Aussage iiber den frithen Effekt der Kontami-
nation (anfénglicher Keimzahlanstieg bestimmbar mit einem beliebigen Kulturmedium).

Langfristig lagen die Keimzahlen kontaminierter Systeme signifikant iiber denen mit un-
kontaminiertem Boden, obwohl keine biologische Aktivitit nachweisbar war. Auf dieser
Grundlage konnen die bakteriellen Keimzahlen als Kriterium fiir eine existierende PAK-
Kontamination in Béden genommen werden.

Zur Verfolgung des biologischen Prozesses bietet die Bestimmung der biologischen Aktivitit,
gemessen als CO; oder als Dehydrogenaseaktivitit, bessere Information.
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Abb. 2: Aktivitdt der Dehydrogenase und Produktion von CO, im Versuchsverlauf

Literatur

DECHEMA, Germany. 1992: Soil decontamination using biological processes. International
Symposium.

MARTIN, J. P. (1950): Use of acid rose bengal and streptomycin in the plate method for
estimating soil fungi. Soil Sci. Plant. Anal. 7, 31-37.

MILLS, A. (1978): Enumeration of petroleum degrading marine and estuarine microorganisms
by the most-probable-number method. Can. J. Microbiol. 24, 552-557.

MORELLL, I. S., VECCHIOLI, G. I, DEL PANNO, M. T., GARRE, M. I, COSTANZA, O. R.,
PAINCEIRA, M. T. (1995): Assessment of the toxic potential of hydrocarbon containing
sludges. Environ. Pollution 89, 131-135.

PRAMER, D., BARTHA, R. (1965): Features of a flask and method for measuring the persistence
and biological effects of pesticides in soils. Soil Science 100, 68-70.

PRAMER, D., BARTHA, R. (1972): Preparation and processing of soil samples for
biodegradation studies. Environ. Letters 2, 217-224.

REASONER, D., GELDREICH, E. (1985): A new medium for the enumeration and subculture of
bacteria from potable water. Appl. Environ. Microbiol. 40, 1-7.

SCHNURER, J., ROSSWALL, T. (1982): Fluorescein diacetate hydrolysis as a measure of total
microbial activity in soil and litter. Appl. Environ. Microbiol. 43, 1256-1261.

THALMANN, A. (1968): Zur Methodik der Bestimmung der Dehydrogenaseaktivitit in Boden
mittels Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC). Landwirtsch. Forsch. 21, 249-258.

VECcHIOLI, G., DEL PANNO, M. T., PAINCEIRA, M. T. (1990): Use of selected autochthonous

soil bacteria to enhance degradation of hydrocarbons in soil. Environ. Pollution 67,
249-258.

WRENN, B. A., VENOSA, A. D. (1996): Selective enumeration of aromatic and aliphatic hydro-
carbon degrading bacteria by a most-probable-number procedure. Can. J. Microbiol.
42,252-258.

94



Projekt ENV 24: Sludge remediation process

Analytische Methoden zur chemischen Charakterisierung komplexer
Kohlenwasserstoffgemische

O. R. COSTANZA, G. I. VECCHIOLI S. A. GIORGIERI, M. T. PAINCEIRA

Laboratorio de Biodegradacién Microbioldgica de Hidrocarburos, Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Nacional de La Plata, Calle 47 y 115, 1900 La Plata, Argentinien

1. Einleitung

Das Hauptproblem der Analyse von Kohlenwasserstoffen in Altlasten und Boden ist das
gleichzeitige Vorhandensein von hunderten von verschiedenen Komponenten, sowohl alipha-
tischer als auch aromatischer Art. Im allgemeinen ist vor der Analyse eine Auftrennung der
Inhaltsstoffe in Klassen mit gleicher Struktur notwendig. Viele Vorschriften zur Fraktionie-
rung umfassen Kombinationen von Trennmethoden, benétigen groBe Losungsmittelvolumina
und lange Prozesszeiten, die nicht vereinbar sind mit der fiir Routieneanalysen bendotigten
Schnelligkeit (BUNDT et al. 1991). Die vorliegende Arbeit prisentiert verschiedene Ansitze,
in denen die Implementation chromatographischer Techniken und Verfahren zur Charakteri-
sierung von komplexen Kohlenwasserstoffgemischen beschrieben wird. Die Ergebnisse wer-
den mit Daten verglichen, die mit anderen, anspruchsvolleren Techniken und mit gravimetri-
schen Techniken erhalten wurden.

2. Material und Methoden

2.1 Herkunft der komplexen Kohlenwasserstoffgemische

Industrieriickstinde und kontaminierte Erde.

2.2 Probenbearbeitung

2.2.1  Qualitative Bestimmungen

Extraktion der Riickstiinde: Ein Aliquot der Probe (50 mg), auf Papiertiichern teilweise ent-
wissert, wurde in einen Kolben mit Extraktionsmittel (2 ml) iiberfiihrt. Bei Zimmertemperatur
wird durch Schiitteln mit der Hand extrahiert (10 min). Vor der chromatographischen Analyse
wird der Extrakt filtriert (Papierfilter).

Extraktion der Erde: Die kontaminierte Bodenprobe (25 g) wird mit Na;SO,-Anhydrid (25 g)
gemischt. Das Gemisch wird unter Verwendung von n-Hexan als Extraktionsmittel fiir 6 h im
Soxhlet extrahiert. AnschlieBend wird das Volumen bis auf 5 ml eingeengt. Dieses Konzentrat
wird gaschromatographisch (GC) analysiert.

Die Charakterisierung der in der Probe vorhandenen Kohlenwasserstoffe wurde durch Ver-
gleich der Retentionszeiten mit denen eines Standards (44 Kohlenwasserstoffe) ermittelt.
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2.2.2  Quantitative Bestimmungen

Gravimetrie: Die quantitative Analyse der Riickstinde und der kontaminierten Erde erfolgte
nach der Methode von DIBBLE und BARTHA (1979).

Chromatographien:

Extraktion der Riickstinde: Die Form der Extraktion entspricht der unter qualitativen Be-
stimmungen beschriebenen, jedoch unter Zufiigen eines internen Standards. Um den Kohlen-
wasserstoffgehalt pro g Trockengewicht des Riickstands angeben zu kénnen, wurde ein Ali-
quot des teilweise entwésserten Riickstands fiir 12 h in einen Trockner mit CaCl, gegeben.

Extraktion der Erde: Die Probe wurde wie unter Qualitative Bestimmungen beschrieben bear-
beitet, jedoch wurde vor der Extraktion ein interner Standard zugefiigt.

Chromatographische Methode: Verwendet wurde ein Chromatograph der Fa. Perkin-Elmer
mit einer Kapillarséule (50 m - 0,25 mm ID) nicht polar (95% Methyl, 5% Phenyl) mit FID
Detektor, Trigergas Stickstoff, Temperaturprogramm:

Ti= 50°C t; =4 min 1, =4 K/min
T,=150°C t=0 min r;= 10 K/min
T3=300°C t3= 15 min
Tinjector: 280°C Tder.cctor= 300°C

3. Ergebnisse

31 Qualitative Analyse von komplexen Kohlenwasserstoffgemischen

Es wurde mit zwei Riickstinden unterschiedlicher Herkunft und Zusammensetzung gearbeitet.
Einer davon stammt aus der direkten Behandlung petrochemischer Abwisser (API-2) und hat
einen hohen Gehalt an polycyclischen Kohlenwasserstoffen (PAKs). Der andere hat seinen
Ursprung in der Extraktion von Rohél (RCP) und besteht hauptséchlich aus Aliphaten.

Auswahl des Extraktionsmittels: Um qualitativ die Extraktionseffektivitit zu bestimmen,
wurden beide Riickstinde mit n-Hexan, Chloroform und Aceton/Benzol (1:1 v/v) extrahiert.
Die erhaltenen Extrakte beider Riickstinde haben eine sehr komplexe Zusammensetzung un-
abhidngig vom verwendeten Extraktionsmittel.

Die im API Riickstand enthaltenen Kohlenwasserstoffe wurden effizienter mit der Mischung
Aceton/Benzol als mit Chloroform oder n-Hexan extrahiert, was an der Anzahl der Peaks und
an der Peakfliche einzelner Kohlenwasserstoffe abzulesen war (GIORGIERI et al. 1996). Die
Ergebnisse der Aceton/Benzol-Extraktion stimmen mit denen iiberein, die sowohl nach einer
Extraktion mit Ultraschallbehandlung als auch durch konventionelle Extraktion unter Riick-
fluB erhalten wurden (REMMLER et al. 1995). In allen Fillen bestehen die Extrakte iiberwie-
gend aus PAKs.

Betrachtet man die Fraktion der leicht fliichtigen Kohlenwasserstoffe (BTEX) im RCP-
Riickstand, so verlief die Extraktion mit Chloroform zufriedenstellend, obwohl eine Extrakti-
on mit Aceton/Benzol effizienter war. Dagegen war eine Extraktion dieser Inhaltsstoffe mit
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n-Hexan nicht méglich (GIORGIERI et al. 1996). In diesem Fall wiesen die Extrakte haupt-
sdchlich Aliphaten auf.

Obwohl die untersuchten Riickstdnde von unterschiedlicher Herkunft waren und eine deutlich
unterschiedliche Kohlenwasserstoffzusammensetzung aufwiesen, zeigten die Resultate der
Analysen beider Riickstdnde, daf die Extraktion mit Aceton/Benzol die Effizienteste war.

3.2 Quantitative Analyse von komplexen Kohlenwasserstoffgemischen

Fiir diese Versuche wurden API2-Riickstand und mit 10% (g/g) des Riickstands versetzte Er-
de, eingesetzt. Der Kohlenwasserstoffgehalt beider Proben wurde gravimetrisch und chroma-
tographisch ermittelt. Zur chromatographischen Bestimmung wurde n-Hexadekan als interner
Standard verwendet. Durch Vergleich der erhaltenen Daten mit denen von REMMLER et al.
(1995) wurde die Wiederfindungsrate der verwendeten Techniken bestimmt.

Riicksténde: Beriicksichtigt man die Heterogenitit des Riickstandes, so stimmen die Ergebnis-
se der Chromatographie (91 g/kg) mit den Ergebnissen, die unter Verwendung thermo-
analytischer Methoden in Kombination mit verschiedenen Extraktionsverfahren (REMMLER et
al. 1995) erhalten wurden (93 g/kg), gut iiberein. Die Werte, die mit Hilfe der Gravimetrie
erhalten wurden (116 g/kg), sind ebenfalls vergleichbar, sofern man beriicksichtigt, daf diese
Werte auch die Asphaltene einschlieBen, die per GC nicht detektiert werden konnen. Mittels
der Gravimetrie wurde die Fraktion der Aromaten mit 62% als Hauptfraktion nachgewiesen
(Tab. 1), was den Werten von REMMLER et al. (1995) entsprach. Ebenso wurden vergleichbare
Resultate erzielt, indem 12 PAKs als Hauptbestandteile der Riickstinde identifiziert wurden.
Die Ubereinstimmungen mit den von REMMLER et al. erzielten Daten beweisen, daB die an-
gewendeten Methoden geeignet waren Ergebnisse zu reproduzieren, die mit erheblich an-
spruchsvolleren Techniken erzielt worden waren.

Tab. 1: Fraktionierung des API2 Riickstands in der FEE* Siule

Fraktion g der Fraktion / 100g FEE*
Aliphaten 17,7
Aromaten 55,7
Asphaltene 26,6

* FEE = extrahierbarer Anteil

Erde: Es wurde die Wiederfindungsrate der verwendeten Extraktionstechnik bestimmt und mit
den Ergebnissen der Charakterisierung der Riickstéinde mittels GC verglichen. Alle Kohlen-
wasserstoffe, die im API2-Riickstand nach Aceton/Benzol-Extraktion (ausgenommen Xylen,
n-C26 und n-C27) nachweisbar waren, waren auch in der mit Riickstand versetzten Erdprobe
nach einer n-Hexan-Extraktion im Soxhlet nachweisbar.

Die Kohlenwasserstoffkonzentration in Boden, dem 10% Riickstand zugegeben worden war,
betrug 8 g/kg Trockengewicht, was mit einer nachgewiesenen Konzentration von 91 g/kg in
diesem Riickstand iibereinstimmte. Die jeweilige prozentuale Verteilung der ausgewihlten
Verbindungen in der Mischung aus Erde und Riickstand korrelierte ebenfalls (r2 =0,9931) mit
der im Riickstand selbst (Tab. 2). Die gute Korrelation dieser Ergebnisse bestitigt die Effizi-
enz des Losungsmittels n-Hexan, wenn die Inhaltsstoffe des Riickstandes mittels Soxhletex-
traktion gewonnen werden.
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Tab. 2: Relative Konzentration an ausgewzhlten PAKs im API-2A Riickstand und im Erde-
Riickstand-System

VERBINDUNG RUCKSTAND ERDE-RUCKSTAND
(g PAK/100 g ausgewihlter PAKs) (g PAK/100g ausgewihlter PAKs)
Naphthalin 35,02 29,71
Methylnaphthalin 16,10 14,90
Biphenyl 4,83 4,85
Acenaphthalin 11,25 10,59
Acenaphthen 3,63 2,54
Fluoren 6,75 7,08
Phenanthren 15,46 14,68
Anthracen 4,70 4,92
Fluoranthen 2,35 3,17
Pyren 5,18 5,38
Benzo(a)anthracen 1,52 1,49
Crysen 1,09 0,68
3.3 Verlauf der Elimination von Kohlenwasserstoffen in Bioremediationsprozessen

In diesem Ansatz wurde dasselbe System, das fiir den vorangegangenen Ansatz beschrieben
wurde, eingesetzt (Erde mit Zusatz von 10% (g/g) API-2-Riickstand). Zu Beginn der Untersu-
chung und nach 365 Tagen biologischer Behandlung wurden Kohlenwasserstoffbestimmun-
gen mit gravimetrischen und chromatographischen Methoden durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Chromatographie zu Beginn (Tag 0) wurden bereits im vorangegangenen
Ansatz beschrieben. Die Ergebnisse der Gravimetrie zeigen einen etherextrahierbaren Anteil
von 10,4 g/kg Trockengewicht. Nach 365 Tagen betrugen die Werte bei gaschromatographi-
scher Bestimmung 0,4 g/kg Trockengewicht und 5,7 g/kg Trockengewicht bei gravimetrischer
Bestimmung.

Diese Ergebnisse zeigen, dal mit beiden Methoden fiir den ersten Tag vergleichbare Werte fiir
den Gesamtkohlenwasserstoffgehalt erzielt werden konnten. Obwohl von dem mit Ether ex-
trahierbaren Anteil der Gehalt an Asphaltenen abgezogen worden war, erhielten wir einen
Gesamtkohlenwasserstoffgehalt von 6,4 g. Dieser Wert liegt in derselben GroBenordnung wie
die 8 g, die gaschromatographisch bestimmt wurden. Diese Ubereinstimmung gilt jedoch
nicht fiir die Analysendaten nach 365 Tagen. Dort ist der mit Ether extrahierbare Anteil eine
GrofBenordnung groBer als der Anteil, der per GC bestimmt werden kann. Diese Differenz
konnte ihre Ursache in der Anwesenheit von Asphaltenen und in Abbauprodukten haben, die
gaschromatographisch nicht nachweisbar sind.

Die Unterschiede zwischen den Methoden beeinflussen die Beurteilung der Kohlenwasser-
stoff-elimination des Systems stark. Mit der gravimetrischen Methode wurde eine Elimination
von 45% des etherextrahierbaren Anteils bestimmt, wihrend anhand der gaschromatographi-
schen Bestimmung eine Elimination von 94% nachgewiesen wurde. Folglich fiihrt die gravi-
metrische Bestimmungsmethode zu einer Unterschitzung der Effizienz des Biodegradations-
prozesses.
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4. SchluBfolgerungen

Es wurde eine einfache, schnelle und 6konomische Methode zur qualitativen und quantitati-
ven Charakterisierung von Kohlenwasserstoffen in Riickstinden und Béden unterschiedlicher
Herkunft entwickelt. Die Ergebnisse beziiglich der Analyse der Einzelkomponenten und
Summenparameter zeigen, daB die Selektivitit und Effizienz der hier vorgestellten Techniken
mit denen vergleichbar ist, die an anderer Stelle mit anspruchsvolleren Methoden erhalten
wurden. Unter Verwendung dieser Methoden war es moglich, Aliphaten, Monoaromaten, Dia-
romaten und Polyaromaten sowohl aus Riickstinden als auch aus kontaminierter Erde zu ex-
trahieren, aufzutrennen und gaschromatographisch zu identifizieren.

Der Vergleich der Ergebnisse der gaschromatographischen mit denen der gravimetrischen
Methode zeigt, daB letztere effektiv und mit der GC-Methode in Bezug auf die Charakterisie-
rung von Riickstinden und die Erfassung von frisch kontaminierten Boden vergleichbar ist.
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1. Einleitung

Die Einschitzung der Toxizitit eines komplexen Kohlenwasserstoffgemisches basiert unter
anderem auf der Kenntnis der Prozesse, in deren Verlauf das zu untersuchende Gemisch an-
féllt und auf der biologischen und chemischen Charakteristik des Gemisches (BROWN et al.
1983).

Es gibt weder biologischen Tests noch gibt es einzelne Spezies, mit denen die toxischen Ef-
fekte aller chemischen Verbindungen oder einer Substanzmischung detektiert werden konnen.
Daher ist es notwendig Testbatterien einzusetzen. Viele Aspekte der Toxizitéit von Substanz-
ge-mischen sind mit Hilfe von bakteriellen Tests erfaBt worden, da die Anwendung dieser
Tests sehr praktisch ist (Mikroorganismen haben einen kurzen Lebenszyklus und sind stabil
und leicht zu kultivieren). Die Erfassung der toxischen Wirkung von Substanzgemischen auf
Bakterien ist unerldBlich, da u.a. die bakterielle Aktivitit eine grundlegende Voraussetzung
fiir

Biodegradationsprozesse ist.

In der vorliegenden Arbeit wird eine Batterie von Kurzzeittests vorgestellt, die es erlaubt, aus-
gewihlte Aspekte der Toxizitit der genannten Gemische zu bestimmen.

2. Material und Methoden

2.1 Riickstinde

Es wurden vier kohlenwasserstoffhaltige Riickstdnde unterschiedlicher Herkunft untersucht
(API-1, API-2, API-2N und RBT). Die Riickstinde API-1 und API-2 wurden aus Lager-
becken gezogen, wihrend API-2N und RBT nicht gelagerte Riickstinde waren. Folgende
Parameter wurden bestimmt:

a) Das toxische Potential fiir die Bodenflora: Test zur Hemmung der Aktivitit der bakteriellen
Bodenflora, die auf Plate-Count-Agar (Difco) kultivierbar ist (USEPA 1986). Test zur Kei-
mung und zum Wurzellingenwachstum von L. sativa (KWAN 1991).

b) Charakterisierung der Toxizitit: Wachstumsinhibitionstest von B. cereus auf festem Medi-
um (LU et al. 1989), Resazurinreduktionstest (THOMSON et al. 1986), Test zur Toxizitit von
Schwermetallen MetPLATE™ (Group 206 Technologies, Gainsville, F1.).

¢) Genotoxizitit: Ames-Mutagenititstest (MARON und AMES 1983). Verwendet wurde der
Stamm Salmonella typhimurium TA98 mit und ohne Einsatz einer mikrosomalen S9-Fraktion.
Die S9-Fraktion wurde aus mit 20-Methylcholanthren induzierter Hamsterleber isoliert
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(PHILLIPSON et al. 1989). Die in den Ames-Tests eingesetzten Kohlenwasserstoffriickstinde
wurden mit Cyclohexan extrahiert und anschlieBend in DMSO gelost (BLACKBURN et al.
1986).

2.2 Ether extrahierbare Fraktion der Riickstinde

Bestimmt wurde: Wachstumshemmung von B. cereus auf festem Medium, Inhibierung des
Wachstums in Fliissigmedium (MORELLI et al. 1995), Hemmung der Resazurinreduktion,
Genotoxizitit im Ames-Test.

2.3 Mit API-2-Riickstand kontaminierte Erde

Je 100 g trockene Erde wurden mit 2,5 g Riickstand versetzt. Die Erde-Riickstand-Systeme
wurde bei einer Temperatur von 21°C mit regelm#Biger Befeuchtung und Beliiftung gehalten.
Die Toxizitdt wurde nach 0, 45, 90, 180 und 373 Tagen bestimmt. Fiir die Toxizititsbestim-
mung wurden zwei Extraktionen pro System durchgefiihrt (MARK et al. 1987).

a) WiiBrige Fraktion: Test auf Samenkeimung und Whurzelldngenwachstum, Test auf Schwer-
metalltoxizitit MetPLATE ™.

b) Acetonitril-Fraktion: Test auf Inhibierung des Wachstums von B. cereus auf festem Medi-
um, Test auf Wachstumshemmung in fliissigem Medium, Test auf Hemmung der Resazurin-
reduktion, Mutagenititstest von Ames.

3. Ergebnisse

3.1 Riickstinde

Mit der vorgeschlagenen Testbatterie konnte gezeigt werden, daB die Riickstinde auf Bakteri-
en nicht toxisch wirken. Es wurde kein hemmender Effekt auf die Bakterienflora des Boden
beobachtet (Abb. 1a). In keinem Fall konnte bei Wachstum von B. cereus auf festem Medium
ein Hemmhof nachgewiesen werden, noch konnte eine Hemmung der Resazurinreduktion
nachgewiesen werden. Nur im Schwermetalltoxizitiitstest konnte Toxizitit nachgewiesen
werden. Hier wurde mit konzentriertem und 1:2 verdiinntem API-2-Riickstand ein toxischer
Effekt erzielt.

Im GegensatZ dazu wirkten alle Riickstinde stark inhibitorisch auf die Keimung und Wurzel-
wachstum von L. sativa Samen (Abb. 1b).

Der API-2-Riickstand wirkte auf Salmonella typhimurium TA98 direkt und indirekt (mit me-
tabolischer Aktivierung, S9) mutagen. Die Riickstinde API-2N und RBT wiesen kein muta-
genes Potential auf (Abb. 1c und d). API-1 konnte mit der verwendeten Methode nicht extra-
hiert werden.

3.2 Ether extrahierbare Fraktion der Riickstinde

Die etherextrahierbare Fraktion aller Riickstinde zeigte Bakterientoxizitit. Alle Riickstinde
(etherextrahierbare Fraktion) inhibierten die Resazurinreduktion (Abb. 2a). Hierbei zeigte die
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etherextrahierbare Fraktion von API-2N und RBT eine stirkere toxische Wirkung als die
etherextrahierbare Fraktion der gelagerten Riickstinde.
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Abb. 1: Charakterisierung der Toxizitédt der Riickstinde:
a) Test zur Hemmung der auf Plate-Count-Agar kultivierbaren Bakterienflora des
Bodens;
b) Test auf Hemmung der Samenkeimung von L. sativa;
c) Ames-Mutagenititstest, Stamm S. typhimurium TA9S;
d) Ames-Mutagenititstest, Stamm S. typhimurium TA98 mit metabolischer Aktivie-
rung (S9-Fraktion)

Es konnte nachgewiesen werden, dafl der von LIU et al. (1989) beschriebe Wachstumstest mit
B. cereus auf festem Medium fiir die eingesetzte Probenart nicht geeignet war. Dasselbe galt
fiir gesittigte Losungen von Naphthalin und Benzo(a)pyren. Trotzdem konnte unter Verwen-
dung einer B. cereus Kultur aus der frithen logarithmischen Phase die Toxizitit von Naphtha-
lin und der etherextrahierbaren Fraktion des API-2 Riickstandes nachgewiesen und der Test
im Fliissigmedium durchgefiihrt werden (Abb. 2b).

Die etherextrahierbare Fraktion der Riickstinde API-1 und API-2 zeigte nur eine indirekte
mutagene Wirkung.

33 Kontaminierte Boden

Der wilrige Extrakt war im MetPLATE™-Test nicht toxisch. Jedoch wurde zu Beginn des
Versuchs (Tag 0) eine Hemmung der Keimung von L. sativa Samen festgestellt. Nach 45 Ta-
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gen war der hemmende Effekt stérker und Vblieb bis zum 180. Tag konstant. Nach 1 Jahr Inku-
bation lag die Toxizitit auf dem Niveau der Nullkontrolle (Abb. 3a). Im Gegensatz zur Kei-
mung war fiir das Wurzelwachstum kein nennenswerter inhibitorischer Effekt nachweisbar.
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Abb. 2: Charakterisierung der Toxizitiit der etherextrahierbaren Fraktion der Riickstinde:
a) Test auf Inhibierung der Resazurinreduktion;
b) Test auf Inhibierung des Wachstums von B. cereus in Fliissigkultur;
c) Ames-Mutagenititstest Stamm S. typhimurium TA9S;
d) Ames-Mutagenititstest Stamm S. typhimurium TA98 mit metabolischer Aktivie-
rung (microsomale S9-Fraktion)

Der Acetonitrilextrakt bewirkte keine Wachstumsinhibition von B. cereus (Abb 3b), ebenso
war keine Hemmung der Resazurinreduktion nachweisbar.

Er zeigte jedoch eine direkte und indirekte mutagene Wirkung. Der direkte mutagene Effekt
nahm im Verlauf der Inkubation zwar ab, sank jedoch im kontaminierten Boden innerhalb ei-
nes Jahres nicht ganz auf den Wert des Kontrollbodens. Die Mutagenitiit blieb konstant auf
einem Niveau oder stieg sogar an (Abb. 3c). Die indirekte Mutagenitit wies nach der
Kontamination nur steigende Werte auf (Abb. 3d).
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Abb. 3: Charakterisierung der Toxizitét des mit API-2 kontaminierten Bodens. Monitoring
der zeitlichen Verdnderung:
a) Test der Samenkeimung von L. sativa.;
b) Test auf Wachstum von B. cereus in Fliissigmedium;
¢) Ames-Mutagenititstest mit dem Stamm S. typhimurium TA 98;
d) Ames-Mutagenitétstest mit dem Stamm S. typhimurium TA 98 mit metabolischer
Aktivierung

4, SchluBfolgerung

Einige Tests muBiten modifiziert werden, um sie an die untersuchten Systeme anzupassen.
Keiner der Riickstidnde zeigte Bakterientoxizitdt (Wachstum und Resazurinreduktion). Damit
wird deutlich, daB eine bakterielle Behandlung der Riicksténde eine potentielle Moglichkeit
zur Sanierung ist. Im Gegensatz dazu bewirkten alle Riickstinde eine Hemmung der Keimung
von Samen und einige erwiesen sich als mutagen. Die etherextrahierbare Fraktion zeigte in
allen Fillen eine toxische Wirkung auf Bakterien (Wachstum und Resazurinreduktion), jedoch
wies nur die etherextrahierbare Fraktion der gelagerten Schlamme (API-1, API-2) Mutagenitét
auf.

Mit der Testbatterie war es moglich, die Toxizitdt von kontaminierten Boden zu charakterisie-
ren und die Toxizitdtsverdnderung im Untersuchungszeitraum zu verfolgen.

104



Projekt ENV 24: Sludge remediation process

Literatur

BLACKBURN, G. R., Deutch, R. A., Schreiner, C. A., Mackerer, C. R. (1986): Predicting car-
cinogenicity of petroleum destillation fractions using a modified Salmonella mutage-
nicity Assay. Cell. Biol. Toxicol. 2, 63-84.

BRrROWN, K. W. and Associates, Inc. 1983: Hazardous waste land treatment. Office of Research
and Development, US Environmental Protection Agency, Washington, USA.

KwaN, K. K. 1991: Methods for toxicological analysis of waters, wastewaters and sediments.
Workshop.

L, D. L., CHAU, Y. K., DUTKA, B. J. (1989): Rapid toxicity assessment of water soluble and
water insoluble chemical using a modified agar plate method. Wat. Res. 23, 333-339.

MARK, G., Kuizg, B., TAKEMOTO, E., PAT, K., LAMES, S. (1987): The. characterization of the
mutagenic activity of soil. Mutation Res. 192, 23-30.

MARON, D. M., AMEs, B. (1983): Revised methods for the Salmonella mutagenicity test.
Mutation Res. 113, 173-215.

MORELLL L. S., GARRE, M. I, GARROTE, G., LOPEZ GARCI4, S., PRADO, A., VECCHIOLL G. L,
PAINCEIRA, M. T. 1995: Estudio comparativo de bioensayos microbiolégicos para de-
terminar toxicidad de compuestos quimicos insolubles en agua. C 14 en Actas del VII
Congreso Argentino de Microbiologfa. Buenos Aires. 8 al 11 de mayo de 1995.

PHILLIPSON, C. E., [OANNIDES, C. (1989): Metabolic activation of polycyclic aromatic hydro-
carbons to mutagens in the Ames test by various animal specie including man. Mutati-
on Res. 211, 147-151.

THOMSOM, K., LU, D., KAISER, K. L. E. (1986): A direct resazurin test for measuring chemi-
cal toxicity. Toxicity Assessment, An Internat. Quart. 1, 407-418.

USEPA, Robert S. Kerr Environmental Research Laboratory. 1986: Office of research and
development. U.S. Enviromental Protection Agency. Waste/Soil treatability studies for
four complex industrial waste: Methodologies and results.

105



Projekt ENV 24: Sludge remediation process
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j Einleitung

Die Kenntnis der qualitativen und quantitativen Wechselwirkung der Mikroorganismen in
einem Okosystem liefert wertvolle Information in Hinblick auf das Potential des Okosystems
im biogeochemischen Kreislauf. Die Umweltfaktoren in einem Okosystem bestimmen die
qualitative und quantitative Zusammensetzung seiner bakteriellen Population. Jede Verinde-
rung, die Abbauprozesse betrifft, wie sie z.B. durch Kohlenwasserstoffkontaminationen her-
vorgerufen werden, fiihrt zu Verdnderungen in der Biozdnose der autochthonen Bakterien
(VESTAL et al. 1984).

In der vorliegenden Arbeit wird die bakterielle Population untersucht, die in zwei hochgradig
mit Kohlenwasserstoffen kontaminierten Lebensrdumen vorherrscht: in Lagunen gespeicherte
petrochemische Riickstinde und mit denselben Riickstinden kontaminierte Boden. Zusitzlich
wird die Verdnderung der bakteriellen Bioz6nose im nicht belasteten Boden untersucht, die
durch eine Kontamination des Bodens mit petrochemischen Riickstéinden hervorgerufen wird.

2. Material und Methoden

Riickstand: Es handelt sich um Schldamme der ersten Behandlungsstufe von Abwissern eines
petrochemischen Betriebs, die mit Kohlenwasserstoffen, mehrheitlich Aromaten, kontaminiert
sind (91 g/kg) (VECCHIOLI et al. 1997). Ihre Zusammensetzung ist der von Kohle-Teerol
(Creosote), einer Substanz die zur Unterdriickung des mikrobiellen Wachstums in Holz ver-
wendet wird, vergleichbar (RITTER und SCARBOROUGH 1995).

Boden: Die Proben entsprechen dem A Horizont eines stark lehmigen Bodens.
Zusammensetzung: Organischer Kohlenstoff: 2,9%; Organische Substanz: 5%; Gesamtstick-
stoff: 0,27% und verfiigbarer Phosphor: 0,0034%; pH: 5,5 - 5,7.

Kontaminierte Boden: Bodenproben wurden mit aufsteigenden Mengen an Riickstdnden
kontaminiert: 2,5%, 5%, 10% g/g, dquivalent zu 1405 ppm, 2196 ppm und 7290 ppm chroma-
tographierbarer Kohlenwasserstoff.

Monitoring des Bodens: Mittels der Bestimmung der Keimzahl heterotropher Bakterien, der
Keimzahl kohlenwasserstoffabbauender Bakterien und der biologischen Aktivitdt analysiert
als Dehydrogenaseaktivitit mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC). Die Systeme wurden bei
22 £2°C und einem Feuchtigkeitsgehalt von 20% inkubiert.

