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Capitulo |

El Suelo: estructura, composicion y propiedades

El suelo es la parte superficial de la corteza terrestre, que es bioldgicamente

activa donde se desempefan funciones naturales y antropogénicas.

El suelo estda formado por componentes minerales (provenientes de la
meteorizacion de rocas), componentes orgdnicos (humus y sus derivados y biomasa),
gas (aire en los poros) y agua, que envuelve las particulas de suelo y el espacio capilar.
Se compone de un 50 % aproximadamente de espacio libre, la mitad ocupado por
gases y la otra mitad por liquidos, 40-50 % de solidos minerales y un 0.5- 5 % de
materia organica (Madigan y col., 2004). La Figura |.1 presenta el esquema de un

agregado de suelo (A) y una micrografia electrénica del mismo (B).

A Microcolonia

Cuarzo

Aire "> Materia

organica -
X P
EESSUVEL. 10 Y .
L
WA ST
8 24

~. Arcilla

gu
Agua ™ N
N
< S
e
R SR e
S isSSS B

Figura I.1. Estructura de un agregado de suelo. A. Esquema (Atlas y col.,, 2002) B. Micrografia
electrénica.

La estructura del suelo resulta de la granulometria de los elementos que lo
componen y del modo en que se hallan dispuestos. Segun las proporciones de arena
(2-0,05 mm de didametro), limo (2-50 um de didmetro), arcilla (inferior a 2 um de
didametro) y materia organica, existe una gran variedad de diferentes tipos de suelos,
gue varian segun la proporcidn de estas particulas. De acuerdo a esta proporcion se
constituye la textura del suelo. La textura es la propiedad que determina el drea de
superficie disponible como hdbitat para el crecimiento de los microorganismos (Atlas y

col., 2002).

Los componentes minerales y la materia organica se distribuyen en el espacio

generando una estructura porosa. El agua contenida en los poros del suelo contiene
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sales minerales y nutrientes, generando asi el medio en el cual se puede desarrollar la
actividad metabdlica de los microorganismos que lo colonizan. El contenido en agua de
un suelo puede oscilar, y asi afectar dicha actividad. El crecimiento de las plantas y los
ecosistemas terrestres son coordinados en el suelo, donde ademas se mantienen los

ciclos biogeoquimicos de la materia (Atlas y col., 2002).

La materia orgdnica del suelo (MOS) procede de restos vegetales, animales y
microorganismos (Kastner 2000). La MOS mejora la aireacién, la retencién de aguay la
capacidad buffer del suelo. La adicién de residuos orgdnicos facilmente degradables
permite la sintesis de compuestos organicos complejos a los que se unen particulas del
suelo formando agregados, los que ayudan a mantener la porosidad y la granulosidad
(Kastner y Miltner 2016). Distintos procesos como el transporte, la solubilizacién, la
degradacion, la volatilizacién y la biodisponibilidad de compuestos orgdnicos
hidrofébicos, estan controlados por la presencia de MOS (Piccolo 1994; Huesemann y

col., 2004).

En este trabajo, el concepto de biodisponibilidad se aplicard a los compuestos
libremente asequibles en el ambiente para ser utilizados por los organismos. La
biodisponibilidad depende del tiempo ya que los compuestos pueden ser

temporalmente ocluidos por la MOS (Semple y col., 2007).

Las sustancias humicas (SH) constituyen entre el 60 y 70 % de la MOS (Senesi y
Chen 1989). Las SH son sustancias coloreadas, de alto peso molecular, formadas por
procesos bioquimicos a partir de residuos de origen animal o vegetal, bastante
resistentes a la degradacion microbioldgica o quimica (David Gara 2008). Segun su
solubilidad en agua, las SH pueden fraccionarse en acidos humicos (AH), acidos fulvicos
(AF) y huminas. Los AH son solubles a pH >2; los AF son solubles a cualquier pH y las

huminas son insolubles en soluciones acuosas (Moran Vieyra y col., 2009).

Las SH son un conjunto de polimeros de alto peso molecular de composicién no
especifica, relacionadas entre si (Sutton y Sposito 2005). Mediante distintos estudios
se evidencid que los AH presentan un nucleo de anillos aromaticos heterociclicos
condensados, y que se encuentran unidos a anillos quindnicos. En la Figura 1.2 se

muestra la estructura tipica propuesta para los AH (Stevenson y Schnitzer 1982). Los
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AF poseen estructuras aromaticas y alifaticas muy sustituidas con grupos funcionales

oxigenados, como se muestra en la Figura I.3 (Buffle 1977).

=0
COO" CO‘O‘* DCH (H(%*_OH)‘ (azucar) H
HC =0
[ L _/_\\\H LH ,H\., COOH
T/U o o O i
CH CH,
OH  OH > OJ\ _\_ ‘2—\7 | COOH
) °
F’—CH 0
CI =0 (péptido)
|
NH
.

Figura 1.2. Estructura tipica propuesta para los acidos htimicos (Stevenson y Schnitzer 1982).

OH  COOH ?H:’OH
HOOC Chz CH CHs
¢” “ch
a4 “CH,—COOH
HOOC CH, CHOH
N 7 N
COOH OH CH;—("  “COOH
0

Figura 1.3. Estructura tipica propuesta para los acidos fulvicos (Buffle 1977).

La generacion de las SH es un proceso de dos fases. La primera fase consiste en la
degradacidon microbiana de polimeros organicos, mientras que en la segunda los
productos del metabolismo son polimerizados. Esta segunda fase puede ser
espontanea, o mediante enzimas de origen microbiano. Las estructuras aromaticas
ciclicas pueden originarse de la degradacion de la lignina o pueden ser generadas por
el metabolismo de distintos microorganismos. Durante la fase de polimerizacién

primero se originan los AH y luego de AF (Atlas y col., 2002).

Las SH interaccionan con los compuestos organicos del suelo mediante puentes
de hidrégeno, transferencia de carga, intercambio idnico, uniones covalentes

adsorcién hidrofébica y mediante el reparto (Senesi y Chen 1989; Piccolo 1994).

Las superficies de los componentes minerales del suelo pueden por si mismas
catalizar muchas reacciones. Por ejemplo, los minerales de arcilla y los dxidos de Mn

(1y IV) y Fe (lll) catalizan reacciones de transferencia de electrones, tales como la
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oxidaciéon de fenoles y polifenoles con formacion de sustancias humicas (Nannipieri y

col., 2003).

Comunidades microbianas del suelo

El suelo, por definicidn, soporta el crecimiento vegetal; ademds de poseer una
gran diversidad de comunidades microbianas. La organizacidon de las particulas del
suelo confiere una heterogeneidad espacial para los microorganismos, los cuales viven
en microhabitats (Torsvik y Ovreas 2002), que representan una pequefa proporcién
del espacio disponible. Los organismos interdependientes que comparten el mismo
habitat ocupando los distintos nichos ecolégicos (es decir, desempenando distintas
funciones) forman un ecosistema. Una comunidad microbiana es un conjunto
integrado de poblaciones microbianas que interaccionan entre ellas ocupando

distintos nichos, coexistiendo en un habitat.

La diversidad microbiana es un término general que comprende la diversidad
genética (cantidad y distribucion de la informacién genética de las especies
microbianas), la diversidad de las bacterias y los hongos que forman parte de las
comunidades microbianas, y la diversidad ecolégica, que es la variacién en la
estructura de las comunidades, la complejidad de las interacciones, el niumero de
niveles troficos y el nimero de agrupaciones. Asi, la diversidad microbiana incluye el
numero de las distintas especies bacterianas y fungicas (riqueza) y su abundancia

relativa en la microbiota del suelo (Liu y col., 2006).

Se estima que existen mas de 10° células (Gans y col., 2005) y 10* especies (Curtis
y col., 2002) por gramo de suelo. Sin embargo, solo un 1-10 % de los microorganismos
del suelo son cultivables (Torsvik y col., 2002). Es probable que esto se deba a la
interdependencia entre microorganismos, a la imposibilidad de recrear las condiciones
del suelo, y también el hecho que algunos microorganismos son cultivables tan sélo

bajo ciertas condiciones fisioldgicas (Heuer y col., 2001).

Los microorganismos son clave en muchas funciones del suelo, como en los ciclos
biogeoquimicos y en la produccién vegetal, resultando esenciales para la integridad de

los ecosistemas terrestres (Falkowski y col., 2008). La diversidad de especies de una

22



Capitulo |

comunidad microbiana permite gran variedad de respuestas en un ecosistema

dinamico (Loreau 2010; Griffiths y Philippot 2013).

Los ciclos biogeoquimicos describen el reciclado continuo de materiales por
actividades bioquimicas mediante los cuales los elementos circulan por vias
caracteristicas resultantes de la combinacién de procesos bioldgicos, geoldgicos y
quimicos entre la parte bidtica y abidtica de la ecdsfera Los microorganismos son
capaces de llevar a cabo en modo conjunto y sinérgico los ciclos de la materia, por lo

que es de vital importancia la preservacién de la biodiversidad (Maleti¢ y col., 2013).

La ecologia, la actividad y la dindmica de los microorganismos del suelo puede
verse afectada por varios factores ambientales como las fuentes de carbono y energia,
los nutrientes minerales, los factores de crecimiento, la composicién idnica, la
disponibilidad acuosa, la temperatura, la presidn, la composicién del aire, la radiaciéon
electromagnética, el pH, el potencial de dxido-reduccién, la superficie, las relaciones
espaciales, la genética de los microorganismos y las relaciones entre ellos. Esto implica
gue en un suelo se puedan encontrar una gran variedad de poblaciones microbianas
con capacidades metabdlicas distintas, condicionadas también por la biodisponibilidad
de las distintas fuentes de carbono y energia, que a su vez estd restringida por las

caracteristicas fisicoquimicas propias de cada suelo (Husson 2013).

Los microorganismos desarrollaron distintas estrategias para sobrevivir vy
mantenerse en las comunidades con éxito. Un esquema de estas estrategias los
clasifica a lo largo de un gradiente r-K, haciendo referencia a r como la tasa per cdpita
de aumento poblacional y a K como la capacidad de carga del medio. Los estrategas-r
poseen una tasa de reproduccidon elevada, disponiendo de algunas adaptaciones
competitivas, por lo que en general se mantienen en situaciones no limitadas por los
recursos. Las poblaciones de estrategas-K son habitualmente miembros estables y
permanentes de la comunidad resultando altamente competitivos en situaciones

adversas (Brzeszcz y col., 2016).

Con el tiempo, conforme se suceden cambios ambientales, algunas poblaciones
de una comunidad son sustituidas por otras mejor adaptadas para desempefar una
funcién, lo que provoca que la estructura de la comunidad evolucione. Algunos

ecosistemas poseen diferentes nichos, lo que se refleja en una alta diversidad;
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mientras que otros ecosistemas no tienen todos los nichos ocupados y por eso su
diversidad es baja. El desarrollo de una comunidad implica una sucesion de
poblaciones, que es un cambio ordenado y secuencial dentro de la comunidad. Cuando
se llega a un conjunto de poblaciones relativamente estables, finaliza la sucesion,

alcanzando la “comunidad climax” (Atlas y col., 2002).

Las comunidades microbianas tienen la capacidad intrinseca de resistir los
disturbios a los que es sometido el suelo (resistencia) y, posteriormente, alcanzar un
nuevo estado estable, es decir de recuperarse (resiliencia). Un ecosistema se considera
estable cuando es capaz de soportar un disturbio y volver a su estado original, luego de

un desvio temporal respecto de dicho estado inicial (Griffiths y col., 2001).

Un disturbio es una perturbacién bidtica o abidtica que genera una respuesta

fisiolégica de la comunidad microbiana.

La Figura 1.4 esquematiza la definicién ingenieril (A) y la ecolégica (B) de
resistencia y resiliencia. Como puede observarse, segun la definicién A, la estabilidad
es la respuesta inmediata a un disturbio (resistencia) y luego la recuperacién a través
del tiempo (resiliencia); mientras que ecoldgicamente, la resiliencia es la capacidad de

resistir una perturbacién antes de pasar a un nuevo estado estable.

A Disturbio B
A\ 4 P
u_&{_
1 b Y & "\\
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@ | =
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g | <! o bt
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_____________ >
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Figura 1.4. Esquema de la respuesta de un sistema frente a una perturbacion A) Definicidn ingenieril. B)
Definicidn ecoldgica. Imagen tomada de Griffiths y Philippot, 2013.

Dada la complejidad y la variabilidad del suelo, un enfoque polifacético que
involucre los aspectos fisicos, quimicos, bioldgicos y microbioldgicos resultaria clave
para conocer los procesos globales que contribuyen a la realizacién de los servicios

ambientales esenciales que el suelo cumple.
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Contaminacion del suelo con hidrocarburos

El incremento de la poblacién mundial llevé al uso de mayores cantidades de
combustibles, al desarrollo de la industria quimica, al uso de fertilizantes, plaguicidas, y
al desarrollo de compuestos farmacoldgicos, entre otros, con el objetivo de mantener
y mejorar la calidad de vida (Gupta y col., 2015). Desafortunadamente, los procesos
industriales resultan indispensables para el desarrollo humano, aunque no se realicen
aplicando tecnologias ambientalmente saludables. El resultado de esto es Ia
acumulacién de contaminantes quimicos en la biosfera, especialmente en suelos y

sedimentos (Semple y col., 2001).

Los hidrocarburos policiciclicos aromaticos (PAHs) son compuestos ubicuos en el
ambiente, que pueden generarse por eventos naturales (erupciones volcanicas,
incendios forestales) y a través de la actividad antropogénica (Szczepaniak y col.,
2016). La contaminacién con PAHs genera gran preocupaciéon por su potencial
carcinogénico y mutagénico (Gupta y col., 2015; Szczepaniak y col., 2016). Por estos
motivos, dichos compuestos se encuentran regulados por la USEPA (Environmental
Protection Agency), siendo 16 prioritarios, tal como se detalla en la Figura 1.5 (Peng y

col., 2008).

Desde los afos 40 se desarrolla en la Argentina la actividad petroquimica, como
lo informa el Instituto Petroquimico Argentino. El petrdleo es un combustible que esta
compuesto principalmente por hidrocarburos como cicloalcanos, alquenos, dienos,
alquinos e hidrocarburos policiciclicos aromaticos en distinta proporcion (Nocentini y
col., 2000; Shahi y col.,, 2016). Debido al progreso industrial resulté necesario
implementar una regulacién de los pasivos ambientales generados por este tipo de
actividad, ya que la principal fuente de PAHs es ocasionada por derrames de petrdleo
ocurridos durante las maniobras de extraccidn, procesamiento y transporte (Towell y
col., 2011). Particularmente en Argentina es alarmante la incidencia de este tipo
eventos en distintas regiones del territorio nacional, asociadas a la industria

petroquimica.
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Figura 1.5. Estructura quimica de los 16 hidrocarburos policiciclicos aromaticos incluidos en la lista de
contaminantes prioritarios de la EPA.

La Ley Nacional 24.051 contempla la generacién, manipulacién, transporte y
tratamiento de residuos peligrosos generados en el ambito nacional. En el decreto
reglamentario 831/91, correspondiente a la mencionada ley, quedan establecidos los
valores guia de PAHs en suelos en el territorio nacional (Anexo Il) estableciendo las

categorias de uso del suelo, segun industrial, residencial o agricola.

Por otro lado, la Ley Nacional 24.611 sobre la preservacion del ambiente y
conservaciéon de los recursos naturales; la Ley Nacional 25.137 sobre el uso de
protocolos que enmiendan dafios ocasionados por la contaminacion por hidrocarburos
y la Ley Nacional 25.378 que declara de interés nacional la restauracién del ambiente

son algunos ejemplos que reflejan el especial énfasis en la reduccidn de la generacién
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de residuos, reciclado y principalmente en la biorremediacion de residuos, antes de su

disposicion final.

Los PAHs son compuestos insaturados, que poseen dos o mas anillos aromaticos
fusionados. Debido a sus propiedades quimicas, como su alta hidrofobicidad, baja
volatilidad y solubilidad en agua y alta adsorcién, son compuestos altamente
recalcitrantes principalmente en sistemas heterogéneos como el suelo (Yen y col.,
2011). Con el incremento del peso molecular, estas propiedades se acenttan, asi como

su peligrosidad.

En general los suelos contaminados con hidrocarburos contienen mezclas
complejas, que incluyen PAHs de bajo peso molecular (2 y 3 anillos aromaticos) y de
alto peso molecular, con mas de 3 anillos aromaticos (Lafortune y col., 2009). Los
primeros son relativamente mas volatiles y mas solubles en agua que los de alto peso

molecular, y ademds son mds susceptibles a la biodegradacién (Pannu y col., 2004).

En este contexto, resulta indispensable conocer las caracteristicas del suelo
debido a que sus constituyentes cumplen un rol clave en los procesos de adsorcion del
contaminante (Tsibart y Gennadiev 2013), lo que gobierna su movilidad (Abdel-Shafy y
Mansour 2015) y consecuentemente su disponibilidad a los microorganismos del suelo

(Semple y col., 2007).

Varios autores han descripto que las comunidades microbianas de suelos, aun sin
contaminacién, poseen poblaciones con capacidad de degradar distintos
hidrocarburos, evidenciando su ubicuidad y su potencial degradativo (Morelli y col.,

2005; Del Panno y col., 2005; Pessacq y col., 2015; Festa y col., 2016a).

Cuando los PAHs ingresan a la matriz de suelo, se produce una sucesién
secundaria de la comunidad microbiana del mismo, en la que aquellas poblaciones
capaces de metabolizar y/o adaptarse a la presencia del contaminante seran
beneficiadas y su rol resultara fundamental en la eliminacidn del contaminante (Kuiper
y col., 2004). La contaminacidén con estos compuestos provoca un estrés sobre la
comunidad autéctona del suelo, debido no solo a la presencia del contaminante, sino a
la acumulacién de intermediarios metabdlicos toxicos como por ejemplo el catecol y

sus derivados (Bobadilla Fazzini y col., 2010). Como resultado de la sucesién
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secundaria, la comunidad resultante tienden a ser menos diversa, segun la
contaminacién y el tiempo de exposicidn, aunque con mayor grado de especializacién

(Gonzalez y col., 2011).

Existe una amplia diversidad de microorganismos que poseen enzimas
especificas involulcradas en la degradacion de PAHs, principalmente bacterias, algas y

hongos (Johnsen y col., 2005; Haritash y Kaushik 2009; Lu y col., 2011).

Las poblaciones individuales pueden metabolizar solo un rango limitado de
sustratos hidrocarbonados, por lo que en muchos casos resulta esencial la presencia
de una comunidad microbiana para cubrir las capacidades enzimaticas requeridas
cuando se trata de mezclas complejas de hidrocarburos (Mrozik y Piotrowska-Seget

2010).

Los géneros de bacterias mas relevantes con capacidad de metabolizar
hidrocarburos son Pseudomonas spp (Fuenmayor y col.,, 1998), Sphingomonas
(Jouanneau y col., 2016), Cycloclasticus (Marcos y col., 2012), Burkholderia (Habe y
Omori 2003), Rhodococcus (Di Gennaro y col.,, 2001), Polaromonas (Pumphrey y
Madsen 2007), Neptunomonas (Hedlund y col., 1999), Janibacter (Zhang y col., 2009),
Achromobacter (Scelza y col., 2010), Acinetobacter (Kostka y col., 2011), Alcaligenes
(Roy y col., 2014), Arthrobacter (Kallimanis y col., 2009), Bacillus (Nkwelang y Kamga
2008), Flavobacterium (Chauhan y col.,, 2008), Nocardia (Quatrini y col., 2008) y
Mycobacterium (Vila y Grifoll 2009) entre otros (Cébron y col., 2008; Lu y col., 2011).
Por su parte, los hongos degradadores de hidrocarburos como Trichoderma,
Mortierella spp., Aspergillus y Penicillium spp. son los mas comunes en suelos (Leahy y

Colwell 1990).

La Figura 1.6 esquematiza las etapas iniciales de las rutas de oxidacién
microbiana de PAHs llevadas a cabo por bacterias y hongos. La degradacién
bacteriana es mediada por la actividad de las enzimas Dioxigenasas, en hongos
blancos de podredumbre el ataque inicial es mediado por la actividad de las Lacasas; y

en los hongos generalistas por la Citocromo P-450 monoxigenasa (Cerniglia 1992).
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Figura 1.6. Etapas iniciales de la degradacion de PAHs bacteriana y fungica (Cerniglia 1992).

Las dioxigenasas son enzimas que inician el metabolismo aerdbico de los PAHs

(Cébron y col., 2008). La degradacién aerobia se inicia por la oxigenacion de la

estructura de anillo para formar un cis-dihidrodiol seguida de una deshidrogenacién

para formar compuestos intermedios de dihidroxilacion (Cerniglia 1992; Habe y Omori

2003; Peng y col., 2008; Cébrony col., 2008; Lu y col., 2011; S. Chen y col., 2015).
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La secuencia de ADN que codifica la subunidad alfa es conservada entre
dioxigenasas que comparten sustrato (lwai y col., 2011; Marcos y col., 2012) y ha sido
descripta en un amplio rango de bacterias gram negativas y algunas gram positivas

(Cébron y col., 2008; Habe y Omori 2003; S. Cheny col., 2015).

La Figura |.7 presenta las primeras reacciones de oxidacion del fenantreno, a
modo de ejemplo. El acido 1-hidroxi-2-naftoico puede entrar en distintas vias
oxidativas (como por ejemplo la que involucra a la enzima 1 hidroxi 2 naftoato
hidrolasa) para generar finalmente acido salicilico como producto; o como alternativa,
la via que involucra a la enzima hidroxi-2-naftoato dioxigenasa que genera acido
protocatecuato. El 4cido salicilico puede ser sustrato de distintas enzimas, como por
ejemplo la salicilato hidroxilasa (via del catecol) o de la salicilato 5-hidroxilasa (via del
acido gentisico). Ambas vias generan intermediarios del ciclo de los 4cidos

tricaboxilicos, TCA (Kimy col., 2009).

HOOC OH

**

Acido 2-hidroxi-2H- benzo [h]
cromeno -2- carboxilico

Fenantreno cis-3,4- dihidroxi- 3,4- dihidroxifenantreno
3,5- dihidrofenantreno

OH OH
OO U
Acido trans-4-(1-hidroxinaf-2-il)-

Acido 1-hidroxi-2-naftoico 1-hidroxi-2-naftoaldehido 2-oxobut-3- enoico

Figura I.7. Ruta catabdlica inicial propuesta para el metabolismo de fenantreno por bacterias aerobias
(Habe y Omori 2003).

Considerando la complejidad de las vias oxidativas de estos compuestos, resulta
fundamental la presencia de una comunidad microbiana capaz de llevar a cabo la
biodegradacion de modo sinérgico, para evitar la acumulacién de intermediarios

metabdlicos toxicos.
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Es posible describir diferentes tipos de contaminacién en funcién de la
concentraciéon y del tiempo de exposicion del contaminante en el suelo. La
contaminacién de areas extensas, con bajas concentraciones de hidrocarburos y la
falta de fuentes puntuales identificables de esa contaminaciéon, se denomina
contaminaciéon difusa. La mayor parte de los estudios sobre contaminacidon se han
focalizado en sitios industriales, petroquimicos o suelos impactados por derrames de
petrdleo, es decir que es posible identificar la fuente de contaminacion. Estas regiones
estan limitadas a una zona con altas concentraciones de hidrocarburos que provienen
de una unica fuente de contaminacion (Johnsen y Karlson 2007). En la Figura 1.8 se
presenta un esquema de los procesos que gobiernan la eliminacién de PAHs en suelos

contaminados a través del tiempo.

Situacion: Suelo con contaminacion aguda Situacion: Suelo con contaminacion cronica

Fraccion eliminada: i

T T i iy 1
Volatilizacién, degradacion, fotdlisis, II
lixiviacion

Fraccion disponible:
Biolégica y quimicamente

Concentracién PAHs

:I Fraccién recalcitrante: no
\'  degradable pero extraible

1 Fraccién no extraible

Tiempo

Figura 1.8. Concentracion relativa de PAHs a través del tiempo en los distintos procesos: Transferencia:
fraccion eliminada; Degradacion: fraccion disponible y Secuestramiento: fraccion recalcitrante. Imagen
tomada de Stokes y col., 2006.

Cuando se introduce una alta concentracidon de hidrocarburos en el suelo, como
por ejemplo cuando ocurre un derrame accidental, se trata de un suceso de

contaminacién aguda. En estos casos, una significativa proporcion de las poblaciones

mueren por efectos toxicos, mientras que otras sobreviven, desarrollando en el nuevo
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ambiente. La comunidad seleccionada durante la sucesion secundaria, sera la
responsable de la eliminacién de los hidrocarburos. Estos suelos se caracterizan por
mostrar una eficiencia de eliminacion del contaminante relativamente alta, ya que

estos se encuentran disponibles para el metabolismo microbiano (Stokes y col., 2006).

Como puede apreciarse en la Figura 1.8, ante una situacién de contaminacién
aguda toma relevancia la degradaciéon microbiana de la fracciéon biodisponible del

contaminante.

Cuando un sitio recibe periddicamente una contaminacién, o cuando ya no se
observa eliminacidén del contaminante con el transcurso del tiempo, estamos en
presencia de un suelo crénicamente contaminado (Stokes y col., 2006). A través del
tiempo, los contaminantes son degradados (bidtica o abidticamente) conforme la
comunidad microbiana desarrolla una dindmica de poblaciones asociada a los
productos del metabolismo degradador. Con el transcurso del tiempo, alguna fraccién
del contaminante serd secuestrada por la matriz del suelo (fraccion recalcitrante) y una
comunidad altamente especializada serd establecida, resultando ambos factores

posibles limitantes de la eliminacién de los contaminantes (Huesemann y col., 2004).

El secuestramiento de los PAHs incluye procesos como por la incorporacion de
los PAHSs a las estructuras de las sustancias humicas, la conversién y unidn a residuos
de la matriz del suelo y por la retencidn en sitios inaccesibles de la matriz. El contenido
de Materia Organica del Suelo (MOS) y su calidad contribuyen al secuestro de los
PAHs, principalmente los de mayor peso molecular, debido a su elevada hidrofobicidad

(Alexander 2000; Jonsson y col., 2007; Kastner & Miltner 2016).

La Figura 1.9 esquematiza los principales procesos que ocurren cuando los PAHs

son liberados al suelo.

Los PAHs son adsorbidos eficientemente sobre la superficie de la MOS vy
lentamente penetran dentro de las cavidades (k; en la Figura 1.9) y/o difunden dentro
de la fraccion orgénica del suelo (k, en la Figura 1.9). Varios autores demostraron que la
concentracion de los contaminantes y sus propiedades fisicoquimicas afectan el
proceso de captura de los mismos (Chung y Alexander 1999; Tang y col., 2002; Hwang
y Cutright 2003; Flotron y col., 2005).
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Figura 1.9. Particula de suelo donde se esquematizan los procesos que ocurren al liberar PAHs al suelo.
Imagen tomada de Jonsson y col., 2007.

La MOS no es homogénea ya que se compone de proporciones variables de
residuos de combustidn, liquidos en fase no acuosa y materia organica natural, los que

varian en su afinidad por los contaminantes.

Los PAHs son fuertemente adsorbidos por ejemplo a las particulas de hollin, pero
también pueden repartirse en las sustancias humicas (Alexander 2000; Sun y col.,
2003), y esta adsorcién diferencial puede afectar el éxito de cualquier proceso de
remediacién (Jonsson y col., 2007). Del mismo modo, la cinética de desorcién de los
contaminantes se asemeja al comportamiento de biodegradacidon bifasica, que
consiste en una rapida eliminacion inicial seguida de una eliminacién lenta a largo
plazo, por lo que la desorcién controla los procesos de biodegradacion (Williamson y

col., 1997).

Incluso en suelos con bajo contenido de materia organica, la disponibilidad de
PAHs puede ser baja debido a que son secuestrados en los poros y espacios vacios.
Hwang y Cutright (2003) estudiaron la importancia de la distribucién del tamafo de las
particulas del suelo sobre el secuestro de PAHs, y demostraron que los minerales de
arcilla tienen una mayor capacidad de adsorcién que la MOS. Las superficies
inorgdnicas, que consisten en minerales, 6xidos y metales, también pueden tener un
fuerte impacto en la disponibilidad de los PAHs (Amellal y col., 2001; Sun y col., 2003;
Flotron y col., 2005).
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En este contexto, la velocidad de transferencia de masa modulada por los
procesos de adsorcion/desorcidn, las limitaciones en la biodisponibilidad de los PAHs
debido al secuestramiento, o bien la reducida diversidad metabdlica de la comunidad
microbiana y/o la falta de sustratos co metabdlicos son factores responsables de la
lenta cinética de biodegradacion que caracteriza a los suelos crénicamente

contaminados (Huesemanny col., 2004).

Varios autores remarcan que la disminucion de la biodisponibilidad, lixiviabilidad,
y toxicidad al avanzar el tiempo de tratamiento, pueden ser considerados indicadores
del proceso de biorremediacidn (Loehr y col., 2000; Stroo y col., 2000; Tabak y col.,
2003). En este contexto, Huesemann y col., 2004 sugieren que seria apropiado medir la
liberacion del contaminante para confirmar que no estd biodisponible, para poder

evaluar el riesgo ambiental.

Asi mismo, la evaluacidon de la toxicidad seria también relevante durante el
tratamiento de remediacién, ya que la reduccidn en el contenido de PAHs no implica
una disminucién de la toxicidad (Han y col., 2015). La acumulacién de productos de
degradacion de los PAHs, es decir intermediarios metabdlicos como dihidrodioles,
fenoles y 6xidos de areno, pueden resultar en un aumento de la toxicidad, debido a sus
propiedades mutagénicas y/o carcinogénicas (Morelli y col., 2001; Chaineau y col.,

2003).
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Tecnologias de remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos

Debido a todo lo expuesto, resulta indispensable el desarrollo y la aplicacién de
técnicas de remediacidn en sitios impactados por la presencia de estos compuestos,
con el fin de recuperar las propiedades del suelo y de este modo los servicios

ambientales esenciales del mismo.

