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Resumen

La biorremediacion ha demostrado ser una técnica eficaz para la recuperaciéon de suelos contaminados con
hidrocarburos, especialmente porque no genera otros residuos que requieran ser tratados, ademas de ser un
proceso econémicamente viable y amigable con el medio ambiente. Es sabido que el mejoramiento de las
condiciones ambientales y nutricionales de la microflora autéctona de los suelos puede incrementar
significativamente los procesos de biodegradaciéon lo cual puede lograrse modificando la humedad y la
disponibilidad de nutrientes (N, P y 02 fundamentalmente) en suelos pobres, es decir, aplicando una técnica de
bioestimulacién. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad biodegradadora de los microorganismos
autdctonos presentes en un suelo de tipo drido contaminado con hidrocarburos del petréleo (HTP) de la zona de
Catriel Oeste (cuenca neuquina), mediante una técnica de bioestimulacién en microcosmos.

Se utilizaron sistemas microcosmos conteniendo 200 g de suelo, los cuales fueron bioestimulados (BIO) ajustando
la proporcion de nutrientes (C:N:P 100:10:1). Por otra parte, se realizaron controles comunidad (CC) en
microcosmos sin bioestimular. Ambos sistemas se incubaron a 252C manteniendo la humedad al 15% y se mezclaron
periddicamente, cada 3 dias, con el objeto de airear el suelo. Se tomaron muestras al inicio, a los 28 y alos 42 dias, y
se determinaron la concentraciéon de HTP, actividad microbiana total (AMT), recuento de bacterias heterdtrofas
aerobias totales (BHAT) y bacterias degradadoras totales (BDT).

Ambos sistemas evaluados (CC y BIO) mostraron una reduccion significativa del contenido de HTP (88%)), la cual
estaria relacionada con los incrementos observados en la AMT (4,3 y 3,7 veces para los sistemas CC y BIO,
respectivamente), y con el aumento del nimero de BHAT y BDT (2 6rdenes de magnitud en ambos sistemas).

Se puede concluir que la aireacién del suelo parece ser un mecanismos simple y adecuado para la remocién de
hidrocarburos en este suelo y que la aplicaciéon de una técnica de bioestimulacién no mejora la remocion del sistema
donde solo se contemplé la incorporacién de aire a través del mezclado. Esto sugiere que es conveniente el
desarrollo de un proceso que mejore las condiciones de aireacién con el objeto de favorecer en mayor medida la
biodegradacién de los hidrocarburos del petroéleo.
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Abstract

Bioremediation proved to be an effective approach to deal with hydrocarbon-contaminated soils, mainly because
it does not generate wastes that need to be treated, in addition to being an economically viable process. It is well
known that improvement of the growth conditions of soil native microbiota can significantly increase
bioremediation processes. The latter can be achieved by modifying the humidity and the availability of nutrients in
poor soils using a biostimulation approach. The aim of the present work was to evaluate the biodegrading capacity of
the native microbiota present in a petroleum hydrocarbon-contaminated arid soil (HTP) from Catriel Oeste area
(Neuquén basin), using a biostimulation technique.

Microcosm systems containing 200 g of soil were biostimulated (BIO) by adjusting the proportion of nutrients (C:
N: P 100: 10: 1). Moreover, community controls (CC) were carried out in microcosm without biostimulation. Both
systems were incubated at 252C keeping the humidity at 15% and mixed in order to aerate the soil. Samples were
withdrawn at 0, 28 and 42 days. HTP concentration, total microbial activity (AMT), total aerobic bacteria (BHAT)
and total degrading bacteria (BDT) were determined.

In both systems (CC and BIO) a significant decrease in the HTP content (88%) was achieved. This phenomenon
would be related to AMT increases (4.3 and 3.7 fold increases for CC and BIO systems, respectively), and to BHAT
and BDT increases (two orders of magnitude higher in both systems).