Keimzahlbestimmungsmethoden: Keimzahlbestimmung der auf R2A-Agar kultivierbaren
heterotrophen Bakterien und der Bakterien, die die Kohlenwasserstoff-Fraktion der Riickstin-
de im MPN-Ansatz verwerten konnen. Die Techniken wurden im Artikel ,,Biologische Sanie-
rung von mit komplexen Kohlenwasserstoffgemischen kontaminierten Béden® beschrieben.
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Isolierung und Charakterisierung von Stimmen: Ausgehend von der Bestimmung der he-
terotrophen Bakterien in den Riickstinden des nicht kontaminierten Bodens und des
kontaminierten Bodens wurden von R3A-Agar-Platten identischer Verdiinnungen 20 - 30
Kolonien abgeimpft. Ausgehend von den positiven Rohrchen aus der jeweils héchsten MPN-
Verdiinnung wurden die kohlenwasserstoffabauenden Bakterien isoliert.

Die aus dem Schlamm isolierten Stimme wurden wie folgt charakterisiert: Gram-Firbung,
Entwicklung auf Cetrimid-Agar, Fihigkeit auf der Kohlenwasserstoffraktion der Riickstinde
zu wachsen, Verwertung von Phenanthren und n-Hexadekan als alleiniger Energiequelle und
Produktion von Tensiden (ZAJIC und MAHOMEDY 1984).

Die dominierenden Stimme in den Bodensystemen wurden 35 Tage nach Applikation des
Riickstands (Phase der maximalen Zellzahl heterotropher und kohlenwasserstoffabbauender
Bakterien und zeitlich dicht bei der héchsten bakteriellen Aktivitit) und 1 Jahr nach der
Kontamination isoliert. Diese Stimme wurden wie folgt charakterisiert: Gram-Firbung, Be-
weglichkeit, bakterielle Morphologie, Koloniefarbe, oxidative und fermentative Nutzung von
Glucose, Katalase- und Oxidaseaktivitit.

Die Gram-negativen Stimme, die Glucose nicht vergiren, wurden mit Hilfe des API-20 NE-
Systems von bioMerieux bestimmt, die iibrigen wurden physiologisch und mittels manueller
Identifikation auf dem Niveau von Familien oder Genera eingeordnet (TAKATA et al. 1992).

Datenanalyse: Die Profile der biochemischen Tests und die Substratverwertung der Gram-
negativen Stimme, die Glucose nicht vergiren, wurden analysiert und mit den Referenzstim-
men des API 20NE-Systems mittels hierarchischer Gruppierung (Mittelwertsverkniipfung-
UPGMA,) verglichen. Basierend auf den resultierenden Dendrogrammen wurden die Stimme
auf der Ebene der Genera mit einer Ahnlichkeit zu den Referenzstimmen zwischen 61 und
100% Klassifiziert. Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse, PCA, wurde eine vergleichende
Analyse der Profile der Gesamtheit der im unbelasteten Boden dominierenden Stimme und
der Stimme, die nach 35 Tagen und nach 1 Jahr aus dem kontaminierten Boden isoliert wor-
den waren, durchgefiihrt.

3. Ergebnisse und Diskussion

Riicksténde: Die Riickstinde wiesen Zellzahlen an heterotrophen Organismen von
1,8+ 10° cfu/g und im MPN-Ansatz 3,3 * 10® kohlenwasserstoffabbauende Organismen auf.

Die isolierten Stamme sind mehrheitlich Gram-negative Bazillen, die in der Lage sind auf den
Riickstédnden zu wachsen. 84% wachsen auf Cetrimid-Agar, 45% produzieren Tenside, 30%
wachsen mit Phenanthren (einer der hauptséchlich vorkommenden Kohlenwasserstoffe in den
Riicksténden). Es waren keine Stimme nachzuweisen, die auf n-Hexadekan wachsen. Hexa-
dekan ist in den Schlimmen auch nicht enthalten. Die nachgewiesene bakterielle Population
konnte als exogen bezeichnet werden, obwohl die nachgewiesenen biochemischen Eigen-
schaften als Hinweis dafiir gelten kénnen, daB eine Selektion von Organismen erfolgt, die
durch die extremen Bedingungen, die in den Schlimmen herrschen, ausgelost wird.

Boden: Der Gehalt an heterotrophen Bakterien im Boden ist 5« 10’ cfu/g trockene Erde und
die Konzentration an abbauenden Bakterien, bestimmt mit der MPN-Methode, ist 1 » 10° N/g
trockene Erde.
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In der taxonomischen Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft iiberwiegen die co-
ryneformen Bakterien (35%), gefolgt vom Genus Pseudomonas (20%) und von Acinetobacter
(11%). Die Relation von Gram-positiven zu Gram-negativen Stimmen ist 57% : 43%.

Kontaminierte Béden: Die Tabellen 1 und 2 zeigen die Charakteristik der Systeme zu dem
Zeitpunkt, in dem die dominierenden Stimme isoliert wurden.

Alle Riickstandskonzentrationen, die dem Boden beigemischt wurden, fiihren zu einem An-
stieg (mit einem Maximum am 35. Tag) der heterotrophen Population und der Population, die
Kohlenwasserstoffe abbaut. Dieses Verhalten kann auf die Vielfalt an leicht metabolisierbaren
Kohlenwasserstoffen in der frisch kontaminierten Erde (35 Tage) zuriickgefiihrt werden die
innerhalb eines Jahres durch die bakterielle Population abgebaut werden.

Tab. 1: Charakteristik der Systeme mit riickstandshaltiger Erde 35 Tage nach der Konta-

mination
Riickstand in der | Chromatographierbare | Heterotrophe B. | KW-abbauende B. | Dehydrogenaseaktivitit
Erde (%) Kohlenwasserstoffe (cfu/g Boden) (MPN/g Boden) (ng/TPFg Boden)
(mg/kg)
2.5 1405 754 108 1.8+ 108 20
5,0 2196 70 108 81 e 107’ 19,5
10,0 7290 8.0 108 1.0 108 13,5
nicht kontam. Boden 32 500 107 111 106 20

Tab. 2: Charakteristik der Systeme mit riickstandshaltiger Erde 1 Jahr nach der Konta-

mination
Riickstand in der | Chromatographierbare Heterotrophe B. KW-abbauende B. Dehydrogenaseaktivitit
Erde (%) Kohlenwasserstoffe (cfu/g Boden) (MPN/g Boden) (ug/TPFg Boden)
(mg/kg)
2,5 292 1,00 ]08 3,00 106 19
5,0 239 15 108 1.0 107 28
10,0 487 &iis 108 201 06 65

Der mit 10% Riickstand kontaminierte Boden zeigte 35 Tage nach der Kontamination eine
signifikante Veridnderung des Verhiltnises von Gram-positiven zu Gram-negativen Bakterien:
33% : 67%. Am Ende des Versuchs stellte sich dieses Verhiltnis wieder ein.

Tabelle 3 zeigt die dominierenden Genera 35 Tage nach der Kontamination und nach 1 Jahr.
Nach 35 Tagen konnte man sehen, daBl ansteigende Konzentrationen an Riickstand zu einer
Zunahme des Genus Pseudomonas fithrten. Das System mit der geringsten Riickstandskon-
zentration hatte die hochste Diversitdt an Genera. Nach 360 Tagen iiberwog in den Systemen
mit 5% und 10% Riickstand der Genus Bacillus.

Der Genus Pseudomonas nahm innerhalb eines Jahres in allen Systemen ab.

Nach 35 Tagen spiegelten die Werte der Dehydrogenaseaktivitit im kontaminierten Boden
nicht den erheblichen Anstieg der heterotrophen und abbauenden Population wider. Diese
Aktivitit erreichte maximale Werte erst 10 Tage nach dem Maximum der bakteriellen Keim-
zahlen.
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Tab. 3: Aus den kontaminierten Systemen isolierte dominierende Genera

Kontrollboden 35 Tage 360 Tage
(nicht kontam.)

5% 10% 2,5% 5% 10%
Coryneforme Coryneforme Coryneforme Coryneforme Bazillus Bazillus
(35%) (50%) (15%) (40%) (40%) (60%)
Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas | Agrobacterium | Alcaligenes Pseudomonas
Acinetobacter | Acinetobacter Alcaligenes Pseudomonas Agrobacterium
(30%) (40%) (60%) (30%) (24%) Xantomonas

(32%)

Die Gram-negativen, nicht fermentativen bakteriellen Subpopulationen, die im System domi-
nierten, wurden vergleichend mittels PCA analysiert. Eine erste Analyse umfaBte die dominie-
renden Stdmme der kontaminierten Systeme und des nicht kontaminierten Systems zum Zeit-
punkt 35 Tage. Die dreidimensionale Darstellung entspricht den ersten drei Hauptkomponen-
ten. Aus Abbildung 1 148t sich schlieBen, daB die Profile der dominierenden Stimme, die aus
den kontaminierten Systemen stammen, denen aus dem nicht kontaminierten Boden dhneln.
Dieses Verhalten konnte damit verkniipft sein, daB der Genus Pseudomonas proportional mit
der Erhohung der Kontamination zunimmt (Tab. 3). Nur in dem zu 2.5% kontaminierten Bo-
den kann man eine Gruppierung von Stimmen erkennen, die von der Hauptgruppe in Bezug
auf die PC 1 abgetrennt ist. Die geringe Konzentration an Kohlenwasserstoff war vermutlich
nicht ausreichend, um hauptsichlich Pseudomonas zu selektionieren. Dessen ungeachtet
fiihrte sie zu einem Anstieg der heterotrophen und der abbauenden Population und einer er-
hohten Diversitit von Genera, die sich in den verschiedenen Profilen fuBert. Vermutlich er-
folgte dies auf Kosten von Verbindungen, die keine Kohlenwasserstoffe sind.

Eine zweite Analyse umfafte die dominierenden Gram-negativen Stimme der kontaminierten
Systeme und des nicht kontaminierten Systems nach Ablauf eines Jahres (Abb. 2). Zu diesem
Zeitpunkt ist in allen Systemen die Keimzahl der heterotrophen und der abbauenden Populati-
on abgesunken. Pseudomonas ist nicht mehr dominierend, und es erscheint eine hohere Di-
versitit an abbauenden Genera.

Die PCA in Abbildung 2 weist darauf hin, daB eine Gruppe von Stimmen des zu 5%
kontaminierten Bodens, eine Gemeinschaft bildet, die in Bezug auf die PC1 sich klar vom
nicht kontaminierten Boden abgrenzt. Dies weist auch darauf hin, daB das System mit 2,5%
eine Verteilung an Stimmen aufweist, die auch nach 35 Tagen Kontamination beobachtet
wurde. Die genannten Systeme zeigten Dehydrogenaseaktivititen, die mit denen im nicht
kontaminierten Boden vergleichbar sind. Sogar in dem System mit 10% Riickstand waren
Stdmme nachweisbar, deren Profile denen aus sauberem Boden sehr ihnlich sind, und die
Werte fiir die Dehydrogenaseaktivitit waren hoch. Diese kontaminierte Erde zeigte im Zeit-
raum zwischen 45 Tagen und einem Jahr nach der Kontamination die héchste Aktivitit.
Trotzdem erfolgte eine erhebliche Abnahme der kohlenwasserstoffabbauenden Population.
Man muB dabei beriicksichtigen, daB die untersuchten Stimme nur einen Teil der Gesamtpo-
pulation des Bodens darstellen: lebende kultivierbare Bakterien.
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Abb. 1:

Abb. 2:

Verteilung der Population der Gram-negativen Bakterien, die in kontaminierten Bo-
den und in nicht belastetem Boden dominieren. Kontaminationsdauer: 35 Tage.
Symbole: % = nicht belasteter Boden, [1 = Boden mit 2,5% Riickstand, O = Boden
mit 5% Riickstand und A = Boden mit 10% Riickstand
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Verteilung der Population der Gram-negativen Bakterien, die in kontaminierten
Boden und in nicht belastetem Boden dominieren. Kontaminationsdauer: 1 Jahr.
Symbole: % =nicht belasteter Boden, O =Boden mit 2,5% Riickstand,
O = Boden mit 5% Riickstand und A, = Boden mit 10% Riickstand
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Das Verhalten nach einem Jahr Kontamination kénnte mit dem Verbrauch der leicht metabo-
lisierbaren Substrate und mit dem Anhéufen von Stoffwechselprodukten der friihen bakteriel-
len Population zusammenhangen. Davon ausgehend wird wahrscheinlich eine spite bakteriel-
le Population selektioniert, die die metabolischen Aktivititen zum Abbau dieser Produkte
aufweist.

Verbleibt noch zu sagen, da die geringen Prozentanteile der Variationen, die durch die ersten
drei PC bestimmt werden, 44% in Abbildung 1 und 52% in Abbildung 2, nicht ausreichen, um
eine eindeutige Interpretation des Verhaltens der Stimme zu geben. Trotzdem reichen sie aus,
um die Selektion bakterieller Populationen, die durch eine Kontamination von sauberem Bo-
den ausgelost wurde, anhand sehr unterschiedlicher Profile zu erfassen. Nach einem Jahr
Kontamination, wenn in dem System die schwerabbaubaren Kohlenwasserstoffe iiberwiegen,
ist die Selektion deutlich ausgeprigt.
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Prefacio

B. GROSER

UFZ - Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, Permoserstr. 15, 04318 Leipzig,
Alemania

El grupo integrado de proyectos ,,Microbial degradation of hydrocarbon contaminated media
— biorremediation of liquid-solid and solid systems* es un proyecto cooperativo que existe en
la forma actual desde 1993 en el marco de la colaboracién bilateral cientifico-técnica entre
Argentina y Alemania. Sostenedores de esta cooperacién son SECyT (Secretaria de Ciencia y
Técnica-Ministerio de Educacién de Argentina), Buenos Aires y por encargo del Ministerio
para Educacion, Ciencia, Investigacién y Tecnologia de Alemania la Oficina Internacional del
DLR en Bonn (hasta 1995 la Oficina Internacional del GKSS Geesthacht).

Antes de 1993 se iniciaron proyectos comunes entre La Universidad Nacional de La Plata por
la parte argentina y las Universidades de Jena y Oldenburg por la parte alemana. Amplidndose
a las Universidades en Comodoro Rivadavia y Mendoza y a UFZ (Centro para la
Investigacion del Medio Ambiente Leipzig-Halle). El resultado de esta colaboracién es una
Unidad en la que todos los integrantes de la misma participaron de los resultados de los otros
grupos y pudieron armonizar reciprocamente sus trabajos. Con la formacién de esta unidad se
tratd de alcanzar una solucién através de determinados planes de investigacién al problema de
la contaminacién con hidrocarburos del agua y suelo, producidos sobre todo por la industria
petrolera. Con ésto permanecieron y permanecen en el centro de interés, junto a la
investigacion base, también las investigaciones orientadas a la aplicaci6n.

El ex-ministro de Investigaciones y Técnica Dr. Paul Kriiger al visitar La Plata en 1994 fue
portador de instrumental de andlisis como una contribucion de Alemania para formar la base
de un laboratorio que ha sido usado primariamente en los proyectos bilaterales.

EI Workshop realizado en La Plata entre el 5 y 7 de Noviembre de 1997, se dedicé a presentar
los resultados de los trabajos realizados y por otra parte se discuti6 sobre las posibilidades de
futuras colaboraciones.

En esta oportunidad debe agradecerse cordialmente a los organizadores que prepararon este
Workshop, especialmente merece este reconocimiento SECyT por su apoyo a la organizacién
de este Acto. Un especial reconocimiento merecen las coordinadoras de la Universidad, Sra.
Prof. Arambarri, La Plata y Sra. Dra. Berthe-Corti de Oldenburg, ya que sin su esforzada
actividad no hubiese podido realizarse esta Reunién.

A principios de Abril de 1997 se realiz6 en Buenos Aires una reunién de la comisién mixta
Argentino-Alemana en el marco de la colaboracion de Investigacién, Ciencia y Desarollo
Tecnolégico. En esta reunion se hizo un balance de todos los proyectos y también se discutié
cuales serian en el futuro los contenidos fundamentales de la cooperacién bilateral de la
Investigacién. Hubo consenso que la Investigacién en el campo del medio ambiente,
tecnologia del medio ambiente y biotecnologia continian siendo los campos mds importantes
de la cooperacioén.

En las consultas se puso especialmente de relieve que le corresponde un alto valor a la
participacién de la Industria en el marco de la cooperacion. Deben establecerse las
posibilidades de contacto entre la pequefia y mediana industria de ambos paises con lo que se
induce que tanto la industria como la investigacién tienen que hacer aporte econémico.

114



Se hizo evidente que la investigacién en el campo del medio ambiente y biotecnolégico en
que se encuentran los trabajos presentes, le corresponde una creciente importancia.

Debido a que la investigacién no debe realizarse sélo por el ,,placer de ciencia, sino que se
debe trabajar con el objetivo concreto de realizar métodos y medidas de saneamiento, se
realizé y se realizan por ambas partes una colaboracién con la industria en el marco nacional.
Como ya se menciond, se ha declarado por ambos paises en una reunién, que ahora debe darse
un nuevo paso, en el que ademds de los contactos bilaterales cientificos también debe
participar la industria de ambos paises. Los representantes de la misma pueden informarse de
los resultados que existen o se pueden obtener, en base a ésto resultaran multiples iniciativas
de la investigacién que son relevantes para la industria y que no obstante se manifieste la
necesidad de ser investigadas, no pueden ser llevadas a cabo sélo por la industria. A partir de
este punto deberian desarollarse los futuros temas centrales para la investigacién, que deben
realizarse en estrecha cooperacion entre la ciencia y la industria. Con ésto se intenta que los
proyectos sean elaborados en la forma 2 + 2. Esta forma de cooperacién debe congregar en un
proyecto a la ciencia y la industria de ambas partes. Sin embargo el 2 + 2 no es un esquema
rigido, pueden participar varios interesados, asi como también sélo dos instituciones
cientificas.

El objetivo de esta nueva forma de colaboracién es el desarollo en conjunto de procedimientos
innovativos y productos con buenas posibilidades de comercializacién econémica.

Ambas partes han convenido en fomentar los correspondientes proyectos flexibles y no
burocraticos.

Las primeras conversaciones para convenios pudieron realizarse a continuacién del Workshop
en La Plata y en Mendoza. Es de esperar que estas iniciativas positivas conduzcan a una
activacion de la cooperacion en ciencia e industria Argentino—Alemana.
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Biorremediacion in situ de un area altamente contaminada con
hidrocarburos en Cerro Dragén Patagonia, Argentina

O. H. Puccr', M. A. BAK', S. R. PERESSUTTT', I. KLEIN?, C. HARTIG?, L. WUNSCHE>

'CEIMA - Centro de Estudios e Investigaciones en Micorbiologia Aplicada,
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco, Geronimo Maliquueo 120, 9000
Comodoro Rivadavia, Argentina

*UFZ - Umweltfoschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, Sektion Umweltmikrobiologie,
PermoserstraBBe 15, 04318 Leipzig, Alemania

1. Introduccion

La produccion petrolera es la principal actividad industrial en la Patagonia central, en esta
actividad, pese a tomarse todas las precauciones, existen roturas en las instalaciones que
producen derrames de petréleo. Estas contaminaciones con hidrocarburos en suelos son
susceptibles de remediarse mediante tratamientos microbiolégicos in situ. Para que estos
tratamientos sean efectivos debe determinarse si es suficiente la poblacién microbiana local o
si es necesario 0 ventajoso usar un cultivo starter que permita incrementar la velocidad de
eliminacién del contaminante.

2. Materiales y métodos

Area de estudio: Se realizé un proceso de biorremediacién sobre un drea de explotacién
petrolera contaminada con crudo, que se encuentra ubicada en “Cerro Dragén”
aproximadamente a 120 Km de la ciudad de Comodoro Rivadavia.

Método de biorremediacion: El estudio se desarroll6 en 2 etapas:

Primera etapa (agosto 1995 — diciembre 1996): Luego del acondicionamiento del &drea
contaminada (mezclado del petréleo con la matriz del suelo) el tratamiento de
biorremediacién consistié s6lo en el agregado nutrientes, agua y aireacién mediante métodos
mecénicos.

Segunda etapa (diciembre 1996 — mayo 1997): Un sector del drea contaminada tratada en la

primera etapa fue dividida en cuatro subdreas de 16 m’ cada una, las cuales recibieron
diferentes tratamientos:

Sector 1. Fertilizacion.

Sector II. Inoculacién.

Sector III. Fertilizacién e Inoculacién.

Sector IV. Control (sin fertilizacién ni inoculacién).

Los cuatro sectores fueron periddicamente aireados en forma mecdnica y humidificados
artificialmente.

Los nutrientes inorgénicos fueron PO,HNa,, CINH, y NO;K manteniendo una relacién de C:P
y C:N de 800:1 y 60:1, respectivamente (DIBBLE y BARTHA 1979).

La cepa inoculada fue Dietzia maris CR 053 aislada de ambientes patagénicos, la cual se
describe posteriormente. El inéculo fue cultivado en Medio Base Mineral (MBM)( (g/l: CINa,
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5; POHK,, 1; PO,H,NH,, 1; SO4(NH,),, 1; SO;Mg, 0,2, NO:K, 3; pH: 7) suplementado con
0,025 g/l de extracto de levadura y 0,5% de gas-oil. El medio de cultivo fue dispuesto en
recipientes estériles de 4 litros de capacidad e incubado a temperatura ambiente hasta una
concentracién bacteriana de aproximadamente 10’ ufc/ml.

Muestreos y preparacién de la muestra: Durante la primera etapa se recolectaron muestras de
suelo contaminado y no contaminado mientras que en la segunda etapa se analizaron muestras
de las cuatro subdreas en estudio. Todas las muestras de suelo fueron recolectadas mediante
un método aleatoreo y sistemitico, siendo luego homogeneizadas (WEBSTER y OLIVER 1990)
en el laboratorio. ‘

Andlisis de hidrocarburos: Las muestras de suelo fueron periédicamente evaluadas, en cuanto
al contenido de hidrocarburos, mediante el método de extraccién con cloroformo y
determinaci6n gravimétrica del hidrocarburo extraido. La variacién en la composicién del
contaminante fue determinada por cromatografia en columna de silica-gel (Kieselgel 60, 35-
70 mesh, Merck) de los extractos obtenidos. Las fracciones alifitica, aromdtica y asféltica
fueron eluidas sucesivamente con aproximadamente 300ml de hexano, benceno y
cloroformo-metanol (1:1 v/v), respectivamente. Las mismas fueron recogidas en volimenes
de 25ml, obteniéndose un total de 33 fracciones cuyo peso fue determinado
gravimétricamente previa evaporacién del solvente (método de DIBBLE y BARTHA 1979
modificado).

Andlisis microbioldgico:

Enumeracion de microorganismos: Se analizaron los cambios en el niimero de bacterias
aerobias totales y bacterias degradadoras de hidrocarburos utilizando el método de
diseminacién en superficie. Con tal fin se prepararon suspensiones de la muestra de suelo en
solucién fisiol6gica a partir de la cual se realizaron las diluciones apropiadas. Las bacterias
aerobias totales fueron cuantificadas utilizando el medio R2A (g/l: extracto de levadura, 0,5;
peptona, 0,5; casaminodcidos, 0,5; glucosa, 0,5; almidén, 0,5; piruvato de sodio 0,3; PO,HK,,
0,3; SOMg, 0,5; agar, 12; pH: 7,2). Para el recuento de las bacterias degradadoras se utilizé
MBM s6lido suplementado con 20 pl de una mezcla petréleo - gas oil (1:1) que se disemina
sobre la superficie del agar (método implementado por este grupo).

Aislamiento de las bacterias principales de la biocenosis: A partir de los recuentos en MBM y
medio R2A se tomaron todas las colonias de las placas correspondientes a la dilucién donde el
nimero de las mismas fuese entre 30 y 300 ufc. Cada cepa fue caracterizada segiin la
morfologia de las colonias, coloracién de Gram y pruebas bioquimicas minimas (calatasa,
reduccién de nitratos, oxidasa, SIM, crecimiento en tioglicolato y O-F) (MAC FADDIN 1980).

Identificacion bacteriana: Las bacterias aisladas fueron identificadas en la Divisién de
Microbiologia Ambiental, Leipzig (Alemania) mediante: Sistema de Identificacién
Automatizado BIOLOG con base de datos para GN y GP (Biolog, Inc. Hayward, Calif, USA)
y el sistema de identificacién microbiana MIS/SHERLOCK, con base de datos para bacterias
aerobias (TSBA standard library, version 3.9, 1995) y Actinomycetes (ACTINI standard
library, version 3.8, 1993), Microbial II (Inc. Newark, Del, USA).

Estructura y dindmica de la biocenosis se estimé segiin el espectro de los sustratos utilizados
en las placas de Biolog GN y GP por la comunidad bacteriana presente, obtenida por
inoculacién de la suspensién de la muestra (WUNSCHE et al. 1995)
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3. Resultados y discusion

31 Resumen del proceso de biorremediacion

Los resultados obtenidos en el seguimiento de la biorremediacién se presentan en el grifico
N° 1. En el mismo pueden observarse las variaciones ocurridas en los recuentos bacterianos,
tanto de bacterias totales como degradadoras, y en el contenido de hidrocarburos, en ambas
etapas del estudio realizado.
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Fig. 1: Variacién de hidrocarburos y recuentos bacterianos en la biodegradacién a campo
(explicacién en el texto)

En el primer periodo, desde agosto de 1995 a diciembre de 1996, se efectué una
biorremediacién en la que sélo se mezclé el suelo con el residuo y se adicioné nutrientes y
agua en dos oportunidades durante todo €l periodo. Este agregado se realizé a partir del mes
de noviembre, por lo que pasaron 6 meses desde el derrame ocurrido en mayo de 1995, lo que
permitié la volatilizacién de los compuestos livianos del contaminante. El resultado que se
obtuvo fue una degradacién del 25% de los hidrocarburos presentes, que puede considerarse
baja en relacién al tiempo transcurrido. En este periodo la mayor disminucion se produjo en
los hidrocarburos alifiticos, seguido en orden decreciente por la degradacién de aromadticos y
de los hidrocarburos polares o asfaltenos.

Las bacterias aerobicas y degradadoras de hidrocarburos se incrementaron en 1 y 2 logaritmos
respectivamente.

Se realiz6 a partir de diciembre de 1996 y continia, habiéndose interrumpido los trabajos por
razones climdticas, durante el periodo invernal. El desarrollo de esta etapa, en el sitio
fertilizado e inoculado se puede observar en el grifico N° 1, donde se muestran las variaciones
en los recuentos bacterianos y en el contenido de hidrocarburos. En esta segunda etapa el
aumento del nimero de bacterias fue de un logaritmo tanto para bacterias aerébicas como para
bacterias degradadoras de hidrocarburos. Pese a este modesto aumento la degradacién de
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hidrocarburos se incrementd sustancialmente, llegdndose a degradar un 55% de los
hidrocarburos que se encontraban presentes al inicio de la segunda etapa, en un periodo de 6
meses. Es importante destacar que las tres fracciones de hidrocarburos decrecieron hasta
obtenerse porcentajes muy similares entre si (ver fig. 3).
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Fig.2: Disminucién del contenido de hidrocarburos totales (extractables con cloroformo) de
suelos en las cuatro variantes de biodegradacién ensayadas

Los porcentajes de biodegradacion obtenidos en el resto de los sitios tratados fueron: 13% en
suelo sin fertilizacién ni inoculacién, 16% en suelo con fertilizacién y 30% en el suelo
inoculado. Como puede observarse estos valores fueron significativamente menores a los
alcanzados en el suelo inoculado y fertilizado (ver fig. 2)

3.2  Degradacion de los componentes principales de la contaminacién con petréleo
crudo en condiciones éptimas de biorremediacién

En el grafico N° 3 se presenta la variacién en la composicién de los hidrocarburos durante la
biodegradacién ocurrida en el sitio inoculado y fertilizado. Se muestran en el mismo los
resultados de las cromatograffa en columna fraccionada en cinco tiempos diferentes de
control, desde el hidrocarburo sin que sufriera la accién de los microorganismos (agosto 1995)
hasta mayo de 1997. Como puede apreciarse el petréleo derramado contiene
predominantemente hidrocarburos alifticos y podemos observar a través del tiempo la
facilidad de biodegradacién de de las tres fracciones estudiadas, siendo los hidrocarburos
alifdticos la fraccién més rdpidamente degradable seguida por los aromdticos y por tltimo los
hidrocarburos polares o asfaltenos.
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Fig. 3: Variacion de las diferentes fracciones de hidrocarburos en el proceso de
biodegradacién de en el sitio inoculado y fertilizado (explicaci6n en el texto)

3.3 Desarrollo de la biocenosis bacteriana en el transcurso del ensayo de
biorremediacion

3.3.1 Cambios en el espectro de los sustratos utilizados por la totalidad de los
componentes microbianos

La dindmica de la composicién de la bacteriocenosis autéctona fue estimada evaluando los
perfiles de utilizacién de diferentes sustratos (método BIOLOG modificado).

Durante los primeros cuatro meses del proceso de biorremediacién, desde diciembre de 1996
hasta abril de 1997, el nimero de sustratos del BIOLOG utilizados por la biocenosis total se
incrementé continuamente en todas las variantes de biorremediacién inclusive en el sitio no
inoculado ni fertilizado (fig. 4). Esto indica cambios significativos de la composicién de la
biocenosis en todas las variantes. El aumento de la diversidad taxondémica fue debido al
surgimiento de algunas especies con otros patrones de utilizacibn de sustratos
significativamente diferentes de los iniciales. Estas variaciones son causadas por la
disponibilidad de hidrocarburos utilizables en todas las variantes experimentales.

Luego de 4 o 5 meses el niimero de sustratos utilizados no se increment6. En este punto el 80
- 90% de los sustratos probados fueron utilizados por la biocenosis y cambios adicionales s6lo
pueden ser posibles dentro del 10 al 20% residual. Este hecho enmascara un posible cambio:
la composicién de la biocenosis no continia cambiando por que no hay nuevos sustratos
disponibles en el ecosistema (zona contaminada del campo).

La adicidén de nutrientes inorgénicos y/o la inoculacion de la cepa seleccionada (D. maris CR
053), muestra sélo temporariamente (en los 3 primeros meses) una leve diferencia en el patrén
de utilizacién de sustratos si se compara con la biorremediacién en el sitio no inoculado ni
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fertilizado (Sj: 0,813 y 0,860). Este hallazgo indica que la composicién de la bacteriocenosis
de suelos tratados y no tratados son relativamente similares en este periodo (tab. 1).

Nimero de substratos BIOLOG utilizados

130
120
110 =
100 3
90
80 : ) }
dic-96 feb-97 mar-97 abr-97 may-97
=0=Suelo con Biodegradacién Natural =x= Suelo Fertilizado
—m=— Suelo Inoculado =+= Suelo Inoculado-Fertilizado

Fig. 4: Utilizacién de sustratos BIOLOG por las comunidades bacterianas en las cuatro
variantes estudiadas
Tab. 1: Comparacién (Sj) de la utilizacién de sustratos entre la biocenosis de los sitios
inoculado y/o fertilizado y la biocenosis del suelo no inoculado ni fertilizado (Sector
V)
Periodo de biorremediacién Meses Sector I Sector IT Sector III
Febrero de 1997 2 0,813 0,817 0,829
Marzo de 1997 3 0,845 0,842 0,860
Abril de 1997 4 0,960 0,937 0,936
En los dltimos 4 meses luego del comienzo del proceso de biorremediacién esas pequefias

diferencias entre los patrones de utilizacién del sustrato observados en las variantes tratadas y
la biorremediaci6n natural se iguala casi completamente ( Sj entre 0,936 y 0,976)(ver tab. 1),
indicando que la biocenosis de todas las variantes son muy similares en cuanto a su
composicién en este periodo.
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3.3.2  Caracterizacion de la bacteriocenosis por aislamiento e identificacién de los
componentes principales

Los resultados obtenidos con respecto a los patrones de utilizacién de sustratos de la
biocenosis completa son sustentados por los resultados de los andlisis taxonémicos. Estos
andlisis fueron llevados a cabo por aislamiento de colonias morfolégicamente distinguibles de

los principales integrantes de la comunidad bacteriana (concentracién entre 10° a 10° ufc/g de
suelo) y la siguiente identificacién de los cultivos puros en base al aspecto morfoldgico, las
caracteristicas quimiotaxonémicas y la aplicacién de sistemas de identificacién automadticos
(BIOLOG y MIS). De esta forma la composicién de la biocenosis del suelo fertilizado e
inoculado en comparacién con la del suelo no inoculado ni fertilizado, fue analizada al iniciar
la experiencia y después de 2 meses de biorremediacién (febrero de 1997).

