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RESUMEN

Los suelos contaminados con hidrocarburos del petrdleo (HTP) representan una
importante problematica ambiental. La biorremediacion ha demostrado ser una técnica
eficaz para la recuperacion de estos suelos. Es sabido que el mejoramiento de las
condiciones ambientales y nutricionales de la microflora autoctona de los suelos puede
incrementar los procesos de biodegradacion. Esto puede lograrse modificando la
humedad y la disponibilidad de nutrientes en suelos pobres, es decir, aplicando lo que se
conoce como un proceso de bioestimulacién. El objetivo de este trabajo fue evaluar un
proceso de bioestimulacion de los microorganismos autdctonos presentes en un suelo
arido contaminado con HTP de la Cuenca Neuquina. Ademas, se analizo el efecto del
agregado de virutas de madera con el objeto de mejorar las condiciones de aireacion del
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suelo. Se disefiaron ocho microcosmos conteniendo 200 g de suelo contaminado cada
uno. Cuatro microcosmos fueron bioestimulados (BIO) adicionando una solucion de
NH4Cl y Na,HPO4, ajustando asi la relacion C:N:P a 100:10:1 en base al contenido inicial
de HTP. El resto de los microcosmos fueron considerados controles (CC) y se les ajusto
la humedad inicial al 15% (CC). A dos de los CC y a dos BIO, se les adiciond 10% de
viruta de madera de pino estéril, denominandolos CC-V y BIO-V, respectivamente.
Todos los microcosmos se incubaron a 25°C y se mezclaron con el objeto proveer
aireacion al suelo. Se determinaron los HTP, actividad bioldgica total (ABT), recuento de
bacterias heterétrofas aerobias totales (BHAT) y bacterias degradadoras totales (BDT).
A los 42 dias todos los sistemas evaluados mostraron una marcada reduccion en el
contenido de HTP, siendo en promedio un 88% para CC y BIO, y un 79% para CC-V y
BIO-V con respecto al valor inicial. Estas reducciones estarian relacionadas con los
incrementos observados para el mismo periodo tanto en la ABT como en los recuentos
bacterianos. La ABT se incrementd méas de dos veces en todos los sistemas evaluados.
Los incrementos de los recuentos de BHAT y BDT fueron similares (dos érdenes de
magnitud para CC y BIO, y un orden para CC-V y BIO-V en relacion a los recuentos
iniciales). La ausencia de diferencias significativas en los porcentajes de remocién de los
HTP entre los sistemas CC y BIO (con y sin viruta), indicaria que la aplicacion de una
técnica de bioestimulacion en este suelo no mejora la remocion en comparacion con los
sistemas donde solo se ajusté el contenido de humedad y ademas se incorporé aire a traves
del mezclado. Por otra parte, el agregado de viruta tampoco contribuyd a una mejora en
el proceso de degradacion de los HTP como se esperaba. Por lo tanto, se puede concluir
que una estrategia de bioestimulacion y el agregado de viruta no resultarian efectivos para
este tipo de suelos, con el nivel de contaminacion y el aparente grado de adaptacion de la
microflora autoctona, siendo el mezclado, aireaciéon y ajuste de humedad un proceso
simple y de bajo costo que favoreceria la degradacion de los HTP.

Palabras-clave: biorremediacidn, bioestimulacién, suelos contaminados, hidrocarburos
del petroleo.

RESUMO

Os solos de hidrocarbonetos petroliferos (PTA) representam um problema ambiental
importante. A melhoria demonstrou ser uma técnica eficaz para a recuperacdo desses
solos. Sabe-se que melhorar as condi¢bes ambientais e nutricionais da microflora
indigena dos solos pode aumentar os processos de biodegradacdo. Isto pode ser
conseguido alterando a humidade e a disponibilidade de nutrientes em solos pobres, ou
seja, aplicando o que é conhecido como processo de bioestimulacdo. O objetivo desse
estudo foi avaliar um processo de bioestimulacdo dos microrganismos indigenas
presentes em um solo arido contaminado com PTT da Bacia do Neuquin. Além disso, o
efeito da agregacdo das aparas de madeira foi analisado a fim de melhorar as condicdes
de arejamento do solo. Foram projetados oito microcosmos, cada um contendo 200 g de
solo contaminado. Quatro microcosmos foram bioestimulados (B1O) adicionando uma
solugéo de NH4Cl e Na2HPO4, ajustando assim a relagédo C:N:P a 100:10:1 com base no
conteddo inicial de HTP. O resto do microcosmo foi considerado controle (CC) e a
umidade inicial foi ajustada para 15% (CC). Dois dos CC e dois BIOs foram adicionados
a 10% de pinheiros estéreis, respectivamente chamados CC-V e BIO-V. Todos o0s
microcosmos foram incubados a 25°C e misturados com o objetivo de fornecer
arejamento ao solo. Foram determinados o PHTP, a atividade bioldgica total (TOP), as
bactérias heterotroficas aerdbias totais (BHAT) e as bactérias degradantes totais (BDT).
Ao fim de 42 dias, todos os sistemas avaliados apresentaram uma reducdo marcada no
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contetdo de HTP, sendo em média 88% para CC e BIO, e 79% para CC-V e BIO-V a
partir do inicio do estudo. Estas reducdes estariam relacionadas com aumentos
observados durante o mesmo periodo, tanto na ABT como na contagem de bactérias. O
ABT aumentou mais de duas vezes em todos os sistemas testados. Os aumentos nas
contagens de BHAT e BDT foram semelhantes (duas ordens de magnitude para CC e
B1O, e uma ordem para CC-V e BIO-V em relacdo as contagens iniciais). A auséncia de
diferencas significativas nas percentagens de remocdo do PHTP entre os sistemas CC e
BI1O (com e sem viruléncia) indicaria que a aplicacdo de uma técnica de bioestimulacéo
neste solo ndo melhora a remogao em comparagao com sistemas em que apenas o teor de
humidade foi ajustado e o ar foi também incorporado através da mistura. Além disso, a
adicdo de vinha ndo contribuiu para melhorar o processo de degradacdo dos PTA, como
se esperava. Portanto, pode-se concluir que uma estratégia de bioestimulagdo e a adi¢éo
de videiras ndo seriam eficazes para esse tipo de solo, com o nivel de poluicédo e o aparente
grau de adaptacdo da microflora indigena, com a mistura, 0 arejamento e o ajuste da
umidade sendo um processo simples e de baixo custo que favoreceria a degradacdo do
PHTP.