Es posible agrupar las tecnologias para la recuperacidon de suelos en cinco
grandes grupos: 1) Tecnologias de remediacion fisicoquimicas; 2) Tecnologias de
remediacién térmicas; 3) Tecnologias de remediacion bioldgicas; 4) Tecnologias de

remediacién quimicas y 5) Tecnologias de remediacién combinadas (Lim y col., 2016).

Dentro de las tecnologias de remediacion fisicoquimicas se pueden mencionar
la extraccién con solventes, en la que utilizando liquidos no acuosos se separan y se
concentran los contaminantes organicos (Gan y col., 2009). Como agentes para la
extraccion pueden utilizarse mezclas de solventes (Li y col., 2012), surfactantes (Sui y
col., 2014) y fluidos supercriticos (Al-Marzougi y col., 2007) entre otros. También se
incluye la ventilacion del suelo (Lee y col., 2002), la flotacién (Tao 2005); y la aplicacién
de ultrasonido (Flores y col.,, 2007). Son tecnologias eficientes en términos de
porcentaje de eliminacidn. Sin embargo resultan tecnologias de alto costo y producen
una contaminacion secundaria por la introduccion del solvente utilizado, que puede

persistir en el suelo.

El principio de tecnologias de remediacion térmicas es la aplicacién de calor
para la remocién el contaminante. Actualmente las principales son la incineracién
(Anthony y Wang 2006), la desorcién térmica (Tatano y col., 2013) y el calentamiento
mediante la aplicacion de microondas (Chien 2012). Estas tecnologias son rapidas,
sencillas y eficientes. Sin embargo resultan de alto costo y generan contaminacién
atmosférica e impactan negativamente en la calidad quimica y bioldgica del suelo

tratado (Papey col., 2015).

Las tecnologias de remediacion bioldgicas aprovechan y/o incentivan los
procesos de biodegradacion naturales del suelo (S. Y. Wang y col., 2016). De este

modo, emplea organismos vivos o enzimas derivadas de ellos para remediar un sitio
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impactado por la presencia de un contaminante, generando compuestos inocuos (Seo
y col., 2009; Maleti¢ y col., 2013). Esta tecnologia brinda la posibilidad de tratar el
contaminante in situ, es decir en su lugar original, o bien, ex situ, implicando su

traslado al sitio de tratamiento.

Las tecnologias de remediacién bioldgicas pueden resultar en muchos casos de
menor costo y no son destructivas del suelo, por lo que tiene gran aceptacién como
tratamiento para la recuperacion de suelos contaminados con hidrocarburos (Pandey y
col., 2009). Sin embargo, no siempre resultan efectivas para la eliminacién de PAHs, y
su aplicabilidad en ciertos ambientes es limitada cuando se trata de suelos

contaminados con mezclas complejas de PAHs (Jiang y col., 2016).

Es posible aplicar distintas estrategias que aceleren la velocidad de eliminacién
biolégica del contaminante. Por ejemplo la fitorremediacién hace uso de las
interacciones naturales entre las plantas, el suelo y los microorganismos (Gan y col.,
2009). Particularmente, la micorremediacién aprovecha las enzimas fungicas
secretadas al ambiente, como por ejemplo las peroxidasas y lacasas (Lladé y col.,

2013), que pueden participar activamente en la eliminacion de los hidrocarburos.

Una estrategia relativamente simple es la estimulacion de las comunidades

autdctonas a través del acondicionamiento del suelo por riego y aireacién.

El principio de la bioestimulacion, reside en el ajuste de las variables
fisicoquimicas claves del sitio a tratar, de forma de estimular el crecimiento de la
comunidad microbiana autdctona degradadora utilizando nutrientes inorganicos y/u

orgdnicos (Sayara y col., 2011).

El bioaumento consiste en potenciar las capacidades biodegradativas de los sitios
contaminados a través de la inoculacién de microorganismos con determinadas
capacidades catabodlica (Maduefio y col., 2011; Festa y col., 2016a; Festa y col., 2016b).
En la inoculacién se utilizan microorganismos con capacidades relevantes, como la
capacidad de degradar hidrocarburos, de producir surfactantes, de formar estructuras
de adherencia que faciliten el acceso al contaminante, entre otras (Haritash y Kaushik
2009), de modo de favorecer su establecimiento y sobrevida en el sitio (Szulc y col.,

2014). Actualmente sigue siendo una estrategia de resultados controversiales.
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La atenuacién natural monitoreada es considerada una estrategia de
biorremediaciéon, donde a diferencia de las anteriores, se verifica la capacidad
degradadora de la comunidad autdctona sin ninguna intervencidén que estimule su

metabolismo (Lu y col., 2011).

Las tecnologias de remediacidn quimicas incluyen por ejemplo, la aplicacion de

corrientes eléctricas y el uso de oxidantes quimicos fuertes (Lim y col., 2016).

La electrocinética, es una herramienta basada en la aplicacién de una corriente
eléctrica al suelo, empleando un dnodo y un cdtodo, que promueve la migracién del
contaminante hacia el catodo (Ranjan y col., 2006). La combinacion de electrodsmosis,
electromigracién y electroforesis son ejemplos de estrategias que potencian la

eficiencia de esta tecnologia (Kim y col., 2011).

El principio del uso de oxidantes quimicos se basa en su caracteristica
electrofilica, es decir su afinidad por dobles enlaces como los presentes en los PAHs y
SH. Los oxidantes mas utilizados son el ozono (03), el perdxido de hidrégeno (H,0,), el
anién permanganato (MnOy) y el anién persulfato (S;0s>) (Kulik y col., 2006; Sutton y
col., 2011).

En muchos casos, las estrategias de oxidacion mejoran la recuperacién general
del suelo por (1) la disminucién de la concentracién de contaminantes a niveles menos
téxicos para la comunidad del suelo (Chapelle y col., 2005), (2) la mejora de la
biodisponibilidad de los contaminantes (Miller y col., 1996; Kulik y col., 2006), (3) la
produccién de compuestos biodegradables (Miller y col., 1996; Lee y Hosomi 2001;
Namkoong y col., 2002; Nam y col.,, 2001), y/o (4) la generacién de oxigeno que

colabora en la transformacidn bioldgica aerdbica de contaminantes (Kulik y col., 2006).

La eficiencia de este tipo de tratamientos depende del oxidante utilizado, forma
de aplicacion, el tipo de suelo, concentracion y disponibilidad del contaminante vy la

materia orgdnica del suelo, entre otros (Mora y col., 2014).

A pesar de ser herramientas potentes y de bajo costo, las tecnologias de
remediacién quimica suelen no ser ambientalmente amigables, ya que pueden dar
lugar a cambios indeseables, provocando la reduccidn en las comunidades microbianas

del suelo (Sahl y Munakata-Marr 2006; Richardson y col., 2011), la movilizacién de
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metales (Crimi y Siegrist 2003) y nutrientes (Kim y col., 2010; Sutton y col., 2014b),
cambios estructurales y cuantitativos sobre la materia orgdnica del suelo (Pan y col.,

2012), el cambio de pH, el aumento de la conductividad eléctrica, entre otros.

Las tecnologias de remediacion combinadas comprenden la aplicacidon
secuencial de las estrategias de remediacidn mencionadas anteriormente, con el fin de
potenciar las ventajas y superar las limitaciones individuales. Es posible, por ejemplo,
acoplar las tecnologias fisicas y quimicas de remediacidon, como la electrocinética/
oxidacion; o la extraccion con solventes seguida de la biorremediacién (Sutton y col.,

2011; Lim y col., 2016).

La mayoria de las investigaciones en esta linea pretenden recuperar la
comunidad microbiana, luego del uso de oxidantes quimicos, empleando tecnologias
de remediacidn bioldgicas sencillas, con resultados controversiales. En este sentido,
existen pocos estudios acerca de la recuperacién de la calidad global del suelo. Los
autores describen que el éxito de las tecnologias combinadas depende del tipo de

suelo y del oxidante y dosis empleados.

Por ejemplo, Richardson y col., 2011 describieron que la aplicacidn de persulfato
de sodio en sistemas de suelo estabilizado en columnas permite eliminar solo la
fraccién biodisponible del contaminante; y que es posible recuperar la comunidad
generalista y especializada en la degradacidn de hidrocarburos, aunque la ultima

requiere mas tiempo.

De modo similar, Laurent y col., 2012 estudiaron la aplicacion de distintas dosis
de H,0, en sistemas batch. La mayor eliminacién de PAHs se observé al emplear la
mayor dosis de oxidante. Sin embargo, empleando dosis mas bajas, luego de 5
semanas de tratamiento recuperd la poblacidon microbiana generalista y degradadora,

y evitd incrementar la toxicidad de los extractos acuosos.

Resulta de particular interés el trabajo de Mora y col., 2014, donde los autores
describen el efecto estimulatorio sobre la comunidad autdéctona del suelo tras el
agregado bajas dosis de persulfato de sodio, en suelos contaminados con fenantreno.
Esta estimulacion se vio reflejada en la eliminacién adicional de fenantreno y en la

comunidad cultivable y no cultivable. Al aumentar la dosis de oxidante, la comunidad
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generalista no logréo recuperarse debido al impacto negativo, producto de la

acidificacion y salinidad.

Sutton y col., 2014b empleando sistemas batch, de suelo tratado con H,0, en
distintas dosis, los autores describen que la mayor eliminacién del contaminante se
observa utilizando dosis bajas de oxidantes, en los sistemas suplementados con
nutrientes inorganicos. Ademas, la oxidacién de MOS provee nutrientes que desvian el
metabolismo, preferentemente al consumo de la materia organica oxidada,

retardando la biodegradacion de hidrocarburos.

En otros estudios, Sutton y col., 2014c, usando distintos oxidantes en sistemas
batch, estimulados con sales, los autores describen la recuperaciéon de la comunidad
microbiana autéctona cuando el tratamiento se realiza por agregado de H,0,, no asi al

emplear otros oxidantes (MnO4 6 persulfato de sodio).

En la misma linea, Sutton y col., 201443, los autores describen que los cambios
ocasionados en términos de movilizacién de compuestos carbonados, por la aplicacién
de persulfato de sodio, resultan estimulatorios para la comunidad microbiana
autoctona, ya que permite la recuperacién de la comunidad a expensas de su
consumo. De modo contrario, los cambios ocasionados en la mineralogia y matriz del
suelo podrian afectar a largo plazo la sustentabilidad de la misma,

independientemente del aporte de nutrientes inorganicos exdgeno.

El avance en este campo permite incrementar la eficiencia de eliminacién de
contaminantes, intentando preservar y/o recuperar la diversidad de la comunidad

microbiana del suelo.
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Tecnologias de remediacion empleadas en este trabajo

La remediacién de suelos cronicamente contaminados con PAHs, donde la
velocidad de eliminacidon del contaminante es baja, requiere del desarrollo de
estrategias tendientes a promover el aumento de la biodisponibilidad del
contaminante y a estimular la comunidad microbiana con el objetivo de lograr el éxito

del proceso de eliminacién preservando la funcionalidad del suelo.

1. Tecnologias de remediacion bioldgicas

La disponibilidad de macronutrientes (N y P) suele ser el pardmetro a corregir en
el suelo contaminado para estimular el metabolismo celular de su comunidad
microbiana autdctona. Una relacion de C/N/P de 100:10:1 se considera Optima, en
términos generales, para el metabolismo microbiano (Teng y col., 2010; Wu vy col.,
2016). Varios estudios mostraron incrementos en las poblaciones microbianas y las
tasas de biodegradacion de hidrocarburos en suelos contaminados luego del agregado
de nutrientes (Chaineau y col., 2003; Sarkar y col., 2005; Nikolopoulou y Kalogerakis
2008; Liu y col., 2010). Sin embargo, también se han descripto efectos inhibitorios en la
degradacion de hidrocarburos por la adicion de nutrientes inorganicos.
Particularmente el uso de fertilizantes inorganicos puede incrementar la salinidad del
suelo, disminuyendo el potencial osmético; inhibiendo directamente asi la actividad
microbiana (Braddock y col., 1997; Mohn y col., 2001; Ferguson y col., 2003; Walworth
y col., 2007).

La accion de los nutrientes inorganicos puede estar limitada debido a las
interacciones quimicas con los minerales del suelo. Por ejemplo, el amonio se puede
unir a las arcillas por intercambio catiénico y el fosfato puede unirse y precipitar con

iones calcio, hierro y aluminio (Morgan y Watkinson 1992).

El éxito de la bioestimulacion con N y P resulta dependiente del tipo de
nutrientes agregado (sales inorgdanicas, fertilizantes comerciales), pero también de la
metodologia para realizar la estimulacion, es decir, si el agregado se realiza en una

aplicacion o en etapas, del ambiente afectado (propiedades fisicoquimicas) e incluso
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del tipo de hidrocarburo involucrado (Breedveld y Sparrevik 2000; Emami y col., 2014),

por lo que resulta esencial optimizar la estrategia considerando el suelo a remediar.

La bioestimulacion puede realizarse también mediante el agregado de distintos
tipos de materia orgdnica, por ejemplo glucosa, almiddn, succinato de sodio (Teng y
col., 2010), harina de pescado (Dias y col., 2015), compost maduro (Gandolfi y col.,

2010) entre otros.

En el compostaje tradicional, que es el proceso empleado para la produccién del
compost maduro, se utilizan residuos organicos y agentes de volumen, estos ultimos
son materiales que proveen la aireacién necesaria para asegurar la transferencia de
oxigeno. El producto final resultante del proceso de compostaje es de gran interés en
la aplicacion al suelo como fertilizante o enmienda orgdnica (Sayara y col., 2009; M.

Cheny col., 2015).

De acuerdo al metabolismo microbiano y a la produccién de calor asociada al
mismo, se pueden distinguir tres fases durante el compostaje tradicional (Neher y col.,
2013): La fase mesofila, en la que la comunidad microbiana crece y se adapta a las
condiciones, con temperaturas moderadas de hasta 45° C. La fase termodfila, que se
caracteriza por mostrar un intenso metabolismo microbiano, consumo de oxigeno con
el consecuente incremento de temperatura, en algunos casos superior a 70° C y
finalmente la fase de curado, donde los sustratos organicos facilmente disponibles se
agotan y el metabolismo microbiano desciende, conllevado una disminucién de la

transformacién de compuestos organicos.

El uso enmiendas organicas (como el compost maduro) sobre el suelo
contaminado proporcionan una comunidad aldctona activa al sistema a tratar
(bioaumento) (Sayara y col., 2010a; Kastner y Miltner 2016) y proveen también a los

suelos N y P (bioestimulacidn) (Antizar- Ladislao y col., 2004; M. Chen y col., 2015).

El compostaje del suelo es un proceso biolégico aerdbico que emplea los
materiales necesarios para un compostaje tradicional mas el agregado de suelo
contaminado, resultando una tecnologia de remediacién bioldgica. El proceso puede

realizarse al aire libre o en reactores cerrados (Beaudin y col., 1999).
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Durante el compostaje los microorganismos son responsables de la
mineralizacion y humificacién de la materia orgdnica en condiciones éptimas de
temperatura, de disponibilidad de oxigeno y humedad, lo que puede aumentar la
cinética de enzimas implicadas en la degradacién de los PAHs y en su solubilidad
(Antizar-Ladislao y col., 2006 a; Kastner y Miltner 2016). Distintos autores evidenciaron
que en el transcurso del proceso de compostaje los microorganismos degradan los
PAHs posiblemente por co-metabolismo con los sustratos organicos afadidos (Beaudin

y col., 1999; Wan y col., 2003).

El compostaje y la estimulacion con compost maduro tienden a mejorar las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, como la capacidad de retencién de agua, la
aireacion; lo que favorece el metabolismo microbiano (Kastner y Miltner 2016). Asi
mismo, pueden tener efectos adversos sobre la eliminacion de PAHs ya que estos
pueden ser secuestrados en la matriz durante la humificacién, a causa de la materia
organica agregada en este tipo de tratamiento, disminuyendo asi su biodisponibilidad

y por consiguiente, su biodegradacion (Oleszczuk 2007; Asquith y col., 2012).
2. Tecnologias de remediacion quimicas: Aplicacion de persulfato de amonio

El uso de tecnologias de remediacidn quimica, concretamente la aplicacion de
oxidantes en suelos, son estrategias de bajo costo y efectivas, considerando la répida

eliminacidén del contaminante (Kulik y col., 2006; Sutton y col., 2011).

De los oxidantes empleados en estos tratamientos, el uso del anién S,0s> (PS) es
el mas reciente (Tsitonaki y col., 2010). Este compuesto es mas estable que el H,0, y el
O3 (Huang y col., 2002) y no reacciona con la materia organica del suelo con tanta
eficiencia como el MnQ, . Estas propiedades lo convierten en un oxidante atractivo
porque puede persistir durante semanas en las capas subterraneas, puede ser
inyectado en altas concentraciones, transportado en medios porosos y es capaz de
desplazarse por difusion o por diferencia de densidad hacia materiales de baja

permeabilidad (Huling y Pivetz., 2006).

La activacién del PS conduce a la formacién de radicales libres sulfato (S047) que
por su naturaleza son altamente oxidantes (E°=2.6 V (Tsitonaki y col., 2010)), y capaces

de iniciar reacciones en cadena que afectan a la mayoria de los compuestos orgdanicos.
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La activacion del PS puede realizarse de distintas maneras, por calor (Mora y col.,
2009), por fotdlisis UV (Rosso y col., 1999), mediante la activacién alcalina (Furman vy
col., 2011) o por agregado de metales de transicién (Anipsitakis y Dionysiou 2004), lo

que permite regular la degradacion de los contaminantes en espacio y tiempo.

Particularmente, varios trabajos han informado que el PS se puede activar por las
formas solubles o minerales de Fe presente en el suelo (Do y col., 2010; Fang y col.,
2013; Mora y col., 2014; Zhao vy col., 2015). Esto resulta de gran interés ya que en
algunos casos no seria necesaria la suplementacién de metales para la activacién del
PS. Sin embargo, otros autores encontraron que el contenido de hierro presente en el
suelo no siempre resulta suficiente para la activacién del PS, requiriendo suplementar

con sales de hierro el suelo a tratar (Ahmad y col., 2010).

Los radicales SO;” pueden reaccionar también con la MOS y con aniones
abundantes del suelo, como CI; HCOsy C032', provocando entre otras cosas, una
disminucion en la eficiencia de oxidacién del contaminante (Tsitonaki y col., 2010), con

el consecuente incremento de la demanda de oxidante.

La oxidacién de la MOS vy el descenso de pH producidos por la aplicacidon de PS,
provocan un impacto negativo sobre las comunidades microbianas y cambios en la

matriz del suelo (Sutton y col., 2014a).

3. Tecnologias de remediacion combinadas: Aplicacion de distintas tecnologias de

remediacion bioldgicas post aplicacion de persulfato de amonio

Debido a las limitaciones de las tecnologias de remediacién biolégica en suelos
crénicamente contaminados con mezclas complejas de hidrocarburos y al impacto
generado por los procesos oxidativos sobre la estructura del suelo y sus comunidades
microbianas, en los Ultimos afos se puso especial énfasis en la aplicacion de

tecnologias combinadas.

En este contexto, la oxidacion con PS de un suelo cronicamente contaminado con
PAHs resultaria efectiva en términos de eliminacion del contaminante. Sutton vy col.,
2014a han descripto que la aplicacién de PS, provoca la oxidacién de la MOS, lo que

resulta en un incremento en la solubilidad y la biodisponibilidad de los PAHs. Ademas,
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los cambios asociados a la oxidacion de la MOS y la acumulacién de productos de

degradacion, conllevan a la reduccién de la comunidad microbiana autdctona.

Varios autores observaron que la comunidad microbiana autdctona puede
recuperarse, dependiendo de la dosis y modo de aplicaciéon del oxidante, variando el
tiempo de recuperacidon (Mora y col., 2014; Richardson y col., 2011; Sutton y col.,

2014a).

El agregado de enmiendas orgdnicas luego de la aplicacién de tecnologias de
remediacidén quimica podria revertir los efectos producidos por la oxidaciéon sobre la
matriz del suelo. Asi mismo, su caracter dual (bioestimulacién y bioaumento)
permitiria estimular la comunidad microbiana resistente aportando nuevas
capacidades que eventualmente se establecerian constituyendo una comunidad

funcional.
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HIPOTESIS

l. La aplicacion de estrategias de compostaje al suelo cronicamente
contaminado promueve la eliminacion de los hidrocarburos y la recuperacion de
las capacidades funcionales de suelos cronicamente contaminados, mejorando asi

la calidad del suelo.

1. La aplicacion de las estrategias de compostaje acopladas al uso de oxidantes
quimicos sobre el suelo cronicamente contaminado promueve la eliminacion del
contaminante conduciendo a un aumento de la diversidad microbiana y
recuperacion de las capacidades funcionales de suelos crénicamente contaminados,

sometidos a técnicas de oxidacion directa.

OBIJETIVOS

a) Objetivo general

Evaluar el efecto de estrategias de bioestimulacién y compostaje sobre la
recuperacién de suelos cronicamente contaminados con PAHSs, con y sin tratamiento

previo de oxidacién quimica.

b)  Objetivos especificos

1- Caracterizar un suelo cronicamente contaminado con hidrocarburos.

2-  Estudiar la eficiencia de las tecnologias de remediacidon bioldgicas aplicadas al
suelo crénicamente contaminado, particularmente de estrategias de compostaje, en la

eliminacion de hidrocarburos y en la recuperacion de su funcionalidad.

3-  Estudiar la eficiencia de la aplicacién de persulfato de amonio (PS) y su
combinacidn con diferentes tratamientos biolégicos en la eliminacion de hidrocarburos

de un suelo crédnicamente contaminado y en la recuperacion de su funcionalidad.
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Materiales utilizados

1. Suelo contaminado (So)

La tierra crénicamente contaminada se recolectd de un predio perteneciente a
una empresa petroquimica localizada en el polo petroquimico de la ciudad de La Plata

(34°53°19°'S, 57°55° 38" W) (Figura I1.1).

Figura Il.1. Imagen del sitio donde se dispuso el material tratado por landfarming, y que fue muestreado
e identificado como S,. Empresa petroquimica del polo petroquimico de La Plata.

Los barros acumulados durante afios por la actividad de la empresa fueron
dispuestos en bioceldas para un tratamiento de landfarming. La caracterizacién previa
de estos barros evidencié un contenido de 5 g de PAHs por Kg de barro, de pH alcalino

(8.8 £0.1).

La estrategia de landfarming consistié en la incorporacion del barro a una tierra
dispuesta para tal fin, en bioceldas confinadas. El tratamiento se prolongd por cuatro
afos, con recargas sucesivas, manteniendo el riego y aireacion con arado. Al cabo de
dicho periodo, se abandoné el tratamiento de las bioceldas, y luego de 2 afios se
procedid al muestreo del material. Este material fue considerado como un suelo

cronicamente contaminado, y denominado Sy. El material muestreado Sq se transportd
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en bolsas plasticas hasta el laboratorio, donde se mantuvo en camara fria hasta su
andlisis.

Muestras de Sp se enviaron al laboratorio de Edafologia de la Universidad
Nacional de La Plata, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, donde se
determinaron textura, carbono facilmente oxidable (C %) (método de Walkley y Black),
contenido de materia organica (MO%=1.724 x C %), contenido de nitrégeno total
(método de Microkjeldahl) y fésforo extractable (método Bray- Kurtz n°1) y azufre de

sulfatos (Norma SAMLA -PROMAR SAGPyA 2004) y la capacidad de retencién de agua.

2.  Suelo del predio (SP)

Se tomaron muestras de suelo perteneciente al campo que rodea al sitio donde
se recolectd Sy, (34°53' 27" S, 57° 55’ 42""W). Estas muestras fueron identificadas como

SP.

Esta region del predio se caracterizé por ser un area cubierta de hierba uniforme.
Luego de la recoleccidn, se enviaron muestras del suelo SP al laboratorio de Edafologia
(Universidad Nacional de La Plata, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales), donde se

determinaron las mismas propiedades que al suelo recolectado post landfarming, Sq.

Los resultados de los andlisis de ambos suelos se detallan en la Tabla II.1.

Tabla Il.1. Caracterizacion edafolégica y quimica del suelo crénicamente contaminado con
hidrocarburos (S,) y del suelo del predio (SP).

Propiedades So SP
Textura Franco Franco
Carbono organico [%] 2.20+0.88 2.40+0.30
Materia organica [%] 3.78 4.15
Nitrégeno total [%] 0.2+0.1 0.24+0.03
Fosforo disponible [mg/Kg] 8.33+0.63 3.67+0.58
Sulfatos [mg/Kg] 59+4 9+1
Capacidad de retencién de agua [%] 27.45 35.22

3. Enmienda organica y agente de volumen empleados en el compostaje

La enmienda organica empleada para llevar a cabo el compostaje fue estiércol de

cabra que se obtuvo de un corral perteneciente a la catedra de Produccién animal de
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la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, de la Universidad Nacional de La Plata
(Figura 11.2.A). Una vez recolectado el material, se secé parcialmente al aire, y luego se
tamizo para utilizarse en los tratamientos de Compostaje tradicional y Compostaje del

suelo.

Figura I.2. A. Estiércol de cabra. B. Rastrojo de avena triturado.

Por otro lado, como agente de volumen para el tratamiento de compostaje se
empled rastrojo de avena recolectado en un campo perteneciente a la zona agricola

platense, el cual se trituré de modo uniforme antes de su uso (Figura I.2.B).

En el Anexo | se presenta el resultado del analisis de las poblaciones cultivables

realizadas sobre estos materiales.

4. Tratamiento de compostaje tradicional

Se utilizé la enmienda orgéanica (estiércol de cabra) y el agente de volumen
(rastrojo de avena) que se procesaron como se detallé en la seccién anterior para
llevar a cabo el compostaje. Los materiales procesados, se mezclaron en proporcién
1:1 (Vol: Vol) (Sayara y col., 2009). La mezcla obtenida se colocd en un contenedor
plastico de 43L (46,5 cm largo x 34 cm ancho x 27,5 cm alto). El sistema se regé y
volteo peridodicamente con el fin de mantener la humedad y la aireacion del
tratamiento. Luego de 45 dias se obtuvo un material compostado, visiblemente mas
homogéneo, con el que se realizaron los ensayos de estimulacién con enmienda
organica. Sobre este material se realizaron las determinaciones quimicas y bioldgicas

gue se detallan en el Anexo I.
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Medios de cultivo

La descripcién detallada de la composicién y preparacion de cada uno de ellos se

presenta en el Anexo II.

El medio agar Reasoner 2A (R2) se utiliz6 para el recuento de Bacterias
Heterdtrofas Totales cultivables (BH). EI medio Rosa de Bengala (RB) se usé para
realizar el recuento de la poblacion de hongos (RH) mientras que el medio
Solubilizaciéon de Fésforo Inorganico (SFI) se empled para el recuento de la poblacidn

de bacterias solubilizadoras de fosforo (BSP).

El Medio Mineral Liquido (MML) suplementado con la mezcla de PAHs se utilizd
para el recuento especifico de la comunidad degradadora de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (BD-PAHs), mientras que el MML suplementado con hexadecano para la
poblacién degradadora de hidrocarburos alifaticos (BD-HA). Por otro lado, el MML
suplementado con celulosa se usé para realizar el recuento de la comunidad capaz de

degradar celulosa (BD-C), utilizando esta como Unica fuente de carbono y energia.

El medio Luria Bertani (LB) se empledé para el crecimiento de E. coli DH5aq,
durante la recuperacién de las células luego de haber sufrido el shock térmico.
Finalmente, el medio LB agar suplementado con Ampicilina/ IPTG/ X-Gal se empled en

la seleccién de E. coli DH5a portadoras del plasmido recombinante.

Metodologia para las determinaciones fisicas y quimicas

1. Determinacion de pH, conductividad eléctrica y potencial redox

Para la determinacion del pH, conductividad eléctrica y potencial redox, se
mezclaron 2.5 g de suelo con 2.5 ml de agua bidestilada y se agitaron durante 1 h a 240
rom (Moray col., 2014). Luego de reposar durante 10 minutos, se realizd la lectura con

el electrodo correspondiente.
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2. Determinacion de la concentracion de hidrocarburos

A 5 g de suelo se adicionaron 10 g de sulfato de sodio anhidro (Na,SO,4, Merk).
Luego se realizé la extraccion con solventes orgdnicos por adicidon de 15 ml una mezcla
de diclorometano: acetona 1:1 (v/v) (Sayara y col., 2010a) de calidad cromatografica
(UVE), mediante ultrasonicacion (ultrasonicador TestLab, 400W, 40KhZ) durante 2
horas, de acuerdo al método EPA 3550b. Luego de sonicar, los tubos conteniendo la
mezcla de suelo: solvente de extraccidon se centrifugaron durante 10 minutos a 5000
rpm y los sobrenadantes se recogieron en frascos de vidrio limpio. El procedimiento se
realizo tres veces consecutivas (extraccidén exhaustiva). Luego, se evaporé el solvente y
se solubilizé en diclorometano. Finalmente se filtr6 con membrana de nylon de 0.45

um.

Cada muestra se inyectd en un cromatégrafo gaseoso Perkin Elmer Clarus 500
equipado con una columna 5HT-PE (Perkin Elmer, longitud 30 m, diametro interno
0.25 mm) acoplado a un detector de ionizacion de llama (FID=Flame lonization
Detector). La concentracién de cada hidrocarburo se determind luego de la calibracidon
con un patréon comercial (AccuStandar) de concentracién conocida, acorde a los
métodos EPA SW 846 M 8015 CG-FID y EPA SW 846 M 8100 CG — FID segun se trate de
hidrocarburos alifaticos (HAs) o aromaticos policiclicos (PAHs), respectivamente. En las

Tablas 1.2 y 11.3 se detallan cada método cromatografico.