It can be concluded that a biostimulation technique would not be effective for these soils compared to the
incorporation of air through mixing. These results would lead to a process development in order to improve aeration
conditions aimed to increase petroleum hydrocarbons biodegradation.
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Introduccion

En la cuenca neuquina se ha incrementado en las dltimas décadas la produccion hidrocarburifera, convirtiéndose
en uno de los pilares fundamentales de la economia regional asociados principalmente al cobro de regalias, la
generacion de empleo y actividades comerciales referidas a las etapas del proceso de exploraciéon y explotaciéon
(Landriscini et al., 2017). Asi como ha aumentado la produccién, han aumentado los pasivos ambientales generados
por esta industria y han provocado histéricamente la contaminacion de suelos, napas y cursos de agua superficiales,
situacidn que, en estos tiempos alin continua, sea por falta o fallas en el mantenimiento, por descuidos, inclemencias
climaticas o vandalismo. Si bien, tradicionalmente la eliminaciéon de este tipo de contaminantes se ha realizado
utilizando metodologias que involucran tratamientos fisicos o quimicos, (Araruna et al., 2004), éstos no han sido
suficientes ya que no se han reparado en su mayoria los sitios con contaminacién histérica, asi es que, hace ya
algunos afios se han sumado los procesos biotecnolégicos, que sustituyen o complementan los sistemas
tradicionales. Los procesos biotecnolégicos utilizados en general implican el retiro del material de la zona de
incumbencia para tratarlos en repositorios donde se mezclan con suelos contaminados de otros sectores y con otros
hidrocarburos de forma ex-situ (Benavides Lépez de Mesa et al.,, 2006).

Dentro de estos tratamientos la biorremediacién ha demostrado ser una de las técnicas mas eficientes de
remediaciéon de suelos contaminados con hidrocarburos, la cual puede ser definida como la utilizaciéon de
organismos vivos para reducir o eliminar riesgos medioambientales resultantes de la acumulacién de compuestos
quimicos téxicos y otros residuos peligrosos (Gonzalez Rojas, 2011).

Los factores que gobiernan la biorremediacioén son, factores del hidrocarburo como la composicién quimica, el
estado fisico y la concentracidn; factores ambientales como la temperatura, disponibilidad de oxigeno, humedad,
salinidad, nutrientes, pH, y factores microbianos como la cantidad, dotacién enzimatica, asociacién por co-oxidacidn,
dindmica de las poblaciones y velocidad de biodegradacién (Luis et al, 2020; Salomén, 2020). Claro que
naturalmente el ambiente tiene cierta capacidad de amortiguar o subsanar los efectos de los contaminantes,
dependiendo claro de qué tipo sean, de su concentracidn y 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 autéctona de los suelos puede incrementar significativamente los procesos de
remediaciéon. Esto puede lograrse modificando la humedad y la disponibilidad de nutrientes en suelos pobres, es
decir, aplicando un proceso de bioestimulacién (Martinez Alvarez et al., 2017).

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion demostraron que suelos contaminados con
hidrocarburos procedentes de la localidad de Catriel (cuenca neuquina) poseen una microflora con capacidad



biodegradadora de los contaminantes presentes, lo que los hacen susceptibles de ser tratados mediante una
adecuada estrategia de biorremediaciéon (Pojmaevich et al,, 2019). Ademas, se demostrd que estos suelos carecen de
nutrientes tales como nitrégeno y fésforo, ya que ambos arrojaron valores inferiores al limite de deteccion de las
técnicas analiticas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad biodegradadora de los
microorganismos autdctonos presentes en un suelo contaminado con hidrocarburos del petréleo (HTP) de la cuenca
neuquina mediante una estrategia de bioestimulacién en microcosmos.

