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1.Introduccion general

“Es necesario diferenciar las cosas: lo que siempre
existe sin haber nacido, y lo que siempre esta
comenzando sin jamas llegar a ser "

Platon

<




Capitulo 1 - Introduccion Station C (UK) 60°41'16"S 44°34'24" W

1.1. Contaminacidén por hidrocarburos

El desarrollo social, tecnolégico e industrial demanda incesantemente cantidades crecientes
de energia. Pese al reciente incremento en el uso de fuentes alternativas, actualmente entre el 81
y el 86% de la energia mundial proviene del petrdleo y sus derivados (gasoil, nafta, gas,
kerosene, etc). Se calcula que en el mundo se consumen aproximadamente 90 millones de
barriles de petréleo por dia (CIA, 2006). Considerando que cada barril contiene 159 litros, esto
representa un manejo diario de mas de 14 mil millones de litros de combustibles alrededor del
mundo. Semejante logistica da lugar a malos manejos, negligencias o accidentes que contaminan
los diferentes ambientes naturales de nuestro planeta (suelo, mar, aire, sedimentos).

La percepcion del medio ambiente como algo que es necesario preservar es particularmente
reciente en la sociedad. Sin embargo, pese a la mayor conciencia respecto a su cuidado, el dafio
ya causado, conocido como pasivos ambientales, es muchas veces irreversible. Ademas, los
habitos arraigados que no contemplan la conservaciéon de los ambientes habitados por el
hombre siguen, en muchos casos, vigentes.

Es por ello que el mantenimiento de ecosistemas pristinos, la recuperaciéon de aquellos
ambientes contaminados y la busqueda de fuentes de energias renovables o menos
contaminantes que aquellas dependientes de derivados del petrdleo, se destacan entre las
prioridades de los estados, las organizaciones intergubernamentales y las empresas a nivel
mundial.

Dentro de los contaminantes mas ampliamente distribuidos a nivel mundial, los
hidrocarburos del petréleo son definitivamente los mas ubicuos en aguas y suelos del planeta.
Las zonas de explotacién y distribucién de estos compuestos son las méas afectadas por esta
problemética. Refiriéndose particularmente a los suelos, los polos petroquimicos y las areas
circundantes a yacimientos petroliferos suelen presentar altos niveles de contaminacién. En
particular en nuestro pais, los polos petroquimicos de Ensenada, Bahia Blanca y Plaza Huincul y
las dreas de explotacion de la Patagonia (Caleta Olivia, Las Heras, Plaza Huincul, Loma de la Lata,
Centenario) son las mas impactadas por esta contaminacién. Si bien menos conocidas, las
actividades extractivas de petroleo también se dan, y afectan, a distintas areas del noroeste
argentino (Saltay Formosa).

Cabe destacar que en el origen de la explotacién hidrocarburifera y en la mayor parte del
siglo XX, no se tenia ningin tipo de contemplacién sobre el cuidado del medio ambiente.
Afortunadamente, en la actualidad, la mayoria de las zonas productoras estan enmarcadas en
una legislaciéon nacional y/o provincial que contempla el cuidado del medio ambiente
circundante a las areas de produccion (en Neuquén Ley Provincial N°1875, Ley Provincial

N°2666, en Chubut Ley XI N°35-DR N°1456/11; en Santa Cruz Ley 2567-DR N°712/02, todas
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Capitulo 1 - Introduccion Signy (Sudafrica) 60°42°29"S 45°35'42"W

enmarcadas dentro de las Leyes nacionales N° 24.051 y N°® 25.612). Dicha legislacion establece
que las empresas son responsables de la generacidn de residuos peligrosos “desde el origen
hasta la tumba”, asi como también establece valores maximos de concentracién en suelo de
distintos componentes presentes en los hidrocarburos (HTP, BTEX, HAP's, etc).

Sin embargo, el aumento exponencial de la produccién de petréleo y gas en las ultimas
décadas (Figura 1.1 y 1.2) determina que el problema ambiental se torne potencialmente atin
mds grave. A fecha de Diciembre de 2016, se encontraban en nuestro pais mas de 7.300 cuencas
productivas, sumado a los casi 60 equipos en perforacidon (Instituto Argentino del Petroleo y el
Gas) y al incipiente desarrollo del yacimiento de Vaca Muerta en la cuenca Neuquina, para el cual
se estima una produccién de 27 mil millones de barriles (Energy Information Administration,
US), el cual multiplicaria por 10 las reservas de Argentina, colocando al pais como segunda
reserva mundial de gas de esquisto (o shale gas). Este vertiginoso aumento en la produccion y
explotacién representa a su vez un inminente aumento en el pasivo ambiental, asi como en los

riesgos de accidentes y derrames.

PRODUCCION DE PETROLEO - Incluye gasolina

50.000
45.000
40.000
35.000
30,000

25000
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10000 -
5.000 -

Figura 1.1. Produccién de petréleo (en miles de m?) en la Reptiblica Argentina desde 1916 a
la actualidad.
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Capitulo 1 - Introduccion Orcadas (Argentina) 60°44'17"S 44°44'17"W

PRODUCCION DE GAS NATURAL

55.000
50.000 -
45.000 -
40.000 -
35.000

30.000 -

25.000 -

Millones dem3

20000 -

15.000

10.000 -
B - ey e ey R a1 |

Fuente:SIPG- |APG

1924
1926
1928
1930
1932
1934 >
1936 =+
1938 >
1940 *
1942 =
1944
1946
1948
1950
1952 3
1954 =
1956 3

Figura 1.2. Produccion de gas natural (en millones de m?) en la Republica Argentina desde 1916 a

la actualidad.

1.2. Contaminacion en Antdrtida

La Antartida es el continente més austral y aislado del Planeta. También es el mas frio, seco y
ventoso y con la mayor altura media de la Tierra. El continente es basicamente un desierto, con
un promedio de precipitaciones menor a 200 mm anuales en las zonas costeras, y aliin menor
tierra adentro. En este continente se registrd la menor temperatura de la historia del planeta en
agosto de 2010, llegando a -93.2 °C en una zona encontrada entre Dome Argus y Dome Fuji, a
una altitud de 3.900 m de altura (81.8°S 59.3°E). La temperatura promedio durante el invierno
ronda los 63°C bajo cero y solo el 0,36% de su superficie (45.000 km?) se encuentra libre de
hielo. Ademas, el punto mas cercano con otro continente se encuentra a no menos de 1.000 km
de distancia (Ushuaia, Arg.).

Como se menciond anteriormente, la contaminacion por hidrocarburos afecta suelos y aguas
en todo el mundo. Lamentablemente, el continente antartico y las islas sub-antarticas no se
encuentran exentos de esta problematica. Alli, las zonas en donde se emplazan las bases
cientificas (en su mayoria en areas costeras libres de hielo) estan particularmente expuestas a
un alto riesgo de contaminacion por combustibles derivados del petréleo (Aislabie y col., 2006;

Vazquez y col, 2009; De Jesus y col,, 2015).
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Capitulo 1 - Introduccion Comandante Ferraz (Brasil) 62°05'07"S 58°23'29"W

Figura 1.3. Mapa de Antértida, incluyendo las bases alli situadas. Fuente: SCAR Antarctic Digital
Database.

® Bases permanentes. ©°Bases temporales.

[ ISLAREY JORGE J

125 DE MAYOD

P,As’ijg : e

Figura 1.4. Peninsula Antértica, incluyendo las bases all{ situadas y el detalle de la Isla 25 de Mayo, sitio
de la Base Carlini. Fuente: SCAR Antarctic Digital Database. (=) Base Carlini
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Capitulo 1 - Introduccion Station G (UK) 62°05'14"S 58°23'39"W

Actualmente se encuentran en Antartida 40 bases permanentes y 42 bases de verano. De esas
82 bases, 13 corresponden a la Reptiblica Argentina: 6 permanentes (Orcadas, Carlini,
Esperanza, Marambio, San Martin, y Belgrano Il) y 7 transitorias o de verano (Cdmara,
Decepcion, Primavera, Petrel, Melchior Brown y Matienzo). Todas ellas utilizan casi tinicamente
Gas 0Oil Antartico (GOA) para la generacion de calor y electricidad, asi como también para el
movimiento de vehiculos. Otro tipo de combustible, el Jet Propellant (JP), es a su vez
frecuentemente utilizado en dichas bases como combustible de aviones y helicopteros usados
para transporte de personal, viveres y equipamiento. Para su utilizacién en un ambiente tan
remoto, estos combustibles deben ser transportados hasta alli y almacenados bajo condiciones
ambientales y meteoroldgicas muy rigurosas (Figuras 1.5 y 1.6), y muchas veces en un contexto
logistico que no es el ideal para su manejo. En consecuencia, ese transporte y almacenamiento
lleva muchas veces a la generacién de pequefios o medianos eventos de contaminacién que
implican un peligro y dafio concreto para el ecosistema antartico. Dado que la mayoria de las
bases antarticas previamente mencionadas se ubican en zonas costeras libres de hielo, los suelos

en estos sitios pueden ocasionalmente verse impactados por estos contaminantes.

Figura 1.5. Tanques de almacenamiento de gasoil (20.000 1) en la base Carlini,
expuestos a rigurosas condiciones meteorologicas.
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Capitulo 1 - Introduccion Machu Pichu (Perti) 62°05'29"S 58°28'12"W

Figura 1.6. Tambores de 2001 conteniendo GOA, nafta y JP1 en Base Marambio,
expuestos a -50 °C,

Tanto la descarga y aprovisionamiento de combustible, como su manipulacién y utilizacién
en bases antarticas, pueden producir (y producen) derrames que contaminen de manera crénica
los suelos y aguas costeras, impactando negativamente sobre el medio ambiente. Numerosos
casos de este tipo han sido reportados en bases antarticas de muchos paises a lo largo de los
afios (Snape y col, 2006; Ferguson y col, 2008; Ruberto y col, 2009; Schafer y col, 2009;
Raymondy col, 2017).

Sin embargo, también pueden ocurrir eventos de contaminacion de gran magnitud en el
continente antartico. A modo de ejemplo se puede mencionar el hundimiento del buque polar
argentino “ARA Bahia Paraiso”, en enero de 1989 tras chocar con una roca frente a la base
estadounidense Palmer, en la isla Anvers del archipiélago Palmer. Este evento produjo el
derrame de 600.000 litros de combustible al mar, cubriendo una superficie de 100 kmz?, y
representa sin dudas uno de los eventos de contaminacién mas masivos en el continente
antartico. Por otro lado, el marcado aumento que se esti registrando en el desarrollo de
actividades turisticas en Antartida a partir de la mayor cantidad de cruceros disponibles,
representa otro potencial riesgo medio ambiental, ya que varios accidentes han ocurrido con
este tipo de actividad, como el hundimiento del buque turistico “MS Explorer” ocurrido en
noviembre de 2007 en el estrecho de Bransfield (Figura 1.7). Este buque fue el primer crucero
disefiado expresamente para navegar por aguas heladas de Antartida, y el primero en hundirse
en ese continente, liberando al océano antartico aproximadamente 185 m? de gasoil maritimo,

24 m? de aceite lubricante y 1,2 m? de petrdleo (ATCM 2008).
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Capitulo 1 - Introduccion Refugio Ensenada Martel (Argentina) 62°06'S 58°28'W
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Figura 1.7. El accidente del transporte polar Bahia Paraiso en 1989 y del MS Explorer en 2007 son dos
de los accidentes navales mas importantes ocurridos en Antartida.

Debido a las razones mencionadas anteriormente, y seglin el Protocolo de proteccién del
medio ambiente antartico firmado en Madrid (1991): “...se establece la proteccion del medio
ambiente antdrtico y los ecosistemas dependientes y asociados, asf como del valor intrinseco de la
Antdrtica, incluyendo sus valores de vida silvestre y estéticos y su valor como drea para la
realizacién de investigaciones cientificas, en especial las esenciales para la comprension del medio
ambiente global, deberdn ser consideraciones fundamentales para la planificacion y realizacién de
todas las actividades que se desarrollen en el drea del Tratado Antdrtico...”. Refiriéndose de
manera mas especifica a la problemética de la contaminacién por hidrocarburos, durante la 3ra
reunion consultiva del Tratado Antértico realizada en 1964 en Bruselas se establecié “...la
urgencia para encontrar una solucion a la problemdtica de la contaminacién por hidrocarburos en
el Océano Antdrtico y sus alrededores, en busca de prevenir un dafio mayor a la vida salvaje en el
darea concerniente al Tratado Antartico...” (ATCM 1964).

Este protocolo fue firmado por todos los estados que son parte del Tratado Antartico, por el
cual se comprometieron a buscar estrategias para la recuperacién de suelos y aguas
contaminadas, asi como también a mitigar los impactos antrépicos sobre los ecosistemas
antarticos. Debido a las caracteristicas mencionadas que presenta este continente, el desarrollo
de dichas estrategias representa un importante desafio cientifico, de infraestructura y de

logistica.

1.3. Hidrocarburos derivados del petréleo

Los hidrocarburos se definen como compuestos organicos formados principalmente por
atomos de carbono e hidrégeno, pudiendo tener trazas de azufre, nitrégeno y oxigeno. De

acuerdo a su estructura quimica, pueden clasificarse en alifiticos (cadenas carbonadas
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Capitulo 1 - Introduccion Arctowski (Polonia) 62°09'37"S 58°28'24"W

abiertas), ciclicos (cadenas carbonadas cerradas, que forman un ciclo) y aromaéticos (cadenas
cerradas que presentan aromaticidad por la presencia de dobles enlaces resonantes en su
estructura). Entre ellos, los compuestos alifaticos son los mas ampliamente distribuidos a nivel
mundial ya que son la base mayoritaria de los combustibles utilizados habitualmente (diésel,
kerosene, nafta). Por ende, también son los més relevantes respecto a la contaminacién que
generan, dados los grandes vollimenes en que son transportados y almacenados, aumentando la
probabilidad de eventos de derrame, y su masividad.

En relacién a los combustibles, el gasoil (principal combustible utilizado en la logistica
antartica) es definido como una mezcla compleja de hidrocarburos producida por la destilacién
del petréleo crudo. Contiene hidrocarburos lineales que van predominantemente desde el Cy
hasta el Czo, con una temperatura de ebullicion que se encuentra entre los 163 y 357 °C (EPA,
TSCA). Una definicién europea (CONCAWE, 1985) extiende ese rango hasta el Cz y una
temperatura de ebullicién de 390 °C. Ademas, el gasoil es considerablemente menos volatil y
posee una mayor densidad que la nafta o gasolina, por lo cual provee de una mayor capacidad
energética por unidad de volumen.

Es importante destacar que en locaciones de clima frio, como la Antartida, el gasoil se
encuentra enriquecido en cadenas alifaticas mas cortas, o incluso adicionado con kerosene u
otros compuestos anticongelantes, de manera de evitar que la exposicion a muy bajas
temperaturas ocasione la solidificacién del mismo o de parte de sus componentes. Es por eso,
que en general el GOA presenta un patrén cromatografico con preponderancia de los

compuestos entre Co y Cy5, y bajos aportes de los compuestos >Cy¢ (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Cromatograma de gasoil obtenido por GC-FID. Se identifican los compuestos
de cadena mediana (Cn), asf como algunos isoprenos (iCn).
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Capitulo 1 - Introduccion Collins (Chile) 62°10'09"S 58°51'07"W

1.4. Los suelos

Segutn la Food y Agriculture Organization (FAO) de las Naciones Unidas, se define como suelo
al medio natural para el crecimiento de las plantas. En un sentido mas fisicoquimico, también lo
define como la parte superficial de la corteza terrestre que es biol6gicamente activa y que
proviene de la desintegracion de rocas y de los residuos generados por todos los seres vivos que
sobre ella habitan. Se encuentra dividido en capas (horizontes) compuestas de distintos
materiales de origen mineral, materia orgéanica y poros rellenos de aire o agua. El suelo es el
producto del clima, el tiempo y la topografia que producen diferentes texturas, consistencias,
colores y propiedades fisicas, quimicas y biolégicas a partir de los cuales son clasificados y
caracterizados.

Las particulas componentes del suelo se distribuyen en un continuo de tamafios,
agrupandose en distintas fracciones. Estas agrupaciones son las que originan la clasificacién que
se realiza de los suelos de acuerdo al tamafio de sus particulas. La primera distincién que se
realiza para este proposito, es definir que aquellas particulas mayores a 2 mm (grava, piedras)
no se incluyen en la clasificacion del suelo, sino que se consideran como el “esqueleto” del
mismo. En cambio, las particulas menores a 2 mm se dividen a su vez en 3 categorias (Figura
1.9): arena, la cual comprende a aquellas particulas de suelo tamizado de entre 2 mm y 50 pm;
limo entre 50 y 2 um y arcilla menor a 2 pm. Tanto las arcillas como los limos se determinan
indirectamente mediante la velocidad de sedimentacién en agua.

Los primeros estudios realizados sobre suelos antarticos datan de 1916 (Jensen, 1916) en los
cuales se analizaron las muestras colectadas en las expediciones realizadas por Shackleton
entre 1907 y 1909. Desde entonces, y por mas de 100 afios se han analizado muestras de suelos
del continente blanco (McCraw, 1960; McCraw, 1967; Bockheim, 1982; Soil Survey Staff, 1999;
IUSS, 2007). Las caracteristicas de estos suelos son muy particulares, debido a las condiciones
climaticas del continente, la existencia y extension de la capa de permafrost (capa de suelo
permanentemente congelado, pero no permanentemente cubierto de hielo o nieve), la
disponibilidad de agua en el suelo y la presencia de plantas vasculares. Ademas, dichas
caracteristicas también son dependientes de la regién que se considere, ya que a modo de
ejemplo, los suelos ornitogénicos presentan caracteristicas muy distintivas debido al impacto

biolégico que genera la fauna local.
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Capitulo 1 - Introduccion Lenie (EEUU) 62°10'42"S 58°26'46"W
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Figura 1.9. Diagrama triangular de las clases texturales en las que se divide el suelo de acuerdo al tamafio
de particulas. Fuente: United States Department of Agriculture (USDA)

La mayoria de las bases antdrticas se encuentran ubicadas en zonas costeras (s6lo 3 se
encuentran tierra adentro), por lo que el impacto de la contaminacién antrépica suele ocurrir
sobre suelos que no presentan cobertura de hielo (Figura 1.10). Por otro lado, una gran parte de
los suelos circundantes a bases cientificas presentan caracteristicas similares, que incluyen bajo
contenido de materia organica (debido principalmente a la falta de vegetacién), bajo contenido
general de nutrientes (Nitrégeno, Fésforo, Potasio) y de agua.

El suelo en el cual esta centrado el presente trabajo de tesis, proviene del area circundante a
los tanques de almacenamiento de GOA ubicados en la Base Argentina Carlini (62°14'18"S
58°40'05"W), ubicada en Caleta Potter, Isla 25 de Mayo (King George Island), Islas Shetand del
Sur. El suelo pristino obtenido en este sitio presento una textura arenosa, conteniendo un 1,8 %
de arcilla, 3,8 % de limo y 94,4 % de arena. Los valores de carbono organico total, el nitrégeno
total Kjeldhal y el fosforo extractable total fueron 10,21 g kg! (1,02 %), 0,32 g kg' y
5,0 mg kg respectivamente. El pH fue 6,8 mientras que el contenido de humedad ascendio a 10
%.

La contaminacién con hidrocarburos impacta quimicamente sobre estos suelos al

proporcionar un gran contenido de compuestos ricos en carbono ya que, como se dijo

Martinez Alvarez Pagina 11



Capitulo 1 - Introduccion Artigas (Uruguay) 62°11'04"S 58°54'14"W

previamente, los suelos antérticos son pobres en nutrientes. La principal consecuencia del gran
aporte de carbono proporcionado por el derrame de hidrocarburos es un desbalance en la
relacién C:N:P en ese suelo, que afecta a la flora microbiana residente (Ferguson y col,, 2003;
Vazquez y col,, 2009; van Dorst y col, 2016). Por un lado, s6lo una parte de las bacterias y
microorganismos en el suelo son capaces de tolerar el impacto del contaminante (esto es, a su
vez, dependiente de la dosis de contaminacién). Por otro lado, aquellos que son capaces de
tolerar el contaminante y degradarlo, requieren de N y P para poder metabolizarlo. El
desbalance en la relacién C:N:P provocado por el derrame de hidrocarburos consiste en el
aporte de una gran cantidad de C metabolizable por la flora microbiana, pero sin las cantidades
necesarias de los otros nutrientes (N y P). Este desbalance finalmente redunda en una reduccién
de la capacidad metabdlica y de biodegradacion de los contaminantes, favoreciendo de esta

manera la permanencia de los mismos en el suelo.
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Figura 1.10. Areas libre de hielo (suelo descubierto) por regién en Antartida.
Adaptado de Bockheim (2015).

Otra caracteristica que vale la pena destacar respecto a estos suelos contaminados, es el tipo
de contaminacién a la cual fue sometido. Cuando el contaminante es vertido por primera vez
sobre el suelo genera una contaminacion de tipo aguda, que se da sobre suelos pristinos que
reciben de manera stbita una gran cantidad del contaminante. En este suelo se encontraran
generalmente muy pocos microorganismos adaptados a degradar el contaminante, los cuales
tendran muy poca tolerancia al mismo, generando un marcado descenso en el nimero y
diversidad de los grupos bacterianos de ese suelo (Mac Cormack y Ruberto, 2003). El aspecto

positivo de este tipo de contaminacién es que al ser un evento reciente, los hidrocarburos en
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Capitulo 1 - Introduccion Eduardo Frei (Chile) 62°11'35"S 58°58'55"W

suelo tendrdn un gran componente de compuestos volatiles, y por otro lado no se encontraran
envejecidos (proceso conocido como ageing, Liu y col.,, 2012; Tang y col.,, 2012). Esto tltimo
redundard en que no estén adsorbidos fuertemente a las particulas que forman parte de la
estructura del suelo.

Por otro lado, se encuentran los suelos en los que los eventos de contaminacién sucedieron
hace ya un tiempo (envejecidos) o que son frecuentemente impactados por hidrocarburos
derivados del petréleo, recibiendo probablemente pequefias pero constantes dosis. El manejo,
uso y distribuciéon de los combustibles en las bases antarticas puede llevar a derrames
accidentales que contaminen la misma matriz edafica en reiteradas ocasiones. Estos suelos
contaminados en forma crénica contienen proporciones significativas de microorganismos ya
adaptados a la presencia del contaminante, y con capacidad de tolerarlos y degradarlos,
permitiendo realizar procesos de indole biol6gicos para recuperarlos de una manera eficiente.

Esto los diferencia de aquellos suelos contaminados de forma aguda, sumado al hecho de
presentar un bajo nimero de hidrocarburos volatiles y estar enriquecidos en la fraccién pesada
y/o recalcitrante del gasoil. Este tipo de contaminantes esta fuertemente adsorbido a las

particulas del suelo y por ende su biodisponibilidad es muy baja.

Figura 1.11. Caferias de transporte de GOA, en la Base Carlini. La manipulacién
del combustible puede producir pequefios y constantes derrames que
contaminen cronicamente el suelo.

El tratamiento de suelos contaminados de Antartida, implica importantes diferencias (tipos
de tratamiento, logistica y costos asociados) de acuerdo a si se busca la descontaminacién de

dichos suelos en el lugar de origen o si se planea trasladarlos para su tratamiento. En el caso en
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Capitulo 1 - Introduccion Bellingshausen (Rusia) 62°11'55"S 58°57'38"W

que los suelos no sean remaovidos y se les aplique un tratamiento en el lugar donde sufrieron la
contaminacion, el tratamiento se denomina “in-situ”. Por el contrario, si se decide o es necesario
removerlo para su descontaminacion, el proceso se denomina “ex-situ”. Esa remocién y traslado
suele estar acompafiado de un incremento marcado en los costos del tratamiento y del esfuerzo
logistico necesario. En muchos casos, ese incremento en los costos resulta prohibitivo para la
factibilidad de la descontaminacién de los suelos, y por ende, se escoge una estrategia a aplicar
en el lugar, que resulta generalmente en costos mucho menores, o simplemente se permite que
los procesos naturales ocurrentes en el suelo contengan y reduzcan la concentracién del
contaminante, Este fendmeno se describe como atenuacion natural o “do-nothing” (del inglés,
no hacer nada). Ademas, existe una alternativa que involucra la remocién del suelo para tratarlo
en las cercanifas del lugar donde fue impactado por el contaminante. Esta estrategia se conoce
como “on-site” e implica la colocacién del suelo en dreas circundantes, y generalmente su
aislamiento del resto del ambiente mediante el uso de capas de arcillas, geomembranas o
geotextiles para conformar o un sistema en landfarmings (Seccién 1.8.1) o en biopilas (Seccidn
1.8.2). Esta estrategia presenta la ventaja de involucrar costos mas reducidos que los
tratamientos “ex-situ”, aumentando su factibilidad, ademas de incrementar la eficiencia de
remocion del contaminante superando los valores obtenidos usualmente por la remediacion “in-
situ”. Ademas, una vez tratado, el suelo puede ser devuelto a su sitio de origen sin grandes costos

de traslado asociados.

1.5. Técnicas de remediacion de hidrocarburos en suelos

Las técnicas de remediacion de hidrocarburos derivados del petréleo en suelos han ido
evolucionando a lo largo de los afios. Hasta la década de 1980, las técnicas utilizadas
involucraban el mero uso de “vertederos”, lo cual implicaba el traslado del suelo contaminado
desde su sitio de origen hacia un sitio de disposicién final sin la aplicacién de ningiin tipo de
tratamiento. Hacia mediados de los 80, y tras la aplicacién de leyes y enmiendas cruciales en
EEUU a través de la Environmental Protection Agency (EPA), se planted la necesidad y
preferencia de otros métodos de remediacién de suelos que representen soluciones mas
permanentes y menos costosas. Estas leyes (conocidas como Superfund) establecian como sus
puntos principales: i) la prohibicién del uso de sitios de abandono de residuos peligrosos; ii) la
responsabilidad civil de aquellas personas responsables de esa generacion de residuos; iii) el
establecimiento de un fondo comiin para el financiamiento de la recuperacién de aquellos sitios
contaminados con residuos de los que no se conocia el originante y; iv) la incorporacién de
impuestos a las industrias contaminantes de forma de sustentar la aplicacion de tratamientos

(Public Law 96-510, Congreso de los Estados Unidos). Como consecuencia, se avanzo
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Capitulo 1 - Introduccion Escudero (Chile) 62°12'05"S 58°57'44" W

significativamente en el desarrollo y uso de técnicas que trataban el suelo, y reducfan la
concentraciéon del contaminante. Sin embargo, hay que tener en cuenta la extension de suelos a
tratar, asi como los costos asociados a dichos tratamientos. En ese sentido, se han desarrollado
numerosas estrategias fisicas, quimicas y biolégicas para ese fin. El resumen de estas técnicas se

incluye en la Tabla 1.1.

1.5.1. Barreras inertes

El uso de barreras tiene como tnico objetivo la retencién del contaminante en el subsuelo,
impidiendo que este se siga diseminando. La estrategia radica en la instalacion de barreras de
materiales impermeables (y de preferencia, inertes) en el suelo, de manera de frenar la
migracion de la contaminacion. Generalmente es el método de eleccién cuando el tratamiento de
descontaminacién es econdémica, técnica o logisticamente inviable. Para la construccién de estas
barreras se suele utilizar lechada u hormigén, la inyeccion de cemento o de agentes quimicos
bajo el perimetro de la zona contaminada, o membranas sintéticas (geomembranas de alta
densidad) que impiden la escorrentia (run off) del contaminante.

Lugar de aplicacién: in-situ

Velocidad de degradacién: nula o muy lenta (atenuaciéon natural)

Costo econémico: muy bajo

1.5.2. Barreras permeables reactivas

Las barreras permeables reactivas (BPR) constituyen una estrategia de descontaminacién
que radica en la intercepcién de aguas subterrdneas para eliminar o adsorber los contaminantes
presentes en ella, mediante procesos fisicos, quimicos o biol6gicos. El paso del agua a través de
dicha barrera se logra muchas veces “encausando” el flujo mediante el uso de muros de
contencién que fuercen a las aguas a pasar por las barreras reactivas.

El tratamiento de estas aguas contaminadas se da a través de dos procesos: i) adsorcién o
retencién por compuestos adsorbentes o precipitantes que retienen el contaminante en su
superficie o que los precipitan en forma de sélidos de manera de retenerlos en la barrera; ii)
degradacion, ya sea por métodos quimicos como bioldgicos. Dentro de los quimicos, hay ciertos
compuestos que se pueden utilizar que transforman compuestos nocivos en sustancias inocuas
(como por ejemplo, el hierro granulado para tratar compuestos clorados). También se puede
estimular el crecimiento de microorganismos (Mumford y col, 2013) que metabolicen los
contaminantes que llegan a la barrera permeable. Para esto, es necesario proveer nutrientes y

oxigeno.
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Capitulo 1 - Introduccion Julio Ripamonti (Chile) 62°12'36"S 58°56'08"W

Lugar de aplicacién: in-situ
Velocidad de degradacion: lenta

Costo econdmico: medio

1.5.3. Desorcion térmica

Este tratamiento consiste en calentar el suelo a temperaturas de entre 250 y 600 °C para
provocar la evaporacion de compuestos organicos volatiles. Esa evaporaciéon genera la
separacion fisica de los contaminantes, que luego son captados por un equipo de recuperacién
de gases y son transformados nuevamente en liquidos o s6lidos para su degradacién final. Altos
contenidos de agua en los suelos a tratar dificultan su tratamiento con esta técnica y elevan
marcadamente su costo. Este hecho, sumado a los costos asociados al transporte que
representan las estrategias ex-situ, torna su aplicabilidad en Antartida muy reducida.

Lugar de aplicacién: ex-situ

Velocidad de degradacion: rapida

Costo econdmico: medio

1.5.4. Lavado de suelos

El lavado de suelos involucra la extraccion del suelo para ser tratado en instalaciones
especificas en donde se reduce su nivel de contaminacion mediante el agregado de agua y
agentes tensioactivos, ademas de un proceso mecanico que separa los componentes del suelo de
acuerdo a su tamafio. Esta estrategia disuelve los contaminantes en el agua debido a las
propiedades surfactantes de los agentes quimicos utilizados y a la manipulacion del pH, por lo
que en rigor se trata de una tecnologia de transferencia de contaminantes de una matriz a otra.
La mayor ventaja que presenta este método es la posibilidad de reducir la cantidad de matriz
contaminada a tratar debido a que las fracciones mas pequefias del suelo (limo y arcilla) siempre
se encuentran mas contaminadas debido a su mayor capacidad absorbente. De esta forma, la
separacion granulométrica de las particulas del suelo concentra los contaminantes en un
volumen menor, deshaciéndose de las particulas mas grandes (mas facilmente depurables). Sin
embargo, durante este tratamiento se generan grandes cantidades de aguas contaminadas,
sumado al hecho de que altos contenidos de arcilla y limo disminuyen su eficiencia.

Lugar de aplicaciéon: ex-situ

Velocidad de degradacién: rapida

Costo econdmico: medio
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Capitulo 1 - Introduccion Gran Muralla (China) 62°13'01"S 58°57'43"W

1.5.5. Aireacion

Consiste en la excavacion y remocién del suelo para favorecer la eliminacion pasiva de los
contaminantes. El suelo excavado se vierte en una fina capa sobre una superficie impermeable,
esperando que los hidrocarburos derivados del petréleo se volatilicen. Para aumentar la
velocidad de este tratamiento, se suele recurrir al arado o mezcla peri6dica del suelo a tratar. El
agregado de agua también beneficia la disminucién del contaminante al favorecer su desorcién.
Ademas, al extender el suelo, se aumenta su temperatura y se expone a la accién de los vientos,
aumentando la tasa de volatilizacién. La gran ventaja de este método radica en su bajo costo de
implementacién, sin embargo, como el lavado de suelos, simplemente transfiere los
contaminantes de una matriz (suelo) a otra (atmésfera). No obstante, los hidrocarburos tienen
un tiempo de residencia muy bajo en atmésfera, y reaccionan facilmente con los radicales
hidroxilo atmosféricos, degradandose relativamente rapido. Por otro lado, la implementacién de
esta técnica requiere grandes superficies de terreno dedicadas al proceso.

Lugar de aplicacion: on-site/ex-situ

Velocidad de degradacién: lenta

Costo econémico: muy bajo

1.5.6. Arrastre con aire o vapor (Air sparging)

Esta metodologia se fundamenta en la Ley de Henry (Ley de particién de los gases). En ella se
busca desplazar el equilibrio aire/liquido para favorecer la remocién del contaminante por una
corriente de aire o vapor. Consiste en la inyeccién de aire por debajo del nivel freatico usando
canales excavados tanto horizontales como verticales. El aire es de esta forma burbujeado en la
zona saturada, volatilizando los compuestos mds insolubles, que se suelen extraer luego
mediante un sistema de extraccion de vapores. Los gases extraidos son recogidos y separados
para su ulterior tratamiento. Esta estrategia funciona con altos caudales de aire para mantener
el contacto entre aguas subterraneas y suelos. Ademas, el oxigeno provisto puede favorecer el
desarrollo microbiano, aumentando la biodegradacién.

La corriente de aire puede ser calefaccionada para aumentar la volatilizacién de los
compuestos y por ende aumentar su eficiencia. Sin embargo, sélo remueve aquellos compuestos
contaminantes que posean una presion de vapor superior a 0,5 mm Hg, por lo que las fracciones
pesadas de los derivados del petréleo no seran volatilizados por esta técnica.

Lugar de aplicacién: in-situ

Velocidad de degradacion: media

Costo econdmico: bajo
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1.5.7. Extraccion por vacio (Bioslurping)

El bioslurping consiste en la extraccién por vacio del aire del suelo. El vacio parcial generado
alli sera acompaiiado por venteo del suelo (Bioventing) para la remediacion simultanea del suelo
y las aguas subterraneas contaminadas con derivados del petréleo. Como consecuencia, se
requerira separar ambas fases una vez extraidas. Gracias a este mecanismo, se pueden extraer
aquellos hidrocarburos que sean menos densos que el agua, y se encuentren flotando en aguas
subterrdneas. Adicionalmente, esa entrada de aire mediante bioventing puede favorecer el
desarrollo de microorganismos capaces de degradar el contaminante, acelerando los tiempos de
proceso. En contraste con la técnica del arrastre por aire o vapor, en el bioventing los caudales
de aire proporcionados son bajos, solamente para proporcionar oxigeno y mantener la actividad
microbiana.

Lugar de aplicacién: in-situ

Velocidad de degradacién: media

Costo econdmico: bajo

1.5.8. Oxidacién quimica

En este tratamiento se busca transformar aquellos compuestos contaminantes que son
susceptibles de ser oxidados, en otros mas inocuos (idealmente CO; y agua). Para alcanzar dicho
objetivo, se utilizan oxidantes fuertes como el ozono (03), el permanganato de potasio (KMn0O4)
o el perdxido de hidrégeno (Hz0:). Estos compuestos son inyectados o aportados como solucién
desde la superficie, a través de pozos a distintas alturas sin que sea necesario bombear los
productos de la oxidacién. Sin embargo, se observan mejores resultados en sistemas cerrados en
los cuales estos subproductos de la oxidacién vuelven a ser inyectados al suelo a tratar. Esta
técnica brinda muy buenos resultados, sobre todo cuando la contaminacién se encuentra a
profundidades considerables, pero el tratamiento de grandes voltimenes de suelos redundard en
un respectivo aumento de los costos, y en la inyeccion de grandes cantidades de oxidante que
pueden afectar compuestos no relacionados con los hidrocarburos.

Lugar de aplicacion: in-situ

Velocidad de degradacion: rapida

Costo econdmico; medio
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1.5.9. Limpieza electrocinética

Esta técnica consiste en la aplicacidn de corriente eléctrica de baja intensidad (para no elevar
costos ni perjudicar a los organismos habitantes del suelo) entre dos electrodos a cada lado del
material contaminado, para provocar la migracién de las especies con carga. Los contaminantes
se mueven hacia los electrodos por electro6smosis o por electromigracion. La primera
representa la movilizacién del liquido (movimiento del agua causado por el campo eléctrico),
mientras que la segunda implica el movimiento de los contaminantes en forma iénica a favor del
campo eléctrico. Los contaminantes se adhieren a los electrodos y son separados en un proceso
posterior.