Palavras-chave: biorremediacdo, bioestimulagéo, solos contaminados, hidrocarbonetos
petroliferos.

1 INTRODUCCION

La produccion hidrocarburifera en la Cuenca Neuquina (Sur de Argentina) se ha
ido incrementando paulatinamente con el paso de los afios alcanzando en este Gltimo
tiempo valores record en su historia productiva, segun lo informa el Gobierno Provincial
del Neuquén en su péagina oficial del Ministerio de Energia y Recursos Naturales
(Ministerio de energia y recursos naturales, 2022). De esta forma la actividad
hidrocarburifera es uno de los pilares fundamentales de la economia regional, la cual esta
relacionada con el cobro de regalias, la generacion de empleo, y las actividades
comerciales referidas a las etapas del proceso de exploracion y explotacién de los
hidrocarburos (Landriscini et al., 2017). De la mano del incremento en la produccion, se
registrdé un aumento significativo en la generacion de pasivos ambientales producidos por
este tipo de industrias, provocando la contaminacion de suelos, napas y cursos de agua
superficial (Liporace et al 2019). Este problema sigue vigente, ya sea por falta de
mantenimiento, descuidos, inclemencias climaticas o simplemente negligencia.

Para remediar este dafio existen diferentes alternativas. Los sistemas de
eliminacién basados en principios fisicos o quimicos como la desorcion térmica, la
oxidacion, el lavado o la incineracién entre otros, son de costo relativo alto y destruyen
las caracteristicas del suelo a tratar o simplemente transfieren el contaminante de una

matriz (suelo) a otra (agua o aire) (Ortinez Brito et al., 2003; Pefia Murillo et al., 2019;
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Singh y Cameotra, 2013; Coria, 2007). Hace ya algunos afios se han sumado los procesos
basados en sistemas bioldgicos, también denominados biotecnoldgicos, que sustituyen o
complementan los sistemas fisicoquimicos (Araruna et al.,, 2004). Los procesos
biotecnologicos utilizados generalmente implican el retiro del material de la zona de
origen para tratarlos en repositorios donde muchas veces son mezclados con suelos
contaminados de otros sectores y otros materiales contaminados. El tratamiento del suelo
utilizando herramientas bioldgicas puede hacerse disponiendo el suelo en sistemas de
landfarming o en biopilas (Benavides Lopez de Mesa et al., 2006)

Dentro de estos tratamientos de gestion de los suelos contaminados con
hidrocarburos del petréleo, la biorremediacion ha demostrado ser una de las técnicas mas
eficientes, la cual puede ser definida como la utilizacion de organismos vivos para reducir
o eliminar riesgos ambientales resultantes de la acumulacién de compuestos quimicos
toxicos y otros residuos peligrosos (Gonzélez Rojas, 2014).