La composicioén de la biocenosis en el sitio no inoculado ni fertilizado y de la variante
inoculada y fertilizada al comienzo de la biorremediacién no muestra diferencia significativa:
las especies gram positivas predominaron claramente y la biocenosis practicamente consistié
de diferentes géneros de los actinomicetales (Gordonia, Dietzia, Rhodococcus). Deberia
mencionarse, al respecto que las cepas de Dietzia maris encontradas en el area no inoculada es
claramente diferente del cultivo starter. Aproximadamente el 10% de los aislamientos de las
bacterias gram positivas no pudieron ser identificados con seguridad.

Como tinico representante de los gram negativos y presentes en ambos sitios estudiados, se
encontrd Alcaligenes xylosoxidans.

Luego de 2 meses de experiencia (febrero de 1997) se encontraron cambios significativos,
marcados por la aparicién de bacterias gram negativas como: Acinetobacter calcoaceticus,
Pseudomonas mendocina en el suelo no inoculado ni fertilizado, y Pseudomonas stutzeri (en
un relativo alto porcentaje) y Pseudomonas fluorescens en el suelo inoculado y fertilizado.
Ademads de los géneros de actinomycetes Gordonia, Dietzia, Rhodococcus, especialmente
fascians y erhitropolis, presentes también en las muestras de suelo de diciembre de 1996, se
encontraron taxas de gram positivos como Arthobacter, en ambas variantes, Microbacterium
(sin tratamiento) y Bacillus (en suelo tratado).

3.3.3 Destino del cultivo strarter de Dietzia maris 053 en el ecosistema

En suelos de la Patagonia estd presente, como poblacién autéctona, Dietzia maris y se la
encuentra tanto en zonas que han sufrido contaminacién con hidrocarburos como en dreas no
contaminadas. La cepa CR-053 fue identificada como Dietzia maris y fue seleccionada para
ser utilizada como starter en el presente trabajo. En los seguimientos periédicos que se
efectuaron a la 4 dreas de biorremediacién se hallé este género tanto en la zona no inoculada
como en la zona inoculada y fertilizada. Para discriminar entre la cepa inoculada, de amplio
rango de biodegradacién de hidrocarburos, y las cepas no inoculadas se efectué un perfil de
los dcidos grasos de membrana celular y sélo se encontré coincidencia entre los perfiles de la
cepa

CR-053 con las bacterias encontradas en la zona inoculada en el muestreo de febrero de 1997.
Las cepas aisladas en el mes de diciembre de 1996 en el sector inoculado y fertilizado asi
como las obtenidas de los muestreos de diciembre de 1996 y febrero de 1997, presentan
distinto perfil de 4cidos grasos por lo que se consideran cepas diferentes a D. maris CR-053.
Se deberd confirmar con futuros ensayos el verdadero valor de los perfiles de dcidos grasos,
determinados en condiciones estandarizadas, en la identificacién de cepas. El hecho de no
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haber encontrado dicha cepa en la zona inoculada después de la siembra podria deberse a que
la densidad de bacterias inoculadas correspondié a 10° ufc/g y los recuentos de bacterias
debieron efectuarse a partir de concentraciones de 10° ufc/g.

El andlisis por DGGE muestra la presencia del género en estudio tanto en suelo no inoculado
como en suelo fertilizado e inoculado. Esta técnica permite detectar tanto bacterias cultivables
como no cultivables a nivel de género pero no a nivel de cepas.

El cultivo starter crece hasta representar el 10% de la poblacién total después de dos meses de
inoculada. Se debe considerar la presencia de depredadores y la competencia bacteriana.

4. Conclusiones

La biorremediacién in situ de suelos semidridos de la Patagonia central se aplicé con éxito
bajo condiciones optimizadas. La inoculacién con un cultivo starter seleccionado, en
combinacién con la adicién de nutrientes inorgdnicos, aceleré significativamente la
biorremediacién.

Bajo condiciones optimizadas el 66% de los hidrocarburos totales contenido en el suelo
fueron degradados. Las diferentes tasas de biodegradacién de las fracciones alifdticas,
aromdticas y asfélticas dieron como resultado concentraciones finales semejantes y cambios
significativos en la composicién de los hidrocarburos residuales.

La composicién de la biocenosis autictona cambié continuamente durante el proceso de
biorremediacién, sin embargo diferencias significativas entre las comunidades de los cuatro
sitios estudiados podrian no ser detectados por los métodos utilizados.

El cultivo starter de Dietzia maris CR-053 pudo ser diferenciado de otras cepas presentes
naturalmente en estos suelos, en base a su perfil de dcidos grasos. Esta bacteria se inoculé en
concentraciones de 8x10° ufc/g y aument6 considerablemente en tres meses hasta una
densidad de 2 x10° ufc/g.
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1. Introduccion

La industria petrolera, principal recurso econémico de la Patagonia Central (Argentina),
genera derrames accidentales de petréleo. La biorremediacién (decontaminacién
microbiol6gica) in situ es una tecnologia aplicable para decontaminar ecosistemas
contaminados con hidrocarburos. Una variante consiste en la estimulacién de bacterias
indigenas degradadoras de hidrocarburos mediante el suplemento de factores limitantes
esenciales para el desarrollo de las bacterias (BOGART y HEMMINGSEN 1992, CATALLO y
PORTIER 1992). Este biotratamiento también pueden involucrar el uso de bacterias autéctonas
cultivadas exteriormente, con amplio potencial de degradar hidrocarburos que permiten,
incrementar la velocidad de degradacién. La efectividad de la inoculacién de
microorganismos en ambientes naturales depende de multiples factores, por ejemplo
estabilidad genética, viabilidad durante el almacenamiento del inoculo, alta actividad
enzimdtica y crecimiento en el ambiente, habilidad para competir con los microorganismos
autéctonos. Ademds los inoculos no deben producir metabolitos téxicos ni deben ser
patégenos (GOLDSTEIN et al. 1985, LEAHY y COLWELL 1990).

El objetivo de ese estudio fue la caracterizacién de una cepa bacteriana usada como inoculante
para un tratamiento de biorremediacién in sifu de un sitio contaminado con petréleo crudo.
Este microorganismo (cepa 053) fue aislado a partir de una muestra de suelo proveniente de
un otro sitio contaminado con petréleo crudo. Ese sitio se encuentra situado a 30 Km de la
ciudad de Comodoro Rivadavia (Patagonia, Argentina).

2. Resultados y discusion

Identificacién taxonémica: La cepa investigada fue identificada taxonomicamente en base a
las siguientes determinaciones:

— morfologia de células y colonias

— coloracién de Gram

— presencia de é4cido DL-diaminopimélico y azicares relevantes para un agrupamiento
taxondémico en el hidrolizado de las células

— contenido de G + C de la ADN

— espectro de sustratos metabolizados (Automated Microbial Identification System, Fab.
BIOLOG, USA)

— perfiles de 4cidos grasos (Microbial Identification System MIS, Fab. MIDI, U.S.A.)
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La cepa produce en medio sélido colonias caracteristicas de color naranja-rojiza. En el
microscopio se observan células de forma de cocos o bacilos irregulares. Cepa 053 es Gram-
positiva, el contenido de G + C del ADN es 70,5 mol%.

En la composicién de la pared celular (hidrolizado de celulas) se detectaron 4cido DL-
diaminopimélico, y, como aziicares relevantes para el diagnostico, arabinosa y galactosa.

El analisis de los dcidos grasos con cromatografia de gas revelé que las células bacterianas
contienen, principalmente, dcidos grasos lineales de cadena de C4 a C, dtomos de carbono
(tab. 1). Como componente principal fue detectado el 4cido graso octadecenoico (18:1
w9c = 29,2% del contenido total de los 4cidos grasos). Ademds, fue detectado &cido
tubercolestedrico (10Me 18:0 = 5,2%), componente tipico del género Rhodococcus (incluido
Dietzia). El perfil de los 4cidos grasos analizado bajo condiciones estdndar se corresponde con
una similaridad de 0,481 al perfil del especie Dietzia maris usado en la base de datos de MIS.
La misma cepa se analizé con el sistema de BIOLOG (la cepa utilizé 35 de los 95 fuentes de
carbono que utiliza este sistema) y se calcul6 una similitud de 0,656.

Los resultados de identificacién obtenidos con diferentes

Tab. 1: Composicion de 4dcidos . S S
b sistemas de identificacién muestran que la cepa 053

asos (MIS) por G.C. i o :
&r MLSe tiene que ser agrupada a la especie Diezia (anteriormente
4cido araso % Rhodococcus) maris.
14:0 053 Degradacién de hidrocarburos: En un test de screening
2, 6,33 se evalud la capacidad que presenta la cepa de degradar
16:1 w7c/15 iso 20H 1,17 . N ! s
60 13.95 hidrocarburos  diferentes  hidrocarburos alifaticos,
71 .w8c 13:9] aromz.iticos y asfaltenos asi como _mezclas como nafta,
17:0 10,78 gas oil, parafinas y otras, como tnica fuente de carbono
17:0 10 methyl 1,19 y energia. Se determiné que la cepa 053 posee un amplio
18:1 w9c 29,24 espectro para metabolizar hidrocarburos. El 90% de los
18:0 14,29 compuestos probados fueron usados como substratos. En
TBSA ig I(;/IB 18:0 g;i continuacion se investiga la presencia de plasmidos que
: : i6n de hidr !
v 6.60 forman parte de la degradacién de hidrocarburos
15:0 iso 20H/16:1w7c 1,17 Crecimiento en condiciones subdptimas de desarrollo:

Para evaluar la capacidad de la cepa para ser usada en

suelos semi-dridos, se llevan a cabo estudios en
condiciones no 6ptimas (baja humedad y baja concentracién de nutrientes de los suelos). Los
resultados preliminares indican que la cepa 053 tiene una resistencia elevada a la desecacién y
habilidad para crecer en condiciones nutricionales desbalanceadas.
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1. Introduccion

Comodoro Rivadavia es una ciudad ubicada sobre el litoral maritimo del Golfo San Jorge,
Patagonia Argentina. En dos sitios cercanos al casco urbano se realizan tareas de carga de
petréleo crudo y descarga de destilados. Estas labores se realizan desde hace setenta afios y
debido a pequefios derrames accidentales, relativamente frecuentes, se da en esos sitios una
contaminacion crénica.

La degradacién bioldgica de hidrocarburos puede ser el resultado del catabolismo de distintos
microorganismos o el resultado del catabolismo concertado de una biocenosis. Existen
publicaciones que marcan el aumento en la incidencia de ADN plasmidico en ecosistemas
contaminados por hidrocarburos ( LEAHY et al. 1990, HADA y SIZEMORE 1981).

El interés en demostrar la presencia de plasmidos en bacterias degradadoras de hidrocraburos
se basa en las capacidades especificas que estdn codificadas a nivel del ADN plasmidico (VAN
BEILEN et al. 1994, RAMOS GONZALEZ et al. 1991, FOSTER 1983, LENNON y DE CIcco 1991,
HADA y SIZEMORE 1991).

En tantos afios de polucién la presién de seleccion puede haber operado y debido a esto seria
posible aislar cepas con capacidades de biodegradacion. Esta potencialidad estaria relacionada
con la presencia de pldsmidos. El objetivo del presente trabajo es determinar la frecuencia de
plasmidos en bacterias marinas degradadoras de hidrocarburos y relacionar su presencia con el
proceso de biodegradacién natural en ambientes cronicamente contaminados.

2, Materiales y métodos

Sitios de muestreo: Las muestras fueron tomadas de dos sitios de contaminacion crénica
relacionados a carga de crudo y descarga de destilados. Estos puntos estdn ubicados a treinta
kilémetros y tres kilémetros, respectivamente, de la zona central de Comodoro Rivadavia.

Toma de muestras: Se tomaron dos muestras diferentes en cada sitio de muestreo: agua de mar
de superficie con un colector plistico estéril de 1,5 1 de capacidad, sedimentos intermareales
fueron recogidos con una espdtula estéril y colocados en frascos estériles. En todos los casos
las muestras fueron transportadas de inmediato al laboratorio.

Medios de cultivo utilizados (VENKATESWARAN et. al. 1993): Para los aislamientos de
bacterias se utiliz6 medio segiin Bushnell-Haas: MgCl2 0,3 g, CaCl2 0,02 g, KH2PO4 1 g,
NH4NO3 1 g, FeCl3 (30%) 2 gotas, NaCl 20 g, Agua destilada c.s.p. 1 1. Para crecer los
microorganismos para el andlisis de pldsmidos se utilizé el medio LB con el agregado de 1%
gasoil o un antibidtico que correspondiese.
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Aislamiento y cultivos bacterianos (VENKATESWARAN et al. 1993, VENKATESWARAN V
TANAKA 1995): Las muestras fueron inoculadas en frascos de 11 de capacidad conteniendo
0,51 de medio Bushnell-Haas mas una mezcla de petréleo crudo-gasoil al 1% a temperatura
ambiente durante treinta dias con aireacidn estéril. Se midieron las concentraciones de fésforo
y nitrégeno antes de comenzar y durante el transcurso de la experiencia por los métodos de
azul de molibdeno y azul de indofenol, respectivamente. En caso de ser necesaria la
reposicion de elementos se agreg6 fésforo como mezcla de fosfatos mono y didcido potasio en
solucién al 4% y de amonio como cloruro de amonio en solucién estéril al 40%. Los dfas tres,
catorce y treinta se extrajeron submuetras de los frascos y fueron cultivadas en placas del
medio segin Bushnell-Haas enriquecidas con 0,05 g/l de extracto de levadura 0,25 g/l de
peptona y 0,15 g/l de extracto de carne.

Identificacién de las cepas aisladas: Las cepas fueron presuntivamente identificadas por los
sistemas API 20NE y/o API 20E.

Pruebas de crecimiento en hidrocarburos: Se inoculé con células de las cepas aisladas el
medio Bushnell-Haas conteniendo mezclas de hidrocarburos al 1% (en el caso de la mezcla
Benceno-Xileno-Tolueno solo 0,1%). La incubaci6n fue a temperatura ambiente con agitacién
discontinua. El crecimiento fue evaluado por andlisis de turbidez entre los dos y los quince
dias de haber realizado la siembra.

Aislamiento de pldsmidos (AUSUBEL et al. 1987): Los pldsmidos fueron aislados por una
modificacién del método de BIRNBOIM y DoLY (1979).

Electroforesis del ADN (AUSUBEL et al. 1987): El ADN fue separado en geles de agarosa al
0,6% usando buffer TBE 0,5x. Posterior a la corrida los geles se tifieron con una solucién de
bromuro de etidio (10 pg/ml) y se revelaron por transiluminacién con luz UV.

Determinacién del tamafio de los pldsmidos: Los tamafios fueron obtenidos a base de una
curva logaritmica (tamafio vs movilidad). Como referencia se utiliz6 el pldsmido pWWO (de
Pseudomonas spec.) y el plasmido pRF30 (de E. coli 1061).

3. Resultados y discusion

Con la metodologia descrita para el aislamiento fueron recuperadas 23 colonias
morfologicamente diferentes. El medio de cultivo suplementado con peptona, extracto de
levadura y extracto de carne previno la formacién de colonias diminutas, permitiendo una
mejor diferenciacién durante su aislamiento. En el primer aislamiento (con 3 dias de
incubacion) se recuperaron 8 cepas, en el dia 14 se recuperaron 7 cepas y 8 cepas en el dfa 30.

Las mediciones de los nutrientes tuvo la finalidad de aportar al medio las cantidades
apropiadas de N y P. Al empezar del ensayo las concentraciones en el medio fueron de
175 ppm de nitrégeno y 465 mg de fésforo, luego de diez dias de cultivo se analizaron
190 ppm de fosforo, y de 5 ppm de amonio. No fue necesario agregar fésforo ya que la
concentracién se mantuvo dentro de valores apropiados, para el caso del amonio se observé
una disminucién muy marcada y fue necesaria su reposicién.

Los resultados de los experimentos de crecimiento en diferentes mezclas de hidrocarburos, de
identificacién y de presencia de pldsmidos en los 23 aislamientos se muestran en la tabla 1.

Por medio del sistema de identificacién API 20NE y/o API 20E pudieron agruparse 11 de las
23 cepas a un taxén. Las reacciones de crecimiento con mezclas de hidrocarburos mostraron
que una alta proporcién de las bacterias (18 de 23) son capaces de crecer en tres 0 mas

131



Proyecto ENV 19: Microbial biocenoses

mezclas y que 6 de 23 cepas crecieron en 5 o més mezclas. 5 cepas fueron capaces de crecer
en la mezcla BXT al 0,1%, dos de ellas contenian plasmidos tnicos.

Tab. 1: Cepas aisladas, capacidad de degradar mezclas de hidrocarburos, identificacién y
presencia de pldsmidos

Cepa |Petréleo | Gas-oil | Querosen | Nafta Aceite BXT"| Identificacfién | Pldsmidos
Lubricante (Niimero)
201 + + + + + - 0
202 + + s - + - 0
203 + + - + + + Aeromonas 0
salmonicida
204 + + 4 - + + Alcalcaligenes 0
faecalis
205 + + - - + = 0
206 + + + - + 5 0
207 D + - = - : 0
208 + - - - - 8 0
301 - - s - - - Pseudomonas 0
picketti
302 + + + - + - AchromobacterC 0
DC gr VD
303 ++ ++ + + ++ o 0
304 + + + + + D Achr.CDC gr VD 1
305 ++ + + - + + Pseudomonas 1
picketti
306 ++ + + - + + Pseudomonas 1
stutzeri
307 - + - + = : 1
401 - + + - + 2 1
402 + + + + = - 2
403 - + + . : D L
404 + + + + - - 1
405 + + + + + - Achromobacter 1
CDC gr VD
406 + + + + - D Pseudomonas sp. 1
407 + + + + - - Moraxella 1
phenylpyruvica
408 + + + - + - Achromobacter 0
CDC gr VD

MBTX = benceno + tolueno + xileno

D = dudoso

El aislamiento de pldsmidos fue realizado en todos los casos por duplicado y permitié
demostrar que 11 de las 23 cepas contienen pldsmidos, en general de peso molecular elevado
y con excepcién de la cepa 402 un pldsmido tnico. Los tamafios de los pldsmidos se indican
en la tabla 2. Para poder correlacionar tamafio con funcién es necesario conluir las pruebas de
utilizacién de hidrocarburos individuales y también los resistencias a antibidticos y metales
pesados. La proyecciones de este trabajo implican la realizacién de andlisis de restriccién de
los pldsmidos aislados y su correlacion con las pruebas de resistencia a antibidticos, metales
pesados y utilizacién de hidrocarburos tdnicos como fuente de carbono. En base a las
potencialidades de las cepas estudiadas se realizard un estudio de microcosmos.
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Tab. 2: Tamafio de los pldsmidos

Cepa Tamaiio (Kb)
304 158
305 199
306 223
307 223y7
401 223
402 223
403 223

- 404 223
405 223
406 223
407 223
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Tratamiento biolégico de barros contaminados con aceite mineral

A.NOKE, R. A. v. KOLCZYNSKi, R. A. MULLER, U. STOTTMEISTER

UFZ - Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, Sektion Sanierungsforschung,
Permoserstr. 15, 04318 Leipzig, Alemania '

1. Introduccion

La contaminacién de suelos, de aguas subterrdneas y superficiales representa un problema
global del medio ambiente. En todos los lugares, donde se procesan aceites minerales, se
pueden producir contaminaciones debido a derrames, averfas, fallas en los procesos de
limpieza, o similares. Las contaminaciones ocurren también en gran medida durante el
proceso y la extraccién del petréleo crudo.

El proyecto de cooperacién ENV 21 entre la Universidad Nacional de Cuyo en Mendoza y el
UFZ Leipzig tiene como objetivo cientifico y tecnoldgico el tratamiento intenso de tierras y
barros contaminados con aceite mineral.

En el Centro de Biotecnologia Ambiental (UbZ) del UFZ se hicieron investigaciones sobre el
tratamiento del lodo de la perforacién en relacién con el proyecto mencionado. Estos lodos
consisten mayoritariamente en una matriz de grano fino de arcilla y de bentonita. Debido a la
escasa permeabilidad de los mismos, el transporte del oxigeno y sustancias nutritivas es
reducido, por lo que no son tratable en hacinas convencionales sin que se incorporen materias
que aporten estructuras porosas. Como alternativa biolégica a un tratamiento en vertedero o
tratamiento térmico, se ofrece el método de tratamiento en suspension en un biorreactor.

El uso de un biorreactor tiene las siguientes ventajas (KNORR y V.SCHELL 1997): debido a la
mezcla permanente del material, se aumenta la biodisponibilidad y se produce un alto
suministro de oxigeno. Esto tiene como consecuencia tiempos de tratamiento relativamente
cortos. Ademds con ayuda de métodos de control y de mando se pueden optimizar otros
pardmetros importantes del proceso. Después de un saneamiento bioldgico el material es
biol6gicamente activo y dado el caso se puede usar nuevamente.

2. Materiales y métodos

2.1 Caracterizacion del fango de perforacion

El material que se usé para los distintos test de degradacién proviene de un antiguo terreno de
extraccién de crudo. El contenido de aceite mineral de la muestra investigada fue
19000 mg/kg sustancia seca, analizado segin DIN 38409 H18.

El material correspondia a arena movediza arcillosa segin sus fracciones granulométricas
analizado segiin DIN 4220. El porcentaje de grano fino (< 63 um) fue de 80% de la masa.

La mayor parte del material de lavados de perforaciones profundas son bentonitas. Estos
forman parte de los minerales arcillosos y tienen una gran capacidad de hinchamiento asf
como un considerable poder adsorbente para compuestos orgdnicos y también para iones de
nutrientes especialmente para fosfatos (SCHEFFER y SCHACHTSCHNABEL 1992).
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Conforme a eso el andlisis de la muestra de lodo de perforacién mostré una alta capacidad de
adsorcién para los iones nutrientes PO,> y NH,*. Después de un equilibro de adsorcién y
desorcion se observé una adsorcién para fosfato de cerca de 3 g/kg peso seco y para amonio
de 0,6 g/kg peso seco.

La cromatografia de intercambio de iones (segtin DIN 38405, parte 20) de la desintegracién
acuosa (segin DIN 38414, p 4) mostr6 que el lodo de perforacién tenia una gran
concentracion de jones de cloro (aproximadamente 12000 mg/kg peso seco). Con el método
de la espectrometria de emisién de 4tomos (DIN 38406, parte 22) se detectaron grandes
contenidos de azufre (5600 mg/kg peso seco) y hierro (40000 mg/kg peso seco) (DIN 38414,
parte 7).

Ademds el lodo era an6xico. Al empezar la aireacién se observé un gran consumo de oxigeno,
lo cual probablemente estaba relacionado a la oxidacién quimica de sulfuro ferroso a férrico.

2.2 Reactores del tipo Airlift

Para la planta piloto descrita aquf se usaron dos tipos de reactores airlift:

Reactores de vidrio (Jenaer Glas) accionados en forma neumdtica con un volumen de trabajo
de 4,51 que tiene un cilindro interno central con un sistema de rotacidn vertical. La aireacién
se produce a través de un aireador en el fondo del reactor.

Biorreactor del tipo airlift (Biolift® Reactor, Eimco) de 651 de capacidad. La aireaci6n se
produce en el fondo del reactor a través de un inyector en el interno del cilindro central. Esto
provoca una rotacion vertical externa del liquido del reactor. Para un suministro de oxigeno
intensivo existen adicionalmente cuatro difusores en el fondo del reactor. E] volumen de aire
afiadido se puede regular independientemente del airlift por medio de un rotdmetro. Debajo de
los difusores existe un mecanismo de remocién que se puede manejar independientemente de
la aireacion. Este mecanismo de remocién sirve para evitar la sedimentacién de particulas de
la suspension. Asi se transportan las particulas m4s gruesas del suelo en el cilindro central
donde son arrastradas en la corriente y resuspendidas. En la parte superior del reactor se
encuentra adicionalmente un extintor mecdnico de espuma.

2.3 Manejo del proceso y medicién on-line de los pardmetros del proceso

En ambos tipos de reactores se regula el flujo de aire con un rotdmetro. En los reactores de
4,5 1 de capacidad este fue de 600 I/h. En el reactor de acero inoxidable de 65 1 se ajusté en los
tubos para los difusores y en los tubos para los inyectores centrales en el fondo del reactor un
flujo de 20 I/min respectivamente; asi que el flujo en total alcanzé a 40 1/min.

La temperatura se mantuvo por medio de una camisa de agua en todos los reactores a 30°C. Se
utiliz6 un condensador exhausto en la salida del aire para evitar la pérdida de liquido.

Como pardmetros del proceso se determinaron on-line el oxigeno disuelto, el pH, la
temperatura y el potencial redox.

Se midi6 el pH con un electrodo de pH (405-DPAS-Sc-K85/200 electrodo de combinacién,
Mettler Toledo) y por medio de un medidor—controlador (pH-Transmitter 2500, Mettler
Toledo) se obtuvo la sefial para el control del proceso. El proceso se realizé sin ajustar el pH,
ya que éste mantuvo en un margen de un valor fisiolégico de 6,5 a 8,6 pH.
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El potencial redox de los barros se analiz6 en el proceso con un electrodo redox (Pt 80b-
S8/120 electrodo de acero, Mettler Toledo).

Para analizar el oxigeno disuelto se usé un sensor de oxigeno ( 12/120T-type, Mettler Toledo)
que estaba conectado con un medidor de oxigeno (O, Transmitter 4500, Mettler Toledo) y que
permitié al mismo tiempo analizar la temperatura de las muestras.

24 Ensayos experimentales de reactores

Para los test de degradacién se usé un medio mineral sin fuente de carbono con adicién de
fosfato en forma de K;HPO4 y amonio en forma de NH,Cl. El andlisis de los nutrientes
(fosfato, amonio, nitrato, nitrito) se realiz6 diariamente. Cuando fue necesario, se agregé
amonio y fosfato. Con esta medida se excluy6 una limitacién de nutrientes en relacién a los
componentes mencionados. Para el control de la degradacién del aceite mineral se tomaron
diariamente muestras que se conservaron a -16°C hasta su andlisis por el método de H18. Se
realizaron andlisis de microorganismos mediante recuentos con un intervalo de uno a tres dias.

Ensayos en reactores de airlift de un volumen de 4,51

Para investigar la degradacion de hidrocarburos de aceite mineral que forman parte de los
lodos de perforacion se utilizaron dos reactores de airlift de un volumen de 4,5 1 con diferentes
contenidos de compuestos sélidos:

— Reactor 1, 20% de compuestos sélidos

— Reactor 2, 30% de compuestos sélidos

Para estos ensayos se regul6 el lodo inicial (60% del contenido de sustancia seca) con agua
potable que contenia disuelto los nutrientes necesarios y que correspondia al contenido de
compuestos s6lidos. '

Después de un periodo de cultivo de 7 dias se hizo la primera recarga del reactor usando lodo
no tratado con una relacién de 1:2 (que significa el recambio de la mitad del contenido del
reactor por lodo no tratado de un peso seco idéntico) y después de 13 dias la segunda recarga
con una relacion de 1:4 (se reemplazé el 75% del contenido del reactor con lodo no tratado).

Ensayo en el reactor airlift de 651

El ensayo en escala piloto se realizé con 65 1 de lodo de un contenido de peso seco de 30%.
En este ensayo se realiz6 la primera incorporacion de los nutrientes después de la oxidacion
del lodo y se hicieron otros agregados dependiendo de la concentracién de los mismos en las
muestras centrifugadas. El ensayo tuvo que ser interrumpido después de 6 dias por causa de
una fuerte formacién de espuma.

2.5 Analisis
Determinacién cuantitativa de los hidrocarburos del aceite mineral (HAM)

Los HAM fueron analizado segiin el método DIN 38409 H18.

Para el andlisis se pesé en un frasco de Erlenmeyer de un volumen de 250 ml, 1 g de una
muestra congelada. Después de afiadir 50 ml Freén (1,1,2,-Triclortrifluoretano) se extrajeron
las muestras por agitacién (30 min) a 25°C y 130 revoluciones/min A continuacion se filtré el
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eluido con un filtro plegado (Whatman 113V, No. 1213185) en una columna de cromatografia
cerrada que contenia 8 g de 6xido de aluminio. Las muestras se analizaron a continuacién en
una cubeta de cuarzo de 1 cm en un espectrofotémetro (FTIR espectrofotémetro 8000,
Shimadzu) con una longitud de onda de 3080 a 2700 cm’..

Andilisis de los compuestos organicos en el aire de salida del reactor

Se analiz6 el aire de salida del reactor por su contenido de hidrocarburos volatiles. Para esto
se extrajo con un muestreador de gases en distintos tiempos del ensayo una definida
subcorriente de gas (GS 312, DESAGA). Este gas se introdujo en un tubo de vidrio que
contenia carbon activo (tipo G, Driger). Los hidrocarburos vol4tiles retenidos en los tubos de
carbon activo (muestras y controles correspondientes) fueron extraidos con 5 ml de sulfuro de
carbono (en un tubo de vidrio cerrado e impermeable al gas); después de 10 min de
tratamiento con ultrasonido. El extracto obtenido fue filtrado con un filtro de Nalgene
(0,45 um). Los extractos asi obtenidos se analizaron por cromatografia gaseosa.

Los andlisis se realizaron bajo las siguientes condiciones:

— CG Perkin Elmer con tomamuestras automético

— Columna capilar DMS llena de silica, 50 m 0,32 mm, espesor de la capa 1 um

— Detector FID 280°C

— Programa de temperatura: T;: 40_C, 0 min; tasa 2 K/min, T5: 150°C, 2 min

— carrier gas N, (pureza 5.0, Linde), 14,5 kPa

— FID, gas combustible: aire sintético (libre de hidrocarburo, Linde), H, (libre de
hidrocarburo, Linde)

La cuantificacién se realiz6 con el método de estdndar externo con ayuda de una mezcla

estandar (Supelco). Con el programa de CG se registraron 49 componentes de C1 (metano)

hasta C13. Se sumé la concentracién de las sustancias individuales y se calculé la

concentracién de los hidrocarburos volétiles en el aire de salida del reactor en las distintas

tomas de muestra. A través de la integracién de los datos durante el test de degradacion se

pudo evaluar la cantidad total de los hidrocarburos que salieron del reactor en el aire de salida.

Andlisis del extracto de hexano por CG-SM

Para obtener informacién detallada de la composicién de los hidrocarburos de aceite mineral
se sacaron con frecuencia muestras del reactor airlift; se liofilizaron y luego se traté 0,5 g de
cada muestra con 2,5ml de n- hexano durante 15 min, con ultrasonido en ampollas
impermeables al gas y a continuacién fueron centrifugadas (10000 r/min) durante diez
minutos. El andlisis cualitativo de los extractos se realizé bajo las siguientes condiciones:

— CG HP 5890 series II, MS HP 5971 series (Quadrupol)

— columna HP-5 MS, 30m e 0,25 mm, grosor de la capa 0,25 uym

— full scan m/z 40...600

— programa de temperatura: T1: 60°C, 1 min; tasa 5 K/min, T2: 300°C, 20 min

— gas portador He, 10 psi

— Temperatura del inyector 280°C, volumen de inyecién 1pl, temperatura de la linea de
transferencia 280°C

Con este programa de andlisis se detectaron alcanos de un tamafio de moléculas de Cy4 a Cyg

en la muestra del fango de perforacién.
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Determinacion del peso seco de las suspensiones de barro

La sustancia seca se analizé en una balanza para determinacién de humedad (Sartorius MA40)
secando con infrarrojo a temperatura de 105°C hasta que se estabilizé un peso constante.

Determinacion de nutrientes en las muestras de barro centrifugadas

En los lodos centrifugados se analiz6 con varillas de andlisis (Merck) en forma semi
cuantitativa la concentracién de fosfato, amonio, nitrato y nitrito.