Desarrollo

Para el desarrollo del presente trabajo se tomaron muestras de suelo contaminado con HTP de la localidad de
Catriel (cuenca neuquina) por gentileza de la empresa Aconcagua Energia S.A, quien estd a cargo de la operacion de
la Base operativa Catriel Oeste, concesionada a la empresa Provincial de Rio Negro, EDHIPSA. Este suelo sufrié un
derrame de petréleo crudo seis meses antes del muestreo, el cual fue llevado a cabo tomando en consideracion la
guia para muestreo de suelos que sigue los Estandares de Calidad Ambiental para Suelo.

Las muestras de suelo fueron acondicionadas realizando una limpieza manual para retirar porciones de mayor
tamano, y luego fueron tamizadas mediante una malla de 1mm.

Inicialmente se realizé la caracterizacion de los suelos determinando el pH, el % de humedad utilizando el método
gravimétrico descripto por Fernandez Linares et al.,, (2006), y el contenido de hidrocarburos totales del petréleo
(HTP) (EPA 418.1, 1978; Villacreses, 2011) expresado en mg HTP/Kg de suelo seco (SS).

Se disefiaron cuatro sistemas microcosmos utilizando frascos de boca ancha (10 cm de alto y 5 cm de didmetro)
conteniendo 200 g de suelo contaminado cada uno, de acuerdo a lo descripto por Ruberto et al. (2003). Estos
microcosmos fueron divididos en dos grupos: dos de ellos (duplicado) fueron bioestimulados (BIO) adicionando una
soluciéon de sales conteniendo 1,6231 g de NH4Cl y 0,1947 g de Na2HPOs, con el objeto de ajustar la proporcion de
nutrientes (C:N:P) en una relacién de 100:10:1, segin 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 HTP del suelo
contaminado, el cual resulté para nuestro caso de 27,78 g HTP/Kg de SS. Por otro lado, otros dos microcosmos
(duplicado) fueron utilizados como control comunidad (CC), sin bioestimular. Todos los sistemas microcosmos se
incubaron a 25°C durante 42 dias ajustando periddicamente la humedad al 15%, ya que se trabaj6 con un suelo de
zona arida, y se mezclaron (cada 3 dias) con el objeto de airear el suelo.

La evolucién de los procesos de bioestimulacién y biorremediacién se siguieron tomando muestras de suelo al
inicio, a los 28 y a los 42 dias, a las que se les determinaron la concentracién de HTP, el nimero de bacterias
heterétrofas aerobias totales (BHAT) y bacterias degradadoras totales (BDT) (Hanson et al., 1993), y la actividad
microbiana total (AMT) (Adam & Duncan, 2001), medida como pg de fluoresceina por gramo de suelo seco (pg
fluoresceina/g SS).

Resultados

La Figura 1 muestra la evolucidn del contenido de HTP en funcién del tiempo en los sistemas BIO y CC. Alli se
observé una marcada disminucién del contenido de HTP partiendo de un valor inicial de 26443 mg.kg-1y alcanzando
un valor de 5538 mg.kg! para los sistemas CC y de 5285 mg.kg! para los sistemas BIO al cabo de 28 dias, lo que
indica un porcentaje de remocién de HTP del 79% en promedio. Sin embargo, este porcentaje de degradaciéon se
increment6 ain mas alcanzando un valor de 88% en promedio al cabo de 42 dias.

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre ambos sistemas evaluados (CC y BIO). Estos
resultados podrian indicar que la microflora presente en este suelo estaria adaptada a la presencia de los HTP
producto de la contaminacién original y a las condiciones de aridez del suelo, ya que la incorporacién de los
nutrientes en los sistemas BIO no incrementaron el porcentaje de remocién en relacién a los sistemas CC. Por lo
tanto, la remocién 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.
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Fig. 1: Concentracion de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) en funcion del tiempo en
los sistemas control comunidad (CC) y bioestimulados (BIO).

En cuanto a la actividad biolégica total (AMT) mostrada en la Figura 2, se observé un aumento gradual de la
misma desde un valor inicial de 1,22 pg fluoresceina.g-l SS hasta un valor de 5,24 pg fluoresceina.g-! SS para los
sistemas CC, y de 4,65 pg fluoresceina.g-! SS para los sistemas BIO, al cabo de 42 dias. Estos incrementos fueron de
4,3 y 3,7 veces para los sistemas CC y BIO, respectivamente.

