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RESUMEN

La biorremediacion tiene gran aceptacion en la recuperacion de suelos contaminados con
hidrocarburos a pesar de sus limitaciones cuando se trata de mezclas complejas con
policiclicos aromaticos (PAH), como la baja velocidad de biodegradacion y baja
biodisponibilidad. La bioestimulacion con compost maduro, y la oxidacion quimica directa
del suelo son estrategias que podrian favorecer la accesibilidad al PAH, promoviendo su
degradacion. Con el fin de estudiar el efecto combinado de ambas estrategias, fueron
preparados microscosmos de suelo crénicamente contaminado con PAHs (270ppm) para
evaluar el efecto del agregado de compost (39:7g); de la oxidacién con persulfato de
amonio y la accion combinada de oxidacion y posterior estimulacion con compost. El
tratamiento oxidativo consistié en 3 aplicaciones del oxidante (3,59%), con 24% de
humedad a 30°C. Los microcosmos fueron incubados a 25°C durante 30 dias. El suelo en
estudio evidenci6 alta densidad de poblaciones bacterianas pero no actividad
deshidrogenasa. La estimulacién con compost increment6 la actividad deshidrogenasa y
redujo parcialmente la toxicidad del sistema, sin disminuir significativamente la
concentracion total de PAHs. El tratamiento oxidativo redujo significativamente la
concentracion de PAHs y la densidad de poblaciones microbianas, aumentando la
toxicidad. El posterior agregado de compost recuperé las poblaciones microbianas sin
reducir los indices de toxicidad respecto del suelo original. La recuperacion bioldgica,
aunque parcial, dado que la actividad deshidrogenasa aumento solo un 10% respecto de
la bioestimulacién, fue correspondida con un 70% de eliminacion de PAH en 30 dias.
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INTRODUCCION

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH), son contaminantes ambientales
ubicuos, principalmente producidos por fuentes antropogénicas, incluyendo la
combustién incompleta de combustibles fésiles y biomasa, el trafico vehicular y la
liberacién de productos del petréleo y sus derivados (Wang y col., 2009). Los PAH no
solo constituyen un riesgo para el hombre y los animales, debido a sus propiedades
téxicas, mutagénicas y carcinogénicas, sino que implican un riesgo potencial para el
ecosistema de suelo (Pieper, S., 2004).

La biorremediacion tiene gran aceptacion como tratamiento para la recuperacion de
suelos contaminados con hidrocarburos (Pandey y col., 2009). Sin embargo, el proceso
tiene una aplicabilidad limitada cuando se trata de suelos contaminados con mezclas
complejas de PAH, altamente hidrofébicos. La baja solubilidad, conjuntamente con la
tendencia a adsorberse a la materia organica del suelo, afectan directamente la
biodegradacion de los PAH, debido a la reducida transferencia de masas desde la matriz


mailto:%20mariatdelpanno@gmail.com

de suelo hacia la interfase acuosa donde es asequible a los microorganismos,
condicionando la biodisponibilidad del contaminante (Semple y col., 2007).

La oxidacién quimica es una estrategia que ha sido considerada efectiva para superar
las limitaciones de la biorremediacién. El conjunto de técnicas que utilizan la inyeccion
de oxidantes fuertes para remediar suelos y aguas contaminadas ha sido denominado
ISCO (in-situ Chemical Oxidation). Entre los oxidantes mas utilizados se encuentra el
peréxido de hidrégeno (H»O,), el anidon permanganato (MnO4) y el anidn persulfato
(S,05%) (Huling y Pivetz, 2006). Estos oxidantes pueden transformar los contaminantes
organicos en productos menos peligrosos y en algunos casos llegar hasta su
degradacion total generando H,O y CO, (Chen y col., 2009).

La combinacion de las ISCO con tratamientos de biorremediacion ha sido aplicada en la
recuperaciéon de suelos contaminados (de Souza E Silva y col., 2009). La técnica de
oxidacion directa puede modificar la disponibilidad del PAH promoviendo su degradacion
(Fukushima y col., 2003), dependiendo su eficiencia de las propiedades del suelo y de
las caracteristicas de los PAHs contaminantes (Lemaire y col., 2013). Sin embargo los
efectos colaterales de los procesos de oxidacion sobre las propiedades bioldgicas del
suelo han sido solo parcialmente estudiados a través de ensayos de toxicidad de los
productos generados durante el tratamiento (Palmroth y col., 2006) y existe escasa la
informacion respecto del impacto de este tipo de tratamiento sobre la diversidad de la
comunidad microbiana del suelo y su funcionalidad (Mora y col., 2014). La eficiencia de
la accion combinada de las técnicas ISCO con biorremediacién aplicada a suelos
cronicamente aun esta en discusién dada la diversidad de suelos y los casos de
contaminacion.

En este contexto el trabajo propone investigar el efecto combinado de la estimulacién
con compost maduro y oxidacion con persulfato en la remediacion y recuperacion
biolégica de un suelo cronicamente contaminado con PAHSs.