Tabla I1.2. Detalle del método cromatografico utilizado para la determinacion de HAs.

T inyector 300°C

T detector 300°C

T inicial del horno 60°C, 2 min

Rampa 1 10°C min*hasta 170°C, 170°C durante 5 min
Rampa 2 5°C min™ hasta 250°C, 250°C durante 2 min
Rampa 3 10°C min* hasta 300°C, 300°C durante 2 min
Volumen de inyeccion 1l

Flujo de gas carrier (He calidad 5.0) 1 ml min™

Régimen Split 2:1
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Tabla I1.3. Detalle del método cromatografico utilizado para la determinacion de PAHs.

T inyector 250°C

T detector 300°C

T inicial del horno 80°C, 1 min

Rampa 1 25°C min‘hasta 140°C

Rampa 2 10°C min* hasta 290°C, 290°C durante 15 min
Volumen de inyeccion 1l

Flujo de gas carrier (He calidad 5.0) 2 ml min™

Régimen Splitless

3.  Fraccidén de hidrocarburos aromaticos policiclicos biodisponibles

Para la determinacion de la fraccién de PAHs biodisponible se prepararon
sistemas de suelo suplementado con la resina XAD-2 (Amberlite XAD 2, Sigma Aldrich)
a partir de 3.1 g de suelo en 30 ml de una solucién 0.01 M CacCl, y 0.01M NaN3 2 g de
XAD-2 previamente activado. Previo a su uso, le resina fue activada mediante
ultrasonicacion secuencial con diferentes solventes (H,O/metanol; metanol; hexano;
agua) durante 1 hora cada uno y luego se secé en estufa a 50°C. Las muestras de suelo-
XAD-2se mantuvieron en agitacién (200 rpm) durante 7 dias. Transcurrido este tiempo,
las perlas de XAD-2 se recuperaron de la suspension de suelo y se secaron mediante
vacio (Cébron y col., 2013). Finalmente, se realizd la extraccion organica exhaustiva a
partir de la fraccion XAD y de la suspensidon de suelo aplicando el método de extraccién

y analisis descripto en el inciso b) Determinacion de la concentracion de hidrocarburos.
4.  Analisis del extracto alcalino del suelo

Los extractos alcalinos de muestras de suelo se utilizaron para la determinacién
de los espectros de absorbancia y emisién, y del Carbono Total Disuelto (CTD). El
estudio de los de extractos de suelo resulta de interés ya que provee informacién

sobre la composicion y complejidad de la muestra.

Un pardmetro de interés obtenido de los espectros de absorbancia es la relacién
de absorcion a A 465 nm / A 665 nm (E4/Eg). Esta relacion se usa en la caracterizacion
de la materia organica disuelta y en la comparacion de sustancias humicas de
diferentes origenes. Este cociente es independiente de la concentracién de sustancias
humicas. La absorcidon a mayores longitudes de onda es indicativa de la presencia de

moléculas de mayor tamafio, por lo que los valores de E4/E¢ se correlacionan
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inversamente con el peso molecular de estas sustancias y con el contenido de anillos
aromaticos (Lguirati y col., 2005). Esta correspondencia es positiva con el numero de
acidos carboxilicos presentes en la solucién. Debido a que el pH de la solucion afecta al
peso molecular promedio, los espectros se miden a soluciones a las que se ajusta el pH

en un mismo valor.

Las sustancias humicas del suelo (SH) y los PAHs poseen en su estructura quimica
dobles enlaces conjugados, lo que confiere fluorescencia a las moléculas. Ambos
poseen regiones de excitacion y emision de fluorescencia caracteristicas, segun la
naturaleza quimica del compuesto. Esto permite el uso de herramientas de fotofisica
como son las Matrices de Excitacién Emisién de Fluorescencia (MEEF) para su
monitoreo y control. En la Figura Il.3 se presentan las regiones de excitacién y emisiéon
caracteristicas de distintas familias de fluoréforos presentes en suelos. Las regiones | y
Il se asocian al aminodacido tirosina y a proteinas simples con alto contenido de este
tipo de aminoacido aromatico. Los extractos de suelo emiten en las regiones IVy V, la
region Il es caracteristica de los acidos fulvicos, mientras que la V de acidos humicos
(David Gara y col., 2011). La region IV corresponde principalmente a productos

solubles de degradaciéon microbiana.
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Figura 11.3. Imagen tomada de David Gara y col., 2011. Regiones de excitacion emisién de fluorescencia
de sustancias naturales.

Para obtener los extractos se mezclaron 3 g de suelo con 15 ml de NaOH 0.1M
utilizando vortex. Luego se ajustd el pH en 10 + 0.5 y se agitd durante 1 h. Una vez

transcurrido el tiempo de agitacion se verificd que el pH no haya variado. En caso de
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observar cambios en los valores de pH, nuevamente se ajustarda en 10 + 0.5 y se
repetira el procedimiento. Finalmente el sobrenadante se separé centrifugando
durante 10 min a 5000 rpm y se filtré utilizando en primer lugar papel de filtro
Whatman n°41 y luego utilizando membrana de nylon de 0.45 um. Una vez obtenido el
extracto alcalino, se ajusto el pH en 7 se filtré a través de membrana de nylon de 0.45

Kum para realizar los andlisis posteriores (David Gara y col., 2011).

Los espectros de absorcidn se midieron en un espectrofotémetro Shimadzu UV-
1800, entre 200 y 800 nm. A partir de los espectros de absorcién se calculé la relacién

E4/Ee.

Para medir los espectros de fluorescencia se ajusté la absorbancia a 550 nm de
los extractos alcalinos en 0.01 (Birdwell y Engel 2010). Los espectros de fluorescencia
se realizaron utilizando un espectrofluorémetro Near-IR Fluorolog-3 Research
Spectrofluorometer, midiendo la emision entre 260 a 650 nm. Las matrices de
excitacion-emisién de fluorescencia (MEEF) se generaron a partir de espectros de
emision obtenidos, incrementando cada 5 nm la longitud de onda de excitacién, desde

240 hasta 580 nm (Bosio y col., 2008).

Para obtener informacidon sobre las matrices se realizd un analisis PARAFAC

(“Parallel Factor”) que nos permitié estimar el niumero de fluoréforos presentes y su

concentracion relativa, asi como los espectros de emisidn y excitacidén de estos. Este
analisis se hizo mediante el uso de MATLAB 7.7 (Mathworks, Natick, MA) aplicando
PLS_Toolboxversion 4.0 (EigenvectorResearch, Manson, WA). La determinacién del
numero correcto de los componentes en el conjunto de datos se evalué mediante la
puntuacion del “diagndstico de consistencia de nucleo” (Core Consistency Diagnostic)
que debe estar cerca del 100 % si el modelo es adecuado. El nimero de componentes
se validd por inspeccion visual de los pardmetros estimados y el diagndstico de
modelos adicionales. Se usaron varios pasos de pre-procesamiento para minimizar la
influencia de las lineas de dispersidn, restando a cada muestra la matriz del agua.
Ademads, se asignd valor cero a las emisiones por debajo de la longitud de onda de
excitacion, ya que esta situacion es fisicoquimicamente imposible. Este andlisis
informatico fue realizado por el Dr. Pedro M. David Gara, quien colaboré de modo

activo en la interpretacién de los resultados.
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El Carbono Total Disuelto se determind utilizando una pequefia muestra de la
extraccion alcalina. La medida se llevé a cabo en un Total Organic Carbon Analyzer
Shimadzu, TOC-5000. La concentracion se determind luego de la calibracion
correspondiente (Mora y col., 2014). Para la calibracién se preparé un patrén de 100
mg L™ (ppm) de biftalato de potasio (BioPack), a partir del cual se realizaron diluciones
que fueron inyectadas en el equipo. A partir de las areas registradas se construyé la

curva de calibracion.
5. Determinacion de Fe

Se determiné el contenido total de Fe del suelo contaminado mediante digestidn
acida, segun el método EPA 3050b. Entre 1-2 g de suelo se trataron en primer lugar
con 10 ml de HCl concentrado y se calentaron a 95°C durante 15 min. Posteriormente
se adicionaron 10 ml HNOs (1:1) y se termostatizé a 95°C (sin llegar a hervor) con
reflujo durante 5 min. Se continud con agregados de 5 ml HNO3 hasta no observar el
desprendimiento de vapores pardos. Finalmente, se enfrié la muestra, se agregaron 2
ml de H,O y 3 ml de H,0, (30 % v/v) y se calentd durante 2 hs a reflujo. El producto se
filtré por papel Whatman n°41 y se inyectd en un Espectrofotémetro Shimadzu AA-
6650. La concentracién se determind luego de la calibracidn correspondiente. Para la
calibracién se utilizd una solucién patrén de hierro, 1000 pg/ml (Plasma HIQU), IONEX
(Chem lab, CL01.0902) a partir del cual se realizaron diluciones que fueron inyectadas

en el equipo.

Por otra parte, se determind el contenido de Fe disponible en el suelo, mediante
la extraccion de Fe usando EDTA 0.2M a pH 7.5 (método EPA 7950) y el equipo antes

descripto.
6. Determinacion de Persulfato (PS) en suelo

Se mezclaron 4.5 g de suelo con 4.5 ml de agua bidestilada. Luego de agitar
utilizando vortex, la muestra se filtré utilizando membrana de nylon de 0.45 um. A 0.5
ml del filtrado se le adicionaron 1 ml de H,0 bidestilada y 1 ml de NaHCOs/ KI (0.05 g
de NaHCOs+ 1 g de Kl en 10 ml). Luego de 5 minutos de iniciada la reaccién para la

determinacion de PS se midié el espectro de absorcién entre 200 y 600 nm utilizando
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un espectrofotdmetro PG T60 UV-Visible. El anién persulfato se caracteriza por

mostrar un maximo de absorbancia a 350 nm (Liang y col., 2008).

Recuento de las poblaciones cultivables

En un erlenmeyer estéril conteniendo 90 ml de solucidn fisiolégica, se
transfirieron 10 g de suelo. El sistema se agité durante 30 min a 240 rpm y luego se
dejé reposar 10 min. Se tomd una alicuota de 100 ul y se realizaron diluciones
seriadas. Se inocularon 100 ul de estas diluciones en placas conteniendo el medio de
cultivo correspondiente y el indculo se esparcidé con espatula de Drigalsky. Las placas
se colocaron en estufa a 25°C durante 10 dias. Finalmente se contabilizaron las

colonias.

Los resultados se expresaron como Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por g
de suelo seco (SS). Cada recuento en placa consistié en la inoculacién de 3 diluciones
consecutivas, de modo de obtener entre 30 y 300 colonias por placa. Cada dilucién se
inoculd por duplicado. Los medios empleados para el recuento en placa fueron agar-

R2, RBy SFI (Anexo Il).

Para el caso de recuentos en medio liquido, los tubos conteniendo el medio de
cultivo estéril, se inocularon con la dilucién correspondiente y se incubaron a 25°C
durante 21 dias. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se registré el numero
de tubos positivos, con el cual se calculé el NUmero Mas Probable (NMP) gss'l. Para los
recuentos de BD-HA y BD-C se inocularon 3 diluciones consecutivas, cada una por
quintuplicado (tubos). Para el caso de las BD-PAHs se inocularon al menos 4 diluciones
consecutivas, cada una por octuplicado (microplacas). Los medios de cultivo
empleados en la técnica del NMP fueron MML suplementado con hexadecano,

celulosa y mezcla de PAHs (Anexo Il).
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Metodologia para los estudios de funcionalidad del suelo

Las soluciones y los reactivos empleados en estudios de funcionalidad de suelo

se describen en detalle en el Anexo IlI.
1. Actividad deshidrogenasa (Del Panno y col., 2005)

Unos 5 g de tierra humeda se transfirieron a un frasco color caramelo. A cada
frasco se le adicionaron 5 ml de solucidn de triclorofeniltetrazolio al 1 % preparada en
buffer Tris-HCI 100 mM pH 7.7. Cada frasco se agitd (vortex) y se incubé en oscuridad
durante 24 hs a 25°C. Para detener la reaccién enzimatica, se agregaron 40 ml de
acetona (calidad pro andlisis). Cada frasco se agité cada 30 min durante 2 hs, con el fin
de maximizar la extraccion del producto de reaccién. El contenido de cada frasco se
filtré utilizando papel de filtro y el filtrado fue recolectado en un tubo de vidrio limpio.
Por ultimo, se realizdé medida de la absorbancia a 546 nm utilizando un
espectrofotémetro Beckman DU 640 UV-Visible. Como blanco de reaccidn se utilizd
suelo suplementado con 5 ml del buffer. Cada determinacion se realizé por triplicado.
Los resultados se expresaron como pug de TPF gss'l. Para la construccién de la curva de
calibracion se prepard una solucién estandar de 50 mg de TPF (trifenilformazan), que
es el producto de la oxidacidon del triclorofeniltetrazolio, en 100 mL de acetona y

diluciones a partir de ella.
2.  Actividad lipasa (Margesin y col., 2002)

Se mezclaron 0.1 g de tierra humeda con 5 mL de buffer NaH,PO4/Na,HPO, (100
mM, pH 7.25). La mezcla se agitd con vortex y se incubd en bafio de agua durante 10
min a 30°C. Luego se agregaron 50 ul de pNP-B (p-nitrofenol butirato) 100 mM
(preparado en el momento en 2-propanol) y cada sistema se agité y se incubd 10 min a
30°C. Para detener la reaccidn, los tubos se colocaron en bafio de hielo (10 min) y
luego se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min. Se determind la absorbancia del
sobrenadante a 400 nm usando un espectrofotometro Bio-Rad de microplacas
Benchmark Plus. Como control se incluyeron muestras sin sustrato. Cada medida se
realizé por triplicado. Los resultados se expresaron como ng pNP gss . La curva de

calibracion se realizé con pNP (p-nitrofenol), que es el producto de la hidrdlisis del
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pNP-B, a partir de una solucidn estandar 100 ng mL™con la cual se realizaron diluciones

de concentracidn conocida.
3.  Actividad arilsulfatasa (Geng y col., 2012)

Se pesaron 0.25 g de tierra humeda a los que se agregd 1mL de buffer acético-
acetato (pH 5.8). Luego, se adicionaron 250 puL de pNP-S (p- nitrofenol sulfato)
preparado en el momento en el mismo buffer. Cada tubo se agitd con vortex y se
incubd durante 1 hora a 37°C. Transcurrido el tiempo de reaccién, se agregaron 2 ml
de NaOH 0.5 M y 0.25 mL de CaCl, 0.5 M para detener la reaccién enzimatica.
Posteriormente, se centrifugaron los tubos durante 10 min a 6000 rpm para luego ser
filtrados por papel. Finalmente se midié la absorbancia del sobrenadante de cada
muestra a 410 nm empleando un espectrofotometro Beckman DU 640 UV-Visible.
Como control se utilizaron muestras sin el agregado de sustrato. Cada muestra se
realizé por triplicado. Los resultados se expresaron como ng de pNP gss'l. La curva de

calibracion se realizdé de modo similar que la realizada para la actividad lipasa.
4. Actividad fosfatasa (Verchot y Borelli 2005)

Se mezclaron 0.25 g de tierra humeda con 1 mL de buffer MUB (Modified
Universal Buffer) ajustado (pH 11 para medir actividad fosfatasa alcalina, pH 6.5 para el
caso de fosfatasa acida) y 250 uL de MUB ajustado suplementado con pNP-P (p-
nitrofenol fosfato, 0.1 M). Cada muestra se agité con vortex y se incubd en bafo de
agua a 37°C durante 1 hora. La reaccidn se detuvo por el agregado de 1 mL de NaOH
0.5 My 1 mL de CaCl, 0.5 M. Luego se centrifugaron los tubos durante 10 minutos a
5000 rpm vy se filtraron por papel. Finalmente se realizé la medida de absorbancia a
410 nm de los extractos usando un espectrofotometro Beckman DU 640 UV-Visible.
Cada medida se hizo por triplicado. Como control se incluyeron muestras sin la adicién
de sustrato. Los resultados se expresaron como ng de pNP gss™. Para realizar la curva

de calibracién se procedié de modo similar que en el caso de lipasa.
5. Actividad ureasa (Kandeler y Gerber 1988)

A 1 g de tierra se le agregaron 1.5 ml de una solucién de urea 0.08 M (preparada
en el momento). Cada tubo se agitd con vortex y luego fue incubado durante 2 hs a

37°C. Transcurrido el tiempo, los tubos se centrifugaron durante 10 min a 5000 rpm. A
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1 ml de sobrenadante se le agregd 1 mL de reactivo 1 (solucién de hipoclorito de sodio
10mM en NaOH 0.125 M) y 1 mL de reactivo 2 (solucién de salicilato de sodio 3 mM-
nitroprusiato de sodio 0.15mM). Seguido a esto, las mezclas se incubaron durante 5
minutos a 37°C. Finalmente se realizé la medida de absorbancia a 580nm usando un
espectrofotémetro Bio-Rad de microplacas Benchmark Plus. Como control se
incluyeron sistemas sin sustrato. Cada medida se realizé por triplicado. Los resultados
se expresaron como pmoles de N-NH,4'gss™. Para la calibracién se preparé una solucion
estandar de sulfato de amonio de 100 ppm a partir de la cual se realizaron las

diluciones correspondientes.
6. Actividad proteasa (Ladd y Butler 1972)

Entre 0.3-1 g tierra humeda se mezclaron con 5 mL de solucién de caseina 2 %
(en buffer Tris 5 mM, pH 8.1) y 5 mL de buffer Tris 5 mM pH 8.1. Los sistemas se
agitaron utilizando vortex y luego se incubaron durante 2 horas a 50°C en bafio de
agua con agitacion. Finalizado el tiempo de reaccion, se realizd la extraccion del
producto de reaccién mediante el agregado de 5 mL de acido tricloroacético (TCA) 0.9
M, que produce la desnaturalizacién de la caseina no hidrolizada. Cada muestra se
centrifugé durante 15 minutos a 10000 rpm. El sobrenadante contiene los aminoacidos
libres generados por la protedlisis de la caseina, que posteriormente se cuantificaron
por el método de Lowry utilizando como patrén L-Tyr (solucién estandar 200 mg LY.
Para ello a 100 ul de patrén o de muestra se le agregaron 500 ul del reactivo C (ver
Anexo Il). Luego de mezclar, cada reacciéon fue incubada durante 15 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Seguido a esto, se agregaron 100 pl de reactivo de
Folin- Ciocalteau (1:1) a cada sistema y se volvié a incubar 30 minutos en oscuridad. La
medida de absorbancia se realizdé a 750 nm en un espectrofotdmetro Beckman DU 640

UV-Visible.

Los controles se realizan por el agregado de caseina luego de la adicion de TCA.

. T 1
Cada muestra se realizé por triplicado. Los resultados se expresaron como mg Tyr gss .
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7. Respuesta respiratoria inducida por sustrato (SIR) (Degens y Harris 1997)

Viales de vidrio de 25 ml conteniendo 1 g de suelo y 2 ml de sustrato (descriptos
en el Anexo Ill), se cerraron herméticamente con septum de goma y virola de aluminio
y luego se incubaron a 25°C durante 4 horas. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién, se inyecté un volumen de la fase gaseosa de la muestra en un
cromatdgrafo gaseoso Perkin Elmer Clarus 500 equipado con una columna Carboxen
1010 (Supelco, longitud 30 m, didametro interno 0.32 mm ) y un detector de
conductividad térmica (TCD= Thermal Conductivity Detector). Las condiciones

cromatograficas son las que se detallan en la Tabla 11.4.

La cuantificacion del CO, producido por cada muestra se realizé por comparacion
con un patréon de concentracién conocida inyectado en las mismas condiciones. Cada
sustrato ensayado se prepard como se detalla en el Anexo Ill, con el pH ajustado en 6,
segln lo descripto (Degens y Harris 1997). Los resultados se expresaron como pmoles

de CO; (gssh)™.

Tabla Il.4. Parametros cromatograficos de la determinacion de CO,.

T inyector 140°C

T detector 230°C

T del horno 75°C
Tiempo 10 min
Volumen de inyeccién Lub

Flujo de gas carrier por la columna(He calidad 5.0) 3 ml min™
Flujo de gas carrier por el detector (He calidad 5.0) 12 ml min™
Régimen Split 20:1
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Metodologia para los estudios gendmicos

1. Extraccion de ADN de suelo

La extraccion de ADN (Acido desoxirribonucleico) total de suelo se realizé
utilizando el kit comercial E.Z.N.A.™ Soil DNA Isolation Kit (Omega Bio-tek, Inc.,
Norcross, GA, USA) y siguiendo las instrucciones del fabricante, repitiendo 3 veces los
pasos 3 a 8 con el fin de extraer el ADN total de la comunidad. Los detalles del
procedimiento y de las soluciones y reactivos empleados se encuentran en el Anexo IV.

Una vez obtenido el ADN el mismo se conservo en -20°C para su posterior uso.

2. Estructura de la comunidad bacteriana

Se amplificé el fragmento del gen 16S rARN comprendida entre las regiones
hipervariables V3 -V5 utilizando los primers conservados GC-341F (5'-
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCCCTCCTACGGGAGGCAGCAG - 3))
y 907R (5'- CCGTCAATTCCTTTGAGTTT - 3’) (Muyzer y col., 1998), como se muestra en la

Figura 1.4, que generan un producto de unos 560 pares de bases.
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Figura 11.4. Regiones conservadas en los distintos niveles taxondmicos y regiones hipervariables del gen
16S rARN (Wangy col., 2007).

La PCR (Polymerase Chain Reaction) se realizé en un volumen final de 30 ul
conteniendo 1 pl de ADN, 1U enzimatica de GoTaq (Promega), 1X de buffer, 0.2 mg de
BSA (Seroalbimina Bovina, estandar: 10 mg/ ml), 0.2 mM dNTPs (Dideoxinucledtidos;

dATP, dCTP; dGTP y dTTP), y 5 uM de cada primer y fue llevada a cabo en una
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termocicladora Master cycler® Eppendorf (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Germany).

En la Tabla II.5 se detalla el programa de PCR utilizado.

Tabla II.5. Detalle del programa de PCR utilizado para la amplificacidn de las regiones hipervariables V3-
V5 del gen 16S rARN amplificadas con los primers GC-341F y 907R.

Temperatura Tiempo

95°C 4 minutos \L

94°C 30 segundos 10 ciclos
62°C 40 segundos J,

72°C 1 minuto

94°C 30 segundos \L

57°C 40 segundos 25 ciclos
72°C 1 minuto j

72°C 10 minutos

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5 % (p/v). Luego
estos amplicones se purificaron utilizando el Kit PCR clean up Gel extraction (Nucleo
spin extract Il, Macherey- Nagel) y se cuantificaron mediante Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific).

La DGGE (Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis) se realizd en una cuba DGGE-
2401 (C.B.S Scientific Co., Del mar, CA, USA). Se sembré igual concentracion de cada
amplicon de PCR en un gel de poliacrilamida (acrylamide N-N"Metilen-bisacrilamida
37:5:1) con un gradiente desnaturalizante lineal 45-70 % (100 % de desnaturalizacion
corresponde a urea 7 M urea y 40 % (v/v) formamida). Las soluciones empleadas y la
preparacién de los geles se detallan en el Anexo IV. Para la electroforesis se utilizd
buffer TAE 1X (40 mM TRIS, pH 8.1, 20 mM 4&cido acético, 1 mM EDTA) a 60°C durante
16 hs a 100 V. Una vez finalizada la corrida electroforética, los geles se tifieron durante
30 minutos en SYBR Gold. Las imagenes se documentaron a través de un sistema
documentador de imdagenes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y se analizaron usando el
software GelCompar Il (AppliedMaths, Kortrijk 180 Belgium) y se determinaron las
densidades Opticas de las bandas. Estos perfiles de densidad se usaron para calcular la
matriz de similitud usando el coeficiente de Jaccard y la posterior construccién del
dendrograma (UPGMA: es un método de encadenamiento “unweighted pair-group

method using arithmetic averages”). Los valores de las ramas representan las
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correlaciones cofenéticas, las cuales nos muestran cudn bien la estructura jerarquica

del dendrograma representa a las verdaderas distancias.

3.  Estudio de diversidad mediante pirosecuenciacion del gen 16S rARN

Los analisis de diversidad se realizaron de dos maneras distintas.

Una primer pirosecuenciacion se realizé utilizando el servicio del Laboratorio de
investigacion molecular (MR DNA; Shallowater, TX; http://www.mrdnalab.com/)
donde se realizé la amplificacion con los primers 341Fbac (5'- CCTACGGGAGGCAGCAG-
3’) (Muyzer y col., 1993) y 909R (5-CCCCGYCAATTCMTTTRAGT-3") (Tamaki y col.,
2011) generando un amplicon de 568 pares de bases correspondiente a regiones
hipervariables V3-V5 del gen 16S rARN. El primer 909R esta acoplado en el extremo 5’
a un adaptador y seguido a este a un cédigo de barras de 8 nucledtidos (MID: Multiplex
Identifiers) que servird para la identificacion posterior de cada muestra, mientras que
el primer 341Fbac estd acoplado a otro adaptador en su extremo 5, tal como se

esquematiza en la Figura I1.5.

MID
Adaptador 1 - V5 (U926R)

TIR CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACGACTCCGTTACCGCCGTCAATTCCTTTRAGTTT

Adaptador 2 V3 (U341F)

TP SR eSS C CTACGGGRSGCAGCAG

Figura II.5. Esquema de la estructura de los primers utilizados en la pirosecuenciacion.

Las amplificaciones se realizaron por duplicado en un volumen de 20 ul
utilizando Hot StarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA). La PCR se llevd a

cabo segun se detalla en la Tabla Il.6.

Tabla 11.6. Detalle del programa de PCR utilizado en la amplificacion de las regiones hipervariables V3-V5
amplificadas con los primers-341Fbac y 909R.

Temperatura Tiempo

94°C 3 minutos

94°C 30 segundos

53°C 40 segundos 28 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 5 minutos
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Los amplicones se purificaron y luego de ser cuantificadores mediante
visualizacién en gel de agarosa 1.5 % (p/v) y con un Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific), las muestras se mezclaron en igual concentracidn y se purificaron usando
perlas de Agencourt Ampure (Agencourt Bioscience Corporation, MA, USA). Una vez
obtenida la mezcla de amplicones, ésta se secuencid utilizando la plataforma Roche

454 FLX Titanium.

También se realizé la amplificacion utilizando los primers U519F (5°-
CAGCMGCCGCGGTAATWC-3") y U926R (5- CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3) (Baker y col.,
2003) en la Estacidn Experimental del Zaidin, durante una estancia corta en el marco
del Progama BecAr (Programa de Becas de formacién en el exterior en Ciencia y
Tecnologia). En este caso se obtuvieron productos de 407 pares de bases
correspondiente a las regiones hipervariables V4-V5 del gen 16S rARN. Una vez mas,
los primers estan acoplados a distintos adaptadores y un MID de 8 nucledtidos como
se describié en el ensayo anterior. Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador Eppendorf 5331 Master Cycler Gradient Thermal Cycler (Eppendorf,
Hamburg, Germany) por triplicado en un volumen de 30 pl utilizando 10 ng de ADN
molde, 1 U de GoTaq G2 Flexi (promega), 1X de buffer, 0.3 mg de BSA (New Englands
Biolabs, estandar: 10 mg/ ml), 0.25 mM de cada dNTP, 2.5 mM de MgCl,y 1 uM de

cada primer. El programa de PCR fue el que se detalla en la Tabla I1.7.

Tabla 11.7. Detalle del programa de PCR utilizado en la amplificacion de las regiones hipervariables V4-V5
amplificadas con los primers U519F y U926R.

Temperatura Tiempo

94°C 3 minutos

94°C 15 segundos

55°C 45 segundos 25 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 8 minutos

Los amplicones se purificaron utilizando filtros de ultracentrifuga con membrana
100-K (Amicon, Cork, Ireland) segun indicaciones del fabricante. Los productos puros
se cuantificaron mediante Quant-iT™ PicoGreen® ds DNA Assay Kit (Invitrogen™),
utilizando un espectrofotémetro Qubit (Thermo Scientific) y se visualizaron en un gel

de agarosa 1 % (p/v) tefiido con Gel Red. Finalmente se realizd una mezcla equimolar
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conteniendo cada producto, que nuevamente se purific6 del modo anteriormente
descripto. La mezcla de amplicones obtenidas se pirosecuencié con el sistema Genome
Sequencer Junior GS-FLX de Roche en la Estacidn Experimental del Zaidin, Consejo

Superior de Investigaciones Cientificas (Granada, Espaia).

En el Anexo V se presenta una tabla que indica las regiones hipervariables que se

secuenciaron para cada microcosmo.

Las secuencias obtenidas de ambos ensayos se analizaron con Mothur (version
v.1.34.0; (Schloss y col., 2009)). Las secuencias mads cortas que 360 pares de bases, o
que contengan mas de 1 base ambigua (N) o un homopolimero de mas de 8 pares de
bases, o que tuvieran una o mas de base que no coincidieran en el primer o cédigos de
barras, o nivel de calidad por debajo de 25, se eliminaron del andlisis, al igual que las
secuencias quimeéricas, los contaminantes y aquellas secuencias que solo estuvieron
presentes 1 vez (singleton). Los datos de secuenciacién se agruparon en unidades
taxondmicas operacionales (OTUs) con 3 % de divergencia. Los OTUs se clasificaron
taxondmicamente por alineamiento contra una base de datos de secuencias

bacterianas 16S rADN de alta calidad no redundante (Silva nr 119).