Los factores que gobiernan la biorremediacion estdn relacionados con las
caracteristicas de los hidrocarburos, como su composicion quimica, el estado fisico y la
concentracion; con factores ambientales como la temperatura, la disponibilidad de
oxigeno, la humedad, la salinidad, los nutrientes y el pH; y con factores microbianos como
la cantidad de microorganismos, dotacion enzimética, asociacion por co-oxidacion, la
dinamica de las poblaciones y la velocidad de biodegradacion (Luis et al., 2020; Chirivi
Salomédn, 2020). Claro que naturalmente el ambiente tiene cierta capacidad de amortiguar
o0 subsanar los efectos de los contaminantes, dependiendo claro de qué tipo sean, de su
concentracion y de la frecuencia de ocurrencia, este puede llevar mucho tiempo antes de
conseguir las condiciones originales del ambiente en cuestion, tal como sucede con los
hidrocarburos del petréleo. Teniendo en cuenta estas consideraciones, es sabido que el
mejoramiento de las condiciones de crecimiento de la microflora autoctona de los suelos
puede incrementar significativamente los procesos de remediacion. Esto puede lograrse
modificando la humedad y la disponibilidad de nutrientes en suelos pobres, es decir,
aplicando lo que se conoce como un proceso de bioestimulacion (Martinez Alvaréz et al,
2017). Ademas, el mejoramiento de las condiciones de aireacién del suelo, ya sea por
aireacion forzada o por el agregado de algin material estructurante, como por ejemplo
celulosa y lignina, como asi también pajas, rastrojos, cachaza de cafia, aserrin y residuos
de aserradero, aumentan la porosidad de los suelos contaminados y favorecen la
distribucion y movimiento del agua y aire, por lo que pueden favorecer los procesos de
remediacion (Brutti et al., 1977; Delgadillo et al., 2016; Gonzalez Rojas, 2014)
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Tomando en consideracion estos factores es factible pensar que los experimentos
de laboratorio que se realizan en condiciones controladas permitan identificar aquellos
que sean mas influyentes y que afectan el proceso de biorremediacion. De esta forma es
posible obtener informacidn que permita disefiar un sistema de tratamiento en campo para
la recuperacion de grandes cantidades de suelo. Pero, dado que las condiciones de
laboratorio permiten un nivel de control que no es posible en los tratamientos a campo,
es posible que no se reflejen estos factores con la misma certeza (Kao et al., 2001), por
lo cual es conveniente realizar experimentos de biorremediacion a diferentes escalas
utilizando sistemas de “microcosmos” (Ruberto et al., 2013).

En ese sentido, los sistemas de microcosmos deberian: i) ser representativos de un
sistema més grande; ii) tener limites; iii) ser replicables; iv) presentar propiedades a nivel
del sistema; v) imitar situaciones de campo; vi) ser piezas de un ecosistema minimamente
perturbado traidas al laboratorio en su estado natural (Ruberto et al., 2013).

Por otra parte, estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion
demostraron que los suelos contaminados con hidrocarburos del petréleo procedentes de
la localidad de Catriel (Cuenca Neuquina) poseen una microflora con capacidad
catabolica para degradar los contaminantes presentes, 1o que los hacen susceptibles de ser
tratados mediante una adecuada estrategia de biorremediacion (Pojmaevich et al., 2019).
Asimismo, se demostrd que estos suelos carecen de nutrientes tales como nitrégeno y
fosforo, ya que ambos arrojaron valores inferiores al limite de deteccion de las técnicas
analiticas implementadas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue evaluar la
capacidad para remover hidrocarburos de los microorganismos autdctonos presentes en
un suelo contaminado con petréleo de la Cuenca Neuquina mediante una estrategia de
bioestimulacion en microcosmos. Ademas, se analizo el efecto del agregado de un
material estructurante (virutas de madera) con el objeto de mejorar las condiciones de

aireacion del suelo.

2 MATERIALES Y METODOS
2.1 TOMA DE MUESTRAS Y ACONDICIONAMIENTO

Para el desarrollo del presente trabajo se utiliz6 un suelo contaminado con
hidrocarburos del petréleo provenientes de la localidad de Catriel (Cuenca Neuquina),
gentilmente provisto por la empresa Aconcagua Energia S.A., quien esta a cargo de la

operacion de la base Catriel Oeste, concesionada a la Empresa de Desarrollo
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Hidrocarburifero Provincial de Rio Negro (EDHIPSA). El material utilizado fue extraido
a partir de una pila de suelo contaminado (Figura 1), el cual habia sufrido un derrame de
petréleo crudo seis meses antes. EI material fue obtenido aplicando un muestreo tomando
en consideracion la guia para muestreo de suelos que sigue los Estandares de Calidad
Ambiental para Suelo (MINAM, 2014).

Figura 1. Pila de suelo contaminado con hidrocarburos del petréleo en la localidad de Catriel (Cuenca

Neuquina).

.

Fuente: Fotografia tomada por los autores

Las muestras de suelo fueron acondicionadas realizando una limpieza manual para
retirar piedras y porciones de mayor tamario, y posteriormente fueron tamizadas mediante

una malla galvanizada con una abertura nominal de 1 mm (Figuras 2 y 3).

Figura 2. Acondicionamiento del suelo mediante malla galvanizada de 1 mm de abertura.

Fuente: Fotografia tomada por los autores
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Figura 3. Suelo tamizado y acondicionado.

Fuente:Fotograﬁa tomada por los z;utgré

2.2 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS DE SUELO

Inicialmente se realizd la caracterizacion de las muestras de suelo determinando
el contenido de nutrientes, utilizando el método de Kjeldahl para el nitrégeno y el método
de Bray (desarrollado por Bray y Kurtz, 1945) para el fosforo segln se detalla en el
manual de técnicas de suelos contaminados (Fernandez Linares et al., 2006). Para las
mediciones de pH se afiadieron 10 mL de agua destilada a 1 g de suelo, se sometié a
agitacion vorticial durante 1 minuto y se dejo reposar por 10 minutos. Luego el pH de la
suspension resultante se midid utilizando un pHmetro marca Hanna modelo HI-8424. El
contenido de humedad se obtuvo utilizando el método gravimétrico descripto por
Fernandez Linares et al., (2006). Brevemente, se peso 1 g de suelo, se dejé secar en estufa
a 80°C durante 24 h, luego se mantuvo por otras 24 h en un desecador y luego por
diferencia de pesada se obtuvo el valor porcentual de la humedad. Ademas, se realiz6 la
determinacion del contenido de hidrocarburos totales del petr6leo (HTP) de acuerdo a lo

descripto por Fernandez Linares et al., (2006).