MATERIALES Y METODOS

Suelo. El suelo de textura franco, crénicamente contaminado fue recolectado de un
predio petroquimico de la region La Plata-Ensenada. El material fue tamizado (3 mm) y
acondicionado mediante riego.

Oxidacién del suelo contaminado. Una porcion de suelo cronicamente contaminado
fue tratado con persulfato de amonio segun 3,33 g de oxidante/100 g de suelo seco. El
oxidante se agregé en tres veces, cada 3 dias, por aspersién sobre la tierra incubada a
30°C.

Estimulacién con compost maduro- Bioestimulaciéon. Se evaluo el efecto de un
unico agregado de compost maduro sobre la tierra tratada y sin tratar. En base a
estudios previos, se seleccioné la proporcion 7g suelo seco: 3 g compost seco.

Microcosmos. Fueron preparados tres sistemas por tratamiento, evaluando la
biodegradacion del suelo original (SB), la estimulacion (SE), la oxidacion (SOx) y la
estimulacién post oxidacion (SOxE) durante 30dias a 25°C, con monitoreos semanales.

Determinaciones fisicas y quimicas. Periédicamente fueron determinados el pH,
conductividad y potencial redox. Se determind la concentracion de hidrocarburos en
suelo (Alifaticos y PAH) luego del tratamiento mediante GC-FID. Brevemente, 5 g de



suelo se mezclaron con 10 g de sulfato de sodio anhidro. La extraccion se realizé de
acuerdo al método 3550B. Los extractos fueron inyectados en un cromatdgrafo gaseoso
Clarus 500 para su analisis y contrastados contra patrones de concentracion conocida.
Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Determinaciones microbiolégicas. Se realiz6 el recuento de bacterias heterétrofas en
agar R2 (Reasoner & Geldreich, 1985), bacterias degradadoras de PAHs mediante el
numero mas probable (Wrenn, B. & Venosa, A. 1996) y recuento de hongos en agar
Rosa de Bengala (Vecchioli y col., 1990). Se completé la caracterizacién con el recuento
bacterias solubilizadoras de fosforo inorganico (Figueiredo de Vasconcellos y col., 2010),
luego de los tratamientos.

Se evaluo la actividad deshidrogenasa (Thalman A., 1968). Unos 5 g de muestra fueron
incubados durante 24 h con cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) en buffer TRIS-HCI pH
7,4. Luego de la incubacion, la reaccion se detuvo agregando 40 mL acetona y agitando
a intervalos durante las dos horas de extraccion. Se determind la absorbancia a 546nm
correspondiente al trifenil formazan (TPF) producido.

Toxicidad aguda. Se determin6 de la toxicidad residual en suelo a través del test de
germinacion de semilla (L. sativa) (US EPA 712-C-96-154. (OPPTS 850.4200), 1996)
evaluando el porcentaje de inhibicion en la germinacion y en la elongacion radicular.

{(Gec — Gn) (Lc —Ln) .
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Donde Gn es el numero de semillas germinadas por dilucién; Gc es el niumero de
semillas germinadas en el control; es Ln es el promedio de longitud de la dilucién y Lc es
el promedio de longitud radicular del control.

RESULTADOS Y DISCUSION

El suelo en estudio presentdé una concentracion de PAH de 274,21+80 ppm con
predominio de fenantreno y pireno. El analisis fisicoquimico evidencié un suelo franco,
con pH ligeramente alcalino, 3,78% de materia organica y 181+70 uS de conductividad.
Los valores de poblacion bacteriana heterétrofa, degradadora de PAH y fungica fueron
4,27.10"; 3,6.10° y 6.10° UFC/gss respectivamente, indicando la presencia de
poblaciones potencialmente activas. No fue detectada la presencia de poblaciones
solubilizadoras de fosfato. No fue detectada actividad deshidrogenasa, probablemente
debido a la cronicidad de la contaminacién. Es importante destacar que la actividad
deshidrogenasa revela el estado de toda la comunidad microbiana, mientras que los
recuentos estiman solo poblaciones cultivables.

En el ensayo de toxicidad se aprecid un 50% de inhibicién de la germinacion y la
formacion de raices mas largas, pero mas finas y enruladas que el control, demostrando
un efecto fitotdxico.

Durante la incubacion del suelo original (SB), no se evidenciaron cambios en las
poblaciones bacterianas ni en la actividad deshidrogenasa (Figs. 1 y 2). El descenso del
indice de germinacion y de elongacion no se correspondid con un normal desarrollo de
las raices, evidenciado un claro efecto fitotdxico (Fig. 3), y no se detectd reduccién en la
concentracion de PAHs.