La cobertura del proceso de pirosecuenciacion se calculé como se define en la

Ecuacion 1.1, a partir de las OTUS observadas.

i
Cobertura=1——
N

Ecuacion II.1: Calculo de la cobertura del proceso de pirosecuenciacion. ni es el nimero de OTUs
muestreadas y N es el numero total de individuos.

Cuando los valores de la cobertura son préximos a 1, es indicativo de que las
secuencias obtenidas representan la mayoria de las secuencias bacterianas presentes

en la muestra.

Otro parametro de la calidad del proceso son las curvas de rarefaccion, ya que
son la representacién gréafica del numero de secuencias (eje X) vs el nuUmero de OTUs

observadas (eje Y).
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Para el estudio de la diversidad alfa (comparacién entre suelos) se utilizo la serie
de numeros de Hill, que son una clase paramétrica de medidas de diversidad, que
integran la riqueza y abundancia de especies (Chiu y Chao 2014), definidas como °D,

con g#1, como se describe en la Ecuacién 11.2.

g 1;’.:1_,;}
o-(5 1)
i=1

Ecuacién I1.2. Definicién de D, donde S son las especies presentes, y p; es la abundancia de la especie i.

El pardmetro q determina la sensibilidad de la medida de las abundancias
relativas. Esta serie de numeros se calculd luego de estandarizar el nimero de
secuencias (utilizando el menor numero de secuencias encontradas), segun las
instrucciones que se encuentran en la guia 454- SOP, usando el software

bioinformatico Mothur (version v.1.34.0).

Cuando g= O, D es simplemente la riqueza de especies. Este numero es
insensible a las frecuencias relativas, y por lo tanto pondera especies raras. °D se

calculo estimoé mediante el indice de Chaol, como se detalla en la Ecuacién I1.3.

nl(nl—1)

Chaol = Sob
ao os+2[ﬂ2+1]

Ecuacién I1.3: Calculo de °D o Indice de Chaol. Sobs son las OTUs observadas (riqueza observada), n; es
el nimero total de OTUs que estan representadas por solo 1 secuencia (singletons) y n, es el nimero
total de OTUs que estan representadas por solo 2 secuencias (doubletons).

Cuando q =1, la Ecuacidn 1.2 es indefinido, pero su limite cuando X tiende a 1 es
el exponencial de la entropia de Shannon, y se conoce como diversidad de Shannon. La
Ecuacidn 1.4 describe el calculo de 'D. Como puede apreciarse, este célculo es sensible

a la frecuencia relativa de especies, por lo tanto pondera especies comunes.

68



Capitulo Il

Y obs

1D =lim D =exp| — Z p; logp,
g—+1
i=1

Ecuacién I1.4. Calculo de 'D o diversidad de Shannon. Sobs son las OTUs observadas (riqgueza observada)
y p; es la frecuencia de la OTU J.

Cuando g = 2, la Ecuacién I1.3 produce la inversa del nimero de Simpson, que
se conoce como diversidad Simpson. La Ecuacion 1.5 describe el cdlculo de ’D. Esta
medida se pondera hacia especies abundantes y por lo tanto es un indicador de
equidad de la comunidad. La inversa de Simpson es independiente del esfuerzo de

muestreo cuando el nUmero de secuencias obtenidas es mayor a 1000.

. Sobs .
D=1/) b/
i=1

Ecuacién 11.5. Calculo de ’D o inversa de Simpson. Sobs son las OTUs observadas (riqueza observada) y
p; es la frecuencia de la OTU i.

4. Clonado de genes especificos de degradacion de PAHs

A partir de muestras de ADN de suelo se amplificaron genes especificos
involucrados en las rutas de degradaciéon de hidrocarburos aromaticos policiclicos.
Particularmente se amplificd la secuencia que codifica la subunidad alfa de las
dioxigenasas (PAH- RHDa). Los primers seleccionados estan disenados sobre regiones
conservadas de bacterias gram negativas (GN) y bacterias gram positivas (GP) (Cébron
y col., 2008) y que generan fragmentos de alrededor de unos 300 pares de bases. Los

primers utilizados en este ensayo se listan en la Tabla II.8.
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Tabla 11.8. Descripcién de los primers utilizados en la amplificacion de la subunidad alfa de genes
dioxigenasa de bacterias gram negativas y gram positivas.

Primer Secuencia blanco Secuencia (3’-5")

PAH-RHDa PAH-RHDa de bacterias gram GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA
GNF negativas

PAH-RHDa AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT
GNR

PAH-RHDa PAH-RHDa de bacterias gram CGGCGCCGACAAYTTYGTNGG
GPF positivas

PAH-RHDa GGGGAACACGGTGCCRTGDATRAA
GPR

La amplificacion se realizd en un termociclador Eppendorf 5331 Master Cycler
Gradient Thermal Cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) por triplicado en un
volumen de 25 pl utilizando 5 ng de ADN molde, 1.25 U de GoTaq G2 Flexi (Promega),
0.2 mM de cada dNTP (Roche), 1X de buffer, 1.5 mM de MgCl,y 0.2 uM de cada primer
(Thermo Scientific). La PCR se llevo a cabo segun se detalla Tabla II.9.

Tabla 11.19. Detalle del programa de PCR utilizado en la amplificacién de la subunidad alfa de

dioxigenasas (PAH-RHDa) utilizando los pares de primers PAH-RHDa GN F / PAH-RHDa GN R y PAH-
RHDa GP F / PAH-RHDa GP R.

Temperatura Tiempo

95°C 5 minutos

95°C 30 segundos

55.4°C GN/ 50°C GP 30 segundos } 30 ciclos
72°C 30 segundos

72°C 7 minutos

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa 2 % (p/v) tefiido con
Gel Red y se compararon con el marcador 929 (4370 to 72 bp). Luego se purificaron
utilizando membranas 100 K (Amicon, Cork, Ireland). Los amplicones purificados se
ligaron al vector pGEM-T easy segun las indicaciones del fabricante y se clonaron en E.
coli DH5a mediante shock térmico. Una vez recuperadas las células en LB durante 2
horas a 37°C, se sembraron diluciones en medio LB agar suplementado con IPTG/ X-Gal

y ampicilina (como se detalla en el Anexo Il). Las placas se incubaron a 37°C toda la
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noche. Aquellas colonias color blanco se repicaron en medio LB suplementado con
ampicilina y se incubaron nuevamente toda la noche a 37°C con agitacion (170 rpm). A
partir de los cultivos liquidos se realizd extraccién de ADN plasmidico utilizando el kit
QIA Spin Miniprep (Qiagen). Para verificar la presencia del inserto se realizd la
amplificaciéon con los primers SP6 (5°- CATACGATTTAGGTGACACTATAG-3") y T7 (5'-
GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’) que se encuentran posicionados fuera del sitio de

clonado del vector utilizado.

A partir de aquellos clones que fueron positivos se seleccionaron al azar 10
correspondientes a cada gen amplificado y se secuenciaron mediante el método de
Sanger (Sanger y col., 1977) en un secuenciador ABI Prism 3130XL en la Estacidn
Experimental del Zaidin, utilizando los primers SP6 y T7. Las secuencias obtenidas se
alinearon utilizando el software Bioedit, v7.0.9 (Hall 1999) y luego se compararon
mediante  alineamientos multiples utilizando la herramienta Blastn

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) frente a una base de datos no redundante.

Siguiendo la misma metodologia, se clond y secuencié el fragmento de 16S
amplificado con los primers 9bfm (5" - GAGTTTGATYHTGGCTCAG — 3") y U1512R (5 -
ACGGHTACCTTGTTACGACTT — 3°) (Baker y col., 2003) de la cepa de B. canariense
GV102 perteneciente al cepario del grupo de investigacion dirigido por el Dr. Manuel
Fernandez Lopez, de la Estacidn Experimental del Zaidin. El ciclo de PCR utilizado para
la amplificacion de este gen fue similar a los descriptos en la Tabla 11.10 utilizando

como temperatura de annealing 60°C.

5.  Cuantificacion de genes mediante real time PCR

Mediante la técnica de real time PCR se cuantificaron de forma absoluta los
genes 16S rARN, PAH-RHDa GN y PAH-RHDa GP. Para la construccidn de las curvas de
calibracion se utilizaron los clones obtenidos en el inciso anterior. Los primers
empleados para la cuantificacion del gen 16S rARN fueron el U27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y el U341R (5'-CTGCTGCSYCCCGTAGG-3") que generan
un fragmento de unos 314 pares de bases correspondientes a la regién hipervariable
V1-V2 del gen mientras que los primers utilizados para la cuantificacion de los genes

dioxigenasa fueron los descriptos en la Tabla 11.10. Los ADN molde con los que se
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realizaron las curvas de calibracidn se cuantificaron utilizando el Kit Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA Assay (Invitrogen™) y un espectrofotometro Qubit (Thermo
Scientific). El nUmero de copias se calculdé asumiendo 660 Da como masa molecular de
cada par de bases. El limite de deteccidn de esta técnica se considera de 10 copias. Las
curvas de calibracion se realizaron por diluciones seriadas de una dilucion estandar de

10° copias mi™ del correspondiente molde.

A partir de las curvas de calibracion se calculé la eficiencia (E) de la reaccién, que
se utilizé para la correccién en el calculo de nimero de copias, como se indica en la

Ecuacion II.6.

L
E=10 m

Ecuacion I1.6. Calculo de la eficiencia de reaccidn, donde E es la eficiencia y m es la pendiente de la curva
de calibracién.

Los ensayos de real time PCR se realizaron en un volumen de reaccion de 10 plL
conteniendo 1x iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 0.4 uM de cada primer, 0.05 ng de
ADN molde o agua milliQ (control negativo). El ciclo de amplificacién fue el que se

describe en la Tabla 11.10.

Tabla 11.10. Detalle del programa de PCR utilizado en la cuantificacion de la subunidad alfa de
dioxigenasas (PAH-RHDa) y de las regiones V1-V2 del gen 16S rARN.

Temperatura Tiempo

95°C 5 minutos

95°C 30 segundos

63°C 16S rADN/ 55.4°C GN/ 50°C GP 30 segundos 50
72°C 30 segundos ciclos
80°C 10 segundos

72°C 7 minutos

La pureza de los amplicones se verificd por observacién de un Unico pico de
melting y por la presencia de una Unica banda del tamafio esperado en un gel de

agarosa al 2 % (p/v) tefiido con Gel Red (Cébrony col., 2008; Sun y col., 2015).

Se verificé la presencia de inhibidores en las muestras mediante el agregado de
una cantidad conocida del plasmido pET29 conteniendo el gen de resistencia a

Kanamicina.
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Los resultados obtenidos se corrigieron por el porcentaje de inhibicion. El

numero de copias se calculd por g de suelo seco.

Metodologia para el estudio de fitotoxicidad (Sobrero y col., 2004)

Se evalué la toxicidad de los extractos acuosos del suelo mediante el test de
toxicidad aguda en semillas de Lactuca sativa L. Se mezclaron 30 g de suelo con 30 ml
de agua destilada durante 30 minutos. Luego se centrifugéd a 5000 rpm durante 10
minutos. A partir del sobrenadante (100 %) se realizaron las diluciones 50 %, 25 %, 10
%y 5 %. Se utilizaron 5 ml de cada dilucidon para embeber los discos de papel de filtro
colocados previamente en placas de vidrio de 90 mm de didmetro. Una vez embebidos
los papeles, se colocaron 20 semillas de Lactuca sativa L por cada placa, en grupos de a
5 (Figura 11.6). Cada sistema se armé por duplicado. Las placas se colocaron en cajas,

con el fin de conservar la oscuridad y se incubaron durante 5 dias a 25°C.

Figura 11.6. Placa de Petri conteniendo papel de filtro embebido y 20 semillas de Lactuca Sativa L en
grupos de a 5 semillas.

Una vez finalizado el tiempo de ensayo, se registro el niumero de semillas
germinadas y la presencia o no de pelos radiculares secundarios. También se registro si
hubo o no crecimiento de hongos sobre el papel. Luego se procedid a

congelar/descongelar las placas con el fin de registrar el largo de las raices primarias.

A partir de estos registros se calculd el indice de germinacién (IG %) y el indice de
inhibicién en la elongacién radicular (IE %) (Visioli y col., 2014), como se describe a

continuacion (Ecuacién 1.7 y 11.8).
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Gc— Gn
G2y = —— =100
Ge

Ecuacion I1.7: indice de Germinacién. G, es el nimero de semillas germinadas en agua y G, es el nimero
de semillas germinadas con el extracto de suelo.

Le—Ln
[Edy = —— =100
Le

Ecuacion 11.8: indice de Inhibicién en la elongacién radicular. L. es la longitud de las raices desarrolladas
en aguay L, es la longitud de las raices desarrolladas en presencia del extracto de suelo.

Medida de la productividad del suelo

Se incluyeron ensayos de germinacién de semillas de césped (mezcla comercial
de 9 variedades: Lolium perenne, Lolium estanzuela, Festuca arundandcea, Festuca
rubra, Poa pratensis, Poa trivialis, Phleum pratensis, Agrostis tenuis y Cynodon
dactylum) para evaluar la productividad vegetal de muestras de los suelos luego de los
tratamientos. En bandejas plasticas (perforadas en la base) de 200 cm? de area y10cm
de altura se dispusieron 4 cm de suelo. Las semillas se esparcieron de modo uniforme y
se cubrieron con aproximadamente 1 cm de suelo. Las bandejas se colocaron a media
sombra, al aire libre y se regaron periddicamente. La germinacién del césped se

monitoreo mediante la documentacion de imagenes.

Las plantulas se cosecharon luego de un mes, se lavaron cuidadosamente con
agua, y se secaron durante 24 h a 105°C (Laurent y col., 2012). La produccién vegetal
se evalud a través de la medida del peso seco de las plantulas germinadas, en cada
bandeja al finalizar el mes de ensayo. Los resultados se expresaron como biomasa

vegetal seca (cm?)™.
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Analisis estadisticos

El efecto de los distintos pardmetros e indicadores evaluados durante los
tratamientos se interpretaron por un andlisis de varianza (ANOVA) post test de Tukey

con XLStat (v7.5.2), con una significancia de p<0.05.

Los Analisis de Componentes Principales (ACP) realizados empleando variables
fisicas, quimicas y bioldgicas se realizaron con el programa estadistico NTSyS (versién

2.11W).

El estudio de los cambios en las comunidades microbianas, se realizd a través del
Andlisis de Componentes Principales (ACP) y por de gréficos de barras extendidas

usando el software Stamp (version. 2.1.3), (Parks y col., 2014).

El estudio de la asociacién entre las variables fisicas, bioldgicas y la comunidad de
los sistemas se realizé a través de Andlisis de Correspondencia y Analisis de
Correspondencia Candnica (CCA) que se realizaron utilizando el software con Canoco

for Windows (version 4.5).

Preparacion de los microcosmos

1. Tecnologias de remediacidn bioldgicas

a) Acondicionamiento del suelo contaminado (SA)

Se armaron microcosmos de 500 g de suelo humedo (Sg), los cuales se voltearon
y regaron semanalmente con el fin de conservar la humedad en 22 %
aproximadamente. Estos sistemas se incubaron durante 12 meses con temperatura
controlada (25°C). Durante el primer mes los microcosmos se monitorearon
semanalmente y luego mensualmente mediante el recuento de poblaciones cultivables
y actividad deshidrogenasa. Los terrarios se armaron por triplicado en frascos de vidrio

de 1L (Figura 11.7).
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Figura I.7. Sistema modelo donde se realizaron los ensayos de Acondicionamiento y, Bioestimulacion.

b) Compostaje del suelo (5C)

Como se describié anteriormente, la proporcion ideal C/N para comenzar el
compostaje es aproximadamente 30, con un contenido de humedad cercana al 60 %
(Stamets y Chilton 1983). Si bien en ensayos de compost tradicional se hace un analisis
exhaustivo del contenido de carbono y nitrégeno de todos los materiales a utilizar, los
ensayos de compostaje en suelo hacen mas hincapié en el contenido de estos

elementos presentes en suelo y en la enmienda organica.

Se utilizé la enmienda orgdnica (estiércol de cabra) y el agente de volumen
(rastrojo de avena) que se procesaron como se detalléd anteriormente en este capitulo
para llevar a cabo el tratamiento de compostaje tradicional. Como control se
incluyeron microcosmos de 500 g de suelo que fue volteado y regado durante el

tiempo de ensayo (SA).
(1) Ensayol

En una primera aproximacién se buscé encontrar la proporcién éptima de suelo
(So): estiércol. Para ello se ensayaron tres proporciones de suelo: estiércol en
microcosmos de 500 g. Las proporciones estudiadas fueron las que se detallan en la

Tabla 11.11.

Tabla II.11. Armado de microcosmos detallando las proporciones a ensayar.

Microcosmos g suelo seco : g estiércol seco

S1 0.7:0.3
S2 0.5:0.5
S3 0.3:0.7
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En primer lugar el agente de volumen previamente procesado se regd por
aspersion durante 10 dias. Transcurridos los 10 dias, se prepararon las mezclas de
suelo: estiércol en las proporciones mencionadas. Una vez armadas las mezclas suelo:
estiércol, a las mismas se le agregd 1 volumen del rastrojo de avena procesado y
regado. Una vez en contacto los 3 componentes, se procedid al mezclado y armado de

cada microcosmo.

Los microcosmos se armaron por triplicado en frascos de vidrio de 1L, que se
colocaron en una cdmara de temperatura controlada (30°C). Periédicamente los
sistemas se regaron y se voltearon. Diariamente se registré la temperatura de cada
sistema usando un termdémetro digital. Los sistemas se monitorearon periddicamente
mediante la medida de la actividad deshidrogenasa, lipasa y recuento de BD-PAHs.

Este ensayo se llevd a cabo durante 45 dias.
(2) Ensayoll

A partir de los resultados obtenidos en el primer ensayo de compostaje se llevd a
cabo un nuevo ensayo en recipientes plasticos de 43 L (46,5 cm largo x 34 cm ancho x
27,5 cm alto). En la base de los recipientes se colocaron mangueras perforadas por las
que se introdujo aire al sistema. Sobre las mangueras se armé un lecho de 5 cm de alto
con piedras (canto rodado). Sobre este lecho se colocé una malla metdlica, con el fin
de obtener aireacion homogénea. Sobre la malla metdlica se colocd la mezcla
preparada en proporcion 0.7: 0.3 (g suelo seco (So): g enmienda) con el agente de
volumen incorporado. Los microcosmos fueron como los que se presentan en la Figura

1.8.

Figura 11.8. Sistema empleado para realizar el ensayo Il de compostaje del suelo y el compostaje
tradicional.
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Los recipientes se colocaron en cajas revestidas con material aislante. Los
sistemas se regaron con el fin de mantener la humedad cercana al 60 % y se voltearon,
asegurando que el tratamiento fuera aerobio. Durante los primeros 4 meses se
registr6 la temperatura utilizando termdmetros digitales. Los sistemas se
monitorearon periédicamente durante un afio mediante recuento de poblaciones
cultivables, actividad deshidrogenasa y toxicidad en semillas. Transcurridos 4 meses de
ensayo se observd un cambio macroscdépico que consistié en la degradacidn del agente
de volumen. Debido a esto se decidid realizar a este tiempo un andlisis quimico para

determinar el contenido de hidrocarburos totales.
(3) Ensayolll

Con el objetivo de reducir el volumen de material utilizado, se realizd el
compostaje en reactores verticales de 5L (Figura 11.9) utilizando las proporciones suelo
(So): enmienda: agente de volumen empleadas en el Ensayo Il. Cada dispositivo posee
un orificio por donde se registrd la temperatura del tratamiento. Los sistemas se
airearon mediante la inyeccion de aire desde una placa perforada posicionada en la
parte inferior del sistema. La parte superior del dispositivo estaba abierta a la
atmodsfera. Los microcosmos se armaron por triplicado. Cada sistema se regd
peridodicamente. Todos los meses los dispositivos se abrieron, para realizar el muestreo
y el volteo de los mismos, con el fin de asegurar la aireacién. Mensualmente se evalué
el progreso de las poblaciones cultivables, la actividad deshidrogenasa y la toxicidad en

semillas.
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Salida de aire

1 < Orificlio parael
termémetro

Placa cribosa

Entrada de aire

Figura 11.9. Dispositivo donde se realizo el ensayo Ill de compostaje del suelo.
¢) Bioestimulacion

(1) Con enmienda organica (SE)

Se armaron microcosmos conteniendo una mezcla de suelo (Sg): compost en
proporcién 0.7 g suelo seco: 0.3 g de compost seco, segun los resultados obtenidos del
ensayo | de compostaje del suelo. EI compost utilizado se describié en “Materiales
utilizados”, seccién d. Cada microcosmos se incubd a 25°C, se volted y se regd
semanalmente. Cada sistema se armé en frascos de vidrio de 1L por triplicado que se
monitorearon periddicamente durante 30 dias, aunque con fines comparativos se
incluyeron algunas determinaciones a los 60 dias mediante la determinaciéon de
poblaciones cultivables y actividad deshidrogenasa. Los sistemas fueron similares a los

de la Figura Il.7.

(2) Con sales inorganicas (SF)

También se hizo la bioestimulaciéon por agregado de sales. Se prepararon
microcosmos de 500 g de suelo (So) que se fertilizaron con 5 g de NH4NO; Kgss'l, cada
15 dias hasta alcanzar los 15 g de NH;NO; Kgss'l. Considerando que los 15 g de NH4NO3

aportan 0.525 g de N al sistema, los microcosmos iniciales tendran aproximadamente
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(0.5 + 0.2) g de N, es decir 0.7 %. Los microcosmos se regaron peridodicamente para
mantener la humedad cercana al 23 % y se voltearon para favorecer la aireacién. Cada
microcosmos se monitoreo semanalmente durante un mes. Las muestras para las
determinaciones se tomaron previamente al agregado del fertilizante. Luego del
primer mes, el monitoreo fue al dia 60 y 90 de iniciado el tratamiento. Los

microcosmos se armaron en experimentos similares a los de la Figura Il.7.

2. Tecnologias de remediacidn quimica: aplicacion de persulfato de amonio

Estd informado que la aplicacién persulfato se utiliza para degradar PAHs
(Osgerby 2006). Se decidid utilizar persulfato de amonio (PS) en el tratamiento del
suelo contaminado, con el objetivo de suplementar nitrégeno al sistema, resultando

en un doble efecto: eliminacién quimica del contaminante y fertilizacién del suelo.

Para elegir la cantidad de oxidante a utilizar es necesario definir una dosis como
a la minima cantidad de oxigeno necesaria para oxidar un mol del compuesto, como se

detalla en la Ecuacion 11.9.

2n4+m
C.H, + (T) 0, = nC0, + mH,0

Ecuacion 11.9. Oxidacion completa de un mol de hidrocarburo.

Por cada mol de oxigeno intervienen 4 moles de electrones. Considerando que el
agente oxidante que utilizara es el persulfato, y sabiendo que por cada mol de éste se

ponen en juego 2 moles de electrones, se calculé la dosis de PS.

En la Tabla I1.12 se detalla el contenido de cada PAHs presente en la muestra, el
numero de electrones necesarios para oxidar 1 mol de cada uno a CO, y los gramos de
PS que se requieren para oxidar los mg de contaminante por Kgss. La suma de los
gramos de PS es la cantidad necesaria para oxidar el total de los contaminantes, en

este caso 1 dosis es 10 g de PS por Kgss.
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Considerando que el PS no solo reacciona con los PAHs sino que también con la
materia orgdnica presente en el suelo, se decidié aplicar 3 dosis de oxidante. Se
realizaron en total 3 aplicaciones de PS, durante una semana (cada dos dias) llegando a
un total de 30 gps Kgss'l. La aplicacién secuencial del agente oxidante se realizd por
aspersion de la solucién, mezclando el suelo. El suelo se incubé a 30°C, en oscuridad
durante la semana en la que se realizaron las aplicaciones. Luego de esta semana se
realizé la evaluacién de las poblaciones cultivables, de la fitotoxicidad en semillas, de la
funcionalidad, de los extractos alcalinos, del contenido de hidrocarburos totales, PS,
hierro y sulfatos. También se realizo la extraccién de ADN para llevar a cabo los andlisis
gendmicos. Considerando que los 30 g de PS aportan 3.68 g de N Kgss'l al sistema, los
microcosmos iniciales tendran (0.368 + 0.20) g de N, es decir 0.57 %,

aproximadamente.

Tabla 11.12. Contenido de hidrocarburos aromadticos policiclicos presentes en la muestra original,
detallando los gramos de PS necesarios para su oxidacion completa a CO, y H,0.

Compuesto mg(Kgss)t  Férmula Nrode  gPS(Kgss)*
molecular Electrones  necesarios
Naftaleno 0 CioHs 48 0
Acenaftileno 22.47 CiyHsg 56 0.94
Acenafteno 1.79 Ci2H1o 58 0.09
Fluoreno 5.827 C13H10 62 0.25
Fenantreno 33.71 CisH10 66 1.43
Antraceno 12.56 C14H10 66 0.53
Fluoranteno 21.71 CigH10 74 0.91
Pireno 49.03 C15H10 74 2.05
Benzo [a] antraceno 16.34 CigH1o 84 0.69
Criseno 15.32 CigH12 84 0.64
Benzo [b] fluoranteno; Benzo 13.79 CyoH12 92 0.57
[k]) fluoranteno
Benzo [a] pireno 12.26 CyoH12 92 0.51
Indeno [1,2, 3- cd] pireno 4.24 CyH1z 100 0.17
Dibenzo [a,h]antraceno 1.02 CyoH1a 102 0.04
Benzolg,h,i] perileno 4.34 CyH1z 100 0.18
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3. Tecnologias de remediacion combinadas

A partir del suelo resultante de la aplicacion de PS, (SOxo) se ensayaron las

siguientes intervenciones, de manera similar a lo descripto en los incisos anteriores.

a) Acondicionamiento del suelo tratado con PS (SOxA)

Se armaron microcosmos de 500 g de suelo tratado con PS, luego de una semana
de la primera aplicacidn, los cuales se voltearon y regaron semanalmente con el fin de
conservar la humedad en 22 % aproximadamente. Los microcosmos fueron similares a
los utilizados en el tratamiento SA, y se armaron por triplicado en frascos de vidrio de
1L. Estos sistemas se incubaron durante 12 meses con temperatura controlada (25°C).
Durante el primer mes los microcosmos se monitorearon semanalmente y luego

mensualmente.

b) Compostaje (en reactores verticales de 5L) del suelo tratado con PS (SOxC)

En base a los resultados obtenidos en el ensayo de Compostaje del suelo
contaminado, se decidid continuar trabajando con la proporcion antes descripta, cada
0.7 gss se adicionaron 0.3 g de estiércol seco; en este caso utilizando como material de
partida el suelo luego de una semana de la primer aplicacién de PS. A la mezcla
resultante, se le agregd 1 volumen de rastrojo de avena previamente procesado
(triturado y humedecido). Se armaron microcosmos por triplicado en los en reactores
verticales de 5L (Figura 11.9), que se airearon por inyeccion de aire comprimido desde la
placa perforada ubicada en la base de los reactores. Periddicamente se determind la
temperatura y mensualmente se realizd el volteo y riego del material, momento en

que se realizd el muestreo correspondiente.

c¢) Bioestimulacion con enmienda orgdnica del suelo tratado con PS (SOXE)

Utilizando el suelo luego de la primera semana de la primer aplicacién de PS, se
armaron microcosmos por triplicado conteniendo una mezcla de suelo: compost en
proporcién 0.7 g suelo seco: 0.3 g de compost seco. Cada microcosmos se incubd a

25°C, se volted y se regd semanalmente. Cada sistema se armé en frascos de vidrio de
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1L por triplicado que se monitorearon, durante el primer mes una vez por semana y

durante el tiempo restante (doce meses) el monitoreo fue mensual.
d) Doble estimulacion con enmienda orgdnica del suelo tratado con PS (SOxDE)

Luego de 6 meses de aplicada la primera enmienda (microcosmos SOXE), se
realizdé un segundo agregado de compost. Para ello se utilizé la relacién 0.7 g ss SOXE:
0.3 g de compost seco. Cada sistema se armo en frascos de vidrio de 1L por triplicado
gue se monitorearon, durante el primer mes una vez por semana y durante el tiempo

restante (5 meses) el monitoreo fue mensual.
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Capitulo Ill

El objetivo de este capitulo es caracterizar un suelo cronicamente contaminado a través
de sus propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas y toxicoldgicas con el fin de evaluar la

posibilidad de aplicacion de diferentes estrategias para su remediacion.

Estudios quimicos y fisicos

A la base de datos disponibles de la caracterizacidn del suelo Sy (Ver Capitulo 1),
fueron sumadas las siguientes propiedades: pH, conductividad eléctrica (CE), potencial
redox (Eh), hierro total y disponible. La Tabla 1.1 muestra el total de propiedades
determinadas en el suelo cronicamente contaminado, Sg.

Tabla lll.1. Analisis quimico del suelo original (Sy) y del suelo del predio (SP). Determinacién de la
textura, y medida de Carbono Organico (CO %), Nitrogeno total (N %), Fésforo disponible (P, [mg Kg'l]),

azufre de sulfatos (5042', [mg Kg'l]), Capacidad de retencion de agua [%], hierro total y extraible con
EDTA (disponible) (Fe, [mg Kg'l]), pH, Conductividad Eléctrica (CE, [uS cm'l]) y Potencial redox (Eh, [mV]).