Recuento microbiano en las muestras de lodo

La determinacién de las unidades formadoras de colonias (ufc) en las muestras de lodo se
realizé por siembra en placas que contenfan R2A -agar. Se mezclé 10 ml de muestra de lodo
con 90 ml de una solucién estéril de pirofosfato sédico al 0,2%. La mezcla se llevé a agitador
durante 30 minutos a 25°C y 150 revoluciones/min. Después de 2-5 minutos de
sedimentacion de la mezcla se sacé en forma estéril 1 ml del sobrenadante. Después de una
serie de diluciones con 0,9% NaCl se sembraron 0,1 ml en placas con R2A -agar. Las placas
se incubaron 10 dias a 20°C. Los recuentos se hicieron los dfas 5, 7 y 10 del periodo de
incubacién tomédndose los valores del décimo dia como resultado experimental.

3 Resultados de los test de degradacion en el reactor airlift

El objetivo experimental fue la investigacién de biorremediacién de los fangos de perforacién
contaminados con aceite mineral. Se determinaron los pardmetros esenciales para un
desarrollo positivo del proceso como la cinética de degradacién y de la concentracién final
alcanzable de los hidrocarburos del aceite mineral. En el reactor de 4,51 se determiné en qué
medida se puede acelerar la degradacién de aceite mineral por medio de un proceso
semicontinuo. También se investigé la influencia de distintas concentraciones de masa sélida
y de la aplicabilidad de la analitica. El mayor tamafio en que se realizé el experimento fue en
un reactor airlift de 65 1.

31 Ensayos en reactores airlift de 4,5 1

La cinética de la degradacién microbiana del aceite mineral en la muestra de fango de
perforacién contaminado se presenta en la figura 1.

Después de una corta fase de adaptacion en la cual se produjo la oxidacién del barro andxico,
se observé una gran disminucién de la concentracién del aceite mineral. Después de 140 h de
tratamiento se termind el proceso de degradacion. En el ensayo 1 la eficiencia de degradacion
fue de 82% y en el ensayo 2 de 77%, siendo las concentraciones finales de 35000 y
45000 mg/kg peso seco. Después de la primera recarga la degradacion del aceite mineral se
realiz6 mas rapido en comparacién con la primera etapa del proceso. Asi la fuente de carbono
disponible se extendi6 por 60h mds. La concentracién final en ambos procesos fue
aproximadamente de 2800 mg de hidrocarburos de aceite mineral por kg de sustancia seca. La
eficiencia de degradacién obtenida en Al y A2 en este lapso alcanz6 a 85% en relacion a la
concentracién inicial del barro no tratado que tenfa 19500 mg/kg de sustancia seca. En el dia
13 del ensayo se realiz6 una nueva recarga con una relacién 1:4. En un plazo de 110 h después
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de la segunda recarga se metabolizaron 80,5% en el ensayo 1y 82,5% en el ensayo 2 logrando
las concentraciones finales de 3800 y 3400 mg/kg de peso seco.
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Cinética de la degradacién del aceite mineral (HAM). Tratamiento de fango de

perforacién contaminado con aceite mineral en un reactor airlift de 4,5 1. Las flechas
indican el momento del recambio de una parte del contenido del reactor con barro no
tratado (TS = masa seca)

En la figura 2 se presenta el desarrollo de los microorganismos autictonos en los tres ciclos
discontinuos de ambos reactores que funcionan con diferentes concentraciones de masa s6lida.
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La concentracién de células aument6 en un lapso de tres dias més de 3 érdenes de magnitud.
En todos los tres ciclos discontinuos se estabiliz6 un nivel de células entre 10 « 10° ucf/g y
10+ 10" ucf/g sustancia seca.

El pH se analiz6 directamente en el proceso durante todo el ensayo y no se realizé ningin
ajuste ya que el pH no sobrepasé su rango fisiolégico durante todo el tiempo del ensayo. En
los diferentes ensayos se puede ver una buena coincidencia de las curvas del contenido de
aceite mineral y del pH. Después de un corto aumento del pH al empezar del experimento que
posiblemente estaria relacionado con un estado de equilibrio de ajuste, el pH disminuy6 en el
transcurso del experimento y se ajusté a un valor estable mas o menos al mismo tiempo que
finaliz6 la degradacién microbiana del hidrocarburo de aceite mineral. La disminucién del pH
se explica por la sintesis de 4cidos orgdnicos que resultan de la degradacién de los
hidrocarburos y la oxidacién de amonio y su incorporacién en la biomasa.

El pH resulté ser un pardmetro til para el control simple del consumo metabélico de los
hidrocarburos de aceite mineral. Se puede concluir que en el caso de la matriz investigada los
valores de pH de 6,6 a 6,7 sefialan el término del metabolismo de hidrocarburos de aceite
mineral.
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Fig.3: Cinética del valor pH. Tratamiento de lodos de perforacién contaminados con
hidrocarburos en reactores airlift de 4,5 1 que contienen diferentes cantidades de masa
seca (TS)

El potencial redox (fig. 4) aumenta fuertemente al inicio de un ciclo batch y va de un nivel
negativo a un nivel positivo durante las 10 primeras horas. En este tiempo se realizé la
oxidacién quimica del barro anéxico. El aumento ulterior del potencial redox es producido en
gran medida por los procesos de oxidacién biolégicos que coinciden con el incremento de la
biomasa y con la degradacién microbiana de hidrocarburos de aceite mineral. Se puede ver en
las dos recargas que al agregarse el barro anéxico no tratado el potencial redox se reduce y
que a continuacién vuelve a aumentar debido al suministro de oxigeno y la oxidacién

consiguiente.
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Fig. 4: Cinética del potencial redox. Tratamiento de fangos de perforacién contaminados con
hidrocarburos de aceite mineral en un reactor airlift de 4,5 1 que contiene diferentes
cantidades de masa seca (TS)

El andlisis del oxigeno disuelto en los distintos ensayos fue muy dificil, debido al que los
electrodos para oxigeno disuelto se ensuciaron con barro y mostraron una pequefia deriva de
los valores calibrados a larga duracién. Los valores no estin representados en el grafico.
Debido a la aireacion intensa en el airlift se puede suponer, con excepcién de la fase de la
oxidacién quimica al inicio de los ciclos batch, que siempre se puede garantizar un suministro
suficiente de oxigeno disuelto para los microorganismos. La cinética de eliminacién de
hidrocarburos de aceite mineral asi como la cinética del PH y del potencial redox muestran
una correlacion para ambos contenidos de sustancia seca. Ya que un reactor con un contenido
mas alto de sustancia seca es mds econémico, se realizé el siguiente ensayo con una sustancia
seca de 30%.

32 Ensayo en el reactor airlift de 65 1

El objetivo fue transferir los conocimientos adquiridos anteriormente a una planta piloto e
investigar la estabilidad del proceso. Para esto se trataron lodos de perforacién con un
contenido de sustancia seca de 30% en el reactor airlift de acero inoxidable con un volumen
de 65 1. Después de 142 h se tuvo que interrumpir el ensayo debido a una gran produccién de
espuma. Durante este tiempo no se logré ningin nivel constante. La concentracién de
hidrocarburos de aceite mineral al fin del ensayo fue de 6500 mg/kg de peso seco. Esto
corresponde a un grado de degradacién del 64% en relacién a la concentracién inicial de
18000 mg/kg de peso seco.

Las concentraciones de células aumentaron répidamente en analogia con los ensayos en los
reactores airlift de 4,5 1. Después de 48 h se obtuvieron concentraciones de 10 « 10° ufc/g a
10+ 10" ufe/g peso seco las cuales se estabilizaron en este nivel (los resultados no estdn
representados en un grafico).
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Fig.5: Cinética de la degradacién de aceite mineral en fangos de perforacién con un
tratamiento intenso en un reactor airlift de 65 1 (TS = masa seca)

El pH se comporté también como en los ensayos de 4,5 1. Disminuyé de un valor inicial de
aproximadamente 8,2 a 6,6 al final del ensayo. Se pudo comprobar también en este ensayo
que el pH disminuye dependiendo del metabolismo de los hidrocarburos de aceite mineral y
por consecuencia se puede tomar como pardmetro sencillo para el control del proceso.

Los experimentos en la planta piloto sélo servirfan para hacer una balance preliminar de las
sustancias nocivas. Para esto se determiné la concentracién de hidrocarburos facilmente
voldtiles en el aire de salida y la concentracién de los hidrocarburos de aceite mineral en el
agua del proceso.

La mayor parte de los compuestos facilmente voldtiles se fugaron durante las primeras 5 horas
del proceso, con lo cual disminuyé con el tiempo en forma exponencial. Se evalué la cantidad
absoluta de los compuestos orgénicos que escaparon del fermentador en los primeros 5 dias.
Esta alcanzé cerca de 3500 mg. En un reactor de 65 1 con una concentracién de hidrocarburo
inicial de 18000 mg/kg de masa seca y con un contenido de 30% de sustancia seca este valor
evaluado significa 0,87% de la cantidad de sustancias nocivas que estaban presente al inicio
del experimento. Por consecuencia la porcion de sustancias nocivas que salié con el aire de
salida del reactor es insignificante. La reduccién de la concentracion de las sustancias nocivas
en el transcurso del ensayo es claramente atribuible a un metabolismo de los microorganismos
autéctonos.

En la fase acuosa no se detectaron por el método de H 18 en ninglin momento del experimento
cantidades relevantes de hidrocarburos de aceite mineral.

Como efecto positivo adicional del tratamiento biolégico se determiné que se mejoré en
forma significativa la sedimentacién de los granos finos. Después de 6 horas el volumen del
barro se redujo a 62%, pero al extraer el sobrenadante claro se pudo reducir la cantidad de
barro que se seguia tratando a cerca del 40%. En comparacién el barro no tratado permaneci6
estable y después de un plazo de 48 horas no se pudo detectar ninguna sedimentacion. Por una
parte, la notable mejorfa de la sedimentacién del material es debido a un cambio de la
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estructura de la superficie de las particulas de grano fino por la eliminacién de los
contaminantes orgénicos. Por otra parte, el crecimiento de la biomasa en la superficie de las
particulas de arcillas produce a una floculacién que al aumentar el tamafio de las particulas
acelera la velocidad de sedimentacién.

4. Discusion y perspectiva

Con los ensayos de degradacién en los reactores airlift de 4,51 se obtuvieron degradaciones
reproducibles de alrededor de un 80% durante un lapso de tratamiento de tres a cuatro dfas.
Las concentraciones finales de los hidrocarburos de aceite fueron de 2800 a 4500 mg/kg de
sustancia seca. CROFT et al. (1997) lograron en el plazo de 5 dias una descontaminacién del
90% en un reactor slurry al tratar suelos contaminados con aceite Diesel. En casos de
derrames mds viejos o con material de grano fino provenientes de los lavaderos de suelos se
obtuvieron en la mayoria de los casos grados de degradacién mds pequefios a pesar de
aplicarse tiempos de tratamiento mds largos (ELIAS y WIESMANN 1995). El alto grado de
degradaci6n del 80% es debido al hecho que la contaminacién no se puede considerar como
envejecida a pesar de que los barros estuvieron almacenados por varios afios. Los lodos de
perforacién se almacenaron en cavidades de tierra directamente después su produccién y
debido a la baja permeabilidad de la matriz no se produjo un suministro de oxigeno y
nutrientes.

Comparando los grados de degradacién y las cinéticas de las dos concentraciones de sustancia
seca de 20% y 30% no se detectaron diferencias importantes. Por razones econdmicas se
recomienda el funcionamiento del reactor con sustancias de alto contenido solido, porque asi
se puede descontaminar mds material en el mismo plazo de tiempo.

Las tasas especificas de degradacién en las fases activas de los tres ciclos batch fueron de
2700, 2800 y 1800 mg degradacién de hidrocarburo por kg de sustancia seca por dia. Con esto
se puede ver que s6lo con la primera dosificacién se produjo una aceleracién de la
degradacién de hidrocarburos de aceite mineral. La cinética después de la segunda recarga no
revel6 un aumento de la velocidad de degradaci6n. Debido a una dosificacién evidentemente
retrasada, la biomasa no logré nuevamente su actividad mdxima. Un andlisis rdpido y
confiable del proceso puede ayudar de manera tal que al final del proceso degradador se puede
recambiar una gran parte del barro por barro no tratado.

En el reactor airlift de 651 disminuy6 la concentracién inicial de aceite mineral del fango de
perforacién de 18000 mg/kg sustancia seca a 6500 mg/kg sustancia seca. La tasa especifica de
la degradacién fue cerca de 2200 mg/kg sustancia seca por dia, la cual es comparable con los
datos obtenidos en los ensayos de airlift de 4,5 1. Con estos datos los rendimientos de
degradacion se encuentran en el mismo margen y el aumento de escala puede considerarse
como eficaz.

Los andlisis de CG-SM de extractos de hexano sefialaban, que las concentraciones residuales
de hidrocarburos de aceite son compuestos de alto peso molecular (> Cyg), los cuales debido a
su peso molecular o su fijacién a la matriz orgénica no son disponibles a la degradacién
biologica. Todo lo contrario a la muestra inicial no se detectaron después de 6 dias de
tratamiento en un reactor mdas alcanos en el margen de Cy4 a Cyo. Las concentraciones finales
de los hidrocarburos de aceite mineral de un minimo de 2800 mg/kg de sustancia seca eran
claramente mds altas que los valores que permiten reintroducir suelos tratados en sitios
limpios (segiin LAGA 1995). El limite m4ximo para reintroducir suelo fue fijado con el valor
Z2 en 1000 mg/kg de sustancia seca. Pero, ANGEHRN et al. (1997) discuten si tiene sentido
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mantener en forma rigida un factor limitante ya que un material saneado con éxito
normalmente no representa ningin peligro potencial. El contenido residual consiste en su
mayoria en compuestos apolares, hidréfobos, de alto punto de ebullicién. Estos alcanzan el
agua subterranea solo en cantidades insignificantes en forma de eluato y no tienen ningiin
efecto téxico en microorganismos, plantas y animales. En la fase acuosa de los lodos de
perforacién tratados se detectaron s6lo muy pequefias concentraciones de hidrocarburos de
aceite mineral, los cuales estaban en el nivel del limite de determinacién del método H18.

En todos los ensayos se observé, que la degradacién de hidrocarburos de aceite mineral y la
reduccion del pH estaban en correlacién. En consecuencia el pH parece ser un parimetro
simple que sirve para evaluar la degradaci6n de los hidrocarburos de aceite mineral. Luego se
tiene que considerar, que un alto suministro de nutrientes de una vez tiene un efecto directo en
el pH y que igualmente la oxidacién de sulfuro a sulfato baja el pH.

La producci6n de espuma observada con frecuencia y que ocasiond el término del ensayo en el
reactor airlift de 65 1, se debe a una produccién de surfactantes o a una lisis de una parte de las
células que intervienen en la degradacion. La causa de la lisis es la limitacién de uno o varios
compuestos de los nutrientes.

Un abundante suministro con iones nutrientes de amonio y fosfato para los microorganismos
result6 problemdtico ya que la matriz de la arcilla de los lodos de perforacién tiene una gran
capacidad de adsorcién, especialmente para el fosfato. Los minerales arcillosos son
filosilicatos en cuyas capas intermedias existen fuertes interacciones electrostiticas. El tamafio
pequefio de las particulas y la carga estratificada son las causas de la gran capacidad de
reaccion de los minerales arcillosos (SCHEFFER y SCHACHTSCHNABEL 1992). El fosfato puede
reaccionar con los filosilicatos. Esto produce la precipitacion de fosfato de aluminio
(ZIECHMANN y MULLER-WEGNER 1990).

Perspectiva

e Para mejorar el proceso podria oxidarse el lodo anéxico en un recipiente por medio de una
aireacion intensa antes de afiadirlo en el fermentador. Asi el cambio del ambiente
relacionado con la alimentacién del reactor serfa minimizado, lo que seguramente
aceleraria el proceso de degradacion.

e La causa de la formacién de espuma tiene que ser estudiada para evitar interrupciones de
los procesos.

e La dosificacién de los nutrientes tiene que ser optimizada ya que tanto una dosificacién de
nutrientes excesiva, asi como una insuficiente, produce una inhibicién de la degradacién
microbiana de los hidrocarburos de aceite mineral.

5. Resumen

Se puede demostrar, que la contaminacién de hidrocarburos de aceite mineral en material de
grano fino puede disminuirse significativamente en reactores airlift a escala de laboratorio
como a escala piloto. En este material se trata de lodos de perforacién que resultan de la
produccién de petréleo. Los barros contenian una contaminacién de hidrocarburos de
alrededor de 19000 mg/kg de sustancia seca.

Este material de grano fino puede aplicarse a un biorreactor sin realizar ninguna seleccién
previa. En el proceso de tratamiento de suspensiones se obtuvo en un lapso de 3 a 4 dias una
disminucién de cerca de 80%. Los microorganismos autéctonos se activaron por medio de una
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aireacion intensa y un suministro suficiente de nutrientes en el medio nutritivo del reactor, con
lo que se lograron concentraciones de células de 10° a 10'° ufc/kg sustancia seca y tasas
especificas de degradacién de 1800 a 2800 mg HAM/kg de sustancia seca por dia.

Debido a stripping con el aire de salida del biorreactor se perdié menos del 1% de la cantidad
inicial de hidrocarburos. Una degradacién completa de los alcanos Cj4 a Cyg se comprob6 con
CG-SM.

Se demostré que la matriz de lodo de perforacién exige condiciones especiales en el
suministro de nutrientes. Los compuestos de fosfato fueron notoriamente més adsorbidos que
los compuestos de amonio. Durante los ensayos de degradacién se estableci6 que el pH tiene
una buena correlacién con la degradacién de hidrocarburos y en consecuencia sirve como
pardmetro simple para describir en forma adecuada el proceso de degradacién. Esto es
especialmente importante porque en un proceso semicontinuo al momento de finalizar la
degradacién microbiana es necesario reemplazar la nueva fuente de carbono (lodo no tratado),
ya que esperar demasiado tiempo baja la actividad biolGgica de los microorganismos.

Se comprob6 que el tratamiento en un biorreactor mejoré considerablemente la capacidad de
sedimentacién del fango de perforacién. Este tiene un efecto positivo para el siguiente paso de
la deshidrataci6n.
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1. Introduccion

El tratamiento microbiolégico de suelos, sedimentos y otros sélidos contaminados con
hidrocarburos en la forma usual de aplicacion lleva varios meses y los resultados muestran un
decrecimiento asintético del contaminante degradable. En casi todos los casos estudiados
descriptos en la literatura puede ser observado un remanente del contaminante después del
tratamiento (ARENDT et al. 1993).

La razén de este fendmeno no resulta clara hasta el momento. Probablemente sean los
equilibrios de sorsién-desorsién o la distribucién no homogénea en la materia sélida los
responsables de este comportamiento. Trabajos recientes analizan individualmente los tres
tipos de limitacién mencionados anteriormente: degradabilidad, difusividad y desortividad
(ARENDT et al. 1993). Algunos trabajos sugieren que la difusién desde los agregados es el
mecanismo limitante en la degradacién hidrocarburos. Experimentos realizados con reactores
tipo slurry para estudiar la biodegradabilidad de hexadecano y diesel oil muestran que la
concentracién residual de hidrocarburo después del tratamiento no es causada por incapacidad
de los microorganismos presentes para degradar dichos substratos o por la formacién de
sustancias inhibidoras del desarrollo microbiano, ya que bajo otras condiciones de desarrollo
mineralizan completamente el contaminante (GEERDINK 1995).

Los suelos contaminados poseen una distribucién no uniforme de contaminante segiin la
granulometria del mismo y el contenido de materia orgénica. En los suelos biorremediados
ocurre un fenémeno similar. ( NEESE y FEIL 1993).

Las alternativa de usar reactores biolégicos para realizar un tratamiento intensivo se encuentra
seriamente limitada por los costos que implica mover grandes volimenes de suelo. (ARENDT
et al. 1993).

La base de planteo de este trabajo consiste en tratar solamente la parte altamente contaminada,
o sea la fraccién de particulas méds finas, en un biorreactor aireado neumadticamente. La
hipétesis de este trabajo se fundamenta en que en un sistema de depuracién intensiva es
posible lograr altas velocidades de transferencia de masa, fases homogéneas y condiciones
controladas de desarrollo microbiano lo cual permite una descontaminacién mas profunda.

2. Materiales y métodos

Unidad de tratamiento (fig. 1): Esta unidad estd formada por un tanque de lodos, un
hidrociclén para separar la fracciéon fina del suelo y el reactor biolégico. Todos estdn
construidos en acero inoxidable AISI 316. El hidrociclén tiene 400 mm de altura, 100 mm de
didmetro, 45 mm de didmetro de la salida superior y 5 mm de didmetro de la salida inferior. El
reactor airlift tiene 218 mm de didmetro y 1025 mm de altura con un cilindro interior de 140
mm de didmetro y 900 mm de altura con fondo toriesférico de 35 mm de flecha méxima.
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Posee una camisa de agua, para termostatizacién. Se puede controlar pH, temperatura y caudal
y presion de aire de ingreso.
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Fig. 1: Unidad de tratamiento

Microorganismos: Se utiliz6 un consorcio microbiano aislado del suelo de un campo petrolero
de la provincia de Mendoza, Argentina, mediante la siguiente técnica: una cantidad de suelo
fue transferida a un erlenmeyer conteniendo el siguiente medio de cultivo 5,0 g/l de NaCl;
0.2 g/l de MgSO4; 1,0 g/l de NH,PO4H,; 1,0 g/l de K,PO4H; 0.5 g/l de (NH4),SO4; 0,02 g/l de
extracto de levadura. Este erlenmeyer fue incubado en un agitador a 30°C y adaptado a
concentraciones crecientes de contaminante durante 45 dias. Posteriormente fue transferido
asépticamente a un tubo de ensayo con el siguiente medio de mantenimiento: 5,44 g/l de
KPO4H,; 5,68 g/l de Na,PO4H; 1,00 g/1 de NH4Cl; 1,50 mg/l de FeCls; 0,15 mg/l de CaCly;
1,0 g/l de extracto de levadura; 16,00 g/l de gasoil parafinico; 25,0 g/l de agar. Posteriormente
se almaceno en refrigeracion a 4°C. El cultivo obtenido estd formado por un bacilo esporulado
Gram positivo aerobio facultativo y una levadura aerobia.

Microscopio: Se utilizé un microscopio Fisher Scientific, con objetivo de inmersién de 100 X
y objetivos normales de 40 X y 60 X.

Medio de cultivo: Para los ensayos de degradacién en proceso semicontinuo se utilizé el
medio de cultivo A (tab. 1 y 2) disuelto en el producto de cabeza del hidrociclén. Para la
preparacion del indculo se utilizé el mismo medio pero en lugar del producto de cabeza del
hidrociclén se utilizé agua deionizada para la disolucién y se incorporé 16 g/l de gasoil
hidrogenado como fuente de carbono. Para los ensayos de optimizacién de medios se usaron
los medios A y B (tab. 1y 2) combinando sus componentes de acuerdo a la tabla 4.

Suelo contaminado: Se ha utilizado un suelo modelo compuesto por arena tamizada (didmetro
menor o igual a 2 mm): 95%; humus de lombriz (sin tamizar): 4,5%, gas oil hidrogenado:
0,5%.
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Se prepararon dos tipos de suelo modelo (tab. 3).

Tab. 1: Composicién de los medios de cultivo

Medio A Medio B

KH,PO, 54 gl NaCl 5.0 g1

NaQHPO4 5,6 g/l MgSO, 0,2 g/

NH,CI 1,0 gl NH, HPO, 1,0 g1

Extracto de levadura 1,0 g/ K,HPO, 1,0 g/

Micronutrientes A 0,15 ml/l (NH,),S0O, 3,0g1
Extracto de levadura 1,0 g/l

Micronutrientes B 10,0 ml/

Tab. 2: Composicién de los micronutrientes Tab. 3: Composicién de los suelos

Micronutrientes A Micronutrientes B mocely
FeCl, 10 g/l FeSO,*7 H,0 | 275 ml Didmetro \ Arena Grueso Fino
CaCl, 1gl ZnSO;+7 H,0 | 550 mg/l Arena 0,501-2,000 mm 570% |9,5%
CaCl,*2H,0 | 110 mg/ Arena 0,101-0,500 mm 28,5% |28.,5%
MnCl, * 4H,0 | 275 mg/l Arena 0-0,100 mm 9.5% 57,0%
CuSO;*5H,0 | 110 mg/l Humus 4.5% 4.5%
' CoS0,*7H,0 | 110 mg/l Gasoil hidrogenado 0,5% 0,5%
KCl 2750 mg/1
NaCl 2750 mg/l

Los suelos modelo se almacenaron durante 90 dfas. Durante este periodo los recipientes se
rotaron diariamente para homogeneizar el contenido. Posteriormente el suelo fue
hidrociclonado y el producto de cabeza fue utilizado para los ensayos de degradacién. La
distribucién granulométrica se muestra en los graficos 2 y 3 para los productos de cabeza de
hidrociclén de los suelos modelos grueso y fino respectivamente.

Metodologia experimental: Se realiz6 un ensayo preliminar para cada suelo modelo
contaminado. Posteriormente se sigui6 trabajando sélo con el suelo modelo fino en todos los
ensayos en proceso discontinuo. En los ensayos en proceso semicontinuo se utilizé el suelo
modelo fino. El volumen de trabajo del reactor fue de 40 1. Se utilizaron dos tipos de
aireadores: el primero en forma de boquilla eliptica para los ensayos preliminares y una placa
perforada en los demds ensayos. El aire se introdujo con un caudal de 13 a 34 I/min. EI pH se
mantuvo en 6,80 y la temperatura en 30°C. Para el estudio de la influencia de la temperatura,
ésta se elevo hasta 40°C. Tambien se realizé un agregado de Tween 80.
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Tab. 4: Combinaciones de los nutrientes en la optimizacién del medio de cultivo y
concentraciones finales logradas en ensayos en erlenmeyers agitados

Componente Medio base | Concentracion de Concentracion de Degradacién
macro/micronutrientes hidrocarburo (ppm) | (%)
Testigo A Medio de referencia (Sin degradacién) 956
B Medio de referencia (Sin degradacion) 991 0
Fésforo 1,0 g/l KH,PO,
1,0 g/l NaH,PO, n.d. n.d.
A 5,4 g/l KH,PO,
5,6 g/l NaH,PO, 198,81 79,2
B 1,0 g/l NH,H,PO,
1,0 g1 K,HPO, 101,23 89.8
B 5,0 g/l NH.H,PO,
5,0 g1 K,HPO, 234 76
Nitrégeno A 1,0 g/l NH,Cl1 198,81 79,2
A 5,0 g/l NH,C1 137,07 85,6
B 3,0 ¢/1 (NH4),80,4
1,0 g/1 (NHy)H,PO, 101,23 89.8
B 15,0 g/l (NH4),S0,4
1,0 g/1 (NH,)H,PO, 274,48 72
Micronutrientes | A micronutrientes. A 198.81 79,2
Inorgénicos A micronutrientes B 198,81 79,2
B micronutrientes A 139,06 86
B micronutrientes B 101,23 89,8
Micronutrientes | A 0 g/l de extracto de levadura 95,25 90
Orgénicos A 0,2 g/l de extracto de levadura n.d. n.d.
A 1,0 g/1 de extracto de levadura 198,81 79,2
B 0 g/l de extracto de levadura 81,31 91,8
0,2 g/l de extracto de levadura 89,28 91
B 1,0 g/l de extracto de levadura 101,23 89.9
Condiciones A pH constante (medio sin modificar) 198,81 79,2
Ambientales A 11,0 g/l KH,PO,, pH libre (final 5,75) 53,43 94
B PH constante (medio sin modificar) 101,23 89,8
B 2,0 g/l KH,PO,, pH libre (final 8,60) 109,19 89

n.d.: no determinado
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Determinaciones analiticas: Los hidrocarburos totales
se determinaron mediante técnicas de espectro-
fotometria infrarroja por la norma Stichting
CONCAWE I-72 (ANoNmMOUS 1972). El método
consta de las siguientes etapas: se toma una muestra
homogénea de lodo y se lleva el contenido a pH =5
con dcido clorhidrico. Se agregan 5 g de cloruro de
sodio y 50 ml de tetracloruro de carbono y se agita
vigorosamente por 15 minutos. Luego se deja
sedimentar por 10 minutos y se extrae un volumen de
10 ml de la capa de tetracloruro de carbono.
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Fig. 2: Distribucién de particulas en el producto de
cabeza del hidrociclon para el suelo modelo

grueso
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Fig. 3: Distribucién de particulas en el producto de
cabeza del hidrociclén para el suelo modelo
fino

Se agrega un gramo de Florisil y se
agita por 2 minuto. Se deja sedi-
mentar. El sobrenadante se analiza
en la regién espectral comprendida
entre 3,2 y 3,6 um compardndola
contra un blanco de tetracloruro de
carbono. Se determina el peso de
los sélidos presentes en la muestra
mediante filtrado o secado de la
misma.

3. Resultados y discusion

Ensayos preliminares: los resulta-
dos se muestran en los graficos 4 y
5 para los suelos modelo grueso y
fino respectivamente. Se observa
que se puede tratar eficientemente
una suspensién de particulas finas
altamente contaminada en un
reactor airlift. Se han logrado
degradaciones del 77% del hidro-
carburo presente en un periodo de
62 horas para el suelo grueso y
55% en el modelo fino en 14
horas.

Se pueden distinguir dos fases: una
inicial de degradacidn rdpida y una
lenta. La fase inicial puede deberse
a un efecto combinado de degra-
dacién y evaporaciéon. Este com-
portamiento coincide con las
experiencias reportadas en la
literatura: una primera en donde el
contaminante presente en la super-
ficie de la particula se desorbe
rdpidamente y es consumido por
los microorganismos y una
segunda etapa en donde se produce
la desorcién del contaminante pre-
sente en el interior de la particula
(GEERDINK 1995).
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Fig. 4: Degradacién de gas oil adsorbido sobre suelo
modelo grueso

En los dos tipos de suelo estudiados se llega a una
concentracion final residual de hidrocarburo que no
disminuye aunque se aumente el tiempo de trata-
miento. Este valor limite representa alrededor del 25%
de la concentracién inicial del suelo para el suelo
modelo grueso, mientras que para el suelo modelo
fino la concentracién residual corresponde al 50%.
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Fig. 5: Degradacién de gas oil adsorbido sobre suelo
modelo fino

Si se comparan los ensayos realizados con el suelo
modelo grueso y el fino se observa que la
concentracion inicial del slurry dentro del reactor
difiere en un 25%, pero si se analiza la diferencia
correspondiente a la fase sélida, tenemos una
diferencia del orden del 95% entre el modelo fino y el
modelo grueso (se considera a los efectos de la

comparacién la  concentracién
menor; correspondiente al fino;
como 100%). Este fenémeno se
explica debido a la diferente com-
posicién granulométrica de los
modelos y al efecto de la superficie
especifica en los fenémenos de
sorcién. En el modelo fino se tiene
mayor proporcion de particulas con
baja granulometria (60%) mientras
que en el grueso, dicha proporcién
es del 10%; por consiguiente, para
una masa dada de contaminante, la
concentracion por unidad de super-
ficie de particula es menor en el
modelo fino que en el modelo
grueso. Dado que el hidrociclén
separa las particulas de un deter-
minado tamafio, en el modelo fino
tendremos una masa mayor de
suelo que es enviado al reactor que
en el modelo grueso, lo que expli-
caria la menor diferencia
observada en la concentracién de
contami-nante en el slurry.

La tasa de degradacién es més baja
en el suelo modelo grueso que en
el fino (fig. 4). Este
comportamiento se puede explicar
sobre la base de que en el modelo
grueso el conta-minante se hallaria
€n su mayor parte en los poros y en
el interior de la particula y en
menor medida en la superficie. El
contaminante presente en el
interior de la parti-cula se desorbe
lentamente. En los finos (fig. 5)
ocurre un fenémeno opuesto: hay
mayor superficie especifica y
menor longitud de poro por lo cual
la desorcién es mas rdpida (BosMA
et al. 1997).