2.3 DETERMINACION DE HIDROCARBUROS TOTALES

Para la determinacion del contenido de hidrocarburos totales del petroleo (HTP)
se utilizdé el procedimiento de agitacion-extraccion de acuerdo a lo descripto por
Fernandez Linares et al., (2006). Se tomaron 2 g de muestra de suelo contaminado por
triplicado al que se les afiadio una punta de espatula de sulfato de sodio anhidro, se
homogeneizaron utilizando un agitador vortex y se colocaron durante 4 h en estufa a
120°C con el objeto de eliminar toda la fraccion acuosa que pudiera quedar en la fase

organica. Luego, se agregaron 0,5 g de silica gel 60 y se agitaron nuevamente para
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eliminar los compuestos polares que pudieran existir en la fase organica. Posteriormente,
se agregaron 5 mL de percloroetileno, se agitaron por 45 segundos y se centrifugaron a
3000 rpm durante 20 minutos. Finalmente, la mezcla se filtrg, se separd el sobrenadante
y se reservo hasta lograr el total del volumen requerido. Estos pasos de extraccion,
agitacion y centrifugacion se repitieron 3 veces hasta obtener 15 mL de sobrenadante. Los
HTP se midieron sobre este sobrenadante utilizando un espectrofotometro infrarrojo de
transformada de Fourier (FTIR) quedando expresados en mg HTP/Kg de suelo seco (SS)
de acuerdo a la norma US EPA 418.1 (1978) (Villacreses, 2011)

2.4 RECUENTOS BACTERIANOS

El nimero de bacterias heterotrofas aerobias totales (BHAT) y bacterias
degradadoras totales (BDT) se determinaron mediante la técnica de dilucién y
diseminacion en placa de Petri. Para ello, se tom0 1 g de suelo contaminado al que se le
agregd 10 mL de solucion fisioldgica (SF) y 0,1% de Tween 20, ambos en condicion de
esterilidad. Esta mezcla se agit6 en agitador vortex durante 5 minutos y luego se diluy6
de manera seriada desde 1 x 10! hasta 1 x 10° utilizando SF como diluyente.
Posteriormente, cada dilucién se sembrd en placas de Petri por triplicado utilizando
diferentes medios de cultivo agarizados.

Para el recuento de BHAT, considerando que se trata de un suelo arido que se
caracteriza por su bajo nivel de nutrientes, se utiliz6 como medio de cultivo Agar R2A
(Britania) (extracto de levadura 0,5 g; peptona proteasa 0,5 g; casaminoacido 0,5 g;
glucosa 0,5 g; almidon 0,5 g; piruvato de sodio 0,3 g; KaHPO4 0,3 g; MgSQO4.7H,0 0,05
g; agar 15 g; agua destilada 1000 mL), que esta formulado con un bajo contenido
nutricional. Por otra parte, para el recuento de las BDT, se utiliz6 un medio salino basal
(MSB) (NHsNO; 4 g L' KH,POs 1,8 g LY NaHPOs 7,9 g L*; solucion de
microelementos 0,08 g L) al que se le agregd 1,6% de agar bacterioldgico y, luego de
esterilizar, se le agregd entre 1% y 2% de gasoil como Unica fuente de carbono.
Eventualmente, para evitar un crecimiento fungico, se utilizé cicloheximida estéril a

razon de 10 mL/L a partir de una solucion stock de 0,5 g L.

2.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA TOTAL
La actividad bioldgica total (ABT) se determiné por triplicado segln el método
de Adam y Duncan (2001) modificado. Se tomaron 0,9 g de suelo contaminado a los que

se le agregaron 6,75 mL de buffer fosfato de pH 7,2 y 90 pL de una solucion de 1000
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pg/mL de diacetato de fluoresceina (FDA) en un tubo tipo Falcon de 15 mL.
Paralelamente se elaboro6 un tubo blanco de reaccion en ausencia de FDA, el cual contenia
0,9 g de suelo contaminado y 6,75 mL de buffer fosfato de pH 7,2. Tanto las muestras
como el blanco se agitaron a 100 rpm durante 20 minutos a 30°C. Transcurrido ese
tiempo, la reaccion se detuvo con 6,75 mL de una mezcla de cloroformo/metanol (2:1
v/v), se agité manualmente y se centrifugd durante 3 minutos a 3000 rpm. Por ultimo, la
fase acuosa fue separada, filtrada y se midié su absorbancia por espectrofotometria a una
longitud de onda de 490 nm. Para cuantificar el producto de la reaccion (fluoresceina) se
realizd una curva de calibracion que relaciona los valores de absorbancia medidos a 490
nm con concentraciones conocidas de fluoresceina en un rango de 0 a 5 pg/mL. Los
valores finales de la ABT se expresaron como pg de fluoresceina por g de suelo seco (ug

fluoresceina/g SS).