Propiedades So SP
Textura Franco Franco

CO [%] 2.20+0.88 2.40+0.30
Materia organica [%] 3.78 4.15

N [%] 0.20x0.1 0.24 £ 0.03

P [mg/kg] 8.33+0.63 3.67 £0.58

S04 [mg Kg™ 97 +6 154 + 6
Capacidad de retencion de agua [%] 27.45 35.22

Hierro total [mg Kg'l] (2.3+£0.7) 10* No determinado
Hierro disponible [mg Kg'l] 12.6+£0.3 No determinado
pH 8.8+0.1 7.34+0.21

CE [uS cm™] 634+ 12 336+ 1

Eh [mV] 23612 227 +3

El contenido de hidrocarburos alifaticos (HAs) determinado en Sy fue de 2456 +
246 mg Kgss'l (ppm). La Figura lll.1.A presenta el detalle de fracciones de hidrocarburos
alifaticos. Se puede observar que las fracciones predominantes son las de 17 — 18C, 21
— 22C, 14 — 15C y 20 — 21C, cuyos valores son 305, 294 y 204 mg Kgss'1
respectivamente. Para facilitar el andlisis, se agruparon las fracciones de HAs en

Livianos (C9 — C20), Intermedios (C20 — C29) y Pesados (C29 — C35).

En la Figura IIl.1.B se detallan estas fracciones expresadas como porcentaje,
referido al total de hidrocarburos alifaticos. Se puede observar que el suelo esta

enriquecido en alifaticos livianos e Intermedios (52.9 y 42.6 % respectivamente).
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Figura Ill.1. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) en el suelo original (Sg). A: Contenido de HAs
expresado como mg de compuesto Kgss'l. B. Porcentaje de HAs agrupados segun el numero de carbono

de los compuestos referido al total de HAs.

En la Tabla 1.2 se detalla la referencia de cada compuesto enumerado en los

analisis de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), asi como también se

menciona el nimero de anillos aromaticos de cada compuesto.

Tabla I11.2. Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs). En la columna 1 se presenta el nombre segln
IUPAC, en la Columna 2 se enumera cada compuesto y en la columna 3 se menciona el nimero de
anillos aromaticos de cada uno de los 16 PAHSs.

Compuesto Numero Numero de anillos aromaticos
Naftaleno 1 2
Acenaftileno 2 3
Acenafteno 3 3
Fluoreno 4 3
Fenantreno 5 3
Antraceno 6 3
Fluoranteno 7 4
Pireno 8 4
Benzo [a] antraceno 9 4
Criseno 10 4
Benzo [b] fluoranteno 11 6
Benzo [k] fluoranteno 12 6
Benzo [a] pireno 13 5
Indeno [1, 2, 3 - cd] pireno 14 6
Dibenzo [a, h] antraceno 15 5
Benzo [g, h, i] perileno 16 6

El contenido de PAHs determinado en So fue de 214 + 21 mg Kgss* (ppm). La

Figura lll.2.A muestra el detalle de la concentracion de cada PAH en el suelo. Como

puede apreciarse, los compuestos aromaticos predominantes en Sy fueron pireno,

88



Capitulo Ill

fenantreno, acenaftileno y fluoranteno, siendo los valores de 49, 34, 22.5y 22 mg Kgss’
! respectivamente. En la Figura Ill.2.B se muestra el porcentaje de acuerdo al niUmero
de anillos aromaticos respecto del total de PAHs determinado. Las fracciones de
compuestos de 3 y 4 anillos aromaticos fueron las mayoritarias (35 y 50 %

respectivamente).
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Figura Ill.2. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) en el suelo original (Sy). A.
Contenido de PAHs expresado como mg de compuesto Kgss'l. B. Porcentaje de PAHs agrupados segun el
numero de anillos aromaticos de los compuestos referido al total de PAHs.

Paralelamente a la determinacion de hidrocarburos en el suelo, se realizé la
determinacion de la fraccion de PAHs biodisponible, previa extraccidon con la resina
XAD-2. En la Tabla IlIl.3 se presentan los valores de PAHs biodisponible obtenidos.
Como puede observase, los Unicos PAHs detectados en los extractos de XAD-2 fueron
pireno, benzo [a] antraceno y benzo [a] pireno en aproximadamente 0.3 %, cada uno
respecto del total. Estos valores indican que solo el 1 % se encuentra disponible para la

degradacion microbioldgica.

Tabla IIl.3. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) biodisponibles del suelo
original (S). Contenido de PAHs expresado como mg de compuesto Kgss'l y como porcentaje respecto
del total.

Compuesto mg Kgss Fraccién biodisponible [%]
Pireno 0.8 0.36
Benzo [a] antraceno 0.6 0.30
Benzo [a] pireno 0.7 0.33

El contenido de Carbono Total Disuelto (CTD) presente en Sy fue determinado a

partir de un extracto alcalino del suelo, determinandose un valor de 96 + 3 mg C L™.
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La misma determinacidn se realizdo sobre una muestra de suelo del predio donde
se encontraba la empresa (SP), pero fuera del area de influencia del contaminante.
Este suelo fue utilizado como linea base de referencia. El valor de CTD determinado

fuede151+2mgCL™

A partir de los extractos alcalinos de So y SP se analizaron las caracteristicas
espectroscépicas mediante la determinacion de los espectros de absorcidén y las
Matrices de Excitacidon Emisién de Fluorescencia (MEEF). Como medida adicional para
la interpretacion del analisis, se incluyeron las correspondientes a una solucién acuosa

saturada (25°C) con los 16 PAHs.

En la Figuras 1.3 se presentan los espectros de absorcidn a los que se ajusté la
absorbancia a A=550 nm en 0.01 respectivamente. Para ello los extractos se diluyeron

1 en 10 en agua bidestilada.

A partir de los espectros de absorcidon se calculd la relacion E4/E¢ para el suelo
contaminado, dando un valor de ~15, mientras que para el suelo del predio el cociente

fue ~14.
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Figura Illl.3. Espectros de absorcion de extractos alcalinos. Espectros del extracto alcalino del suelo
original (Sy), extracto alcalino del suelo del predio (SP), de una solucidn acuosa saturada de 16 PAHs
(mezcla de PAHSs).

La emisidn de las muestras ambientales se debe a la contribucidn resultante de

todas las sustancias presentes en los extractos, con capacidad de emitir fluorescencia.

Segun se describe en bibliografia, existen compuestos aromaticos con propiedades
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fotoquimicas muy diferentes. El fenantreno, por ejemplo, posee solo un maximo de
emision mientras que el pireno presenta 8 picos de emisidn de fluorescencia (Ferretto

y col., 2014).

La Figura lll.4 presenta las matrices de excitacion emisiéon de fluorescencia

(MEEF) de los extractos de Sq, SP, una solucidn saturada en los 16 PAHs y del agua.
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Figura 111.4. Matrices de Excitacion Emision de Fluorescencia (MEEF) de extractos alcalinos. A. Extracto
alcalino del suelo original (Sy). B. Extracto alcalino del suelo del predio (SP). C. Solucion acuosa saturada
de 16 PAHs. D. Agua. En la figura B se remarca la Regidon 1, caracteristica de las sustancias humicas del
suelo, mientras que en la figura C se remarca la Regién 2, caracteristica de los PAHs.

En la matriz del extracto de Sy (Dil 1:10) se encontraron dos regiones, con

maximos locales en la Regién 1, A xc 340 - A ¢y, 400 nm y en la Regidn 2, A ¢y 280 - A oy

330 nm.

La matriz generada por los extractos alcalinos provenientes de SP (Dil 1:10)

mostré solamente una regién de intensa emisidén (Regién 1), centrada en A ¢ 350 - A
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em 440 nm. Esta region es coincidente con la de compuestos organicos solubles del tipo

de las sustancias humicas (David Gara y col., 2011; Merdy y col., 2014).

La MEEF de la solucidon acuosa saturada en los 16 PAHs (Dil 1:2) muestra la
complejidad del sistema, ya que se encontré una emisién amplia (Region 2),
posicionada en la zona A ¢ 250 - 325 - A ¢, 290 - 430 nm correspondiente a la emisién

de fluorescencia de los PAHs (Ferretto y col., 2014; Hanser y col., 2014).

Por lo tanto, la MEEF del extracto alcalino de Sg puede interpretarse entonces,
como resultante de las contribuciones de la materia orgdnica natural del suelo (Regién

1) y a la presencia de PAHs (Region 2).

En la Tabla Ill.4 se muestran los rangos de excitacién con sus emisiones
caracteristicas, para los 16 PAHs (Goicoechea y col., 2012) y de las sustancias humicas y
fulvicas (Merdy y col.,, 2014). Con estos resultados y basados en la bibliografia,
podemos asignar la Regién 1 como caracteristica de las sustancias himicas de Sg

mientras que a la Regién 2 de los PAHs presentes en él.

Tabla 111.4. Regiones de excitacion- emision de fluorescencia caracteristica de las sustancias en
estudio.

Compuesto A excitacion (nm) A emision (nm)
Naftaleno 280.5-285.5 319.9-320.7
Acenafteno 283.0-289.5 319.3-319.1
Fluoreno 281.5-287.5 303.6-305.1
Fenantreno 286.0-290.0 350.4-351.7
Antraceno 282.5-295.0 383.6-384.4
Fluoranteno 280.0-290.0 402.7-403.8
Pireno 280.5-290.0 370.1-371.2
Benzo [a] antraceno 281.0-288.5 381.6-382.4
Criseno 280.0-286.5 362.1-362.8
Benzo [b] fluoranteno 284.5-290.0 398.6-399.5
Benzo [k] fluoranteno 280.0-289.5 401.5-402.4
Benzo [a] pireno 283.0-287.5 400.5-401.5
Indeno [1,2,3-cd] pireno 283.5-290.0 401.5-402.4
Dibenzo [a,h] antraceno 281.0-295.0 390.9-392.1
Benzo [g,h,i] perileno 283.0-288.5 404.6-405.3
Sustancias fulvicas 230.0-270.0 380.0-480.0
Sustancias humicas 330.0-370.0 420.0-480.0
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Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

En la Tabla 1l.5 se presentan los valores de las poblaciones microbianas

estudiadas en la caracterizacién del suelo original (So).

Tabla lll.5. Densidad de poblaciones microbianas determinadas en S,.

Poblacidn So
Bacterias heterdtrofas (BH) [log UFC gss'l] 7.60 +0.08
Hongos (RH) [log UFC gss™] 5.8+0.2
Bacterias solubilizadoras de P (BSP) [log UFC gss ] 3.7+0.8
Bacterias degradadoras de HAs (NMP-BD-HAs) [log NMP gss'l] 1.8+0.2
Bacterias degradadoras de PAHs (NMP- BD-PAHs) [log NMP gss'l] 3.4+0.2
Bacterias degradadoras de celulosa (NMP- BD-C) [log NMP gss ] 1.1+0.2

La densidad de bacterias heterdtrofas y de bacterias degradadoras de
hidrocarburos alifaticos obtenidas fueron de un orden por debajo los valores
reportados para suelos sin contaminaciéon (Pessacq y col.,, 2015). Sin embargo, la
densidad de la poblacién fungica y de la poblacidn de bacterias degradadoras de PAHs

fueron del mismo orden que los encontrados para suelos pristinos.

La densidad de bacterias que solubilizan fésforo fueron del mismo orden a los
hallados en suelos agricolas de la provincia de Buenos Aires (Fernandez y col., 2005),
aunque de menores que los hallados en suelos rizosféricos; mientras que la densidad
de bacterias degradadoras de celulosa fue 4 ordenes menor que los encontrados en

suelos rizosféricos (Lizarazo-Medina y Gémez-Vdasquez 2015).
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Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

La funcionalidad del suelo original se estudié a través de la medida de la
actividad enzimatica de deshidrogenasa, lipasa, arilsulfatasa, fosfatasas y proteasas. La
Tabla Ill.6 presenta los resultados obtenidos.

Tabla 1l1.6. Actividades enzimaticas estudiadas en la caracterizacion del suelo contaminado (S,). Las
medidas se realizaron por triplicado.

Actividad enzimatica Valor
Deshidrogenasa [pg TPF gss™] No detectado
Lipasa [ng pNPgss ] 189+4
Arilsulfatasa [ng pNPgss™] 33+1
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss™] 175+ 24
Fosfatasa acida [ng pNPgss™] 103+ 20
Ureasa [gN-NHagss ] 23+6
Proteasa [mg Tyr gss '] No detectado

Todos estos valores fueron menores a los valores reportados en suelos sin
historia de contaminacion (Pessacq y col., 2015). El hecho de no encontrar actividad
deshidrogenasa, indicador de los procesos bioldgicos globales de 6xido-reduccion,
permite inferir la baja funcionalidad del suelo. La baja actividad lipasa, podria estar
asociada a la cronicidad del suelo, ya que es un indicador de procesos biolégicos de

eliminacidén de hidrocarburos (Brzeszcz y col., 2016).

Para completar el estudio de funcionalidad del suelo, se evalué la capacidad de
respuesta respiratoria inducida por sustrato (SIR) del suelo frente al agregado de 28

sustratos distintos.

A partir de los nmoles de CO, producidos por los 28 sustratos, se calculd el %
correspondiente a cada uno de ellos, como lo indican Degens y Harris (1997) en su
trabajo. La Tabla IIl.7 muestra los valores de SIR obtenidos. Solo tres de los sustratos
ensayados presentaron una produccién de CO, mayor al 2 %: glucosa 6 fosfato, acido

citrico y acido ascorbico.

Con los sustratos que evidenciaron mineralizacion mayor al 2 %, se prepararon

sistemas con suelo previamente tratado con HgCl, (1 % p/p) como biocida, mas el
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agregado del sustrato, con la finalidad de verificar que los valores de CO, medidos con

estos sustratos fueran debidos a la mineralizacidn bioldgica.

En la Figura llIl.5 se muestra la produccion de CO, en los sistemas tratados y sin
tratar con HgCl,, utilizando los sustratos antes mencionados. En todos los casos, los
sistemas tratados mostraron igual o mayor mineralizacidn que los sistemas sin tratar.
Esto indicaria que la produccién de CO, fue debida principalmente a reacciones
abidticas promovidas por el efecto oxidante del HgCl, en la matriz de suelo (Engc,’ 0.63
volt), por lo que el sistema empleado como control abidtico no resulté adecuado para

realizar el objetivo propuesto.
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Figura I11.5. Produccion de CO, del suelo tratado con HgCl, y del suelo sin tratar (Sg). Los resultados se
expresan como nmoles de CO; (g s+ hy™.
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Tabla 111.7. Perfil catabdlico de S,. Produccion de CO, obtenida para cada sustrato, expresada en nmoles
Cco, (gssh)'1 y en % respecto del total de CO, producido.

Sustrato nmoles CO, (g_c,_c,h)'1 % CO, (gg,sh)'1
Glucosa 0.04 £ 0.06 0.05
Xilosa 0.103 + 0.007 0.12
Fructosa No detectado -
Manitol No detectado -
Celobiosa No detectado -
Lactosa 0.05+0.04 0.06
Adonitol No detectado -
Glucosa 6 fosfato 2.8+0.3 3.15
Glucosa 3 fosfato No detectado -
Piruvato de sodio No detectado -
Glicina No detectado -
Fenilalanina 0.4+0.2 0.48
Taurina No detectado -
Arginina 0.2+0.1 0.25
Tirosina No detectado -

N acetil glucosamina No detectado -
Acido succinico No detectado -
Acido glutdmico 1.16 +0.08 1.31
Acido ascérbico 22+1 25.31
Acido citrico 59 + 4 66.74
Dextrina No detectado -
Tween 20 0.59 +0.03 0.67
Tween 80 0.3x0.1 0.41
Almidon No detectado -
Tetracosano No detectado -
Acido naftoico 1.2+0.1 1.34
Fenantreno 0.08 £ 0.07 0.09
Fluoreno No detectado -
Total 88+6 100

En negrita se resaltan los sustratos con produccion de CO, superior al 2 % del total.
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Analisis gendmico de la comunidad microbiana de Sq

Se determind la estructura de la comunidad del suelo mediante dos técnicas
independientes de cultivo: PCR-DGGE y pirosecuenciacidon aplicada a las regiones

hipervariables V3-V5 y V4-V5 del gen 16S rARN.

En la Figura IIl.6 se muestra la imagen de la DGGE obtenida a partir del producto

de amplificacién por PCR del ADN extraido de So.

Sog IR
Y T ]

Figura III.6. Estructura de la comunidad microbiana del suelo original (So). Gel desnaturalizante con
gradiente lineal de urea-formamida 45/70%. La calle “a” corresponde a una muestra control, las calles
“b” y “c” corresponden a dos muestras independientes de S,.

Las calles “b” y “c” corresponden a dos muestras independientes de So. La calle

oun

a” corresponde a una comunidad de un suelo diferente, utilizada como marcador.
Como puede apreciarse, las réplicas bioldgicas presentadas en las calles “b” y “c” son
reproducibles. La técnica PCR-DGGE permitid apreciar bandas discretas en el gel, de lo
gue se infiere una gran diversidad de poblaciones asociada al proceso de degradacién

ocurrido durante el tratamiento de biorremediacion.

En la Figura 1ll.7 se muestra la estructura de la comunidad obtenida por
pirosecuenciacion de las regiones hipervariables V3-V5 del gen 16S rARN, y V4-V5,

expresado como porcentaje de secuencias encontradas (a nivel de clase).

Mediante la pirosecuenciacién de las regiones hipervariables V3-V5 se obtuvo un
total de 5.984 secuencias tras aplicar los filtros de calidad, y en promedio 6.078, por el

analisis de las regiones V4-V5.

Como se puede apreciar, independientemente del método, se encontrd
dominancia de las clases Actinobacteria (45 % / 43 %), Alphaproteobacteria (27 % / 26

%), Gammaproteobacteria (16 % / 11 %), y Betaproteobacteria (2 % / 4 %) siendo los
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miembros de la primera clase pertenecientes al grupo de bacterias Gram positivas (GP)

y los siguientes, pertenecientes al grupo de bacterias Gram negativas (GN).

A V3-V5

2% 2%
2%
2% ~

M Actinobacteria

H Alphaproteobacteria

B Gammaproteobacteria
W Betaproteobacteria

® Acidobacteria_Gp7

m Acidobacteria_Gp3

= Acidobacteria_Gp6

® Otros

B Actinobacteria

M Alphaproteobacteria

B Gammaproteobacteria

W Betaproteobacteria

W Acidobacteria_Gp7

m Acidobacteria_Gp3

1 Bacteroidetes_incertae_sedis

™ Acidobacteria_Gp6

Deltaproteobacteria
= Bacilli

Otros

Figura IIl.7. Estructura de la comunidad microbiana del suelo original (Sy). A. Estructura de la
comunidad a nivel de Clase, obtenida por pirosecuenciacion de las regiones V3-V5 del gen 16S rARN. B.
Estructura de la comunidad a nivel de Clase, obtenida por pirosecuenciacién de las regiones V4-V5 del
gen 16S rARN. Los resultados se expresan como porcentaje de secuencias de cada clase respecto del
total de secuencias obtenidas.

La Tabla 111.8 presenta las OTUs observadas, los indices de diversidad estimados y

la cobertura encontrada en ambos procesos.
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Tabla 111.8. Parametros de diversidad correspondientes a la comunidad microbiana del suelo
contaminado (S,). Resultados obtenidos por analisis de las regiones hipervariables V3-V5 y V4-V5 del
gen 16S rARN,

Regidn OTUs °p 'p ’D Cobertura
Observadas [%]

V3-V5 230 473 62 43 85

V4-V5 435 624 70 45 95

Describiendo la comunidad a través de la serie de Hill, es posible inferir que se
trata de una comunidad diversa, con gran nimero de especies (°D), evidenciandose

arreglos de comunidades con algunas especies dominantes (D).

Clonado de genes especificos de degradacion de PAHs

A partir de muestras del suelo original, So se clonaron los productos de la
amplificacién de genes dioxigenasa (PAH-RHDa), tanto para procariotas gram positivos
(GP) como gram negativos (GN). En la Figura IlIl.8 se muestra la fotografia de los

productos de amplificacién para GN y GP.

Figura ll11.8. Fotografia del gel de agarosa 2% (p/v) tefiido con Gel red. A. Amplificacion de PAH-RHDa
GN. B. Amplificaciéon de PAH-RHDa GP.

En la Figura 1.9 se muestran los clones conteniendo el fragmento del gen PAH-

RHDa GP crecidos luego de la transformacién de E. Coli DH5a, y la posterior seleccion.

Figura 111.9. Clonado del fragmento del gen PAH-RHDa GP. A. Fotografia de los clones recombinantes
luego de una noche de incubacidén a 37°C. B. Fotografia de los clones recombinantes (blancos) luego de
su seleccion.
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Diez clones de cada poblacion, escogidos al azar se secuenciaron. La Figura 111.10
presenta los alineamientos de las secuencias obtenidas para ambas poblaciones, las
secuencias obtenidas para cada clon asi como el nimero de acceso con el que se

depositaron en la base de datos (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se detallan en el

Anexo VI.

&

Figura 111.10.A. Alineamiento de las secuencias de PAH-RHDa GN. Alineamiento obtenido utilizando el
software BioEdit (v7.0.9) Sequence alignment Editor. Los puntos representan nucledtidos iguales.

Figura 111.10.B. Alineamiento de las secuencias de PAH-RHDa GP. Alineamiento obtenido utilizando el
software BioEdit (v7.0.9) Sequence alignment Editor. Los puntos representan nucleétidos iguales.

Como primera observacidon puede apreciarse que la poblacién de genes PAH-
RHDa —GN muestra diversidad de secuencias, en cambio en la poblacién de genes

PAH-RHDa —GP solo se detectd una Unica secuencia.

De acuerdo a los alineamientos realizados utilizando la herramienta Basic Local
Alignment Search Tool (Nucleotide Blast), las secuencias encontradas para PAH-RHDa -

GN mostraron alta similitud (> 95 %) con el gen correspondiente al género
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Pseudomonas. La secuencia encontrada para los genes PAH- RHDa -GP mostré 100 %

de identidad con el gen correspondiente al género Mycobacterium.

Ensayos de fitotoxicidad

A partir de extractos acuosos obtenidos de Sy, se determinaron el indice de
Inhibicién de la germinacion (IG %) e indice de Inhibicién de la elongacién radicular (IE

%). La Figura 111.11 presenta los resultados del ensayo.

El IG % evidencioé un efecto fitotdxico significativo, alcanzando un maximo (28 %)

en el extracto sin diluir, con respecto al control.

Se observaron valores negativos para el IE %, es decir, que las raices generadas
fueron de mayor longitud que el control (agua). Debido a la dispersion de los datos, no
se encontraron diferencias significativas entre los IE % entre las distintas diluciones del

extracto.

La Figura IIl.12 presenta las fotografias de las plantulas desarrolladas con estos
extractos. Las radiculas generadas por estos extractos acuosos no solo fueron mas
largas (aunque sin soporte estadistico) sino que también fueron de menor didmetro
que las raices control y con escasos pelos radiculares. Si bien no se incluyé en el ensayo
la medida de la elongacidn del hipocdtilo, se observd que los hipocdtilos de las semillas
germinadas en presencia del extracto de Sy fueron mds largos que los

correspondientes al control.
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Figura 11l.11. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de S,. A: indice de Inhibicién de la
germinacion (IG %). B: indice de Inhibicién en la elongacién radicular (IE %). Los ensayos se realizaron
utilizando extractos acuosos del suelo original (So).
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Figura 111.12. Morfologia de las plantulas de Lactuca sativa L. A. Esquema tomado de Sobrero y col.,
2004. B. Plantulas generadas por tratamiento con agua destilada. C. Plantulas generadas por
tratamiento con el extracto sin diluir de S,.
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Discusion

El suelo contaminado bajo estudio corresponde a la clase textural franco, con
bajo contenido de materia orgdnica, comparado con suelos agricolas e inclusive con el

suelo muestreado del predio industrial (SP).

Particularmente el contenido de carbono organico del suelo es considerado
como el principal determinante de su productividad a través de los efectos que ejerce

sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo (Martinez y col., 2008).

La relaciéon C:N:P encontrada fue de 0.3:0.03: 1. Tomando como referencia el
trabajo de Teng y col., 2010, donde se propone una relacién para la biodegradacién de
hidrocarburos de 33:5:1, el resultado del suelo en estudio indicaria un déficit de
carbono y nitrégeno, condicion desfavorable para el mantenimiento de una

comunidad activa en el ciclo biogeoquimico de la materia.

El potencial redox medido evidencié un entorno aerdbico, lo que resulta positivo
para la actividad microbiana, particularmente para microorganismos degradadores
aerobios (Husson 2013). La elevada conductividad de Sy respecto de SP y el pH alcalino

serian consecuencia del tratamiento de biorremediacién del barro petroquimico.

Dicho tratamiento habria dejado en el suelo una concentracidén residual de
hidrocarburos totales de 2600 ppm, correspondiendo 2456 ppm a los HAs y 214 ppm a
los PAHs, ambos pertenecientes principalmente a las fracciones de menor peso
molecular. La baja biodisponibilidad de los PAHs determinada en Sy, seria indicadora
de la cronicidad de la contaminacion, haciendo relevante el secuestramiento de los
PAHs durante el proceso de biodegradacion de la MOS por la comunidad autdctona

(Huesemann y col., 2004; Bamforth y Singleton 2005; Lladd y col., 2009).

La relaciéon E;/E¢ determinada en los extractos de Sg (15) fue similar a la
encontrada en el suelo del predio, SP (14), sugiriendo que el tipo de sustancias
humicas proveniente de ambos suelos son similares (Moran Vieyra y col., 2009; David
Gara y col., 2011). El estudio de los extractos alcalinos de Sy, realizado a través de las
matrices de excitacion emisién de fluorescencia (MEEF), permitié discriminar dos

regiones, evidenciando la presencia de sustancias humicas del suelo (Region 1) y PAHs
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(Region 2). La Regidon 1 de estos extractos fue similar a la encontrada en SP, aunque

algo desplazada y de mayor intensidad de emision.

La determinacion de poblaciones bacterianas heterdtrofas y degradadoras de
hidrocarburos, sumado a las solubilizadoras del P, indicaria la presencia de una
comunidad microbiana autéctona capaz de intervenir en las diferentes rutas

degradativas de la materia orgdnica, y también de los hidrocarburos.

La mayor abundancia de miembros de las clases Proteobacteria y Actinobacteria
en la comunidad autéctona de Sy es un rasgo frecuentemente hallado en comunidades
de suelos contaminados con hidrocarburos (Scherr y col., 2012; Sawulski, Clipson y

Doyle 2014; Lladd y col., 2014; Liao y col., 2015).

Las proteobacterias son microorganismos Gram negativos, muy abundantes en
suelo y con una gran diversidad metabdlica. Son considerados microorganismos de
crecimiento rapido ante una fuente de carbono facilmente asimilable (estrategas r),
gue incluyen por ejemplo a miembros del género Pseudomonas. Los miembros del
género Pseudomonas se caracterizan por poseer una alta capacidad de metabolizar
distintos compuestos, entre ellos hidrocarburos (Festa, y col., 2013; Brzeszcz y col.,
2016). Por su parte, las actinobacterias son un filo y una clase de bacterias Gram
positivas de crecimiento lento (estrategas k) y adaptadas a un ambiente con baja
disponibilidad de recursos. Al igual que las proteobacterias, poseen amplia diversidad
de metabolizar distintos sustratos, y debido a esto han sido ampliamente estudiadas
durante los ultimos afios para su empleo en remediacion ambiental (Smyth y col.,
2010; Brzeszcz y col., 2016). El hallazgo de genes dioxigenasa con elevada similitud a
los correspondientes a Pseudomonas y a Mycobacterium evidencié el potencial

degradador de PAHs de la comunidad microbiana autdctona del So.

Integrando los resultados obtenidos, el proceso de landfarming finalizado al
menos dos afos atrds, habria dejado un residual de hidrocarburos alifaticos y
aromaticos en el suelo, escasamente biodisponibles, con una comunidad microbiana
autdctona diversa, medianamente equitativa, y potencialmente degradadora de PAHs.
El proceso de biodegradacion implicd también la degradacién de la MOS, como lo

evidencia el valor mas bajo de CTD de Sy respecto de SP, aun de calidad degradable.
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Sin embargo, los valores de actividad enzimatica fueron mas bajos que los
frecuentemente encontrados en suelos sin contaminacion, SP (Pessacq y col., 2015). La
baja funcionalidad de Sy seria indicativa de una comunidad con un bajo potencial
metabdlico, una propiedad asociada a suelos que han sido intensivamente
aprovechados, en largos periodos de cultivo (Degens y col., 2001) o por tecnologias de
biorremediaciéon (Del Panno y col., 2005; Griffiths y Philippot 2013; Pessacq y col.,
2015).

La fitotoxicidad evidenciada en Sy resultd también indicadora de la acumulacion
de metabolitos intermedios de la degradacion de PAHs, o bien a la acumulacién
relativa de PAHs genotdxicos de alto peso molecular (Morelli y col.,, 2001),

probablemente potenciada por la elevada salinidad (Esechie 1994).

Si bien la toxicidad de compuestos derivados del petréleo puede disminuir
durante su biodegradacién, ciertos compuestos o sus productos de degradacién
también pueden asociarse a la matriz del suelo (SH), reduciendo asi el efecto fitotéxico
(Scelza y col., 2010). La disminucién de la toxicidad dependiente del tiempo no siempre
ocurre, y esto puede estar relacionado con las propiedades del suelo, incluida su
comunidad microbiana, factores ambientales y la naturaleza de los compuestos

involucrados en la toxicidad (Scelza y col.,2010).

Conclusiones

El suelo crénicamente contaminado (Sg), pobre en materia orgdanica, evidencié
una baja funcionalidad y significativa toxicidad. Se evidencié una comunidad
microbiana diversa, con un arreglo uniforme, adaptada a las condiciones del suelo

original y con potencial capacidad degradadora de PAHs.