Influencia de la concentracién de
oxigeno disuelto: El efecto de la
concentracién de oxigeno debido
al cambio de aireador se puede
obser-var en las figuras 6 y 7. Para
mejorar la transferencia de oxigeno
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dentro del reactor se modificé el aireador
cambidndolo por uno tipo placa circular con
perforaciones miiltiples. Si se analizan los resultados y
curvas se puede concluir que el cambio de aireador
produjo una mejora en la degradacién desde 50% al
T7% si consideramos la variacién en la masa total en
degradacién. Esta diferencia no se refleja en la
variacion que experimenta la concentracién final de
hidrocarburos totales en fase sélida donde solo se
produce una mejora del 6%, hecho que debe ser
estudiado.
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Fig. 7: Influencia de la concentracién de oxigeno
disuelto en el suelo

Una posible explicacién es que en procesos donde se
consume biolégicamente un sustrato carbonado en
muy bajas concentraciones, el oxigeno disuelto no
constituye un sustrato limitante, por lo que la leve

mejora observada se podria deber a
la mayor turbulencia que favorece
la trans-ferencia de materia desde
la super-ficie de la particula al
microorga-nismo (BAILEY y OLLIS
1986)

Influencia del incremento de la
temperatura v efecto de surfactan-
tes: Los efectos del incremento de
la temperatura y el efecto de la
adicién de surfactantes se muestra
en el figura 8. Una vez que se llegd
a la etapa asintética se incre-ment6
la temperatura para lograr una
mayor desorciébn. Con este
tratamiento se ha logrado una dis-
minucién global de la concentra-
cién de hidrocarburo del 86% en
90 horas, lo cual significa un
incremento del orden del 15% en
la degradacion.

Los microorganismos necesitarian
un periodo de 30 horas para
adaptarse a las nuevas condiciones
térmicas y  recuperar  una
diversidad y concentracién altas
para el proceso degradativo.

El agregado del tensioactivo
(Tween 80) no introduciria una
mejora por lo menos si se coloca
posteriormente de haber efectuado
un incremento de temperatura.

Influencia del caudal de aire: La
influencia del caudal de aire se
muestra en la figura 9. El caudal de
aire influye significativamente en
el proceso de degradacién, con un
caudal de 30 litros por minuto la
concentracion de contaminante
disminuye rdpidamente alcanzédn-
dose una degradacién del orden de
55% en 2,5 horas y una final de
70% en 16 horas. Cuando el caudal

- de aire es 13 litros por minuto se

llega a 20% de degradacién en 1,6
horas y 55% en 20 horas.

152



Proyecto ENV 21: Intensive soil remediation

o
L]

1800

8

&

- 1400

w
o
L

- 1200

n
o

- 1000

n
=]
L

- 800

-y
L4
|

-
o
L

1 400

om
L

- 200

Concentracién de gas oil en el lodo (ppm)
Concentracién de gas oil en el suelo (ppm)

o

20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (horas)

o

Fig. 8: Efecto del incremento de la temperatura e
incorporacién de surfactantes ‘

~

—&— 34 Ipm
—= 13 Ipm

(]
L

(Y]
L

Concentracién de gas oil en el lodo (ppm)

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (horas)

Fig. 9: Influencia del caudal de aire

Se observa una mayor degradacién final cuando el
caudal de aire es alto. Hay un desplazamiento del
“piso” de concentracién residual al incrementar el
caudal de aire.

Andlisis de la influencia de macro- vy micronutrientes:
Los resultados se indican en la tabla 4. La influencia
de cada nutriente y grupos de micronutrientes se
analiz6 por separado.

Nitrégeno: Los mejores resultados se obtuvieron
cuando la concentracién se mantuvo entre 0,97 g/l y
1,33 g1 de NH,". Tanto un exceso como un déficit

disminuyen la degradacién alcanzada en un orden del
10 al 15%.

Fésforo: En una concentracion del

orden de 1,36 g/l de PO4'3, se ob-
tienen los mejores resultados. En
concentraciones mds altas se
produce una disminucién en la
degradacién del hidrocarburo del
orden del 15%.

Micronutrientes inorgdnicos: Al
trabajar con dos soluciones de
micronutrientes, una rica y otra
pobre, con distintas formulaciones
de macronutrientes, no se observan
diferencias apreciables en la degra-
dacion final obtenida. Este hecho
se debe a que los micronutrientes
se encuentran en cantidades ade-
cuadas en el suelo (arena y humus)
y en el agua del medio de cultivo.

Micronutrientes  organicos: Al
trabajar con tres concentraciones
de extracto de levadura como
micronutriente orgdnico no se
observaron diferencias significa-
tivas en el medio B, mientras que
en el medio A se observd que
desfavorece la degradacion. En el
primer caso se podria explicar
porque los componentes pueden
ser  aportados en  cantidad
suficiente por el humus y no es
necesario incorporar el extracto de
levadura.

Cuando el pH se dejé evolucionar
libremente en el medio B, el
proceso de degradacion llevo el pH
a 8,6 y no se observé ningin efecto
en la biodegradacién final. En el
caso del medio A el pH descendi6
y se increment6 la degradacién en
el orden de 15% (la disminucién
de pH favoreceria el desarrollo de
las levaduras).
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La composicién del medio optimizado es: 5,00 g1 de NaCl; 0,20 g/l de MgSO,; 1,01 de

(NH4)H,PO4; 1,01 de K,PO,H; 3,00 g1 de (NH,),SO,; 1,00 g/l de extracto de levadura;

2,75 mg/l de FeSO,«7H,0; 5,50 mg/l de ZnSO,s7H,0; 1,10 mg/l de CaCl,;«2H,0;

2,75 mg/l de MnCl,«4H,0; 1,10mg/l de CuSO,«5H,0; 1,10 mg/l de CoSO,e«7H,0;
27,50 mg/l de NaCl y 27,50 mg/l de KCI.

Conclusiones

Se demostr6 la factibilidad de combinar un hidrociclén con un reactor airlift para lograr la
degradacién de la fraccién de hidrocarburo remanente de un suelo biorremediado en un
periodo de tiempo suficientemente corto.

La degradacién médxima lograda para el proceso discontinuo es de 75% a 30°C, alcanzando
concentraciones de 15 - 20 ppm a temperatura ambiente. Se llega a una concentracién de
6 ppm a 40°C, lo que representa una degradaci6n del 86%.

Se distinguen dos etapas en la desorcién del contaminante: la primera en donde el gasoil
presente en la superficie de la particula se desorbe rédpidamente y es consumido por los
microorganismos. En esta fase, la etapa controlante, es la biodegradacién del contaminante.
En la segunda fase se produce la desorci6n del contaminante presente en el interior de la
particula, donde la etapa controlante es la transferencia de masa intraparticula. Ambas
etapas estarian limitadas por las caracteristicas quimicas del residuo.

Un tiempo prolongado de tratamiento no produce un incremento significativo de la
degradacién en el proceso discontinuo.

El aumento de la temperatura en la fase final del proceso favorece el proceso.

El agregado del tensioactivo (Tween 80®) no introducirfa una mejora, por lo menos si se
coloca posteriormente de haber efectuado un incremento de temperatura.
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Las contaminaciones del suelo que resultan de la extraccién y del proceso de destilacién del
petr6leo contienen un amplio espectro de hidrocarburos alifaticos y aromdticos. Mientras que
los hidrocarburos alifaticos y arométicos bajo condiciones adecuadas son relativamente faciles
de degradar, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) muestran una persistencia que
aumenta cuando sube la suma de los anillos aromdticos. Por una parte esta persistencia se basa
en la estructura quimica estable y por otra parte en la baja biodisponibilidad. La baja
disponibilidad estd condicionada por diferentes factores, sobre todo por la baja solubilidad en
agua y la adsorcién a la matriz del suelo. Los HAP se encuentran en el petréleo como
componentes menores, pero en el proceso de la pirdlisis su porcentaje sube. Debido al hecho
que los HAP polinucleares son especialmente téxicos al hombre y al medio ambiente, los
objetivos del proyecto se centraron en este grupo de sustancias.

Las bacterias son capaces de utilizar como fuente de carbono y energia los HAP de hasta
cuatro anillos aromadticos. La cantidad de especies capaces de realizar la degradacion
disminuye con el aumento del tamafio de las moléculas. Para la degradacién del pireno, que
contiene cuatro anillos, hasta ahora sélo algunas cepas de Mycobacterias han sido descriptas
en la literatura. Sobre la participacién de los hongos en el proceso de la degradacién de HAP
polinucleares hay pocas publicaciones. En general la capacidad degradadora de los hongos ha
sido menos investigada que la de las bacterias. En la concepcion conjunta del proyecto del
convenio, se acord investigar mds intensamente la capacidad degradadora de hongos aislados
en ambos paises. El objetivo fue aclarar las posibilidades y limites de este grupo de
organismos en la biorremediacién de contaminaciones con aceite mineral. En un amplio
screening se investigaron diversos grupos ecoldgicos y taxondmicos de Deuteromycetes,
Zygomycetes, Ascomycetes y Basidiomycetes. Se han publicado resultados seleccionados
(CoLoMBO et al. 1996, SACK et al. 1997a). A continuacién se presentan sobre todo los
resultados con Basidiomycetes ligninoliticos que fueron aislados en diversas regiones de los
paises del convenio.

Screening para Basidiomycetes con alta actividad ligninolitica.

Los Basidiomycetes ligninoliticos se caracterizan por su capacidad para producir enzimas
extracelulares, que tienen un alto potencial para degradar sustancias persistentes biégenas y
antropégenas. La degradacién de sustancias xenobidticas se efectia en condiciones
cometabdlicas, es decir, que junto al elemento xenobidtico que no sirve como fuente de
energia hay que agregar un sustrato para el crecimiento como, por ejemplo, azdcar.

Un screening directo para la degradacion de HAPs es extremamente dificil. Debido a esta
causa se desarollaron dos métodos de screening para detectar altas actividades degradadoras
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de los hongos ligninoliticos, la depolimerisacién de 4cidos hiiminicos de carbono
(HOFRICHTER y FRITSCHE 1996, 1997) y la mineralizacién (liberacién de CO-) de 2.4,6-
Trinitrotoluene radioactivo (SCHEIBNER et al. 1997). Los resultados presentados en las
publicaciones llevan a la conclusiéon que sélo algunos representantes de los 200 hongos
investigados tienen un alto potencial para la degradacién de sustancias persistentes. Estos son
Basidiomycetes aisalados de maderas en descomposicién, hongos de pudricién blanca, o de
hojarasca. Dentro de los Micromicetes no se detectaron hongos que mostraran un rendimiento
parecido. A las investigaciones de los hongos de la hojarasca se le dio una especial atencién
porque estarian muy bien adaptados al sustrato suelo. En ambos métodos las siguientes
especies mostraron actividades especialmente altas y fueron seleccionadas para
investigaciones futuras:

Hongos que degradan la hojarasca:

® Stropharia rugoso-annulata
e Agrocybe praecox

Hongos de pudricién blanca:

e Kuehneromyces mutabilis
e Trametes versicolor

e Nematoloma frowardii
Clitocybula dusenii

Las cepas de Nematoloma y Clitocybula fueron aislados en Argentina en el marco de la
cooperacion. Agradecemos a las coautoras argentinas y al Dr. M. Rajchenberg (Centro de
Investigacion y Extensién Forestal Andino-Patagénico, CIEFAP), que identificaron los
aislamientos de los hongos, a continuacién son especialmente mencionadas las cepas
correspondientes.

Cometabolismo y mineralizacién de HAP

Investigaciones comparadas con gran cantidad de hongos de diferentes grupos revelaron que,
tanto Micromicetes como Basidiomycetes cometabolisan HAP con tres o mds anillos
condensados. S6lo determinados Basidiomycestes son capaces de efectuar una mineralizacién.
Evidentemente, Micromicetes y Basidiomycetes tienen monooxigenasas intracelulares que
através de un arendxido inestable forman dos grupos principales de metabolitos:
transdihidrodioles y fenoles. Las hidrolasas forman parte de la conversién de arenéxidos a
trans-dihidrodioles. La formacién de fenoles es un proceso espontdneo. Pocos hongos son
capaces de metilizar estructuras de fenoles. Figura 1 representa los datos para el metabolismo
de pireno.

Usando hongos seleccionados de pudricién blanca y HAP radioactivos se puede demonstrar
que los hongos son capaces de degradar HAP. La cantidad y el plazo de la mineralizacién
depende en gran parte de las condiciones de los cultivos. Figura 2 muestra que bajo
condiciones similares se produce una mineralizaci6n relativamente baja en cultivos liquidos,
mientras que en cultivos con paja la mineralizacién es alta. El cultivo con paja significa,
cultivos de hongos en paja como sustrato sélido. Las altas actividades degradadoras con paja,
estan relacionadas al intenso contacto de micelio, paja y HAP, asi como a la alta produccién
de enzimas ligninoliticas extracelulares.
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Rol de la actividad de la manganeso-peroxidasa en la mineralizacién de HAP

En cultivos liquidos de Trametes versicolor, Kuehneromyces mutabilis y Nematoloma
frowardii se determinaron las actividades de las enzimas extracelulares ligninoliticas
peroxidasas, lignina peroxidasa, lacasa. En estos hongos ligninoliticos la manganeso-
peroxidasa fue la enzima dominante. La actividad de este enzima es fuertemente inducida por
iones de manganeso en Nematoloma frowardii (fig.3). Al mismo tiempo son reprimidas las
actividades de las enzimas lignina peroxidasa y lacasa. Debido a este fenémeno fue posible

obtener preparados crudos de manganeso-oxidasa y de ser utilizados para hacer ensayos
enziméticos.

150 |~

100 + Mn(ll)-induced

MnP activity (U/1)

S0 non-induced

0 B/ 10 15 - 20 .95 80
time (day)

Fig.3: Actividad de manganeso peroxidasa en cultivos de Nematoloma frowardii no
inducidos e inducidos con iones manganeso (método HOFRICHTER y FRITSCHE 1997)

Figura 4 muestra los resultados de una reaccién de distintos HAP con manganeso-peroxidasa.
Esta enzima ligninolitica extracelular cataliza la mineralizacién de HAP polinucleares. La
actividad depende fuertemente del agregado de diversos mediadores, entre los cuales el
glutation reducido tiene una importancia especial como fuente de radicales tiol. Hace poco
tiempo que se revelé la funcién de la manganeso-peroxidasa como catalizador en la
mineralizacién de un amplio espectro de sustancias arométicas y alifiticas que provienen de
origenes antropégenos y bidticos (HOFRICHTER et al. 1998). El principio es la "combustién
enzimética® la cual fue inicialmente descripta por KRICK y FARELL (1987). Debido a este
principio universal se degradan no sélo sustancias bi6ticas persistentes como la lignina sino
también un amplio espectro de xenobidticos como por ejemplo pentaclorofenol y-TNT.
Comparando con estas sustancias, la mineralizacién de HAP es mds baja porque su estructura
dificulta el ataque electrofilico en la reaccién peroxidasa. Plazos y grados de degradacién
dependen mayoritariamente de las condiciones ambientales, como muestra la comparacién
presentada en la figura 2.
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Fig. 4: Mineralizacién con manganeso peroxidasa (MnP) de 14C-pireno y 14C-Bem:eno(a)pi—
reno radioactivo, marcado al anillo, en dependencia de un agregado de glutation
(GSH) (método SACK et al. 1997b)

Degradacion de HAP en el suelo

Mediante las enzimas ligninoliticas extracelulares de los Basidiomycetes resulta una
amplificacién del potencial para una degradacién biolégica de HAP. En la figura 5 se
hipotetizan las reacciones y sus productos. Adicionalmente a la oxidacién interna llega la
oxidacién extracelular causada por radicales generados por las peroxidasas, ambos procesos
interactian (fig. 5).

Se investigd en qué medida el potencial ligninolitico degradador adicional de los
Basidiomycetes ligninoliticos es de importancia para la biorremediacién de HAP en los
suelos. Con respecto a este problema se hicieron ensayos de orientacién en los cuales se
inocul6 el hongo Kuehneromyces mutabilis en suelos contaminados con '*C-pireno. El hongo
que crece en paja o en aserrin puede incorporarse con ese material en el suelo. De un interés
especial es la actividad de este hongo en un suelo no estéril en el que através de una
microflora autéctona ya tiene una capacidad para degradar HAP. La figura 4 muestra la
situacién en la columna 4; la mineralizacién que se determina en forma de produccién de CO,
es estimulada con la inoculacidn del hongo. De esta manera aumenta en paralelo el plazo total
de la biorremediacién, que se da de la suma de la mineralizacién y la formacion de residuos
fijos. La fraccién de los residuos fijos comprende metabolitos que son incorporados en la
materia himica atraves de enlaces covalentes. En estos ensayos el suelo fue artficialmente
contaminado con pireno. Las condiciones no corresponden realmente a suelos contaminados
en el medio ambiente. Pero estos y otros experimentos muestran que ciertos hongos
ligninoliticos son capaces de aumentar la capacidad degradora que existe en el suelo, cuando
ellos son aplicados al suelo junto con un sustrato de crecimiento (paja u hojarasca). A través
de este proceso en el sustrato de crecimiento se combina la inoculacién con la estimulacién

biolégica.
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Fig. 6: Aceleracién de la eliminacién de 14C-pireno de suelo con agregado de
Kuehneromyces mutabilis después de un ensayo de 63 dias de duracién. 1. Suelo
estéril (control),
2. Agregado de hongo a un suelo estéril, 3. Suelo no inoculado con la microflora
autoctona, 4. Estimulacién de la actividad de la microflora autéctona después de
inocular con el hongo (método SACK y FRITSCHE 1997)

Conclusiones

— Las investigaciones sobre la degradacién de los HAP através de hongos muestran, que este
grupo de organismos tiene capacidades especificas en su metabolismo que amplian el
potencial de biodegradacién.

— Algunos Basidiomycetes ligninoliticos (hongos de pudricién blanca y hongos que degradan
la hojarasca) tienen enzimas extracelulares que generan radicales y asi tienen un potencial
de degradacién xenobidticas y bidticas. Este potencial no estd presente en ningiin otro
grupo de organismos. Estas enzimas producen una "combustién enzimética® de HAP entre
otras sustancias xenobilticas y bidticas persistentes. La manganeso peroxidasa juega un
papel importante debido a su gran actividad la cual se puede analizar en los medios de
cultivo.

— EI amplio screening con hongos de diferentes regiones de Europa central y de Argentina
llevé a encontrar nuevas cepas de hongos, que tienen un potencial degradador mds alto que

- las cepas hasta ahora descritas en la literatura.

— La aplicabilidad de las nuevas cepas aisladas para nuevos procesos de biorremediacion de
hidrocarburos de suelos necesita futuras investigaciones en condiciones mds cercanas a la
realidad. Debido al hecho de que los Basidiomycetes ligninoliticos desarrollan su potencial
degradador bajo condiciones de cometabolismo, se tiene que investigar especialmente la
combinacién de inoculacién y agregado de sustancias cometabdlicas.

— Para la biorremediacién son importantes dos procesos, la mineralizacién y la- humificacion.
Con la humificacién los metédbolitos que fueron formados durante la degradacién de los
HAP son fijados en la fraccién de la materia himica, asi ellos pierden su individualidad
quimica. Por esta razén en la degradacién de humus a largo plazo no deben producirse
sustancias téxicas. El proceso de humificacién de los HAP es comparable con los procesos
naturales de la produccién de humus a base de compuestos biégenos aromadticos.
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Fitorremediacién y landfarming de suelos contaminados con hidrocarburos

T. GUNTHER, B. KIRSCHE, M. LATZ, W. FRITSCHE

Institut fiir Mikrobiologie, Friedrich-Schiller-Universitit Jena, Philosophenweg 12,
07743 Jena, Alemania

1. Introduccion

Los procesos de fitorremediacion utilizan las actividades de las plantas en el tratamiento de
suelos, barros y desagiies contaminados con hidrocarburos (APRIL y SIMS 1990, ANDERSON et
al. 1993, SCHNOOR et al. 1995, HGPPNER et al. 1997). Introduciendo una vegetacién apropiada
en suelos contaminados se puede estimular la actividad biolégica de la comunidad de
organismos autéctonos y con eso se puede acelerar la degradacién de contaminantes. En su
totalidad esta interaccién microbiovegetal lleva a una estimulacién permanente del potencial
autodepurador del habitat contaminado. En el ,Landfarming* se observan efectos similares
por causa de tratamiento agricola intensivo y por la fertilizacién. La fitorremediacién en el
campo de la biorremediacion de suelos es potentialmente apropiada para tratar
contaminaciones superficiales en grandes dreas. Los tratamientos de suelos que comprenden
actividad vegetal son propuestos para el tratamiento ,,in situ® o sea para ,Landfarming“ de
contaminaciones orgdnicas. Ademds se examina la aptitud de plantas especiales y tolerantes,
que pueden ser usadas para eliminar metales pesados de los suelos y de lodos de aguas
residuales (SALT et al. 1995, CUNNINGHAM et al. 1996).

En el presente trabajo se muestran algunos principios y datos experimentales de como las
plantas y los microorganismos asociados en la rizosfera influyen en la eliminacién de
hidrocarburos de suelos, especialmente los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP).

2. Aumento del metabolismo de sustancias nocivas en la rizosfera g
Las plantas actian en forma compleja, en relacién a la permanencia de sustancias orgdnicas
ambientales en el suelo. De gran importancia son las interaciones sinérgicas de los macro- y
microorganismos en la rizosfera (fig. 1), este hébitat se distingue del suelo sin raices por su
actividad bioldgica incrementada. Las plantas influyen en la degradacién de sustancias
orgdnicas nocivas por via directa e indirecta (fig. 2). La capa vegetal contribuye
principalmente a la estabilizacion de los factores microclimaticos y bioldgicos del suelo,
debido a ésto y por la exudacion de sustancias facilmente aprovechables, exudado radical, se
mejora el crecimiento y la actividad de los microorganismos y con eso aumenta el
metabolismo de sustancias orgénicas nocivas. Junto a esta influencia indirecta producida por
los microorganismos, las plantas actian también directamente en la permanencia de
contaminantes de suelos ya que incorpora, transporta y metaboliza el contaminante y lo fija en
forma irreversible. Ademds, la raiz de la planta exuda varias enzimas (peroxidasas,
polifenoloxidasas) en el suelo, estas enzimas son capaces de oxidar extracelularmente
hidrocarburos aromiticos (GUNTHER et al. 1989). El significado de esta influencia directa de
las plantas en los contaminantes es en gran parte desconqcido.
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Fig. 1: Comunidad especifica de organismos de la rizosfera, que contribuyen através de un
rendimiento cooperativo a la eliminacién de hidrocarburos en suelo
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Fig.2: La influencia directa e indirecta de las plantas en la permanencia de contaminantes
quimicos en suelo
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3. Sitio de contaminacién permanente de la empresa de asfalto Rositz:
Posibilidades y limites de la biorremediacién de suelos

El terreno de la antigua empresa de asfalto Rositz/Ostthiiringen presenta la contaminacién
permanente mds grave de Thiiringen en el campo de la Carboquimica. Durante el periodo de
produccién en este sitio que duré méds de 70 afios se procesaron mds de 19 millones de
toneladas de alquitrdn de lignito, de destilacién lenta y 10 millones de toneladas de petréleo
crudo. Fundada antiguamente por la Marina de Guerra del Kaiser en el afio 1917, para
asegurar el establecimiento de Ilubricantes y combustibles, se ampli6 més tarde
considerablemente la paleta de productos. En 1990 se paralizé la actividad de la empresa de
asfalto por razones ecoldgicas y econémicas. Una enorme superficie del terreno de la empresa
estd fuertemente contaminada con crudos, hidrocarburos aromdticos policiclicos (HAP) y
fenoles, debido por una parte a que se depositaron los residuos de la produccién en sitios no
adecuados, asi como también, por los bombardeos masivos en la segunda guerra mundial.
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Fig. 3: Cromatograma HPLC de un extracto del suelo de Rositz (arriba) y del estandard de
HAP (abajo). Extraccién del suelo con etilacetato/ tratamiento con ultrasonido,
condiciones del HPLC: columna: 150/4 Nucleosil 100-5C 18 PAH, Eluyente:
metanol /agua [70.30, v/v], Detector fluorescente: exitacion/emission- 2657430 nm
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Una caracteristica de la capa superficial del suelo contaminado son los altos valores de Co.
Estos son en gran parte producidos por la contaminacién con hidrocarburos y particulas de
asfalto (tab. 1). Los HAP aportan al promedio una concentracién de 100 mg/l y representan
s6lo una pequefia parte de la compleja contaminaci6n total. En el cromatograma HPLC de una
muestra tipica de suelo existe junto al HAP separable, una considerable parte no detectable,
no diluible, que posiblemente estd representada esencialmente por los derivados de HAP
(HAP alquilico) (fig. 3). Estas sustancias se encuentran con gran frequencia en suelos que
estdn contaminados desde hace mucho tiempo (KASTNER et al. 1993).

Tab. 1: Propiedades del suelo usado y concentraciones de HAP

Parametro Valor
Textura Arenoso limoso
pH (0, 01 M M Cloruro de calcio) 7.58
Corg (%) 14,10
Nio: (%) . 0,16
HAP i, (mg/kg)” 103,0
Fenantreno n.d.
Antraceno n.d.
Fluoranteno 10,9
Pireno 13,8
Benzo(a)antraceno 8,0
Criseno 32,0
Benzo(a)fluoranteno 10,6
Benzo(k)fluoranteno 1,9
Benzo(a)pireno 9,9
Dibenzo(a,h)antraceno 15,8

* La concentracién de los HAP en los extractos de suelo se analizaron con el estandard de 1a EPA.
n.d.: no determinado

Por medio de la distribucién del tamafio de granos, junto con la oxidacién de la matriz
organica, por separacién microscopica de los compuestos residuales, se pudo establecer que
las muestras examinadas contenfan predominante particulas de asfalto y carbono y que estas
particulas forman cerca 1/5 de la fraccion de grano grueso (fig. 4). El contenido relativo de
HAP de la fraccién de asfalto y carbono es altamente superior al nivel de otras fracciones de
tamafios de granos. Los HAP, que estdn adsorbido a estas matrices, estan normalmente sélo
bio-disponibles en tasas bajas (WEIBENFELS et al. 1992). Por esta razén su rdpida eliminacién
biologica es limitada. Investigaciones de laboratorio sobre la degradacién de HAP
polinucleares por medio de hongos de pudricién blanca, confirman estos datos (WOLTER
1993) y para obtener una efectiva eliminacién de los contaminantes tiene que aumentarse su
actividad, para esto puede utilizarse la actividad de las raices de las plantas.

4. Estimulacion de la degradacion de hidrocarburos en la rizosfera de plantas
autéctonas a largo plazo de la empresa de asfalto de Rositz

Grandes superficies del terreno de la empresa, entre otros, sedimentos altamente
contaminados y los bordes de los vertederos de residuos, exhiben una vegetacién que no
muestra ningun dafio evidente o retraso en el crecimineto, causada por el contenido de
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sustancias nocivas en el suelo. Entre los representantes de estas plantas tolerantes, adaptadas
se encuentran Solidago canadensis L., Tanacetum vulgare L., Arrenatherum elatius (L.) Presl,
Artemisia vulgaris L. y Oenothera biennis L. Tales especies se encuentran con frecuencia en
lugares de terrenos baldios (REBELE y DETTMAR 1996).

Suelo Rositz

/ (= 2000u \

Arena (59%) Limo /Arcilla (41%)

Grano rrueso Arena de vertedero de residuos
(2000-1500 pm)

S T

Piedras/Grava (66,7%)  Carbén/Escoria (22,9%)* Particulas de asfalto (1,1%)*

Fig.4: Test granulométrico del suelo y de la fraccién tamizada (1500 - 2000 um). Las
particulas de la fraccién tamizada se separaron bajo el estereomicroscopio después de
una oxidacién (acido sulfirico/H,0,) de la matriz orgénica del suelo. Se muestra la
concentracion de los HAP (ug/g) para las fracciones (rayado)

Para investigar el aumento potencial de la degradacién de hidrocarburos através de la
vegetacion ruderal, se realizaron durante largo tiempo ensayos en recipientes sometidos a
condiciones de campo y de invernadero. Se investigé la disminucién de HAP y hidrocarburos
alifdticos en la rizosfera de determinadas plantas durante dos periodos de crecimiento. Vasos
de Mitscherlich con plantas y sin plantas se fertilizaron dos veces (nitrégeno, fosfato, potasio)
y se regaron con regular fercuencia. En un periodo de 16 meses se tomaron 4 muestras de
suelo de la rizosfera de las plantas y de los vasos de control sin plantas y fueron sometidos a
un andlisis quimico. Después de terminar los ensayos se determind la biomasa de las plantas,
el crecimiento de las raices y parametros fisico-quimicos.

La influencia de las plantas en la eliminacién de los contaminantes de los suelos fue diferente
segiin la especie vegetal. Solidago canadensis mejoré de manera més intensiva los procesos
de degradacién (fig. 5 y 6). Durante el primer periodo vegetativo, la concentracién inicial de
los HAP de 103 mg/kg disminuyé significativamente, esta disminucién se puede evaluar
como efecto de Landfarming y probablemente es originada al mullir el suelo, en la
fertilizacién y en el mejoramiento de las condiciones ambientales. Dependiendo del tipo de
plantas se analizaron valores de 46 - 60 mg/kg en la rizosfera, que en la mayoria de los casos
estaban debajo de las concentraciones de los vasos de control (64 mg/kg). En el segundo
periodo vegetal la eliminacién de las sustancias nocivas fue considerablemente menor con
excepcién de los casos de Solidago. La concentracion de HAP de 24 mg/kg que se analizé en
la rizosfera de Solidago canadensis fue considerablemente la més baja de todos los valores de
los ensayos (fig. 5).
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En las plantas analizadas se puede descartar que se produzca una incorporacién significativa
de HAP en el tallo o en la rafz. También se puede excluir la evaporacién de los HAP, porque
estos compuestos de 3 a 5 anillos tienen sélo una baja presién de evaporacién. Después de una
extraccion alcalina de la matriz del humus (ESCHENBACH et al. 1994) se detectaron sélo
insignificantes concentraciones de HAP en el humus. Este resultado sefiala que los procesos
de fijacién de HAP en los suelos investigados son de menor importancia, por eso se puede
concluir que en primer lugar el metabolismo microbiano y los procesos de degradacién son
responsables en la disminucion de la contaminacién de HAP.

La concentracién de los hidrocarburos alifaticos (residuos de aceite mineral) se determiné en
un espectrofotémetro IR (fig. 6) después de la extraccién y purificacién de los extractos.
Comparando el control de los no plantados, la concentracién de los alifdticos tuvo un fuerte
descenso en la rizosfera de las plantas. Solidago canadensis provocé una reduccién del 41%
en comparacion con el control.

Después de 16 meses de cultivo se observé en la mayoria de las plantas un fuerte desarollo del
tallo y de las raices, una penetracién intensiva en el suelo, asi como modificaciones de las
cracteristicas adicionales del suelo (tab. 2).
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Fig. 6:
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Tab. 2: Valoracién del grado de crecimiento de las raices, cambios del suelo y de carbono
' orgénico (Corg) en los ensyos en vasos después de 16 meses de cultivo de plantas con
ensayos en vasos

Especie Indice de la raiz" Cambio del suelo” Corg (%)”
Solidago canadensis ++++ fuerte 22
Arrenatherum elatius ++++ fuerte 2.4
Tanacetum vulgare ! ++ escasa n.d.
Artemisia vulgaris +++ fuerte 1,5

Uvaloracién visual del crecimiento de raices en el suelo contaminado (B):

»+ muy escaso crecimiento de raices, ,++ Sistema de raiz desarollado, suelo no completamente penetrado por
raices, ,+++“ crecimiento fuerte de raices, suelo predominamente penetrado por raices, ,++++“ fuerte
crecimiento de raices, gran cantidad de raices finas, suelo completamente penetrado por raices.

% Valoracién del cambio del suelo comparado con el control sin plantas:
,»escaso” ninguno o insignificante cambio, ,medios” estructura blanda del suelo y variaciones en el color,
,fuerte* marcado cambio de la estructura del suelo y removido asi como diferencias de colores.

% Disminucién del carbono orgénico en el suelo con raices después de 16 meses de cultivo. En el control sin
plantas el valor bajé por 1,7% (valor inicial Cy: 14,1%)

n.d.: no determinado

5. Conclusiones

En la rizosfera de plantas como Solidago canadensis se activa la degradacion de HAP e
hidrocarburos alifdticos en los suelos contaminados por largo tiempo. Este no es el caso para
otras especies de plantas autéctonas que crecen en terrenos contaminados durante mucho
tiempo, en ellas la disminucién de hidrocarburos en su rizosfera no fue elevada. Por
consecuencia se puede suponer que bajo las condiciones dadas, las actividades comunes
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independientes de las especies, como la estabilizacién de las condiciones microcliméticas, no
son responsables de la mejor eliminacién de hidrocarburos sino que existen efectos mds
especificos de una interaccién de los microorganismos y de las plantas.