2.6 ENSAYO DE BIOESTIMULACION EN MICROCOSMOS

Se disefiaron ocho sistemas microcosmos utilizando frascos (FM) de boca ancha
(10 cm de alto y 5 cm de didmetro) conteniendo 200 g de suelo contaminado cada uno
(Figura 4), de acuerdo a lo descripto por Ruberto et al. (2013) y Conde Molina et al
(2019). Cuatro microcosmos fueron bioestimulados (B1O) adicionando una solucion de
sales que contiene 1,62 g de NH4Cl y 0,19 g de Na;HPOg, con el objeto de ajustar la
proporcion de nutrientes (C:N:P) a una relacién de 100:10:1, segln sugiere Martinez
Alvarez et al (2015). Para estimar las cantidades de sales de nitrégeno y fésforo a
adicionar se tuvo en cuenta la concentracion inicial de los HTP del suelo contaminado, el
cual resulté de 26451,65 mg HTP/Kg SS. Los demas sistemas microcosmos fueron
utilizados como control comunidad (CC) a los cuales se les corrigié solamente la
humedad inicial al 15% con agua destilada estéril. Luego se tomaron dos sistemas CC y
dos sistemas BIO, y se les adiciond 10% de viruta de madera de pino estéril como
mejorador de la estructura y capacidad de aireacion del suelo (Figura 5), denominandolos
CC-V y BIO-V, respectivamente (Brutti et al., 1977; Gonzéalez Rojas, 2014). Todos los
sistemas microcosmos se incubaron a 25°C ajustando periédicamente la humedad al 15%
y mezclandolos cada 3 dias con el objeto de airear el suelo. En la Tabla 1 se muestra un
listado de los sistemas microcosmos con su correspondiente denominacion y referencia

dentro del ensayo.
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Figura 4. Sistemas mlcrocosmos dlsenados en frascos (FM) con suelo contaminado.
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Fuente: Fotografia tomada por los autores

La evolucién de los procesos de bioestimulacion y biorremediacion se siguio
tomando muestras de suelo al inicio, a los 28 y a los 42 dias, tiempos a los que se les
determinaron la concentracion de HTP, el nimero de bacterias heterdtrofas aerobias
totales (BHAT) y bacterias degradadoras totales (BDT), y la actividad bioldgica total
(ABT).

Figura 5. Detalle de S|stemas microcosmos con el agregado de viruta de madera esteril.
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Fuente: Fotografia tomada por los autores

Tabla 1. Sistemas microcosmos con su denominacion y referencia dentro del ensayo.

Referencia Denominacion
FM2yFM 3 CC: Control comunidad
FM4yFM5 CC-V: Control comunidad + viruta
FM6yFM7 BIO: Bioestimulado
FM8yFM 9 BI10O-V: Bioestimulado + viruta

Fuente: Elaborado por los autores

2.7 ANALISIS ESTADISTICO
Se realizd un anélisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias
significativas entre los valores iniciales y finales de la actividad bacteriana total (ABT),

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.8, p. 24757-24778, aug., 2023



Brazilian Journal of Development | 24767
ISSN: 2525-8761

la concentracion de HTP y los recuentos bacterianos (BHAT y BDT). Para ello se
utilizaron los programas informéticos Microsoft Excel 2019 y GraphPad.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente se realizé la caracterizacion de las muestras de suelo contaminado
(SC), determinando la concentracion de nutrientes (como nitrégeno y fdsforo), la
humedad del suelo, el valor de pH del mismo y la concentracion de HTP presentes. Los

resultados de esta caracterizacion se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion inicial del suelo en términos de humedad, pH, contenido de nutrientes e HTP.

Parametro Resultado
pH 6,7
Humedad (%) 16,530
Nitrégeno (%)* <0,032
Fasforo (ppm)** <1
HTP (mg/Kg SS) 26451,65

Fuente: Elaborado por los autores
* Se obtuvieron valores no detectables por la técnica utilizada siendo el valor indicado el mas bajo

admisible. ** Se obtuvieron valores no detectables por la técnica utilizada siendo el valor indicado el mas
bajo admisible.

Los resultados obtenidos respecto al contenido de nutrientes de las muestras de
suelo contaminado mostraron valores despreciables tanto para el contenido de nitrégeno
como para el contenido de fosforo. Estos valores estan en concordancia con lo esperado
considerando que la Cuenca Neuquina se caracteriza por su clima &rido, se encuentra
sometida a procesos de explotacion hidrocarburifera y se caracteriza ademas por su
deficiencia nutricional tanto en nitrégeno como en fésforo (Acufia et al., 2008; Acufia et
al., 2010).

Posteriormente, se procedio a disefiar y montar un ensayo de bioestimulacién en
sistemas microcosmos, tal como se describio en la seccion Materiales y Métodos. El
proceso de bioestimulacion fue evaluado en términos de concentracion de HTP, niUmero
de bacterias heterotrofas aerobias totales (BHAT) y bacterias degradadoras totales (BDT),
y actividad bioldgica total (ABT).