Por lo expuesto, mediante la correccién del déficit nutricional por aporte de
materia orgdnica, como asi también de las variables humedad, temperatura, aireacién
seria posible estimular la comunidad microbiana autdctona promoviendo Ia
eliminacion de forma co-metabdlica, de los hidrocarburos residuales y productos de

degradacion acumulados y/o secuestrados en la matriz de S,.
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Capitulo IV: Tecnologias de remediacion
bioldgicas aplicadas al suelo cronicamente
contaminado







En el presente capitulo desarrolla la hipdtesis

La aplicacion de estrategias de compostaje al suelo crénicamente contaminado
promueve la eliminacion de los hidrocarburos y la recuperacion de las capacidades

funcionales de suelos cronicamente contaminados, mejorando asi la calidad del suelo

planteada a través del siguiente objetivo:

Estudiar la eficiencia de las tecnologias de remediacion bioldgicas aplicadas al suelo
cronicamente contaminado, particularmente de estrategias de compostaje, en la

eliminacion de hidrocarburos y en la recuperacion de su funcionalidad.

Para tal fin, se aplicaron los siguientes tratamientos:

a) Acondicionamiento del suelo mediante termostatizacion y riego (SA)
b) Compostaje del suelo (SC)

c) Estimulacién del suelo con compost maduro (SE)

d) Estimulacion del suelo con fertilizantes (SF)

Los tratamientos se analizaron a través de los cambios producidos en:

a)  Laconcentracion de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en el suelo
b)  Lafraccién biodisponible de PAHs del suelo.

c) La estructura de la comunidad microbiana del suelo, mediante métodos
dependientes e independientes de cultivo (PCR/DGGE, y por pirosecuenciacion de las

regiones hipervariables V3-V5 del gen 16S rARN).

d) Laactividad bioldgica, medida a través de la actividad deshidrogenasa.

Se evalué la calidad final del suelo remediado, considerando los cambios generados en

la matriz del suelo, su funcionalidad y fitotoxicidad.
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Acondicionamiento del suelo crénicamente contaminado (SA)

Estudios quimicos y fisicos

En los microcosmos de suelo acondicionado (SA) durante 12 meses de
tratamiento, se observé un descenso en los valores de pH, con respecto al valor de Sy,
tal como se detalla en la Tabla IV.1. No se encontraron variaciones en la conductividad
eléctrica, pero si un descenso del potencial redox, con respecto al So. No se observaron
cambios significativos en el contenido de CO ni de N. Se encontré un descenso
significativo en el contenido de P con respecto a So.

Tabla IV.1. Analisis quimico del suelo original (So) y del microcosmos de suelo acondicionado (SA)

luego de 12 meses de tratamiento. Medida de pH, Conductividad Eléctrica (CE, [uS cm™]), Potencial
redox (Eh, [mV]), Carbono Organico (CO %), Nitrégeno total (N %) y Fésforo disponible (P, [mg Kg™1).

Propiedades Sg SA

pH 8.8+0.1 7.6+£0.1
CE[uScm™] 634+12 549+42
Eh [mV] 23642 219.9+0.5
CO [%] 22+09 2+1

N [%] 02+0.1 0.20+0.03
C:N 11 10
P[mgKg'] 83+0.6 6.0+0.3
C:N:P 0.3:0.03:1 0.3:0.03:1

La Tabla IV.2 y la Figura IV.1 presentan el contenido de HAs en los microcosmos
So y SA, donde puede apreciarse que el tratamiento no produjo una eliminacién
significativa en la concentracion de HAs.

Tabla IV.2. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) en el suelo original (Sg) y microcosmos de suelo
acondicionado (SA) luego de 12 meses de tratamiento.

Microcosmos HAs C9 -C20 C20-C29 C29-C35
[mg Kgss'] [%] [%] [%]

So 2456 (a) 52.9 42.1 5.0

SA 3239 (a) 52.8 41.4 5.8
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Figura IV.1.Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sg) y suelo
acondicionado (SA) luego de 12 meses de tratamiento. A. Detalle de cada fraccion de HAs, expresado
como mg de compuesto kgss'l. B. Contenido de HAs segun el nimero de atomos de carbono. C.
Composicion relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla IV.2.

La Tabla IV.3 y la Figura IV.2 presentan el contenido de PAHs en los microcosmos
So y SA. Si bien no se observd eliminacidn significativa con respecto al suelo original,
hubo una eliminacion significativa de fluoreno (86.6 %).

Tabla 1V.3. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(Sp) y suelo acondicionado (SA) luego de 12 meses de tratamiento.

Microcosmos PAHs 3 anillos 4 anillos 5 anillos 6 anillos
[mg Kgss'] [%] [%] [%] [%]

So 214 (a) 35.6 47.8 6.2 10.4

SA 279 (a) 31.7 48.4 7.3 12.6

No se encontraron diferencias en el contenido de PAHs biodisponibles luego de

12 meses de tratamiento en SA con respecto a Sg.
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Figura 1V.2.Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(Sp) y suelo acondicionado (SA) luego de 12 meses de tratamiento. A. Detalle de cada fraccién de PAHs,
expresado como mg de compuesto kgss'l. B. Contenido de PAHs segun el nUmero de dtomos de carbono.
C. Composicidn relativa [%)]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla IV.3.

Mediante el analisis de los extractos alcalinos de suelo de los microcosmos SA

luego de 12 meses de tratamiento, se observd un descenso significativo del Carbono

Total Disuelto (CTD), cuya medida fue de 46.5+ 0.8 mg C L™

La Figura IV.3 presenta el estudio espectroscépico de los extractos alcalinos al
finalizar el tratamiento. El espectro de este extracto, con la absorcién ajustada en 0.01
a 550 nm, mostré un cambio que puede asignarse al menor contenido de CTD. La
relacidn E4/Eg de este extracto fue de 3.25. En la matriz de emisidon de fluorescencia, al
igual que en Sy, se encontraron dos regiones (Regién 1 y Region 2) de emisién de
fluorescencia, una region centrada en A ¢ 330 - A ¢y 420 nm correspondiente a las
sustancias humicas y la otra centrada en A o 375- A em 330 nm correspondiente a la

emision de los PAHs.
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Figura IV.3. Analisis de los extractos alcalinos. A. Espectros de absorcién de Sy y SA. B. Matriz de
Excitacion Emision de Fluorescencia de Sy. C. Matriz de Excitacion Emisidn de Fluorescencia de SA.

Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

Las Figuras IV.4 y IV.5 describen la dindmica de las poblaciones cultivables
durante el tratamiento. Para los microcosmos SA la densidad de BH durante el primer
mes oscildé sin grandes cambios en torno al valor del Sy. Luego de este periodo, la
densidad decrecid significativamente. En el caso de la poblacién de hongos, se observé
un descenso significativo durante los primeros dos meses y luego esta poblacién se
estabilizd. Para completar el andlisis de las poblaciones cultivables, podemos decir que
la comunidad de bacterias solubilizadoras de P inicialmente mostré un incremento

significativo respecto a Sq sin mostrar grandes modificaciones durante el tratamiento.
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Figura IV.4. Dindmica de las poblaciones de bacterias heterétrofas (BH), hongos (RH) y bacterias que

solubilizan fosforo (BSP) durante el tratamiento en el microcosmos SA.
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Figura IV.5. Dindmica de las poblaciones de bacterias degradadoras de HAs (BD-HAs), degradadoras de
PAHs (BD-PAHSs) y degradadoras de celulosa (BD-C) durante el tratamiento en el microcosmos SA.

No se observaron variaciones significativas a lo largo del tratamiento en la

densidad de la poblacion BD-HAs con respecto al valor determinado en S,. La

poblacién de BD-PAHs varié en un rango entre 10°-10" UFC gs” a lo largo del

tratamiento, mostrando un valor maximo luego de 150 dias de tratamiento. La

poblacién de BD-C varié entre 10°-10° NMP gss'l durante el tratamiento, alcanzando

un valor maximo a los 150 dias de tratamiento.
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Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

La Tabla IV.4 describe los resultados encontrados para las distintas actividades
enzimaticas analizadas al finalizar el tratamiento. No se detectdé actividad

deshidrogenasa ni proteasa a lo largo de todo el tratamiento.

No se encontraron diferencias significativas en las actividades lipasa y ureasa,
con respecto a Sp. Se observd un descenso significativo en los valores de arilsulfatasa y
fosfatasa dcida, y se observd un incremento significativo en la actividad fosfatasa
alcalina.
Tabla IV.4. Actividades enzimaticas determinadas en el microcosmos suelo acondicionado (SA) luego de

12 meses de tratamiento. Comparacion con los valores determinados en el suelo original (So). Las
medidas se realizaron por triplicado.

Actividad So SA
Deshidrogenasa [pg TPF gss™] No detectado No detectado
Lipasa [ng pNPgss'l] 189+ 4 (a) 174 + 3 (a)
Arilsulfatasa [ng pNPgss™] 33+1 No detectado
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss ] 175 + 24 (b) 303+ 15 (a)
Fosfatasa acida [ng pNPgss™] 103 + 20 (a) 42 +29 (b)
Ureasa [ugN-N H4g55'1] 2316 (a) 17 + 2 (a)
Proteasa [mg Tyr gss™] No detectado No detectado

Ensayos de fitotoxicidad

La Figura IV.6 muestra el efecto de extractos acuosos del microcosmos SA sobre
el indice de inhibicién de la germinacion (IG %) y el indice de inhibicién en Ia
elongacion radicular (IE %). No se evidencid efecto fitotdxico significativo en el IG % en
ninguna dilucién del extracto de suelo del microcosmos SA con respecto al control
(agua), a diferencia de lo observado en So. Tampoco se observaron efectos sobre el IE

% estadisticamente significativos.
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Figura IV.6. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de S, y SA. A. indice de Inhibicién de
Germinacién (IG %) B. indice Inhibicién en la Elongacién (IE %). Los ensayos se realizaron utilizando
extractos acuosos del suelo original (Sg) y de microcosmos SA, luego de 12 meses de tratamiento.

La Figura IV.7 muestra el aspecto de las plantulas desarrolladas en presencia de
agua (control), extracto acuoso de Sy y extracto acuoso de SA. Se observd una
tendencia a generar radiculas de mayor longitud, enruladas y menor didmetro
(carentes de raices secundarias) a partir del extracto de SA, similares a lo observado

con los extractos provenientes de So. También se observd que las plantulas

desarrollaron hipocétilos de mayor longitud que el control (agua).

Figura IV.7. Morfologia de las plantulas de Lactuca sativa L. A. Plantulas generadas por tratamiento con
agua destilada. B. Plantulas generadas por tratamiento con el extracto sin diluir de Sy. C. Plantulas
generadas por tratamiento con el extracto sin diluir de SA luego de 12 meses de tratamiento.
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Discusion

La estrategia de acondicionamiento mediante riego (humedad 20-25 %) y
termostatizacion (25°C) del suelo cronicamente contaminado, mantenida durante un
afio, no produjo cambios significativos en el contenido de CO ni de N. El descenso del
pH, CTD, Eh y P son indicadores del metabolismo microbiano durante el tratamiento
(Breedveld y Sparrevik 2000; Mordn Vieyra y col., 2009). A pesar del descenso
observado del potencial redox, el valor obtenido fue caracteristico de ambientes

oxicos.

Al finalizar el tratamiento no se observd eliminacidn significativa de HAs totales
ni de PAHs. Asimismo, la estrategia aplicada no produjo cambios en la

biodisponibilidad de los PAHs.

Resultados similares fueron presentados por otros autores (Antizar- Ladislao y
col., 2006b; Antizar- Ladislao y col., 2008; Mao vy col., 2012). Antizar-Ladislao y col.,
2006b y 2008, aplicando una estrategia similar (riego y 38°C en el microcosmos
control) en un suelo crénicamente contaminado con unas 100 ppm PAHSs, observaron
una baja eliminacidon de PAHs (9.5 %). Mao y col., 2012 en su tratamiento control
(riego y 28°C) de un suelo cronicamente contaminado con unas 10.000 ppm de PAHs
obtuvo resultados similares (eliminacién del 7.1 %). Si bien los autores, utilizaron
temperaturas consideradas como éptimas para cada tratamiento, la baja eficiencia de
eliminacion observada, aun en condiciones de contaminacion tan diferentes (100
veces), puede ser atribuida al envejecimiento de la contaminacidn, y se explicaria por
el fendmeno de secuestramiento (debido a la inmovilizacién en microporos o a
cambios en las formas de unién con la MOS, etc.) lo que reduce la biodisponibilidad de

los PAHSs.

La determinacién de la biodisponibilidad depende de la metodologia utilizada.
Sin embargo, los valores obtenidos en esta tesis con XAD-2 coinciden con lo informado
por otros autores utilizando la resina Tenax (Ouvrard y col., 2011; Cébron y col., 2013).
Estos autores concluyen que la baja disponibilidad del contaminante se debe a la
complejidad de los mismos y al proceso de envejecimiento de la contaminacién. El
envejecimiento es mas marcado en suelos ricos en MOS. Un alto contenido de MOS

favorece la difusidon y secuestro del contaminante en los nanoporos, haciéndolo
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inaccesible para los microorganismos y enzimas extracelulares (Semple y col., 2004).
Por lo tanto, la naturaleza y la abundancia de la MOS influencian fuertemente la
disponibilidad de los PAHs. Si bien algunos autores han correlacionado la eliminacién
de este tipo de contaminantes con el CTD (Chung y Alexander 1998; Chung y Alexander
1999), no es el Unico componente de la MOS que afecta los procesos de secuestro y de

desorcion.

El analisis espectroscépico del suelo tratado evidencié una relacion E4/Eg
significativamente menor (p<0.05) que la encontrada en el Sy, sugiriendo que las
sustancias himicas de estos extractos poseen mayor grado de condensacién y menor
numero de grupos carboxilicos (Lguirati y col., 2005). De estos resultados se infiere que
el tratamiento SA estimulé la actividad microbiana a expensas del consumo de
sustancias facilmente asimilables, evidenciado en el descenso del CTD, resultando el

enriquecimiento en la fraccién himica, mas recalcitrante.

Por otro lado, en la MEEF se encontraron las dos regiones de emision de
fluorescencia (1 y 2). Sin embargo la Regién 1 (correspondiente a sustancias humicas
propias del suelo) mostré menor intensidad con respecto a la encontrada en Sy, lo que

atribuirse a la menor concentracion de CTD.

Estos cambios se correspondieron con pequeiias variaciones observadas en la
concentracion de las poblaciones cultivables durante el tratamiento. Particularmente,
las poblaciones de BH y hongos evidenciaron un paulatino descenso, atribuido al
consumo de la materia organica disponible. El incremento en la poblacién degradadora
de celulosa apreciado entre los 5 y 6 meses de tratamiento, podria estar asociado a un
cambio metabdlico de las poblaciones hacia el consumo de fuentes de carbono mas
complejas, como se evidencia en el cambio detectado en la MEEF. Asi mismo, el
incremento de la poblacidn solubilizadora de P mostré evidencias de la actividad de
poblaciones movilizadoras de P, pudiendo asociar este comportamiento al incremento
en la actividad fosfatasa alcalina y a la disminucién de P observado al final del
tratamiento. Los menores cambios evidenciados en las poblaciones cultivables, no se
vieron reflejados en la actividad deshidrogenasa, que permanecié por debajo del limite

de deteccidn.
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Las variaciones en las poblaciones de BH y hongos fueron son similares a los
encontrados en otros trabajos con suelos crénicamente contaminados sometidos a
tratamientos de riego y termostatizacion (Del Panno y col., 2005; Teng y col., 2010;

Gandolfiy col., 2010).

Respecto de la calidad del suelo al finalizar el tratamiento SA, la actividad
microbiana fue sélo evidenciada a través de los cambios en la actividad arilsulfatasa y
fosfatasas, no detectdndose mayor actividad de proteasa, lipasa ni ureasa, con
respecto a Sp. Estos resultados indican que en los microcosmos SA el flujo de energia
es limitado, por lo que se puede concluir que la estrategia de acondicionamiento no

logré recuperar la funcionalidad de la comunidad.

La disminucién encontrada en el indice de inhibicidn de la germinacion (IG %) con
respecto a los valores hallados en Sg podrian atribuirse a la actividad de la comunidad
microbiana autdctona estimulada durante el tratamiento, capaz de degradar
intermediarios téxicos. Sin embargo, dicha actividad degradadora no pudo reducir los
efectos téxicos sobre la elongacién de radiculas, obteniéndose raices de igual

morfologia que con extractos del Sq.

Morelli y col., 2005 en su trabajo utilizando un residuo con contaminacién aguda
describieron el incremento de la toxicidad luego de 6 meses de tratamiento y un
posterior descenso hasta los valores iniciales. Este comportamiento se atribuyd a la
formacién y posterior degradacidon de intermediarios metabdlicos mas recalcitrantes y
genotodxicos. Teniendo en cuenta que el Sy presenta una contaminacién crénica, puede
ser que su fitotoxicidad sea consecuencia de la acumulacion de este tipo de
intermediarios y que el tratamiento SA produce la eliminacién de los intermediarios
metabdlicos téxicos. Este razonamiento explicaria también el incremento observado
en la poblacién de BD-PAHs a pesar de no observarse cambios en el contenido de

PAHs.
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Compostaje del suelo cronicamente contaminado

Optimizacidon del tratamiento de compostaje

Como se detallé en Materiales y métodos, en la primera serie de experimentos
de compostaje se probaron distintas proporciones de suelo:estiércol, con el objetivo
de encontrar la proporcién 6ptima (C:N:P) para llevar a cabo el tratamiento. Como
control (SA) se incluyé un microcosmos de suelo contaminado que fue regado (20-25 %

de humedad) y volteado durante el tratamiento.

En la Figura IV.8 se puede observar que en todas las proporciones ensayadas (S1,
S2 y S3) se obtuvo un registro de temperatura ligeramente mayor que en el

microcosmos control (SA).
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Figura IV.8. Perfil de temperatura obtenido para los microcosmos S1, S2, S3 y del control (SA) durante
los 45 dias de tratamiento.

Los microcosmos se monitorearon a lo largo del tratamiento mediante la medida
de la actividad deshidrogenasa, como se muestra en la Figura IV.9. Todos los
microcosmos mostraron elevada actividad deshidrogenasa durante el tratamiento, con
un maximo al dia 4, aunque sin diferencias significativas entre las distintas

proporciones ensayadas.
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Figura IV.9. Dinamica de la actividad deshidrogenasa durante el tratamiento en los microcosmos S1,
S2, S3 y control (SA).

La Tabla IV.5 presenta los valores de densidad de poblacién de BD-PAHs y
actividad lipasa y ureasa determinados a los 7 y 45 dias de tratamiento. Todas las
proporciones mostraron un incremento significativo de la poblacién de BD-PAHs con
respecto a SA, tanto al dia 7 como al dia 45. La actividad lipasa fue significativamente
mayor en todos los sistemas compostados respecto a SA al dia 7. Al dia 45, Unicamente
S3 conservd una significativamente aumentada actividad lipasa, atribuible a la mayor
proporcién de estiércol en este sistema. No se detectd actividad ureasa en ninguno de
los microcosmos.

Tabla IV.5. Densidad de poblacion de Bacterias Degradadoras de PAHs expresada como Log NMP BD-

PAHs g ' y actividad lipasa (ng pNP g ss™) de los microcosmos compostados (S1, S2 y $3) y del control
(SA). Las determinaciones se realizaron a los dias 7 y 45 de iniciado el tratamiento.

Microcosmos [Log NMP BD-PAHs gss'l] Act. Lipasa [ng pNP gss'l]
(dia 7) (dia 45) (dia 7) (dia 45)
S1 6.8+0.1(a) 6.6 +0.5 (a) 6100 + 2800 (a) No detectado
S2 6.2+0.2 (a) 5.7+0.4 (a) 5600 + 1300 (a) No detectado
S3 6.3+0.3(a) 6.0+0.2(a) 7000 + 2500 (a) 7800 + 2100 (a)
SA 29+0.2(b) 2.2+0.1(b) 475 + 50 (b) 212 £ 57 (b)

Las tres proporciones ensayadas mostraron resultados similares. La Unica
excepcion fue la actividad lipasa luego de los 45 dias para S3. Considerando estos
resultados, se decidid utilizar la proporcién 0.7 gss: 0.3 cstiéreol seco Para los tratamientos
siguientes, tanto de compostaje como de estimulacién con enmienda organica

(compost maduro).
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Compostaje del suelo cronicamente contaminado

Estudios quimicos y fisicos

Este tratamiento se realizé en recipientes de 34 L. La Figura IV.10 describe el
registro la temperatura durante los primeros 4 meses de tratamiento. Como control
(SA) se incluyeron microcosmos del suelo original que fueron regados y aireados
durante el tratamiento. En este periodo la temperatura del suelo compostado (SC) fue
superior a la del control (SA). Cuando se observo coincidencia entre la temperatura de

los dos microcosmos, se suspendio el registro de esta medida.

Al igual que en el ensayo anterior, no fue posible detectar la fase termdfila del

tratamiento.
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Figura [IV.10. Perfil de temperatura obtenido para los microcosmos compostados (SC) y
acondicionados (SA) durante los primeros 4 meses de tratamiento.

Durante el tratamiento se observé un descenso en los valores de pH, con
respecto al valor de Sy, como se detalla en la Tabla IV.6. También se observaron

incrementos significativos de la conductividad, del contenido de CO, N y P disponible.
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Tabla IV.6. Analisis quimico del suelo original (Sy) y del microcosmos de suelo compostado (SC) luego
de 12 meses de tratamiento. Medida de pH, Conductividad Eléctrica (CE, [uS cm'1]), Potencial redox (Eh,
[mV]), Carbono Organico (CO %), Nitrégeno total (N %) y Fésforo disponible (P, [mg Kg'l]).

Propiedades Sq SC

pH 88+0.1 7.2%0.1
CE[uScm™] 634+12 6995+ 1124
Eh [mV] 236 +2 234+3

CO [%] 22+09 10.7+0.5

N [%] 02+0.1 0901
C:N 11 12
Plmgkg'] 83+06 153.0+0.1
C:N:P 0.3:0.03:1 0.07:0.006:1

La Figura IV.11 evidencia el cambio macroscépico del material del microcosmos a
los 4 meses de iniciado el tratamiento de compostaje, producto de la biodegradacién

del agente de volumen.

Figura IV.11. Aspecto macroscopico del microcosmos SC. A. Momento de inicio del tratamiento. B.
Luego de 4 meses de tratamiento.

Las Tabla IV.7 y la Figura IV.12 muestran la concentracion de HAs, determinada
en los microcosmos luego de 4 y 12 meses de iniciado el tratamiento. Como se detalla,
el contenido de HAs se incrementd un 200 % luego de 4 meses, siendo la fraccidn de
compuestos de C29 — C35 la que mostrd el mayor incremento porcentual con respecto
a So. Luego de 12 meses, se observo eliminacidn significativa del 35 % en el contenido
de HAs con respecto de Sq, y se encontré que el material estaba enriquecido en la

fraccion de C29 — C35.
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Tabla IV.7. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sg) y de los
microcosmos de suelo compostado (SC) a los 4 y 12 meses de tratamiento. Se incluyeron los valores
correspondientes al compost, tomado como referencia, con fines comparativos.

Microcosmos HAs C9-C20 C20-C29 C29 -C35
[mg Kgss '] [%] [%] [%]
So 2456 (b) 52.9 42.1 5.0
SC4m 7290 (a) 41.6 37.2 21.2
SC12m 1602 (c) 39.6 35.8 24.6
Compost 2401 (b) 40.9 35.1 24.0
A 800 mSo

700 - T mSC-4m

600 - mSC-12m

B Compost

o]
8

mg HAs KgSs-1
g 8

N
8

g

i
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Figura IV.12 Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los microcosmos de suelo original (Sg),
suelo compostado (SC), 4 y 12 meses y microcosmos de compost (sin suelo), tomado como referencia.
A. Detalle de cada fraccion de HAs, expresado como mg de compuesto kgss . B. Contenido de HAs segun
el numero de atomos de carbono. C. Composicidn relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en
la Tabla IV.7.

Paralelamente fue preparado un microcosmos de compostaje tradicional (agente
de volumen vy estiércol) como referencia, a partir de cual se realizé el anadlisis de
hidrocarburos, determinandose un contenido de 2400 mg de HAs totales Kgsg{1 en el
material. Como se detalla en la Tabla IV.7, este compost posee un 41 % de

hidrocarburos livianos, un 35 % de intermedios y un 24 % de los que denominamos

pesados. Por otro lado, no se detectaron PAHs en el compost.
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La Tabla IV.8 y la Figura IV.13 presentan los resultados correspondientes al

contenido de PAHs en estos microcosmos, luego de 4 y 12 meses de tratamiento.

Tabla IV.8. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) de los microcosmos de suelo
original (Sp) y de los microcosmos de suelo compostado (SC) a los 4 y 12 meses de tratamiento.

Microcosmos PAHs 3 anillos 4 anillos 5 anillos 6 anillos
[mg Kgss'] [%] [%] [%] [%]
So 214 (a) 35.6 47.8 6.2 10.4
SC4m 220 (a) 30.8 48.5 6.9 13.8
SC12m 270 (a) 24.5 49.9 6.3 19.3
A 9
80 - HSo
#SC-Am
70 - ESC-12m
0 60 -
)
ﬁ 50 -
I
g 40
'é” 30 -
20 -
10 -
0 - ; Jﬁ—L : : : : : : : :
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o B 4 30% .
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Figura IV.13 .Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los microcosmos de suelo
original (Sp), microcosmos de suelo compostado SC (4 y 12 meses) de tratamiento. A. Detalle de cada
fraccién de PAHs, expresado como mg de compuesto kgss'l. B. Contenido de PAHs segun el nimero de
atomos de carbono. C. Composicidn relativa [%)]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla IV.8.

Si bien no hay eliminacién significativa con respecto a Sg en el contenido total de
PAHs de los microcosmos SC (tanto a los 4 como a los 12 meses), se observaron
cambios en la proporcién relativa de estos compuestos a lo largo del tratamiento.

Luego de 4 meses hubo una eliminacion del 89 % de fluoreno y 28 % de fenantreno. La
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eliminacion de fluoreno se incrementé al 100 % transcurrido el tiempo de tratamiento.
En el caso del acenafteno, no se encontraron cambios luego de 4 meses, pero se
observé eliminacion del 100 % luego de 12 meses de tratamiento. Se detecté un
incremento en algunos compuestos de alto peso molecular: dibenzo [a, h] antraceno y

benzo [g, h, i] perileno.

El microcosmos SC evidencié un incremento en la biodisponibilidad de los PAHs
respecto de Sy, determinado mediante la resina XAD-2. El valor medido a los 12 meses

fue 5.7 % y correspondié al incremento en la disponibilidad del benzo [a] pireno.

El valor de CTD, 97 + 1 mg C L™, determinado a partir del microcosmos SC luego

de 12 meses, no fue significativamente diferente del determinado en S,.

La Figura IV.14 presenta los resultados espectroscdpicos de los extractos
alcalinos del microcosmos SC a los 12 meses (dilucién 1:10) y del compost de
referencia (dilucidon 1:20) en comparacion con el obtenido de So. Puede apreciarse que
el extracto alcalino obtenido de muestras del microcosmos SC fue diferente del
obtenido a partir del So determinando una relacion E4/Eg= 32, mayor que la
determinada para So. La MEEF en este caso tuvo solo una region de emision, centrada

en A exc 320 — A ¢y 420 nm, correspondiente a la Regién 1.

El analisis de los extractos alcalinos provenientes del compost tradicional
utilizado como control, evidencié un valor de CTD de 363 £ 3 mg C L y una relacién
E4/E¢ de 4.6 segun el espectro de absorcion. La MEEF correspondiente presenté una

Unica zona de mayor emisidn, cuyo maximo se posiciond en la Region 1.
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Figura IV.14. Andlisis de los extractos alcalinos. A. Espectros de absorcién de S, SC y Compost. B.
Matriz de Excitacion Emision de Fluorescencia de Sy. C. Matriz de Excitacién Emision de Fluorescencia de

SC a los 12 meses. D. Matriz de Excitaciéon Emisién de Fluorescencia del compost.
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Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

La caracterizacion microbioldgica de los materiales utilizados para el compostaje
del suelo se describe en el Anexo I. El estiércol de cabra y el rastrojo de avena poseen
una carga de bacterias heterétrofas y de hongos superior a la presente en So. En el
estiércol de cabra fueron detectadas poblaciones bacterianas que solubilizan fésforo,
degradadoras de HAs, degradadoras de PAHs y degradadoras de celulosa. El agente de
volumen (rastrojo de avena) presentd una comunidad potencialmente degradadora de

HAs y celulosa.

La Figura 1V.15 muestra la dindmica de las poblaciones de bacterias heterétrofas
BH, hongos y BSP en los microcosmos SC. Se puede apreciar que la densidad de BH se
mantuvo estable durante el tratamiento y la poblacién fungica mostré un pequefio
descenso, con respecto al valor observado en Sq. En el caso de la poblacidon de BSP se
observé un incremento durante los 3 primeros meses. En el periodo comprendido
entre los meses 9 y 11 se observé un nuevo incremento en los valores de esta

poblacion. Este incremento fue seguido de un descenso significativo, medido a los 12

meses.
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Figura IV.15. Dindmica de las poblaciones de bacterias heterétrofas (BH), hongos (RH) y bacterias que
solubilizan fésforo (BSP) durante el tratamiento en el microcosmos SC.

La Figura IV.16 muestra la dindmica de la concentracion de poblaciones
bacterianas degradadoras de HAs (BD-HAs), degradadoras de PAHs (BD-PAHSs) y

degradadoras de celulosa (BD-C) durante el tratamiento en el microcosmos SC.
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Figura IV.16. Dinamica de las poblaciones de bacterias degradadoras de HAs (BD-HAs), degradadoras de
PAHSs (BD-PAHSs) y degradadoras de celulosa (BD-C) durante el tratamiento en el microcosmos SC.