Los resultados muestran que ciertas plantas son capaces de colonizar suelos altamente
contaminados con hidrocarburos y naturalmente estimulan el proceso autodepurador, tales
especies se pueden usar como capa vegetal apropiada para la fitorremediacién. Es de esperar
que esta tecnologia puede servir como amplificacion y suplementacién de la técnica del
»Landfarming®.
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Crecimiento de Rhodotorula glutinis en pireno, aislada de dreas
contaminadas

M. C. ROMERO, M. C. CAZAU, S. GIORGIERL, A. M. ARAMBARRI

Instituto Spegazzini, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de
La Plata, Calle 53 n° 477, 1900 La Plata, Argentina

1. Introduccion

En ambientes contaminados con hidrocarburos, el pireno es uno de los compuestos aromaéticos
mds persistentes debido a su estructura de cuatro anillos bencénicos y elevada hidrofobicidad.
A pesar de no ser considerado carcinogénico, es mutagénico en base a determinaciones del
Test de Ames (HOLDER et al. 1985, CERNIGLIA 1992). La degradacién microbiana de los
hidrocarburos aromiticos es uno de los mayores logros en la decontaminacién de sedimentos
y suelos superficiales (SCHNEIDER et al. 1996, THIBAULT et al. 1996).

La mayoria de las investigaciones se hallan orientadas al aislamiento y estimacién de la
capacidad de mineralizar pireno, siendo significativo el nimero de especies bacterianas y
hongos filamentosos identificados (KELLEY et al. 1993, STRINGFELLOW y AITKEN et al. 1995,
SWANNELL et al. 1996; SACK et al. 1997, LAMBERT et al. 1994).

Con la finalidad de emplear las especies degradadoras en la remediacién y remover
hidrocarburos aromdticos policiclicos (PAH) del medio ambiente, el objetivo del presente
trabajo fue aislar y evaluar la capacidad degradadora de levaduras autéctonas, frente a pireno
como tnica fuente de carbono y energia.

2. Materiales y métodos

2.1 Aislamiento e identificacién

Los microorganismos fueron aislados de muestras de sedimentos contaminados con
hidrocarburos, del Canal Este, Ensenada - Argentina. Diluciones decimales de los sedimentos
fueron sembradas en placas con medio basal mineral (K:HPO; 200 mg, KH,PO,; 50 mg,
(NHy)2SO04 * 7H,0 50 mg, FeSO,4 * 7H,0 1,75 mg, Cl,Ca * 2H,0 25 mg/l de agua destilada)
agarizado con el agregado de solucién etandlica de pireno (0,041 mg de pireno por placa).
Mediante repiques sucesivos en agar-pireno se purificé y aislé la cepa dominante. La misma
fue identificada por sus caracteristicas morfolégicas y pruebas bioquimicas, como el
desarrollo sobre nitrato como tnica fuente de N (LoDDER 1970, PHAFF et al. 1978);
confirmando su identificacién mediante el método API-Yeast-Ident y API 20C (Analytab
Products 1992).

2.2 Biotransformacion

Una suspensién de la especie aislada fue cultivada en 100 ml de MBS estéril con el agregado
de 40 mg/l de soluci6n etanélica de pireno. Fueron mantenidos a 27 +1°C durante tres dias y
una alicuota de 2ml de este precultivo fue empleada como inéculo, conteniendo
1,5 « 10° cel./ml.
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Los ensayos de biotransformacién de pireno se realizaron en 2l-Erlenmeyers conteniendo 0,5 1
MBS- liquido y estéril, el que se suplementé con 40 mg/l de pireno. Los cultivos fueron
incubados a 27 £1°C, a 140 rpm y en oscuridad. El pH fue mantenido constante durante todo
el ensayo, en un valor de 6,8 — 7,0, semejante al de muestras naturales. Los experimentos se
realizaron por duplicado, empleando un tercer Erlenmeyer con igual concentracién de etanol,
como control y controles abidticos, sin inocular.

Periddicamente se extrajeron alicuotas de los cultivos con pireno y de los respectivos
controles, con las cuales se realizaron recuentos totales de células en cdmara de Neubauer.

La tasa de crecimiento especifica (W=d [Inx/xo ] / dt) y el tiempo de duplicacién
(ta = [In2] / W) se calcularon en base a la fase lineal de la curva de crecimiento de la levadura.
El peso seco microbiano se estimé gravimétricamente, mediante la centrifugacién de 10 ml de
cada alicuota del la suspensiéon celular, a 8000 rpm durante 10 min; se descartd el
sobrenadante secdndose el residuo a 90°C por 24 h y peso constante (GUNTHER et al. 1995).

2.3 Andlisis quimicos

Las concentraciones de hidrocarburos de la muestra natural y del pireno proveniente de las
alicuotas obtenidas periédicamente del cultivo, fueron analizadas por cromatografia gaseosa,
por triplicado. Se emple la técnica de microextraccién en fase sélida (SPME fiber assembly,
100 pm polydimethyl-siloxanecoating, SUPELCO). La muestra fue procesada en solucién
acuosa, agitada magnéticamente durante 20 min a temperatura ambiente, empleando
fenantreno como estandard interno, y con un factor de respuesta 0,60.

Para dichas determinaciones se empleé Perkin-Elmer Autosystem Gas Chromatograph,
equipado con Flame Ionisation Detector. Nitrgeno gaseoso fue utilizado como carrier
(10 psi). El detector fue mantenido a 300°C. La temperatura del horno fue programada entre
50 (tiempo inicial 3 min) y 250°C (tiempo final 7 min), a una tasa de 15°C/min. Para todas las
determinaciones se utilizé una columna capilar de silica- fusionada, fase liquida (metyl 5%
fenyl silicona) permafase PVMS/54 (25 m * 0,32 mm ID, 1,0 um de espesor).

3. Resultados y discusion
La concentracién media de pireno en la muestra natural fue de 159,4 ppm. (fig. 1). La especie

dominante en las muestras en un 80% fue identificada como Rhodotorula glutinis (HARRISON
1958) (Subdivision Ascomycotina, Clase Hemiascomycetes, Oden Cryptocaccales) (tab. 1).

Tab. 1: Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de Rhodotorula glutinis

Crecimiento: a 37°C (+); pellicle in broth (-); pseodu-true hyfa (-); ascospores (-); chlamydosp.(-);
tubo germinativo (-) ; capsula, India ink (-); ureasa (+); consumo KNO (+); phenol oxidasa (-).

Asimilacién:  Glucosa (+); Glycerol (-); Gly-2-Keto-D-gluconato (+); L-Arabinosa (-); D-Xylosa (-); Adonitol
(+); Xylitol (%); Almidén (+); Galactosa (-); Imositol (-); Sorbitol (+);
methyl-D-Glucosido  (+); N-Acetyl-D-glucosamina (-); Cellobiose (+); Lactose (-);
L-Ramnose (-); Maltose (+); Sucrose (+); Trehalose (+); Melezitose (+); Citric acid (+);
Raffinose (%).

Fermentacién: Glucose (-); Maltose (-); Sucrose (-); Lactose (-); Galactose(-); Trehalose (-).
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El desarrollo de R. glutinis en el medio con pireno y en el control fue similar hasta los 16°
dias de incubaci6n, obteniéndose una densidad celular de 41,5 ¢ 10° cél./min y 39,8+ 10°
c€l./min respectivamente; correspondiendo dicho periodo a la adaptacién metabélica de 1a le-
vadura al hidrocarburo (fig. 2). Al 20° dia 458,0 » 10° cél./min se obtuvieron en los frascos
con pireno.

El nimero celular mdxima se
alcanz6 al 23° dia, siendo de

- 1342,5 » 10 cél./min, disminu-
yendo luego a

815,0 » 10° cél./min al 26° dia

—l- pireno con pireno y a

oo o 14,0+ 10°°cél./min  en el

blanco de etanol. Dicha
disminuciéon se debid a la
degradaciéon total de ambos
sustratos.

10% cel. x mi”!

741 [ O

o o El desarrollo exponencial
o T | observado a partir del 16° dia
0 1 2 9 15 16 20 21 23 26 - .

de cultivo con pireno, no se
correspondid con el respectivo
_control, el cual se mantuvo en
el valor promedio de
31,2459+ 10° cél/min hasta
finalizar la incubacién.

dias de incubacion

Fig. 2: Curva de crecimiento con pireno y con el control

La tasa de crecimiento especifico fue de p=0,026h" (L=d [Inn/ng]/dt) y el tiempo de
duplicacién tg = 26,7 h (tg = [In 2] / W), durante la fase logaritmica comprendida entre el 16° y
23° dias de cultivo.

Valores de | bajos y tiempos de duplicacion prolongados como los obtenidos, son propios de
la dnica fuente carbonada ensayada. Otros autores en cultivos de microorganismos con pireno
como tnica fuente de C observaron tasas de crecimiento comprendidas entre 0,056 h™
(Mycobacterium sp., BOLDRIN et al.1993) y 0,023 h™' (Rhodococcus sp., WALTER et al. 1991).
Debe destacarse que estas tasas de crecimiento fueron obtenidas en cultivos irn vitro, donde los
procesos de degradacidn no se vieron limitados por la disponibilidad de sustrato. El desarrollo
de microorganismos en condiciones naturales bajo las cuales la degradacién de PAH depende
de la solubilidad de los mismos y de las condiciones fisico-quimicas, seria inferior a las
obtenidas en laboratorio. La mayoria de los ensayos realizados han sido con especies
bacterianas o con hongos filamentosos, siendo escasos los resultados obtenidos con levaduras.

La concentracién inicial de pireno residual disminuyé significativamente, obteniéndose 3,6 —
5,8 mg/l de pireno remanente (fig.3) al finalizar el experimento. Dicha disminucién
correspondi6 al 90% del hidrocarburo inicial.

La biomasa inicial de 5,30 +0,75 mg/l se increment6 a 14,50 +0,85 mg/l , por lo cual el
coeficiente de rendimiento del pireno en biomasa celular fue de 0,23, cifra que sobreestima
ligeramente el rendimiento ya que no se corregié por el carbono proveniente del control de
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etanol. Coeficientes comprendidos entre 0,10 — 0,31 fueron observados en especies bacteriana
con cresol como sustrato (GUNTHER et al. 1995).

see. - 4

Conclusion

Rhodotorula glutinis fue capaz de
crecer en forma exponencial con una
fase lag previa, con pireno como
s 1 tnica fuente de carbono y energia. La

tasa de crecimiento especifica al igual
‘ que el rendimiento obtenido con esta
. levadura sobre pireno, semejante a la
} observada en especies bacterianas,
| permitiria su utilizacién en la biorre-

mediacién de ambientes contamina-
dos.

Ze@Ra. 8+
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Actividad oxidasa-peroxidasa ligninolitica extracelular de algunos
micromicetes aislados de distintas regiones de la republica Argentina

M. C. N. SAPARRAT, A. M. M. BUCSINSKY, A. M. ARAMBARRI

Instituto Spegazzini, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de
La Plata, Calle 53 n® 477, 1900 La Plata, Argentina

1. Introduccion

Varias enzimas — fenoloxidasas — como las oxidasas: lacas, y aril-alcohol oxidasa (AAO); y
peroxidasas: lignina peroxidasa (Lig-P), manganeso peroxidasa (Mn-P), y peroxidasa
independiente de Mn (MIP), estin involucradas en el proceso de modificacién y/o
degradacién de la lignina (ODIER y ROUAU 1985, HEINZKILL y MESSNER 1997). Estas enzimas
ligninoliticas se caracterizan por presentar una amplia especifidad de sustratos (GUILLEN
1991, HOFRICHTER y FRITSCHE 1996), propiedad por la cual degradan ademds de lignina, otros
compuestos de similitud estructural, como 4cidos hiimicos, contaminantes complejos como
DDT e hidrocarburos aromdticos policiclicos (HAPs) (BUMPUS y AUST 1987). Sin embargo, a
causa de la estructura aromdtico-recalcitrante de la lignina (KIRK 1983), los mecanismos y
funciones de aquellas enzimas no son aiin completamente conocidos.

La escasa informacién en relacién a los sistemas enzimdticos ligninoliticos, sintetizados por
cepas fungicas aisladas de materia orgénica en descomposicién — presente en suelo y zonas
riberefias —, nos lleva a investigarlos.

La habilidad de 12 cepas fiingicas de diferentes grupos taxonémicos — Ascomycetes y
Deuteromycetes —, para producir enzimas ligninoliticas extracelulares se llevé a cabo con el
fin de contribuir al conocimiento de su fisiologfa y potencial aplicacién en el campo de la
biorremediacién de sitios contaminados con HAPs.

El objetivo de este trabajo es determinar cualitativamente la capacidad para producir oxidasas
y/o peroxidasas por diferentes especies de micromicetes, aislados de materia orgénica en
descomposicién.

2 Materiales y métodos

2.1 Cepas fiingicas

Se utilizaron diferentes micromicetes, pertenecientes a la Subdivisién Ascomycotina 'y
Subdivisién-Forma Deuteromycotina, que forman parte de la coleccién de cultivos del
Cepario del Instituto Spegazzini (CLPS). Estas cepas se aislaron a partir de materia orgénica
en descomposicion, presente en suelo y zonas costeras de distintos cuerpos de aguas de la
Repiiblica Argentina.

Subdivisién Ascomycotina: Emericella nidulans (Eidam) Vuillemin (CLPS cult n° 29);
Sordaria fimicola (Roberge) Cesati et de Notaris (CLPS cult n°® 30); y Talaromyces helicus
(Raper y Fennell) C. R. Benjamin (CLPS cult n°® 553).

Subdivision-Forma Deuteromycotina: Alternaria alternata (Fries: Fries) Keissler (CLPS cult
n° 267); Aureobasidium pullulans (de Bary) Amaud (CLPS cult. n° 2); Epicoccum
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purpurascens Ehrenb. ex Schlecht. (CLPS cult n® 23); Fusarium solani (MARTIUS) Saccardo
(CLPS cult n° 555); Graphium putredinis (Corda) HUGHES (CLPS cult n° 423); Phaeoisaria
clematidis (Fuckel) Hughes (CLPS cult. n° 154); Phoma glomerata (Corda) Wollenw. y
Hochapfel (CLPS cult. n° 469); Scopulariopsis brumptii Salvanet-Duval (CLPS cult. n° 135);
y Trichoderma saturnisporum Hammil (CLPS cult. n° 264).

El stock de cultivos se mantuvo a 4°C, en estrias con agar-malta (2%), y en aceite mineral.

2.2 Sustrato

La identificacién de oxidasas y peroxidasas flingicas extracelulares se llevé a cabo utilizando
el medio sélido Czapek Dox modificado con ABTS: Acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotialina-
6-sulfénico) (Sigma), un sustrato muy sensible que permite la rdpida seleccién de hongos
productores de las enzimas ligninoliticas por medio de una reaccién de color (HIGHLEY 1987,
BOURBONNAIS y PAICE 1990). El empleo de este test permite no sélo la identificacién de
fenoloxidasas —como la lacas —, sino también de enzimas de tipo peroxidasa - Mn-P -
(HOFRICHTER y FRITSCHE 1996). Por lo tanto, la actividad oxidasa se correlacioné con la
actividad peroxidasa.

23 Inoculacién y condiciones de cultivo

Se trabajo en cépsulas de Petri de 90 mm de didmetro, conteniendo 20 ml del medio sélido
Czapek Dox modificado, que consta de: 10 g de glucosa, 1 g de NaNOs, 1 g de K;HPOy, 0,5 g
de MgSO, * H,0, 0,5 g de KCl, 0,2 g de extracto de levadura, 0,2 g de ABTS, 20 g de agar-
agar, por litro de medio (la preparacién se ajusté a pH: 6,0 — 7,0, antes de autoclavar a 1 atm.,
durante 20 min). Se inocul6 con discos de 5 mm de didmetro, con micelio activo, previamente
cultivado en placas de agar-malta (2%). Cada cepa se hizo por triplicado, bajo condiciones
controladas (en cdmara a 25°C).

24 Interpretacion

Para una mejor interpretacién de los resultados obtenidos se siguié una serie relativa de color.
Los resultados de la actividad enzimdtica oxidasa-peroxidasa extracelular de las especies
ensayadas se expresaron, de acuerdo a las siguientes caracteristicas:

1. reaccién positiva (++): halo de color verde intenso en zonas definidas.
2. reaccidn levemente positiva (+): halo de color verde pélido.
3. reaccidn negativa — sin actividad oxidasa-peroxidasa — (-): ausencia de halo verde.

Las observaciones se realizaron cada siete dias, durante seis semanas, midiéndose el halo de
coloracion y el frente de crecimiento.

3. Resultados y discusiones

Coloracién del Medio Czapek Dox modificado (Oxidacion del ABTS) y crecimiento fiingico:
Se estimé el poder enzimadtico ligninolitico de cada una de las cepas analizadas: la tabla n° 1
muestra el grado de reaccion y las referencias sobre la produccién de las especies ensayadas.
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El test revelé produccién enzimdtica ligninolitica (reaccién positiva para oxidasas y/o
peroxidasas) en Graphium putredinis, Phaeoisaria clematidis, Phoma glomerata, Sordaria
fimicola (éstas tres tltimas especies citadas por primera vez como productoras de las enzimas
ligninoliticas) y Talaromyces helicum. La produccién de oxidasas y/o peroxidasas
extracelulares s6lo se registré en el 40 % de las cepas de micromicetes utilizadas, donde la
oxidacién se observé como:

1. reaccion positiva (++) en: Graphium putredinis
Phaeoisaria clematidis
Talaromyces helicus

Graphium putredinis y Talaromyces helicus - especies capaces de oxidar y degradar
hidrocarburos saturados, aromdticos, resinas y asfaltenos (OUDOT et al. 1993) -, de acuerdo
con los resultados obtenidos bajo otras condiciones de cultivo, produjeron niveles detectables
de enzimas ligninoliticas extracelulares (SAPARRAT et al. 1996).

2. reaccion levemente positiva (+) en: Phoma glomerata
Sordaria fimicola
3. sin actividad oxidasa-peroxidasa (-) en: Alternaria alternata

Aureobasidium pullulans
Emericella nidulans
Epicoccum purpurascens -
Fusarium solani
Scopulariopsis brumptii
Trichoderma saturnisporum

En relacién al geo-hongo, Alternaria alternata, es una especie capaz de degradar compuestos
alifiticos, como el kerosene - habilidad demostrada en experimentos realizados por
RUBDIGE (1974) — y la fraccién aromética de residuos petroquimicos —en cultivos
mixtos —, utilizando a los mismos como tnica fuente de carbono y energia (CAZAU et al.
1992); sin embargo, bajo las condiciones de cultivo ensayadas, no produjo niveles detectables
de peroxidasas (Mn-P), anteriormente citadas para el género en medios con 4cidos hiimicos; el
efecto inductor de éstos parece estar relacionado con su produccién (HOFRICHTER y FRITSCHE
1996).

En Aureobasidium pullulans, a pesar de no detectarse actividad oxidasa/peroxidasa, bajo las
condiciones citadas, investigaciones previas revelaron la produccién de enzimas oxidasas
extracelulares - lacas —, cuya sintesis estd altamente afectada por el tipo de compuesto
carbonado utilizado en el medio de cultivo, encontrando que una cepa de este hongo
levaduriforme, mantenida en un medio con lactosa es inducida a una mayor produccién de
fenoloxidasa — en comparacién con otros aziicares simples — (como glucosa o maltosa)
(DESHPANDE et al. 1992). Por lo tanto, el efecto represor de la glucosa — en la expresion y
produccion de la enzima lacas (EGGERT et al. 1995) —, sustrato de crecimiento del medio aqui
utilizado, podria determinar la no produccién enzimdtica ligninolitica en esta cepa fingica.

Salvo en el caso de Talaromyces helicum, cuyo medio Czapek Dox mod. se intensificé (++)
hasta la segunda semana, s6lo durante la primer semana se detectd la actividad enzimitica
ensayada. Sin embargo, a lo largo de las seis semanas, se visualizaron tonalidades violdceas en
el medio de cultivo de distintos hongos — excepto en Epicoccum purpurascens; Graphium
putredinis; 'y Trichoderma saturnisporum —. Estos resultados sugieren la presencia de
sistemas enzimadticos extracelulares no especificos que actdan sobre el ABTS y/o sus
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productos de oxidacién y dan distintos sustancias coloreadas (propiedad caracteristica de los
compuestos aromaticos) no identificadas.

Tab. 1: Resultados del test ABTS con diferentes especies de micromicetes y referencias
sobre la produccién de enzimas ligninoliticas

Especies Reaccién del test ABTS Otros autores
Alternaria alternata - HOFRICHTER y FRITSCHE, 1996
Aureobasidium pullulans - DESHPANDE et al. 1992

Emericella nidulans = =

Epicoccum nigrum - =

Fusarium solani - IWAHARA et al., 1980
GUILLEN et al. 1990

Graphium putredinis St SAPARRAT et al. 1996
Phaeoisaria clematidis s 2
Phoma glomerata + i
Scopulariopsis brumpfii Al =
Sordaria fimicola + =
Talaromyces helicum 44 SAPARRAT et al. 1996

Trichoderma saturnisporum - -

El crecimiento miceliar sobre el medio Czapek Dox mod. - en todas las cepas probadas - no
mostré diferencias en comparacién a aquel desarrollado sobre placas de extracto de malta

(M.E.).

Bibliografia

BOURBONNAIS, R., PAICE, M. G. (1990): Oxidation of non-phenolic substrates. An expanded
role for laccase in lignin biodegradation. FEBS Lett. 267, 99-102.

Bumpus, J. A., AUST, S. D. (1987): Biodegradation of environmental pollutants by the white-
rot fungus Phanerochaete chrysosporium: involvement of the lignin degrading system.
BioEssays 6, 166-170.

CazAU, M. C., MASELLL G., ARAMBARRI, A. M. (1992): Utilizacién de diferentes especies de
hongos como biodegradadores de hidrocarburos I. Ensayo preliminar. Bol. Micol. 7,
79-83.

DESHPANDE, M. S., VINAY, B. R, LYNCH, J. M. (1992): Aureobasidium pullulans in applied
microbiology: A status report. Enzyme Microbiol. Technol. 14, 514-527.

EGGERT, C., TEMP, U., ERIKSSON, E. L. (1995): The ligninolytic system of the white rot
fungus Pycnoporus cinnabarinus: Purification and characterization of the laccase.
Appl. Environ. Microbiol. 62, 1151-1158.

182



Proyecto ENV 23: Oil decomposition by fungi

GUILLEN, F., MARTINEZ, A. T., MARTINEZ, M. J. (1990): Production of hydrogen peroxide by
aryl alcohol oxidase from the ligninolytic fungus Pleurotus eryngii. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 32, 465-469.

GUILLEN, F. 1991: Aril alcohol oxidasa de Pleurotus eryngii - Estudio en relacién con la
45degradacion de lignina -. Unpublished thesis. 120 pp. Universidad de Alcald de
Henares, Facultad de Ciencias, Madrid.

HEINZKILL, M., MESSNER, K. 1997: The ligninolytic system of fungi. In: Fungal Biotecnology,
(Chapman & Hall) Anke, T. (Eds.), London, chapter 8, 213-227.

HIGHLEY, T. (1987): Effect of carbohydrate and nitrogen on hydrogen peroxide formation by
wood decay fungi in solid medium. FEMS Microbiol. Lett. 48, 373-377.

HOFRICHTER, M., FRITSCHE, W. (1996): Depolymerization of low-rank coal by extracellular
fungal enzyme systems. Y. Screening for low-rank-coal-depolymerizing activities.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 46, 220-225.

IWAHARA, S., NISHIHIRA, T., JOMORI, T., KUWAHARA, M., HIGUCHI, T. (1980): Enzymic
oxidation of o.B-unsaturated alcohols in the side chains of lignin-related aromatic
compounds. J. Ferm. Technol. 58, 183-188.

KIRK, T. K. 1983: Degradation and convertion of lignocellulosics. In: SMITH, J. E., BERRY, B.
R., KRISTIANSEN, B. (Eds.), Arnold, London, The Filamentous Fungi, Vol. 4. Fungal
technology. 266-294.

ODIER, E., ROUAU, X. 1985: Les cellulases et les enzymes de dépolimérisation de la lignine.
In: MOURANCHE, A., COSTES, C. (Eds.), Gauthier-Villares, Paris, Hydrolases et
Dépolimérases. Enzymes d“intéret industriel. 199-237.

OuDOT, J., DUPONT, J., HALOUL, S., ROQUEBERT, R. (1993): Biodegradation potential of
hydrocarbon-assimilating tropical fungi. Soil Biol. Biochem. 25, 1167-1173.

RUBDIGE, T. (1974): A new selective medium for the screening of aircraft fuels for
biodeteriogenic fungi. Int. Biodeterior. Bull. 10, 53-55.

SAPARRAT, M. C. N., BUCSINSZKY, A. M. M., TOURNIER, H. A., ARAMBARRI, A. M. 1996:
Andlisis de la produccién de enzimas ligninoliticas por diferentes especies de
Basidiomycetes y Deuteromycetes. En: Libro de restimenes de las XXV Jornadas
Argentinas de Botdnica, Mendoza, 17-22 Noviembre, p. 10.

183



Proyecto ENV 23: Oil decomposition by fungi

Biotransformacion fiingica de pireno
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Instituto Spegazzini, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de
La Plata, Calle 53 n° 477, 1900 La Plata, Argentina

1. Introduccion

Los hidrocarburos aromdticos policiclicos (PAH) como el pireno volcados frecuentemente a
los ecositemas son clasificados como contaminantes prioritarios por U.S. Environmental
Protection Agency (Int. Agency Res. 1983, KAGAN et al. 1985). La degradacién
microbioldgica y transformacién de los hidrocarburos es un proceso importante en la
biorremediacién de ambientes contaminados (LAMBERT et al. 1994, CHAINEAU et al. 1995).

Se ha prestado mayor atencién a la capacidad para degradar los PAH por parte de
zygomycetes y basidiomycetes, habiéndose estudiado extensivamente el metabolismo
degradativo y produccién de metabolitos intermedios por Crinipellis stipitaria,
Phanerochaete chrysosporium, Cunninghamella elegans (POTHULURI et al. 1993, LANGE et al.
1994, VAZQUEZ-DUHALT et al. 1994, SACK et al. 1997). Especies de deuteromycetes como
Aspergillus sp., Penicillium sp., provenientes de suelos contaminados han sido consideradas
con menor potencial degradativo (OUDOT et al. 1993, SACK y GUNTHER 1993).

El aislamiento de especies fiingicas capaces de degradar PAH provenientes de &reas
contaminadas y su identificacion, ha sido desarrollado por diversos grupos de investigacién en
Argentina. El estudio de especies flingicas con capacidad degradadora esta documentado en
CAZAU et al. (1992), COLOMBO et al. (1996) y ROMERO et al. (1997), habiéndose encarado
sobre hidrocarburos alifdticos y aromdticos con dos o tres anillos bencénicos, como modelo.

Fusarium solani y Rhodotorula glutinis fueron aislados de suelos contaminados del drea de la
Destileria YPF - La Plata, Argentina. Las especies mencionadas fueron identificadas y
cultivadas en agar-placa con pireno, como tnica fuente de carbono. Dichas especies fueron
seleccionadas para la realizacién de este ensayo por haber tenido un buen desarrollo en
presencia de pireno, siendo el objetivo de los experimentos estimar el consumo in-vitro de
dicho compuesto aromadtico, con y sin cosustrato.

2. Materiales y métodos

2.1 Cultivo de las especies fiingicas

Fusarium solani y Rhodotorula glutinis fueron cultivados en 20 ml de medio basal mineral
(MBM) conteniendo 40mg/l de pireno (solucién stock: 0,8 mgde pireno/2,5ml de
dimetilformamida), y (a) con 0,5% de glucosa, (b) sin otra fuente carbonada, ajustindose a pH
6,5. La composicién de MBM en mg/l fue: (NHs) SO4 400; K;HPO,4 320; KH,PO, 80; Mg
SO, = TH,0 80; CaCl , 40; FeCl, 2.

Se determind la biomasa inicial de F. solani, extrayendo de una placa con desarrollo sobre
pireno-agar, 3 discos de 7 mm?® de didmetro, los mismos fueron secados durante 48 horas a
60°C hasta peso constante, sobre un papel de filtro previamente tarado. Igual cantidad de
cultivo fue agregado a los frascos con pireno y a los respectivos controles, como inoculo.
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Los cultivos correspondientes a R. glutinis fueron inoculadas con 0,2ml de suspensién
celular, obtenida agitando un anza de material de cultivo en solucién fisiolégica estéril; el
nimero de c€lulas por ml agregadas a cada frasco se obtuvo por recuento directo en la cdmara
de Thoma (Fein-Optik Bad Blankenburg).

Por duplicado y en condiciones estériles, frascos de 100 ml con 20 ml de cada medio de
cultivo mencionado (con y sin otra fuente carbonada), fueron inoculados con las especies
fingicas a ensayar, e incubados conjuntamente con los controles abi6ticos (sin inéculo). Se
incubaron a 25°C £1°C, 140 rpm, en oscuridad durante 20 dias.

Se realizaron dos muestreos semanales, procesdndose las muestras por duplicado para cada
medio de cultivo, especie fiingica y controles abidticos, obteniéndose periédicamente la
concentracién de pireno remanente.

2.2 Procesamiento de las muestras

Periédicamente se analiz6 mediante HPLC la concentracién de pireno residual presente en
ambos medios de cultivo, e inoculados con F. solani y R. glutinis. La extraccién consistié en
cinco tratamientos consecutivos con 30 ml de etilacetato (volumen final 150 ml), y luego
mediante una ampolla de decantacién se separ6 la fase acuosa de la fase orgdnica de cada
cultivo. El extracto fue secado con Na,SO,, sonicado, filtrado y evaporado en rotavapor
(temp. columna —6°C, temp. bafio 40°C), llevado hasta presién 50 mPa. El residuo fue disuelto
en 1500 pl de etilacetato, evaporado y resuspendido nuevamente en 1500 pl metanol.

Las respectivas muestras fueron sonicadas y analizadas mediante HPLC (Merck Hitachi),
equipada con L-4200 detector, Chromato-Integrator D-2500; columna RP 18 (125 « 4 mm,
didm. int.); solvente acetonitrilo: agua - 80:20 ; flujo 1,0 ml/min; long. de onda 254 nm. Las
inyecciones repetidas de los extractos de los cultivos fueron convertidas en concentraciones de
pireno (mg/l) mediante el empleo de una curva de calibracién; leyéndose en todos los casos
las muestras dos veces y referidas a un standard. Los datos tabulados se obtuvieron con un
desvio standard promedio del 15%. La curva de calibracién se obtuvo mediante la lectura por
triplicado, de diferentes diluciones (5, 10, 20, 30, 40, 50 mg/l) de una solucién stock de
pireno-dimetilformamida, igual a la empleada para los cultivos.

3. Resultados

Durante el periodo de incubaci6én se observé un incremento de la densidad inicial de R.
glutinis, de 1,08 ¢ 10° cél./ml a 1,25 — 1,95 10" cél./ml en el medio sin glucosa; en los
cultivos con cosustrato, la densidad final del cultivo fue de 3,25 — 4,90+ 10° cél./ml, lo que
representd un incremento de la numerosidad celular de dos y tres 6rdenes de magnitud, para
cada medio de cultivo.

La variacién de biomasa de F. solani, obtenida por peso seco al inicio y al final de la
incubacién, fue de 0,625g/l a 0,997 y 0,975g/1, en el medio con y sin glucosa
respectivamente. Por lo tanto se correspondi6 con un aumento del 59,5 y 56,0% de biomasa.