La ventaja de este método es que no resulta influenciado por la textura, composicién o
permeabilidad del suelo, pero presenta un elevado costo energético, lo que genera un
encarecimiento intrinseco. Ademas, solo es itil para un limitado grupo de compuestos, y se ve
afectado por la precipitacion de sales.

Lugar de aplicacion: in-situ

Velocidad de degradacién: media

Costo econdémico: alto

1.5.10. Incineracion

Este proceso es llevado a cabo luego de la excavacién del suelo y transporte a los
incineradores. Posteriormente, se quema el suelo a temperaturas de entre 900 y 1200 °C en
presencia de oxigeno. Esta combinacién, volatiliza los contaminantes y posteriormente favorece
su oxidacién térmica para generar compuestos mas pequefios, ligeros y menos toxicos,
idealmente CO; y agua. Cabe destacar que los metales no son destruidos en este proceso. Los
gases residuales generados por la combustién deben ser tratados para evitar la liberacién de
desechos nocivos, mientras que los gases limpios de vapor y CO: pueden ser liberados por
chimeneas. El suelo es destruido durante el proceso resultando en un perjuicio para el ambiente,
que pierde parte de su matriz natural.

Lugar de aplicacién: ex-situ

Velocidad de degradacion: rapida

Costo econdmico: alto
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Tabla 1.1. Resumen de las caracteristicas de las técnicas fisicoquimicas de remediacion de suelos,

CARACTERISTICAS DE LAS TECNOLOGIAS DE TRATAMIENTO DE SUELOS

Técnica a";;ﬁii?:n Eﬁ;‘:ﬂ:gg: Costo econémico
Barreras inertes In situ Nula o muy lenta Bajo
Barreras reactivas In situ Lenta Medio
Desorcion térmica Ex situ Rapida Medio
Lavado de suelos Ex situ Rapida Medio
Aireacién Ex situ Lenta Bajo
Arraste'con airg 0 vapor I siti Media Bajo
(air sparging)
Bioslurping In situ Media Bajo
Oxidacién quimica In situ Rapida Medio
Limpieza electrocinética In situ Media Alto
Incineracién Ex situ Rapida Alto

1.6. Biorremediacion

Buena parte de los métodos enunciados previamente requieren de la excavacién y transporte
del suelo a tratar, o de una infraestructura demandante para su tratamiento in-situ. Ambos
requerimientos son de especial dificil cumplimiento o alcance en el continente antdartico, en
donde las extremas condiciones climaticas y lejania se tornan en un desafio muy particular. Por
un lado, cualquier excavacioén y transporte de matriz contaminada redunda en una logistica
compleja y un gran costo asociado, ademas de que, en muchos casos, genera una alteracién
irreversible del ambiente, reduciendo la factibilidad de la remediacién. Por otro lado, la
instalacién de una infraestructura adecuada para su tratamiento en el lugar de contaminacién se
torna muy dificil por las extremas condiciones ambientales. Adicionalmente, los costos asociados
al transporte e instalacion de los medios necesarios para ello también causan que su
aplicabilidad sea escasa.

En este contexto, el beneficio biotecnolégico de utilizar las capacidades catabdlicas de los
microorganismos (y entre ellos, principalmente las bacterias) para la disminucién o eliminacién
de un contaminante de una determinada matriz (ya sea suelo, agua o sedimento) resulta una
herramienta imprescindible para llevar a cabo procesos de remediacion. Este aprovechamiento
de las capacidades catabdlicas de los seres vivos, en su mayoria microorganismos, es lo que se

denomina biorremediacién y la primera referencia a este término data de 1930, cuando Tausz y
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Donath (1930) introducen la idea. Dentro de las posibilidades de su utilizacién, y por lo
mencionado previamente, la aplicacion de estrategias de biorremediacion “on-site” proveen una
relacién costo-beneficio sumamente atractiva para la restauracion de suelos.

El uso de la biorremediacién como estrategia presenta numerosas ventajas respecto a las
estrategias previamente descriptas. Entre las ventajas a enumerar segin la EPA (2004) se

encuentran:

e No produce desechos significativos en cantidad y, en general tampoco en su toxicidad
e Resulta en una herramienta de poca demanda de energia

e [Es, en comparacién, mas econdmica que todas las otras estrategias posibles

e Puede funcionar como complemento de otras técnicas, o secuencialmente a ellas

e (Causa una perturbacién minima en el sitio de operacion

e Resulta en operaciones sencillas y de bajos requerimientos

Sin embargo, cabe mencionar que el uso de estrategias de biorremediacion generalmente
conduce a periodos de tratamiento mucho mas prolongados que los de indole fisicoquimica.
Ademads, a través del uso de sistemas bioldgicos, no se logra una remocion completa del
contaminante sino que siempre hay una fraccidn recalcitrante que no es degradada en el proceso
(Aislabie y col., 2006; Cébron y col,, 2015). Pese a estos factores, la biorremediacién es sin duda
la estrategia mas atractiva debido a su bajo costo, a ser amigable con el medio ambiente y a la
interesante relacidn costo/beneficio que presenta para la recuperacion de pasivos ambientales,
aumentando significativamente la factibilidad de desarrollarla (Bhatnagar y Kumari, 2013; Lim y
col,, 2016).

Ademaés de la utilizacién exclusiva de microorganismos, hay que agregar la posibilidad del
empleo de plantas (fitorremediacion) y los microorganismos asociados a su rizésfera
(rizorremediacién). Ademas de su rol directo en la degradacién de componentes organicos, el
uso de plantas presenta la doble ventaja de mejorar la microflora rizosférica a través de sus
exudados y micorrizas, y favorecer la degradacién aerdbica por parte de la flora microbiana del
suelo, gracias al incremento en la concentracion de oxigeno que genera en la zona radicular
(Zhou y col., 2012).

Otra alternativa de biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos que ha ido en
ascenso en los tltimos afios es la utilizacién de compostaje con residuos organicos (EPA 1998).
La utilizaciéon de compost o enmiendas organicas a un suelo contaminado con derivados del
petréleo acelera la degradaciéon microbiana de compuestos organicos xenobidticos, resultando
en una estrategia de costo médico que a su vez lidia con la problematica actual de la generacién

y tratamiento de residuos.
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Independientemente del método a utilizar para eliminar la contaminacién de un suelo, hay
una miriada de factores que influyen sobre la eficiencia final y los costos de un proceso de
biorremediacion. Entre esos factores se destacan: i) las caracteristicas fisicoquimicas del suelo,
incluyendo su composicidn, cantidad de nutrientes, biodisponibilidad de oxigeno, contenido de
humedad; ii) la cantidad de suelo a tratar, ya que grandes cantidades generalmente acarrean un
requerimiento de infraestructura o logistica muy demandante, que encarecen su realizacidn; iii)
las caracteristicas del contaminante (tanto estructura quimica y concentracién inicial como el
valor final al que se quiere llegar) ya que la duracion del tratamiento y su factibilidad
dependeran en buena parte de la capacidad de ser degradado por los organismos habitantes del

suelo.

1.7. Estrategias de biorremediacién

1.7.1. Bioestimulacién

Dentro de las estrategias de biorremediacién, la bioestimulacién es la mas frecuentemente
utilizada, y la que ha reportado mejores resultados y eficiencia en la remocidn de hidrocarburos
derivados del petréleo en suelos (Thomasin-Lacroix y col., 2002; Coulon y col, 2003; Delille y
col., 2004; Greer, 2009; Kauppi y col,, 2011; Tyagi y col.,, 2011; Dong y col.,, 2015). En esencia, la
bioestimulacion busca aprovechar las capacidades catabdlicas de la comunidad de
microorganismos ya habitantes del suelo, al adecuar los factores ambientales que resultan
limitantes para el desarrollo microbiano y la degradacién del contaminante. En general, los
factores mas incidentes sobre los cuales suele indagar la bioestimulacién, involucran la
disponibilidad de macronutrientes (N y P), por lo cual generalmente se vincula a la
bioestimulacion con la fertilizacién o el agregado de estos macroelementos al suelo (Zhou y col,,
1995; Walworth y col.,, 2007). Si bien la concentraciéon de N y P, y por ende la optimizacién de la
relacion C:N:P en suelo, han sido habitualmente referenciadas como las principales variables
que afectan la remocién de hidrocarburos cuando se implementan estrategias de
bioestimulacién (Gémez y Sartaj, 2014; Martinez Alvarez y col., 2015), también hay casos en los
que otras caracteristicas necesitan ser estudiadas. Entre ellas se puede mencionar al contenido

de agua en el suelo (humedad), el pH, la disponibilidad de oxigeno y la temperatura.
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1.7.2. Bioaumento

El bioaumento por su parte, consiste en la inoculacién de la matriz contaminada con
microorganismos, o grupo de microorganismos (consorcios), que poseen la capacidad catabélica
de degradar parcial o totalmente el contaminante presente en dicha matriz. Suele aplicarse
cuando la velocidad de degradacion del contaminante en la matriz sin inocular no es suficiente
para que se remueva en tiempos convenientes.

La utilidad y eficiencia del uso del bioaumento como método de biorremediacion es
controversial. Muchas veces, el microorganismo o grupo de microorganismos que se inoculan,
no logran establecerse en la matriz contaminada, y no son detectables luego de un cierto tiempo
de tratamiento (Goldstein y col, 1985; Bouchez y col,, 2000a; Mrozik y Piotrowska-Seget, 2010).
Esto es debido principalmente a que la microflora presente en el suelo ya se encuentra adaptada
a las particulares condiciones ambientales e interacciones bioldgicas presentes en dicho suelo
(Brown y col., 2016) y no permite que los microorganismos inoculados se establezcan en el
suelo. Por otro lado, de acuerdo a la bibliografia, en la mayoria de los casos la utilizacion de
bioaumento como técnica de biorremediacion suele presentar resultados menos satisfactorios
que los obtenidos con bioestimulacion. En algunos casos, esta dificultad se supera por medio de
la adecuaci6n de variables (bioaumento + biocestimulacién), mientras que en otros se suelen usar
cepas que presentan la capacidad de produccién de surfactantes, con lo que se busca aumentar
la biodisponibilidad de los hidrocarburos para el resto de la comunidad microbiana (Bodour y
col, 2003; Zhang y col, 2011; Nowicka y col, 2013). Es el caso, por ejemplo, de algunos
miembros del genero Rhodococcus, que producen biosurfactantes que permanecen adheridos a
la membrana o a la pared celular, favoreciendo la degradacién de compuestos orgénicos (Mac
Cormack y Fraile, 1997; Dean-Ross y col,, 2001; Aislabie y col,, 2006).

En el continente antartico sin embargo, hay que tener en cuenta que sélo se puede disponer
para la realizacion de una estrategia de bioaumento, de cepas de microorganismos autdctonos
de la zona a tratar, ya que el Protocolo de Proteccion Ambiental de Madrid (1991) impide la
introduccién de especies aléctonas. En cualquier caso, la conclusién mas generalizada es que la
adecuacion de las variables ambientales suele ser el método mas efectivo para la remediacion de

suelos, incluso en Antartida.

1.7.3. Agregado de surfactantes

En muchos casos, por mas que el suelo disponga de un nimero y calidad adecuada de
microorganismos para llevar a cabo la remediacidn, y que las variables fisicoquimicas asi como

las cantidades de nutrientes del suelo sean las adecuadas, los contaminantes no son removidos
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de manera significativa. Esto suele pasar cuando el contaminante se encuentra estrechamente
ligado a las particulas de suelo, reduciendo su biodisponibilidad. El agregado de surfactantes es
utilizado como una solucién a este problema, debido a que su caracter anfifilico reduce la
tensién superficial del agua y los compuestos acuosos, favorece la formacién de micelas y
aumenta la movilidad de los compuestos organicos hidréfobos. De esta forma, ayudan a
solubilizar los contaminantes, acrecentando su disponibilidad para la comunidad bacteriana y

aumentando su tasa de degradacién (Van Hamme y Ward, 2001; Makkar y Rockne, 2003).

1.8. Biorremediacién a campo

Uno de los pilares de las ciencias aplicadas como la biotecnologia, es la transferencia del
conocimiento gestado y obtenido en el laboratorio, a instancias reales de aplicacién concreta.
Este salto tecnoldgico es frecuentemente dificil e inusualmente promovido en la ciencia de
nuestro pais. Sin embargo, la biotecnologfa incluye en sus cimientos la demanda de ser aplicada
tanto para generar un producto, como para brindar un servicio.

En ese sentido, la biorremediacion esta destinada desde sus origenes a ser pasible de ser
aplicada en una locacién con el fin de lograr un servicio concreto: el de la recuperacion de una
matriz luego de un evento de contaminaciéon. Obviamente, el traslado al campo de las
investigaciones realizadas a escala laboratorio es muchas veces complicada. La obtenciéon en
circunstancias operativas reales de los resultados previamente obtenidos en condiciones mas
intervenidas en el laboratorio, es generalmente dificil de lograr, ya que las variables no
controlables en el campo pueden generar un menor control sobre los experimentos, y por ende,
una mayor distorsién de los resultados obtenibles,

En el caso particular de la recuperacion de suelos contaminados con hidrocarburos, el
escalado de los tratamientos desarrollados en el laboratorio presenta muchas aristas que
complican su ejecucidn en el campo. Por un lado, se sabe fehacientemente que la concentracién
inicial del contaminante modifica tanto las condiciones fisicoquimicas, como la comunidad
microbiana de los suelos impactados. Este es el factor clave que lleva a buscar implementar una
biorremediacién, y es al mismo tiempo inmanejable. Ademas, variables ambientales que son
facilmente manipulables en los experimentos en el laboratorio (como por ejemplo la
temperatura), son dificilmente regulables en ensayos a campo donde su control implicaria un
costo y una logistica prohibitiva, sobre todo si se plantea realizar en el continente antértico. Por
otro lado, la cantidad de suelo a tratar también presenta una variacién considerable en las
condiciones de operacidon. Mientras que los ensayos a pequefia escala solo involucran unos
cuantos gramos de suelo (< 1 kg en general), la aplicacién del tratamiento en escala real puede

abarcar toneladas. Ese aumento en las cantidades de suelo a tratar puede llevar a que la
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aireacidn se torne deficiente, limitando la degradacién, o que el manejo del mismo demande
maquinaria pesada que encarece los costos de su realizacién, disminuyendo su factibilidad.

En esta seccién, solamente se hara hincapié sobre las dos estrategias de biorremediacién de
suelo a campo mas extensamente utilizadas en la actualidad, y que mejores resultados han

otorgado.

1.8.1, Landfarming

El landfarming es un método de remediacién a campo de suelos que reduce la concentracion
de hidrocarburos derivados del petréleo, tanto por evaporacion como por biodegradacidn.
Implica la disposicién del suelo contaminado en una fina capa sobre la superficie, favoreciendo
la actividad microbiana a través de oxigenacién y/o del agregado de nutrientes, minerales o
incrementando su humedad (EPA 1994, Chapter V). Generalmente se utiliza algin tipo de
aislante debajo para evitar la migraciéon del contaminante al suelo sobre el cual se dispone el

landfarming, Un disefio tipico de landfarming se muestra en la Figura 1.12.

recolector de percolado
¥ tratamiento (opcional)

pozos de monitoreo

lo contammad
RHESLE A0 el agua subterranza

arado para airear el terreno

Figura 1.12. Disposicién tipica de un landfarming. Adaptado de EPA (1994).

Esta estrategia ha demostrado ser efectiva para la biorremediacion de suelos, pero dado el
hecho de que los hidrocarburos de cadenas livianas (VOC) son eliminados por evaporacion, las
emisiones a la atmosfera debieran ser controladas, en pos de que la estrategia no consista
meramente en la transferencia del contaminante de una matriz (suelo) a otra (aire). Dentro de

los componentes de cadena media del combustible diésel, tanto la evaporacién como la
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biodegradacidn son significativas. Para los compuestos pesados, sélo la biodegradacién afecta su
concentracién, dado que estos compuestos no se evaporan en cantidades significativas.

La implementacién y disefio de esta estrategia es sumamente simple de realizar. Asimismo,
redunda en muy bajos costos (30-60 USD por tonelada). Sin embargo, suele no ser muy eficiente
para suelos altamente contaminados, ademds de que las emisiones de compuestos volatiles
debieran ser recogidas y filtradas antes de ser liberadas a la atmésfera, encareciendo el proceso.
Esta metodologia ha sido utilizada en un caso de contaminacién masiva en Kuwait luego de la
Guerra del Golfo, alcanzando niveles de remocién de mas de 80% (Balba y col., 1998), aunque
debido a los 50 °C a los que puede llegar la temperatura durante el dia, la mayor parte de la
eliminacién fue por evaporacion.

Para su utilizacion en Antartida, esta técnica presenta la desventaja de necesitar una gran
drea libre de nieve para la disposicion del suelo contaminado, lo cual suele ser dificil de
encontrar en ese continente. Ademas, el suelo a tratar de esta forma queda expuesto a rigurosas
condiciones climaticas como viento, nieve, lluvia y frio que no sélo impactaran negativamente
sobre la eficiencia que el tratamiento pueda tener, sino que por otro lado la dispersion eélica
puede generar el esparcimiento de suelo contaminado hacia dreas que no se encontraban

contaminadas.

1.8.2. Biopilas

La biorremediacion utilizando biopilas consiste en la excavacién del suelo contaminado y su
amontonamiento en “pilas” en un drea de tratamiento determinada, que debe encontrarse
aislada del suelo circundante de manera de evitar el lixiviado del contaminante. En estas pilas
también se favorece la biodegradaciéon microbiana mediante la aireacién (que puede ser por
mezclado o forzada, ademads del agregado de agentes que favorecen la porosidad del suelo como
chips de madera, perlita, etc.), el agregado de nutrientes o el ajuste de la humedad (EPA 1994,
Chapter 1V). Un disefio tipico de biopilas se muestra en la Figura 1.13. Estas pilas pueden a su
vez estar cubiertas, favoreciendo el aumento de la temperatura del suelo y el mantenimiento de

la humedad en un nivel estable.
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Figura 1.13. Configuracién habitual de un sistema de biopilas con aireacion forzada. Adaptado
de EPA (1994).

En comparacién con el landfarming, esta técnica también resulta simple de disefiar y de llevar
a cabo, pero presenta la ventaja de necesitar tiempos de tratamiento generalmente mas cortos,
requiriendo de un area de tratamiento mucho mas reducida. El costo promedio ronda los 30 a 90
USD por tonelada (aproximadamente lo mismo que el landfarming), pero al permitir el disefio de
sistemas cerrados que captan las volatilizaciones, se transforma en una opciéon mas factible y
viable. Sin embargo, el uso de biopilas ain requiere del tratamiento de los elementos volatiles
antes de su disposicion final. Asimismo, es dificil que el uso de esta estrategia permita obtener
porcentajes de remocion superiores al 95%, dado que es habitual la presencia de compuestos en
el gasoil recalcitrantes a la biodegradacion (al menos en una primera etapa). La efectividad de la
biopila dependera en buena parte de una combinacién entre: i) las variables climaticas (viento,
nieve, temperatura), ii) las caracteristicas del suelo (pH, carga microbiana, salinidad, humedad,
cantidad de nutrientes) y, iii) las caracteristicas del contaminante, en cuanto a su volatilidad,
estructura, concentracién intrinseca y toxicidad.

Para el continente antartico en particular, en donde la emanacién intencional de
contaminantes no tratados al ambiente esta prohibida por el Protocolo Ambiental de Madrid de
1991, el uso de sistemas de biopilas, total o parcialmente cerrados, se torna entonces en una
alternativa muy valorable, que minimiza dichas emanaciones. Por otro lado, el aislamiento del
suelo de la biopila del clima circundante es vital en Antartida en pos de evitar el efecto de las
condiciones climaticas, ya que el congelamiento del suelo, su cobertura por nieve, o la
modificacion de humedad que esto le genera (efectos presentes en el landfarming), modificarian
el normal desarrollo de la remediacion, afectando la eficiencia final del proceso de

biodegradacion.
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En regiones polares, el uso de biopilas ha demostrado ser efectiva para la remediacién de
suelos contaminados con hidrocarburos, tal como ha sido reportado en los trabajos realizados
por Gomez y Sartaj (2013 y 2014), quienes utilizaron sistemas de biopilas para la remediacién
de suelos de zonas sub-articas. En la Antartida, esta estrategia también se ha implementado,
obteniéndose elevadas eficiencias de remociéon del contaminante (Whelan y col, 2015;

Mcwatters y col., 2016; Martinez Alvarez y col,, 2017).

1.9. Biorremediacién en regiones polares. Antecedentes

Se ha observado que los suelos antarticos contienen una comunidad bacteriana poseedora de
una gran capacidad catabodlica, ademas de una versatil adaptacién a la presencia de
contaminantes (Lima-Morales y col, 2016). Los microorganismos alli habitantes poseen
temperaturas optimas de crecimiento que se encuentran en su mayoria debajo de los 15 °C
(psicrofilos). Para lograr subsistir y sobrevivir en condiciones tan extremas, estos organismos
han desarrollado mecanismos muy especificos de adaptaciéon al frio, que involucran la
produccién de proteinas especificas (“cold shock proteins”, CSP) capaces de estabilizar
estructuras moleculares vitales para la célula frente al estrés por frio, moderando el
congelamiento incluso por debajo de 0°C y evitando asf su lisis. Otra estrategia utilizada por los
microorganismos en estos ambientes gélidos involucra la fluidizacién de sus membranas
celulares para facilitar la absorcién de nutrientes o eliminacién de desechos. Este aumento de la
fluidez es logrado mediante el aumento de los dobles enlaces de los fosfolipidos de membrana,
También la acumulacién moléculas en el citoplasma, como la trehalosa, que provoquen un
descenso crioscopico bajando la temperatura de congelamiento del fluido intracelular, permiten
sobrevivir en estas condiciones. Por iiltimo, el enlentecimiento de las reacciones intracelulares
es contrarrestado mediante la disminucién de la energia de activacion requerida por las enzimas
celulares, de manera de poder mantener su capacidad catalitica, incluso a temperaturas bajo
cero.

Todas estas adaptaciones llevadas a cabo por los microorganismos antarticos, sumada a su
capacidad de tolerar la presencia de hidrocarburos en suelo, determinan que la biorremediacion
en ambientes tan extremos como los de Antartida sea no sélo posible, sino también factible y

eficiente.
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Figura 1.14. Biorremediacién mediante uso de biopilas en una
base antértica australiana.

Numerosos estudios han sido realizados a lo largo de los afios utilizando la biorremediacién
como estrategia de descontaminacién de suelos en regiones polares, tanto en al artico (Yergeau
y col,, 2009; Yergeau y col,, 2012; Bagi y col,, 2014; Garneau y col., 2016; Sharma y Schiewer,
2016; Scehibye y col.,, 2017), como en la Antartida (Snape y col., 2006; Delille y Coulon, 2008;
Okere y col,, 2012; de Jesus y col, 2015). Dentro de este continente, el grupo de trabajo en el cual
se desarrolld el presente trabajo de tesis tiene una amplia experiencia y conocimiento en la
materia (Mac Cormack y Fraile, 1997; Ruberto y col., 2003, 2006, 2008, 2009; Vazquez y col,,
2009, Dias y col, 2012, 2014). La mayoria de los ensayos se realizan en una primera etapa a
escala laboratorio, simulando las condiciones presentes en el campo, de manera de establecer la
posibilidad de escalar dichos ensayos posteriormente en el sitio impactado/contaminado. Una
vez establecida su factibilidad, muchos de esos experimentos han sido probados in situ en
Antartida, logrando en general buenos niveles de remocién, incluso en bases cientificas ubicadas
en sectores opuestos del continente (McWatters y col.,, 2016 en Antartida Oriental; Martinez
Alvarez y col, 2017 en Antértida Occidental). Este hecho demuestra que los suelos antarticos
poseen la maquinaria catabdlica y las caracteristicas necesarias para favorecer la recuperacién
de la contaminacién mediante estrategias bioldgicas, incluso con suelos de distinto origen y con
caracterfsticas intrinsecas muy distintivas para cada uno de ellos.

Esta demostracién de la eficiencia y factibilidad de la biorremediacién, sumada a la
mencionada legislacién del Protocolo Ambiental de Madrid que establece la prohibicién de
ingresar organismos al6ctonos al continente antartico, y a los costos asociados a otros tipos de
tecnologia, redundan en que la utilizacion de la bioestimulacion represente una estrategia
efectiva para la recuperacion de suelos antarticos contaminados con hidrocarburos,

constituyendo un método simple y de bajo costo.
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1.10. Diversidad microbiana en suelos antdrticos

Como se menciond previamente, las comunidades microbianas presentes en los suelos
antarticos poseen un arsenal catabdlico que les permite no sdlo tolerar la presencia del gasoil
contaminante, sino ademdas degradarlo en compuestos menos tdxicos. Sin embargo, cualquier
evento de contaminacién siempre genera una presion selectiva sobre la comunidad de la matriz
contaminada, que generalmente lleva a una reduccién su diversidad (Ahn y col,, 2006). Esto se
debe a que sdlo algunos de los grupos microbianos presentes tienen la capacidad de tolerar la
toxicidad intrinseca del contaminante y ademas la capacidad de metabolizarlo. Otros grupos
pueden ser tolerantes al xenobiético, pero no podran degradarlo, por lo que tendran un
crecimiento menor. Asi, aquellos suelos que tengan una larga historia de eventos de
contaminacién (suelos contaminados en forma crénica), tolerardn y responderdn mas
rapidamente a eventuales derrames de hidrocarburos, ya que contienen un mayor niimero de
microorganismos adaptados a su presencia. Por esta misma razon, la diversidad presente se vera
menos afectada que en aquellos suelos que se contaminan de forma aguda.

Las bacterias heterotroéficas y algunos hongos son los grupos que predominan en suelos
contaminados con hidrocarburos (Leahy y Colwell, 1990). Luego de una contaminacién por
estos compuestos, se generard un marcado enriquecimiento en bacterias y hongos que no sélo
toleran, sino ademas degradan el contaminante. Tanto los métodos dependientes de cultivo
como aquellos que utilizan técnicas moleculares demuestran que luego de un tiempo, y al
descender la concentracion de hidrocarburos en el suelo, las comunidades pueden retornar a un
estadio mas parecido al de la pre-contaminacién (Yagi y col.,, 2010; Andreolliy col,, 2016).

Por mas que la diversidad microbiana se vea afectada por el impacto del gasoil, aun se
encontraran en el suelo una gran variedad de grupos de microorganismos que pueden llevar a
cabo mecanismos de degradacion diferentes entre si. En comparacién con la degradacion llevada
a cabo en laboratorio, en el cual generalmente se usa un solo microorganismo o un acotado
grupo de ellos, el suelo impactado presenta la ventaja ecosistémica de que distintos grupos
pueden metabolizar distintos hidrocarburos, y que el sustrato de uno de ellos puede bien ser el
producto final generado por uno previo (degradacién secuencial, Mohammed y col, 1996). Con
esta versatilidad catabdlica, la degradacién del contaminante se ve beneficiada, al menos bajo
condiciones ambientales favorables.

Pseudomonas (Biswas y col,, 2006), Bacillus (Dott y col., 1995), Rhodococcus (Lee y col,, 2006),
Rhodanobacter (Martinez Alvarez y col, 2017), Alcanivorax (Li y col, 2015) y Arthrobacter
(Banat y cal, 2002) son algunos de los géneros bacterianos que mas frecuentemente se han
reportado en suelos contaminados por hidrocarburos, y que poseen la capacidad de degradarlos.

Entre los hongos y levaduras, y a modo de ejemplo, miembros de los géneros Cryptococcus,
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Rhodotorula, Penicillium y Mortierella, entre otros, han sido reportados como degradadores de
hidrocarburos en suelos antarticos (Hughes y col,, 2007; Margesin y col,, 2003). Esto demuestra
que aun los suelos contaminados con hidrocarburos de areas de clima frio extremo poseen una
diversidad microbiana apropiada para aprovechar esta capacidad biotecnol6gica y afrontar
procesos de biorremediacidn eficientes.

Ademas de contener un gran numero de microorganismos capaces de remediar el suelo, es
importante que dichos organismos presenten una apropiada actividad biolégica al momento de
afrontar un proceso de biorremediacidn. Varios métodos se usan en la actualidad a fin de
determinar cual es el grado de actividad que presentan los organismos de un suelo. Algunos
métodos directos involucran la cuantificacién de genes especificos, codificantes de enzimas
involucradas en mecanismos de degradacion conocidos (como por ejemplo, naf4). Otras formas
de inferir de manera mas indirecta y simple la actividad biol6gica incluyen la respirometria y la
determinacién de actividad enzimdtica total del suelo. La respirometria se basa en la
determinacién del consumo de O; y la produccién de CO: en procesos aerdbicos, infiriendo de
esa forma indirecta el metabolismo de los organismos del suelo. La actividad enzimatica total,
por otro lado, abarca una medicion indirecta en la que se suministra un sustrato pasible de ser
metabolizado por enzimas extracelulares (proteasas, lipasas, etc.). El producto de tal
metabolismo es determinado mediante alglin método (por ejemplo, espectroscopfa UV-visible)
que permita refrendar de manera indirecta el aumento o disminucién de la actividad en el suelo.
Este suele ser un método comparativo, usado en general para procesos a lo largo del tiempo, en
los que se expresan los resultados permanentemente en comparacion a los valores a tiempo
inicial.

Basados en los antecedentes arriba expuestos acerca de la presencia de contaminantes
derivados del petréleo en suelos antarticos, asi como de la existencia en los mismos de diversos
microorganismos capaces de tolerar y degradar dichos contaminantes, se ha asumido que la
recuperacion de esos suelos es, desde una perspectiva microbiolédgica, factible. Por ello, se ha
llevado adelante el presente trabajo de tesis, con el objetivo de desarrollar y optimizar procesos
de biorremediacién que ayuden a reducir los niveles de combustibles presentes en los suelos de

las bases antdrticas argentinas.
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2.1. Hipdtesis

El trabajo realizado en esta tesis se basa en las siguientes hipdtesis:

e Existe una combinacién de variables fisicoquimicas que maximiza la remocién biolégica

de hidrocarburos de suelos contaminados.

¢ La metodologia de superficie-respuesta es una herramienta adecuada para aproximarse

a los valores 6ptimos de esa combinacién de variables.

e Esa combinacién de variables es dependiente de la concentracion inicial de los

contaminantes en el suelo a biorremediar.

e La estructura de la comunidad bacteriana presente en los suelos contaminados se ve

modificada durante los procesos de biorremediacion.

e Existen en el suelo microorganismos autéctonos con capacidad para degradar los
hidrocarburos mas recalcitrantes, asi como productos de su metabolismo
(biosurfactantes) que pueden mejorar la remocién de estos contaminantes en procesos

de biorremediacion.

¢ El escalado del proceso para su aplicacién in situ incorpora nuevas variables que

modifican la eficiencia de la remediacion.

2.2. Objetivos

El Objetivo General de este trabajo es el desarrollo de un proceso de biorremediacion
optimizado e integral para suelos antarticos impactados por el derrame de combustibles
derivados del petroéleo, aplicando la metodologfa de superficie-respuesta en una etapa inicial, y
posteriormente evaluando la eficiencia del tratamiento “in-situ” en condiciones operativas reales

en Antartida.

En funcién de este Objetivo General se proponen los siguientes Objetivos parciales:
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1) i) Optimizar, utilizando la metodologia estadistica de superficie de respuesta, los valores de
algunas de las variables fisicoquimicas clave (nivel de nitrégeno y de fdsforo) de un proceso de

biorremediacién de suelos antdrticos contaminados con hidrocarburos.

ii) Evaluar la validez de la relacién dptima obtenida en suelos conteniendo diferentes niveles

iniciales de hidrocarburos.

Se espera que la aplicacion de niveles optimizados de estas variables resulte en eficiencias de
remocion maximizadas. Definidos los valores éptimos de las variables fisicoquimicas clave, el
objetivo sera proponer una segunda etapa de tratamiento basado en el conocimiento de la
identidad quimica de los hidrocarburos y de la composicion de la flora microbiana que

persistieron luego del tratamiento de biorremediacion optimizado inicial.

2) Cuantificar por CG o FTIR y luego identificar por CG-MS los hidrocarburos remanentes en el
suelo resultante luego de la realizacion del tratamiento de biorremediacion primario optimizado

para el cual se hayan obtenido las mayores eficiencias de remocién.

3) Caracterizar taxonémicamente la flora microbiana que permanece el suelo luego del

tratamiento de biorremediacién primario.

El conocimiento de la identidad quimica de los hidrocarburos y de la composicién de la flora
microbiana que persisten al final de un tratamiento de biorremediacién estandar es crucial para
proponer una segunda etapa de tratamiento que apunte directamente a los compuestos

persistentes que no lograron ser removidos con el primer proceso de biorremediacién.

4) Desarrollar herramientas biolégicas especificas (cepas y/o consorcios) para la remocién de la
fraccién remanente de hidrocarburos que permanece en el suelo luego del tratamiento de

biorremediacién primario basado en bioestimulacién.

5) Proponer y realizar procesos de biorremediacién de suelos antdrticos contaminados con
hidrocarburos a escala piloto en condiciones operativas reales. Evaluar su desempefio y reconocer

cuales son las variables que afectan su eficiencia.
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3.1. Introduccion

3.1.1. Variables ambientales y su relevancia en procesos de biorremediacion

La influencia de las variables ambientales es clave sobre la eficiencia final de un proceso de
biorremediacién. Como se describié en la Seccién 1.7, la biorremediacién es una estrategia
adecuada para recuperar suelos disminuyendo el nivel de los contaminantes (Ruberto y col,
2003; Chagas-Spinelli y col, 2012), particularmente en ambientes geograficamente aislados.
Pasivos ambientales generados en tiempos en que la seguridad en el manejo de combustible era
desatendida, asi como los nuevos eventos de contaminacién, requieren del desarrollo de
protocolos simples de remediacidn, aplicables en sitios donde la disponibilidad de maquinaria e
instalaciones es escasa. Debido a su naturaleza biolédgica, la biorremediacidn es dependiente de
varios factores fisicoquimicos, como ser la temperatura y el contenido de humedad del suelo.
Por ende, como fue previamente mencionado, el desarrollo de protocolos de biorremediacion
debe considerar las caracteristicas del sitio a ser aplicado. Estos factores incluyen las
caracteristicas propias del suelo, el clima, la disponibilidad de agua, 1a presencia de vegetacién y
el terreno (Ruberto y col,, 2013).

El suelo es una matriz compleja, tanto desde el punto de vista fisicoquimico como biolégico.
Esta afirmacion se vuelve particularmente cierta para sitios contaminados, donde los
compuestos pueden variar desde sustancias inertes hasta moléculas organicas o inorganicas
altamente toxicas (PCB’s, Mercurio, etc.). Asimismo, la concentracién de nutrientes como el
Nitrégeno o el Fosforo biodisponibles, el contenido de materia organica total, los niveles de O, y
la amplitud térmica a la que cada suelo esti expuesto puede diferir considerablemente entre
suelos. Todas estas variables fisicoquimicas deben ser tomadas en consideracién cuando se
intenta desarrollar un proceso de biorremediacion, especialmente cuando se busca perturbar lo
menos posible el ambiente.