Los valores de BD-HAs aumentaron, mostrando un maximo a los 4 meses de
iniciado el tratamiento y luego disminuyeron. Un nuevo mdaximo en la densidad se
registro entre los meses 9 y 10. En la Ultima etapa del tratamiento, comprendida entre
los meses 11 y 12, se observd un descenso significativo con respecto al valor del
periodo previo. Cabe destacar, el valor al final del tratamiento fue significativamente
superior al determinado en So. Un comportamiento similar se observé para los valores
de BD-C. Durante todo el tratamiento fueron significativamente superiores a los
valores determinados para Sy. Se observd un valor maximo a los 4 meses de iniciado el
tratamiento; transcurridos 10 meses se detecté un nuevo aumento. El NMP de BD-
PAHs mostré un maximo luego de 1 mes que luego disminuyd hasta valores similares al

de So.
Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

La Figura IV.17 muestra la dindmica de la actividad deshidrogenasa, determinada
durante todo el tratamiento. Se observd un incremento significativo de la actividad
enzimatica con un maximo al dia 4. A partir del octavo mes la medida se estabilizé con
un valor promedio de 50 + 16 pg TPF gss™. Es de destacar que a tiempos cortos, los
desvios estdndar fueron elevados debido a la heterogeneidad del material, que

dificulté el muestreo.
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Figura IV.17. Actividad deshidrogenasa de los microcosmos SC durante el tratamiento de compostaje del
suelo contaminado. Sy: no detectado.

La Tabla IV.9 presenta los resultados del analisis enzimatico al finalizar el
tratamiento. Se observd un incremento significativo respecto de Sy en todas las
actividades enzimaticas evaluadas.

Tabla 1V.9. Actividades enzimaticas determinadas en el microcosmos suelo compostado luego de 12

meses de tratamiento (SC). Comparacién con los valores determinados en el suelo original (Sy). Las
medidas se realizaron por triplicado. Las medidas se realizaron por triplicado.

Actividad So SC
Deshidrogenasa [ug TPF gss No detectado 24 +13

Lipasa [ng pNPgss '] 189 £ 4 (b) 260 + 36 (a)
Arilsulfatasa [ng pNPgss™] 33+1(b) 47 +2 (a)
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss ] 175 + 24 (b) 819 + 100 (a)
Fosfatasa acida [ng pNPgss™] 103 + 20 (b) 1448 + 412 (a)
Ureasa [ugN-NHagss "] 236 (b) 64+ 6 (a)

Proteasa [mg Tyr gss'l]

No detectado

No detectado
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Ensayos de fitotoxicidad

La Figura IV.18 muestra la dinamica del indice de inhibicion de la germinacién (IG

%) obtenidos a partir de los extractos acuosos de los microcosmos SC.
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Figura IV.18. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de S, y SC. Dinamica del indice de
inhibicidn de la germinacidn (IG %) utilizando extractos acuosos de Sy y de los microcosmos SC luego de
4,9, 11y 12 meses de tratamiento.

Se observé que el IG % aumenta conforme aumenta la concentracidon del
extracto, aunque sin mostrar diferencias significativas con los valores encontrados en
So, a excepcidn del extracto sin diluir luego de 12 meses de tratamiento que alcanza el
98 % de inhibicion.

No se observaron efectos significativos sobre el indice de inhibicion en la
elongacidn radicular (IE %), probablemente debido a la gran dispersién de la medida.
Una observacién relevante es que las radiculas generadas por estos extractos fueron
mas parecidas a las desarrolladas en el control (agua), en grosor y en la presencia de

raices secundarias.

En la Figura IV.19 se presenta el desarrollo del test de produccién vegetal
utilizando una mezcla de semillas de césped sembradas sobre material del
microcosmos SC al finalizar el tratamiento. La produccion vegetal luego de un mes de

la siembra de las semillas fue de 6.82 mgsgco (cmz)'l.
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Figura IV.19. Desarrollo del test de germinacion de césped de los microcosmos SC luego 12 meses de
tratamiento, realizado durante un mes. A. Inicio del ensayo. B. 14 dias de ensayo. C. y D. 21 dias de
ensayo. E. 28 dias de ensayo.

Discusion

El tratamiento de compostaje produjo el incremento de CO, N y P en el suelo
compostado al cabo de un afio de tratamiento. La actividad bioldgica se evidencid a
través de la dindmica de las poblaciones microbianas, la actividad enzimatica y en el
descenso del pH en el suelo compostado (una unidad aproximadamente). El descenso
del pH puede atribuirse a la liberacion de compuestos acidos de bajo peso molecular

producto del metabolismo microbiano (Moran Vieyray col., 2009).

No se observo fase termdfila durante el tratamiento, aunque si se comprobé que
la temperatura de los microcosmos SC fue superior a la del control. El avance del
proceso se evidencié por los cambios macroscopicos observados. La ausencia de la
fase termodfila puede ser atribuida al uso de materiales relativamente estables

utilizados para el compostaje (Semple y col., 2001).

En relaciéon con estos resultados, otros autores evaluaron el efecto de la
temperatura durante el proceso de compostaje en suelos con contaminacién crénica y
aguda (Antizar-Ladislao y col., 2006a; Sayara y col., 2010a). Los autores comprobaron
una disminucién en la eliminacién de hidrocarburos al incubar los microcosmos a una

temperatura equivalente a la alcanzada en la fase termdfila, sugiriendo que
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temperaturas mayor 45°C resultaria inhibidora de las poblaciones activamente

degradadoras (generalmente mesdfilas).

En general, los sustratos organicos utilizados como agentes de volumen en el
tratamiento de compostaje son ricos en celulosa, proteinas, lipidos y lignina. En
particular, la lignocelulosa (principal componente del agente de volumen) es una
macromolécula formada por celulosa, hemicelulosa y lignina (Tuomela y col., 2000). La
incorporacion de estos materiales al suelo contaminado significa una fuente de Cy
energia asequible a los microorganismos durante su biodegradacion. De este modo, el
compostaje resulta un proceso dinamico y activo en el que el material utilizado es
microbioldgicamente transformado dependiendo de la capacidad de las poblaciones
microbianas del suelo. Las enmiendas organicas poseen sustancias tipo humicas
caracterizadas por el alto caracter alifatico y la heterogeneidad molecular (Senesi y
col., 2007). Plaza y col.,, 2009 concluyen que durante el compostaje se producen
modificaciones estructurales y quimicas de las SH de las enmiendas organicas, que se

traducen en la liberaciéon de compuestos alifaticos y de carbohidratos.

Los aumentos de poblaciones degradadoras de alifaticos y de celulosa
observados durante el compostaje (a los 2 y 8 meses) podrian asociarse a la
transformacién microbiana de los materiales del compost (rastrojo de avena y estiércol
de cabra) y posterior eliminacidon de HAs. La transformacion macroscopica del material
a su vez podria asociarse al incremento en el contenido de HAs observado luego de 4
meses de tratamiento. Avanzado el mismo, se observo la eliminacion de al menos el 35
% del contenido de HAs, con respecto a Sg, con la acumulacion relativa de HAs de alto

peso molecular.

Respecto de los PAHSs, no se observd eliminacidn neta durante el tratamiento, en
concordancia con la estabilidad de los recuentos de la poblacidon degradadora de PAHs.
El analisis diferencial de los 16 PAHs evidencié cambios individuales que se tradujeron
en un cambio de la composicién relativa del contenido de PAHSs, representado por el
descenso de la fraccién de PAHs de 3 anillos. Esta eliminacion fue compensada con un

incremento de la fraccion de PAHs de 6 anillos.

Oleszczuk (2007) en sus estudios de compostaje, utilizando residuos municipales

conteniendo PAHs, describe que durante la primera fase del compostaje la reduccién
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del contenido de PAHs ocurrié a expensas de la fraccion biodisponible, mientras que
en la segunda fase, predominaron los procesos de secuestramiento del contaminante
por la matriz del suelo, principalmente de los PAHs de mayor nimero de anillos. En
nuestro caso, el incremento observado en PAHs de alto peso molecular, luego de 12
meses de tratamiento, asi como el aumento de la biodisponibilidad atribuido al benzo
[a] pireno (5 anillos), indicarian un cambio en la extractabilidad, probablemente
promovida por el “desecuestramiento” de los mismos de la matriz del suelo. Varios
trabajos han demostrado que la calidad de la materia organica y el tiempo de
interaccion con los contaminantes contribuyen al secuestramiento de los PAHs,
modulando la eficiencia de su eliminacién (Bamforth y Singleton 2005; Lladé y col.,

2009; Wu y col., 2013).

Asi mismo, otros autores concluyen en sus resultados que el agregado de
materia organica facilmente asimilable al suelo contaminado (o bien su presencia en
suelo) puede tener como efecto el “desvio del metabolismo” hacia estos sustratos mas
facilmente asimilables, retardando o limitando la degradacion de los contaminantes
(Dias y col., 2012). Teng y col., 2010 han demostrado que las diferentes fuente de
carbono y concentraciones cumplen distintos roles en la estimulacion de las
poblaciones degradadoras de PAHs. Esto se debe a que los sustratos que son
degradados lentamente y que no pueden ser utilizados de modo directo por la mayoria
de los microorganismos pueden permanecer en el suelo mas tiempo y asi favorecer la

eliminacion de los compuestos mas recalcitrantes por co-metabolismo.

Varios autores describen que, durante las primeras etapas del compostaje se
incrementa el contenido de CTD, el cual desciende a medida que avanza el proceso
(Antizar-Ladislao y col., 2006b; Said-Pullicino y Gigliotti 2007; Hua y col., 2008). Los
distintos autores atribuyen este descenso al consumo de compuestos facilmente
asimilables. El contenido de CTD final encontrado en los microcosmos SC, similar al de
So, podria ser indicador del avance del tratamiento, reflejando la actividad de la

comunidad microbiana durante el compostaje.

El analisis espectroscépico del extracto del SC evidencid una relacion E4/Eg
superior a la determinada en Sg, indicando el predominio de sustancias de bajo peso

molecular, facilmente asimilables (Moran Vieyra y col., 2009). En este punto, cabe
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recordar que la relacion E;/E¢ del compost de referencia fue aun menor a la
determinada en Sy, correspondiéndose con la presencia de compuestos orgdnicos de
alto grado de condensacién (Lguirati y col., 2005) en el compost de referencia, y
sugiriendo la madurez del mismo. En funcién de los resultados obtenidos luego de un
afio de compostaje, la relacion E4/Eg significativamente superior a la determinada en Sy
podria sugerir que el compostaje continla activo a expensas de compuestos organicos
facilmente metabolizables, conduciendo eventualmente a una gradual liberacién de

los PAHSs.

También la matriz de florescencia (MEEF) de SC fue indicadora de los cambios
ocurridos durante el tratamiento, evidenciando solo la Regién 1, como en los extractos
del compost, y desplazada respecto de la generada por Sp. Estos resultados sugieren un
cambio sustancial en la matriz del SC, producto de la transformacién de la materia
orgdanica por la comunidad microbiana en el proceso de humificacién (Antizar-Ladislao

y col., 2006b).

La actividad microbiana durante el compostaje fue evidenciada durante todo el
tratamiento a través de los valores aumentados de la actividad deshidrogenasa,
atribuibles al desarrollo de la poblacion degradadoras de HAs (especialista) que
condujo a la significativa eliminacidn de HAs. Resultados similares fueron obtenidos
por Namkoong y col., 2002 en sus ensayos utilizando suelos con contaminacién aguda,
logrando correlacionar positivamente la eliminacién de hidrocarburos y la actividad

deshidrogenasa.

El significativo aumento de actividades lipasa, ureasa, arilsulfatasa y fosfatasas
(acida y alcalina) determinado al cabo de un afio de compostaje indica el
establecimiento de poblaciones metabdlicamente activas, pudiendo contribuir a la
degradacion de los hidrocarburos (Cole y col., 1995). El aumento de actividad lipasa,
asociada al metabolismo de hidrocarburos (Brzeszcz y col., 2016), se correspondié con
la eliminacidn de HAs detectada en SC. El aumento de la actividad ureasa es indicador
de la funcionalidad del ciclo del nitrégeno, probablemente debido al constante
suministro de compuestos nitrogenados producto de la degradacién de la materia

organica agregada.
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La actividad arilsulfatasa y la actividad fosfatasas indican la movilizacién de
sulfatos (Whalen y Warman 1996) y fosfatos por la comunidad microbiana.
Particularmente, la actividad fosfatasa también se evidencié por el aumento de la

poblacién solubilizadora de fosfatos, estimulada por el aporte de P.

Los procesos degradativos evidenciados durante el tratamiento se reflejaron en
la toxicidad aguda del material compostado al cabo de un afio. El incremento en el
indice de inhibicion de la germinacion (IG %) puede atribuirse en parte a la
acumulacién de productos metabdlicos solubles de mayor toxicidad, incluidos los
PAHs. Un resultado similar fue observado por Morelli y col.,, 2001 durante el
tratamiento de biorremediacidn de un barro petroquimico. Los autores comprobaron
un aumento en la toxicidad aguda y también en la mutagenicidad durante las etapas

intermedia y final del tratamiento.

Asi mismo, el aumento de la conductividad eléctrica (CE) pudo haber sido otro
factor contribuyente al incremento del IG %, resultando en el retardo de la
germinacién de las semillas, como lo describe Esechie (1994) en su trabajo. El autor
estudidé el efecto de la temperatura y salinidad sobre la germinacidon de semillas de
Sorgo, e informd que la salinidad y la temperatura son factores que modulan la
germinacién: a temperaturas menores a 30°C, el aumento de la salinidad resulta en el
descenso del IG %. A pesar de la gran dispersion de datos, fue significativo el cambio
morfoldgico observado en las raices obtenidas a partir de los extractos acuosos del
suelo compostado, siendo éstas similares a las raices desarrolladas en el control (con
agua). Los resultados sugieren que los compuestos del extracto influyen de maneras
diferentes en la germinacion de semillas y en la elongacidon de las raices. Por esta
razén, ambas determinaciones son indispensables para monitorear la toxicidad del

sistema a lo largo del tratamiento.

Durante la imbibicidn de las semillas, el agua ingresa a la célula vegetal, facilitada
por el potencial osmético, y la germinacién se inicia por las hidrélisis de hidratos de
carbono de reserva, presentes en las mismas. Cuando las semillas son embebidas en
extractos acuosos con elevado potencial osmético, o presencia de hidrocarburos o
productos metabdlicos, estos pueden ingresar a la célula vegetal, inhibiendo o

alterando la hidrdélisis del material de reserva, proceso necesario para la germinacién
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(Masakorala y col., 2013). De esta manera se podria atribuir a ambos factores,
intermediarios téxicos mas solubles y la mayor conductividad, la reducciéon en la

germinacion.
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Estimulacion con enmienda organica (SE)

Estudios quimicos y fisicos

La Tabla IV.10 muestra el analisis quimico de los microcosmos de suelo
estimulado con compost, SE, al finalizar el tratamiento (60 dias). Puede apreciarse que
el valor de pH fue menor respecto al valor de Sy, mientras que la conductividad
eléctrica fue significativamente mayor. Se encontré que los contenidos de CO, Ny P se
incrementaron con respecto a Sp. La relacién C:N:P encontrada fue menor que la
correspondiente a So poniendo en evidencia el significativo aporte de P por el compost.
Tabla IV.10. Andlisis quimico del suelo original (So) y del microcosmos de suelo estimulado con

compost (SE) al finalizar el tratamiento. Medida de pH, Conductividad Eléctrica (CE, [uS cm™]), Potencial
redox (Eh, [mV]), Carbono Organico (CO %), Nitrégeno total (N %) y Fésforo disponible (P, [mg Kg'l]).

Propiedades Sg SE

pH final 88+0.1 7.6%0.1
CE[uScm™] 634+12  6540+28
Eh [mV] 236+ 2 236.6 £ 0.3
CO [%] 22+09 9.3+05

N [%] 0.2+0.1 0.7%0.1
C:N 11 13
P[mgKg'] 83+0.6 159.0+0.7
C:N:P 0.3:0.03:1 0.06:0.004:1

La Tabla IV.11 y la Figura IV.20 muestran la concentracion de HAs y la relacién
porcentual de las diferentes fracciones. El contenido de HAs se incrementd un 44 %. La
fraccién de compuestos de C29 — C35 fue la que mostré el mayor incremento
porcentual con respecto a So.

Tabla 1V.11. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sp) y

microcosmos de suelo estimulado con compost (SE) al finalizar el tratamiento. Se incluyeron los valores
correspondientes al compost utilizado para la estimulacion con fines comparativos.

Microcosmos HAs Co9-C20 C20-C29 C29-C35
[mg Kgss '] [%] [%] [%]

So 2456 (b) 52.9 42.1 5.0

SE 3531 (a) 46.4 35.6 18.0

Compost 2401 (b) 40.9 35.1 24.0
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Figura 1V.20. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sg),
microcosmos de suelo estimulado (SE) y del compost utilizado para la estimulacidn. A. Detalle de cada
fraccién de HAs, expresado como mg de compuesto kgss'l. B. Contenido de HAs segun el nimero de
atomos de carbono. C. Composicidn relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla IV.11
Al igual que en SC, no es posible discriminar con certeza el porcentaje de
eliminacidn de los HAs del suelo debido al tratamiento, ya que se cuenta con el aporte

de HAs de dos origenes distintos: generados por la contaminacion crénica del sitio y

derivados del metabolismo de la enmienda organica.

La Tabla IV.12 y la Figura IV.21 muestran la concentracion de PAHs totales y la
composicidn segln el nimero de anillos. El tratamiento de estimulacién con compost
provocd una disminucion del 32 % en la concentracion total de PAHs. Asi mismo se
detectd una disminucidon en la concentracion de acenafteno, fluoreno, fenantreno,

fluoranteno y pireno del 97 %, 49 %, 9 % y 3 % respectivamente.
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Tabla IV.12. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(So) y de los microcosmos de suelo estimulado con compost (SE) al final del tratamiento.

Microcosmos PAHs 3 anillos [%] 4 anillos [%] 5 anillos [%] 6 anillos [%]
[mg Kgss ']
So 214 (a) 35.6 47.8 6.2 10.4
SE 147 (b) 28.5 50.1 7.4 14.0
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Figura IV.21. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(Sp), y microcosmos de suelo estimulado (SE). A. Detalle de cada fraccion de PAHs, expresado como mg
de compuesto kgss . B. Contenido de PAHs segln el nimero de atomos de carbono. C. Composicion
relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla IV.12.

La estimulacién con compost provocd un incremento de la biodisponibilidad de
los PAHs respecto de So determinada usando la resina XAD-2. El valor medido fue de
16 + 2 % respecto del total, es decir unos 23 mg PAH Kgss. Los compuestos que

incrementaron en mayor medida su biodisponibilidad fueron el acenaftileno, el benzo

[a] pireno y la mezcla de benzo [b] fluoranteno / benzo [k] fluoranteno.

El resultado del andlisis del extracto alcalino evidencié valores de CTD en el
microcosmos SE de 1259 + 0.8 mg C L™, significativamente superior al valor

encontrado en Sg.
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La Figura IV.22 presenta los resultados del

extractos (dilucion 1:10).
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Figura IV.22. Analisis de los extractos alcalinos. A. Espectros de absorcion de Sy, SE y Compost. B.
Matriz de Excitacion Emision de Fluorescencia de S,. C. Matriz de Excitacién Emision de Fluorescencia de
SE. D. Matriz de Excitacién Emisién de Fluorescencia del Compost.

En la Figura IV.22.A se evidencid un cambio en el espectro de absorcién del

extracto alcalino de SE respecto de Sp, con un marcado aumento de la relacidn E4/Eg

(23 y 15 para SE y Sp respectivamente). La MEEF del extracto SE mostrd una Unica

region de emisidn, con maximo en la Regién 1, similar a la observada en los extractos

de SC pero con un leve corrimiento a mayor longitud de onda.
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Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

La Figura IV.23 presenta la dinamica de las poblaciones de bacterias heterétrofas
(BH), hongos (RH) y bacterias que solubilizar fésforo (BSP) en los microcosmos SE. Se
aprecia que la densidad de BH oscilé en torno al valor del suelo original, sin cambios
significativos durante los 2 meses de tratamiento. Durante el primer mes, la
concentracion de poblacidon fingica no mostré diferencias con respecto al valor
observado en Sg. Al final del tratamiento, esta poblacién evidencid un descenso
significativo con respecto a So. La poblaciéon de BSP se mantuvo con valores
significativamente superiores al determinado para So, durante todo el tiempo de

tratamiento.
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Figura 1V.23. Dinamica de las poblaciones de bacterias heterétrofas (BH), hongos (RH) y bacterias que
solubilizan fésforo (BSP) durante el tratamiento en el microcosmos SE.

La Figura IV.24 muestra la dinamica de las poblaciones de BD-HAs, BD-PAHs y BD-
C durante el tratamiento en el microcosmos SE. No se observan cambios significativos

en ninguna de las poblaciones durante el tratamiento.
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Figura IV.24. Dinamica de las poblaciones de bacterias degradadoras de HAs (BD-HAs), degradadoras de
PAHs (BD-PAHs) y degradadoras de celulosa (BD-C) durante el tratamiento en el microcosmos SE.

Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

La Figura IV.25 muestra la dinamica de la actividad deshidrogenasa durante el
tratamiento, donde puede apreciarse que la medida fue significativamente superior al
valor de So durante todo el tiempo de ensayo. El gran desvio apreciado en las
determinaciones tempranas, puede atribuirse a la heterogeneidad del material

analizado.
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Figura IV.25. Actividad deshidrogenasa de los microcosmos SE durante el tratamiento.

Se observé un incremento significativo de la actividad deshidrogenasa, con un
maximo el dia 31. Luego del primer mes de tratamiento, la medida de la actividad

disminuyé hasta alcanzar un valor de 132 + 14 pg TPF gss * al final del tratamiento.
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La Tabla IV.13 presenta los resultados de las actividades enzimaticas
determinadas al finalizar el tratamiento, donde se puede apreciar que la estimulaciéon
con compost luego de dos meses provocd un incremento significativo de todas las
actividades enzimaticas determinadas.

Tabla IV.13. Actividades enzimaticas determinadas en el microcosmos de suelo estimulado con

compost (SE) al final del tratamiento. Comparacién con los valores determinados en el suelo original
(Sp). Las medidas se realizaron por triplicado.

Actividad enzimatica So SE
Deshidrogenasa [pg TPF gss™ No detectado 132+ 14
Lipasa [ng pNPgss ] 189 £ 4 (b) 320+ 34 (a)
Arilsulfatasa [ng pNPgss™] 3311 (b) 59+1 (a)
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss ] 175 + 24 (b) 1340 + 70 (a)
Fosfatasa acida [ng pNPgss™] 103 + 20 (b) 670 £ 109 (a)
Ureasa [HgN-NHagss ] 23 +6 (b) 76 5 (a)
Proteasa [mg Tyr gss'l] No detectado 0.20+0.01

Ensayos de fitotoxicidad

La Figura 1V.26 muestra los valores del indice de inhibicion de la germinacion (IG
%) y de inhibicidn en la elongacién (IE %), obtenidos a partir de los extractos acuosos

obtenidos de microcosmos SE.

Los extractos acuosos sin diluir (100 %) evidenciaron diferencias significativas con
respecto al control (agua) en el IG %. Este valor fue de 42 + 20 %, superior al
encontrado para So. No se observaron efectos significativos sobre el IE %,
probablemente debido a la gran dispersion de la medida. Sin embargo, se observa un
efecto inverso al encontrado con los extractos acuosos de Sp, evidenciando un

acortamiento de las radiculas.
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Figura IV.26. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de S, y SE. A. indice de inhibicién en la
germinacién (IG %). B. indice de inhibicién de la elongacién (IE %). Los ensayos se realizaron utilizando
extractos acuosos del suelo original (So) y de microcosmos SE, luego de 45 dias de tratamiento.

La Figura IV.27 muestra una imagen de las plantulas desarrolladas, donde se
aprecia que las raices generadas por estos extractos son de calibre similar al control

(agua) y con raices secundarias. También se aprecia el acortamiento de la longitud del

hipocétilo de las plantulas, respecto de lo observado con los extractos de So.

Figura IV.27. Morfologia de las plantulas de Lactuca sativa L. A. Plantulas generadas por tratamiento
con agua destilada. B. Plantulas generadas por tratamiento con el extracto sin diluir de S,. C. Plantulas
generadas por tratamiento con el extracto sin diluir de SE.
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Discusion

La estrategia de estimulacién con compost del suelo contaminado fue
monitoreada a través de la actividad deshidrogenasa, registrandose un periodo de
gran actividad durante los primeros 30 dias de tratamiento. Posteriormente se observo
un descenso, llegando a valores inferiores al 20 % del maximo a los 60 dias. Esta
enzima se considera un indicador del metabolismo microbiano general (Salazar y col.,
2011), porque refleja una amplia gama de procesos oxidativos que ocurren en el suelo,
resultando informativa del progreso de la biodegradacion de hidrocarburos (Brzeszcz y
col., 2016). Por esta razon, se decidid elegir 60 dias como el tiempo final del

tratamiento.

La incorporacion de compost incrementd el contenido de CO, N y P en los
microcosmos SE. Como se menciond anteriormente, el uso de enmiendas organicas
proporciona al suelo una variedad de nutrientes mejorando su calidad (Ceccanti y col.,
2006; Sayara y col., 2010b; Wu y col., 2013). También se registré un descenso del pH al
finalizar el tratamiento, atribuido a la actividad de la comunidad microbiana (Moran

Vieyray col., 2009).

El incremento detectado en el contenido de HAs en los microcosmos SE
concuerda con lo observado durante las primeras etapas de un compostaje, sugiriendo
el desarrollo de un proceso de transformacién y degradacion de la materia organica
qgue deja en evidencia que el material utilizado para la estimulacion aun no se
encontraba estabilizado. Probablemente, un aumento del tiempo de tratamiento

conduciria a la disminucion de la fraccion de alifaticos liviana.

Contrariamente a lo observado para los HAs, la estrategia de estimulacién
promovid la eliminacidon de 31 % del contenido de PAHs, principalmente a los de 3
anillos (acenafteno, fluoreno, fenantreno, fluoranteno), que fueron los mas
abundantes en Sg. Asi mismo, el agregado de compost también incrementd Ia
biodisponibilidad de PAHSs, principalmente de alto peso molecular, mostrando un
comportamiento similar al apreciado en la estrategia de compostaje en suelo.
Resultados similares fueron descriptos por Wu y col., 2013, para suelos crénicamente

contaminados tratados con enmienda orgdnica, en tiempos cortos de ensayo (3
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meses), donde determind un 29 % de eliminacién de PAHs. Los autores describen
también el aumento en la concentracién de PAHs de alto peso molecular, atribuido a la

desorcion de los mismos de la matriz del suelo.

Ha sido ampliamente documentado que a medida que aumenta el peso
molecular de los PAHs, aumenta su hidrofobicidad, disminuyendo asi su
biodisponibilidad (Huesemann y col., 2004; Oleszczuk 2007; Asquith y col., 2012; Wu y
col., 2013). Sin embargo, la biodisponibilidad de estos compuestos depende también
del tiempo de interaccidén con las sustancias himicas del suelo, donde pueden ser
fuertemente adsorbidos (Bamforth y Singleton 2005; Antizar-Ladislao y col., 2006b). La
falta de una correspondencia entre el peso molecular de los PAHs con su
biodisponibilidad y/o su concentracion pone en evidencia que el tiempo de la
contaminacién y la naturaleza de la materia orgdnica del suelo juegan un papel
relevante en la movilizacién de los PAHs en suelos crénicos (Alexander 2000; Jonsson y

col., 2007; Kastner y Miltner 2016).

El mayor contenido de CTD determinado en el microcosmos SE podria ser

atribuido al relativamente corto periodo de tratamiento.

El incremento de la relacidon E4/Eg de los extractos alcalinos de SE con respecto al
valor de Sy, sugiere la presencia compuestos solubles facilmente asimilables, producto
de la actividad microbiana degradadora (Moran Vieyra y col., 2009). Ademads, siendo
gue este valor también es mayor que para el compost control, podria suponerse que el

tratamiento SE aun estd en una etapa de transformacion activa de la materia organica.

La MEEF correspondiente a los extractos de los microcosmos SE, al igual que en
SC, mostrd una Unica regién de emisién, asociada a compuestos organicos solubles
propios del suelo (Region 1). Esta regién estd desplazada respecto a la determinada en
So, lo que indicaria diferencias en la naturaleza de los compuestos disueltos en ambos
extractos. El corrimiento de la Regidon 1 en los extractos provenientes de SE con
respecto a la encontrada en SC seria otra indicacion del corto tiempo de maduracién

del material compostado utilizado como enmienda (Antizar-Ladislao y col., 2006b).

La dindmica de las poblaciones bacterianas y fungicas analizadas no evidenciaron

los cambios apreciados en la concentraciéon de hidrocarburos y en la MOS. No
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obstante, la permanencia de las poblaciones en los valores originales durante el
tiempo de tratamiento podria ser atribuida a la alta disponibilidad de nutrientes
aportados por la estimulacién con la enmienda. Unicamente se observé un incremento
en la poblacion solubilizadora de P. Esta ultima observacién junto con el aumento en
las actividades enzimaticas de ureasa, proteasa, arilsulfatasa y fosfatasas, evidencian la
movilizacion de N, P y S en el suelo. Este comportamiento fue acompanado de la
estimulacion de actividad lipasa, asociada al metabolismo de los hidrocarburos
(Brzeszcz y col., 2016). Los valores obtenidos para la actividad de deshidrogenasa
indican la estimulaciéon de las comunidades tras el agregado de materia orgdnica

facilmente asimilable.