Los valores alcanzados al cabo de los 42 dias no mostraron diferencias significativas, lo que al igual que en el
contenido de HTP, se podria inferir que la adicién de nutrientes no conduciria a un incremento significativo de la
AMT en los sistemas BIO respecto de los sistemas CC.

Con) 6-

7 CC
o BIO
a

c

\6 4-

(&)

(7]

o

o

=

o 27

2

'_

=

<

0 T T T

Tiempo (dias)

Fig. 2: Actividad biolégica total del suelo (AMT), evaluada como fluoresceina
liberada,en funcion del tiempo en los sistemas control comunidad (CC) y bioestimulados
(BIO).

En relacién al recuento de bacterias presentes en los sistemas CC y BIO, las aerobias totales (BHAT) fueron
cultivadas en medio R2A y las degradadoras totales de hidrocarburos (BDT) en agar gasoil (MSB + gasoil). Ambos
tipos de bacterias mostraron un aumento de las UFC/g SS en funcién del tiempo. Para el caso de las BHAT (Figura 3),
se registrd un valor inicial de 22,3x103 UFC/g SS, el cual, al cabo de 42 dias, se increment6 hasta 19,3x105 UFC/g SS
en los sistemas CC y hasta 66x105 UFC/g SS en los sistemas BIO, lo que indicaria un incremento de dos érdenes de
magnitud para ambos sistemas.



Por otra parte, en la Figura 4, se observa un incremento de las BDT el cual result6 de dos érdenes de magnitud,
para ambos sistemas, partiendo de un valor inicial de 6,48x102 UFC/g SS, y alcanzando un valor final de 1,4x104
UFC/g SSyde 1,9 x104UFC/g SS para los sistemas CC y BIO, respectivamente.

Tanto para BHAT como para BDT, los valores alcanzados al cabo de 42 dias no mostraron diferencias significativas
entre los sistemas CC y BIO, y los incrementos registrados en UFC/g SS fueron similares (2 6rdenes de magnitud).

Estos incrementos observados en el nimero de bacterias (BHAT y BDT), estarian en relacién directa con los
aumentos de la AMT, lo que explicaria el elevado porcentaje de remocion de HTP (88%) observado en los sistemas
CC y BIO. Ademas, la ausencia de diferencias significativas observada entre ambos tipos de sistemas, manifestaria en
mayor medida la importancia de la incorporacién de aire en los procesos de remocion de HTP, en relaciéon a la
bioestimulacion de la microflora autéctona por incorporacién de nutrientes en este tipo de suelos.
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Fig. 3: Recuento de bacterias aerobias totales (BHAT), expresado en escala

logaritmica de UFC/g SS, en funcion del tiempo en los sistemas control comunidad
(CC) y bioestimulados (BIO).
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Fig. 4: Recuento de bacterias degradadoras totales (BDT), expresado en escala

logaritmica de UFC/g SS, en funcion del tiempo en los sistemas control comunidad
(CC) y bioestimulados (BIO).



Conclusiones

En ambos sistemas evaluados (CC y BIO) se alcanz6 una reduccién significativa del contenido de HTP (88%), la
cual se mostr6 acompafiada por incrementos en la AMT y en el nimero de BHAT y BDT.

Por lo tanto, se puede concluir que la aplicacién de una técnica de bioestimulacién no aportaria una ventaja para
este tipo de suelos, con el nivel de contaminacién y el aparente grado de adaptacién de la microflora autéctona, en
comparacion con la incorporacién de aire mediante un proceso de mezclado. Estos resultados permitirian el posible
desarrollo de un proceso que mejore las condiciones de aireacién en este tipo de suelos, con el objeto de favorecer en
mayor medida la biodegradacién de los hidrocarburos del petroéleo.
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