La evolucion del contenido de los HTP en funcion del tiempo en todos los sistemas
microcosmos evaluados, y sus correspondientes porcentajes de remocion se muestran en

la Figura 6. Alli se observo una marcada disminucion del contenido de los HTP partiendo
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de un valor inicial de 26451,65 mg HTP/Kg SS y alcanzando un valor de 5538 mg
HTP/Kg SS para los sistemas CC y de 5285 mg HTP/Kg SS para los sistemas BIO al
cabo de los 28 dias (Figura 6A). Asimismo, al cabo del mismo tiempo se alcanzaron
valores de 6223 mg HTP/Kg SS para los sistemas CC-V y 6812 mg HTP/Kg SS para los
sistemas BIO-V (Figura 6B). Estas reducciones en el contenido de los HTP indicarian un
porcentaje de remocion del 79% en promedio para los sistemas sin viruta y del 75% para
los sistemas con viruta. Sin embargo, este porcentaje de remocion se incremento alin mas
alcanzando un valor de 88% en promedio al cabo de los 42 dias para los sistemas sin
viruta y de 79% para los sistemas con viruta.

Otros autores han realizado diferentes estudios sobre la biorremediacion de suelos
Patagonicos contaminados con hidrocarburos del petréleo considerando las diferentes
texturas del suelo y su tendencia a la aridez. En estos estudios, se han analizado distintas
técnicas aplicadas in situ, ex situ y a escala laboratorio (Brutti et al., 2018). En general,
se ha observado que los niveles de degradacion alcanzados varian entre el 60% y el 90%
(Acufia et al., 2009; Pucci et al., 2011), lo cual estaria en linea con los porcentajes de
remocion observados en nuestro trabajo.

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre los sistemas CC y
BIO, y CC-V y BIO-V. Estos resultados podrian indicar que la microflora presente en
este suelo estaria adaptada a la presencia de los hidrocarburos, producto de la
contaminacion original y a las condiciones de aridez del suelo, ya que la incorporacion
de los nutrientes en los sistemas BIO no incrementaron el porcentaje de remocién en
relacion con los sistemas CC. Hay autores que proponen que en ambientes deficientes de
nitrégeno es posible llevar a cabo procesos de biorremediacion (Piehler et al., 1999), ya
que se han descripto microorganismos con capacidad de utilizar los hidrocarburos bajo
esas condiciones. Este tipo de microorganismos resultaria importante en suelos
deficientes de nitrdgeno ya que cumplirian un rol fundamental en los procesos de
atenuacion natural (Acufia et al., 2008).

Por otro lado, se puede observar en los sistemas CC y BIO, lograron una mayor
reduccion de este parametro que aquellos con adicién de viruta (CC-V y BIO-V). Por lo
tanto, la remocion aqui observada podria deberse fundamentalmente al mantenimiento de
los porcentajes de humedad del suelo y a la incorporacion de aire en el proceso de
mezclado. Es importante considerar que una fraccion de los hidrocarburos puede haber
sido eliminada debido a la evaporacion, incrementada por el mezclado periédico del

suelo.
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Figura 6. Concentracion de hidrocarburos totales del petroleo (HTP) y porcentaje de remocion de los
mismos en funcién del tiempo en los sistemas control comunidad y bioestimulados (CC y BIO) (A) y
control comunidad y bioestimulados con viruta (CC-V y BIO-V) (B).
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Fuente: Elaborado por los autores

En cuanto a la actividad biologica total (ABT) mostrada en la Figura 7, se observo
un aumento gradual de la misma desde un valor inicial de 1,22 ug fluoresceina/g SS hasta
un valor de 5,24 ug fluoresceina/g SS para los sistemas CC y 4,65 ug fluoresceina/g SS
para los sistemas B1O al cabo de los 42 dias (Figura 7A). Esta ABT también se incrementd
hasta 2,4 ug fluoresceina/g SS y 3,94 g fluoresceina/g SS para los sistemas CC-V 'y BIO-
V, respectivamente, al cabo del mismo tiempo (Figura 7B). Estos resultados indicarian
un incremento de la ABT de 4,3 y 3,8 veces para los sistemas CC y BIO, yde 1,95y 3,24
veces para los sistemas CC-V y BIO-V, respectivamente. De manera similar, otros
autores han observado aumentos de la actividad bacteriana en sistemas con y sin agregado
de nitrégeno (Acufia et al., 2008, Piehler et al., 1999).

Al igual que en el contenido de los HTP, los valores de la ABT obtenidos al cabo
de los 42 dias no mostraron diferencias significativas, por lo que se podria inferir que la
adicion de nutrientes no conduciria a un incremento importante de la misma en los
sistemas BIO respecto de los sistemas CC. De la misma manera vemos que la adicion de
un mejorador de la estructura del suelo, como la viruta de madera, no conduciria a un

aumento de la ABT en relacién a los sistemas sin viruta.
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Figura 7. Actividad bioldgica total del suelo (ABT) evaluada como pg de fluoresceina liberada/g suelo
seco en funcion del tiempo en los sistemas control comunidad y bioestimulados (CC y BIO) (A), y
control comunidad y bioestimulados con viruta (CC-V y BIO-V) (B).
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Fuente: Elaborado por los autores