Los organismos vivos contribuyen a la complejidad del suelo como matriz. Se ha estimado
que un gramo de suelo puede contener hasta 101° -1011 bacterias (Horner-Devine y col, 2003),
comprendidas entre 6.000 y 40.000 especies distintas (Curtis y col., 2002). Las estimaciones se
refieren también a los hongos, los cuales pueden alcanzar hasta 200 metros de hifas por gramo
de suelo (Leake y col, 2004). Aunque el continente antartico presente una biodiversidad
microbiana menor a la de otras regiones, estos nimeros evidencian claramente el potencial
biolégico del suelo, y presupone una capacidad catabdlica muy amplia para la realizacién de
procesos de biorremediacion. En este sentido, los suelos antarticos han demostrado contener
una diversidad microbiana adecuada para alcanzar niveles satisfactorios de remocion de

contaminantes organicos (Genovese y col, 2008; Margesin y col, 2013). Por ello,
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la bioestimulacién ha probado ser una de las estrategias mas simples y baratas, al tomar ventaja
de la gran cantidad de bacterias degradadoras de hidrocarburos contenidas globalmente en el
suelo, arena y sedimentos (Bragg y col, 1994; Harayama y col, 2004; Head y col, 2006).
Respecto a la adiciéon de nutrientes, muchas relaciones C:N:P diferentes fueron consideradas
como de referencia a lo largo de los afios (Waksman, 1927; Redfield, 1963; Brown, 1983; Morgan
y Watkinson, 1989; Zhou y Crawford, 1995; Dong, 2015). Sin embargo, a fin de obtener
resultados optimos, esta relacién debe ser testeada cada vez que se considere la realizacion de
un proceso de biorremediacién, debido a que cada suelo tiene su propia diversidad biolégica
intrinseca, asi como también condiciones fisicoquimicas diferentes que influyen sobre la
disponibilidad de esos nutrientes y, en consecuencia, sobre la eficiencia de la bioestimulacién. La
importancia de estas consideraciones se vuelve claramente visible cuando se le provee al suelo
de un exceso de nutrientes, lo que frecuentemente resulta en la inhibicién de la actividad
biolégica (Liu y col, 2011). Por esta razon, la optimizacion de esta estrategia es un paso clave

previo a una aplicacién a campo.

3.1.2. Diseiio experimental estadistico

Generalmente, en las aplicaciones industriales de los disefios experimentales, se suele iniciar un
enfoque de experimentacién secuencial con el objetivo de encontrar las condiciones operativas
optimas para el desarrollo de un proceso (Box y Wilson, 1951). Para lograr eso, la blisqueda
empieza con experimentos basados en disefios factoriales completos, cuyo objetivo es
encontrar aquellos factores que tienen una incidencia significativa sobre la respuesta. Esto
resulta muchas veces en experimentos que requieren un enorme nimero de unidades
experimentales, haciendo dificultoso su desarrollo, ya sea por el tiempo que implican, como asi
también por los costos que puede conllevar incluir tantas unidades experimentales.

Una alternativa muy util y frecuentemente utilizada en las ciencias bioldgicas es el de utilizar
disefios factoriales incompletos (Almeida Bezerra y col, 2008). En este tipo de disefio
experimental, uno de los factores es “abreviado” (en inglés, “aliased”) para reducir la cantidad de
experimentos a 2k1, donde k es el nimero de factores a estudiar. Esta reduccién se logra,
matematicamente, al emparejar uno de los factores en estudio, con la interaccién que puedan
llegar a tener los otros factores combinados. El resultado directo de emplear esta estrategia es la
reducciéon del nimero de experimentos a realizar, pero obteniendo practicamente la misma

informacién del sistema en estudio. De esta forma, un experimento que pretenda estudiar el
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efecto de 3 factores en 2 niveles supondria la realizacién de 4 unidades experimentales
utilizando un disefio factorial incompleto, en lugar de las 8 que requeriria el completo; otro que
implique 4 factores en 2 niveles solo necesitaria 16 (en lugar de 32) y asi sucesivamente. Esta
eleccién en el disefio es frecuentemente utilizada cuando se desea realizar una evaluacién del
sistema en estudio, al determinar cuales son aquellos factores significativos y cuales pueden ser
obviados en la consecucidn de la optimizacion.

Al reducir la cantidad de experimentos que se deben realizar para estudiar el sistema, esta
estrategia permite ademas realizar una busqueda secuencial de un valor dptimo en la respuesta
deseada. Una vez localizada la regién en la cual se espera encontrar la mayor respuesta, se
procede a elegir disefios estadisticos mas extensivos, que brinden profundidad en el detalle de la
zona en la que se encuentra el valor 6ptimo.

Sin embargo, muchas veces las biisquedas de secuencialidad requieren demasiado tiempo
experimental, generando que la escala de tiempo se torne en un factor limitante (esto sucede,
por ejemplo, en muchos campos biolégicos). Es por eso que con frecuencia se utiliza informacién
recopilada de estudios previos para acortar los tiempos de experimentacion, buscando los
valores optimos de respuesta en campos cercanos a los que previamente fueron referidos como

Optimos,

3.1.3. ;Como optimizar?

Es habitual en el mundo de las ciencias naturales el uso de herramientas estadisticas. Estas son
utilizadas frecuentemente con el propésito de demostrar que el trabajo realizado presenta
respuestas que son causadas por el tratamiento aplicado, y no por mero azar. La disponibilidad
de métodos estadisticos que demuestren la robustez de un sistema abundan en las ciencias
biolégicas (ANOVA, Test de Student, Test de Pearson, métodos no paramétricos, etc.). Todos
estos estudios se realizan una vez obtenidos los resultados de los experimentos realizados, y el
éxito o fracaso de los ensayos son evaluados en torno a dichos resultados. Sin embargo, a la hora
de buscar optimizar condiciones es necesario realizar otro tipo de evaluacion. El disefio del
experimento se vuelve indispensable, y debe realizarse teniendo en cuenta el tipo de respuesta
esperada. La estadistica, en este caso, debe emplearse antes de la realizacién de los
experimentos.

La optimizacién de las variables de un proceso en el ambito cientifico suele realizarse
como prueba y error. Se prueban distintos niveles de una variable, se encuentra el que mejor

resultado otorga y se pasa a la siguiente variable. Una vez encontrados esos niveles, que en
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teorfa proveen los mejores resultados para todas las variables, se concluye que las condiciones
ya fueron optimizadas.

Esta metodologia de “optimizacién” presenta una clara desventaja, que en casi ningin caso
es subsanada: no contempla los efectos que las interacciones entre variables pueden causar
sobre el resultado final. En la mayorfa de los casos es un error analizar los efectos de las
variables sin analizar el efecto que las interacciones entre ellas tienen sobre la eficiencia final de
un proceso. Muchas veces, por el contrario, las respuestas evaluadas dependen fuertemente de
condiciones combinadas de las variables evaluadas, efecto que no resulta significativo si se
evallian los factores por separado.

Esta omisién es habitualmente subsanada en la industria. Los procesos industriales suelen
ser optimizados mediante técnicas estadisticas que permitan la evaluacién de la interaccion
entre las variables estudiadas. El objetivo es encontrar una combinacién de variables 6ptimas,
que reduzcan los costos del proceso, y garanticen el mejor rendimiento posible. De esta manera,
se analiza una cierta cantidad de variables controlables, en distintos niveles, teniendo en cuenta
ademas como la interaccién entre ellas afecta el rendimiento final.

En este punto es donde el disefio del experimento cobra vital importancia, Tanto en la
industria como en el campo de la biotecnologia, es indispensable buscar la mayor cantidad de
informacidn posible de un experimento determinado, y que a la vez su realizacién sea sencilla.
La biisqueda debe estar entonces en disponer de un nimero manejable de unidades
experimentales, que sean estadisticamente representativas del subconjunto en estudio y que
provean la mayor cantidad de informacién posible al investigador, en el menor nimero posible
de experimentos.

La Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM) cumple con todos esos requisitos. Es
una combinacién de herramientas matemaéticas y estadisticas utilizadas para la prediccién de
valores 6ptimos en sistemas multivariados en los que una respuesta de interés se encuentra
influenciada por varios factores de caracter cuantitativo y, posiblemente, por la interaccién
entre alguno de ellos. El objetivo final es encontrar los valores de esos factores que optimizan el
valor de la variable respuesta. El método requiere de un niimero limitado de experimentos,
convirtiéndola en un proceso de optimizaciéon simple y factible. Es usada ampliamente para la
optimizacién de procesos productivos biolégicos e industriales (Chauhan y col., 2013; Wang y
col, 2014; Wu y col,, 2014), y no tan ampliamente en las ciencias biolégicas para estudiar el
efecto de la interaccién de factores sobre una determinada respuesta, como puede ser la
interaccién de las concentraciones de N y P en el crecimiento vegetal (Kuehl, 2001). Es también
una herramienta (til para la optimizacién de procesos de biorremediacién tanto en sedimentos

(Mohajeriy col, 2011), como en suelos (Gomez y Sartaj, 2014).
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3.1.4. Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM)

3.1.4.1. Generalidades

La RSM presenta muchas ventajas a la hora de disefiar experimentos. Permite la evaluacion de

un gran nimero de variables en distintos niveles simultdneamente. Es muy versatil en cuanto al

nimero de unidades experimentales y permite visualizar las respuestas obtenidas para todos los

valores de los factores.

Entre las ventajas que brinda se puede remarcar que:

1)

2)

3)
4)
5)
6)

7)

8)

9)

Provee una distribucion razonable de los puntos de muestreo (y por lo tanto
informacion) a través de toda la region de interés

Permite la adecuacion del modelo, incluyendo la falta de ajuste (en inglés: “lack of fit") a
calcular

Permite la realizacién del experimento en bloques

Provee una estimacion del error interno

Otorga valores estimados precisos de los coeficientes del modelo
Permite la realizacién de disefios de orden mas alto secuencialmente

Provee un buen perfil de prediccién de la varianza a través de toda la regién
experimental

Provee una robustez razonable frente a outliers o valores faltantes

No requiere de una alta cantidad de unidades experimentales

10)No requiere de muchos niveles de la variable independiente

11) Asegura simplicidad en el calculo de los parametros del modelo

Cuando decimos que el valor real esperado, 1, que toma la variable de interés considerada

esta influido por los niveles de k factores cuantitativos, XX, ... X, esto significa que existe

alguna funcién de X, X, .., X, (que se supone continuaen X, Vi =1, .., k) que proporciona el

correspondiente valor de i para alguna combinacidn dada de niveles:

n=f(X, X X,)

de tal forma que la variable respuesta puede expresarse como:
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Y=n+e={(X,X, ..,X ) +€

donde ¢ es el error observado en la respuesta.
La relaciéon n = f (X1, Xz .., Xk) existente entre n y los niveles de los k factores puede
representarse a través de una hipersuperficie (subconjunto de un espacio euclideo (k+1)-

dimensional) a la que llamaremos superficie de respuesta.

wHoe

130 4

Respuests

e .

"

Figura 3.1. Superficie de respuesta tridimensional en la que se observa una respuesta
esperada (1) en funcidén de las cantidades de variable A (X,) y variable B (X,)
utilizadas. Adaptado de Fernandez Melcon.

En el ejemplo ilustrado en la Figura 3.1, en que hay dos factores de influencia (k=2), la
superficie de respuesta se visualiza en un espacio en el que la tercera dimension representa la
respuesta a evaluar, sobre un plano bidimensional definido por la combinacién de los niveles de
dos factores, X; y Xa.

Una técnica utilizada para ayudar a visualizar la forma que puede tener una superficie de
respuesta tridimensional consiste en representar la grafica de contornos de la superficie
(Figuras 3.2 y 3.3), en la que se trazan las denominadas lineas de contorno, que son curvas
correspondientes a valores constantes de la respuesta sobre el plano X;X; (plano cuyos ejes
coordenados vienen dados por los niveles X; y Xz de los factores). Geométricamente, cada linea
de contorno es una proyeccién sobre el plano XX de una seccion de la superficie de respuesta al

intersecar con un plano paralelo al XiX.. La grafica de contornos resulta ttil para estudiar los
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niveles de los factores en los que se da un cambio en la forma o altura de la superficie de
respuesta.

La existencia de graficas de contorno no esta limitada a 3 dimensiones a pesar de que en el
caso en que haya mas de 3 factores de influencia no es posible la representacion geométrica. No
obstante, el hecho de poder representar graficas de contorno para problemas en que haya 2 o 3

factores permite visualizar mas facilmente la situacién general.

1408

Respuests
s
w

Figura 3.2. Seccidn de la superficie de respuesta por planos paralelos al plano X, X,,

en los valores esperados de respuesta: 11.5, 12,1, 12.7,13.3, 13.9. Adaptado de
Fernandez Melcon.

Cada linea de contorno representa un niimero infinito de combinaciones de los valores de las
dos variables, para un mismo valor de respuesta. La respuesta maxima, por su parte, se localiza

en el centro de la elipse mas pequefia:
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el T T T
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max = 14,12
133 ' y
(170.06.246.65)

150} 12.7

X2

Figura 3.3. Grafica de contornos de la superficie de respuesta con lineas de
contorno correspondientes a los valores esperados de respuesta: 11.5, 12.1,
12.7,13.3, 13.9. Adaptado de Fernandez Melcon,

Los polinomios usados méas frecuentemente como funciones de aproximacién son los de

orden dos, representado en el siguiente modelo:

Y=o+ BiXi + BiX; + BuXiX; + PiiXi? + BX7?

Donde Boes el valor de la respuesta en el punto central del disefio, B y Bjrepresentan los
coeficientes lineales, y Bi y Bijson los coeficientes cuadraticos. i es el coeficiente interacciéon. X; y
Xjrepresentan las variables independientes, X;X; representan el efecto de la interaccion entre las
variables independientes, y Xi? y X2 son los efectos cuadraticos de cada variable independiente.

El primer paso a realizar es la eleccién de los factores que se desean evaluar en el
experimento. Esto dependera exclusivamente de la informacion previa de la que se disponga y
de la informacién que se busca obtener en el trabajo. Esa informacion es la que hara delimitar
los valores de los factores en un margen de interés, dado por los datos provistos por trabajos
previos, o porque meramente es el area en la que se desea testear las hipotesis. Conocido esto, el
siguiente paso es seleccionar los rangos de valores de cada factor que se consideraran pues,
aunque en el experimento es posible explorar la region correspondiente al espacio completo de
los factores de influencia o region operativa, lo mas frecuente consiste en explorar Ginicamente
una regién de interés limitada, la regiébn experimental, contenida en Ia
region general. De este modo, durante la ejecucion del experimento, sélo se utilizaran valores de

los factores que caigan en esta region.
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Puede suceder que se descubra, durante el conjunto inicial de experimentos, que es
necesario explorar niveles que estén mas alla de los limites de la region considerada, ya que la
respuesta maxima no se encontré dentro de la regién operativa elegida. En esos casos, hay
varias herramientas matematicas que permiten analizar qué camino seguir, basdndose en la

blisqueda de una respuesta maxima para el sistema en estudio.

3.1.4.2. Codificacion de variables

En la utilizacién de modelos de Superficie de Respuesta, muy frecuentemente es condicién
necesaria la codificacién de los valores reales de los niveles de los factores, ya que la distancia
medida sobre los ejes de las variables se estandarizan. Esto facilita la realizacion de los célculos
necesarios para obtener el modelo matematico que ajusta al sistema y ademas aumenta el ajuste
en la estimacién de los coeficientes del mismo.

Entonces, la codificacidn de las variables se realiza de acuerdo a la siguiente férmula (1):

. fEinf ¥ Zsup
X__ZI_( 2 ):(,Zf—Zﬂ)
T Zsup—-Zinf AZi

i=1,2.,k

Donde X; es el resultado del valor codificado; Z; es el valor real en el punto superior o inferior
del disefio; Z, es el valor real en el punto central del disefio (0o promedio entre el valor real
superior Zsp y €l inferior Zinr) y AZ; es la distancia entre los valores reales superior o inferior con
respecto al punto central. Esta férmula verifica que la sumatoria de los valores de X; (X, Xi =
0) son aquellos valores Z,; y determinan el centro del diseifio (0, 0).

A continuacion se detalla un ejemplo del uso de codificacion de variables en trabajos

cientificos:

Martinez Alvarez Pagina 44



Capitulo 3 — Optimizacién por RSM

Station D (UK) 63°24'09"S 56°59'27"W

Tabla 3.1. Valores reales y codificados para cada sistema experimental utilizado. Disefio central compuesto adaptado de Agarry y col., 2012.

Sistema

Fertilizante NPK (A)

Tween 80 (B)

H202 (C)

Valor codificado Valor real (g) Valor codificado Valor real (g)

Valor codificado Valor real (g)

T
PR ocoNowvawNn R

=
S U o W

17
18 (control)

'
—

00000000 M e e

[ %]

B o i G T = AT > B =2 N oS B e AN oS i o

I T o I < T T S SN

o

L R e N Y o o T

5
5
15
15
10
10
10
10
5
15
5
15
10
10
10
10
10

1,0
1,0
1,0
1,0
0,5
0,5
15
1,5
0,5
0,5
1,5
1,5
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
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Para obtener los valores codificados de la Tabla 3.1, se utilizé la férmula (1). Asi como
ejemplo para obtener el valor codificado del sistema experimental 7 (-1, 0, 1) para el agregado

de Fertilizante NPK se obtiene:

Xi=(2-4)/2=-1

-1 Es el valor codificado del valor real que corresponde a 2 g de NPK agregado.

Xi=(4-4)/2=0

0 es el valor codificado del valor real que corresponde a 4 g de NPK agregado.

Xi=(6-4)/2=+1

+1 es el valor codificado del valor real que corresponde a 6 g de NPK agregado.

3.1.5. OptimizaciondeNy P

En la misma linea, el éxito de los procesos de biorremediacién dependerd muchas veces (sino
todas) de una correcta y eficiente optimizacién de las variables ambientales que rigen los
experimentos. Como se menciond anteriormente, la disponibilidad que el suelo tenga de 0, la
temperatura, la conductividad eléctrica entre otras, son variables de peso para el éxito del
proceso (Seccién 1.7.1). Sin embargo, para muchos de los procesos de indole bioldgica que
involucre directamente el crecimiento de microorganismos, las variables mas relevantes son, sin
duda, las concentraciones de Nitrégeno y Fosforo presentes en el suelo a remediar (Vieria y col,,
2009; Zahed y col.,, 2010). Proveer al sistema biolégico con estos macronutrientes es lo que
conducira a desarrollar un proceso relativamente simple y de bajo costo (Bento y col., 2005). No
debe olvidarse sin embargo, que la optimizacion de los niveles de estos nutrientes es un paso
clave para alcanzar la eficiencia deseada, ya que tanto un defecto como un exceso de los mismos
puede conducir a una inhibicién de la actividad bioldgica, resultando en eficiencias de
degradacion muy inferiores a aquellas consideradas dptimas.

Una relacién Carbono: Nitr6geno: Fésforo (C:N:P) de 100:10:1 ha sido reportada
frecuentemente como valor de referencia para ensayos de bioestimulacion (Dibble y Bartha,
1979; Cheng y Mulla, 1999). Sin embargo, esta relacién debe ser considerada sélo como un valor

guia. La concentracién optima de nutrientes debe ser testeada cada vez que se considera el
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desarrollo de un proceso de biorremediacién, ya que las soluciones universalmente aplicables
no son validas para sistemas biolégicos tan complejos como son los suelos (Ruberto y col,
2013), no solo por las caracteristicas del sistema biol6gico a implementar, sino también debido a
que distintos suelos presentan distintas propiedades fisicoquimicas (como ser la concentracién
basal de N y P, la capacidad de campo, la conductividad eléctrica, la granulometria), que pueden
alterar los resultados esperados.

Muchos autores han reportado altas eficiencias de remocién de hidrocarburos, en distintos
sistemas, utilizando diferentes relaciones C:N:P (Coulon y col, 2004; Rojas-Avelizapa y col.,
2007; Vieira y col,, 2009; Chang y col, 2011). En muchos de estos casos, esa relacion difirié
considerablemente de aquella previamente utilizada como referencia, lo que evidencia la
necesidad de un proceso de optimizacion previo. Por otro lado, y mas alla de la eficiencia del
proceso de biodegradacion, el agregado de cantidades excesivas de N puede conllevar un
aumento exagerado de los costos, puede inhibir la actividad microbiana natural e implicar un

potencial peligro de eutrofizacién de las matrices tratadas.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1, Andlisis y caracterizacién del suelo

El suelo usado para el ensayo de RSM fue obtenido durante la Campaiia Antartica Argentina
2011-2012, del area circundante a los tanques de acopio de combustible en la Base Carlini, Isla
25 de Mayo, Shetlands del Sur, Antartida. El suelo contaminado fue recolectado de la capa
superficial (hasta los 20 cm de profundidad) y tamizado (grilla de 10 mm) para remover piedras,
concreto, residuos de pintura y cualquier otro material que puede interferir con las
determinaciones analiticas. Al suelo también se le analizo la textura, a través del método de
pipeta (Gee y Bauder, 1986), carbono organico (Walkley y Black, 1934), fésforo extractable
(Bray y Kurtz, 1945) y nitrégeno total por Kjeldhal. El contenido de agua fue determinado
gravimétricamente por secado de las muestras a 105°C por 24hrs. Para la determinacion del pH
del suelo, se agregaron 10ml de solucién salina estéril (NaCl 8,9g I-1) a una muestra de 1 g de
suelo y se agitd en vortex durante 1 minuto. Luego de dejar decantar, el pH de la suspensién

resultante se determiné usando un equipo Docu pH+ meter (Sartorius).
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3.2.2. Disefio de microcosmos

El suelo tamizado se distribuyé en frascos cilindricos de vidrio (65 mm de didmetro, 80 mm
de alto), conteniendo 150 g de suelo en cada uno. Diferentes volimenes de soluciones de
NH4NOz y Na;HPO. fueron agregados a fin de lograr en el suelo las concentraciones de N y P
calculadas y codificadas de acuerdo a la formula 1 y los valores se muestran en la Tabla 3.2. Los
nutrientes fueron agregados a cada sistema, siguiendo la distribucién de acuerdo a un disefio
central compuesto centrado en las caras, v considerando como punto central aquella relacién
C:N:P igual a 100:10:1. Este disefio permitié a su vez incluir un control no bioestimulado (-1,-1),
que evalia el grado de remocidn ocasionada por evaporacion y por atenuacién natural. Ademas,
la extension del disefio fue buscada para incluir una relacién C:N:P que sea el doble que aquella
considerada referencia (100:20:2) en el sistema +1,+1. De esta manera, el factorial centrado en
las caras considerd un drea experimental razonable y criteriosa, buscando garantizar la
existencia de un valor maximo de remocién dentro de dicha area, sin la necesidad de realizar
mas ensayos o factoriales que extiendan el area experimental.

Para la adicién de nutrientes, una solucién que contenia 286 g I de nitrato de amonio
(NH4NO3) fue utilizada como fuente de N, mientras que una conteniendo 580 g I-! de fosfato de
sodio monobasico (NaH:P0;) fue usada como fuente de P. Los frascos fueron conservados
isotérmicamente a 15°C en una cdmara de cultivo (New Brunswick Scientific Co., Inc.) durante
todo el periodo experimental (80 dias). El contenido de cada frasco fue mezclado asépticamente
3 veces por semana para asegurar una distribucion homogénea de nutrientes y contaminantes,
asi como una correcta aireaciéon del suelo. La humedad fue monitoreada con un datalogger
(Decagon Devices Inc.) y mantenida alrededor de 15% mediante agregado de agua de ser

necesario.
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Tabla 3.2. Valores reales y codificados para cada sistema experimental utilizado. Disefio central

compuesto.

Variables independientes

g N agregado/ kg suelo g P agregado / kg suelo
Sistema Valor codificado Valor real Valor codificado Valor real
1 1 0,2 -1 0
2 0 0,1 0 0,01
3 0 0,1 0 0,01
4 1 0,2 1 0,02
5 -1 0 1 0,02
6 0 0,1 -1 0
7 0 0,1 0 0,01
8 1 0,2 0 0,01
9 -1 0 -1 0
10 0 0,1 0 0,01
11 0 0,1 0 0,01
12 0 0,1 0 0,01
13 -1 0 0 0,01
14 0 0,1 1 0,02

3.2.3. Actividad biolégica

Los hidrocarburos del petréleo derramados en los suelos representan una fuente directa de
sustrato para bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDH). Sin embargo, también pueden
resultar en una fuente indirecta para otras bacterias que no son capaces de degradar
hidrocarburos, pero que pueden incorporar sus metabolitos u otras moléculas provenientes del
catabolismo mediado por las BDH. Esta actividad favorece la remocién de hidrocarburos del
petréleo, impulsando los balances estequiométricos hacia la degradacion.

La determinacién de la actividad biol6égica y su comparacién entre tratamientos es una
herramienta util para seguir el desarrollo de procesos biolégicos que ocurren en el suelo
contaminado. Poder vincular un incremento de la actividad biolégica con una disminucién de la
concentracion de hidrocarburos es una sefial de que la degradacién del contaminante es
mediada por la biota del suelo, y no por la mera evaporacién. El recuento de bacterias

heterotroficas, puede ser considerado un indicador tanto de la “salud” del suelo como de la
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biodisponibilidad de nutrientes organicos en ese suelo (Pepper y Gerba, 2015), y es utilizado
para monitorear procesos de biorremediacién (Cai y col, 2010, Zhang y col, 2010). Por otro
lado, la hidrélisis del indicador acetato de fluoresceina (FDA) es ampliamente utilizado como
una medida general de la actividad bioldgica de un suelo (Adam y Duncan, 2001). De esta
manera, el método del FDA y el recuento en placas de agar R2A son consideradas herramientas
adecuadas para estimar la actividad biolégica en suelos bajo tratamientos de biorremediacion.
En este trabajo ambos métodos fueron implementados para determinar la actividad bioldgica de
una forma mas precisa.

Para realizar el método del FDA, 2¢g de suelo fueron incubados (20°C y 200rpm) con 15 ml de
una solucién de fosfatos (8,7 g I'* KzHPO,4, 1,3 g 11 KHzPO4, pH 7,6) y 200 pl de una solucién de
FDA 2000 pg 1. Después de 30 minutos, se agregaron 15 ml de la solucién terminadora
(Cloroformo:metanol 2:1). Las soluciones fueron centrifugadas por 3 minutos a 479 x g y se
determiné su absorbancia, La escision del FDA llevada a cabo por las exoenzimas microbianas
libera fluoresceina a la fase acuosa, la cual posee un color amarillo intenso con un pico de
absorbancia a 490 nm, longitud de onda a la cual es determinada espectrofotométricamente.

El nimero de bacterias cultivables heterotroéficas fue determinada mediante la siembra de
diluciones seriadas de las muestras en medio R2A (Oxoid) diluido al 50%, de manera de proveer
un medio oligotréfico, en concordancia con el bajo contenido de nutrientes organicos
caracteristico de los suelos antarticos. Las diluciones fueron preparadas mezclando 1 g de suelo
tamizado con 10 ml de solucién salina (0,9% NacCl) conteniendo 0,01% de Tween 80. La mezcla
fue agitada por 15 minutos en un vortex para permitir una separacién eficiente de las células

microbianas de las particulas de suelo.

3.2.4. Extraccién y cuantificacién de hidrocarburos

Para la cuantificacion de hidrocarburos, muestras de suelo (5 g) fueron extraidas con 40 ml
de hexano:acetona (1:1) en tubos de Teflon de 40 ml (Nalgene). Se agregé una punta de espatula
de Na;SO, anhidro a la fase organica para remover el agua remanente. Posteriormente, 1 g de
Silica Gel 60 (0,063-0,200 mm, Merck) fue agregado a cada tubo para remover compuestos
organicos polares. Los frascos fueron agitados (200 rpm) por 3 horas a 25°C. Luego, las muestras
fueron centrifugadas (15 min, 7656 x g) para evitar la presencia de particulas de suelo en el
sobrenadante. La cuantificacion de hidrocarburos se realizd por cromatografia gaseosa
utilizando un equipo Shimadzu GC-92 (Shimadzu Corp, Japan) con un detector de ionizacién de

llama (FID) y una columna capilar de 30m de largo 025mm i.d. (0,25 um de grosor y 5% de PH
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ME siloxano entrecruzado). La temperatura del horno se mantuvo a 100°C por 1 min, luego se
incrementé mediante una rampa de 10°C/min hasta 250°C y finalmente se mantuvo a esa
temperatura por 5 min. La temperatura del inyector fue 280°C y el flujo de gas portador (Hez) se
fijo en 31cm/s. Los datos fueron obtenidos utilizando el software PC Chrome (UBA). El area total
de los picos en el rango Cs-Css fue comparado con sus respectivos estandares (Supelco, Mix de

calibracién de diésel). La remocién de hidrocarburos fue calculada usando la siguiente ecuacién:

cc inicial de HC — cc final de HC
HR (%) = 100 x

cc inicial de HC

3.2.5. Anudadlisis estadistico

El experimento fue llevado a cabo siguiendo un disefio factorial compuesto de 3 niveles
centrado en las caras, considerando 2 variables independientes (concentracion de Nitrogeno
agregado y concentracion de Fosforo agregado al suelo). El diagrama del disefio se muestra en la
Figura 3.4. La remocién de hidrocarburos (como porcentaje) fue la respuesta analizada. Cada
variable independiente fue codificada y estudiada en 3 niveles (+1, 0 y -1). Se incluyeron 4
puntos centrales (0, 0) para estudiar la robustez del modelo estadistico obtenido, resultando en
un total de 12 unidades experimentales. Como se mencioné previamente, los niveles fueron
elegidos alrededor de una relacién C:N:P de 100:10:1, el cual es considerado valor de referencia
para el crecimiento de la mayoria de los microorganismos (Cheng y Mulla, 1999) y para la

sintesis de biomasa a partir de los hidrocarburos (Ron y Rosemberg, 2010).
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Figura 3.4. Disefio del factorial compuesto centrado en las caras para la
determinacion de los niveles de N y P que optimizan la degradacion de
hidrocarburos en el suelo contaminado de Base Carlini.

Para predecir la condicion 6ptima y la existencia de interacciones, los datos experimentales
fueron ajustados a un modelo de regresién polinémico de Segundo orden (ecuacién 1),

conteniendo 2 términos lineales, un término de interaccion y dos términos cuadraticos (Mason,

2003).
Y = Bo+ BiXi + 5iX; + PiiXiXj + BilX# + ﬁ;}X;Z (ecuacién 1)

o representa el valor de la respuesta en el punto central del disefio, ; y fjson los coeficientes
lineales, y Bu y By son los coeficientes cuadraticos. By es el coeficiente de interaccion. Xi y Xj
representan las variables independientes (concentracion de N y P agregados al suelo,
expresados como g kg! respectivamente), el término XiXj representa el efecto de la interaccién
entre las variables independientes, y X2 y X2 son los efectos cuadraticos de cada variable
independiente. La significancia de cada coeficiente en la ecuacién fue determinada por un test F

y los valores p.

Para calculos estadisticos, las variables independientes fueron codificadas de acuerdo a la

ecuacion 2:
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Xi=(Xi-Xo)/0Xi (ecuacién 2)

Donde Xi es el valor experimental de la variable, Xo es el punto central, §X; es el paso de

cambio en Xj, y Xi es el valor codificado para Xi: i=-1, 0, +1.

3.3. Resultados

3.3.1. Andlisis de suelo

El suelo presentd una textura arenosa, conteniendo 1,8% de arcilla, 3,8% de limo y 94,4% de
arena. Los niveles de Carbono organico total, Nitrogeno total por Kjeldhal y Fésforo extractable
fueron 10,21 gkgt, 0,32 gkg!y 5,0 mg kg!respectivamente. El pH fue 6,8 y el contenido de agua
10%. La cuantificacién de hidrocarburos demostré que este suelo contenia una concentracion

total de hidrocarburos derivados del petréleo de 104273 mg kg

3.3.2, Anudilisis estadistico

El test F indicé que en este disefio experimental sélo los factores Xi, X; y Xi% eran
estadisticamente significativos al 95% de confianza. Los efectos (factores e interacciones) con p
>0,05 fueron considerados como insignificantes. Todos los términos, sin importar su

significancia, fueron incluidos en la siguiente ecuacion (3):
Y=4857 +9,03X; + 4,54X; + 1,99X1X2 - 6,38X12 - 3,92X,? (ecuacion 3)

Donde X: y X: son las cantidades de N y P agregados al suelo (expresado como g kg1)
respectivamente. El valor obtenido de F fue 15,24, lo que implica que el modelo es significativo y
que hay solo un 0,23% de posibilidades de que este valor pueda ocurrir debido al ruido
(p<0,0023). El coeficiente de determinacién (R=0,9270) sugiere que mas del 92,70% de la
varianza es atribuible a las variables, y por lo tanto demuestra una alta significancia del modelo.
Consecuentemente, solo un 7,30% de la varianza total no puede ser explicada por este modelo.

El test de falta de ajuste provee informacién acerca de lo bien que el modelo ajusta la
respuesta del sistema. El estadistico F, el cual es calculado como la relacién entre los valores del

error medio cuadrado de falta de ajuste (EMCfa) y el error medio cuadrado puro (EMCp), evalia
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la hipdtesis de que el modelo estd correctamente especificado. Un estadistico F elevado indica
que la variacion dada por los replicados centrales es demasiado alta, y que el modelo no esta
ajustando a la respuesta. En el presente estudio, un valor de 0,72 (p<0,05) implica que la falta de
ajuste no es significativa respecto al error puro, indicando por lo tanto que el modelo ajusta ala

regresion. Todos los datos estadisticos de este modelo obtenidos se muestran en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Analisis estadistico del modelo que maximiza la respuesta con su grado de significancia,

Suma de Cuadrado P valor
Fuente gl F Valor
Cuadrados Medio Prob>F
Modelo 845,42 5 169,08 15,24 0,0023* significativo
A-A 487,80 1 487,80 43,96 0,0006*
B-B 124,21 1 124,21 11,19 0,0155*
AB 16,00 1 16,00 1,44 0,2751
Az 108,80 1 108,80 9,80 0,0203*
B? 40,30 1 40,30 3,63 0,1053
Residuos 66,58 6 11,10
Falta de
27,98 3 9,33 0,72 0,6012 ns
Ajuste
Error Puro 38,61 3 12,87
PRESS 254,24 1
Correlacion
912,00 1
Total

Tanto el coeficiente ajustado como el predicho fueron estudiados para evaluar la calidad del
ajuste del modelo polinémico para la remocién de hidrocarburos (Montgomery, 2008). El valor
predicho de R cuadrado de 0,7212 esta razonablemente de acuerdo con el valor de R cuadrado
ajustado de 0,8661. Por otro lado, el término “Adequate Precision” mide la relacién entre sefial y
el ruido, siendo lo deseado un valor superior a 4. La relacién obtenida de 11,519 indica una sefial
adecuada.

Los residuos studentizados obtenidos para este modelo (Figura 3.5) muestran una
distribucién aleatoria en funcién de las celdas experimentales ensayadas, demostrando la
ausencia de sesgos experimentales acorde a los tratamientos. Los residuos se distribuyen de
forma equivalente entre positivos y negativos, y con valores absolutos similares. Ademas, no se

observa un sesgo entre los residuos obtenidos para valores de variable respuesta bajos o altos,
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indicando que el error es independiente de los valores obtenidos. Esta distribucién es propia de
una varianza que sigue una distribucién normal y aleatoria. Por otro lado, en la Figura 3.6 se
presentan los valores predichos por el modelo en funcién de los valores obtenidos en los
sistemas ensayados. Este grafico permite observar una buena adecuacién de la prediccién a los

resultados obtenidos en la ejecucion de los tratamientos.
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Figura 3.5. Distribucion de los residuos studentizados para el modelo
obtenido. La similitud en los colores representa similares valores
obtenidos para la variable respuesta analizada.

El coeficiente de variacién (CV) es una medida de la variacién residual de los datos relativa al
tamafio de la media, y por lo tanto, una medida de reproducibilidad del modelo. Se encuentra
dividido por la media dependiente y es expresado como porcentaje. Generalmente, un modelo se
considera como razonablemente reproducible si el valor de CV es menor al 10%. El bajo valor

obtenido (CV=7,67%) indica una alta precisién y confianza en los experimentos realizados.
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Figura 3.6. Valores predichos por el modelo vs valores obtenidos.
La similitud en los colores representa similares valores obtenidos
para la variable respuesta analizada.