La concentracién de pireno no mostrd variaciones significativas hasta el 14° dfa con R.
glutinis, siendo el mismo de 11,7 — 13,9 mg/l (29,3 — 34,7%, fig.1); y sélo de
1,1 -6,9 mg/l (2,6 — 17,3%, fig. 2) en el cultivo de F. solani.
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Fig. 1: Resultados del ensayo con R. Fig.2: Resultados del ensayo con F.
glutinis solani

En el ensayo con R. glutinis el consumo méximo de pireno fue 14,6 y 14,7 mg/l de pireno
(tab. 1), para los cultivos con y sin otra fuente de carbono; dichas concentraciones se
correspondieron con una disminucién del 36,5% del hidrocarburo inicial. La concentracién de
pireno disminuyé a 12,7 y 12,3 mg/l, en cada medio de cultivo, con F. solani (tab. 2). El
porcentaje de disminucién del hidrocarburo a los 17 dias de incubacién fue algo menor
(31,9 - 30,9%) que el obtenido en el cultivo de R. glutinis.

* Con ambas especies se observd un porcentaje similar de desaparicién de pireno, a los 17 dias
de incubacion, sin variaciones importantes por la presencia de cosustrato al final del ensayo;
influyendo la presencia de glucosa en el comienzo de la degradacién de pireno.

Tab. 1: Desarrollo de Rhodotorula glutinis

a) Concentracién de Pireno remanente (mg/1)

Periodo de incubacién 3d. s 10 d. 14 d. 17 d.
M. de cultivo sin gluc. 40 40 38,8 28,3 25,4
M. de cultivo con gluc. 40 35,9 34,5 26,1 25,3

b) Concentracién de Pireno consumido (mg/1)

Periodo de incubacién o B, 7 d. 10d. 14 d. 17 d.
M. de cultivo sin gluc. 0 0 1,3 11,7 14,6
M. de cultivo con gluc. 0 4.1 3.5 13,9 14,7
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¢) Porcentaje de pireno consumido (%)

Periodo de incubacidn 3d. 7d. 10 d. 14 d. 17 d.
M. de cultivo sin gluc. 0 0 3,1 293 36,5
M. de cultivo con gluc. 0 10,2 13,7 34,7 36,5

Tab. 2: Desarrollo de Fusarium solani

a) Concentracién de Pireno remanente (mg/l)

Periodo de incubacion 3d. 7d. 10 d. 14 d. 17 d.
M. de cultivo sin gluc. 39.4 394 38,7 38,9 273
M. de cultivo con gluc. 40 40 35,6 33,1 27,7

b) Concentracién de pireno consumido (mg/1)

Periodo de incubacién 3d. 7 d. 10 d. 14 d. 17 d.
M. de cultivo sin gluc. 0,6 0,6 1,3 1,1 12,7
M. de cultivo con gluc. 0 0 4.4 6,9 12,3

¢) Porcentaje de pireno consumido (%)

Periodo de incubacién 3d. 7d. 10d. 14 d. 17 d.

M. de cultivo sin gluc. 1.4 1,4 3,2 2,6 31,9

M. de cultivo con gluc. 0 0 10,9 17,3 30,9
4. Discusion

Los hongos de suelo, aislados de ambientes contaminados, a pesar de no tener una fuerte
actividad lignolitica, metabolizan lentamente los PAH por haber desarrollado dicha capacidad
degradadora por adaptacién metabélica frente a la exposicién crénica con throcarburos
(CERNIGLIA et al. 1992, SACK et al. 1992, SACK y GUNTHER 1993).

Otras especies de Fusarium, fueron aisladas y probadas por su capacidad degradadora de
fenoles (ANSELMO et al. 1989) y 2,4-dinitrofenol (MADHOSINGH 1958). El potencial
transformador de crude-oil fue estimado en microcosmos con F. solani en presencia de
cosustrato, por CHAINEAU et al. (1995). En estos ensayos, a través del analisis por HPLC del
pireno residual, se comprob6 una tasa de consumo de pireno del 30% para F. solani, pero sin
glucosa.

En experimentos con fenantreno y benzo(a)antraceno, MACGILLIVRAY y SHIARIS (1993),
observaron actividad hidrocarburolitica con R. glutinis, siendo capaz de desarrollar con
0,73 pmol fenantreno/g. El pireno no ha sido empleado como tnica fuente de C, con dicha
especie.
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Sistema cerrado de biorreactores para el tratamiento microbiolégico de
barros industriales altamente contaminados con hidrocarburos

L. BERTHE-CORTI, B. CONRADI, R. HULSCH, B. SINN

Universitdt Oldenburg, FB Biologie, AG Mikrobiologie/Biotechnologie, Postf. 2503,
26111 Oldenburg, Alemania

1. Introduccion

En la extraccion de petréleo asi como en la produccién de productos petroquimicos se
producen grandes cantidades de barros que contienen un amplio espectro de hidrocarburos. El
proceso de biorremediacién de estos barros en hacinas, en biorreactores o al depositarlos en
vertederos produce una enorme contaminacién del medio ambiente con hidrocarburos, debido
a que se escapen gases que van al ambiente (PAYNE y PHILLIPS 1985; BARTHA 1986; MELCER
et al. 1989; DOBBS 1990; SONG et al. 1990; CHANG y ALVAREZ-COHEN 1995; NARAYANAN et
al. 1995). Por eso el aire de escape de hacinas y biorreactores en general pasa através de
biofiltros o de filtros de carbdén activo. La salida de estos filtros necesita un control
permanente. Procesos de descontaminacién con un circuito cerrado de gas serian deseable
para evitar contaminaciones potenciales del medio ambiente.

El proyecto de cooperacion ENV 24, entre la Universidad Nacional de La Plata, Argentina y la
Universidad de Oldenburg, Alemania, tiene como objetivo investigar sobre la remediacién
biol6gica de barros contaminados con hidrocarburos que resultan de la industria petroquimica.

En este contexto se hicieron ensayos en la Universidad de Oldenburg sobre el tratamiento
aerdbico de los barros en biorreactores. En la Universidad Nacional de La Plata se hicieron
ensayos sobre la biorremediacién de dichos barros en el suelo. En ambos tipos de tratamiento
los compuestos facilmente volatiles escapan al medio ambiente. Para evitar la contaminacién
causada por estos hidrocarburos voldtiles se construyé un sistema de reactores que estdn
conectados con un circuito cerrado de gas.

2. Descripcion del proceso

El barro contaminado con hidrocarburos se procesa con aireacién en un biorreactor (reactor de
barro) hasta que los hidrocarburos ficilmente voldtiles son eliminados en su mayor parte ya
sea a través de stripping o a través de una biodegradacién. Los hidrocarburos que estdn en el
gas después del proceso de stripping atraviesan un reactor cuerpo activado (reactor con
material s6lido con microorganismos fijados en el que llega el agua de arriba a abajo y el aire
de abajo hacia arriba) y son degradados por microorganismos. El gas de escape del cuerpo
activado pasa a un fotorreactor en el que las algas asimilan el CO, que resulta de la
mineralizacion de los hidrocarburos en el reactor de barro y en el cuerpo activado. Al pasar el
gas através del fotorreactor las algas enriquecen el gas con oxigeno, que luego atraviesa de
nuevo el reactor de barro y el cuerpo activado. Toda la corriente de gas permanece en un
circuito cerrado, asi que no se produce escape de gas ni se necesita afiadir aire. De esta manera
el proceso funciona sin emisiones. El esquema del sistema de biorreactores se presenta en

figura 1.
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Fig. 1. Esquema del sistema de tratamiento de barros con el circuito cerrado de gas

3. Materiales y métodos

31 Barro

Se utiliz6 barro de industria contaminado con hidrocarburos y barro de sentinas (mezcla de
aceite, lubricante y combustibles asi como agua del barco).

3.2 Cultivos inoculados

El cuerpo activado se inoculé con lodo proveniente de una planta depuradora de
fitorremediacién que sirve para limpiar desagiies contaminados con hidrocarburos.

El fotorreactor se inoculé con un cultivo mezclado no especificado de algas y bacterias. La
parte principal de las algas se compuso de Scenedesmus spp. y Chlorella Spp-
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33 Medios de cultivo

La soluci6én nutritiva para el cuerpo activado: 4 g (NH4),SO4, 5,25 g K;HPO, y se completa a
1 litro con agua potable. El pH se ajusté a un valor de 7,0.

La solucién nutritiva para las algas: 1 g KNO;, 0,1 g K,HPO,, 50 mg MgSO, * H;0, 5 ug
ZnS0O4 * THy0, 100 ug MnSO, * 4H,0, 5 pg Co(NOs), * 6H,0, 5 pg Na,MoO, « 2H,0, 50 ug
H;BO3, 25 ng CuSO4 * 5H,0, 3,5 mg FeSO, * 7H,0, 4 mg EDTA, se completa a un litro con
agua potable, no se ajust6 el pH.

34 Reactores

El reactor de barro: un reactor de agitacién (Tipo Biostat S®, Fab. Braun Melsungen),
volumen de trabajo 12,51, equipado con un agitador de hélice y dos agitadores de discos,
aireacién debajo de los agitadores, 175 revoluciones » min™ y salida del gas a una trampa de
frio para que regrese el condensado en el reactor.

Reactor para el intercambio de gas: reactor de agitacion (Fab. L.H. engineering company,
Gran Bretafia), volumen de trabajo 5 1, equipado con un agitador de hélice y dos agitadores de
discos, aireacién debajo de los agitadores, 275 revoluciones * min™, con dos salidas en el
fondo connectada con una bomba centrifuga (50 W, 38 I/min max., Fab. EHEIM) para
revolver el medio de algas a través del fotorreactor y una entrada en la tapa para el medio de
algas.

Fotorreactor de las algas: construccién segiin modelo, de un reactor desarollado de la Fab.
UMWELTSCHUTZ NORD GmbH. & Co. de doble lamina con pasarelas de vidrio acrilico
(PMMA: polimetilmetacrilato) con una superficie total de 2m” y un volumen de 181,
alumbrado de dos ldmparas fluorescentes (cada una de 2100 Lux) y dos ldmparas de vapor de
mercurio (cada una de 4300 Lux).

Reactor cuerpo activado: la construccién fue hecha por nuestro grupo en acero inoxidable,
camisa doble rellenada con material aislante, didmetro interno: 12,3 cm, altura interna:
92,5 cm, volumen 10 1, con ingreso de aire en el fondo y dos salidas en la tapa para gas (flujo
de gas del sistema de circuito y flujo de gas para andlisis), un tubo externo para la solucién
nutritiva (salida en el fondo e ingreso 11 cm debajo de la tapa). Para fijar microorganismos se
utilizé arcilla granulada. Por medio de un bombeo circularon permanentemente, por el cuerpo
activado, 4 1 de solucidn nutritiva.

35 Transporte de gas y sistema de tubos

El circuito de gas fue movido por medio de una bomba de membrana de teflon y fue ajustado
con un rotdmetro a un flujo contante de 0,015 Nm’/h. El sistema de tubos de gas estuvo
compuesto de Dekabon 1 300® (material compuesto de polietileno y aluminio, Fab. Serto -
Installationstechnik), de acero inoxidable, PTFE (Politetrafluoretileno, Teflon®) y de PVC
(polivenilcloruro).

3.6 On-line analisis de parametros del proceso

Los siguientes parametros se analizaron en modo on-line durante todo el proceso: temperatura
en el reactor de barro, pH de la suspension de las algas, y las concentraciones de oxigeno,
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dioxido de carbono e hidrocarburos en la fase gaseosa del proceso.

La concentracién de oxigeno fue analizada con un sensor electro quimico (tipo KE 25, Fab.
Japan storage battery Co.), la concentracién de dioxido de carbono con un analizador
infrarrojo (tipo UNOR, Fab. Maihak AG, Hamburg). Se secé el gas antes del anélisis con un
silicagel con indicador de humedad para eliminar la sensibilidad del analizador al vapor de
agua.

La concentracién de hidrocarburos en el gas se analizé con un semiconductor dioxido
metdlico (tipo del sensor de gas: TGS 812, Fab. Unitronik). En razén de que el sensor no
reacciona especificamente, se dieron los hidrocarburos sélo en forma de un parametro de
suma.

3.7 Anailisis discontinuo de los pardmetros del proceso

Hidrocarburos ficilmente volatiles:

Adicionalmente al andlisis on-line de los hidrocarburos se analizé6 el contenido de
hidrocarburos en la fase gaseosa, con una frecuencia irregular, por medio de cromatografia
gaseosa. Para sacar la muestra se montaron en serie dos pequenos tubos de vidrio llenos con
carb6n activo (0,6 g grénulos de carbén activo) en el flujo de gas. El segundo tubito sirvié
para controlar la carga del primer tubito lo cual se tomé para la andlisis. El carbén activado se
translad6 en un frasquito de headspace y se agregé 1 ml de alcohol benzilico. Antes del
andlisis se calent6 el frasco a 73°C durante 60 min.

El analisis del vapor del frasco de headspace se efectué con un cromatégrafo gaseoso Perkin
Elmer Auto-system; columna capilar Rtx-5, 30 m * 0,25 mm, espesor 0,25 um (Restek); S/SL
inyector con 200°C, 1 ml de volumen de injeccion, Flame Ionisation Detector de 280°C,
carrier gas nitr6geno: 3 ml/min, gas combustible: aire sintético (libre de hidrocarburos) con un
flujo de 400 ml/min, H; (libre de hidrocarburo) 40 ml/min. La temperatura inicial del horno
fue programada a 38°C (5 min isotérmica) con una tasa de 8°C/min hasta 120°C y apartir de
120°C una tasa de 20°C/min hasta 220°C (al final 1 min isotérmica).

Concentracién de hidrocarburos en el medio de las aleas y en el medio del cuerpo activado:

Durante el ensayo se analizé en los barros, en el medio del fotorreactor y en el medio del
cuerpo activado la concentracién de hidrocarburos en distintos momentos.

Métodos de analisis:

— Sustancias lipofilicas poco voldtiles (SLPV) segiin la norma DIN 38 409-H17

Hidrocarburos (HC) segiin la norma DIN38 409-H18

— Materia seca de los barros segiin la norma DIN 38 414-S2

— Hidrocarburos clorurados facilmente volatiles (CKW) segiin la norma DIN 38 407-F5

— Hidrocarburos aromiticos facilmente voldtiles (BTEX) segiin la norma DIN 38 407-F9,
GC-Headspace

Concentracién de fosfato y nitrégeno: '

En intervalos irregulares se analizaron las concentraciones de fosfato, amonio y nitrato en el
cuerpo activado y en el fotorreactor, agregdndose nutrientes en el caso de ser necesario. Test
de fosfato: (PMB) Merckoquant 1.10428, test de ammonio: tipo Merckoquant 1.10024, test de
nitrato: tipo Aquamerck 8032 (todos los test: Fab. Merck).
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3.8 Recuentos de bacterias viables

Se analizaron las unidades formadoras de colonias (ufc) en el barro (reactor de barro) y en el
medio del cuerpo activado. Para esto se diluyeron muestras con 0,6% NaCl y se aplicaron
diluciones adecuadas a placas con medio sélido: 3 g de extracto de levadura, 5 g peptona, 15 g
agar por 1 de agua dest., pH 7,2. Las placas fueron incubadas a 20°C, después de 3 - 5 dfas se
contaron las colonias formadas.

3.9 Toxicidad

La citotoxicidad se determiné con el test de LumisTox (test con bacterias luminescentes segin
la norma de DIN 38 412 parte 34 y 341), cepa: Photobacterium fischeri NRRL B-1117.

La genotoxicidad se determiné segiin el test de- mutagenicidad de Ames (MARON y AMES
1983) con la cepa Salmonella typhimurium TA98, con y sin activacién metabélica. La
activacion metabdlica se realizé con un test de preincubacién segiin AMES et al. (1975). Para
la metabolizacién se utilizé una fraccién-S9 del higado de ratas que fue activada con Aroclor
(Organo Teknika), se tomaron ratas machos de 8 a 10 semanas de edad que fueron tratados
con Aroclor 1254, 5 dias antes de ser sacrificados.

Las placas inoculadas se incubaron en la oscuridad durante 48 h a 37°C y se contaron las
colonias formadas (revertantes de His"). El nimero de revertantes esponténeas para la cepa
utilizada fue 20 — 40 colonias por placa. A partir de una cantidad de revertantes que fue el
doble del niimero de las revertantes espontdneas se considerd la muestra como mutigena.

4. Resultados y discusion

4.1 Concentracion de hidrocarburos en los barros

Los ensayos se realizaron con dos barros provenientes de diferentes origines y de distinta
composicién. Los pardmetros fisicoquimicos y las concentraciones de hidrocarburos son
presentados en la tabla 1.

Tab. 1: Pardmetros fisicoquimicos y composicién de hidrocarburos en los barros

Carga de barro pH | Materia | Sustancias lipofilicas poco HC BTEX CKW

seca (%) volitiles (mg/1) (mg/l) (ng/l) (ug/l)
1) Barro de sentinas 7 223 17000 14600 454 214
2) Barro de industria 7 13 1490 540 362 130

Al finalizar los ensayos se comprob6 en ambos barros (carga 1: después de 65 dias; carga 2:
después de 30 dias) una considerable reduccién de los hidrocarburos facilmente volatiles
tab. 2).

%’ara cc))mparar los plazos de eliminacién se calcul6 la perdida de la carga de barro 1 en base a
30 dias. Como se pudo verificar con un andlisis de CG (fig. 2), después de 30 dias se eliminé
mas del 95% del total de la concentracién de hidrocarburos de la fase gaseosa. La baja
eliminacién de CKW del barro 2 resulta de la heterogenicidad del barro. En el barro se
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produjo una considerable separacién de fases y una gran parte de la fase orgénica se adhiri6 a
la pared. Debido a esto una parte de los CKW dificilmente hidrosolubles no fueron accesibles
al proceso de stripping y a la degradacién microbiana.

Tab. 2: Concentracién de CKW y BTEX en los barros antes y después del correspondiente
plazo de tratamiento. La tasa de eliminacién, indicada en paréntesis, es calculada en

base a 30 dias
Sustancia Concentracion inicial | Concentracién final Eliminacidn Tasa de eliminacién
(ug/M (ug/) (%) (ng/1d)

BTEX carga 1 454 116 74 5,2 (11,3)
BTEX carga 2 362 v 95 11,5

CKW carga 1 214 24 89 2.9 (6,3)
CKW carga 2 130 54 58 2,5

4.2 Concentracion de hidrocarburos en las soluciones de nutritivas

En un perfodo largo de tiempo, para mantener el potencial degradador del sistema esbozado,
sin necesidad de cambiar los medios en el cuerpo activado y en el fotorreactor, tiene que
asegurarse que no se produzca una gran acumulacién de hidrocarburos en los correspondientes
medios. Esto se pudo probar para los BTEX y los CKW, en el medio del cuerpo activado, se
produjo no obstante una baja acumulacién de HC en el transcurso del ensayo (carga de barrol
y barro 2) (tab. 3).

Tab. 3: Concentracién de BTEX y CKW en los medios del cuerpo activado y en el medio de
algas (fotorreactor) en el transcurso del ensayo (inicio del ensayo, termino de la
primera fase con la carga de barro 1 y termino del ensayo)
<1” significa, que la concentracién estuvo debajo del limite de determinacién del

andlisis
Concentracién (ug/l)
Cuerpo activado Fotorreactor
Barro BTEX CKW HC BTEX CKW KwW
(Plazo de tratamiento) (ug/) (ne/) (ng/) (ug/ (ug/ (ug/)
Inicio (0 d) <1” <1? <1” <1” <1? <1
Termino carga 1__ (76 d) 30 4 600 15 <17 [<100
Termino carga2 (107 d) 3 4 1300 15 2 < 100
4.3 Concentracion de hidrocarbuos en la fase gaseosa y degradacién total de los
hidrocarburos

En un plazo de 4 semanas de ensayo se verificé claramente una reduccién de la concentracién
de hidrocarburos en la fase gaseosa del sistema de biorreactores (fig. 2 y 3). La comprobacién
se realiz6 por medio de dos métodos distintos: andlisis con un sensor de hidrocarburos, on-
line en el flujo de gas (fig. 2) y andlisis de CG de los hidrocarburos en muestras sacadas del
flujo de gas del sistema (fig. 3a—c).

Los hidrocarburos que escapan del barro por stripping circulan con el flujo de gas en todos los
compartimentos del sistema y correspondiendo a sus solubilidades, se disuelven también en la
fase acuosa del sistema (medio del cuerpo activado y medio del fotorreactor). Un testimonio
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de la eliminacién de estas sustancias se prueba cuando la cantidad total de los hidrocarburos
facilmente voldtiles se reduce en todo el sistema de reactores (fase gaseosa y fase acuosa).
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Fig. 2: Andlisis on-line (sensor) de la concentracién de hidrocarburos totales en la fase
gaseosa. Datos dan los valores promedios de 5 dias con una indicacién de los valores
extremos
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Fig. 3a—c: Cromatogramas de CG de la fase gaseosa (peak L da el disolvente)
a): inicio del ensayo, b) fin del ensayo, c) testigo

Como se puede ver (fig. 3a—c), 1a concentracién de hidrocarburos en la fase gaseosa se reduce
debajo del limite de determinacién (CG-andlisis con head space). La suma de las cantidades
absolutas de los hidrocarburos ficilmente voldtiles en el reactor de barro, el cuerpo activado y
el fotorreactor muestra que se realiz6 una considerable reduccién de hidrocarburos. En el
primer ensayo (carga de barro 1) la cantidad de BTEX en el sistema se redujo en un 82%
(correspondiendo a una tasa de reduccién de 0,08 mg/d), en el segundo ensayo (carga de barro
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2) en un 55% (correspondiendo a una tasa de reduccién de 0,023 mg/d). La disminucién de la
cantidad total de CKW en el ensayo 1 fue de 50% y en el ensayo 2 fue de 84%. Al comparar la
degradacién en los primeros 30 dias de los ensayos, se obtiene para ambos una cuota de
degradacién de 0,017 mg CKW por dia.

4.4 Concentracion de oxigeno y dioxido de carbono en la fase gaseosa

Adicionalmente a la concentracién de hidrocarburos en el flujo de gas se determinaron on-line
las concentraciones de oxigeno y dioxido de carbono.

La concentracién de CO, refleja la actividad biolégica (actividad degradadora) pero sélo
puede ser un pardmetro aproximando de suma, porque no fue posible de diferenciar entre la
producciéon de CO, de las bacterias y €l consumo de CO, de las algas. La concentracién de
CO; predominé entre 0,9% y 5% con valores aislados maximales de 8% y 15% (fig. 4).

La concentracion de oxigeno se analizé en la entrada y la salida del fotorreactor, de esta
manera se pudo determinar la produccién de O, de las algas. En general la concentracién de
oxigeno fue de 2% a 8% mis alta a la salida del fotorreactor que a la entrada del mismo. Esto
se puede tomar como prueba de la actividad fotosintética de las algas. Las concentraciones de
O, medidas en la fase gaseosa permiten concluir que no hubo en ningin momento de los
ensayos una limitacién de la actividad degradadora.

Las variaciones en las concentraciones de CO, y O, indican que en el sistema hubo asi
produccién de CO, como también consumo de O,. Las concentraciones de 0, y CO; se
pueden influenciar con la intensidad de la iluminacién del fotorreactor. Esto es una sefial clara
que la composicion de la fase gaseosa depende de la actividad metabélica de las algas.
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Fig. 4: Anilisis on-line de las concentraciones de O, y CO, en el gas de salida del
fotorreactor, valores promedios de 5 dfas con indicacién de los valores extremos
4.5 Desarollo de la biomasa

Se pudo demostrar un crecimiento de microorganismos en todos los reactores del sistema.
En el reactor de barro la concentracién de bacterias varié entre 10* y 10° cel./ml. Eso es una
sefial que hubo desarollo de bacterias en el barro sin que se agregaran nutrientes.
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En el fotorreactor tuvo lugar un fuerte crecimiento de las algas, de manera tal que en el
transcurso de ambos ensayos fue necesario sacar biomasa. Pero no se pudo cuantificar la
produccion de la misma porque las algas crecieron en las paredes del reactor.
En el cuerpo activado se comprobé un crecimiento de bacterias en el circuito de la solucién
nutritiva asi como en a la superficie de los granulos de arcilla, la concentracién bacteriana
subi6 de 3 « 10° cel./mla 2 * 102 cel./ml en la solucién nutritiva.

4.6 Monitoreo de la toxicidad

Inhibicién de la intensidad de la bioluminescencia de Photobacterium fischeri:

Al inicio y al término de los ensayos (carga de barro 1 y 2) se determind la toxicidad potencial
de los barros en un extracto orgdnico (extraccién con etilacetato y cambio del disolvente a
DMSO) y los mismos pueden ser clasificados como téxicos. El extracto de etilacetato de
barro 1 al inicio del ensayo tenia un valor EC50 de 7,4 g/l y al final del ensayo un valor de
142,2 g/1. El extracto de etilacetato de barro 2 al inicio del ensayo tenia un valor EC50 de
26,5 g/l a al final del ensayo de 19,3 g/l

En el transcurso del ensayo se analiz6 la toxicidad en la solucién nutritiva del cuerpo activado
y en el medio del fotorreactor. Para eso se sacaron muestras con una frecuencia regular y se
esterilizaron por filtracién y fueron introducido en el test de LUMISTox.

Para el medio del fotorreactor no se pudo calcular un valor EC50 porque las inhibiciones
méximas en todas las muestras estuvieron por debajo del 50% (5% a 37%). Las muestras del
cuerpo activado, tomadas en diferentes plazos de tiempo, mostraron considerables
oscilaciones en el potencial téxico, pero no indicaron una acumulacién de sustancias t6xicas
en el medio. La toxicidad determinada puede ser clasificada como baja y estuvo entre valores
de EC50 de 250 g/1 a 500 g/1.

Mutagenicidad de Salmonella tvphimurium TA9S8:

Para estimar en que medida se acumulan en el cuerpo activado y en el medio de las algas
sustancias con un bajo potencial téxico, pero con potencial mutagénico, se analizaron las
soluciones nutritivas del cuerpo activado y de las algas. No se detecté un potencial
mutagénico ni en el medio acuoso ni en el extracto de etilacetato.

5. Conclusiones

El sistema presentado en este trabajo para la biorremediacién de aire de escape contaminado
con hidrocarburos se pudo aplicar con éxito para eliminar BTEX, CKW y HC de una fase
gaseosa. El sistema tiene un volumen total de casi 501 (suma de todos los componentes del
sistema) y se determinaron tasas de degradacion de 2 - 6 mg por 1 y dia para CKW y casi
11 mg por 1 y dia para BTEX. La ventaja comparado con los biofiltros abiertos es que
funciona sin producir emisiones, no es necesario cambiar el material del filtro y no hay
emisién de esporas o de gérmenes. Para mantener la actividad biol6gica es necesario agregar
nitrégeno y fésforo al cuerpo activado, asi como al fotorreactor de las algas, pero no es
necesario recambiar las soluciones nutrientes (cuerpo activado y/o fotorreactor) para
contrarestar un potencial téxico, que se podria formar debido a una acumulacién de
hidrocarburos o sus metabolitos. Sin embargo, debido a la produccién de CO; en el cuerpo
activado y en el reactor de barro se produce biomasa que tiene que ser eliminada. El sistema
presentado se encuentra atin en el estado de desarollo y debe ser optimizado.
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Biorremediacion de suelos contaminados con mezclas complejas de
hidrocarburos

G. I VEcchioLl, O. R. CoSTANZA, 1. S. MORELLI, M. T. DEL PANNO, M. GARRE,
M. T. PAINCEIRA

Laboratorio de Biodegradacién Microbiolégica de Hidrocarburos, Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Nacional de La Plata, Calle 47 y 115, 1900 La Plata, Argentina

1. Introduccion

La biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos es un proceso dindmico en el
que contaminante, suelo, clima y actividad biol6gica interactdan para degradar, transformar e
inmovilizar los constituyentes del contaminante. En la naturaleza, los hidrocarburos se
eliminan del suelo por cualquiera de los siguientes procesos: biodegradacién, emisién,
percolacién y drenaje superficial. No hay metodologias estandarizadas para la evaluacién y
seguimiento de procesos de biorremediacién de mezclas de hidrocarburos en una matriz
sumamente compleja como el suelo. Se establecieron distintos sistemas experimentales con la
finalidad de describir los procesos involucrados en la biorremediacién de suelos
contaminados: terrarios, sistemas cerrados para el seguimiento de CO,, sistemas envenenados
con 1% de Cl,Hg para evaluar pérdidas abiéticas. Para monitorear los sistemas se
implementaron determinaciones microbiologicas, analiticas y toxicol6gicas que se
desarrollaran en el presente y los siguientes tres trabajos para mayor claridad.

En este trabajo se muestra la implementacién y evolucién de metodologias utilizadas para el
seguimiento de los procesos bioldgicos.

2. Materiales y métodos

Tierra: franco limosa, la relacion C: P: Nes 100: 12 : 8

Mezcla compleja de hidrocarburos: Residuo de industria petroquimica con alto contenido de
hidrocarburos arométicos polinucleares.

Preparacion de sistemas: Se incorpora 5% de residuo a suelo segiin las recomendaciones de
PRAMER y BARTHA (1972). Los sistemas contaminados y sin contaminar, se mantienen a
temperatura ambiente y con una humedad de 21%.

Recuentos microbianos: Los microorganismos se extraen de las muestras segiin DECHEMA
(1992). Se preparan diluciones seriadas en solucién 0,85% NaCl. Recuento de heterétrofos
viables cultivables en PC agar o R2A agar (REASONER y GELDREICH 1985). Recuento de
hongos en Cooke Rose Bengal agar con 25 mg % de estreptomicina (MARTIN 1950). Recuento
de bacterias degradadoras de hidrocarburos en medio mineral solidificado con agar y el
residuo colocado sobre la tapa de la placa de Petri (VECCHIOLI et al. 1990) o en medio mineral
(MORELLI et al. 1995) con extracto del residuo en n-hexano, por técnica del nimero mds
probable (MILLS 1978). Recuento de degradadores de fenantreno en medio sdlido segiin
técnica descripta por BOGARDT (1992) y de una mezcla de PAHs por técnica de NMP en
microplaca (WRENN y VENOSA 1996).

Determinaciones de actividad biolégica: Produccién de CO,, segin el método descripto por
PRAMER y BARTHA (1965). Actividad hidrolasa mediante la hidrélisis del diacetato de

200



Proyecto ENV 24: Sludge remediation process

fluoresceina (FDA) (SCHNURER y ROSWALL 1982) y actividad deshidrogenasa medida por
reduccién del cloruro de trifenil tetrazolium (TTC) (THALMANN 1968).

3. Resultados y discusién

El aumento de las poblaciones bacterianas viables detectadas en distintos medios de cultivo
(fig. 1) esta relacionada con el aumento en la produccién de CO, y actividad deshidrogenasa
(fig. 2). Esta relacién se cumple s6lo durante las primeras etapas del proceso de
biorremediacion, luego los recuentos se estabilizan y la actividad biolégica decrece. No existe
correlacion con la actividad hidrolasa que se mantuvo siempre en el nivel del suelo sin
contaminar.
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Fig. 1: Desarollo de las bacterias viables y de los hongos en distintos medios en el tiempo
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Fig. 2: Actividad de la deshidrogenasa y evolucién de CO, en el tiempo
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Los recuentos bacterianos permiten detectar solamente el efecto temprano de la contaminacién
(incremento inicial detectado con cualquier medio de cultivo).

A largo plazo los recuentos bacterianos en sistemas contaminados mantienen niveles
significativamente superiores a los de suelo sin contaminar, a pesar que no se detecta
actividad biolGgica. Por este motivo los recuentos bacterianos pueden usarse como criterio
para establecer existencia de contaminacién de suelos con PAHs.

Para el seguimiento del proceso biol6gico brinda mayor informacién la determinacién de
actividad biol6gica, medida como produccién de CO; o como actividad deshidrogenasa.
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Métodos analiticos para el analisis de mezclas complejas de hidrocarburos

O. R. CosTANZA, G. I. VECCHIOLL S. A. GIORGIERI, M. T. PAINCEIRA

Laboratorio de Biodegradacion MicrobiolGgica de Hidrocarburos, Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Nacional de La Plata, Calle 47 y 115, 1900 La Plata, Argentina

1. Introduccion

El mayor problema en el andlisis de hidrocarburos en residuos y suelos contaminados es la
presencia simultdnea de cientos de compuestos diferentes, tanto aliféticos como aromdticos.
Generalmente, es necesaria la preseparacién de los constituyentes en clases de estructura
similar antes de su identificacién. Muchos esquemas de fraccionamiento involucran una
combinaci6én de procedimientos de separaci6n, requieren grandes voldmenes de solventes y
tiempos de proceso largos que no se ajustan a la rapidez requerida para el an4lisis de rutina
(BUNDT et al. 1991). En este trabajo se describen distintos ensayos en los que se muestra la
implementacién de técnicas y procedimientos cromatogrificos para la caracterizacién de
mezclas complejas de hidrocarburos. Los resultados se comparan con los obtenidos con
técnicas mds sofisticadas y con técnicas gravimétricas.