Tabla 1: Propiedades del suelo original, y luego de los tratamientos

Tratamientos

Propiedades SCC SB (d30) SE (d30) SOx (d0) SOx (d30) SOxE (d30)
pH 8.4(0.1) 7.4 (0.1) 7.9 (0.1) 7.0 (0.1) 7.48 (0.1) 7.26 (0.13)
Potencial

redox (mV) 238 (14) 244.4 (11) 221.7 (1.3) 340.8 (0.8) 193.9 (6.3) 189.0 (8.2)

PAH (ppm) 270 (80) 280 (70) 210 (3)

200 (30) 164 (24) 76 (30)

Referencias: SCC (suelo crénicamente contaminado); SB (suelo biodegradado); SE (suelo
estimulado); SOx (suelo oxidado); SOXE (suelo oxidado y estimulado). Valores promedio de tres

determinaciones; entre paréntesis, desvio estandar.

La estimulacion con compost maduro (SE)

no produjo cambios significativos en la

densidad de poblaciones bacterianas manteniéndose en los valores iniciales durante todo
el ensayo. (Fig. 1). La actividad deshidrogenasa aumenté significativamente luego de la
estimulacién (Fig. 2), aunque no se correspondié con un descenso en la concentracion
total de PAHs (Tabla1). Sin embargo, se observé una significativa disminucion en la
concentracion de fenantreno (41.4%). El agregado de compost no produjo cambios
significativos sobre la toxicidad del suelo tratado (Fig.3).
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Figura 1: Evolucion de las poblaciones bacterianas heterotrofas (BH) y degradadoras de PAH (BDPAH)

durante los tratamientos.
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Figura 2: Evolucibn de la actividad
deshidrogenasa durante los tratamientos.
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Figura 3: Toxicidad de los extractos de suelo
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La bioestimulacién del suelo implica la incorporaciéon de materia organica facilmente
degradable y una comunidad asociada con el fin de de estimular la actividad degradadora
de la comunidad autdctona, siendo la biodisponibilidad del contaminante uno de los
factores limitantes (Plaza y col., 2009). Considerando la relativamente alta densidad de
poblaciones y la baja eficiencia de eliminacion de PAHs por el tratamiento de
bioestimulacion, es probable que la actividad biolégica observada fuera principalmente a
expensas de la materia organica facilmente asimilable, no logrando un significativo
incremento de la biodisponibilidad de los PAHs contaminantes.

La oxidacién del suelo contaminado con persulfato (SOx) redujo ligeramente el pH y
aumenté significativamente su conductividad (921uS). Se evidencié un significativo
descenso de las poblaciones bacterianas heterétrofas y degradadoras, en
aproximadamente 3 y 4 érdenes de magnitud, respectivamente, Fig.1. La toxicidad del
suelo resultd significativamente incrementada por la oxidacién, no evidenciandose una
eliminaciéon significativa de PAHs. Luego de 15 dias de incubacion, la poblacion
heterétrofa aumentd progresivamente hasta alcanzar el valor correspondiente al SB,
sugiriendo la seleccién y establecimiento de poblaciones autéctonas adaptadas a la
nueva condicién de la matriz. Sin embargo no se detectaron cambios en la actividad
deshidrogenasa, Fig. 2. Luego de 30 dias de incubacién la toxicidad no evidencio
cambios significativos, sin embargo el porcentaje de eliminacion de PAH alcanzé un 40%.
La estimulacién con compost del suelo recientemente oxidado (S OxE) permitid la
recuperacion de la poblacion heterétrofa en una semana. Sin embargo, la actividad
deshidrogenasa aumentdé solo un 10% de lo alcanzado en el microscosmo SE,
evidenciando un efecto inhibitorio de la matriz oxidada sobre la actividad enzimatica, que
no fue neutralizado por el agregado del compost. Finalmente, el tratamiento de
estimulacion post oxidacion logré una eliminacion de PAHs del 70% en 30 dias, sin
cambios significativos en los indices de toxicidad respecto del suelo original, pero si
reduciendo el porcentaje de inhibicién de raiz, que fuera significativamente aumentado
por la oxidacién.

CONCLUSION

Las propiedades del suelo, destacando su historia previa de contaminacion, son factores
determinantes en los tratamientos de remediacién. El suelo en estudio no evidencié
actividad deshidrogenasa, probablemente debido al tipo de contaminacién crénica de
PAH y al bajo contenido de materia organica. La estimulacion con compost maduro
resulté efectiva, aunque inespecifica, reduciendo parcialmente la toxicidad del sistema sin
disminuir significativamente la concentracion total de PAHSs.

El tratamiento oxidativo aplicado, redujo significativamente la concentracién de PAH, con
un drastico descenso de poblaciones microbianas, que pudo ser recuperado rapidamente
luego de la incorporacion de compost. Esta recuperacion biolégica, aunque parcial, fue
correspondida con una eficiente eliminacién de PAH en 30 dias. Considerando que, los
comparativamente mayores indices de toxicidad producidos por la oxidacién son
indicadores de nuevos compuestos en la matriz, un mayor tiempo de incubacién podria
conducir eventualmente, a la seleccion y establecimiento de nuevas comunidades
activamente degradadoras.
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