3.3.3. Concentracion de hidrocarburos

La concentracion de hidrocarburos (Figura 3.7) decrecid desde un valor inicial de 1042 73
mg kgt hasta un valor de 470 +37 mg kg! en el tratamiento mas eficiente (54,91% de
remocion), mientras que se alcanzo un valor final de 753 £37 mg kg! en el menos eficiente
(27,75%). Es importante resaltar que algunos de los factores abidticos que contribuyen a la
eliminacién de hidrocarburos en condiciones no controladas (como ser la lluvia, el viento y la
lixiviacion), estuvieron ausentes durante este ensayo, ya que fue desarrolladoe en frascos
cerrados incubados en una camara con temperatura controlada. La pérdida de hidrocarburos
por evaporacion durante el experimento, estimada a partir de la remocién de i-Cy4 demostro ser
de 33% (+6,4). Los isoprenos de hidrocarburos son compuestos que se asumen menos sensibles
a la biodegradacion que los n-alcanos (Pond y col., 2002). Por esta razon, es posible estudiar la
evaporacién usando estos compuestos como marcadores. Sin embargo, cierto nivel de
biodegradacion de isoprenoides no puede ser ignorada, especialmente en suelos habitados por
miembros de la familia Pseudomonadaceae (Cantwell y col, 1978), frecuentemente
predominantes en suelos antarticos. En cualquier caso, el sistema al que no se le agregaron
nutrientes (-1,-1) presentd una remocion de solo 27,75%. Asumiendo la posibilidad menos
favorable, esta remocién puede estar enteramente causada por evaporacion, sin presencia de

degradacién biolégica.
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Figura 3.7. Concentracidon final de hidrocarburos por sistema (ver Tabla

3.2 parareferenciar los diferentes sistemas).

El andlisis por GC-FID de los hidrocarburos presentes en el suelo, previo a cualquier
tratamiento, mostré un patron en el cual el rango Cy1-Ci4 de los hidrocarburos prevalecia en la
muestra. También se observé una mezcla no resuelta de hidrocarburos. Luego del ensayo, los
sistemas en donde la remocién de hidrocarburos fue maxima presentaban un patrén
cromatografico muy similar al patron original, pero con un drea bajo los picos mucho menor ala
inicial, sugiriendo que todos los hidrocarburos existentes en el rango fueron metabolizados en

niveles similares (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Cromatogramas de gasoil en suelo obtenido por GC/FID para la condicion inicial

(To) y final (Tf), en el sistema que presento mayor remocién (+1,+1).

3.3.4. Actividad biolégica

La actividad biolégica estimada por el método de FDA mostré valores significativamente mas
altos en aquellos sistemas que recibieron el agregado de N (0 y +1), en comparacién con aquellos
sin adicion de N (-1). El fésforo (P) por otro lado, parece no haber tenido un efecto significativo

sobre las actividades biolégicas en ninguno de los sistemas en los que se agregé. La Figura 3.9
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muestra que, en todos los sistemas fertilizados con N, la cantidad de fluoresceina liberada fue
aproximadamente 4 veces mas alta que en los sistemas donde no se agregé N (mas de 2 ug
versus 0.5 pg/gramo de suelo seco). En el mismo sentido, los sistemas donde no se agregé N (-1)
exhibieron una menor actividad enzimatica, probando que este nutriente es esencial para el
desarrollo de actividad biolégica y sugiriendo que el suelo usado en este estudio no proveyd a
los microorganismos de nutrientes suficientes para promover una tasa catabdlica 6ptima. Esta
baja actividad biolégica fue acompafiada de una baja eficiencia de remocién de hidrocarburos en

esos sistemas.
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Figura 3.9. Actividad bioldgica medida como liberacion de fluoresceina en los diferentes

sistemas de microcosmos (ver Tabla 3.2 para referenciar los diferentes sistemas).

Los conteos bacterianos mostraron valores mas altos en los sistemas donde se agrego N, lo
que concuerda con los resultados obtenidos por el método del FDA. Este incremento fue
independiente del nivel del nutriente agregado, por lo que es posible que el agregado de este
nutriente atin en el nivel mds bajo es suficiente para producir un aumento en el nimero de
bacterias (Figura 3.10), también en concordancia con los resultados obtenidos para el método
del FDA. El efecto positivo de la adicién de N sobre las bacterias totales y también sobre las
degradadoras de hidrocarburos fue mucho mas claro durante los primeros 30 dias del
experimento, en donde los conteos se incrementaron solamente en aquellas unidades
experimentales donde ese elemento fue adicionado. El efecto de la adicién de P mostroé no tener

un efecto significativo sobre los conteos microbianos cuando no estd combinado con N, lo que
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sugiere que este elemento no representa un factor limitante de la actividad bioldgica en los

suelos analizados.
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Figura 3.10, Recuentos de bacterias heterdtrofas aerobias totales en los diferentes
sistemas de microcosmos (ver Tabla 3.2 para referenciar los diferentes sistemas).

3.3.5. Método de Superficie de Respuesta

El disefio central compuesto centrado en las caras demostr6é una adecuada relacién con los
valores predichos, sugiriendo que la remocién de hidrocarburos para estos suelos es maxima
cuando X;=0,83 y X;=0,79. La superficie de respuesta bi y tridimensionales indicando los valores
optimos resultantes se muestran en las Figuras 3.11 y 3.12. Por lo tanto, la bioestimulacién
consistente en el agregado de 0,183 g N/kg de suelo y 0,0179 g P/kg de suelo se requeriria para
alcanzar la maxima eficiencia de remocidn en estos sistemas. Estos valores sugieren una relacién
C:N:P optima de 100:17,6:1,73; la cual difiere significativamente de aquella considerada de
referencia para la mayoria de los procesos de bioestimulacién. De acuerdo con estos resultados,
una tonelada de suelo antartico requeriria la adicion de 523 g de NH4NO; y 80 g de KH,PO,4 para

desarrollar un proceso optimizado de biorremediacidn.
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Figura 3.11. Superficie de respuesta obtenida para la optimizacién de las
variables ensayadas (niveles de Ny P).
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Figura 3.12. Superficie de respuesta obtenida para la optimizacién de las variables ensayadas (niveles
de Ny P).
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3.4. Discusién

El disefio experimental aplicado en este trabajo demostré ser adecuado para encontrar
niveles 6ptimos de N y P en busca de desarrollar una estrategia de bicestimulacién en suelos
contaminados de la Base Carlini, Antartida. Fue posible determinar una combinacién de N y P
util para maximizar la remocién biolégica de hidrocarburos usando solamente 12 unidades
experimentales. El experimento proveyd un modelo estadistico que predice un maximo de
remocién de 54,12% (para un suelo de Carlini conteniendo 1042 mg kg'! de hidrocarburos)
cuando se adicionan 0,183 g N/kg y 0,0179 g P/kg de suelo. Es importante remarcar que sin la
implementacién de un enfoque estadistico como el RSM, los niveles dptimos de N y P hubiesen
sido diferentes, siendo los correspondientes a los valores obtenidos en el sistema +1,+1 (0,2 g
N/kg y 0,02 g P/kg), distinto a aquellos obtenidos con este método estadistico. Desde una
perspectiva costo-beneficio, esta relacién hubiese implicado el uso de aproximadamente 20%
mas de nutrientes para el proceso de bioestimulacién, determinando que la implementacién del
proceso sea mas costosa y menos eficiente. Esta diferencia se acentiia particularmente para
volimenes de suelo mas grandes, como los manejados en condiciones a campo, en un
tratamiento a escala real. Ademds, a esto se suma la posibilidad de que surjan procesos
biolégicos indeseados debido a un exceso de nutrientes. Como fue previamente reportado
(Singh y col, 2013; Lim y col, 2013), la RSM resulté 1til para optimizar procesos de
biorremediacién, alcanzando altos valores de eficiencia de remocién con un consumo menor de
nutrientes.

Aungque las eficiencias de remocidén evidenciadas por los resultados de RSM fueron menores
que aquellas obtenidas en algunos de los ensayos a campo, los valores predichos estan en
concordancia con la ausencia de algunos procesos de eliminacién abiética de hidrocarburos,
como fue mencionado anteriormente. Los procesos abiéticos son responsables de la remocién
de una fraccién importante de los hidrocarburos cuando el suelo se expone a las condiciones
ambientales del lugar. Esto también aplica a la Antartida, donde el viento, las horas de sol y la
caida de nieve son factores importantes a considerar, especialmente durante las primeras etapas
del proceso. En este trabajo las unidades experimentales fueron frascos cerrados incubados
isotérmicamente en una cdmara de incubacién controlada. Los sistemas no estuvieron expuestos
a los efectos del viento, la lluvia y la nieve por lo que no hubo lixiviacién y la pérdida por
evaporacién fue menor que la de un sistema a la intemperie. Sin embargo, ain bajo estas
condiciones, la perdida abiética causada por evaporacién no es despreciable. Durante este
experimento, la perdida de hidrocarburos por evaporacién fue alrededor del 30%. Este valor fue
similar tanto en los sistemas bioestimulados como en aquellos obtenidos en los que no se

agregaron nutrientes (-1,-1, 27,75%). En estos tltimos, la actividad biolégica se mantuvo
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practicamente inalterada a lo largo de todo el periodo experimental. Resultados de
experimentos previos reportados por nuestro grupo de trabajo mostraron que
aproximadamente un 60 % de la remocién total de hidrocarburos era atribuible a la actividad
biolégica presente (remocién total - remocién abiética), como fue reportado para un ensayo de
bioestimulacién a campo de 45 dias en la Antartida con un suelo que contenfa una concentracién
inicial de hidrocarburos de aproximadamente 12.000 mg kg! (Ruberto y col, 2009). Los
resultados obtenidos durante el experimento de superficie respuesta estan de acuerdo con estos
niveles de remocion bioldgica.

Respecto a la actividad bioldgica, como fue reportado por Adam y Duncan (2001), las
propiedades del suelo son fundamentales para obtener resultados apropiados, ya que la
heterogeneidad intrinseca del suelo puede causar falta de robustez del método. Nuestra
experiencia con suelos antarticos demostré que el uso de la técnica de FDA es apropiada para
obtener resultados reproducibles de actividad biolégica, que también se encuentran en
concordancia con los valores obtenidos en los recuentos bacterianos. El método de FDA
evidencid una alta correlacion entre la eficiencia de remocion de hidrocarburos y los niveles de
liberacion de fluoresceina, estableciendo que un descenso en la concentracidon de hidrocarburos
puede ser atribuible a la actividad biolégica presente en el suelo.

La relacion C:N:P optimizada obtenida (100:17,6:1,73) difiri6 de aquella frecuentemente
considerada como éptima para el crecimiento microbiano (Cheng y Mulla, 1999) y para la
biodegradacién de hidrocarburos (Dibble y Bartha, 1979; Ron y Rosemberg, 2010). En un
trabajo previo, Ferguson y col.,, (2003) estudi6 el efecto de la bioestimulacién con diferentes
cantidades de N (provenientes de distintas fuentes) sobre la degradacién de un suelo antartico
contaminado con hidrocarburos en la Base Old Casey. Es ese caso, una remocidn de casi 9.000
mg kg fue obtenida aplicando una relacién C:N:P de 100:1,4:0,09. En otro reporte, Liu y col,,
(2011), trabajando con un suelo conteniendo 14.000 mg kg1, reportaron un 69,8% de remocién
de hidrocarburos después de 35 dias de bioestimulacién con nutrientes inorganicos (NHsNO3 y
KHzP0O4) utilizando una relacién C:N:P de 100:11,3:3,7. S6lo un 46,7% de remocidn se alcanzo
para el mismo suelo cuando la relacién C:N:P fue aumentada a 100:27:6,5. Estos resultados
ejemplifican claramente cudn importante se torna la optimizacidn de los niveles de nutrientes, y
cuin diferente puede resultar la combinacién 6ptima en comparacién con los valores de
referencia de 100:10:1. En relacién a lo arriba mencionado acerca del efecto de un exceso de Ny
P, también Aislabie y col., 2006 ha reportado que una mayor concentracién de estos nutrientes
puede resultar en una inhibicién biol6gica o una reduccién en el potencial de agua del suelo.
Walworth y col, (2007) también reportaron una inhibicién de la remocién biolégica de
hidrocarburos para un suelo sub-antértico, atribuible a un exceso de N y/o P. Chong y col,

(2009), estudiando la diversidad bacteriana en diferentes suelos de las afueras de la Base
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australiana Casey (Antartida), reportaron una tendencia a un aumento en la diversidad
bacteriana del suelo cuando se encontraban concentraciones elevadas de N y agua. Todos estos
resultados refuerzan el rol del N como un nutriente vital para la flora bacteriana en suelos
antarticos y resaltan lo crucial que resulta la optimizacién de su concentracion.

Las diferencias entre este valor optimizado y aquellos obtenidos por otros autores bajo
condiciones diferentes pueden ser causadas por distintos factores. Los niveles basales de N y P
en el suelo bajo tratamiento parecieran ser el mas cbvio. Los suelos antarticos con los que se
trabajo en esta tesis presentan concentraciones particularmente bajas de N y P, por lo que es
l6gico suponer que necesiten de un agregado mayor de estos nutrientes para llevar a cabo un
proceso de remediacion. Ademads, dicha necesidad puede estar relacionada con fenémenos
fisicos que afectan la biodisponibilidad de estos nutrientes. Huygens y col., (2008) demostraron
que un suelo volcanico de la selva Valdiviana presentaba una perdida minima de N
biodisponible, y atribuyeron esta capacidad a una sinergia entre procesos abioticos,
microorganismos del suelo y raices de plantas, llevando a “pooles” estables de N. Los suelos
antarticos en general estan muy lejos de esta situacion, ya que usualmente carecen de
vegetacion asociada y de niveles significativos de materia organica. Las poblaciones microbianas
también son cuali y cuantitativamente menores que aquellas presentes en otros suelos de areas
menos estrictas. Todos estos factores pueden resultar en una matriz con poca capacidad para
retener los nutrientes biodisponibles requeridos por los microorganismos degradadores. Siel N
y el P se encuentran menos disponibles para la biomasa microbiana, podria ser necesario
agregar mayores cantidad de este nutriente que aquellos obtenidos por -calculos
estequiométricos, resultando en relaciones C:N:P mayores que 100:10:1.

Otro punto a analizar es como garantizar la efectividad del agregado de nutrientes a los
suelos antarticos, de manera de intentar emular el comportamiento del RSM en ensayos a
campo. Aunque la identificacién de concentraciones de nutrientes apropiadas puede contribuir a
mejorar una estrategia de bioestimulacion, se tornaria inutil si esos nutrientes fuesen
rapidamente lavados del suelo en tratamiento. El suelo de los alrededores de Base Carlini
presenta una alta tendencia al drenaje y por esta razén, bajos valores de capacidad de campo.
Esta caracteristica, como fuese reportado por Ferguson y col,, (2003) para suelos de la Base Old
Casey, puede resultar en un rapido lavado de los nutrientes debido a la lluvia o el derretimiento
de nieve. El uso de fuentes de nutrientes de liberacién lenta o el disefio de biopilas contenidas en
geomembranas pueden ser alternativas atractivas para lidiar con este tipo de desafios, ya que
ademds de mejorar la disponibilidad del nutriente, evitan su lixiviacién y consecuente reducen el
impacto negativo sobre el medio ambiente.

Cuando se comparan ensayos de laboratorio con ensayos a campo, es importante considerar

otra pregunta: ;qué estd siendo favorecido cuando una matriz compleja que contiene una
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comunidad microbiana también compleja es incubada de manera isotérmica? Es posible (y
esperado) que un suelo contaminado crénicamente expuesto a condiciones ambientales
naturales sea habitado por diferentes microorganismos con capacidad para tomar ventaja de
diferentes situaciones ambientales. Si nos enfocamos en la temperatura en particular, es posible
definir ciertos “nichos térmicos” como han establecido Magnuson y col, (1979) para peces y
Bronikowski y col, (2001) para bacterias enteropatdgenas. Para suelos antarticos expuestos a
condiciones ambientales naturales, la oscilacién diaria en la temperatura ofrece la oportunidad a
los microorganismos de enfrentarse a diferentes temperaturas, que seran Optimas para el
crecimiento de diferentes grupos y potencialmente adecuadas para diferentes y/o
complementarias capacidades catabdlicas. La incubacion isotérmica, por su parte, puede
permitir el crecimiento 6ptimo de sé6lo un grupo limitado de microorganismos. La diferencia que
puede resultar de estas dos situaciones es dificil de evaluar. La incubacién a 15°C puede permitir
el crecimiento de algunos microorganismos a una tasa mas elevada que aquella para el rango
diario de temperatura normal en Antartida. En este sentido, Franzmann (1996) observé que
muchas de las especies presentes en Antartida presentan una temperatura oOptima de
crecimiento de 23°C. Whyte y col, (1999) plantearon la idea de que 23°C es la temperatura
6ptima para biorremediar suelos de regiones frias, debido a que representa un equilibrio ideal
entre una disponibilidad significativa de hidrocarburos y una baja inhibiciéon de la microflora
autdctona, Sin embargo, Ferguson y col,, (2003) demostré que la flora microbiana de la Base 0ld
Casey es capaz de mineralizar mas 1*C-octadecano a 42°C que a cualquier otra temperatura. Sin
embargo, actividades catabodlicas cruciales pueden muy probablemente resultar inhibidas o
limitadas a estas temperaturas, y consecuentemente se esté subestimando el potencial de
remocion de ese suelo. Ademds, si bien el porcentaje de remocién puede resultar atractivo, es
importante considerar que la flora microbiana que se va a desarrollar a 42°C debe ser muy
diferente a aquella que se desarrolla en un suelo a temperaturas de alrededor de 15°C o
menores. Este desarrollo de una comunidad “muy diferente” debe ser considerado como un
impacto negativo sobre el ambiente, que aleja al suelo de su condicidén natural. En cualquier
caso, todas estas consideraciones fueron realizadas para incubaciones isotérmicas. A fin de
revelar el efecto de ciclos irregulares de temperatura en la eficiencia final de ensayos de
biorremediaciéon a campo, se deberian realizar otros experimentos en los que se simulen los
cambios naturales de la temperatura a lo largo del dia.

Es interesante sefialar que el perfil de GC de la fraccién remanente de hidrocarburos en el
sistema que presenté mayor remocién mostré un patrén similar a los del suelo antes del
tratamiento, aunque el drea bajo los picos total fue significativamente menor luego del
tratamiento (Figura 3.8). De acuerdo con esto, todas las fracciones presentes en el suelo

contaminado fueron degradadas a tasas similares, pese a su estructura quimica. Sin embargo,

Martinez Alvarez Pagina 65



Capitulo 3 - Optimizacion por RSM Station N (UK) 64°45'36"S 64°04'48"W

esta fraccién recalcitrante evidencia la presencia de cierta limitacion en la actividad
degradadora, debido a la poca disponibilidad de los hidrocarburos para los microorganismos, su
concentracioén, la duracién del experimento o una actividad bioldgica inadecuada por parte de la
flora microbiana. Para mejorar la degradacion de esta fraccién remanente podria resultar util
desarrollar un proceso de biorremediacién secuencial con una primera etapa de bioestimulacién
(para eliminar la fraccion mas facilmente degradable), seguido de una segunda etapa, ya sea
aplicando bioaumento enfocado en la remocién de los hidrocarburos recalcitrantes o bien
mediante el agregado de un compuesto surfactante que logré aumentar la biodisponibilidad de

los compuestos remanentes.

3.1. Conclusién

El trabajo presentado en este capitulo, provee de una herramienta 1til para inferir cantidades
Optimas de N y P requeridos para la bioestimulacion de suelos antarticos contaminados con
hidrocarburos derivados del petroleo. La metodologia representa una estrategia experimental
simple y poderosa, con un bajo ntimero de celdas experimentales. Con los resultados aqui
obtenidos, se logré optimizar la remoci6n de hidrocarburos llevada a cabo por la comunidad
microbiana para un suelo antértico de Base Carlini. Deberan realizarse nuevas investigaciones
para encontrar, si es que existe, el rango de concentraciones de hidrocarburos en donde la
prediccion obtenida ajuste adecuadamente a los resultados experimentales. De cualquier
manera, cualquier protocolo de biorremediacién que se base en la bicestimulaciéon deberia

considerar esta instancia de optimizacién como indispensable.
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Capitulo 4 - Ensayo a campo Palmer (EEUU) 64°46'27"S 64°03'10"W

4.1, Introduccién

El escalado de los ensayos desarrollados en el dmbito del laboratorio requiere tener en
cuenta factores que son unicos del lugar de aplicacién a campo. Las estrictas condiciones
establecidas en los ensayos en microcosmos muchas veces pueden no ser controladas cuando se
busca aplicar esos resultados en el campo. Las cantidades de suelo a tratar, asi como la
concentracién de hidrocarburos (nivel de contaminacién) que presentan son frecuentemente
desconocidos a priori, y no manejables en la practica. Es por ello que se deben idear estrategias
de biorremediaciéon que incluyan herramientas versatiles, que puedan ser aplicadas en un
variado nimero de eventos de contaminacion.

El clima en Antartida se caracteriza por bajas temperaturas, fuertes vientos (de hasta 200
km/h) y grandes cantidades de nieve, incluso en verano. Estas condiciones imponen un desafio
al disefio de los procesos de biorremediacion a campo. El “landfarming” no es apropiado para
procesos a gran escala en estas regiones ya que el contenido de agua es considerablemente
afectado por la nieve y el viento (Seccion 1.8.1). Ademas, el viento puede arrastrar particulas de
suelo contaminadas, desparramandolas en un drea mas vasta o incluso al océano. Por otro lado,
los procesos realizados en recintos cubiertos presentan la ventaja de poder controlar la
temperatura y evitan las modificaciones bruscas en el contenido de agua del suelo, asi como de
acarreo por el viento o la lixiviacién. Sin embargo, es importante considerar que los sistemas
requieren mezcla frecuente y aireacion del suelo contaminado. La proteccion de suelo con
distintos tipos de cubiertas o membranas ha sido reportada como una forma de incrementar la
temperatura promedio del suelo bajo tratamiento y ademéas de disminuir la amplitud térmica
dentro de las biopilas, beneficiando el potencial degradador de la comunidad microbiana y
alcanzando una remocidn biolodgica de hidrocarburos mas elevada (Mohn y col., 2001; Delille y
col, 2004, 2007; Gomez y Sartaj, 2014). Las biopilas que se desplieguen para el tratamiento del
suelo deben impedir (entre otras cosas) la liberacién o lixiviacién del contaminante hacia zonas
pristinas o no contaminadas, a fin de evitar la contaminacién de mayores cantidades de suelo, y
disminuir el impacto del tratamiento aplicado. Con este fin se han utilizado frecuentemente
geomembranas de polietileno de alta densidad (800 micrones), dado que es un material idéneo
para contener el suelo dentro de la biopila y ademas inerte frente a los hidrocarburos presentes
en el gasoil (Sangam y Rowe, 2001; Islam y Rowe, 2009; Rowe y col., 2011).

En este capitulo se presenta el trabajo realizado para evaluar la efectividad a campo de la
optimizacion de la relacion C:N:P realizada en el laboratorio (y descripta en el Capitulo 3) para el
tratamiento por bioestimulacién de suelo contaminado de la Base Carlini. Para ello, se eligi6é una

estrategia on-site consistente en la conformacidn de biopilas conteniendo aproximadamente 450
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kg de suelo dispuestos sobre geomembranas de polietileno de alta densidad. De esa forma, se
buscd evaluar, no solo el desempeiio de dicha optimizacién, sino también de la conformacion de
biopilas para la remediacién del suelo contaminado on-site, sometido a las condiciones

climaticas-ambientales presentes en el norte de la peninsula antartica.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1, Andlisis del suelo y caracterizacion

El suelo utilizado para este ensayo a campo fue recolectado del area circundante a los
tanques de almacenamiento de gasoil de la Base Carlini (Isla 25 de Mayo, Shetlands del Sur,
62°14718'S 58°40°05'W) en diciembre de 2013, durante la Campafia Antartica Argentina de
2013/2014. El suelo contaminado, conteniendo un promedio de 2180+165 mg kg! de
hidrocarburos, fue tamizado (malla de 10 mm) para remover piedras, concreto, y cualquier otro
material inerte que pueda alterar las determinaciones analiticas. Posteriormente, el suelo
tamizado fue dividido en dos fracciones: una de ellas fue utilizada para el ensayo a campo,
mientras que otra se preservé a -20 °C para estudios posteriores. El suelo fue también analizado
para textura por el método de la pipeta (Gee y Bauder, 1986) y se midio su contenido en carbono
orgénico (Walkley y Black, 1934), fésforo extractable (Bray y Kurt, 1945) y nitrogeno total por
Kjeldhal. El contenido de agua fue determinado gravimétricamente secando las muestras a
105°C durante 24 horas. Para la determinacién del pH, 10 ml de una solucién salina estéril (NaCl
8,9 g I1) fue adicionada a 1 gramo de suelo y agitada en vortex por 1 minuto. El pH de la
suspension fue medido usando una sonda Docu pH+ meter (Sartorius). Se tomaron muestras
cada 10 dias de cada una de las biopilas. Las muestras fueron recolectadas aleatoriamente luego
de mezclar y homogenizar el suelo de manera de asegurar muestras representativas del total de

los sistemas.

4.2.2. Diseiio de las biopilas

Para la realizacién del ensayo a campo, aproximadamente 830 kg de suelo contaminado
tamizado fueron homogenizados utilizando un tambor rotatorio y posteriormente dividido en
dos fracciones equivalentes en pos de establecer una biopila control (CC) y una biopila
bioestimulada (BS). La unidad experimental control CC consistié en suelo contaminado con
mezclado periddico y la adicién de agua para mantener el nivel de humedad buscado (15 %

p/p). La biopila bioestimulada BS sélo difirié de la CC en el agregado de nutrientes hasta
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alcanzar la relacién C:N:P 100:17,6:1,73, previamente optimizada como fue descrito en el
Capitulo 3 (Martinez Alvarez y col,, 2015). El contenido de humedad y la frecuencia de mezclado
fueron las mismas en ambas unidades experimentales. Ambos sistemas fueron dispuestos para
conformar una pirdmide truncada (210 cm x 140 cm, 200 cm x 130 cm, h=20 cm), conteniendo
aproximadamente 0,53 m3 de suelo (Figura 4.1). Esta configuracién provee una buena relacién
superficie/volumen, permitiendo el tratamiento de un gran volumen de suelo en un area
moderada, minimizando la volatilizacién y la cantidad de geomembrana requerida. Ademds,

representa una configuracién adecuada para resistir fuertes vientos.

140 cm

Figura 4.1. Forma y dimensiones de las biopilas. El volumen puede ser

h —r
V==-x(A+A4+ AL A
calculado con la férmula’ = 3" (a S }, donde h se refiere ala

altura, A representa el area de la base mayor y A’ el rea de la base
menor.

El suelo contaminado de cada biopila fue aislado del entorno mediante el uso de una
geomembrana de polietileno de alta densidad (800 um) de 3 x 5 metros. Esta conformacién
experimental no solo afsla la biopila del suelo contiguo, evitando la lixiviacién, sino también la
protege del viento, la nieve y la lluvia, y es completamente inerte respecto a compuestos
hidrocarbonados derivados del petréleo. Durante el estudio se evalud un potencial efecto de
calentamiento basado en el hecho de que los materiales oscuros tienden a absorber radiacién
solar mas eficientemente que los materiales claros. El verano en regiones polares se caracteriza
por los altos niveles de radiacion solar diaria, debido a la larga duracién del dia y las noches
cortas. La temperatura, el contenido de agua y la conductividad del suelo fue determinado a
intervalos de 2 horas usando un datalogger Decagon, equipado con 4 sensores 5TE, uno en el
centro de cada biopila y otros dos enterrados en el suelo circundante (controles 1 y 2, Figura
4.2). Las biopilas se ubicaron adyacentes a los tanques de acopio de combustible, cerca de donde

se tomo el suelo contaminado y se abrieron manualmente y mezclaron mediante el uso de palas
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cada dos dfas. El contenido de agua fue ajustado al nivel deseado (15% v/v) mediante el
agregado de agua destilada filtrada (0,22 um) cuando fue necesario. La disposicién final de los

sistemas se muestras en la Figura 4.4.

Figura 4.2. Disposicion del suelo sobre la geomembrana e incorporacién
de los sensores en el nicleo de la biopila.

4.2,.3. Adicion de nutrientes

El tratamiento de bioestimulacién fue realizado de acuerdo con la concentracién inicial de
hidrocarburos, v los niveles de agregado de nutrientes optimizados que se obtuvieron en el
experimento de superficie de respuesta previamente descripto (Capitulo 3, Martinez Alvarez y
col, 2015). El nitrégeno fue adicionado como nitrato de amonio (NH4NOs;, Grado analitico,
Anedra). El fésforo fue agregado como fosfato monosddico (NaH2P04, Grado analitico, Anedra).
Una solucién conteniendo ambas sales fue preparada disolviendo 372,5 g de NHsNOz y 56,3 g de
KH:PO, en 5 litros de agua destilada (Figura 4.3). La solucién fue esterilizada mediante
autoclave, a 121°C por 15 minutos luego diluida con agua deionizada hasta un volumen de 30 1y
esparcida con rociador sobre cada sistema. De esta forma, se buscé una mejor distribucién de los
nutrientes en el nucleo del suelo, y al mismo tiempo se ajusté el contenido de agua al valor
buscado de 15%. Esta cantidad de agua permite una apropiada actividad biol6gica sin inundar el
suelo (EPA, 1994).

Martinez Alvarez Pagina 71



Capitulo 4 - Ensayo a campo Yelcho (Chile) 64°52'33"S 63°35'01"W

Figura 4.3. Conformacidn de las biopilas en forma de piramide
truncada y mezclado luego del agregado de nutrientes.

4.2.4. Actividad biolégica

Dos métodos diferentes fueron aplicados para inferir la actividad biolégica: la hidrélisis del

Diacetato de Fluoresceina y los conteos bacterianos. Ambas metodologias fueron realizadas de la

manera descripta en la Seccién 3.2.3.

Figura 4.4. Disposicidn final de las biopilas en su conformacién
cerrada con la inclusion de los sensores del datalogger.
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4.2.5. Andlisis de hidrocarburos

A diferencia del ensayo reportado en el Capitulo 3 (Seccién 3.2.4), para la cuantificacién de
hidrocarburos en el campo, los hidrocarburos totales de las muestras de suelo (5 g) fueron
extraldos con 20 ml de tetracloreoetileno (calidad IR, Sintorgan) en tubos de Tefl6n de 40 ml
(Nalgene). Una punta de espatula de sulfato de sodio fue agregada a cada tubo de manera de
remover cualquier fraccidén acuosa remanente en la fase organica. Luego, se agregaron 0,5 g de
Silica Gel 60 (0,063-0,200 mm, Merck) a cada tubo para remover compuestos polares de la fase
organica y se agitaron (200 rpm) durante 3 horas a 25°C. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas (15 min, 7.656 x g) y filtradas para evitar la presencia de particulas de suelo en el
sobrenadante, y transferidas a una celda de cuarzo para su analisis. Se extrajeron y midieron
cinco réplicas para cada tiempo de muestreo, y los resultados aquf expresados corresponden al
promedio de esas 5 determinaciones.

La cuantificacién de hidrocarburos para el ensayo a campo fue realizada de acuerdo a una
modificaciéon del método ASTM D7066 (2011), usando un espectrofotometro Infrarrojo de
Transformada de Fourier (FTIR, [RAffinity 1, Shimadzu Corp., Japén), ubicado en el laboratorio
argentino de la Base Cientifica Carlini. El cambio en el método de medicién de los hidrocarburos
tuvo que ver fundamentalmente con la necesidad de conocer la concentracién inicial de los
mismos en pos de poder bioestimular el suelo con la relacién C:N:P optimizada. Para ello, es
imprescindible conocer la cantidad de C inicial, y la disponibilidad del FTIR en Base Carlini
garantizd dicho conocimiento. La calibracion fue realizada usando estandares de gasoil
preparados en tetracloroetileno grado HPLC (0, 500 y 1.000 mg kg!) y considerando el area de
pico en el rango de 2.850 a 3.000 cm-'. La determinacion para el espectro infrarrojo fue ajustada
en 45 escaneos por muestra, y la resolucién dispuesta en 2,0 cm-'. La medicién de las muestras
siguid el mismo protocolo, y los valores fueron obtenidos usando esta calibracién al extrapolar
las areas de pico obtenidas por las muestras, en dicha curva de calibracién.

A su vez se realizé la extraccion, con hexano:acetona como solvente, de las muestras
preservadas a -20 °C para su posterior andlisis por GC-FID. En este caso, se sigui6é con las mismas

especificaciones que aquellas expresadas en la Seccién 3.2.4.
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4.3. Resultados

4.3.1. Actividad biolégica

Con la excepcién del t, la actividad biolégica (medida como niveles de FDA) mostré valores
significativamente mayores en los sistemas bioestimulados (BS), en comparacién con aquellos
observados en el control (CC) (p<0,05; Figura 4.5). En el tratamiento BS, la actividad biologica se
incrementd significativamente en el tiempo (un aumento de mas de 9 veces durante los
primeros 30 dias), alcanzando su punto maximo en el muestreo del dia 40. La relacién entre las
actividades bioldgicas de ambos sistemas (BS/CC) se incrementd de manera casi lineal hasta el
dia 40, alcanzando una relacién de 7 a 1 al final del experimento (dia 50). Este hecho, sumado a
la escasa actividad biolégica demostrada en el sistema CC, al que no se adiciono N ni P, resalta el
efecto positivo que la bioestimulacion ejerce sobre la actividad biolégica de la comunidad
microbiana presente en el suelo. Este resultado ademas mostré que el suelo utilizado en este
experimento no contenfa los niveles necesarios de estos nutrientes como para permitir una tasa

catabdlica 6ptima (no limitada) de hidrocarburos.
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Figura 4.5. Niveles de actividad biolégica, medidos como liberacion de
fluoresceina, para los sistemas control (CC) y bioestimulados (BS).
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4.3.2. Recuentos bacterianos

Los recuentos de bacterias heterétrofas aerobias totales (BHAT) y de degradadoras de
hidrocarburos (BDH) incrementaron significativamente su ntimero durante los primeros 10
dfas, alcanzaron su méximo el dia 30, y luego decrecieron, tanto en CC como en BS (Figura 4.6A y
B). El aumentao inicial en el recuento bacteriano observado en ambos sistemas (CC y BS), sugiere
que estd al menos en parte, relacionado con la aireacién y manipulacién del suelo. Luego, los
valores de BHAT y BDH continuaron incrementiandose a un ritmo menor en ambos sistemas,
aunque el aumento en BDH fue proporcionalmente mayor que el de BHAT en el sistema
bioestimulado, como lo evidencia la relacién porcentual BDH/BHAT (Figura 4.6C). Los conteos
de BHAT y BDH alcanzaron valores de mas de 1x108 UFC/ml y 1x10¢ UFC/ml respectivamente,
en BS. Este resultado se encuentra en concordancia con el porcentaje de bacterias degradadoras,
que también presentd un maximo en el dia 30 (Figura 4.6C), indicando que el aumento y
subsecuente descenso observado en las UFC’s totales esta vinculado al aumento y caida del
namero de bacterias degradadoras de hidrocarburos.

En todos los casos los recuentos bacterianos fueron sustancialmente mayores en BS, indicando
que la adicion de nutrientes es indispensable para el desarrollo de la flora bacteriana, Pasado el
dia 40, los recuentos tendieron a descender, sugiriendo la aparicién de algin tipo de limitacién
para el crecimiento bacteriano, posiblemente debido a la disminucién en la disponibilidad de

compuestos organicos ficilmente degradables.
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Figura 4.6. Recuentos bacterianos para el Sistema control (CC) y bioestimulado (BS), A)
Bacterias heterotrofas aerdbicas totales (BHAT) expresadas como Unidades Formadoras de
Colonias por ml. B) Bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDH) expresadas como
Unidades Formadoras de Colonias por ml. C) Porcentaje relativo de BDH/BHAT (%).
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Capitulo 4 - Ensayo a campo Station F (UK) 65°14'45"S 64°15'28"W

4.3.3. Seguimiento de las propiedades fisicas

4.3.3.1. Anadlisis del suelo

El suelo posefa una textura arenosa, con 1,8% de arcilla, 3,8% de limo y 94,4% de arena. El
carbono organico, el nitrégeno total por Kjeldhal y el fosforo extraible fueron 10,21 g kgt; 0,32
g kg'y 5,0 mg kg respectivamente; mientras que el pH fue 6,8 y el contenido de agua 10%. La
cuantificacion de hidrocarburos demostré que el suelo contenfa una concentracidn total de
hidrocarburos de 2180 +165 mg kg .