En relacién al recuento de bacterias presentes en los sistemas evaluados, las
aerobias totales (BHAT) fueron cultivadas en medio de cultivo R2A y las degradadoras
totales de hidrocarburos (BDT) en agar gasoil. Ambos tipos de bacterias mostraron un
aumento de las UFC/g SS en funcién del tiempo. Para el caso de las BHAT se registrd un
valor inicial de 2,23 x 10* UFC/g SS el cual, al cabo de los 42 dias, se incrementd hasta
1,93 x 108 UFC/g SS en los sistemas CC y 6,6 x 108 UFC/g SS en los sistemas BIO
(Figura 8A). Las diferencias registradas en UFC/g SS al cabo de ese tiempo del proceso
resultaron significativas entre ambos sistemas sin viruta. Del mismo modo, estas BHAT
se incrementaron hasta 1,16 x 10° UFC/g SS en los sistemas CC-V y 4,1 x 10° UFC/g SS
en los sistemas BIO-V (Figura 8B). Los incrementos observados resultarian de dos
Ordenes de magnitud para los sistemas en ausencia de viruta y de solo un orden de
magnitud para los sistemas con viruta. Cabe mencionar que un recuento inicial de
microorganismos heterétrofos en un orden de magnitud de 102 indicaria que el sistema
suelo-contaminante-microorganismos podria ser eficaz en la remocion de los
hidrocarburos, ya que un recuento de microorganismos inferior a ese valor podria indicar
la presencia de concentraciones toxicas de materia organica o inorganica (Pozzo Ardizzi,
2018).

Por otra parte, en la Figura 9 se observ6 un comportamiento similar mostrando un
incremento de las BDT el cual resulto de dos 6rdenes de magnitud para los sistemas sin
viruta y de solo un orden de magnitud para los sistemas con viruta al cabo de los 42 dias.

Estos incrementos se generaron a partir de un valor inicial de 6,48 x 10> UFC/g SS,
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alcanzando un valor final de 1,4 x 10* UFC/g SS para los sistemas CC y 1,9 x 10* UFC/g
SS para los sistemas BIO (Figura 9A). De igual manera las BDT se incrementaron hasta
1,15 x 10® UFC/g SS en los sistemas CC-V y hasta 10,5 x 10° UFC/g SS en los sistemas
B10-V (Figura 9B).

Con excepcion de los recuentos de las BHAT en los sistemas sin viruta, los
recuentos de las BDT (con y sin viruta) y de las BHAT en presencia de viruta no
mostraron diferencias significativas entre los sistemas CC y BIO al cabo de los 42 dias.
Asimismo, los incrementos registrados en UFC/g SS fueron similares (dos drdenes de
magnitud para los sistemas sin viruta y un orden de magnitud para los sistemas con
viruta). Incrementos, tanto en los recuentos de las BHAT como en los de las BDT, han
sido observados en sistemas microcosmos conteniendo suelos deficientes en nitrogeno
por atenuacion natural y bioestimulados con y sin nitrégeno (Acufia et al., 2008). En
sistemas bioestimulados el nitrdgeno actuaria como estimulante de la utilizacién de los
hidrocarburos (Dibble y Bartha, 1979). No obstante, en los casos en donde no se lo
encuentra biodisponible, habria una parte de la comunidad bacteriana del suelo que es
capaz de utilizar los hidrocarburos como fuente de carbono y energia.

Estos aumentos observados en el numero de bacterias (BHAT y BDT), estarian
en directa relacion con los aumentos de la ABT, lo que explicaria los elevados porcentajes
de remocion de los HTP (entre un 79% y un 88%) observados en los sistemas
microcosmos con y sin viruta. Por otro lado, la ausencia de diferencias destacables
observadas entre los sistemas CC y BIO, manifestaria en mayor medida la importancia
de la incorporacion de aire en los procesos de remocion de los HTP, similar a lo que
ocurriria con la aplicacion de una técnica de atenuacion natural (Corona-Ramirez e Iturbe-
Arglelles, 2005; Muskus Morales, A. M. et al. 2013), en relacién a la bioestimulacién
de la microflora autéctona por incorporacion de nutrientes en este tipo de suelos.

Los procesos de biorremediacion més utilizados en campo son los de landfarming
y las biopilas. Ambos son procesos que se basan en el aprovechamiento de la microflora
autoctona mejorando sus condiciones con el agregado de nutrientes, la incorporacion de
aire o incluso el bioaumento. Ademas, se utilizan otros elementos como son el agregado
de material organico entre capas para las biopilas y sobre la capa de base en el caso del
lanfarming que, ademas de cumplir una funcion estructurante, cumple una funcion de co-
sustrato, lo que permite mejorar las condiciones de crecimiento de los microrganismos
(Pozzo Ardizzi, 2018). Este material organico suele estar compuesto por compost,

estiércol o virutas de madera. Particularmente, en el presente trabajo se pretendid mejorar
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las condiciones de la estructura del suelo sin el aporte significativo de otros nutrientes,
motivo por el cual se utilizé viruta de madera. Ademas, cabe mencionar que la estructura
de los sistemas microcosmos seria similar a la estructura de una biopila (Pozzo Ardizzi,
2018), dado que primeramente se elaboraron en capas que posteriormente fueron

mezcladas.