2, Materiales y métodos

2.1 Origenes de mezclas complejas de hidrocarburos

Residuos industriales y tierras contaminadas.

2.2 Procesamiento de muestras
2.2.1 Determinaciones cualitativas

Extraccién de residuos: Una porcién de la muestra (50 mg), parcialmente deshidratada sobre
toallas de papel, se coloca en un frasco con el solvente de extraccién (2 ml). La extraccién se
efectda por agitacion manual a temperatura ambiente (10 minutos). El extracto obtenido se
filtra por papel antes de realizar el andlisis cromatogrifico.

Extraccién de tierra: La muestra de suelo contaminado (25 g) se mezcla con Na,SO, anhidro
(25 g) y la mezcla se extrae en Soxhlet durante 6 h, usando n-hexano como solvente de
extraccion. Luego, se efectia una concentracién hasta un volumen de 5 ml. Este concentrado
es sometido a cromatografia gaseosa (CG).

La caracterizacion de los hidrocarburos presentes en las muestras se efectia por comparacién
con los tiempos de retencién de una mezcla estdndar (44 hidrocarburos).

2.2.2 Determinaciones cuantitativas

Gravimétricas: La cuantificacién de residuos y tierras contaminadas se efectiia mediante la
metodologia y técnicas descriptas por DIBBLE y BARTHA (1979).
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Cromatograficas:

Extraccion de residuos: La forma de extraccion es la descripta en la determinacién cualitativa,
pero agregando estdndar interno. Para poder expresar el contenido de hidrocarburos en peso
seco de residuo, una porcién del residuo parcialmente deshidratado se coloca en un desecador
con Cl,Ca durante 12 h.

Extraccion de tierra: La muestra se procesa de la misma forma que la indicada en
determinaciones cualitativas, adicionando estdndar interno antes de la extraccién.

Método cromatogrdfico: Se utiliza un cromatdgrafo Perkin-Elmer autosystem con columna
capilar (50 m - 0.25 mm ID) no polar (95% metilo, 5% fenilo) con sistema detector FID
carrier gas nitrégeno, programa de temperatura:

T, = 50°C t,= 4 min r, = 4 K/min
T, = 150°C t,= 0 min r,=10 K/min
T;=300C: . #:=15 msin

Tinyecr.or =280°C  Tgetecior = 300°C

3. Resultados
3.1 Anadlisis cualitativo de mezclas complejas de hidrocarburos

Se trabaja con dos residuos de distinto origen y composicién. Uno de ellos proviene del
sistema de tratamiento primario de efluentes petroquimicos (API-2) y tiene un alto contenido
de hidrocarburos policiclicos arométicos (HPAs). El otro tiene su origen en la extraccién de
crudo de petréleo (RCP) y su composicién es mayoritariamente alifética.

Seleccion del solvente de extraccion: Para determinar eficacia cualitativa de extraccién se
realizan, sobre ambos residuos, extracciones con n-hexano, cloroformo y acetona/benceno
(1:1 v/v). Los extractos obtenidos de ambos residuos presentan una composicién muy
compleja, cualquiera sea el solvente de extraccién usado.

Los hidrocarburos presentes en el residuo API-2 fueron maés eficientemente extraidos con la
mezcla acetona/benceno, tanto por el niimero de picos obtenidos como por las intensidades de
las dreas de hidrocarburos individuales, que con cloroformo y n-hexano. (GIORGIERI et al.
1996). Los resultados de la extraccién con acetona/benceno son coincidentes con los 114
picos obtenidos cuando la extraccion fue realizada con sonicacién y reflujo (REMMLER et al.
1995). En todos los casos los extractos mostraron una composicion mayoritaria en HPAs.

En el residuo RCP la extraccién fue satisfactoria con cloroformo, sin embargo fue mds
eficiente con acetona/benceno, teniendo en cuenta la zona de hidrocarburos livianos (BTEX),
mientras que con n-hexano no se logré la extraccién de los constituyentes del residuo
(GIORGIERI et al. 1996). En este caso los extractos mostraron una composicién
mayoritariamente alifatica.

Los resultados obtenidos del andlisis de ambos residuos indican que la extraccién con
acetona/benceno ha sido la més eficiente, a pesar de tratarse de residuos de diferente origen y
con una composicién en hidrocarburos marcadamente distinta.
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32 Analisis cuantitativo de mezclas complejas de hidrocarburos

En este ensayo se trabaja con el residuo API-2 y tierra contaminada con 10% (p/p) del mismo
residuo. Se determina el contenido de hidrocarburos de ambas muestras por técnicas
gravimétricas y cromatograficas. En la determinacién cromatogrifica se utiliza n-hexadecano
como estandar interno. Se determina el grado de recuperacién de las técnicas utilizadas por
comparacién de los resultados con los obtenidos por REMMLER et al. (1995).

Residuo: Los resultados cromatograficos, 91 g/Kg, son coincidentes con los 93 g/Kg
obtenidos usando métodos termoanaliticos (Py-GC/MS y TG-MS) en conbinacién con
extraccion convencional y fluida supercritica (REMMLER et al. 1995), teniendo en cuenta la
heterogeneidad del residuo. Los valores obtenidos por la técnica gravimétrica, 116 g/Kg,
también son similares si se tiene en cuenta que estos valores incluyen la fraccién asfiltica que
no es posible detectar por CG. Mediante la técnica gravimétrica se determiné como fraccién
mayoritaria a la aromdtica (tab. 1), con valores similares a los encontrados por Remmler et al.
(62%). También se obtienen resultados comparables al cuantificar doce HPAs seleccionados
por ser mayoritarios en los residuos. Las concordancias con los resultados de REMMLER et. al.,
verifican que las metodologias empleadas fueron capaces de reproducir resultados obtenidos
con equipamiento mds sofisticado.

Tab. 1: Fraccionamiento en columna de la FEE correspondiente al residuo API-2

Fraccion g de fraccién / 100 g de FEE
Aliféticos 1757
Aromadticos 55,7
Asfilticos 26,6

Tierra: Se determina el grado de recuperacién de la técnica utilizada en la extraccién de tierra
respecto a los resultados obtenidos en la caracterizacién del residuo por CG.

Todos los hidrocarburos detectados en el residuo API-2 luego de la extraccién con
acetona/benceno (excepto xilenos, n-C26 y n-C27) fueron recuperados de la mezcla tierra-
residuo luego de la extraccién en Soxhlet con n-hexano.

La concentracién de hidrocarburos en suelo al que se adicioné 10% de residuo fue de 8 g/kg
de sistema seco, resultado concordante con la concentracién de 91 g/kg de residuo
determinada en éste. La distribucién porcentual individual de los compuestos seleccionados
detectados en la mezcla tierra-residuo también se correlaciona (r2 = 0,9931) con la encontrada
en el residuo (tab. 2). La buena correlacién de estos resultados confirma la eficiencia del
n-hexano en la recuperacién de los constituyentes del residuo del suelo cuando las muestras
son extraidas en Soxhlet.

3.3 Seguimiento de la eliminacién de hidrocarburos en procesos de biorremediacién

En este ensayo se utilizé el mismo sistema preparado en el ensayo anterior (tierra adicionada
de residuo API-2 al 10% (p/p)). Se efectuaron determinaciones de hidrocarburos mediante las
técnicas gravimétrica y cromatografica al inicio de la experiencia y luego de 365 dias de un
proceso de biorremediacion.

Los resultados cromatograficos iniciales (dia 0) son los mostrados en el ensayo anterior. Los
resultados gravimétricos muestran un valor de FEE de 10,4 g/kg de sistema seco.
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Tab. 2: Concentracion relativa de HPAs seleccionados en el residuo API-2A y en el sistema
tierra-residuo

RESIDUO TIERRA-RESIDUO
COMPUESTO (g de HPA/100 g de HPAs seleccionados) (g de HPA/100 g de HPAs
seleccionados)
Naftaleno 35,02 29,71
Metilnaftaleno 16,10 14,90
Bifenilo 4,83 4,85
Acenaftileno 11,25 10,59
Acenafteno 3.63 2,54
Fluoreno 6,75 7.08
Fenantreno 15,46 14,68
Antraceno 4,70 4,92
Fluoranteno 2,35 317
Pireno 5,18 5,38
Benzo(a)antraceno 1,52 1,49
Criseno 1,09 0,68

Luego de 365 dias los resultados fueron de 0,4 g/kg de sistema seco por la técnica
cromatografica y 5,7 g/kg de sistema seco por la técnica gravimétrica.

Estos resultados indican que las dos metodologias muestran valores de hidrocarburos totales
similares para las determinaciones del dia cero, ya que si a la FEE le sustraemos el contenido
de asfélticos obtenemos un valor de hidrocarburos totales de 6,4 g valor del mismo orden que
los 8 g obtenidos por CG. Sin embargo esto no sucede en la determinacién realizada a los 365
dias, donde la FEE es un orden de magnitud superior al valor obtenido por CG. Esta
diferencia puede ser atribuida a compuestos asfélticos y productos de degradacién que no son
detectados por CG.

La diferencia entre las metodologias utilizadas influyen severamente en la evaluacién de la
eliminacion de hidrocarburos del sistema, ya que por la técnica gravimétrica se determina una
eliminacién del 45% de la FEE, mientras que por la técnica cromatografica la eliminacién
alcanza el 94%. Como consecuencia, la utilizacién de la técnica gravimétrica conduce a una
subestimacion en lo que hace a la eficiencia del proceso de biodegradacién.

4. Conclusiones

Se ha desarrollado un método simple, rdpido y econémico, para la caracterizacién cualitativa y
cuantitativa de los hidrocarburos contenidos en residuos de diferentes origenes y en suelos
contaminados. Los resultados muestran que la selectividad y eficiencia de las técnicas aqui
empleadas son comparables a los obtenidos en trabajos previos utilizando equipamiento més
sofisticado. Usando esta metodologia ha sido posible extraer, separar e identificar por CG
compuestos alifdticos, monoaromdticos, diaromdticos y poliaromdticos tanto en residuos
como en suelos contaminados.

La comparacién de los resultados obtenidos por las técnicas cromatograficas con los obtenidos

por técnicas gravimétricas, muestran que €sta ultima es efectiva y comparable con CG en la
caracterizacion de residuos y en la evaluacion de suelos recientemente contaminados.
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Caracterizacion de la toxicidad de mezclas complejas de hidrocarburos
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I Benhe—Cortiz, M. T. Painceira’

"Laboratorio de Biodegradacién Microbiolégica de Hidrocarburos, Facultad de Ciencias
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1. Introduccion

La determinacién de la toxicidad de una mezcla compleja de hidrocarburos se debe basar en el
conocimiento de los procesos que llevaron a su produccién y en la caracterizacién biolégica y
quimica de la misma (BROWN et al. 1983).

No existe una especie biolégica o ensayo que pueda indicar los efectos téxicos de todos los
compuestos quimicos o mezclas, por lo tanto se debe utilizar una bateria de bioensayos.
Muchos aspectos de la toxicidad de mezclas han sido evaluados usando test bacterianos,
debido a que su aplicacién resulta préctica (ya que los microorganismos tienen un ciclo de
vida corto, son estables y ficiles de mantener); y por otra parte la actividad bacteriana es
esencial en los procesos de biodegradacion.

En este trabajo se presenta una baterfa de ensayos cortos que permitiria evaluar distintos
aspectos de la toxicidad de dichas mezclas.

2 Materiales y métodos

2.1 Residuos

Se estudiaron 4 residuos con hidrocarburos (API-1, API-2, API-2N y RBT) de distintos
origenes. Los residuos API-1 y API-2 fueron tomados de piletas de almacenamiento en
cambio los residuos API-2N y RBT no habian sufrido almacenamiento.

a) Se determiné el potencial téxico sobre la flora del suelo con el test de inhibicion de la flora
bacteriana del suelo cultivable en Plate Count Agar (Difco) (USEPA 1986), el test de
inhibicién de la germinacién y elongacién de raices de L. safiva (KWAN 1991).

b) Se caracterizé la toxicidad con el test de inhibicién del crecimiento de B.cereus en medio
s6lido (LIU et al. 1989), el test de inhibicién de la reduccién de la resazurina (THOMSOM et al.
1986), y el test de toxicidad por metales pesados MetPlate™ (Group 206 Technologies,
Gainesville, Fl.).

c) Se determiné la genotoxicidad con el test de mutagenicidad de Ames (MARON y AMES
1983). Se utilizé la cepa TA98 de Salmonella typhimurium con o sin el agregado de la
fraccién microsomal S9 obtenida a partir del higado de hamster previamente inducido con 20-
metilcolantreno (PHILLIPSON y IOANNIDES 1989). Los residuos fueron sometidos a una
extraccién con ciclohexano y luego fueron redisueltos en DMSO (BLACKBURN et al. 1986).
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2.2 Fraccién extractable en éter (FEE) de los residuos

Se determiné la inhibicién del crecimiento de B.cereus en medio sélido, la inhibicién del
crecimiento en medio liquido (MORELLI et al. 1995), la inhibicién de la reduccién de la
resazurina, y la genotoxicidad en el test de Ames.

2.3 Tierra contaminada con residuo API-2

Se agregaron 2,50 g de residuo por cada 100 g de tierra seca. Se mantuvo el sistema a 21°C,
regado y aireado periédicamente. Se determiné toxicidad luego de 0, 45, 90, 180 y 373 dias.
Para la determinacién de toxicidad se realizaron dos extracciones (acuosa y orgénica) de cada
sistema (MARK et al. 1987).

a) Fraccién acuosa: test de inhibicién de la germinacion y elongacién de raices, test de
toxicidad por metales pesados MetPlate™.

b) Fraccién acetonitrilo: test de inhibicién del crecimiento de B.cereus en medio solido, test
de inhibici6n del crecimiento en medio liquido, test de inhibicién de la reduccién de la
resazurina, test de mutagenicidad de Ames.

3. Resultados

3.1 Residuos

Con la bateria propuesta se pudo demostrar que los residuos no son téxicos para las bacterias:
No se observé efecto téxico sobre la flora bacteriana del suelo (fig. 1a), en ningin caso se
observé halo de inhibicién del crecimiento de B. cereus en medio sélido ni inhibicién de la
reduccion de la resazurina. La tnica evidencia de toxicidad sobre bacterias se observé con el
test de toxicidad por metales pesados MetPlate™ en el cual el residuo API-2 mostré toxicidad
cuando se ensay6 puro y diluido 1:2.

Por el contrario, todos los residuos demostraron tener un fuerte efecto inhibitorio sobre la
germinacion de semillas de L. sativa (fig. 1b) y la elongacién de las raices.

El residuo API-2 demostré efecto mutagénico directo e indirecto (con activacién metabélica
S9) sobre la cepa S. typhimurium TA 98, los residuos API-2N y RBT no mostraron evidencias
de mutagenicidad (fig. 1c y d). El residuo API-1 resulté incompatible con el sistema de
extraccion.

3.2 Fraccion extractable en éter (FEE) de los residuos

Las fracciones extractables en ether de estos residuos demostraron toxicidad sobre bacterias.
Todos los residuos (FEE) mostraron inhibir la reduccién de la resazurina (fig. 2a). Sin
embargo se encontrd que la FEE de API-2N y RBT tiene mayor efecto inhibitorio que la FEE
de los residuos almacenados.

Se demostré que el ensayo de inhibicién del crecimiento de B. cereus en medio sélido
descripto por LU et al. (1989) es incompatible con este tipo de muestras e incluso con
soluciones saturadas de naftaleno y benzo(a)pireno. Sin embargo, utilizando un cultivo de B.
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cereus en fase exponencial temprana, se logré poner en evidencia la toxicidad del naftaleno y
de la FEE del residuo API-2 redisefiando el ensayo en medio liquido (fig. 2b).

S6lo se observé efecto mutagénico indirecto de la FEE de los residuos API-1 y API-2
(fig. 2b y c).
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Fig. 1: Caracterizacion de la toxicidad de los residuos:
a) Test de inhibicién de la flora bacteriana del suelo cultivable en Plate Count Agar.
b) Test de inhibicién de 1a germinacién de semillas de L. Sativa.
c) Test de mutagenicidad de Ames, S. typhimurium TA98.
d) Test de mutagenicidad de Ames, S. typhimurium TA98 en presencia de
activacién microsomal S9

3.3 Tierras contaminadas

El extracto acuoso no demostré efecto téxico con el test MetPlate™. En cambio se observé
inhibicién de la germinacién de las semillas de L. sativa el dia 0. A los 45 dias el efecto
inhibitorio es mayor y se mantiene constante hasta los 180 dias. Al afio de tratamiento alcanza
los niveles de la tierra limpia (fig. 3a). No se observan cambios apreciables del efecto

inhibitorio sobre la elongacidon de las raices.

El extracto acetonitrilo no demostré inhibir el crecimiento de B. cereus (fig. 3b), tampoco se
observé efecto inhibitorio sobre la reduccion de la resazurina.
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Fig.2: Caracterizacién de la toxicidad de la FEE de los residuos:
a) Test de inhibicién de la reduccién de la resazurina.
b) Test de inhibicién del crecimiento de B. cereus en medio liquido.
¢) Test de mutagenicidad de Ames. S. typhimurium TA98.
d) Test de mutagenicidad de Ames. S. typhimurium TA98 en presencia de activacién
microsomal S9

Se observo efecto mutagénico directo e indirecto. El efecto directo disminuyd, pero en un afio
no alcanzo los valores de la tierra testigo se mantuvo o aumenta y nunca se logro alcanzar los
valores de la tierra testigo (fig. 3c). El indirecto aumenta luego de la contaminacién (fig. 3d).

4. Conclusiones

Fue necesario modificar algunos ensayos para que fueran compatibles con los sistemas
estudiados. Ninguno de los residuos mostré toxicidad sobre bacterias, indicando que los
mismos podrian ser tratables métodos biolégicos. En cambio todos inhibieron la germinacion
de las semillas y algunos mostraron ser mutagemcos La FEE de todos los residuos mostré
toxicidad sobre bacterias.

La bateria de ensayos permitié caracterizar la toxicidad de tierras contaminadas y monitorear
los cambios de toxicidad en el tiempo.
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Fig.3: Caracterizaci6n de la toxicidad de tierra contaminada con residuo API-2. Monitoreo
de los cambios en el tiempo:
a) Test de inhibicién de la germinacién de semillas de L. Sativa.
b) Test de inhibicién del crecimiento de B. cereus en medio liquido.
c) Test de mutagenicidad de Ames S. typhimurium TA98.
d) Test de mutagenicidad de Ames S. typhimurium TA98 en presencia de activacién
microsomal S9
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Ecologia microbiana de ambientes contaminados con mezclas complejas de
hidrocarburos

M. T. DEL PANNO, O. R. COSTANZA, I. S. MORELLI, M. GARRE, G. 1. VECCHIOL],
M.T. PAINCEIRA

Laboratorio de Biodegradacién Microbiolégica de Hidrocarburos, Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Nacional de La Plata, Calle 47 y 115, 1900 La Plata, Argentina

1. Introduccion

El conocimiento de los aspectos cualitativos y cuantitativos de la microbiologia de un
ecosistema proporciona una informacién valiosa respecto al potencial de ese ecosistema en el
ciclo biogeoquimico. Las condiciones ambientales de un ecosistema determina la composicién
cuali-cuantitativa de su poblacién bacteriana. Cualquier cambio que involucre procesos
degradativos como los provocados por la contaminacién con hidrocarburos producird cambios
en la biocenosis bacteriana aut6ctona. (VESTAL et al. 1984)

En el presente trabajo se estudia la poblacién bacteriana predominante en dos ambientes
altamente contaminados con hidrocarburos, residuos petroquimicos almacenados en piletas y
suelos contaminados con dichos residuos. Ademads se evalian los cambios producidos sobre la
biocenosis bacteriana del suelo limpio como consecuencia de la contaminacién con residuos
petroquimicos.

2. Materiales y métodos

Residuo: Son barros residuales del sistema primario de tratamiento de efluentes de industrias
petroquimicas, contaminados con hidrocarburos (91 gZKg) mayoritariamente aromdticos
(VECCHIOLI et al. 1997). Su composicién es comparable a la de la creosota, sustancia utilizada
para inhibir el desarrollo de microorganismos en la madera (RITTER y SCARBOROUGH 1995)

Suelo: Las muestras corresponden al horizonte A de un suelo franco-limoso. Composicién:
carbono orgénico: 2,9%; materia orgédnica: 5%; Nitrégeno total: 0,27% y fésforo disponible:
0,0034%; pH: 5,5 - 5,7.

Suelos contaminados: Muestras de suelo se contaminan con concentraciones crecientes de
residuo: 2,5%, 5% y 10% p/p, equivalente a 1405 ppm, 2196 ppm y 7290 ppm de
hidrocarburos ¢romatografiables.

Monitoreo de suelo: Mediante el recuento de bacterias heterétrofas, el recuento de bacterias
degradadoras de hidrocarburos y la actividad biolégica mediante la actividad deshidrogenasa
con Cloruro de Trifenil Tetrazolium (TTC). Los sistemas son incubados a 22+2°C y la
humedad es mantenida en 20%.

Métodos de recuento: Recuento de bacterias heterétrofas cultivables en R2A agar y NMP de
bacterias degradadoras de la fraccién hidrocarburo del residuo. Técnicas descriptas en
”Biorremediacién de suelos contaminados con mezclas complejas de hidrocarburos™.

Aislamiento y caracterizacién de cepas: A partir de los recuentos de bacterias heterétrofas de
los residuos, de suelo limpio y suelo contaminado son repicadas entre 20 y 30 colonias de una
misma dilucién en R3A-Agar. A partir de los tubos positivos, correspondientes a las mayores
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diluciones del NMP, son aisladas las cepés degradadoras de hidrocarburos de suelo limpio y
suelos contaminados.

Las cepas aisladas del residuo son caracterizadas por la coloracién de Gram, capacidad de
desarrollo sobre agar cetrimide, capacidad de desarrollo con la fraccién de hidrocarburos del
residuo, utilizacién de fenantreno y de n-hexadecano como tinica fuente de energia y
produccion de surfactantes (ZAJIC y MAHOMEDY 1984).

Las cepas predominantes de los sistemas de suelos contaminados se aislan a los 35 dfas de la
incorporacién del residuo (perfodo de méximo recuento de bacterias heterétrofas y
. degradadoras de hidrocarburos y préximo al de mayor actividad biolégica) y al afio de la
contaminacion. Dichas cepas se clasifican por la coloracién de Gram, movilidad, morfologia
bacteriana, pigmentacién de la colonia, utilizacién oxidativa-fermentativa de la glucosa,
actividad catalasa y oxidasa.

Las cepas Gram negativas y no fermentadoras de glucosa se analizan mediante el sistema de
identificacién de API-20 NE de bioMerieux y las restantes se clasifican en tipos fisioldgicos y
luego a nivel familia o género mediante manuales de identificacién (TAKATA et al. 1992).

Anilisis de los datos: Los perfiles de pruebas bioquimicas y utilizacién de sustratos de las
cepas Gram negativas no fermentadoras de glucosa son analizados comparativamente con los
perfiles de las cepas de referencia del sistema API-20 NE mediante técnicas de agrupamiento
del tipo jerdrquico (ligamiento promedio -UPGMA-). En base a los dendogramas resultantes
se clasifican las cepas a nivel de género con un porcentaje de similitud entre el 61 y 100% con
las cepas de referencia.

Se realiza un andlisis comparativo de los perfiles correspondientes al conjunto de cepas
predominantes aisladas del suelo limpio y de los contaminados a los 35 dias y al afio mediante
el andlisis de los componentes principales , PCA.

3. Resultados y Discusién

Residuos: Los residuos presentan niveles de microorganismos heterétrofos de 1,8 « 10° ufc/gy
un NMP de microorganismos degradadores de hidrocarburos de 3,3 » 10%.

Las cepas aisladas son en su mayoria bacilos Gram negativos, capaces de desarrollar con los
hidrocarburos del residuo, un 84% crece en agar cetrimide, un 45% produce surfactantes, un
30% crece con fenantreno (uno de los hidrocarburos mayoritarios del residuo) y no se detectan
cultivos capaces de desarrollar con n-hexadecano (ausente en los residuos). La poblacién de
bacterias viables detectada podrfa considerarse exdgena sin embargo las propiedades
bioquimicas observadas podrian ser consideradas un indicio de que se ha producido una
seleccion de los microorganismos provocada por las condiciones extremas que presentan los
residuos.

Suelo: El contenido de bacterias heterétrofas es de 5« 10’ ufc/g de tierra seca y el NMP de
bacterias degradadoras de 1 » 10° cél./g de tierra seca.

La composicién taxonémica de la comunidad bacteriana muestra un predominio del grupo
Coryneforms (35%), seguido por el género Pseudomonas (20%) y Acinetobacter (11%). La
relacién de cepas Gram positivas / Gram negativas es de 57% : 43%.

Suelos contaminados: Las tablas 1 y 2 presentan las caracteristicas de los sistemas en el
momento de la seleccién de las cepas predominantes.
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Todas las concentraciones de residuo incorporado al suelo producen un aumento en la
poblacién heterétrofa y en la poblacién degradadora de hidrocarburos , con un maximo a los
35 dias. Este comportamiento puede ser atribuido a la variedad de hidrocarburos facilmente
metabolizables en las tierras contaminadas recientemente (35 dias) que son degradados por la
poblacién bacteriana en el transcurso del afio.

El suelo contaminado con 10% de residuo muestra un significativo cambio en la relacién de
Gram positivos / Gram negativos : 33% / 67% a los 35 dias de la contaminacién. Al finalizar

la experiencia dicha relacién se restablece.

Tab. 1: Caracteristicas de los sistemas tierra-residuo a los 35 dias de la contaminacién

Residuo en tierra Hidrocarburos B. heterdtrofas B.degradadoras Actividad
(%) cromatografiables (ufc/g « 5) (NMP/g » 8) deshidrogenasa
(mg/Kg) (Lg/TPF e g «5)
2,5 1405 7.5 10° 1,8+ 10° 20
5,0 2196 7,0+ 10° 8,1+ 10’ 19,5
10,0 7290 8,0 10° 1,0+ 10° 13,5
Suelo limpio 32 5,010’ 1,11 +10° 20

Tab. 2: Caracteristicas de los sistemas tierra-residuo al afio de la contaminacién

Residuo en tierra Hidrocarburos B. heterétrofas B.degradadoras | Actividad deshidrogenasa
(%) cromatografiables (ufc/g « 8) (NMP/g « 5) (Mg/TPF « g s 5)
(mg/Kg)
2.8 292 1,0+ 10° 3,0e10° 19
5,0 239 1,5+ 10° 1,010’ 28
10,0 487 4,0+ 10° 2,0+ 10° 65

La tabla 3 presenta los géneros predominantes obtenidos a los 35 dias y al afio de la
contaminacién. A los 35 dias se observa que el aumento en la concentracién de residuo
produce un incremento en el género Pseudomonas. Asimismo, el sistema con menor
concentracién de residuo presenta la mayor diversidad de géneros. A los 360 dias predomina
el género Bacillus, en los sistemas con 5% y 10% de residuo. El género Pseudomonas
disminuye en todos los sistemas al afio de la contaminacion..

Los valores de actividad deshidrogenasa de las tierras contaminadas a los 35 dias no refleja el
notable aumento en la poblacién heterétrofa y degradadora. Sin embargo dicha actividad
alcanza valores maximos 10 dias después de alcanzarse el mdximo de recuentos bacterianos.
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Tab. 3: Géneros predominantes aislados de los sistemas contaminados

Suelo limpio 35 dias 360 dias
5% 10% 2.5% 5% 10%

Coryneforms Coryneforms Coryneforms Coryneforms Bacillus Bacillus

(35%) (50%) (15%) (40%) (40%) (60%)

Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas | Agrobacterium | Alcaligenes Pseudomonas

Acinetobacter | Acinetobacter Alcaligenes Pseudomonas Agrobacterium

(30%) (40%) (60%) (30%) (24%) Xantomonas
(32%)

Las subpoblaciones bacterianas Gram negativas no fermentadoras, predominantes en los
sistemas, son analizadas comparativamente mediante PCA. En un primer andlisis se incluyen
las cepas predominantes de los sistemas contaminados a los 35 dias mis las del suelo limpio.
La representacién en tres dimensiones corresponde a los tres primeros componentes
principales. La figura 1 indica que los perfiles de las cepas predominantes recuperadas de los
sistemas contaminados serfan semejantes a los de suelo limpio. Este comportamiento puede
asociarse a la seleccién del género Pseudomonas en forma proporcional con el aumento del
contaminante (tab. 3).

PCA

“2 _b

Fig. 1: Distribucién de la poblacién bacteriana Gram negativa predominante en suelos
contaminados y suelo limpio. Tiempo de contaminacién: 35 dias. Sfmbolos:
% = Suelo limpio, 00 = Suelo con 2,5% de residuo, O = Suelo con 5% de residuo Y,

A = Suelo con 10% de residuo

Solamente en el sistema contaminado al 2,5% se observa un conjunto de cepas que se separa
del grupo mayoritario sobre el PC 1. La baja concentracién de hidrocarburos no seria
suficiente para seleccionar predominantemente Pseudomonas. No obstante produce un
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importante aumento en la poblacién heterétrofa y degradadora y una mayor diversidad de

géneros que se manifiesta en los diferentes perfiles, posiblemente a expensas de compuestos
distintos de hidrocarburos.

En un segundo andlisis se incluyen las cepas Gram negativas predominantes de los sistemas
contaminados al afio y las cepas de suelo limpio (fig. 2). En este momento todos los sistemas
han disminuido sus niveles de poblacién heterétrofa y degradadora, asi también el predominio
de Pseudomonas y aparece una mayor diversidad de géneros degradadores de hidrocarburos.

Fig. 2: Distribucién de la poblacién bacteriana Gram negativa predominante en suelos
contaminados y suelo limpio. Tiempo de contaminacién: 1 afio. Simbolos: % = Suelo
limpio, [1 = Suelo con 2,5% de residuo, O = Suelo con 5% de residuo y, A = Suelo
con 10% de residuo

El PCA de la figura 2 indica que un grupo de cepas del suelo contaminado al 5% forman un
conjunto claramente separado del suelo limpio, sobre el PCl y que el sistema al 2,5%
mantienen una distribucion de cepas semejante a la observada a los 35 dias de la
contaminacién. Dichos sistemas dan valores de actividad deshidrogenasa semejantes a suelo
limpio. En el sistema con 10% de residuo aiin se detectan cepas con perfiles préximos a los de
suelo limpio y valores altos de actividad deshidrogenasa. Esta tierra contaminada tuvo los
mayores valores de actividad desde los 45 dias hasta el afio de la contaminacién. Sin embargo
manifest6 un importante descenso en la poblacién degradadora de hidrocarburos. Debe tenerse
en cuenta que las cepas estudiadas representan sélo una fraccién del total de los
microorganismos del suelo: bacterias viables cultivables.

El comportamiento observado al afio de la contaminacién podria asociarse a la disminucién de
sustratos ficilmente metabolizables y a la aparicién de productos del metabolismo de la
poblacién bacteriana temprana. A partir de ellos se seleccionaria una poblacién bacteriana
tardia con propiedades metabdlicas aptas para la degradacion de estos productos.

Cabe aclarar que los bajos porcentajes de variacién aportado por los tres primeros PC, 44% en
la figura 1 y 52% en la figura 2 no son adecuados para lograr una interpretacién mds clara del
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comportamiento de las cepas. Sin embargo son suficientes para observar la seleccién de
poblaciones bacterianas con perfiles muy diferentes a partir del suelo limpio por la
incorporacién del residuo petroquimico. La seleccién es méds evidente luego de un afio de la
contaminacién, cuando predominan en el sistema hidrocarburos dificilmente degradables.
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