4.3.3.2. Conductividad

Los sistemas mostraron una clara diferencia en los valores de conductividad (Figura 4.7) que
puede ser atribuida a la adicion de nutrientes. Para la biopila BS, se usaron NH4NO3 y KH?P0O* en
soluciones acuosas como fuente de N y P respectivamente, proveyendo al suelo una mayor
cantidad de iones, en comparacién con la biopila CC a la que sélo se le agregd agua destilada
filtrada (0,22 pm). Este incremento en la salinidad fue la causante del incremento en la
conductividad del suelo de la biopila BS. Por otro lado, la biopila CC no mostré cambios en sus
bajos valores de conductividad de suelo, consistente con los bajos niveles de iones presentes o
disponibles en ese suelo.

Ademas, los patrones de conductividad obtenidos mostraron picos de manera regular cada
dos dias, coincidentes con los dias de mezclado de suelo. Esta observacién sugiere que la
homogeneizacidn por mezclado del suelo es vital para la solubilizacién y consecuente aumento
de la disponibilidad de nutrientes para la flora microbiana, de manera de utilizarlos junto con los
hidrocarburos. La intensidad de los picos fue decreciendo a lo largo del tiempo. Sin embargo, la
conductividad promedio se mantuvo casi sin cambios durante todo el experimento, como se ve
reflejado en la pendiente de la linea de tendencia en ambos sistemas (-0,0003 para el BS y
0,0001 para CC).
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Figura 4.7. Registro de la conductividad del suelo a lo largo del ensayo de biopilas. BS: biopila
bioestimulada; CC: biopila control.

4.3.3.3. Temperatura

La temperatura registrada durante el experimento mostré un efecto de calentamiento
causado por la membrana. La temperatura media registrada en ambos sistemas cubiertos (6,5°C
y 6,7°C) mostré ser significativamente diferente (ANOVA; p<0,001) de aquellos registrados en
los controles (5,2°C y 5,3°C para los suelos control 1 y 2 respectivamente). La diferencia de
temperatura entre los sistemas cubiertos y los no cubiertos en funcién del tiempo evidencié que
la mayor parte del tiempo la temperatura fue mayor en los primeros (sélo el 12% de las
mediciones debajo de la linea del cero). La diferencia alcanzé su maximo punto un dia soleado,
con alta radiacion solar, a las 4:00 am (AT 4,8°C), mientras que el valor mds bajo (AT -6,7°C) fue
registrado a las 16:00 pm del mismo dfa (Figura 4.8). Este patrén de diferencias positivas
durante la noche y negativas durante el dia fue consistente durante todo el experimento, y
sugiere que la membrana mantiene el suelo mas caliente durante los periodos sin irradiacién
solar, haciéndolo menos propenso, tanto al calentamiento como a la reduccién de temperatura
durante la noche. En otras palabras, reduce la amplitud térmica dentro de las biopilas,

manteniendo el suelo mas calido respecto al suelo despejado.
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Figura 4.8. A) Grafico de temperatura a lo largo de todo el periodo experimental para el suelo
dentro de las biopilas y en el suelo descubierto. B) Grafico de las diferencias de temperatura
entre el suelo de las biopilas vs suelo descubierto para todo el periodo experimental.
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Capitulo 4 - Ensayo a campo Mir (URSS) 65°45°S 92°30°E

4.3.3.4. Contenido de hidrocarburos

La concentracién de hidrocarburos (mg kg! de suelo) descendié desde un valor inicial de
2180 (+165) mg kg a un nivel final de 527,79 (+27) mg kg! en BS (75,79% de remocion),
mientras que 1110,1 (+88) mg kg! fue el contenido de hidrocarburos finales en la biopila
control (49,54%). La remocién ocurrié principalmente hasta el dia 30 del experimento, en
ambos sistemas. Luego de este tiempo, la concentracion de hidrocarburos tendié a mantenerse

estable (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Concentracion de hidrocarburos (mg kg1), y porcentaje de remocién
acumulado (%) a lo largoe del periodo experimental. Las barras de error indican el
Desvio Standard.
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Figura 4.10. Cromatogramas obtenidos por GC-FID de los hidrocarburos en
suelo incluyendo compuestos isoprenoides para: tiempo inicial (A), pos-
tratamiento en el sistema control (B) y en el sistema bioestimulado(C).

Se realizd el andlisis de algunos hidrocarburos isoprenoides mediante GC-FID (Figura 4.10)
de manera de estimar las perdidas por evaporacion, de acuerdo a la relativa baja tasa de
evaporacion y alta resistencia a la biodegradacion que presentan esos compuestos (Snape y col,
2005; Martinez-Alvarez y col,, 2015). Se considera que los isoprenocides son resistentes a la
biodegradacion. El porcentaje de remocion de iCy4, iCis y iCis en el control (CC) y en el

tratamiento bioestimulado (BS) se presentan en la Tabla 4.1.
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Capitulo 4 - Ensayo a campo Dobrowolski (Polonia) 66°16'28"S 100°45'00"E

Tabla 4.1. Remocidn de hidrocarburos isoprenocides en cada sistema,

Hidrocarburo isoprenoide  Porcentaje de remocién CC (%) Porcentaje de remocién BS (%)

iCia 43 81
iCis 31 77
iCye 18 71

Los resultados obtenidos para la biopila CC evidencian que, mas alla del uso de sistemas
semi-cerrados, la pérdida de hidrocarburos debido a la evaporacion fue considerable durante el
proceso, presentando valores que oscilaron entre 18 y 43 9%, dependiendo del isoprenoide
evaluado. Sin embargo, la diferencia en los porcentajes de eliminacién entre los sistemas CCy BS
para todos los isoprenos analizados sugiere que estos son principalmente biodegradados, o al
menos selectivamente eliminados en el sistema en el que la actividad biolégica fue estimulada

(BS).

4.4. Discusion

Este ensayo a campo complementa y aplica los resultados del analisis previo reportado en el
Capitulo 3, en el que la relacion C:N:P fue optimizada para la biorremediacion del suelo
contaminado de la Base Carlini (Martinez Alvarez y col,, 2015). Dicha relacién optimizada
resulté6 100:17,6:1,73, para un suelo conteniendo aproximadamente 1200 mg kg! de
hidrocarburos. Los resultados de este ensayo a campo sugieren que la estimulacién de la
microflora indigena usando una relacién C:N:P previamente optimizada en biopilas cubiertas es
una herramienta adecuada y factible para la biorremediacién de suelo de la Base Carlini
contaminado con hidrocarburos derivados del petréleo, alcanzando valores de remocion
cercanos al 80% en el sistema tratado.

El objetivo central de este capitulo fue investigar si dicha relaciéon C:N:P optimizada a escala
laboratorio también produce altas eficiencias de remocién en ensayos a campo, en los que
muchas variables ambientales (como ser la temperatura, viento y precipitaciones) no son
controladas. Para este propdsito, se disefiaron biopilas cubiertas conteniendo aproximadamente
0,4 toneladas de suelo, dispuestas sobre geomembranas de polietileno de alta densidad (800
um). Este material fue recientemente testeado y ha resultado apropiada para el aislamiento y
cobertura de biopilas conteniendo suelo antartico contaminado con hidrocarburos (McWatters y
col, 2016). Debido a su resistencia y robustez (pueden mantener sus caracteristicas

fisicoquimicas al menos por 3 afios incluso expuestas a las extremas condiciones climaticas de
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Capitulo 4 - Ensayo a campo Oazis 2 (URSS) 66°16'28"S 100°45'00"E

Antartida), estas gecomembranas probaron ser una herramienta adecuada para contener y tratar
suelos contaminados.

Este experimento demostré que, cuando se bioestimula el suelo, casi el 80% de los
hidrocarburos pueden ser removidos en un tratamiento de un solo paso en un procedimiento de
50 dfas, cuando el nivel inicial de contaminacién fue alrededor de 2100 mg kg!. Los valores de
remocion cercanos al 50% presentados por el sistema control (CC), en el cual no se aplico
ninglin tratamiento de estimulacién, fueron el resultado de las perdidas abidticas y las
capacidades intrinsecas de degradacion presente en la microflora del suelo (atenuacién natural).
Es posible asumir que hubo un aporte significativo de las perdidas abidticas a ese porcentaje de
remocion, a través de la evaporacion en las etapas iniciales del proceso debido a que: 1) sélo
hubo un incremento muy leve en la actividad biolégica en el sistema CC, el cual presentaba un
nivel basal muy bajo; 2) 1a relacion BDH/BHAT no aument6 a lo largo de todo el ensayo en ese
mismo sistema; y 3) la mayor parte de la remocién en el sistema control ocurrié durante los
primeros 10 dias de tratamiento. En el mismo sentido, esta hipdtesis se apoya también en
trabajos previos que informaron pérdidas significativas de hidrocarburos debido a volatilizacién
en la fraccién liviana alifatica del gasoil contaminante en suelos antarticos (Whelan y col,, 2015).
Estos autores testearon un modelo dindmico de prediccion de biorremediacion multimedia y
reportaron que aunque la biodegradacién se predecia como el mecanismo de pérdida de
hidrocarburos dominante para la mayorfa de las fracciones del gasoil, la volatilizacién
demostraba ser relevante para la fraccién alifatica mas liviana de los compuestos presentes en el
combustible diesel.

Respecto a la volatilizaciéon de las fracciones mas livianas, como ha sido mencionado
anteriormente, los compuestos isoprenoides son utilizados como moléculas de referencia para
evaluar la evaporacién en suelos contaminados (Snape y col., 2005; Snape y col,, 2006). En el
presente ensayo, el andlisis de la fraccién de los hidrocarburos isoprenoides (iC14-iC1¢) evidencid
una evaporacion significativa de hidrocarburos durante el experimento, incluso a pesar de que
son suelos envejecidos y por lo tanto, en los que se supone que la fraccién volatil se encontraria
disminuida (Alexander, 2000). Es posible que la mezcla y manejo del suelo exponga nticleos de
combustible fresco que no se encontraban expuestos, permitiendo su contacto con el aire y
favoreciendo por lo tanto su evaporacién.

Resulta interesante resaltar la eliminacién incrementada de los isoprenoides en el sistema
en el que fue aplicada la bioestimulacién. Considerando que los sistemas CC y BS fueron
disefiados idénticamente, era esperable que ambos tengan tasas de evaporacién similares y, por
lo tanto, la eliminacién incrementada del sistema BS no puede ser solamente atribuida a la
evaporacién, sino a otros procesos relacionados con la adicién de nutrientes. En este sentido,

miembros del género Pseudomonas han sido reportados como degradadores de compuestos
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Capitulo 4 - Ensayo a campo Casey (Australia) 66°16'57"S 110°31'36"E

isoprenoides (Cantwell y col,, 1978), y un comportamiento similar fue previamente descripto
para suelos contaminados con hidrocarburos de Base Carlini (Martinez Alvarez y col,, 2015), en
donde miembros de la familia Pseudomonadaceae han sido reportados como habitantes
abundantes del suelo (Vazquez y col,, 2013). Seran necesarios estudios adicionales, focalizados
en la degradacién de la fraccién de isoprenos a fin de obtener mas informacién acerca de dichos
procesos biodegradativos en suelos antarticos.

Por otro lado, es posible que la proteccién térmica causada por la cobertura de la
geomembrana pudiera estar aislando parcialmente a la flora microbiana de las dificiles
condiciones ambientales, y por lo tanto favorezca la atenuacién natural. Dicha atenuacién
natural puede también verse incrementada por la versatilidad térmica que la incubacion no
isotérmica provee a los microorganismos en los ensayos a campo en Antartida. El incremento de
los valores de BHAT y BDH, en respuesta a la aireacion y el ajuste de la humedad, asf como la
diferencia en la remocion de hidrocarburos entre los sistemas CC y BS, confirman observaciones
previas de que la flora microbiana de suelos crénicamente contaminados de Antartida se
encuentra adaptada para tolerar y metabolizar contaminantes derivados de combustibles
(Ruberto y col, 2009; Dias y col, 2012), y seria parcialmente responsable de los niveles
observados de atenuacién natural.

Este experimento fue disefiado en base a predicciones matematicas y estadisticas obtenidas a
partir de un ensayo de superficie de respuesta, el cual fue planeado y llevado a cabo para una
concentracién de hidrocarburos previamente conocida (Martinez Alvarez y col, 2015). Desde el
punto de vista estequiométrico, esta relacion optimizada entre C, N y P es tedricamente lineal, y
por lo tanto, un incremento en la cantidad de C debe ser seguido por un aumento en los niveles
de N y P a agregar a ese suelo de manera de permitir una correcta remocién del contaminante.
Sin embargo otros fenémenos, como la modificacién en la disponibilidad de cualquiera de los
elementos de esta relacién, puede romper la linealidad. Ademdas, el hecho de que los
hidrocarburos del petréleo son intrinsecamente téxicos no debe ser ignorado. Niveles mas altos
de C pueden redundar en una concentracion supra-letal para las especies microbianas que son
tolerantes a este contaminante, causando un descenso en la actividad biolégica del suelo tratado
y, por lo tanto, una disminucién de la eficiencia general del proceso. Por estas razones, es
necesario seguir indagando para explorar el rango de concentracién de contaminante en el cual
la prediccién matematica se cumple.

La tasa de remocion de hidrocarburos es crucial cuando el tiempo es un factor a considerar.
Esto es particularmente crucial para el continente antirtico, donde un esquema de
biorremediacién se encuentra siempre limitado a los meses de verano, temporada en la cual el
suelo se encuentra descongelado y sin cobertura de nieve. Es este sentido, Bardi y col,, (2000)

compararon la tasa de degradacién de ciertos hidrocarburos modelo en medios liquidos a 28°C
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usando beta-ciclodextrina como surfactante, reportando una degradacién completa de 40,000
mg kg de dodecano en 4 dias en el sistema con surfactante, y 9 dias en el sistema sin él. Estos
valores resultan en tasas de remocién de 10,000 y 4,444 mg kg1 dia! en los sistemas con y sin
surfactante respectivamente. A pesar de haber sido obtenido en medio liquido y a 28°C usando
un hidrocarburo alifatico simple, estos valores pueden ser considerados de referencia como alta
tasa de remocién. En este mismo sentido, Liu y col., (2011), trabajando con suelo contaminado
con 14,000 mg kg! de gasoil, reportaron una eficiencia de remocién al cabo de 140 dias, de
79,7% para un sistema en el que se aplicd bioestimulacién de manera de alcanzar un C:N:P de
100:11:3,7 por adicién de NH4NOsz y K;HPO,4. Los autores refirieron que la mayor remocién
(69,8%) ocurrio durante los primeros 35 dias, con una tasa de eliminacién de 273,5 mg kg -1 por
dia. Ellos sugieren la existencia de una primera etapa de remocion, seguida de un plateau
durante el cual la degradacién parece estar limitada.

Un patrén similar fue observado durante nuestro experimento a campo en la Base Carlini. El
grafico de remocién de hidrocarburos muestra claramente dos pendientes diferentes: una para
el sistema BS desde el dia 0 al dia 20 (65,1 mg kg! dial, 2,99 % dia!), otra para el CC en el
mismo periodo (38,2 mg kgt dial, 1,75 % dial); y una altima, similar para ambos sistemas,
desde el dia 20 al dia 40 (17,4 mg kg! dia! y 15,7 mg kg'! dia?, 0,80 y 0,73% dia“
respectivamente). La tasa de remocién expresada como valores absolutos (mg kg!) mostrada
por el sistema BS durante los primeros 20 dias es significativamente menor que aquellas
reportadas por Liu y col, (2011), pero se tornan comparables cuando se expresa como
porcentaje de remocioén (2,99% vs 1,95% por dia). Esta informacién es particularmente til
cuando se consideran estrategias de biorremediacién en Antartida, en donde la mayoria de los
procesos se encuentran limitados a los meses de verano, y el éxito del tratamiento puede
depender en gran parte de las tasas de degradacién del contaminante que puedan alcanzarse.
Sin embargo, un suelo contaminado con hidrocarburos es una matriz mucho mas complicada
que un medio liquido conteniendo un unico hidrocarburo alifatico, como ser por ejemplo el
dodecano. Hay muchas fases distintas, incluyendo particulas de suelo, microorganismos, aire,
agua, liquidos insolubles e hidrocarburos en estado sélido. Ademas, los hidrocarburos pueden
estar presentes en distintos estados: soluble, insoluble, gaseoso, adsorbido a particulas de suelo
0 a microorganismos. Esta amplia variedad de posibilidades puede generar una indeseada
imprevisibilidad y falta de robustez de los esquemas de biorremediacién, causando que los
resultados de un experimento previo no se relacionen para nada con aquellos obtenidos en
replicas o en escalados de procesos.

El disefio experimental utilizado en este capitulo (biopilas cubiertas y cerradas por
geomembranas), generd diversos efectos. Por un lado, proveyd al suelo de proteccién contra la

nieve, la lluvia y/o el viento (Figura 4.11). Por otro lado, como se mencioné previamente, la
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cubierta con membrana de color negro mostré un efecto de amortiguacién térmica, resultando
en un aumento en la temperatura promedio del suelo, similar al reportado por Delille y col,
(2004, 2007). El aumento de la temperatura del suelo es muchas veces un efecto buscado en pos
de favorecer una mayor biodegradacién de hidrocarburos (Filler y col,, 2001). En el presente
ensayo, ese efecto pareci6 ser mucho mas evidente durante las horas nocturnas, cuando las
biopilas no recibfan radiacién solar, registrandose diferencias de mas de 6°C al comparar el
suelo dentro y fuera de la geomembrana. En cambio, las horas con presencia de luz solar
demostraron tener un mayor efecto de calentamiento en el suelo descubierto en comparacién
con el suelo dentro de las biopilas, en donde la elevacion de la temperatura fue mas sutil,

mostrando una amplitud térmica mas estrecha.

Figura 4.11. El suelo en tratamiento fue protegido de las adversas condiciones
climaticas por la utilizacién de la geomembrana.

Este efecto de amortiguacion de temperatura generado por la proteccién de la
geomembrana puede proveer un ambiente mas amigable para el crecimiento de la microbiota
del suelo. Desde el punto de vista de la temperatura 6ptima de crecimiento, este cambio de
temperatura mas sutil puede favorecer el desarrollo de bacterias sicrofilas, al evitar picos y
minimos de temperatura que puedan causar la inhibicién o detencién del crecimiento de una
fraccién de la poblacién microbiana, v por lo tanto, afectar la eficiencia final de la
biorremediacion. Sin embargo, también podria suceder que los miembros de la comunidad que
presenten temperaturas dptimas de crecimiento mas altas no se vean favorecidos por este efecto
de amortiguacién. A su vez, como se menciond previamente, el hecho de que este proceso no se
haya realizado bajo condiciones isotérmicas, puede favorecer el desarrollo de especies

microbianas que presenten distintas temperaturas 6ptimas de crecimiento, en contraste con la
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presién selectiva impuesta sobre la comunidad cuando se la incuba a una temperatura
constante.

Estas observaciones generan el cuestionamiento acerca de qué conviene elegir para
favorecer la biodegradacion: jamortiguacién térmica o picos de temperatura? El patrén térmico
obtenido en este ensayo a campo, causado meramente por las condiciones climéaticas (pero
atenuadas por la conformacion de la biopila y la presencia de la gecomembrana) puede favorecer
el desarrollo de una flora microbiana mas diversa, con mayores capacidades catabdlicas, capaz
de aumentar la eficiencia de remocién de hidrocarburos en comparacioén con los procesos
isotérmicos (Chang y col,, 2011). Es importante destacar que Delille y col., (2008) reporté un
muy leve efecto de la temperatura (4, 10 y 20 °C) sobre la degradacion de hidrocarburos en agua
de mar de origen sub-antartico. Esos resultados no estan de acuerdo con la presuncion de que
las tasas biol6gicas aumentan cuando se incrementa la temperatura. Otra forma de analizar esto
seria mediante la utilizacion de los coeficientes de Q10 como reportaran Mikan y col., (2002) para
la tundra del artico o Bagi y col, (2013) para ambientes marinos. El coeficiente Q1o representa la
relacion entre las velocidades de una determinada reaccion registradas frente a cambios de 10°C
de temperatura. De acuerdo a Brakstadt y col, (2009), un Qio de entre 2 y 3 puede ser
considerado de referencia para los célculos de tasas de biodegradacion a dos temperaturas
diferentes. Para regiones polares en particular, este valor de referencia se considera mas
cercano a 3, pero las generalizaciones referidas a suelos polares suelen llevar a resultados
erroneos. Por ejemplo, Chang y col.,, (2011) calculé un Qi de 2,2 para un suelo sub-artico, pero
también reportd un salto exponencial en la actividad biologica a temperaturas superiores a
4,7°C, sugiriendo que estas actividades no siguen un patrdn lineal con la temperatura. Desde esta
perspectiva, un aumento de temperatura de solo 1,5°C (como el registrado en este ensayo a
causa de la geomembrana) puede determinar un aumento significativo en la tasa de degradacién
de hidrocarburos, especialmente al considerar que mas del 70% de las temperaturas registradas
dentro de las biopilas fueron superiores a 4,7°C, en contraste con solo el 49% de las mediciones
por encima de este valor en el suelo descubierto. Ensayos dirigidos a analizar los cambios en la
comunidad microbiana y la influencia de la proteccién térmica generada por la geomembrana
sobre la eficiencia final del proceso ayudarian a confirmar o descartar estas hipdtesis.

La conductividad del suelo demostrd seguir un patrén regular, presentando picos cada 2
dfas en el sistema bioestimulado, que correlaciona con los dias en los que el suelo era mezclado.
Esta observacién sugiere que el mezclado del suelo es muy relevante para la solubilizacién, y por
tanto, la disponibilidad de los nutrientes para la flora microbiana. La aireacién es la razén
principal para el mezclado en la mayoria de los procesos de biorremediacién a gran escala. En
estos casos, la aireacién mecanica mediante el uso de cafios o tuberias puede ser considerada

como una alternativa atractiva en lugar de la mezcla manual. Sin embargo, ese enfoque solo
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Capitulo 4 - Ensayo a campo Port Martin (Francia) 66°49'06"S 141°24'02"E

considera la disponibilidad de 0, y no de otros sustratos como el N y el P. Los cambios en la
conductividad evidenciados durante este experimento sugieren que la mezcla del suelo produce
efectos que van mas alld de la mera aireacién del mismo. Por esta razén, la mezcla y
homogeneizacion del suelo (cuando es posible) es un paso crucial en este tipo de pruebas
experimentales, y en potenciales aplicaciones a situaciones reales. La alta eficiencia de remocién
obtenida al utilizar el esquema pre-optimizado de C:N:P sugiere que es posible lograr
predictibilidad durante el escalado del proceso cuando se realiza una apropiada homogenizacién

del suelo contaminado.

4.5. Conclusion

La eficiencia de remocidn de hidrocarburos obtenida en este ensayo a escala piloto (mas del
75% en so6lo 40 dias) confirma la ventaja de optimizar las condiciones de la bioestimulacién
mediante el uso de RSM como se mencioné en el Capitulo 3. Los resultados obtenidos en esta
seccion, sugieren que la combinacion del uso de una estrategia de bioestimulacion optimizada y
el uso de biopilas on-site cubiertas con geomembranas representan una herramienta adecuada
para implementar durante los meses de verano en el tratamiento de suelos contaminados con
gasoil de la Base Carlini. Este método resulta ser de bajo costo, simple y eficiente para el
tratamiento de suelos contaminados con diésel en bases antarticas en general, en donde el
periodo de tratamiento se encuentra limitado solamente a los meses de verano, asi como

también en otras regiones polares o de clima frio en general a lo largo del planeta.

Martinez Alvarez Pagina 88



5. Segundo ensayo a campo con
biopilas: Comparacion de la
eficiencia e identificacion de

variables clave

“La perspectiva permite el juicio, la comparacién, la
reflexion”

Jean Paul Sartre

am =



Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia Station W 66°52'01"S 66°47'53 "W

5.1. Introduccion

La estrategia de bioestimulacién desarrollada y descripta en los capitulos anteriores,
demostré ser efectiva para la remediacién on-site de suelo antartico contaminado con
hidrocarburos del petréleo, en el tiempo disponible durante las campaiias antarticas de verano.
La optimizacién previa de la relaciéon C:N:P y su posterior implementacion en el campo
permitieron remover hasta un 75% de los hidrocarburos, en apenas 50 dias de tratamiento en
Base Carlini.

Sin embargo, resulta indispensable analizar la robustez y la reproducibilidad de los
resultados obtenidos con la estrategia elegida y analizar aquellos factores y variables que
puedan afectar dicha reproducibilidad durante distintas aplicaciones. Cabe destacar que el
trabajo realizado en esta tesis, asi como el de cualquier tratamiento de biorremediacién a
campo, cuenta con situaciones y variables que no pueden preverse al momento de determinar el
enfoque cientifico a utilizar. Dentro de dichas variables, el nivel de contaminacién inicial del
suelo a tratar es la mds obvia y determinante. La aplicacién de las condiciones de
bioestimulacién optimizadas a condiciones operativas reales debe tener siempre en cuenta ese
nivel de contaminacion inicial, y ser efectiva para un amplio rango de niveles de contaminacién,
ya que al momento de llevar a cabo el esquema de biorremediacion elegido, éste tiene que ser lo
suficientemente robusto como para garantizar buenos resultados en un amplio rango de
condiciones (Coulon y col, 2010; Inoue y Katayama, 2011). Niveles de contaminacién muy
elevados pueden implicar a su vez mayores tiempos de tratamiento, ademas de una toxicidad
muy marcada para la poblacién microbiana, disminuyendo su capacidad intrinseca de
metabolizar los hidrocarburos (Schafer y col, 2007; Harvey y col., 2011; van Dorst y col,, 2014).
Por otro lado, niveles bajos de contaminacién podrian generar falta de disponibilidad del
sustrato a degradar. En ambos casos, estos resultados pueden conducir a la interpretacion
errénea de que el esquema de biorremediacién empleado no tiene la eficiencia esperada,
cuando en realidad dicho efecto es atribuible a una variable no controlada.

Es posible (y probable) que esa eficiencia se vea afectada también por variables que difieran
en cada caso de aplicacion. Esto es esperable dada la complejidad intrinseca de los sistemas
biolégicos, asi como de la matriz suelo. Las caracteristicas granulométricas del mismo, asi como
también la capacidad maxima de retencion de agua y la carga microbiana y su diversidad son
algunos ejemplos de esa complejidad. Ademas, ya que estos tratamientos se desarrollan a campo
en Antartida, las condiciones ambientales no controladas como la cantidad de nieve, viento,
radiacién solar, temperatura ambiente, etc,, podrian modificar el comportamiento de las biopilas

ensayadas, afectando ulteriormente los resultados obtenidos.
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia Rothera (UK) 67°34'06"S 68°07'33"W

Debido a lo previamente mencionado, en este capitulo se desarrollan los resultados de la
aplicacion de una réplica del ensayo reportado en el Capitulo 4, realizado durante la campafia de
verano del afio 2014/2015, a fin de comparar la robustez de los resultados obtenidos durante 2
campafias consecutivas utilizando biopilas en Base Carlini para la biorremediacién de suelo
contaminado con gasoil. Ademads, se evaluaron y determinaron algunas de las variables que
pueden afectar la eficiencia final del proceso en condiciones operativas reales, y se determinaron

aquellas que resultan mas influyentes.

5.2. Materiales y métodos

Para la realizacion de este ensayo, y dado que se busco realizar una réplica del ensayo
descripto en el Capitulo 4, la metodologia aplicada para su realizacién es la descripta en la

Seccion 4.2.

5.2.1, Andlisis del suelo y caracterizacién

Brevemente, el suelo fue recolectado de la misma 4rea que en el ensayo realizado el afio
previo en Base Carlini (Isla 25 de Mayo, Shetlands del Sur, 62°14°18"S 58°40°05"W) durante
diciembre de 2014, en la Campafa Antartica Argentina de 2014/2015. Este suelo contenia un
promedio de 6098+486 mg kg! de hidrocarburos derivados del petréleo. Se extrajo, tamizé y

acondiciond una cantidad de suelo similar a la del experimento previo (aproximadamente 830
kg).

5.2.2. Diseiio de biopilas y determinaciones

La conformacién de las biopilas sigui6 el mismo protocolo descripto en la Seccién 4.2.2. En
este caso, también se dispuso el suelo en 2 pirdmides truncadas, una para el sistema
bioestimulado mediante la adicién de nutrientes en la relacién C:N:P optimizada (BS-II), y una
biopila control (CC-II). Las biopilas pertenecientes al ensayo descripto en el capitulo anterior
seran denominadas en adelante BS-1 (bioestimulada) y CC-l1 (control) respectivamente. La
adicién de nutrientes, toma de muestras, cuantificacion de hidrocarburos totales y de recuentos
bacterianos y actividad biolégica, asi como el seguimiento de las propiedades fisico-quimicas del

suelo siguieron los mismos protocolos que aquellos descriptos en el Capitulo 4.
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Capitulo 5 - Comparacion de la eficiencia Mawson (Australia) 67°36'12"S 62°52'27"E

5.2.3. Ensayo en mesocosmos

Con el objetivo de evaluar el efecto de la concentracion inicial del contaminante sobre la
eficiencia del proceso, y su posible efecto sobre la linealidad de la relacién C:N:P, se realizd un
ensayo de campo a mesoescala. Para el mismo, se conformaron 4 biopilas pequefias de
aproximadamente 10 kg de suelo no contaminado y homageneizado (Figura 5.1). El suelo se
dispuso sobre geomembrana de polietileno de alta densidad, siguiendo los mismos
procedimientos descriptos en la Secciéon 4.2.2. Cada una de las biopilas fue contaminada
artificialmente con gasoil antartico (GOA) hasta alcanzar niveles de 2.500, 5.000, 7.500 y 10.000
mg kg1 de hidrocarburos y bioestimulada para alcanzar la relacién C:N:P optimizada como se
describié previamente. Los protocolos de muestreo y los parametros analizados (hidrocarburos
totales, actividad biolégica, propiedades fisicoquimicas) fueron los mismos descriptos para las

biopilas en la Seccién 4.2.2.

Figura 5.1. Disposicidn de los ensayos en mesocosmos, conteniendo 10
kg de suelo por sistema.
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia Vechernyaya (Belaris) 67°36'12"S 62°52'27"E
5.2.4. Variables ambientales

En pos de evaluar efectos significativos de las variables ambientales no controlables, se
obtuvieron los datos de temperatura ambiente (registrada cada 6 horas) y cantidad de horas de
sol por dia para los perfodos experimentales 2013/2014 y 2014/2015. Esta informacién fue
provista por el Servicio Meteorologico Nacional, que posee una estacidon meteoroldgica para
estos fines en Base Carlini.

Ademads, a partir de los valores de temperatura registrados dentro de las biopilas, se
calcularon los “grados-dia de derretimiento”. Se definieron los grados dia (u hora) como la
sumatoria, a lo largo de un periodo de tiempo determinado, de las diferencias de temperatura
entre un valor de referencia seleccionado (en este caso 0°C) y la temperatura media diaria u
horaria registrada. Los valores positivos son sumados y acumulados, y a esta sumatoria se le
restan los valores negativos registrados, hasta obtener el valor final para el periodo de estudio.
Estas diferencias acumuladas a lo largo del tiempo pueden ser usadas como un indice del efecto
de la temperatura a lo largo de un periodo de tiempo. Este término es utilizado frecuentemente
en ingenieria o arquitectura como medida de la necesidad de calorias para calefaccionar
(grados-dia de calefaccién), asi como en geologia para estudios de permafrost y su
comportamiento a lo largo de los afios, en funcién de las temperaturas medias de esos afios
(Boyd y col,, 1976; Gugleilmin y col., 2008; Vermette y col,, 2008). Para los objetivos de esta
tesis, se utilizé “grados-dia de derretimiento” asumiendo que para obtener una apropiada
actividad biolégica en los suelos tratados, el mismo debe encontrarse por encima de los 0°C, es
decir, no encontrarse congelado. El hecho de que el agua presente en las células se encuentre en
estado liquido es fundamental para su normal metabolismo, y asf, la posibilidad de degradar el
contaminante.

La forma de calcular los grados-dia es:
Grados dia = Z ((Ta—To) + (Tb —To))
n

Los grados-dia (o grados-hora si se usa la temperatura media por hora) entonces son la
sumatoria de las temperaturas registradas entre el tiempo inicial i, hasta el tiempo final n, donde
Ta son valores positivos de temperatura diaria (u horaria) registrada; Th son los valores
negativos de temperatura diaria (u horaria) registrada; y To es la temperatura de referencia
sobre la cual se calculan los grados dia. En el caso de esta tesis, los “grados-derretimiento”
utilizan una temperatura de referencia de 0°C y las temperaturas medias fueron calculadas a

partir de los dos registros obtenidos cada 1 hora en cada biopila, dando lugar a los “grados-
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Capitulo 5 - Comparacién de la eficiencia Carvajal (Chile) 67°45'40"S 68°54'52"W

hora”, debido a que permite obtener una cantidad mucho mayor de datos, y por ende aumenta la

precisién de los resultados obtenidos.

5.2.5. Andlisis estadistico

El procesamiento de los datos fue realizado con el software estadistico R (R Core Team,
2014). Se utilizaron en conjunto los datos de los experimentos de los dos afios para hallar las
variables que resulten significativas sobre la eficiencia final del proceso. Solamente las variables
de caracter numérico fueron incluidas. Se realizaron matrices de correlacion entre dichas
variables en pos de encontrar aquellas que presenten altos grados de correlacion entre si, como
asi también con el porcentaje remocion de hidrocarburos (variable respuesta analizada). Para
ello, se utilizo la funcién pairs del paquete “Hmisc” de R.

Posteriormente, con el uso de la funcién rcorr y los paquetes “corrplot”, “ggplot”, y “Hmisc” se
obtuvo la visualizacion grafica de las matrices de correlacion, con intervalos de confianza y
reordenamiento de variables para identificar las variables significativas. Se utilizaron diferentes
niveles de significancia (a<0,1; «<0,05 y a<0,01) para analizar el comportamiento del efecto de
cada una de las variables significativas. Entre las variables incluidas en el analisis se encuentran

los datos de los experimentos de ambos afios de las siguientes variables:

e Dias de tratamiento (dias)

¢ Concentracion inicial del contaminante (mg kg1)

¢ Temperatura de la biopila (°C)

s« Temperatura ambiente (°C)

¢ Temperatura del suelo no contenido en biopila (°C)

e Insolacion (horas/dia)

¢ Humedad (g H:0/100g suelo)

* Recuentos bacterianos totales (UFC BHAT/ml)

s Recuentos de bacterias degradadoras (UFC BDH /ml)

¢ Valores obtenidos por FDA (ug de fluoresceina liberados/g de suelo)
¢ Conductividad (dS/m)

¢ Tasade remocion (mg kg1/dia)

« mgkg! degradados totales (mgkg1)

* mgkg!degradados en comparacion con el tiempo anterior (mg kg?)
¢ Tasa de remocién en comparacién con el tiempo anterior (mg kg1/dia)

e Porcentaje de remocion (variable respuesta, %)
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia Station Y (UK) 67°48°30"S 67°17'39"W

El método elegido para la visualizacién (circulos) relaciona los tamafios de cada circulo con
su valor p de significancia y excluye (cruces) aquellas variables con valor de p por debajo de ese
nivel. Ademas, aquellos factores que correlacionan positivamente con la variable respuesta son
mostrados en color azul, mientras que los que tienen una correlacion con efecto negativo sobre

la misma, son presentados en rojo.