Figura 8. Recuento de bacterias heterétrofas aerobias totales (BHAT) expresado en escala logaritmica de
UFC/g SS en funcion del tiempo en los sistemas control comunidad y bioestimulados (CC y BIO) (A) y
control comunidad y bioestimulados con viruta (CC-V y BIO-V) (B)
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Fuente: Elaborado por los autores

Figura 9. Recuento de bacterias degradadoras totales (BDT) expresado en escala logaritmica de UFC/g
SS en funcidén del tiempo en los sistemas control comunidad y bioestimulados (CC y BIO) (A) y control
comunidad y bioestimulados con viruta (CC-V y BIO-V) (B)

TOA 7 B
7 4 7 4
=] =]
2 31 g 34
= | =
g 21 8 2
& 5
o 1 o 1
0- ; ; ; 0-
S 4@ W A w® w
Tiempo (dias) Tiempo {dias)
i cc BIO B ccv B BV

Fuente: Elaborado por los autores

En este sentido, se pueden mencionar estudios del uso de landfarming realizados
con suelos contaminados con incorporacion de material de poda (similar a la viruta de

madera) en donde se incrementaron los porcentajes de remocion de hidrocarburos en un
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11,06% en relacion a los sistemas sin el agregado de material organico en un periodo de
51 dias (Ariza y Mejia Carrillo, 2017). Estudios realizados con biopilas reportaron
porcentajes de remocion de un 68,7% para hidrocarburos de C-10 a C-40 en un periodo
de 370 dias (Kriipsalu y Nammari, 2010), y de entre un 83 y 96% de las fracciones
alifaticas, aromaticas y asfalteno, y mas del 55% para los compuestos isoprenoides,
pristano y fitano presentes en petréleo crudo en un periodo de 150 dias (Beskoski et al.,
2011). En relacion a la aplicacion de estas técnicas de biorremediacion, los porcentajes
de remocion de los hidrocarburos obtenidos en el presente trabajo se encuentran entre los
esperados para los sistemas de biopilas, aunque empleando tiempos de proceso menores,
similares a los utilizados en sistemas de landfarming.

En referencia a la aplicacion de una técnica de atenuacion natural con
incorporacion de agua y aire, se pueden mencionar niveles de degradacion de
hidrocarburos del 90% en periodos de tiempo de aproximadamente 60 dias, lo que
depende principalmente de las condiciones y caracteristicas naturales del suelo y de las
condiciones climéticas (Corona-Ramirez e Iturbe-Arglelles, 2005). De manera analoga,
estos niveles de degradacidn de hidrocarburos serian similares al maximo porcentaje de
remocion registrado en el presente trabajo (aproximadamente 88%) en los sistemas
microcosmos utilizados como control comunidad (CC), a los cuales solamente se los

mezclo cada 3 dias y se les corrigio la humedad al 15% con agua destilada estéril.

4 CONCLUSIONES

Las propiedades intrinsecas del suelo y el historial de contaminacion que presenta
son factores fundamentales a la hora de plantear un proceso de remediacion. En nuestro
caso, por tratarse de una contaminacién por hidrocarburos, se considero la aplicacion de
un proceso de biorremediacion.

Luego de la revisién de los resultados obtenidos pudimos observar que, en los
sistemas evaluados se alcanzé una reduccion significativa del contenido de los HTP,
siendo del 88% para los sistemas sin agregado de viruta (CC y BIO) y del 79% para los
sistemas con agregado de viruta (CC-V y BIO-V), con un valor cercano al 10% de
incremento para los resultados obtenidos en el primer caso. El andlisis de los demas
parametros corroboraria estos resultados ya que los mismos se mostraron acompafiados
por incrementos en la ABT y en el nimero de las BHAT y BDT en todos los casos.

Ademas, no se observaron diferencias significativas entre los sistemas CC y BIO,

y CC-V y BIO-V, indicando que los microorganismos presentes en este suelo estarian
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adaptados a la presencia de los hidrocarburos, producto de la contaminacién original, y
que la aireacion por mezclado combinado con la disponibilidad de agua, proveen
condiciones suficientes para activar a la comunidad microbiana e incrementar la tasa de
remocion de hidrocarburos. Ademas, sorprendentemente, el agregado de N y P no
significo una ventaja para la poblacion microbiana. Por lo tanto, se podria concluir que la
aplicacion de una técnica de bioestimulacion no aportaria una ventaja en este tipo de
suelos con el nivel de contaminacion y el aparente grado de adaptacion de la microflora
autoctona.

Por otra parte, el agregado de la viruta de madera como mejorador de la estructura
del suelo, de igual manera no aportaria una mejora destacable en el proceso de
degradacion de los HTP respecto de la incorporacion de aire mediante un proceso de
mezclado.

Estos resultados permitirian pensar en el posible desarrollo de un proceso que
mejore las condiciones de aireacion en este tipo de suelos, y en la aplicacion de un proceso
de bioaumento de la microflora autdctona con el objeto de favorecer en mayor medida la

biodegradacion de los hidrocarburos del petroleo.
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