5.3. Resultados

5.3.1. Actividad bioldgica

La actividad biol6gica (determinada como los niveles de liberacion de fluoresceina) en los
sistemas bioestimulados (BS-I y BS-1I) fueron siempre significativamente mayores que los
observados en los sistemas control (CC-l y CC-II, p<0,01 Figura 5.3). El incremento en la
actividad fue constante hasta los 30 o 40 dias, cuando se alcanzaron valores hasta 9 y 7 veces
mayores la inicial para BS-1 y BS-Il, respectivamente. La relacién BS/CC para ambos afios
también demostré seguir un aumento lineal, alcanzando valores de 7/1 y 6/1 para los dias 40 y
30, respectivamente. Estos hechos, sumados al escaso incremento de la actividad biolégica
mostrado por los sistemas CC de ambos afios, evidencia que la adicién de nutrientes (N y P en
este caso) resulta vital para alcanzar niveles de actividad biolégica apropiados para llevar a cabo
esquemas de biorremediacién en estos suelos tratados y demuestran que estos suelos antarticos
no proveen cantidades suficientes de N y P para permitir a la comunidad microbiana una

atenuacién natural efectiva de la contaminacién.
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Capitulo 5 - Comparacion de la eficiencia Refugio Paso de los Andes (Argentina) 67°49°S 68°40'W
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Figura 5.3. Niveles de actividad bioldgica inferidos por liberacion de
fluoresceina para los sistemas Control (CC-1 y CC-11) y Bioestimulado (BS-1y

BS-II) de las biopilas realizadas durante las campafias antarticas 2013/2014
(biopilas 1) y 2014/2015 (biopilas 11).

5.3.2. Recuentos bacterianos

En el segundo ensayo de biopilas (biopilas 1), tanto las BHAT como las BDH exhibieron un
considerable incremento de los recuentos durante los primeros 10 dias de tratamiento,
alcanzando sus valores maximos el dfa 30 tanto en el sistema BS como CC. Estos resultados son
coincidentes con los observados en las biopilas descriptas en el capitulo anterior (biopilas I)
(Figura 5.2). El hecho de que esa primera etapa de aumento fuese observada para ambos
sistemas (BS y CC), reforzé la hipétesis de que el factor clave detras de este fenémeno es el
mezclado y aireacion del suelo durante las primeras etapas del tratamiento. Luego del dia 10, los
valores de BHAT y de BDH continuaron incrementandose, pero a una tasa menor bajo ambas
condiciones. Los recuentos de BHAT y BDH aumentaron mas de dos 6rdenes de magnitud, hasta
valores superiores a 1x108 UFC/ml y 1x10¢ UFC/ml respectivamente, en los sistemas
bioestimulados de ambos afios, con una leve tendencia a valores mayores para el ler afo (BS-
[=BS-11 y CC-I=CC-II). Sin embargo, las BDH aumentaron sustancialmente mas en los sistemas BS
para ambos afios, en comparacion con los sistemas CC. Como puede observarse en la Figura 5.2,
los valores en BS-l descendieron luego de los 30 dias, mientras que en BS-1l, estos valores se

mantuvieron elevados hasta el final del ensayo a campo. En cualquier caso, asf como se
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Capitulo 5 - Comparacion de la eficiencia Refugio Yapeyti (Argentina) 68°05'S 66°41'W

menciond para la actividad biolégica, el hecho de que los recuentos bacterianos fueran
marcadamente mayores en los sistemas BS demuestra que la adicién de nutrientes es crucial
para el desarrollo de bacterias degradadoras de hidrocarburos hasta niveles suficientes para

biorremediar suelos, incluso en Antartida.
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Figura 5.2. Recuentos bacterianos para los sistemas Control (CC) y
Bicestimulado (BS) de las biopilas realizadas durante las campaiias antarticas
2013/2014 (biopilas 1) y 2014/2015 (biopilas I[). A) Bacterias Heterotroficas
Aerobias Totales (BHAT) expresadas como Unidades Formadoras de Colonias
por ml. B) Bacterias Degradadoras de Hidrocarburos (BDH) expresadas como

Unidades Formadoras de Colonias por ml.
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia San Martin (Argentina) 68°07'48"S 67°06'05"'W

5.3.3. Seguimiento de las propiedades fisicas

5.3.3.1. Conductividad

En ambos afios se observd una marcada diferencia en los valores de conductividad entre las
biopilas BS y CC, incluso en el tiempo 0 (Figura 5.4). Estas diferencias, atribuibles al agregado de
nutrientes para la biocestimulacién de las biopilas BS, proporcionan al suelo un mayor niimero de
iones en comparacién con las biopilas CC, a las que sélo se adicioné agua destilada. Los bajos
valores de conductividad en las biopilas CC, que practicamente no se modificaron a lo largo de
los ensayos, reflejan los bajos niveles de iones presentes o disponibles en suelos antarticos.
Ademas, los picos de conductividad evidenciados cada dos dias para las biopilas BS-1 y II se
corresponden con los dias de mezclado de suelo, sugiriendo que dicha mezcla fue efectiva para
aumentar la solubilidad, y consecuentemente la biodisponibilidad de los nutrientes agregados
para la flora microbiana. A diferencia de lo observado en BS-I, donde el valor promedio de
conductividad permanecié practicamente inalterado durante todo el periodo experimental
(pendientes de -0,0003 para BS y 0,0001 para CC), en BS-ll la intensidad de los picos fue
descendiendo drasticamente a lo largo del experimento, demostrando un cierto descenso en la
disponibilidad de los nutrientes al final del mismo. Esta restriccién en la disponibilidad del N y P
agregado en BS-II puede explicar (al menos de forma parcial) la limitacién en la degradacién de
hidrocarburos obtenida durante los tltimos dias del experimento. Por otro lado, como el suelo
en las biopilas Il contenia un nivel de contaminacién significativamente mayor, la adicion de
nutrientes que fue necesaria de acuerdo a la relacién C:N:P optimizada fue también mayor,
generando niveles de conductividad mucho mayores. Este efecto puede haber causado algiin
tipo de inhibicién de la actividad bioldgica, quizas al exceder la capacidad de retencidn de agua

maxima del suelo en tratamiento.
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Capitulo 5 - Comparacion de la eficiencia

East Base (EEUU) 68°11'02"S 66°59'53"W
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Figura 5.4. Valores de conductividad registrados en los sistemas BS y CC durante

2013/2014 (biopilas I, grafico superior) y 2014/2015 (hiopilas I, grafico

el desarrollo de las biopilas realizadas durante las campaias antarticas

inferior).
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia Station E (UK) 68°11'08"S 66°59'41 "W

5.3.3.2. Temperatura

La geomembrana incrementd la temperatura media del suelo contenido en las biopilas. Asf, la
temperatura media registrada para las biopilas de ambos afios fue significativamente mayor que
la del suelo descubierto circundante (ANOVA p<0,01, Tabla 5.1). Sin embargo, la diferencia entre
dichas temperaturas medias fue marcadamente mayor durante el primer afio (1,3°C), en
comparacién con el segundo (solamente 0,3°C), sugiriendo que la temperatura del suelo dentro
de las biopilas no es totalmente explicada por la cobertura de la membrana. Los registros de

temperatura para las biopilas y el suelo descubierto de cada afio se muestran en la Figura 5.5.
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Figura 5.5. A) Registro de temperatura de las biopilas y del suelo descubierto para
el experimento [ (2013/2014). B) Mismo registro de temperatura para el
experimento Il (2014/2015).
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Capitulo 5 - Comparacién de la eficiencia Davis (Australia) 68°34°36"S 77°58'03"F

La temperatura ambiente fue mas baja y variable durante | (Figuras 5.6 y 5.7). Ademas, como
se puede observar en la Figura 5.8, los valores obtenidos debajo de la linea de 0°C (que
representan aquellos registros en los que la temperatura de la biopila era menor que la del suelo
descubierto) fueron aproximadamente el doble durante el segundo afio (mas del 23% de los
registros en I, frente al 12% de [}, indicando que las biopilas estuvieron a mayor temperatura
que el suelo descubierto por casi el doble de tiempo durante el primer afio. Estas diferencias
siguen el mismo patrén descripto en el Capitulo 4, en el cual se describié como la diferencia de
temperaturas entre las biopilas y el suelo descubierto mostraban valores positivos durante la
noche, y negativos durante el dia, manteniéndose mas calidos los suelos dentro de la
geomembrana (primordialmente durante los periodos sin radiacién solar), y reduciendo la

amplitud térmica registrada en ellos.
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Figura 5.6. Registro de la temperatura ambiente durante el periodo
experimental | (campana antartica 2013/2014).
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Capitulo 5 - Comparacion de la eficiencia Refugio Granaderos (Argentina) 68°42'S 67°40'W

Temperatura ("C)
=

B

8.

A0 +—r———r—r — R — R ——
29/1214 120115 28/01/15 080215 23/02/18

Tiempo (Fecha)

Figura 5.7. Registro de la temperatura ambiente durante el periodo
experimental II (campafia antartica 2014/2015).
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Figura 5.8. Diferencia de la temperatura de las biopilas vs suelo descubierto a lo largo de todo el
periodo experimental de los ensayos realizados durante las campaifias antérticas 2013/2014 (biopilas
I, izquierda) y 2014/2015 (biopilas 11, derecha).

Otro de los parametros calculados fue el de la relacién de valores de temperatura registrados
por encima de 4,7°C. Este valor fue considerado en base a lo reportado por Chang y col. (2011),

quienes al comparar el efecto de la temperatura del sitio de tratamiento de suelos contaminados
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia Syowa (Japén) 69°00'16"S 39°34'54"E

de regiones frias a escala piloto, reportaron un incremento exponencial de actividad bioldgica a
valores de temperatura mayores a 4,7°C. En el presente trabajo de tesis, se obtuvo una mayor
cantidad de registros superiores a 4,7°C durante las biopilas del primer afio (69,53%)
comparado con su contraparte del segundo afio (63,84%). De acuerdo a las conclusiones de
Chang y col. (2011), esta diferencia en la cantidad de tiempo en la cual la biopila se encontré a
mas de 4,7°C podria significar una mayor actividad biolégica, y por ende una mayor remocién
del contaminante por la flora microbiana. Cabe destacar que los registros para el suelo
descubierto fueron muy similares ambos afios (49%), indicando que la diferencia en la cantidad
de registros superiores a ese valor umbral tuvo que ver fundamentalmente con el aislamiento y
conformacion de las biopilas y el efecto de la cobertura por la geomembrana.

Adicionalmente, es importante remarcar que la amplitud térmica registrada durante el
segundo afio fue considerablemente menor tanto para el suelo cubierto como descubierto, en
comparacion con el primer afio (Figura 5.5). Este hecho es a su vez evidenciado por los valores
de desviacién estandar calculados para la temperatura (Tabla 5.1), sustancialmente mayores
para el primer afio. La desviacion estindar puede ser considerada un indicador indirecto del
rango y amplitud de temperaturas alcanzadas en cada caso. En el mismo sentido, las diferencias
registradas entre las biopilas y el suelo descubierto para el primer afio alcanzaron los -7°C,
mientras ascendio a solo -3°C durante el segundo afio experimental (Figura 5.8).

Los dos cdlculos de “grados-dia de derretimiento” (“grados-dia” o “grados-hora”) indicaron
que los grados acumulados para las biopilas a lo largo del ensayo fueron significativamente
mayores que para el suelo descubierto, en ambos afios (Tabla 5.1). Sin embargo, la diferencia
entre esos grados para el primer afio (68,8°C acumulados mas en la biopila que en el suelo
descubierto) fue considerablemente mayor que para el segundo afio (37,1°C acumulados de
diferencia, casi la mitad). Esta diferencia a favor del primer ensayo respecto de los “grados-hora”
puede explicar parcialmente la mayor remocion obtenida en el mismo.

Adicionalmente, las horas de sol total registradas también resultaron marcadamente mayores
para el primer afio, alcanzando un total de 157 horas contra las 108 horas registradas durante el
segundo afio, incluso a pesar de que cont6 con 10 dias mas de tratamiento. Estos valores indican
que el primer afio el suelo recibi6é un 45,37% mas de horas de sol que el segundo. En el mismo
sentido, la Figura 5.9 sugiere una correlacién entre los registros de dias con altas horas de
insolacion y un aumento retrasado de temperatura en el suelo contenido en las biopilas.

Todos estos cdlculos refuerzan la hipétesis de que las temperaturas alcanzadas durante el
experimento del primer afio fueron mayores, influyendo positivamente sobre la mayor eficiencia

de remocidn obtenida.
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Capitulo 5 - Comparacion de la eficiencia Law (Rumania) 69°22'25"S 76°22'18"E
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Figura 5.9. Temperatura de la biopilas y cantidad de horas de sol por dia, a lo
largo de los experimentos realizados durante las campaifias antarticas
2013/2014 (biopilas I, grafico superior) y 2014/2015 (biopilas I1, grafico
inferior).
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Capitulo 5 - Comparacién de la eficiencia Progress (Rusia) 69°22°25"S 76°22°18"E

Tabla 5.1. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo y variables ambientales registradas y calculadas en las biopilas realizadas durante las campafias antarticas
2013/2014y 2014/2015.

Biopilas ler afio (2013/2014)

CC BS

Suelo descubierto

Biopilas 2do afio (2014/2015)

cc BS Suelo descubierto
Temperatura media (°C) 6,7 6,5 5,2 51 5,4 49
Diferencia media (ANOVA, p<0,001) 1,3 0,3
Rango (°C) 17,3 20,3 10 10,5
Amplitud térmica (°C) 0,3-18,1 0,0-203 1,1-11,8 0,8-12,4
Desvio estandar de los registros de
temperatura (°C) 3,6 3,4 3,9 1,73 1,67 2,13
Porcentaje de registros <0°C (Biopila-suelo) 11,80% 23,23%
Conductividad (dS/m) 0,09 0,42 0 0,07 1,88 0,01
Humedad (%VWC) 22,2 21,4 = 27,1 28,5 7,8
Porcentaje de registros >4,7°C 69,53% 49,21% 63,84% 49,15%
Horas de sol totales (Hrs) 157 108
Promedio de horas de sol por dia (Hrs
por dia) 3,02 1,89
Temperatura media del aire (°C) 0,64 1,9
Grados-hora de derretimiento 340,2 3314 266,3 284,1 284,6 279
Grados-dia de derretimiento 345,6 336,4 272,2 261,1 276,9 2321
Diferencia (Grados-hora) 68,8 37,1
Porcentaje de remocidn (%) 49,54 75,79

41,73 55,04
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia Zhongshan (China) 69°22'25"S 76°22'18"E

5.3.3.3. Degradacién de hidrocarburos

Cuando se compararon las eficiencias de remocidn entre ambos ensayos (Figura 5.10), la
biopila bioestimulada del 1er afio (BS-1) evidencido mayor eficiencia que la del afio siguiente (BS-
I1). Desde un valor inicial de 2180 mg kg, BS-I alcanzdé un porcentaje de remocion de
hidrocarburos cercano al 76%, en contraste con solo el 55% alcanzado por BS-II, partiendo de
una concentracion inicial de 6098 mg kg! de gasoil. Respecto a los sistemas control, ambos afios
evidenciaron un nivel similar de atenuacién natural, elevandose hasta el 50% en CC-1y a 42% en
CC-1I. Cabe destacar que estos valores mencionados de remocion se alcanzaron en solo 40 dias
para CC-1. Por el contrario, aunque el ensayo a campo se extendié por 50 dias en las biopilas II,

los valores de remocién alcanzados en CC-II fueron menores.
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Figura 5.10. Concentracién de hidrocarburos totales a lo largo del tiempo
para ambos sistemas de las biopilas del primer afio (BS-1y CCI) y del
segundo afio (BS-II y CC-I).

5.3.4. Andlisis de variables influyentes

5.3.4.1. Variables ambientales

En la Figura 5.11 se presenta la matriz de correlacién (funcién pairs en R) para todas las
variables ambientales incluidas en el andlisis. Este primer paso exploratorio contribuyé a la

identificacién de comportamientos definidos (lineales, polinémicos, inversos, etc.) entre dos
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Capitulo 5 - Comparacién de la eficiencia Charcot (Francia) 69°22'30"S 139°01'00"E

variables de manera de i) poder predecir cémo se comportaran las variables en funcién de las
otras; ii) identificar y seleccionar factores que impacten significativamente sobre otros factores
0 sobre la respuesta obtenida; y iii) excluir aquellas que presentan una fuerte correlacién entre
si de futuros andlisis en pos de evitar el sesgo que puedan llegar a tener en los cdlculos
estadisticos. En dicha matriz de correlacién se puede observar cierta interaccién entre las
variables de indole bioldgica entre si (FDA, recuentos totales y recuentos de bacterias
degradadoras), ademds de correlaciones entre si de variables abidticas como las temperaturas
del suelo, la biopila y la insolacién. De esta manera, se observa que estas variables estan ligadas,
y que la modificacion en el comportamiento de una de ellas muy probablemente afecte a las
otras.

Por otra parte, incluyendo los datos mencionados en la Seccion 4.2.5 y graficar las
correlaciones entre las variables para los distintos grados de significancia (funcién rcorr), se
pueden identificar aquellas variables que tienen un efecto significativo (ya sea positivo o
negativo) sobre la eficiencia de remocién. En ese sentido, y considerando un nivel de
significancia de 99,9%, se puede observar que estadisticamente las variables que mayor efecto
positivo tienen sobre la degradacién de hidrocarburos son: i) recuentos totales; ii) recuentos de
bacterias degradadoras y iii) FDA (Figura 5.12). Estas tres variables son a su vez, claros
indicadores del componente bioldgico de la remediacion, sugiriendo que las diferencias
obtenidas en las eficiencias de remocién a lo largo de ambos afios se encuentra gobernada por
los niveles de actividad biolégica alcanzados en los experimentos.

Las temperaturas registradas dentro de las biopilas también tienen un efecto positivo sobre
la degradacion, aunque menor a la descripta para los recuentos bacterianos y el FDA (Figura
5.12). Sin embargo, cuando el nivel de significancia se reduce a «<0,05 o a<0,1 (Figuras 5.13 y
5.14), también la temperatura ambiente (Figuras 5.6 y 5.7) y la temperatura del suelo cobran
preponderancia estadistica sobre el porcentaje de remocién, indicando cierto efecto positivo de
las mismas. Adicionalmente, las temperaturas de las biopilas tienen un efecto positivo directo
sobre los recuentos totales, evidenciando el vinculo presente entre los componentes bioldgicos y
fisicos cuando se analizan esquemas de biorremediacién a campo. Dichas temperaturas, en
conjuncién con la insolacién (la cual presenta a su vez correlacién con ellas) representan el
aspecto fisico de la biorremediacién, y los resultados aqui obtenidos demuestran que la
eficiencia de los tratamientos también se encuentra parcialmente afectada por dichas

caracteristicas fisicas.
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia Dakshin Gangotri (India) 69°24°24"S 7°11°36"E
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Figura 5.11. Matriz de correlacion de todas las variables evaluadas.
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia Bharati (India) 69°24'29"S 76°11'14"E

Por dltimo, se puede observar una leve correlacién entre la conductividad y los recuentos de
bacterias degradadoras (Figura 5.13, a<0,05). La conductividad puede ser visualizada como la
presencia de iones en el suelo, y dado que la bioestimulacién implica la adicién de nutrientes en
forma idnica, constituye un resultado de la bioestimulacién. Esta correlacién por lo tanto,
sugerirfa que la bioestimulacién realizada genera un efecto directo positivo sobre la flora

microbiana con capacidad degradadora, favoreciendo por ende la remocién del contaminante.
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Figura 5.12. Correlacién a un nivel de significacién a = 0,01, entre las
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Capitulo 5 - Comparacion de la eficiencia Leningradskaya (Rusia) 69°30'05"S 159°23'31"E
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Capitulo 5 - Comparacién de la eficiencia Sodruzhestvo (URSS) 69°43'00"S 73°44'00"E

5.3.4.2. Concentracion inicial del contaminante

Al analizar el efecto que la concentracion inicial del contaminante tuvo sobre la eficiencia
de la bioestimulacion en los ensayos a mesoescala, se observaron diferencias significativas
entre los sistemas que partian de contenidos iniciales de contaminante diferentes (Figura
5.15). El sistema que mayor eficiencia de remocién presenté fue el que se inicié con una
concentracion de 5.000 mg kg! de gasoil, que alcanzé una remocion del 87,84%. Por otro
lado, los sistemas con concentraciones iniciales de hidrocarburos de 2.500, 7.500 y 10.000
mg kg1 presentaron una remocion final del 83,29; 70,53 y 68,17% respectivamente (Tabla
5.2), sugiriendo que la concentracién inicial de contaminante de la cual parte el esquema de
biorremediacién afecta la eficiencia de la relacién C:N:P optimizada.

La actividad bioldgica, reflejada tanto por el analisis de FDA como por los recuentos de
bacterias degradadoras, siguid un patron similar al de la remocion de hidrocarburos,
evidenciando una fuerte correlacion entre ambas variables (Figura 5.16). La actividad
biolégica inferida por el método de FDA exhibié valores maximos en el sistema de 5.000 mg
kg1 (0,6817 png Fluoresceina/g suelo seco) a los 30 dias de iniciado el experimento. Ademas,
a lo largo de todo el tratamiento, los valores en este sistema fueron mayores que los
exhibidos por el resto de los mismos. Por otro lado, el recuento de bacterias degradadoras
de hidrocarburos también mostré su valor maximo en el sistema de 5.000 mg kg; llegando
a valores de 2,79 x 107 UFC/ml, en este caso a los 20 dias de tratamiento. Esta diferencia en
las caracteristicas bioldgicas entre los sistemas sugiere que la mayor remocion alcanzada en
el sistema que tenfa una concentracién inicial de 5.000 mg kg-! se explica desde un mejor

desempefio biolégico en ese sistema.
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Capitulo 5 - Comparacion de la eficiencia

Druznaya 4 (Rusia) 69°44'00"S 73°42'00"E
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Figura 5.15. Concentracion de hidrocarburos a lo largo del ensayo para los

mesocosmos con diferentes concentraciones iniciales de hidrocarburos.
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Figura 5.16. Actividad bioldgica a lo largo del ensayo para los mesocosmaos con
diferentes concentraciones iniciales de hidrocarburos.
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Capitulo 5 - Comparacién de la eficiencia SANAE IIT (Suddfrica) 70°18'00"S 2°22'00"W

Tabla 5.2. Eficiencia final de remocién para los sistemas con diferentes concentraciones iniciales de
hidrocarburos.

Concentracion inicial (mg kg?) Concentracion final (mg kg?) SD Remocion (%)
2.500 417,8 4,8 83,29
5.000 608,1 37,8 87,84
7.500 2210,5 259,4 70,53
10.000 3182,6 226,7 68,17

5.4. Discusion

La informaci6n referente a la eficiencia de procesos de biorremediacién a campo es escasa en
el ambito cientifico, y practicamente no hay informaciéon respecto a la comparacién de
eficiencias entre réplicas de ensayos. En los Capitulos 3 y 4, se demostré que la pre-optimizacién
de la relacién C:N:P resulta una estrategia exitosa para descontaminar suelos antarticos, tanto a
escala laboratorio como en condiciones operativas reales a campo. En el presente capitulo, el
objetivo se centré en la comparacién de los resultados obtenidos para dos procesos de
biorremediacién a campo utilizando biopilas, de manera de evaluar la robustez y
reproducibilidad del tratamiento aplicado, y analizar los factores que pueden influir sobre la
eficiencia final de la estrategia de bioestimulacién implementada.

Los resultados obtenidos en este capitulo indican que BS-1 fue el sistema con mayor nivel de
remocién, alcanzando valares mayores al 75% en un tratamiento de un solo paso de 40 dfas de
duracién. En contraste, BS-1l solamente alcanzé un 55% de degradacién de hidrocarburos en 50
dias de ensayo. La atenuacién natural, representada por ambos sistemas CC, fue
considerablemente menor a los correspondientes sistemas BS en ambos afios. Aunque la
eficiencia final de los sistemas en biopilas fue diferente para cada afio, esta diferencia no serfa
atribuible a las caracteristicas de la bioestimulacién realizada, ya que en ambos afios se aplicé la
misma C:N:P obtenida a partir de la optimizacién previa. Tanto el conteo de bacterias totales
como de bacterias degradadoras alcanzaron valores similares ambos afios, asegurando que la
flora microbiana de los suelos tratados alcanzé niveles que permitian un apropiado desarrollo
de la biorremediacion. Este hecho se encuentra a su vez respaldado por los valores de FDA
obtenidos, en los que la adicion de N demostré ser crucial para el desarrollo de la actividad
enzimatica, obteniéndose valores significativamente mayores, en contraposicion a los sistemas
control, en los cuales no se registré ningtn incremento (Figura 5.3). En cualquier caso, estos
eventos, sumados a la correlacién encontrada entre los recuentos bacterianos y el grado de

remocion, sugieren que la diferencia en la degradacién de hidrocarburos entre los sistemas BS y
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Capitulo 5 - Comparacidn de la eficiencia E Base (Suddfrica) 70°18'00"S 2°26'00"W

CC yace predominantemente en el incremento de actividad biolégica de la comunidad
microbiana ocasionado por la bioestimulacién con sales inorgdnicas en estos suelos
contaminados. Cabe mencionar a su vez, que mas alld de que el porcentaje de remocién del
segundo afio es menor, la cantidad de hidrocarburos removida (como mg kg1) fue mayor en
dicho sistema. En BS-11 se removieron mds de 3.000 mg kg de gasoil, contra s6lo 700 mg kg en
BS-1. Sin embargo, la utilizacion del porcentaje de remocion es indiscutidamente la forma en la
que la eficiencia de remocién en procesos de biorremediacién es expresada por la comunidad
cientifica, y por ende, es la manera en la cual se analizan y discuten los resultados presentados
en este capitulo. De esta forma, los resultados no son sélo comparables entre los ensayos
incluidos en esta tesis doctoral, sino también con todos los ensayos de biorremediacion
disponibles en la literatura.

En cuanto a la reproducibilidad de la bioestimulacién, y a partir de las diferencias
encontradas en la eficiencia de remocién entre los ensayos realizados en ambos afios, cabe
preguntarse ;Cudles son los factores o variables que pueden afectar la eficiencia de los sistemas
bioestimulados en estos ensayos a campo? Los esquemas de bioestimulacion aqui descriptos
fueron realizados de acuerdo a la optimizacién previa a escala laboratorio. La relacién 6ptima de
100:17,6:1,73 puede ser, sin embargo, no lineal a lo largo de concentraciones de C distintas (o
dicho de otra forma, a distintos niveles de contaminacién), y por lo tanto, resultar menos
eficiente para mayores niveles de contaminacion de suelos como los presentes en las biopilas del
segundo afio. Muchos autores han alcanzado diferentes eficiencias de remocién para suelos con
distintos niveles de contaminacion (Delille y col., 2008; Beskoski y col,, 2011; Kim y col,, 2018),
pero pocos analisis se han hecho acerca del efecto de ese nivel de contaminacion sobre dicha
eficiencia. Este trabajo mostré claramente que la eficiencia de remocién de hidrocarburos, al
cabo de 40 dias de tratamiento, se vio afectada por la concentracién inicial del contaminante.

La razén por la cual los sistemas con menor concentracién de gasoil fueron los que mayor
eficiencia de remocién presentaron puede deberse a varios factores. Por un lado, la
optimizacién previa realizada a escala laboratorio para la bicestimulacién de estos suelos,
fue realizada con un suelo con baja concentracién de hidrocarburos (1.200 mg kg!
aproximadamente). Estos resultados podrian indicar que la optimizacién realizada para una
determinada concentracién, puede tener un rango operativo limitado; y cuando los niveles
difieren significativamente de aquel que se usé originalmente, la eficiencia disminuye. En tal
caso, se deberia realizar un nuevo proceso de optimizacién, explorando el ambito de
concentraciones de contaminante que sea relevante,

Por otro lado, al usar la relacién entre C:N:P dicha optimizacién se realiza
independizéndose de la concentracién inicial de C, ya que siempre se mantiene una relacion

fija entre estos compuestos. Sin embargo, el efecto que el nivel inicial de C tiene sobre la
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microbiota es muy diverso. Concentraciones muy bajas de compuestos carbonados pueden
generar una inhibicién del crecimiento microbiano simplemente debido a la falta de sustrato
biodisponible. Por el contrario, niveles muy elevados de hidrocarburos puede presentar un
efecto toxico sobre una gran parte de la comunidad microbiana, originando una disminucién
en la poblacién capaz de degradar el xenobi6tico o, al menos, un retardo en su metabolismo
tanto en aguas y sedimentos (Joye y col,, 2016) como en suelos (Leahy y Colwell., 1990; van
Dorst y col., 2014; Wolinska y col, 2016). Esto tiltimo es lo que parece desprenderse de los
resultados obtenidos en el ensayo de mesocosmos. Si bien la eficiencia de remocion se ve
disminuida para los sistemas con niveles mas altos de GOA, estos valores parecen verse mas
afectados por un retraso en el inicio de la actividad degradadora, que por un descenso
tangible de su actividad metabdlica, ya que los indicadores de dicha actividad fueron en
aumento hasta el final del ensayo. Es probable que estos sistemas necesiten mayor cantidad
de dias de tratamiento para alcanzar los mismos niveles de actividad biolégica que aquellos
con menores concentraciones de contaminantes. De ser asi, los resultados indicarian que la
concentracion inicial de GOA en suelo puede influir en el tiempo de tratamiento necesario
para su biorremediacién, siendo niveles altos de contaminante una variable clave que
alargaria los procesos de remediacion de estos suelos,

Mas alla del efecto que las propiedades bioldgicas puedan tener sobre el suelo, dificilmente
sean las dnicas variables que afecten la eficiencia del tratamiento. Como se desprende de los
resultados obtenidos en el andlisis estadistico de las variables ambientales, estas también
estarian jugando un papel importante en la efectividad del esquema de biorremediacion a
campo. En este sentido, de acuerdo a nuestros resultados, la temperatura ambiente (en menor
medida) y las temperaturas alcanzadas en el suelo descubierto y dentro de la biopila tienen un
efecto tangible sobre la remocién. Dichas temperaturas estarian, a su vez, afectadas por la
cantidad de horas de sol (insolacién), la cual fue considerablemente mayor durante el ensayo del
primer afio. Como ya se menciond en el Capitulo 4, el material de color negro del cual estidn
formadas las geomembranas utilizadas favorecen la absorcidén de radiacién solar, posiblemente
generando comparativamente un incremento mayor de la temperatura en las biopilas. Este
efecto explicarfa que un afio con mayor insolacién presente a su vez mayores valores de
temperatura promedio dentro de la biopila, favoreciendo a su vez una mayor actividad bioldgica.
Ademas, se pudo observar una clara correlacién entre los dias con altas cantidades de hora de
sol, y un aumento retardado de la temperatura del suelo dentro de la biopila (Figura 5.9),
sugiriendo que la insolacién puede generar no sélo un efecto agudo sobre la temperatura de la
biopila, sino un cierto efecto retardado, aumentando la temperatura promedio de este suelo.
Esto implicaria que, por ejemplo, la acumulacién de dias soleados, o incluso periodos de dias de

sol con intermitencias cortas de dfas nublados, puedan generar un aumento considerable de la
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temperatura del suelo tratado, y por ende, una mayor remocién de los contaminantes. Ademés,

Fm

el resultado del cédlculo de los “grados-dia” o “grados-hora” para ambos experimentos resalta el
papel preponderante que la temperatura podria tener sobre la remocién. Estos valores fueron
marcadamente mayores para el primer aflo (335°C acumulados para las biopilas I, versus 284°C
para las biopilas I1) generando que la diferencia entre biopilas y suelo descubierto sea
practicamente el doble para el ensayo del primer afio (68,8°C acumulados, versus 37,1°C en II).
Cabe destacar que pese a que el uso mas frecuentemente utilizado en el dmbito de la geologia es
el que calcula los “grados-dia”, en el trabajo realizado en esta tesis resulta mas apropiado el uso
de “grados-hora”. Como se menciond previamente, esto se justifica en el hecho de que la
utilizacién del concepto en geologia se encuentra vinculado usualmente a movimientos y
estadios del permafrost, pero evaluandose en afios o incluso decenas de afios. En ese sentido, un
valor diario de temperatura promedio resulta suficientemente preciso para la finalidad del
estudio. En el trabajo actual sin embargo, en el cual solo se analiza un periodo de tiempo de
meses, y ya que se dispone de medidas horarias de la temperatura en suelo, resulta
indispensable y mucho mas informativo adaptar el concepto diario a algo horario, permitiendo
de esa forma calcular los grados acumulados por hora, dando lugar a los “grados-hora”.

En el capitulo anterior, se hipotetiz6 que la amplitud térmica dentro de las biopilas (en
comparacidn con las incubaciones isotérmicas realizadas en escala laboratorio) puede favorecer
diferentes “nichos térmicos”, y por lo tanto, favorecer la biodegradacién de distintas fracciones o
componentes del contaminante a diferentes temperaturas, mediante la accién de distintos
géneros bacterianos. En ese sentido, la mayor remocién alcanzada en las biopilas del primer afio
puede ser parcialmente atribuible a la mayor amplitud térmica registrada ese afio. Tanto el
rango de temperatura como la amplitud resultaron considerablemente mas amplios para el afio
I, hecho reafirmado por la desviacién estindar de las temperaturas calculado para cada afio. Si
se considera que el desvio estindar representa la varianza presente en los datos, se puede
concluir que el desvio estandar de la temperatura de las biopilas del primer afio indica que un
mayor numerc de esos “nichos térmicos” fueron alcanzados, favoreciendo una mayor

biodegradacion.

5.5, Conclusion

La realizacion de un segundo estudio a campo utilizando biopilas como sistemas
experimentales para el tratamiento de suelos antarticos contaminados con hidrocarburos, y la
combinacién de esos resultados con los obtenidos de estudios en mesocosmos tendientes a

investigar la influencia de algunos factores ambientales claves, permite concluir que los sistemas
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poseen respuestas que parecen ser reproducibles y otras que difieren de proceso en proceso y
parecen requerir una optimizacién caso por caso. Resulté evidente que ante la bioestimulacién
con N y P existe una respuesta general y reproducible de la microbiota natural, la cual
incrementa muy significativamente los recuentos tanto de BHAT como de BDH. Dicho
incremento se acompafia de un aumento de la actividad biolégica y una eliminacién de los
contaminantes que resulta significativamente mayor que en los sistemas controles. Sin embargo,
los niveles de eficiencia de los procesos mostraron ser fuertemente dependientes del nivel inicial
de hidrocarburos, sugiriendo que debe optimizarse la bioestimulaciéon para suelos con rangos
muy diferentes de hidrocarburos. Por otro lado, la disposicion de la biopila en una
geomembrana de alta densidad tiene un efecto amortiguador de las oscilaciones térmicas que
parece favorecer el proceso. Sin embargo, es importante tener en cuenta que este efecto
depende, a su vez, de los niveles de radiacidn solar y los tiempos de insolacion. Es evidente que
dichos niveles de insolacién y radiacién, si bien pueden estimarse a partir datos meteorolégicos
histéricos de la zona a tratar, no son predecibles, de manera que es importante considerar que la
duracion/eficiencia de un proceso de biorremediacion de las caracteristicas aca establecidas,
puede requerir tiempos diferentes de acuerdo a las condiciones climdticas particulares del
periodo de tratamiento. Esta informacion es particularmente importante para un sitio como la
Antartida, donde la posibilidad de tratamiento efectivo se reduce a unos pocos meses del
periodo estival. Si bien son necesarios estudios adicionales para comprender mas
profundamente la interaccion de estos factores ambientales, este estudio representa un aporte
original y novedoso al conocimiento, atin muy escaso, de los procesos de biorremediacion de

combustibles en suelos antarticos.
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6.1, Parte I: Aislamiento y caracterizacion de cepas microbianas sicrifilas
degradadoras de hidrocarburos

6.1.1. Introduccion

El suelo antartico contaminadeo con hidrocarburos derivados del petrédleo ofrece una
combinacién de factores poco frecuente que lo convierte en una fuente interesante de
microorganismos adaptados al estrés. Por un lado, dada su inaccesibilidad y la escasez de
estudios previos los ecosistemas antarticos contintian proveyendo la oportunidad de encontrar
microorganismos previamente no descriptos (Selbmann y col., 2014; Huang y col,, 2017; Liy col,,
2017; Pantucek y col., 2017; Pikuta y col, 2017). Por otro lado, las bajas temperaturas a las
cuales se encuentran permanentemente expuestos estos microorganismos conlleva el desarrollo
de estrategias de supervivencia y crecimiento en esas condiciones que pueden resultar de
interés en variadas dreas de la biotecnologia. La contaminacién con hidrocarburos representa un
desaffo adicional para estos microorganismos, ya que las expone a compuestos potencialmente
toxicos, pero que puede ser a su vez fuente de carbono y energia. Todos estos factores resultan
en mecanismos de adaptacién que pueden ser potencialmente aprovechados en aplicaciones
biotecnolégicas. Dentro de dichas aplicaciones se encuentra la inoculacién con microorganismos,
estrategia de biorremediacion conocida como bioaumento. Esta estrategia ha sido
frecuentemente fuente de controversiay muchos estudios a lo largo de los afios han analizado su
eficiencia con resultados disimiles (Forsyth y col,, 1995; Gentry y col,, 2004; El Fauntroussi y
Agathos, 2005; Mrozik y Piotrowska-Seget Z, 2010; Saeed-Safdari y col.,, 2018).

En muchos de los casos, el éxito de la inoculacién parece ser aleatorio y muy dependiente de
cada escenario y cada condicidén. Frecuentemente, las cepas inoculadas no pudieron ser
detectadas luego de un cierto tiempo por métodos dependientes de cultivo (Goldstein y col,,
1985), y en algunos casos ni siquiera por métodos moleculares independientes de cultivo
(Bouchez y col., 2000a; Bouchez y col,, 2000b). Esto ha sugerido que los indculos no siempre
logran establecerse en la matriz a tratar. Si bien el éxito de establecerse puede depender de la
presencia en los suelos de una flora microbiana bien adaptada al contaminante (suelo
cronicamente contaminado) o no (suelos agudamente contaminados), hay una clara
competencia por el nicho ecolégico que los indculos generados en el ambito del laboratorio
parecen muchas veces no poder superar y que impide su establecimiento. En este sentido, en los
suelos antarticos bajo estudio, la utilizacién del bioaumento como estrategia de primera
eleccién, no mejord significativamente la eficiencia del proceso en comparacién con aquella
obtenida en sistemas donde sélo se aplicd bioestimulacién (Ruberto y col., 2003; Ruberto y col.,

2006; Ruberto y col,, 2008; Ruberto y col., 2009). Si bien estos estudios previos han mostrado
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claramente que la primera accién de eleccién para biorremediar un suelo antartico
cronicamente contaminado con hidrocarburos es la bioestimulacién, tanto la existencia de una
fraccién recalcitrante luego de la bioestimulacién de dichos suelos, como la ocurrencia de un
evento agudo de contaminacion sobre un suelo pristino, representan situaciones para las cuales
la utilizacién del bioaumento aun se tiene como una alternativa a investigar en pos de lograr
procesos de biorremediacion mas eficientes.

En pos de evaluar la aplicabilidad del bioaumento es imprescindible conocer, al menos en
parte, la composicién y dindmica de la comunidad de microorganismos en el suelo a tratar. En el
caso de los suelos antarticos que son el foco de este trabajo de tesis, la obligacién es ain mayor
debido a que, como lo establece el Protocolo Ambiental de Madrid de 1991, no esta permitida la
introduccién deliberada de especies foraneas al continente antértico, incluso microorganismos.
Es por ello que, al evaluar el desarrollo de procesos que involucren el bioaumento en estos
suelos, deben utilizarse tinicamente cepas bacterianas y flingicas autdctonas, a las cuales se les
haya estudiado sus capacidades catabdlicas, y evaluado su potencial aplicabilidad en forma de
indculo. Como parte de un aprovechamiento maximo de las capacidades catabolicas de las cepas
involucradas en el bioaumento, muchas veces se busca explotar la habilidad de ciertos
microorganismos para producir surfactantes (biosurfactantes), que secretados a la matriz en la
cual se encuentran inmersos, aumentan la biodisponibilidad de los hidrocarburos, facilitando su
degradacion por la flora presente y aumentando el éxito de la biorremediacion.

En esta primera parte del capitulo, se incluyen los resultados obtenidos del estudio de
microorganismos degradadores de hidrocarburos a partir de suelos de Base Carlini. El estudio
de estos microorganismos se realiz6 bajo la hipdtesis qué, cepas productoras de biosurfactantes
o con amplia diversidad catabdlica y buena cinética de crecimiento representan potenciales
candidatos para la realizacién de una etapa complementaria de biocaumento que podria elevar la
eficiencia de remocion obtenida en una primera etapa de bioestimulacién optimizada, al poner el
foco en aquellos compuestos que resultaron refractarios a la actividad degradadora de los
microorganismos involucrados en dicha primera etapa.

Para ello, se aislaron, purificaron e identificaron cepas microbianas habitantes de los suelos
contaminados con hidrocarburos, asi como también de cepas rizosféricas de Deschampsia
antarctica, una de las dos plantas vasculares naturales del continente antartico. Esta especie
vegetal se encuentra presente en suelos impactados por derivados del petrdleo en ese
continente, y su rizésfera proporciona un nicho ecoldgico alternativo en la bisqueda de
microorganismos de interés biotecnoldgico al presentar una bateria de capacidades enzimaticas

diferente a los organismos del suelo libre de plantas (Teixeira y col,, 2010; Peixoto y col,, 2016).

Martinez Alvarez Pagina 120



Capitulo 6 - Diversidad microbiana Neumayer Il (Alemania) 70°40'38"S 8°16'18"W

6.1.2. Materiales y métodos

6.1.2.1. Obtencién de las cepas

A partir de suelo contaminado con gasoil proveniente de Base Carlini, se realizaron cultivos
de enriquecimiento para aislar cepas microbianas presentes. Los cultivos se realizaron en medio
salino basal (MSB), con el agregado de gasoil antartico (1%) como tnica fuente de carbono y
energfa. Luego de una incubacidn inicial de 15 dias a 15°C y 250 rpm de agitacién, se tomaron
muestras que se sembraron en el mismo medio agarizado (15 g ! de agar agar), incubandose
durante 10 dias mas a 15°C. Las colonias desarrolladas que mostraron morfologias diferenciales
se repicaron y subcultivaron hasta obtener a cada una de ellas como cultivo puro (confirmado
por tincién de Gram).

Por otro lado, a partir de la rizésfera de Deschampsia antarctica se aislaron cepas
microbianas siguiendo el mismo procedimiento. Para realizar los cultivos de enriquecimiento, 3
plantas originarias de Base Carlini fueron removidas de la misma zona contaminada durante la
campafia 2013/2014, almacenadas y transportadas al continente a 4°C. Una vez en el
laboratorio, fueron desplantadas, se seccionaron las raices con su rizésfera y se cultivaron en el
mismo medio liquido mencionado previamente. Posteriormente, se sembraron 100 pl del cultivo
en un medio agarizado. Luego de 15 dias a 15°C, se seleccionaron, aislaron y purificaron las

cepas que presentaban morfotipos distintivos.

6.1.2.2.  Extraccion de ADN, amplificacion por PCR e identificacién

A partir de las cepas puras obtenidas del suelo contaminado y de la rizésfera de D. antdrctica
se extrajo el ADN genémico total utilizando un kit comercial apropiado (Mobio Power Soil) y se
realiz6 una amplificacién por PCR de la region V3-V; del gen del rARN 16S para bacterias y del
ITS (Internal Transcribed Spacer, Lotty col., 1993) utilizando los primers ITS-4 e ITS-5; asi como
de la regién D;-D; a través de los primers NL-1 y NL-4, en ambos casos para hongos
(subunidades 26S, Kurtzman y Robnett, 1997). Las secuencias resultantes de la amplificacion
contenian alrededor de 1500 pb para bacterias, y 600 pb para el ITS y el NL. Los productos de la
amplificacién por PCR fueron purificados utilizando el kit Wizard® (Promega), y secuenciados
en la unidad gendmica del Instituto de Biotecnologia CNIA-INTA, utilizando un secuenciador

capilar automatico modelo ABI3130XL (Applied Biosystems, EEUU). El Clasificador Bayesiano
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Ingenuo (Wang y col., 2007) derivado del RDP Release 10 (http://rdp.cme.msu.edu, Cole y col,
2005) fue utilizado para asignar las secuencias obtenidas a un género bacteriano con un nivel de
confianza del 95%. La aplicaciéon Seqmatch de esa misma pagina de internet y la aplicacién
EZtaxon-2 de la plataforma EzBioCloud (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net) se usaron para hallar
las secuencias mas cercanas en cuanto a similitud de secuencia génica, de manera de sugerir las
afiliaciones mas probables de los aislamientos a nivel de especie (99,5%).

Las secuencias de los primers utilizados se incluyen en la Tabla 6.1, mientras que las
condiciones de la reaccién de PCR se muestran en la Tabla 6.2, La identificacién, nimero de
acceso y los porcentajes de similitud respectiva con cepas bacterianas, de levaduras y de hongos
filamentosos se incluyen en la seccion de resultados. Las condiciones en las cuales se realizo la

amplificacion se describen en la Tabla 6.3.

Tabla 6.1. Secuencia de los primers utilizados para la amplificacién por PCR.

Bacteria Secuencia del primer

27F 5" AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’
1492R 5'TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3~
Levaduras/Hongos

ITS4 5'"TCCTCCGCTTATTGATATGC 3'

ITS5 5' GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3°
NL1 5'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 37
NL4 5'GGTCCGTGTTTCAAGACGG 37

Tabla 6.2. Composicién de la mezcla de reaccién parala PCR.

Reactivo Volumen
ADN (2-5 ng pl) 2,0l
Buffer Taq 10x 5,0 ul
MgClz (50 mM) 2,0 ul
dNTP’s (2,5 mM) 2,5
Primer forward (50 pmol pl-1) 0,5 pul
Primer reverse (50 pmol pl1) 0,5 ul
Taq polimerasa 0,2 pl
H20 miliQ 37,3 ul

Volumen final de reaccién: 50 pl
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Tabla 6.3. Condiciones de la amplificacién por PCR.

Temperatura Tiempo Nimero de ciclos
94°C 3 min 1
94°C 1 min
55C 1 min X35
72°C 2 min
72°C 5 min 1

6.1.2.3. Selecciony testeo de cepas con potencial biotecnoligico

Para la busqueda de cepas con alta capacidad de produccién de biosurfactantes, se utilizo el
cultivo en placas con medio CTAB (Bromuro de Cetiltrimetilamonio)/Azul de Metileno
agarizado, segin Siegmund y Wagner (1991) y optimizado por Tabuchi (2004). Este medio de
seleccion permite una rapida deteccién visual, al formarse halos de color azul/violaceo
alrededor de las colonias que produzcan y liberen surfactantes al medio, debido ala interaccién
y posterior precipitacion entre el CTAB, el Azul de Metileno y el biosurfactante. A su vez, las
cepas que produzcan biosurfactantes adheridos a la membrana celular (frecuente en el género
Rhodococcus sp.), teiliran las colonias hacia un color azul/violaceo. El mecanismo exacto para la
formacion de esta coloracion se desconoce. Este medio surgid6 como alternativa al
frecuentemente utilizado Agar Sangre, que presentaba un alto ntimero de falsos positivos.

Por otro lado, en busca de cepas microbianas que puedan potencialmente utilizarse como
indculo en el desarrollo de una estrategia de bioaumento, se evaluaron las velocidades de
crecimiento, los perfiles de crecimiento a distintas temperaturas y las capacidades metabolicas
para degradar distintos compuestos derivados del petréleo de cada una de las cepas obtenidas.
Se determinaron los didametros de las colonias en medios agarizados apropiados para
determinar las velocidades de crecimiento a 15°C, y los perfiles de crecimiento a distintas
temperaturas. Las mediciones del didmetro de las colonias se realizaron cada 5 dias,
considerandose como punto de corte la obtencién de 3 mediciones consecutivas con el mismo
valor.

Ademas, se incubaron las cepas identificadas en medios de cultivo liquidos conteniendo MSB
mas el agregado de 1% de distintos hidrocarburos derivados del petrdleo para evaluar su
crecimiento y determinar sus capacidades catabélicas. Estos cultivos se incubaron durante 21

dias a 15°C y 200 rpm en un agitador orbital con control de temperatura.
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6.1.3. Resultados

6.1.3.1. Identificacion de las cepas aisladas

A partir de la seleccién de cepas con morfotipos diferentes y su posterior aislamiento,
purificacion e identificacidn, se obtuvieron 19 microorganismos provenientes de suelo antértico
contaminado con GOA con la capacidad de crecer y desarrollarse en medios que presentaban
dicho contaminante como unica fuente de carbono y energia. A su vez, se obtuvieron 8
morfotipos mas provenientes de la rizosfera de D. antarctica. De los microorganismos obtenidos
del suelo, 6 fueron bacterias, 5 levaduras y 8 hongos filamentosos pertenecientes en su mayorfa
a los géneros Cadophora sp. y Penicillium sp. Por su parte, la rizésfera de Deschampsia permitié
obtener 7 cepas bacterianas (en su mayoria pertenecientes al género Rhodococcus sp.) y un

hongo filamentoso (Tabla 6.4).

6.1.3.2.  Evaluacioén del potencial biotecnoldgico

En la Tabla 6.5 se muestra, para todas las cepas identificadas, la capacidad de crecimiento en
agar glucosa-peptona as{ como el crecimiento y producciéon de surfactantes en medio agar
CTAB/Azul de metileno. Las cepas bacterianas con mayor capacidad de producciéon de
surfactante resultaron las identificadas como 9 y 14, ambas asignadas al género Pseudomonas.
Las Figuras 6.1 y 6.2 muestran la formacién del halo de surfactante (color violeta) que permitid
la identificacién positiva como productoras de surfactante de dichas cepas. La cepa 14 fue la que
mostrd la mayor capacidad de crecimiento en medio CTAB/AM y produjo el mayor halo de
produccion de surfactante, por lo cual se decidi6 utilizar la misma para estudios posteriores. Por
otro lado, luego de analizar los perfiles y velocidades de crecimiento se decidié también evaluar
el desempefio de la cepa fiingica denominada D8, proveniente de la rizosfera de Deschampsia, y
perteneciente al género Penicillium (glabrum). Esta cepa mostré un crecimiento muy rapido, asi
como capacidad de inhibir el crecimiento de otros hongos cuando se los cultivé en la misma
placa de medio agarizado.

Una vez elegida Pseudomonas sp. 14 como la cepa con mayor potencial para la produccién de
surfactante, se investigd si hay condiciones particulares que desencadenan la produccion del
surfactante, o si por el contrario se trata de una sintesis constitutiva del mismo. Con ese fin, se

llevé a cabo un estudio que se resume en la Tabla 6.6 y que buscé evaluar el efecto de los
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distintos componentes del medio de screening utilizado (CTAB/AM), asi como también de la

presencia de hidrocarburos sobre la obtencién o no del compuesto de interés,

Los resultados indicaron que esta cepa de Pseudomonas no puede crecer a costa del Azul de
Metileno ni del CTAB exclusivamente, descartando que en los sistemas en los que se encontro
crecimiento, el mismo se deba al consumo de estos compuestos. Sin embargo, no se registrd
crecimiento en el sistema 7 (con CTAB/AM mas la presencia de Glucosa, Tabla 6.6), pese a que
en un screening previo esta cepa habia crecido en medios con Glu como tinica fuente de carbono.
Respecto a la produccion de surfactante, todos los sistemas que incluian la presencia de
hidrocarburos demostraron presencia de surfactantes al finalizar el cultivo, evidenciado por la
formacién de emulsiones entre las fases acuosa y argéanica. Dicha emulsién puede observarse en

la Figura 6.3.
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Tabla 6.4. Caracteristicas morfolégicas de las colonias y su identificacidn a nivel género. Entre paréntesis las especies cuya cepa tipo mostré el mayor nivel de

similitud con el aislamiento.

Cepa Caracteristicas de la colonia Género (especie sugerida) % Similitud

1 Puntiforme translucida Variovorax sp. (ginsengisoli) 99,3%

2 Blanca cremosa Glaciozyma sp. (martinii) 99%

3 Beige, se incrusta en el agar. Desarrolla superficie marrén oscura Chalara constricta/Cadophora sp. 100%,/99,8%
1 Blanco-amarillenta translucida Pseudomonas sp. (frederikbergensis) 98,95%

5 Marrén, penetra el agar. Desarrolla filamentos Cadophora sp. (fastigiata, malorum} 100%

6 Puntiforme amarillenta translucida Pseudomonas sp. (frederikbergensis) 99,19%

7 Blanca cremosa Glaciozyma sp. (martinii) 99%

8 Amarilla cremosa Sphingomonas sp. (aerolata) 99,35%

9 Blanca mucosa translucida Pseudomonas sp. (brenneri) 99,4%
10 Hongo con desarrollo negro Cadophora sp. (fastigiata, malorum) 100%
11 Hongo marrén. Penetra el agar Cadophora sp. (fastigiata, ,malorum) 100%
12 Levadura. Colonia blanca cremosa. Cryptococcus sp. (laurentii) 99%

14 Blanca mucosa translucida Pseudomonas sp. (brenneri) 99,57%

15 Naranja con centro negro. En el reverso es rosa Aspergillus sp. (protuberus, versicolor) 100%
16 Naranja con centro negro difuso. En el reverso es clara Aspergillus sp. (protuberus, versicolor) 100%
17 Amarilla-anaranjada. En el reverso anaranjada Aspergillus sp. (protuberus, versicolor) 100%
18 Blanca pastosa Glaciozyma sp. (martinii) 99%

19 Blanco amarillenta cremosa Caulobacter sp. (henricii) 99,13%
20 Hongo con desarrollo negro que penetra el agar Cadophora sp. (malorum) 100%

Rizosfera de Deschampsia antarctica
D1 Blanca grande mucosa brillante Rhodococceus sp. (erythropolis) 100%
D2 Blanca grande mucosa brillante Rhodococcus sp. (erythropolis) 100%
D3 Blanca grande mucosa brillante. En medio con GOA crema puntiforme Rhodococcus sp. (qingshengii) 99,6%
D4 Blanca grande mucosa brillante Acinetobacter sp. (fjohnsonii) 99,5%
D5 Amarilla, pequena puntiforme, brillante, bordes regulares Arthrobacter sp. (psychrochitiniphilus) 99,1%
D6 Blanca grande mucosa brillante Rhodococcus sp. (erythropolis) 99,9%
D7 Blanca grande mucosa brillante Rhodacoccus sp. (qingshengii) 100%
D8 Hongo miceliar. En APG fondo naranja, micelio aéreo verde que esporula Penicillium sp. (glabrum) 100%
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Tabla 6.5. Screening de la capacidad de produccién de surfactante de las cepas obtenidas. (+) Presenta la caracteristica. (-) Ausencia de la caracteristica. (¥)

Tincion de la colonia azul-violaceo. Entre paréntesis las especies cuya cepa tipo mostré el mayor nivel de similitud con el aislamiento.

Cepa Género (especie sugerida) Crecimiento en Glucosa + Peptona | Crecimiento en Agar CTAB/AM Produccién de surfactante
1 Variovorax sp. {(ginsengisoli) + + *
2 Glaciozyma sp. (martinii) . - .
3 Chalara sp.(constricta) /Cadophora sp. + - ¥
4 Pseudomonas sp. (frederikbergensis) + +
5 Cadophora sp. (fastigiata,malerum) =
6 Pseudomonas sp. (frederikbergensis) + +
7 Glaciozyma sp. (martinii) 5 -

8 Sphingomonas sp. (aerolata) + 2

9 Pseudomonas sp. (brenneri) + 4+
10 Cadophora sp. (fastigiata malorum) + = ++
11 Cadophora sp. (fastigiata malorum) E
12 Cryptococcus sp. (laurentii} - =

14 Pseudomonas sp. (brenneri) + +4++ +4++
15 Aspergillus sp. (protuberus, versicolor) -

16 Aspergillus sp. = -
17 Aspergillus sp. (protuberus, versicolor) + - +
18 Glaciozyma sp. (martinii) =
19 Caulobacter sp. (henricii) . -
20 Cadophora sp. (malorum) + +
D1 Rhodococcus sp. (erythropolis) + -
D2 Rhodococcus sp. (erythropolis) + -
D3 Rhodococcus sp. (qingshengii) + + (tardio) ++
D4 Acinetobacter sp. (johnsonii) + + o
D5 Arthrobacter sp. (psychrochitiniphilus) = =
D6 Rhodococcus sp. (erythropolis) - -
D7 Rhodococcus sp. (qingshengii) - - -
D8 Penicillium sp. (glabrum) + + *
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'Halo de surfactante

Figura 6.1. Halo vicleta indicador de produccidn y liberacion de biosurfactantes en la cepa
seleccionada (Pseudomonas 9) en agar CTAB/AM.

Halo de surfactante

Figura 6.2. Halo violeta indicador de produccién y liberacién de biosurfactantes en la cepa
seleccionada (Pseudomonas 14) en agar CTAB/AM.
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Tabla 6.6. Evaluacion de la produccién de surfactante por la cepa Pseudomonas 14.

Sistema Glu AM CTAB Ci2 GOA Crecimiento Biosurfactante
1 - + = # = - -
2 - - + - - - -
3 + - + + - + +
4 + - + - + bl +
5 + - - + - +4+ +
6 + - - - + +++ +
& + + + - - - -
8 + + + - + +++ +

Emulsién entre fase

» orgdnica y  acuosa
generada por el
surfactante

Figura 6.3. Produccion de surfactante por la cepa
Pseudomonas 14 en medio liquido adicionado con
GOA. Corresponde al sistema 8 de la Tabla 6.6.

En relacién a los estudios con la cepa fiingica Penicillium D8, su temperatura éptima de
crecimiento fue 25°C (Figura 6.4), por lo que se caracterizé a este hongo como sicrotolerante.
Ademas, D8 registré crecimiento en todas las fuentes de carbono evaluadas, incluso petréleo
crudo, evidenciando su potencial para ser aplicado en esquemas de biorremediacién de suelos

contaminados por distintas fuentes de compuestos derivados del petréleo (Tabla 6.8).
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Tabla 6.7. Didmetro de crecimiento de Penicillium sp. (D8) a distintas temperaturas.

Temperatura (°C)

Didmetro crecimiento (cm)

Promedio (¢cm)

4 2 2 2 2,00
10 6 6 5 567
15 10 10 9 9,67
20 14 15 14 14,33
25 17 15 16 16,00
30 13 12 14 13,00
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Figura 6.4. Perfil de crecimiento de Penicillium sp. (D8) a distintas temperaturas.

Tabla 6.8. Perfil de crecimiento de Penicillium sp. (D8) con distintos hidrocarburos como fuente de

carhono y energia.

Hidrocarburo Crecimiento

GOA®
GON®

Petroleo

+

+ 4+ o+ o+ o+ o+

+

#Gas Dil Antartico. bGas 0il Naval
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6.1.4. Discusion

El suelo antartico contaminado con hidrocarburos representa, sin lugar a dudas, una fuente
interesante de microorganismos con potencial para ser utilizados en aplicaciones
biotecnoldgicas. Todos los microorganismos identificados en este trabajo se encuentran
relacionados con otros que han sido reportados previamente como herramientas
biotecnolégicas.

La deteccion de varias cepas del género Pseudomonas en los suelos estudiados puede ser
considerada como una caracteristica habitual de dichos suelos. Los miembros de la familia
Pseudomonadaceae son reportados como frecuentes habitantes de suelos contaminados con
hidrocarburos (Cantwell y col, 1978) y han mostrado poseer una gran capacidad para
degradarlos, por lo que se los considera candidatos promisorios para el desarrollo de estrategias
de bioaumento, principalmente si se tiene en cuenta que son tipicos estrategas r, con una rapida
tasa de consumo de fuentes de energia disponible, como los hidrocarburos de estos suelos.

En el suelo contaminado, se aislé una cepa del género Caulobacter. Los miembros de este
género son bacterias prostecadas, habitan principalmente en habitats acuaticos (Maeda y col,,
2009) y estan bien adaptadas a condiciones oligotréficas, como suelen ser los suelos antarticos
(Wolf-Rainer y col,, 1999). Se ha reportado que juega un rol importante en el ciclado de materia
organica en condiciones de baja concentracion de nutrientes y baja temperatura (Stanley y col,
1987). Estos grupos bacterianos (tanto la familia Pseudomonadaceae como el género
Caulobacter) se consideran responsables de la mineralizacién de una importante fraccién de
material orgénico disuelto en ambientes acudticos.

Por otra parte, Variovorax ha sido reportado como un género prevalente en suelos antarticos
contaminados con hidrocarburos, junto con Pseudomonas, Sphingomonas y Rhodococcus (Saul y
col, 2005). El aislamiento obtenido a partir de este suelo, Variovorax ginsengisoli, fue
recientemente descripto como una especie novedosa, con actividad desnitrificante (Wan-Taek y
cal,, 2010). Si esta actividad se confirmara en el aislamiento de la cepa Variovorax obtenida,
puede convertirse en un desarrollo interesante para procesos de biorremediacién a bajas
temperaturas bajo condiciones anaerébicas.

Otra de las cepas aisladas, Sphingomonas aerolata fue reportada por Aislabie y col. (2000)
para suelos antarticos, como asi también reportada en hielo de 4.200 afios de antigliedad
(Chistner y col, 2000, 2001). Los miembros del genero Sphingomonas son cominmente
reportados para suelos de regiones frfas contaminados con hidrocarburos (Saul y col,, 2005).

En cuanto a las levaduras aisladas, Glaciozyma fue reportada para ambientes frios a lo largo
de todo el mundo, como en glaciares de los Alpes o los Apeninos, y suelos y aguas de Antartida.

Las dos especies pertenecientes a este nuevo género fueron descriptas en 2011 (Turchetti y
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col, 2011). Recientemente, Hashin y col. (2013) caracterizaron una protefna anticongelante de
Glaciozyma antarctica PI12, lo que resalta el potencial biotecnolégico que presenta este
microorganismo.

Varios de los aislamientos provenientes de los suelos contaminados fueron clasificados como
miembros del género Cadophora. Esta observacién no es sorprendente, ya que los hongos del
género Cadophora han sido aislados con frecuencia de suelos antarticos contaminados con
hidrocarburos, si bien su capacidad de catabolizar estos compuestos no siempre ha sido
confirmada (Aislabie vy col, 2014). Su aparente abundancia en suelos contaminados de areas
frias y el escaso conocimiento acerca del rol de estos microorganismos en los procesos de
degradacién de hidrocarburos convierte a estos aislamientos en sistemas de gran interés para
los futuros estudios sobre estrategias de bioaumento con suelos de Base Carlini. Ademas, otra
cepa antdrtica de esta especie mostr6 producciéon y liberacién de exudados con actividad
inhibitoria del crecimiento sobre otros hongos, como Diploidia mais (Ruberto y col,, 2011).

En cuanto alos hongos pertenecientes al género Aspergillus, son bien conocidos por su amplia
distribucion, expresion de proteinas heterélogas, produccion de toxinas y aplicacion en la
produccion de alimentos fermentados, entre otras aplicaciones. Una cepa psicrofila o
psicrotolerante de este hongo puede resultar un modelo interesante para la produccion de
enzimas activas a baja temperatura asi como diversos metabolitos secundarios.

Cryptococcus laurentii es considerado un hongo psicréfilo, con muy poco crecimiento por
sobre los 30°C y una temperatura 6ptima de crecimiento en 15°C, que es frecuentemente
encontrado en suelos antarticos (Tosi y col,, 2002). Cepas de este hongo han sido reportadas
como degradadoras de atrazina en suelos agrondmicos y propuestas como microorganismos de
gran utilidad en procesos de biorremediacion (Evy y col., 2012).

Adicionalmente, el hallazgo de cepas de varios miembros del género Pseudomonas, ademads de
Caoulobacter, Sphingomonas y Variovorax sugiere que en caso de lograr una asociacion de estos
microorganismos en el laboratorio, se tornaria en una opcién adecuada para desarrollar
herramientas biologicas para la remediacién de suelos de regiones frias. La asociacién natural
que ocurre entre microorganismos (consorcios) generada de manera artificial (en el laboratorio)
puede proveer algunas ventajas al momento de reintroducirlos en el suelo en forma de
bioaumento, sobrepasando al menos parcialmente las problemadticas que presenta este
procedimiento. La existencia de relaciones sinérgicas entre dichas cepas debe ser estudiada en
una etapa posterior.

Como ejemplo, e hipotetizando, la capacidad de Cryptococcus laurentii de metabolizar
compuestos orgdnicos recalcitrantes podria ser agregada a las asociaciones bacterianas
mencionadas previamente, reforzando el potencial degradativo de las mismas, y proveyendo al

sistema de alguna de las caracteristicas propias de los hongos, como la produccién de
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exoenzimas, la habilidad para degradar polimeros, o su alta actividad incluso con bajos niveles
de actividad de agua en el suelo.

Nuevos screenings utilizando diferentes condiciones son necesarios de manera de poder
aislar otros microorganismos que permitan una buena complementacién de esta herramienta de
biorremediaciéon. En ese sentido, aquellas bacterias que presenten una estrategia k (con la
habilidad para utilizar nutrientes escasos a largo plazo), como pueden ser las cepas de
Rhodococcus o Arthrobacter, parecieran ser a priori candidatos apropiados para dicha asociacién
en pos de buscar un proceso biodegradativo mas completo.

Las dos cepas aisladas, seleccionadas e identificadas como buenas candidatas para la
realizacion de un bioaumento en este capitulo no han sido reportadas previamente en el
continente antartico. Por el lado de Pseudomonas sp. (brenerii), si bien esta ampliamente
registrada la capacidad de produccién de biosurfactantes del género Pseudomonas (Sgrensen | y
Nybroe, 2004), la especie seleccionada en este trabajo no posee reportes previos de produccién
de compuestos tensioactivos. Sin embargo, los buenos niveles de produccién de surfactante,
sumado al buen indice de emulsificacion obtenido para el mismo en ensayos preliminares
permiten hipotetizar que la cepa en cuestion posee una gran potencialidad como complemento
de las estrategias de remediacion implementadas en este trabajo de tesis.

Finalmente, Penicillium glabrum es un hongo filamentoso ubicuo, distribuido mundialmente.
Es frecuentemente encontrado en la industria alimenticia como contaminante principal de
quesos (Pitty Hockings, 1997) y aguas (Ancasi y col., 2006; Nevarez y col., 2009). Ademads, hasta
la fecha, su uso como herramienta de biorremediaciéon es muy escaso (Tastan, 2017). Esta
especie tampoco ha sido reportada previamente en Antartida; sin embargo, la alta velocidad de
crecimiento y el buen crecimiento registrado a 10 y 15°C (temperaturas frecuentemente
registradas en suelos antarticos) indican que su uso es potencialmente factible. Adicionalmente,
la amplia versatilidad catabdlica (creciendo sobre todas las fuentes de hidrocarburos ensayadas,
incluido petréleo) y la capacidad de esporular (facilitando la generacién de niveles elevados de
biomasa necesarios para la realizacién de bioaumento) lo convierten en un gran candidato a la
hora de evaluar una segunda etapa de biorremediacion sobre los suelos contaminados.

Esta etapa del estudio representa s6lo un primer paso. Es claro que se requerirdn mas
ensayos, involucrando las cepas seleccionadas para evaluar su efectividad como herramientas
biolégicas a utilizar en una segunda etapa de un proceso de biorremediacién secuencial de estos
suelos antarticos contaminados, luego de una etapa de bioestimulacién realizada en primera

instancia.
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6.2. Parte II. Cambios en la comunidad bacteriana durante los procesos de
biorremediacion a campo

6.2.1. Introduccion

Como se describid en capitulos anteriores, la bioestimulacién involucrando la optimizacion
de variables clave como los niveles de Nitrogeno (N) y Fdsforo (P) a agregar al suelo, ha
demostrado ser un método simple, barato y efectivo para aplicar en estos suelos de Antartida
(Martinez Alvarez y col., 2017). Sin embargo, la remocién de contaminantes no es llevada a cabo
por la totalidad de la flora microbiana, ya que sélo ciertos grupos prevalecen por sobre otros, en
una dindmica compleja durante la cual algunos grupos microbianos dominan, muchas veces de
manera transitoria, el proceso de remediacién. Conocer y comprender esta dinamica permitiria
no s6lo obtener informacién importante del proceso, sino también habilitarfa la posibilidad de
favorecer a aquellos grupos mas adecuados en el momento oportuno y asi, al menos
hipotéticamente, incrementar la eficiencia de remocién de contaminantes. Por estas razones, la
comprensién de los cambios que sufren las comunidades microbianas de suelos los bajo el
tratamiento de biorremediacién a campo es crucial para alcanzar resultados 6ptimos. Entender
la dindmica de la comunidad microbiana es también relevante si se piensa en una potencial
estrategia secuencial del tratamiento. En esta parte del capitulo, se analizan los cambios en la
comunidad microbiana de suelos antarticos crénicamente contaminados con gasoil a lo largo de
un proceso de bioestimulacién on-site, comparando los dos sistemas de biopilas dispuestos en

los ensayos descriptos en el Capitulo 4.

6.2.2. Materiales y métodos

El suelo para la conformacién de las biopilas se obtuvo de la zona circundante a los tanques
de almacenamiento de gasoil en la Base Carlini (Arg.) como se describid en la seccion 4.2.1. Se
tomaron muestras cada 10 dfas, durante un periodo de tratamiento de 40 dfas (5 muestreos por
biopila), durante la campafia antartica de verano 2013/2014. El ADN gendmico total fue

extraido del suelo mediante el uso de un kit apropiado (Mobio, Power Soil).

6.2.2.1.  Construccién de la biblioteca de amplicones 16S rRNA

La composicién de la biblioteca involucrd dos reacciones de PCR distintas: una PCR de
amplicones y una PCR index. Durante la PCR de amplicones, el ADN extraido y purificado fue

utilizado como templado para los siguientes primers:

Martinez Alvarez Pagina 134



Capitulo 6 - Diversidad microbiana Troll (Noruegaj 72°00'42"S 2°32'06"E

5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3'

y
5"-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3,

en donde la regién subrayada representa la secuencia de nucleétidos del adaptador overhang,
mientras que la region no subrayada representa el blanco de secuencias locus-especificas de la
region conservada del dominio V3 y V4 del rARN 16S. Estas secuencias fueron disefiadas en base
a un par de primers reportados previamente, que presentaban una cobertura mayor a nivel de
phyla para las bibliotecas de amplicones de alrededor de 500pb (Klindworth y col, 2013). La
mezcla de reaccién de la PCR y las condiciones de ciclado se muestran en las Tablas 6.9 y 6.10
respectivamente. La amplificacién se realizé en un Mastercycler Nexus (Eppendort, Hamburg,

Germany).

Tabla 6.9. Composicién de la mezcla de reaccién de la PCR.

Reactivo Volumen (pl)
AND Metagendémico (5 ng/pl) 2,5
Primer Forward (1pM) 5,0
Primer Reverse (1uM) 5,0
2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix: 12,5

i de KAPA Biosystems, Woburn, MA, USA.

Tabla 6.10. Condiciones del ciclado de la PCR de amplicones del ADN obtenido de los suelos de las

biopilas.

Paso Nimero de ciclos Temperatura (°C) Duracion
Desnaturalizacién inicial 1 95 3 min
Desnaturalizacién 95 30s
Annealing 25 55 30s
Extension 72 30s
Extension final 1 72 5 min
Hold - 4

Martinez Alvarez Pagina 135



Capitulo 6 - Diversidad microbiana Sarie Marais (Suddfrica) 72°01'35"S 2°48'18"W

Los productos amplificados resultaron en una secuencia de aproximadamente 550 pb. Los
amplicones fueron centrifugados a 1000 x g a 20°C durante 1 min para colectar la condensacién
y luego purificados usando perlas Agencourt AMPure XP. Para la elucién, se usaron 52,5 pl de
Tris 10 mM (pH 8,5). Posteriormente, 50 pl del sobrenadante se transfirieron a tubos de
microcentrifuga. Durante la PCR index, se utilizaron 5 pl del amplicon purificado. La mezcla de
reaccion para esta PCR se muestra en la Tabla 6.11. La mezcla fue mezclada vigorosamente 10
veces mediante pipeteo y centrifugacién a 1000 x g a 20°C durante 1 min. La amplificacién se
realizé en un Mastercycler Nexus siguiendo las condiciones de ciclado resumidas en la Tabla
6.12. Luego de la amplificacion, la biblioteca de amplicones fue purificada utilizando perlas
Agencourt AMPure XP. 27,5 pl of 10 mM Tris (pH 8,5) fueron utilizados como buffer de elucién y
25 pl del sobrenadante fueron transferidos a un tubo de microcentrifuga. La calidad de la
biblioteca de amplicones fue validada corriendo 1 pl de una dilucién 1:50 en un Chip de Alta
Sensibilidad para ADN (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) y visualizado en un
Bioanalizador Agilent Technologies 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). La
distribucion de fragmentos esperada para la biblioteca de amplicones se encontraba alrededor
de las 630 pb. Adicionalmente, la cantidad de ADN en la biblioteca fue determinada utilizando un

Fluorémetro Qubit® 2.0,

Tabla 6.11. Composicion de la mezcla de la PCR index.

Reactivo Volumen (pl)
Amplicon 5

Nextera XT Index Primer 1 (N7xx)? 5

Nextera XT Index Primer 2 (S5xx)? 5

2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix® 25

Agua grado PCR 10

* de Nextera®™ XT Index kit (Illumina, San Diego, CA, USA).
" de KAPA Biosystems, Woburn, MA, USA,

Tabla 6,12, Condiciones de ciclado para la PCR index.

Paso Niimero de ciclos Temperatura(°C) Duracion
Desnaturalizacién inicial 1 95 3 min
Desnaturalizacion 95 30s
Annealing 8 55 30s
Extension 72 30s
Extension final 1 72 S5 min
Hold - 4 -
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6.2.2.2. Normalizacién de la biblioteca de amplicones del 16S, pooling,
desnaturalizacién y carga de muestra en MiSeq

La concentracion de ADN fue calculada en base a la concentracién y tamafio de los amplicones
de ADN determinados en el Fluordmetro Qubit® 2.0 y el Bioanalizador Agilent Technologies

2100, respectivamente, utilizando la ecuacion:

A

= 108
660 x tamafio promedio de la biblioteca

donde C es la concentracion de ADN (nM) v A es la concentracién de amplicones de ADN in
ng/pl.

La biblioteca de amplicones fue normalizada a 4 nM mediante dilucién con 10 mM Tris (pH
8,5). Aquellas bibliotecas con indices tinicos fueron combinadas al mezclar 5 pl de la solucién de
ADN diluida de cada biblioteca. La generacién de los clusters fue preparada utilizando el Kit de
Reactivos v3 para MiSeq® (600 ciclos) (Illumina, San Diego, CA, USA). En este paso, las
bibliotecas de amplicones combinadas fueron desnaturalizadas mediante el agregado de 0,2N
NaOH en un tubo de microcentrifuga. La solucién resultante fue mezclada en vortex y
centrifugada a 280 x g a 20°C por 1 min. Luego se incubé 5 min a temperatura ambiente para
lograr la desnaturalizacion del ADN en cadenas simples. Al tubo de muestra conteniendo el ADN
desnaturalizado se le agregaron 990 ul de buffer de hibridacién HT1 generando una solucién con
concentracion final de 4 pM de ADN desnaturalizado en 1 mM de NaOH. La solucién se invirtié
reiteradas veces y se centrifugd para asegurar un correcto mezclado. La biblioteca de
amplicones desnaturalizada y diluida fue luego colocada en hielo para combinarla con la
biblioteca PhiX,

La biblioteca PhiX fue diluida hasta 4 nM con 10 mM de buffer Tris (pH 8,5) y desnaturalizada
siguiendo el mismo protocolo que la biblioteca de amplicones. 30 pl de este control
desnaturalizado y diluido fueron mezclados con 570 pl de la biblioteca de amplicones. La
biblioteca combinada fue luego incubada a 96°C durante 2 min. Los tubos se invirtieron 1 o 2
veces luego de la incubacidn y se colocaron inmediatamente en hielo durante 5 min previo a ser

cargados en el secuenciador.
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6.2.2.3. Secuenciacién de los amplicones de 16S rRNA

La biblioteca combinada (conteniendo el control PhiX) fue cargado en el MiSeq y sometida a
una secuenciaciéon multiplex 2 x 300 pb con bordes apareados usando un secuenciador Illumina
MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA) disponible en el High Impact Research Institute at the
University of Malaya (Malasia).

6.2.2.4. Procesamiento de las secuencias obtenidas

Las secuencias resultantes fueron procesadas utilizando el software Qiime®, incluyendo un
chequeo de control de calidad para descartar las secuencias no aptas para ser analizadas. El

procesamiento (pipeline) utilizado incluia:

Funcién QC: El primer paso incluyd un control de calidad de las secuencias obtenidas, a
través de la plataforma FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/),
que realiza una evaluacién de la calidad de cada uno de los pares de bases identificados, en su
posicion determinada, evaluado para las secuencias generadas por cada uno de los primers
utilizados sobre cada muestra (2 secuencias por muestra, primer forward y primer reverse). Por
la naturaleza de la secuenciacion, este “score” decae al acercarse a los pares de base finales de la
secuencia. En este caso, un score de 30 en el Quality Control (QC) fue establecido como
parametro, por lo que el largo de las secuencias fue delimitado por la primera base con un valor
de QC menor a 30. Este paso gener6 en promedio el descarte de un 4,57% de las secuencias
(16.141 secuencias descartadas de un total de 352.975)

Funcién Paired: A continuacién, se emparejaron las secuencias generadas por cada primer
para una misma muestra mediante la funcién “paired”. Este paso generé secuencias unificadas
por muestra, por medio de la superposicién de las secuencias generadas por los primers forward
y reverse, y expresada en lenguaje FASTA

Funcién Dereplication: Una vez obtenida las secuencias correspondiente a cada muestra en
formato FASTA, se identificaron las secuencias unicas de manera de evitar contemplar copias de
una misma secuencia en los analisis posteriores. Se obtuvo un promedio de 27.375 secuencias
Unicas por muestra.

Funcién descarte de singletones: Es este paso, se descartaron aquellas secuencias que

aparecian un nimero muy bajo de veces ya que pueden deberse a errores de la secuenciacion.
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En este caso en particular, se descartaron aquellas secuencias que presentaban una
abundancia menor a5 en la base de datos.

Funcién chimera: Se consideran quimeras a las secuencias que aparecen como la fusién de
otras dos o mas secuencias formadas durante la PCR (Smith y col., 2010; Thompson y col., 2002;
Meyerhans y col, 1990; Judo y col, 1998; Odelberg, 1995). Mediante este paso, se descartaron
606 (2,7%) secuencias por presentar formaciones quiméricas, dejando 21.686 secuencias aptas
en promedio por muestra.

Funcién cluster: A cada una de las secuencias obtenidas, se les adjudicé un OTU (Unidad

Taxonémica Operativa), con un determinado grado de rigurosidad. En este caso, al tratarse de la
region hipervariable Vz-V, del gen del 16S rRNA, se consider6 apropiado utilizar un valor laxo de
agrupamiento, por lo que los OTU’s fueron asignados con una rigurosidad del 95%.

Funcién assign taxonomy: Una vez obtenida la tabla de OTU’s para cada muestra, se les
asigné su grupo taxondémico comparandolas con las secuencias contenidas en la base de datos
Silva rRNA Database Project (https://www.arb-silva.de) para bacterias. Se consideré un 97% de
similitud como valor de corte para establecer la filiacion de cada secuencia a nivel de género.

Los resultados fueron luego procesados con el software R para su analisis estadistico.
Mediante el uso del paquete estadistico vegan, se calcularon indices de diversidad microbiana en

las muestras en estudio (indices de Shannon, Simpson e inversa de Simpson).

6.2.3. Resultados

Para la realizacién e inclusion de los graficos correspondientes a la biblioteca de amplicones,
y para una visualizacién mas clara, solamente se tuvieron en cuenta aquellos grupos bacterianos
que representaron al menos el 1% del total de las secuencias en algliin momento del ensayo
(desde el tiempo inicial 0 hasta los 40 dias), tanto para el sistema BS como el CC.

Las curvas de rarefaccién dan una idea clara y grafica acerca de si la cantidad de secuencias
obtenidas luego de la secuenciacion es satisfactoria para las muestras evaluadas. Esto se
visualiza como un comportamiento asintético de las secuencias de cada muestra hacia un valor
maximo. Las asintotas obtenidas evidencian que se alcanzd una cobertura apropiada de las
secuencias presentes en la muestra, y que un mayor nimero de secuencias evaluadas ya no
redundara en un mayor nimero de OTU’s descriptos. En este caso, todas las muestras fueron

satisfactoriamente cubiertas en cuanto a sus secuencias (Figura 6.5).
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Figura 6.5. Curvas de rarefaccion para la secuenciacion de las muestras evaluadas.

La riqueza (S) del suelo de los tratamientos, evaluada como la cantidad de OTU’s diferentes
obtenidos luego de la secuenciacién, se mantuvo alrededor de los 800 OTU’s a lo largo de todo el
ensayo, tanto para BS como para CC, con un leve descenso en el niimero hacia el final del ensayo
(Tabla 6.13). Cuando se compara la riqueza observada con la riqueza esperada (chaol), casi no
se registran diferencias en el nimero de OTU’s obtenido en comparacién con el esperado,

indicando nuevamente que la secuenciacion presenté valores de cobertura muy satisfactorios.

Tabla 6.13. Riqueza (S) observada y riqueza estimada (chaol) para cada muestra, calculada como
ntiimero de OTU’s diferentes obtenidos.

BSO BS10 BS20 BS30 BS40 CCO CC10 CC30 CC40
S,observado 800 801 796 792 791 801 799 792 795
S,chaol 801 802 797 796 799 804 799 79 800

Los resultados de la biblioteca de amplicones mostraron que en la biopila control (CC), la
comunidad bacteriana permanecio practicamente sin cambios significativos durante todo el
periodo experimental (Figura 6.8), mientras que el sistema BS (en el que se alcanzé mas de un
75% de remocién de hidrocarburos) evidencié considerables cambios en la proporcion de
algunos de los géneros bacterianos a lo largo del tiempo (Figura 6.7). El cambio mas significativo
en el sistema BS consisti6 en un temprano incremento del género Pseudomonas sp.,
especialmente notorio entre los dias 10 y 20 de tratamiento, que elevé en aproximadamente un
10% (de 20,6% a 29,8% de las secuencias totales obtenidas) la proporcion de los integrantes de
este género dentro de la comunidad. Esta dominancia del género Pseudomonas se fue atenuando
progresivamente hasta alcanzar un 11% al final del tratamiento. El incremento de los miembros

del género Pseudomonas parecio estar principalmente acompafiado por un descenso del género
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Sphingomonas, cuyos miembros han sido frecuentemente reportados como habitantes de suelos
contaminados y que se mantuvo como el principal grupo presente en el suelo CC durante todo el
ensayo (alrededor del 15%). Ademas, el incremento del género Pseudomonas fue acompafiado
también por un notorio incremento (de 3,5% a 21% aproximadamente) de Rhodococcus sp.
entre los dias 10 y 20 (que se mantuvo hasta el final del ensayo) y de Rhodanobacter sp. entre los

dias 20 y 40 del experimento.

#O0tros

Sistema BS m Yersinia

m Other Enterobacteriaceae

100% © Ambiguous taxa Alcaligenaceae
" # Other Sphingomonadaceae
90% ® Flavobacterium
. W Arthrobacter
80% m Brevundimonas
- m Rhizobacter
0% ® Sulfuritalea
B m Alkanindiges
60% B Oryzihumus
<o m Massilia
® B uncultured Comamonadaceae
- B Other Burkholderiales
40% ®m Polaromonas
30% ® Blastocatella
m Other Comamonadaceae
20% m Other Microbacteriaceae
m Williamsia
10% m Sphingohium
® Rhodanobacter
0%

B Mycobacterium
B Nocardioides

B Lysinimonas

® Sporosarcina

B Rhodococcus

m Sphingomonas
m Pseudomonas

Tiempo (Dias)

Figura 6.7. Géneros bacterianos mayoritarios a lo largo del ensayo para el sistema bioestimulado (BS).
Muestreos tomados cada 10 dias (del dia 0 al dia 40).
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Figura 6.8. Géneros bacterianos mayoritarios a lo largo del ensayo para el sistema control (CC).
Muestreos tomados cada 10 dias (del dia 0 al dia 40). El muestreo correspondiente al dia 20 no se
incluye por problemas metodolégicos.
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Figura 6.9. Familias bacterianas mayoritarias a lo largo del ensayo para el sistema control (CC).
Muestreos tomados cada 10 dias (del dia 0 al dia 40). El muestreo correspondiente al dia 20 no
se incluye por problemas metodolégicos.
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Figura 6.10. Ordenes bacterianos mayoritarios a lo largo del ensayo para el sistema control (CC).
Muestreos tomados cada 10 dias (del dia 0 al dia 40). El muestreo correspondiente al dia 20 no se
incluye por prohlemas metodoldgicos.
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Figura 6.11. Clases bacterianas mayoritarios a lo largo del ensayo para el sistema control (CC).
Muestreos tomados cada 10 dias (del dia 0 al dia 40). El muestreo correspondiente al dia 20 no
se incluye por problemas metodalégicos.
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Figura 6.12. Filos bacterianos mayoritarios a lo largo del ensayo para el sistema control (CC).
Muestreos tomados cada 10 dias (del dia 0 al dia 40). El muestreo correspondiente al dia 20 no
se incluye por problemas metodolégicos.
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Respecto a los valores de diversidad microbiana obtenidos en las biopilas, puede observarse
en la Figura 6.13 que los tres indices (Shannon, Simpson e inversa de Simpson) indicaron que la
diversidad es menor en el sistema BS a lo largo de todo el ensayo, con un importante descenso
en sus valores alrededor de los 20-30 dias. Puede observarse que los valores de diversidad
partieron desde un nivel menor para el sistema BS tras el agregado de los nutrientes. Hacia el
tiempo final (40 dias) los valores de diversidad aumentaron en todos los sistemas, pero en

ningilin caso alcanzaron los valores iniciales (Figura 6.13).

indices de diversidad
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Figura 6.13. indices de diversidad microbiana calculados a partir de los OTU’s
obtenidos para cada muestra. Los indices de Shannon (e) y Simpson (o) se
corresponden al eje Y de la izquierda, mientras que Simpson Inverso (m)
corresponde al eje Y de la derecha.

Por ultimo, el dendrograma resultante del arbol de clasificacién de las muestras originado
por el paquete vegan en el software estadistico R, muestra que el tiempo final del ensayo (BS 40)
fue el que mas se diferencid del resto de las muestras (Figura 6.14). Ello indica que el agregado
de sales no solo produce un cambio inicial en las comunidades de dichos suelos, sino que dicho
cambio se mantiene e incluso se acentda a lo largo del tratamiento. Por ende, las diferencias
entre las comunidades se hacen mayores en el transcurso de la biodegradacion del
contaminante, alcanzando una estructura significativamente diferente con respecto al suelo no

tratado.
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Figura 6.14. Dendrograma mostrando el agrupamiento de las diferentes muestras
de acuerdo a su similitud.

6.2.4. Discusion

Los datos recolectados en este capitulo demuestran que los procesos de biodegradacién de
un contaminante (en este caso, hidrocarburos derivados del petréleo) acarrean consigo un
amplio abanico de cambios asociados en las comunidades microbianas asociadas a los mismos.
Ha quedado en evidencia que no solo la presién de selecciéon que ejerce el contaminante es
determinante de la comunidad del suelo, sino que la optimizacién de las condiciones fisico-
quimicas del mismo a través de la bioestimulacién efectuada, desencadena cambios en la
comunidad que persisten e incluso se profundizan a lo largo del proceso de remediacién, hasta
alcanzar estados significativamente distintos de aquellos de los que partieron.

El estudio particular de las comunidades presentes en el suelo tratado de las biopilas
presentadas en el Capitulo 4, permite observar que el agregado de sales gatilla un efecto casi
inmediato sobre las comunidades, evidenciado por las diferencias registradas entre BS0 y CC 0
en todas las categorias taxonémicas (Figuras 6.7 a 6.12), Estas diferencias son detectadas incluso
sOlo unas pocas horas después del agregado del N y P (luego del mezclado de las biopilas),
momento en que se tomaron las muestras de suelo de tiempo 0. Por més que este cambio tan
rapido parezca dificil de justificar desde el punto de vista de la cinética de crecimiento de los

microorganismos, comportamientos similares han sido observados en reiteradas ocasiones par
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miembros del grupo de trabajo en el cual estd inmerso este trabajo de tesis. Estos resultados
abren una muy interesante puerta a estudios mas profundos a fin de intentar comprender los
motivos de estos cambios tan rapidos de la microbiota al agregado de nutrientes.

La evaluacion de las etapas méas avanzadas del proceso mostraron que los géneros
Pseudomonas y Rhodococcus parecen responder a una dindmica de estrategas r y k,
respectivamente (van Elsas y col,, 2007), donde los primeros explotan un recurso abundante e
incrementan su participacién en la comunidad para luego ceder la dominancia a los segundos,
que proliferan en condiciones de menor abundancia y de manera mas estable. Si bien las
condiciones en las cuales comienza el incremento de Rhodococcus (dias 10 a 20) parecen distar
de poder ser consideradas de escasez; ya que la concentracion de hidrocarburos presente en el
suelo era alrededor de 880 mg kg' (lo que representaria un recurso aun abundante en
comparacion con las condiciones naturales del suelo pristino); las caracterfsticas quimicas de los
contaminantes remanentes, su interaccién con el suelo y por ende su biodisponibilidad podrian
estar favoreciendo, a partir del dia 20, el desarrollo de microorganismos con una estrategia de
crecimiento de tipo lento (k), como lo son los miembros de este género. Podria hipotetizarse
también, que los miembros de este género, y de otros géneros que proliferan en tiempos mas
avanzados de tratamiento, son capaces de degradar compuestos diferentes (quizas mas
complejos) que los que degradan microorganismos con una rapida tasa de crecimiento, o incluso
degradar intermediarios resultantes del metabolismo de ellos.

Por otro lado, en relacién al incremento del genero Rhodanobacter, (partiendo del 2% hasta
llegar a aproximadamente el 13% del total de las secuencias), miembros de este género han sido
reportados como resistentes a condiciones exigentes de pH e incluso a la presencia de metales
pesados, ademas de ser capaces de llevar a cabo un proceso de desnitrificacién completo
(Prakash y col., 2012). La capacidad de eliminar NOs- como N3 debe ser tenida en cuenta en un
proceso que suplementa N como estrategia de bioestimulacién y de ahi la importancia de
comprender la dindmica de este género. Otro de los géneros que presenta un incipiente aumento
hacia el final del ensayo es Alcaligenes sp. Este grupo también ha sido reportado como habitante
de suelos contaminados con hidrocarburos (Sun y col,, 2017) y con la capacidad metabdlica de
degradarlos. Sin embargo, el dato mas llamativo es el incremento de éste género en suelos que
han sido tratados mediante el agregado de nutrientes (Vifias y col, 2005), indicando que sus
miembros adquieren un rol activo en la degradacién de los compuestos que resultan
recalcitrantes a los géneros dominantes previos.

Es importante destacar la estabilidad demostrada en la comunidad bacteriana del sistema CC.
Por un lado, permite visualizar la estructura de la comunidad y la dindmica bacteriana del suelo
estudiado en condiciones “no perturbadas”, es decir, sin el agregado de sales. Por otro lado, la

estabilidad de los amplicones obtenidos en el sistema CC a lo largo del tiempo garantiza que la
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metodologfa utilizada para la extraccién de ADN y generacién de la biblioteca de amplicones es
robusta y correcta, validando los resultados obtenidos en este capitulo. En estos suelos
contaminados de forma crénica en Base Carlini Sphingomonas y Pseudomonas fueron los géneros
bacterianos mas abundantes durante los 40 dias del ensayo (Figuras 6.7 y 6.8). Ambos grupos
son conocidos por su capacidad de utilizacién de hidrocarburos derivados del petréleo como
fuente de carbono y energia (Leys y col,, 2004; Sgrensen y Nybroe, 2004) y su dominancia en
estos suelos podria ser indicadora del caracter crénico de la contaminacion de los mismos.

Los tres indices indicadores de diversidad calculados a partir de las secuencias permiten
alcanzar las mismas conclusiones. El impacto de un contaminante sobre una matriz
habitualmente genera una reduccién en su diversidad (Mukherjee y col., 2014; Xie y col.,, 2016),
ya que resulta en una presion de selecciéon que favorece a aquellos microorganismos con
capacidad para tolerar y/o degradar dicho contaminante, en desmedro de aquellos que no
poseen esa capacidad. En este caso, adicionalmente, el agregado de sales de N y P llevado a cabo
para la bioestimulacién también parece haber generado un impacto sobre la flora del suelo como
se menciond previamente, ya que los indices de diversidad del sistema BS parten de un valor
menor al del sistema CC ya desde el inicio del experimento. Esa diferencia en la diversidad se
mantiene a lo largo de todo el ensayo, siendo siempre menor para el sistema bioestimulado. Este
efecto podria indicar que sélo una porcion de la flora habitante del suelo es capaz de aprovechar
el agregado de los nutrientes para degradar los hidrocarburos, y dicha porcion es seleccionada
positivamente por sobre otras sin esa capacidad catabdlica. Hacia el dfa 20 del ensayo, hay un
drastico descenso en los indicadores de diversidad en el sistema BS, coincidente con el marcado
aumento de la proporcién de Rhodococcus y Rhodanobacter. Todos estos efectos sobre la
comunidad se confirmaron, a su vez, con el andlisis del dendrograma de las muestras de acuerdo
a su similitud, en cual se evidencian claramente dos grupos principales: por un lado, las
muestras pertenecientes a los controles a lo largo de todo el ensayo, junto a los tiempos iniciales
(0 y 10) del sistema bioestimulado; y por otro, los tiempos finales de dicho sistema (20, 30 y 40).
El drastico descenso mencionado previamente en los indicadores de diversidad coincide pues
con el inicio de una nueva rama en el arbol de diversidad sugiriendo un cambio marcado de
abundancias en la comunidad bacteriana del sistema BS a partir de ese tiempo. Ese cambio de
dominancia no solo reduce la diversidad del sistema, sino que ademas empieza a generar una
diferenciacion mas profunda respecto de los tiempos anteriores asi como también del sistema
CC. Puede observarse a su vez que esa diferenciacién alcanza su maximo a tiempo final (BS 40),
luego de una progresion constante en el tiempo, en la cual, mientras mas tiempo transcurria del
experimento, mas se diferenciaban las comunidades de las biopilas entre si. La comunidad
presente en BS 40 resulta ser por lo tanto la mas distintiva de todos los tiempos evaluados, al

igual que reportara Vazquez y col. (2009) trabajando en sistemas similares sobre suelos
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antarticos. Estos datos permiten concluir que la biocestimulacién llevada a cabo no solo
incrementa los valores de remocidn de hidrocarburos obtenidos por el mero balanceo de la
relacién C:N:P como se concluyera en el Capitulo 3, sino que acarrea ademas un cambio
profundo en la estructura y jerarquias de dominancia de la comunidad bacteriana, generando
una especializacibn de sus componentes hacia la degradacién del contaminante. El
entendimiento de dichos cambios representa un paso clave para asegurar esquemas de

bioestimulacién atin mas eficientes.

6.3. Conclusidn

La bisqueda realizada en este capitulo se hallaba centrada en la obtencién de cepas
microbianas con capacidades metabdlicas tales que las tornen en candidatos aptos para
enfrentar una segunda etapa en el proceso de biorremediacion desarrollado en los capitulos
previos. La seleccién de cepas con buena produccién de tensioactivos de indole biolégico o con
buena cinética y diversidad catabdlica realizadas en este Capitulo, constituyen el primer paso en
el desarrollo de la estrategia de bicaumento secuencial propuesta en este trabajo. En adelante,
se necesitaran desarrollar mas estudios en pos de definir la utilidad y eficiencia de los
microorganismos elegidos en aumentar los niveles de remocién de hidrocarburos de suelos
antarticos.

Por otro lado, el andlisis de las secuencias de amplicones de 16S rARN realizado en la
segunda parte de este Capitulo, permitié dilucidar, al menos parcialmente, la dinamica que sigue
la estructura de la comunidad bacteriana a lo largo de un proceso de bioestimulacién en biopilas
como el realizado en el Capitulo 4. El comportamiento que siguieron los géneros Pseudomonas,
Rhodococcus y Rhodanobacter permitio identificar una tipica estrategia del tipo r/k a lo largo de
la remediacién de los suelos. Ademas, se pudo identificar un claro efecto del agregado de las
sales de N y P sobre la comunidad de los suelos, alterando su dindmica de manera casi
inmediata. Por ultimo, la comunidad microbiana del sistema control permanecié practicamente
inalterada a lo largo de todo el ensayo, sugiriendo que: i) el agregado de sales en forma de
bioestimulacion es el principal conductor de los cambios encontrados en las comunidades del
suelo a lo largo del tratamiento; y ii) la mera aireacién del suelo no produce cambios

sustanciales en su comunidad.
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7.1. Resumen

Los enormes niveles de produccién y consumo de combustibles derivados del petréleo a lo
largo de todo el mundo generan indefectiblemente episodios de contaminacion. La Antartida no
se ve exenta de esta problematica, con numerosos eventos registrados a lo largo de los afios en
suelos, aguas y sedimentos de este continente, como consecuencia de las actividades de
almacenamiento y transporte de combustible que alli se realizan para la generacion de
electricidad y el movimiento de vehiculos. Para recuperar estos suelos de la contaminacién se
cuenta con numerosas técnicas, basadas en diferentes fundamentos. Entre ellas, la
biorremediacion resulta la mas adecuada, al remover el contaminante en niveles elevados, de
forma amigable con el medio ambiente, a un costo considerablemente bajo, y sobre todo, sin un
requerimiento significativo de infraestructura y logistica, caracteristica clave para el desarrollo
de estos tratamientos en el continente antartico.

Particularmente para los suelos de este continente, la biorremediacion es llevada a cabo
principalmente por microorganismos. Dada la legislacién que rige sobre la Antirtida, dichos
microorganismos deben ser autdctonos, lo que junto con las estrictas condiciones ambientales
obliga al desarrollo de procesos de biorremediacién con microorganismos sicroéfilos o
sicrotolerantes. El desafio consta, por ende, en alcanzar una alta eficiencia de remocién on-site
que permita la recuperacién de la matriz contaminada, a partir de la utilizacién de dichos
microorganismos. Este desarrollo presentaria la ventaja de no requerir costosos procesos de
calefaccidn ni de traslado del suelo.

El objetivo de este trabajo de tesis fue el desarrollo de procesos eficientes de recuperacién de
suelos contaminados con hidrocarburos, mediante una optimizaciéon previa de las variables
clave del proceso de bioestimulacion, y el posterior escalado del proceso a campo en condiciones
operativas reales en una base antartica argentina. La optimizacion comprendi6 hallar la relacién
C:N:P que maximizara la remocién de los hidrocarburos por parte de la flora microbiana
habitante del suelo, utilizando la metodologia estadistico-matemaética de Superficie de Respuesta
a escala laboratorio.

Una vez obtenida esta relacion que optimizo la remocioén, se evalud el desempefio de la
estrategia a campo, bajo condiciones operativas y ambientales reales y a escalas mayores.. Para
ello, se conformaron biopilas in-situ en una base antartica argentina durante los meses de
verano 2013/2014. El disefio de las biopilas fue en forma de piramide truncada debido a su
buena relacién superficie/volumen. En ellas, el suelo se dispuso sobre geomembranas de alta
densidad, inertes frente a hidrocarburos y que evitan el lixiviado o diseminacién del

contaminante. El disefio probé ser adecuado para el tratamiento on-site de los suelos, asi como
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también lo fue la relacién C:N:P optimizada, alcanzandose niveles de remocidn del contaminante
superiores al 75% en apenas 40 dias de tratamiento.

A fin de evaluar la reproducibilidad de este desarrollo, el disefio fue replicado al afio
siguiente, durante el verano 2014/2015. Ademas de analizar el desempefio del nuevo
tratamiento, se evalud la influencia de distintas variables sobre la eficiencia del mismo, sobre
todo de factores como la temperatura ambiente, la temperatura de las biopilas y del suelo, las
horas de sol, la concentracion inicial del contaminante y la conductividad, entre otras. Estas
variables, a diferencia de lo que ocurre en el laboratorio, donde la posibilidad de control es
mucho mayor, frecuentemente no son controlables en los ensayos a campo. Este estudio
permitié dilucidar no sélo el rol que las variables ambientales y fisicoquimicas tienen en los
ensayos de biorremediacién a campo en la Antértida, sino también su influencia sobre los
aspectos bioldgicos del proceso. En ese sentido, las temperaturas alcanzadas dentro de las
biopilas (vinculadas fuertemente a las horas de sol totales recibidas) resultaron clave en los
valores de eficiencias alcanzadas. Ademas, si bien el nivel inicial de contaminacién del suelo
mostro influir sobre la eficiencia del proceso, esta variable no puede ser controlada en el
desarrollo elegido, pero bien puede conocerse de antemano el desempefio que dichos niveles
puedan tener a lo largo de distintos niveles de contaminacién. Esta comprensién permitira
planear y disefiar los tratamientos on-site con mayor conocimiento de la situacién, buscando
maximizar su eficiencia.

Adicionalmente, el estudio de los géneros microbianos habitantes de estos suelos, asi como el
conocimiento de sus capacidades catabdlicas puede contribuir enormemente al desarrollo de
esquemas mixtos y/o secuenciales de biorremediacién. Por un lado, conocer las dindmicas de las
comunidades bacterianas en los suelos tratados permite dilucidar y comprender el rol que cada
género o grupo bacteriano cumple en cada uno de los estadios del tratamiento. Este estudio
permitié entender que las alternancias en la comunidad bacteriana entre estrategas r (como
Pseudomonas sp.) y estrategas k (Rhodococcus sp.) resultaron ser los principales cambios que
sufre la comunidad a lo largo de un proceso de biorremediacion. Estos cambios se deberian por
ende a una degradacion diferencial de los hidrocarburos a manos de cada uno de esos grupos.
Por otro lado, el aprovechamiento de cepas con capacidad de produccion de biosurfactantes o
aquellas con una alta velocidad de crecimiento y amplias capacidades catabdlicas, puede
considerarse de un gran interés para complementar la bioestimulacién previamente ensayada.
El bicaumento secuencial (posterior a la bioestimulacion) realizado con cepas con estas
capacidades presenta el potencial de poder aumentar la eficiencia de remocion total del
tratamiento, al verse favorecida la degradacién de aquellos compuestos que resultaron
recalcitrantes en la primera etapa de bioestimulacién. Las cepas de Pseudomonas sp. y Penicilium

sp. aisladas, identificadas y caracterizadas en este trabajo de tesis presentan dicho potencial.
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Los resultados, herramientas bioldgicas y conclusiones obtenidos de este trabajo de tesis
permiten afrontar exitosamente el tratamiento de suelos antarticos contaminados (y de regiones
frias en general a lo largo de todo el mundo) en procesos on-site en Antartida, haciendo
innecesario el transporte de los mismos fuera del area antartica para su tratamiento, reduciendo

el costo de su tratamiento y, por ende, aumentando su factibilidad.
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8.1. Conclusiones generales

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis y el anilisis realizado sobre ellos

permiten concluir que:

e Es posible realizar procesos de biorremediaciéon de suelos contaminados con
hidrocarburos on-site en el continente antirtico bajo condiciones climaticas
adversas. Estos procesos son factibles debido al aprovechamiento del potencial
catabdlico de microorganismos sicrotolerantes. En estas condiciones puede
alcanzarse una eficiencia de remocién de hidrocarburos de al menos 80%, en
tiempos acordes con el corto periodo estival antartico.

e La optimizacion a escala laboratorio de la relacién C:N:P asociada a una estrategia
de bioestimulacién, aumenta considerablemente la eficiencia del proceso y es
indispensable para lograr altos niveles de remocién. Adicionalmente, el uso de la
herramienta estadistica de la Superficie de Respuesta permitié obtener dicha
relacion dptima involucrando un ntimero reducido de unidades experimentales y
obteniendo una muy buena robustez estad{stica.

e El uso de geomembranas de alta densidad para conformar biopilas, resulté en una
estrategia apropiada para el tratamiento de suelos contaminados con
hidrocarburos on-site. El disefio elegido proveyd no so6lo de aislamiento del suelo
circundante, evitando lixiviados y proporcionando una buena relacién
superficie/volumen, sino que ademas generd un efecto de proteccion térmica
sobre el suelo tratado que favorecié la biodegradacién de los hidrocarburos por
parte de la microflora habitante del suelo. De esta forma, se alcanzaron valores de
remocion superiores al 75% en apenas 40 dias de tratamiento.

e La repeticion del ensayo al afio siguiente, permiti6 evaluar la reproducibilidad del
método, e identificar aquellas variables (ya sea ambientales, fisicoquimicas o
biolégicas) que afectan de forma mas significativa la eficiencia de remocién de
hidrocarburos en los ensayos a campo realizados. En ese sentido, tras la obtencién
de valores de remocién moderadamente menores durante la repeticién de dicho
ensayo, se arribé a la conclusion de que las factores que parecen tener mayor
efecto sobre dicha eficiencia de remocidn incluyen: i) la temperatura del suelo
dentro de la biopila (variable asociada a la temperatura del suelo y las horas de sol
totales); ii) los valores de recuentos de bacterias totales y degradadoras

alcanzadas en el suelo, asi como también la actividad biolégica de los suelos
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tratados (ambas variables estdn estrechamente vinculadas) y; iii) la concentracién
inicial del contaminante, afectando la linealidad de la relacién optimizada C:N:P.

¢ Durante el desarrollo del tratamiento en biopilas, miembros del género
Pseudomonas llevarian a cabo un primer estadio de biodegradacidn, para luego
ceder su dominancia a los géneros Rhodococcus y Rhodanobacter que llevan a cabo
una segunda etapa de remocién del contaminante. Este tipo de comportamiento
parece seguir la dinamica tipica de estrategas r/k. Parte del contaminante es
degradado por aquellos individuos con tasa de crecimiento rapido, para luego
disminuir su nimero en favor de los estrategas de crecimiento més lento, que
catabolizan los metabolitos resultantes de aquella primera instancia de
degradacién, o aquellos compuestos que los primeros no pudieron degradar por
no poseer la maquinaria enzimatica necesaria.

e Los suelos antarticos han probado poseer una enorme diversidad de
microorganismos con capacidades metabélicas muy variadas. En ese sentido, la
blisqueda orientada hacia la complementacién de la estrategia de bioestimulacién,
permitié la eleccion de dos cepas (una bacteria y un hongo) con capacidades
metabdlicas de interés al considerar la realizacion de un bioaumento secuencial. El
screening realizado como parte de este trabajo de tesis resulté en la seleccién de
una cepa productora de biosurfactantes (Pseudomonas brenerii) y otra con una
buena cinética y diversidad catabélica (Penicillium glabrum). Sin embargo, debido
a los altos niveles de remocién obtenidos durante la primera etapa, las grandes
cantidades de suelo a tratar, la escasez de infraestructura apropiada para su
realizacion, y el alto costo que este desarrollo implicaria, deberan realizarse mas
estudios a fin de definir si una segunda etapa secuencial por bicaumento como la
propuesta en los objetivos de esta tesis resulta factible y viable. Esos estudios
deberian también evaluar esa factibilidad tanto frente a suelos con contaminacién
crénica como aguda.

e [l desarrollo optimizado resultante de este trabajo permite la aplicacion de esta
estrategia de biorremediacion en escalas operativas reales no solo en bases
antdrticas, sino en regiones de clima frfo a lo largo de todo el mundo, resultando en
una herramienta probadamente eficiente, amigable con el medio ambiente, de bajo

costo y con escasos requerimientos logisticos.
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