Los procesos de transformaciéon y degradaciéon durante el tratamiento SE se
evidenciaron también en la mayor inhibicion de la germinacién, y seria atribuible a la
acumulacién productos intermediarios solubles de la degradacion de PAHs y a la mayor
biodisponibilidad (Morelli y col., 2001). Al igual que lo observado en SC, la mayor
conductividad eléctrica de estos microcosmos podria ser otro factor inhibidor de la
germinacién (Esechie 1994). De modo andlogo a lo observado por efecto del
compostaje en el suelo, la estimulacién promovié el desarrollo de plantulas similares a
las obtenidas en el control (agua), por lo que el efecto fitotéxico observado podria
deberse a un retardo de la germinacién de las semillas debido a la acumulacién de

intermediarios metabdlicos y el incremento de la conductividad.
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Estimulacion con sales (SF)

Estudios quimicos y fisicos

La Tabla IV.14 muestra los resultados del analisis quimico en una muestra del
microcosmos SF luego de 90 dias de tratamiento. Se observa que el agregado de
NH4NO;3 provocd un descenso del pH, dejando el doble de concentracién de N respecto
del valor de Sq_ El tratamiento no afectd el contenido de CO. Sin embargo, se encontré
un descenso en el contenido de P.

Tabla IV.14. Analisis quimico del suelo en estudio (Sy) y del microcosmos de suelo estimulado con

NH;NO; (SF) al finalizar el tratamiento. Medida de pH, Carbono Orgéanico (CO %), Nitrogeno total (N %)
y Fésforo disponible (P, [mg Kg'l]).

Propiedades Sg SF

pH final 8.810.1 7.6%0.1
CO [%] 22+09 2.20%0.05
N [%] 0.2+0.1 0.39+0.01
C:N 11 5.6
Plmgkg'] 83+06 6.0+0.1
C:N:P 0.3: 0.03:1 0.4:0.06:1

La Tabla IV.15 y la Figura 1V.28 muestran la concentracién de HAs y la relacion
porcentual de las diferentes fracciones. Como puede verse, no se observaron
diferencias significativas en el contenido de HAs totales ni en sus fracciones con
respecto a Sg.

Tabla IV.15. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sy) y estimulado
con NH4NO; (SF) al finalizar el tratamiento.

Microcosmos HAs C9-C20 C20-C29 C29-C35
[mg Kgs: '] [%] [%] [%]

So 2456 (a) 52.9 42.1 5.0

SF 2848 (a) 52.9 41.7 5.4
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Figura IV.28. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sp), v
microcosmos de suelo fertilizado (SF). A. Detalle de cada fraccion de HAs, expresado como mg de
compuesto kgss'l. B. Contenido de HAs segln el nimero de atomos de carbono. C. Composicion relativa
[%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla IV.15.

La Tabla IV.16 y la Figura IV.29 muestran la concentracion de PAHs totales y el
contenido porcentual segln el nimero de anillos de estos microcosmos. Como puede
apreciarse, no se observaron diferencias significativas con respecto a So.

Tabla IV.16. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(Sp) y estimulado con NH4NO; (SF) al finalizar el tratamiento.

Microcosmos PAHs 3 anillos 4 anillos 5 anillos 6 anillos
[mg Kgs '] [%] [%] [%] [%]

So 214 (a) 35.6 47.8 6.2 10.4

SF 256 (a) 334 48.1 6.8 11.7

El agregado de NH4NO3 no produjo cambios en la biodisponibilidad de los PAHs.
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Figura IV.29. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(So) y microcosmos de suelo fertilizado (SF). A. Detalle de cada fraccién de PAHs, expresado como mg de
compuesto kgss'l. B. Contenido de PAHs segun el nimero de dtomos de carbono. C. Composicidn
relativa [%)]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla IV.16.

La medida del CTD determinada luego de los 90 dias de tratamiento en los

microcosmos SF fue significativamente menor a la encontrada en Sy, con un valor de

71.4+03mgCL™

La Figura IV.30 muestra el estudio espectroscopico de los extractos alcalinos,
donde puede apreciarse un cambio en el espectro de absorcidn. La relacién E4/E¢ para
estos microcosmos fue de 11, significativamente menor a la correspondiente a Sq. La
MEEF de estos extractos mostré dos regiones de emision. La zona mads intensa
correspondiente a la Regidn 1, y la otra, menos intensa, correspondiente a la Regién 2,

ambas levemente desplazadas con respecto a las encontradas en los extractos de So.
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Figura IV.30. Andlisis de los extractos alcalinos. A. Espectros de absorcidon de Sy y SF. B. Matriz de
Excitacion Emision de Fluorescencia de Sy. C. Matriz de Excitacion Emisidn de Fluorescencia de SF.

Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

La Figura 1V.31 muestra la dindmica de las poblaciones de bacterias heterétrofas
BH en los microcosmos SF. Se observé que la densidad de la poblacién de BH durante
el primer mes de tratamiento fue igual al valor de Sy, dentro del error experimental
(p>0.05). Transcurrido el segundo mes, la poblacién descendié paulatinamente a

valores significativamente menores al valor de S.

La Figura V.32 muestra la dindmica de las poblaciones de BD-HAs, BD-PAHs y BD-
C en SF. Se aprecia que el agregado de NH4;NO; provocd un incremento significativo en
la poblacién de BD-HAs con respecto a Sp, medido el dia 7. Este incremento no fue
sostenido durante el tratamiento, ya que al dia 60 los valores observados no

presentaron diferencias significativas con Sy. La concentracién de la poblacién BD-PAHs
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también mostré un incremento durante el primer mes de tratamiento, alcanzando un
maximo al dia 30. Al final del tratamiento, esta poblacidn no mostré diferencias
significativas con respecto a So. La poblacion de BD-C se incrementé significativamente
luego de una semana de realizada la aplicaciéon de NH4NOs, y luego se mantuvo a lo

largo del tratamiento.
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Figura IV.31. Dindamica de la poblacidon de bacterias heterdtrofas (BH) durante el tratamiento en el
microcosmos SF.

7 -
6 _
- 5 }
n
@ 4 ——BD-HAs
S 3 — BD-PAHs
2
@ 2] —BD-C
-
1 _
0 1 T T T
0 20 40 60 80 100
e Tiempo [dias
So po [dias]

Figura 1V.32. Dinamica de las poblaciones de bacterias degradadoras de HAs (BD-HAs), degradadoras de
PAHs (BD-PAHSs) y degradadoras de celulosa (BD-C) durante el tratamiento en el microcosmos SF.
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Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

No se detectd actividad deshidrogenasa durante el tratamiento.

La Tabla IV.17 muestra los resultados enzimaticos de estos microcosmos luego
de 90 dias, donde se observa un descenso significativo en la actividad ureasa, con
respecto a Sy, atribuido al efecto inhibitorio por el aporte de amonio. No se observaron
cambios significativos en las demdas enzimas analizadas.

Tabla IV.17. Actividades enzimaticas determinadas en el microcosmos de suelo suplementado con

NH4NO; al final del tratamiento. Comparacidn con los valores determinados antes del tratamiento, en el
suelo original. Las medidas se realizaron por triplicado.

Actividad So SF
Deshidrogenasa [pg TPF gss No detectado No detectado
Lipasa [ng pNPgss ] 189 £ 4 (a) 183+ 1 (a)
Arilsulfatasa [ng pNPgss'l] 33+1(a) 35.6 £ 0.4 (a)
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss ] 175 + 24 (a) 114 + 27 (b)
Fosfatasa 4cida [ng pNPgss ] 103 £ 20 (a) 137 20 (a)
Ureasa [gN-NHagss ] 23+6 No detectado
Proteasa [mg Tyr gss'l] No detectado No detectado

Ensayos de fitotoxicidad

La Figura IV.33 muestra los resultados de los ensayos de fitotoxicidad de los
microcosmos SF. Como puede verse, los extractos acuosos sin diluir provenientes de SF
presentaron diferencias significativas con respecto de los extractos de Sg, tanto en el
indice de inhibicidon de la germinacién (IG %) como en el indice de inhibicién en la

elongacion radicular (IE %).

El IG % para este extracto fue de 41 + 26, mientras que el IE % fue de 67 + 32, ambos
significativamente superiores a los determinados en Sy. Si bien no se encontraron
diferencias significativas (p>0.05) con el control (agua), las raices desarrolladas fueron

de menor longitud que las desarrolladas con extractos de So.
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Figura 1V.33. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de S, y SF. A. indice de inhibicién de la
germinacion (IG %). B. indice de inhibicién de la elongacién (IE %). Los ensayos se realizaron utilizando
extractos acuosos del suelo original (Sg) y de microcosmos SF, luego de 3 meses de tratamiento.

Discusion

La estrategia de fertilizacion con NH4NOs; del suelo contaminado dejé un
contenido de nitrégeno superior al valor original, aun luego del tratamiento de 90 dias.
El valor al final del tratamiento representd un 56 % del valor inicial en los microcosmos
SF. Es decir que parte del nitrogeno (44 %, aproximadamente) fue utilizado en los
procesos de denitrificacion (metabolismo desasimilador de N) como asi también, en

procesos abidticos.

El desarrollo temprano de las poblaciones bacterianas degradadoras puede ser
atribuido al efecto de la fertilizacién, que provee nitrégeno facilmente asimilable
promoviendo el consumo de las fuentes de carbono disponibles. Este incremento fue

superior al observado en el tratamiento SA.
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Sin embargo, esta actividad microbiana no se vio reflejada en un descenso de la
concentracion de HAs ni de PAHs. La ausencia de degradacién puede atribuirse a la

baja biodisponibilidad medida para los PAHs y/o a la falta de sustratos co-metabdlicos.

Respecto de las actividades enzimdticas estudiadas, el descenso de la actividad
ureasa puede interpretarse como una inhibicién enzimatica por producto, generada

por el agregado de NH,".

El analisis espectroscépico mostré cambios evidentes en la composicién de los
extractos alcalinos, con una disminucién en el valor del CTD y de la relacion E4/Eg, lo
que sugiere un enriquecimiento en compuestos de alto peso molecular (o alto grado
de condensacidn), debido a la asimilacién de compuestos solubles facilmente
asimilables (Lguirati y col.,, 2005). Comparando con lo observado en ausencia de
fertilizacién, SA, ambos valores fueron superiores sugiriendo que el tratamiento SF

podria prolongarse mas alla de los 90 dias.

La transformacién de la materia organica inducida por la fertilizacién también se
evidencid en el aumento de la toxicidad sobre la germinacién de las semillas. Sin
embargo, las raices desarrolladas mostraron caracteristicas similares a las del control.
Esto indica que el tratamiento SF, al igual que SC y SE, revirtié el efecto encontrado con
los extractos de Sp. Estas observaciones evidencian las transformaciones de la MOS
mediadas por la comunidad microbiana, con la liberacién de compuestos solubles con

diferentes efectos sobre células y tejidos vegetales.
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Comparacion de los tratamientos

Las estrategias de biorremediacién utilizadas para promover la eliminacién de
hidrocarburos del suelo créonicamente contaminado pudieron ser divididas segun el

modo de incrementar la actividad bioldgica del suelo.

a) A través de la correccion y mantenimiento de la humedad, temperatura vy
aireacion del suelo en los microcosmos SA o por el agregado de NH4NOs3, como
fertilizante en los microcosmos SF, con la intencion de aumentar la actividad de la

comunidad microbiana autdctona.

b) Mediante el agregado de materia organica y comunidad asociada (aléctona) con
la intencién de aumentar la concentracidén de materia organica disponible y densidad

de poblaciones microbianas, en los microcosmos SE y SC.

Dependiendo de la modalidad de Ila estrategia, fue apreciado un
comportamiento diferente tanto a nivel de la eliminaciéon de hidrocarburos como de

actividad bioldgica.

Las Figuras IV.34 y IV.35 muestran la concentracién de HAs y PAHs remanente en
los microcosmos al final de sus respectivos tiempos de tratamiento, en comparacién

con el valor de concentracién determinado en el suelo original, So.

Puede apreciarse que los tratamientos de estimulacion microbiana autdctona (SA
y SF) no promovieron la eliminacidn de hidrocarburos, ni modificaron las proporciones
relativas de HAs. A diferencia de estos tratamientos, fueron apreciados significativos
cambios cuando se aplicaron enmiendas organicas (SC y SE) para la estimulaciéon

bioldgica del suelo.

El tratamiento de compostaje del suelo produjo, en una etapa temprana, un
incremento de la concentracion de HAs. Sin embargo, al cabo de un afio la
concentracion de HAs fue menor al valor del Sy. Esta dindmica fue acompafiada por un
cambio de proporciones de las fracciones de HAs debido a la reduccién de la fraccién
liviana e intermedia, con la consecuente acumulacion de la fraccion pesada. Un
comportamiento similar se observd con la estrategia de estimulacién con compost,
atribuyéndose la mayor concentracién de HAs a un proceso de transformacion de los

materiales del compost, debido a su inmadurez.
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Figura 1V.34. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos de los sistemas suelo original (S), y microcosmos
de suelo acondicionado (SA), suelo fertilizado (SF), suelo estimulado (SE) y del suelo compostado (SC)
al finalizar los tratamientos. A. Contenido total de HAs, expresado como mg de compuesto kgss'l. B.
Composicion relativa [%].

Unicamente se observd eliminacién de PAHs totales en los microcosmos SE, 31
%, reflejada principalmente en compuestos de 3 y 4 anillos aromaticos. El compostaje
no produjo eliminacion de PAHs, aunque luego de un afo, se aprecid una tendencia

hacia la disminucidén de la fraccién de PAHs de 3 anillos, con la acumulacion de la

fraccion de PAHs de 6 anillos, mas recalcitrantes.
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Figura 1V.35. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(So), y microcosmos de suelo acondicionado (SA), suelo fertilizado (SF), suelo estimulado (SE) y suelo
compostado (SC) al finalizar los tratamientos. A. Contenido total de PAHs, expresado como mg de
compuesto kgss'l. B. Composicidn relativa [%].

Con la intencién de hacer un andlisis comparativo de los tratamientos, evaluando
su efecto en las propiedades de los microcosmos, se realizé un Analisis de
Componentes Principales (ACP). La Figura 1V.36 muestra el grafico obtenido segun los
dos primeros componentes principales (PC1 y PC2), que explican el 82.0 % de la
varianza total. Las lineas punteadas en violeta representan la distancia euclidea entre

sistemas. La Tabla IV.18 presenta la contribucién de cada variable, en PC1y PC2.

Puede apreciarse una clara separacidn entre los tratamientos segin la modalidad
de estimulacién aplicada. La proximidad de los tratamientos SA y SF al suelo original Sy,
y su ubicacion hacia la izquierda del PC1 sugiere que ambos tratamientos no lograron
estimular la actividad especifica de la comunidad microbiana autdctona, manteniendo

invariantes la concentracidon y composicion relativa de las fracciones de hidrocarburos.
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Figura IV.36. Anadlisis de Componentes Principales (ACP) aplicado a las variables fisicoquimicas y
bioldgicas determinadas en las muestras de suelo original (Sg) y microcosmos SA, SC, SE y SF al finalizar
los tratamientos.

Las estrategias de compostaje (SC) y estimulacion con compost (SE)
incrementaron significativamente la actividad biolégica del suelo destacdndose la
actividad lipasa, deshidrogenasa, ureasa y fosfatasa alcalina. También fue significativo
el incremento de las poblaciones de BSP y de BD-C. Asi mismo, el aumento de los
procesos degradativos de la matriz del suelo, la mayor conductividad y la mayor
biodisponibilidad de PAHs y de fuentes de carbono facilmente asimilables también

fueron efectos dominantes en los microcosmos SC y SE, sugiriendo la movilizacidon de

los ciclos del C, N y P durante los tratamientos.

El comportamiento de ambos tratamientos pudo ser diferenciado segun el PC2.
El tratamiento SC resultd mas eficiente en la estimulacion de la poblacién bacteriana
degradadora de hidrocarburos, provocando la reduccion de las fraccién de HAs livianos
e intermedios. La posicidn relativa de SE en el PC2 evidencia la acumulacién de HAs en
este microcosmos, comportamiento atribuible a un tiempo de maduracién

insuficiente. Este menor tiempo dejé mayor proporcién de HAs livianos (C9 — C20) e

intermedios (C20 — C29).
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Tabla IV.18. Detalle de la contribucidon de cada variable en el Componente Principal 1 (PC1) y en el
Componente Principal 2 (PC2), derivada del ACP realizado sobre los distintos tratamientos.

Variable PC1 PC2
co 096 0.21
N 0.89 0.40
CTD 0.84 -0.26
E4/Es 0.88 0.38
Conductividad 1.00 0.13
Potencial redox 0.68 -0.07
F. MO 0.69 -0.04
F. PAHs -0.61 -0.17
C9-C20 -0.40 -0.85
C20-C29 -0.43 -0.83
C29-C35 0.92 -0.29
PAHs -0.85 0.44
PAHs* (Biodisponibles) 0.88 -0.44
Deshidrogenasa 0.80 -0.57
Lipasa 0.93 -0.08
Arilsulfatasa 0.81 0.33
Ureasa 092 0.18
Proteasa 093 -0.34
Fosfatasa alcalina 0.93 -0.27
Fosfatasa acida 0.58 0.81
BH 0.66 -0.65
BSP 0.82 -0.03
RH 0.50 -0.47
BD-PAHs 0.70 -0.05
BD-HAs 0.55 0.82
BD-C 0.97 0.12
IG % 0.83 -043
IE % 0.65 0.30

En negrita se resaltan los valores que fueron mayor o igual a 2/3 del valor mdximo encontrado en cada
componente, lo que indica que la variable contribuye a explicar la varianza del sistema en ese
componente.

Asi mismo, resultd significativo el incremento de la actividad fosfatasa acida
producido en SC, respecto de SE. El aumento de actividad fosfatasa (acida y alcalina)
sumado a la presencia de la poblacién solubilizadora de P, principalmente en SC,
ponen de manifiesto el potencial del suelo compostado para movilizar el fésforo
organico. Resultados similares han sido observados en estudios de sistemas de
labranza que incorporan residuos y fertilizantes organicos (Fernandez y col., 2008),
donde utilizan estas propiedades como indicadoras de calidad del suelo por responder

rapidamente a los cambios de las condiciones ambientales.
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Analisis multivariado de las matrices de excitacion emision de fluorescencia

Con la intencidon de interpretar los cambios observados en las matrices de
excitacion emision de fluorescencia de los extractos alcalinos luego de cada
tratamiento se realizd el estudio integrado, mediante el andlisis Parallel Factor

(PARAFAC).

Para tal fin se prepard un extracto del suelo SP, un extracto del compost maduro
y una solucién saturada de los 16 PAHs (mix) para identificar e interpretar la
contribucién de cada familia de compuestos, y su naturaleza, en los extractos de los

suelos, antes y después de los distintos tratamientos.

Para obtener un resultado satisfactorio, es decir la resolucién de los espectros
logrando observar un maximo de emisién por especie (familia de compuestos con un
mismo comportamiento), se requirieron un minimo de 11 especies de fluoréforos
distintas en el andlisis. La Figura IV.37 presenta los espectros de emisidn

correspondiente a cada familia encontrada.

En la Figura IV.38 presenta la contribucion relativa de cada familia en el analisis
integral, para los extractos alcalinos de los sistemas estudiados. La referencia de color
de las especies se corresponde en ambas figuras (37 y 38). Los fluoréforos que
mostraron su maximo de emisién a mayor longitud de onda se corresponden con las
SH, mientras que los de menor longitud de onda (< 350 nm) se asocian a los PAHs

(Ferretto y col., 2014).
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Figura IV.37. Espectros de emision de las 11 especies fluoréforas encontradas.

100% _— — - —
. ] .
90% -

80% -
70% -
60% |
50%
40% -
30% -

Contribucion relativa

20% |
10% -

D% 7 T T T T
So SA SC SE SF Mix SP Compost

Figura 1V.38. Contribucidn relativa de cada familia de fluoréforos (11 especies) presentes en los
extractos de cada microcosmos, solucion saturada de PAHs (Mix) y extractos de suelo del predio (SP) y
del Compost.

Para la solucidén saturada de los 16 PAHs (mix) se distinguieron 5 especies como
principales contribuyentes. En el extracto de SP se encontraron 6 especies de
fluoréforos, 5 de las cuales también se detectaron en el extracto de compost. Se

observd que las especies principales para SP y para el compost no se distinguieron en
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la mezcla de PAHs (o su contribucién fue despreciable). Del mismo modo, no se
aprecio la contribuciéon de los fluoréforos de PAHs en el extracto de compost. Sin
embargo, se encontré una pequefa contribucién de estas especies en el extracto de
SP, que podria atribuirse a la contaminacién difusa. Por lo tanto, se puede afirmar que
el andlisis realizado resuelve correctamente los 3 controles utilizados (SP, Mix y

compost).

En la Figura 1V.39.A se muestra la intensidad de fluorescencia de cada extracto, y
en la Figura 1V.39.B la contribucién de la fluorescencia aportada por los PAHs y por la

MOS a la fluorescencia total de cada extracto.
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Figura IV.39. A. Fluorescencia total en cada microcosmos. B. Contribucién a la fluorescencia total
aportada por los PAHs y por la materia organica del suelo en los extractos de cada microcosmos.
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Para completar el analisis se consideraron los parametros CTD vy las relaciones
E4/Es, previamente determinadas en los distintos extractos de suelo luego de los
tratamientos, que se presentan en la Tabla IV.19.

Tabla 1V.19. Valores de Carbono Total Disuelto (CTD, [mg L'l]) y relacién E,/Eg obtenida del analisis de
los extractos alcalinos de los diferentes microcosmos.

Propiedad S SA SC SE SF Compost SP

CTD [mgL'l] 96+3 46.5+08 97+1 1259+08 71.4+03 363%3 151+1

E4/Ee 150 33 32.7 231 11.0 4.6 13.7

Del andlisis de la Figura IV.39 se estima que la fluorescencia total detectada en Sq
corresponde un 64.1 % al aporte de la materia orgdnica, mientras que un 35.9 % a la

presencia de PAHs.

El acondicionamiento del suelo (microcosmos SA) fue el tratamiento que produjo
el mayor descenso de la fluorescencia total, acorde con el descenso del CTD observado
en este microcosmos. No obstante, las contribuciones relativas a la fluorescencia
(PAHs y MOS) no fueron diferentes de las observadas para So. El descenso de la
relacion E4/E¢ sugiere un aumento en el peso molecular y el contenido de anillos
aromaticos condensados de las sustancias humicas (Lguirati y col., 2005). Estos
resultados serian consecuencia del metabolismo de sustancias organicas solubles

fluorescentes de bajo peso molecular durante el tratamiento.

Nuestras observaciones son consistentes con otros estudios realizados sobre
suelos crénicamente contaminados con hidrocarburos, donde se estudié el impacto de
la atenuacién natural sobre la materia organica disuelta. Hanser y col., 2015 atribuyen
la composicion de la materia organica disuelta de suelos crénicos a por lo menos dos
causas, i) a la diminucién de los compuestos de bajo peso molecular aportados por la
contaminacidn inicial y ii) a la formacion de una fraccién de compuestos de alto peso

molecular, debido a la condensacién oxidativa.

La menor fluorescencia encontrada en SF fue correspondida con un menor valor
de CTD. Este tratamiento no produjo grandes variaciones en la contribucion relativa de
cada especie, con respecto a Sg. Sin embargo, la contribucion de los PAHs a la

fluorescencia total disminuyd (19.2 %) respecto de So. Estos resultados, y el
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desplazamiento observado en la MEEF correspondiente podria ser indicativo de la
asociacion parcial de los PAHs a las SH (Scelza y col., 2010), ya que los extractos de
estos microcosmos estarian enriquecidos en sustancias de alto peso grado de
condensacién aromatica (baja relacion E4/E¢). Analizando los resultados de modo
global, se puede inferir que durante el tratamiento se han metabolizado compuestos

solubles de bajo peso molecular con propiedades fluorescentes.

Antizar-Ladislao y col., 2006b estudiaron el compostaje de suelos contaminados
con PAHs, empleando distintas proporciones de suelo: enmienda, a distintas
temperaturas y contenido de humedad. En sus resultados encuentran el descenso de
la materia orgdnica total, lo que atribuyen a la mineralizacién de la misma. A través del
estudio de la MEEF durante el compostaje, observaron la presencia de dos regiones de
emisién de fluorescencia. La regién PP, A ¢, 338- A oy 440 nm, atribuida a la emisién de
sustancias tipo dcidos humicos, y la region SP, A ¢,239- A em, 430 nm, correspondiente a
la formacién de dacidos fulvicos. En condiciones dptimas de eliminacion de PAHs,
observaron la migracién de la regién PP hacia mayores A , lo que atribuyeron a la
formacién de compuestos de mayor peso molecular. Sin embargo, cuando las
condiciones no fueron las éptimas, dicha region PP no migré. Ademas, correlacionaron
la mayor intensidad de fluorescencia de la regidon PP al mayor grado de condensacién
de la materia organica, es decir a la humificacién de la materia organica. Marhuenda-
Egea y col., 2007 en su estudio de compostaje de residuos de la industria vinicola,
describen que a medida que se degrada la materia organica, se incrementa la
complejidad y el grado de condensacién de las SH, conllevando al incremento de
dobles enlaces conjugados, lo que produce el aumento de fluorescencia. Estos cambios
son producto de la humificacion (maduracion) del compost. En linea con estos
resultados, Mordn Vieyra y col., 2009 en su estudio del progreso del compostaje de
residuos domiciliarios, también observaron la reduccién del carbono organico disuelto,
y el incremento de la policondensacion de la materia organica con el transcurso del
proceso. Ademas, describen la disminucién de la absorcién, por el descenso de la

materia orgdanica disuelta en funcidn del tiempo de tratamiento.

El compostaje y la estimulacién con compost evidenciaron una fluorescencia

total menor a la del suelo original.
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Discriminando los aportes a la fluorescencia, se observa que los tratamientos SC
y SE redujeron marcadamente la fluorescencia atribuida a PAH, predominando (> 90 %)
la fluorescencia atribuida a la materia orgdnica; mientras que la atribuida a los PAHs
fue del 2.2 y 4.5 % respectivamente. Ademas, estos tratamientos provocaron cambios
qgue se vieron reflejados en un incremento en la abundancia relativa de especies de

fluoréforos presentes en SP y en el Compost.

La menor fluorescencia observada en estos microcosmos, con una relacion E4/Eg
mayor a la obtenida en el Sy, puede ser atribuida a la abundancia relativamente alta de
compuestos facilmente asimilables, de naturaleza no fluorescente, ya que el CTD de

estos extractos fue del orden o superior al encontrado en So.

Scelza y col., 2010 al estudiar la asociacion de PAHs con la MOS, a través del
compostaje de suelos contaminados con fenantreno, observaron que el fenantreno se
acumula en las SH, particularmente en las huminas (insolubles en agua), y que este
efecto es mds marcado al incrementar la proporcién suelo: enmienda. En base a las
observaciones descriptas por Scelza y col., 2010, el alto contenido de materia organica
aportado por las enmiendas orgdnicas podria estar interfiriendo en la extraccién de los
PAHs, incluso estos podrian estar asociados a las SH (aumentadas en estos
tratamientos), lo que permite explicar la ausencia de la Regidn 2 en las MEEFs de los

respectivos extractos.

Adicionalmente, el desplazamiento observado de la Regidn 1 podria atribuirse al
grado de humificacion alcanzado por la materia orgdnica al finalizar los tratamientos
de estimulacién con compost y compostaje (Antizar-Ladislao y col., 2006; Moran Vieyra

y col., 2009).
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Impacto de los tratamientos sobre las comunidades bacterianas del suelo

De manera complementaria a los estudios anteriores, se analizd mediante
métodos cultivo independiente la estructura de las comunidades bacterianas generada
por los diferentes tratamientos. Para ello se analizé la estructura de la comunidad
microbiana del suelo original (Sp), y de los microcosmos SA, SF, SC y SE, mediante la
amplificacién por PCR del gen 16S rARN con posterior electroforesis en gel de

gradiente desnaturalizante (DGGE) de urea formamida 45-70%.

A partir de ADN provenientes de cada microcosmos se logré la amplificacion de
las regiones hipervariables V3-V5 de unos 600 pb cada uno. A modo de ejemplo en la
Figura IV.40 se muestra la amplificacion a partir de dos extracciones de ADN del suelo

original. La banda remarcada en rojo corresponde a 500 pb.

Figura IV.40. Gel de agarosa 1.2 % (p/v). La calle M corresponde al marcador de peso molecular. La
posicion remarcada en rojo corresponde a 500 pb. La calle — corresponde al control negativo de la
reaccion. Las calles S, son réplicas de la amplificacion obtenida a partir de dos extracciones
independientes de ADN provenientes del suelo original.

Posteriormente, se realizé la DGGE incluyendo en el gel los productos de la

amplificacién de los diferentes tratamientos.

La Figura IV.41 muestra el dendrograma obtenido a partir del andlisis de la

imagen.

La primera observacién del dendrograma sugiere que las réplicas bioldgicas se

agrupan entre si, con un alto porcentaje de similitud (> 82.4 %).

Puede apreciarse por el bajo porcentaje de similitud entre tratamientos, que las
comunidades establecidas fueron caracteristicas de cada microcosmos. De acuerdo al

perfil de bandas se obtuvieron 2 clusteres, uno formado por las réplicas de los
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microcosmos SA mientras que en el otro clister encontramos el suelo original y todos

los tratamientos que involucran nutrientes (32.5 %).
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Figura IV.41. Dendrograma basado en el perfil de bandas obtenido mediante DGGE de la muestra Sy, y
los microcosmos SA, SF, SC y SE. El UPGMA se construyé a partir de la matriz de distancia calculada
mediante el coeficiente de Jaccard.

Todos los tratamientos provocaron cambios estructurales a nivel de la
comunidad microbiana no cultivable. El tratamiento de acondicionamiento conllevé a
una pérdida de la diversidad, evidenciada por la disminucién en el nimero de bandas,

ligando el clister de SA al cluster representativo de los suelos suplementados en un 29

% de similitud.

Con el fin de profundizar el analisis de las comunidades asociadas al suelo en
respuesta a los diferentes tratamientos, en la seccidn siguiente se analizara la
diversidad mediante la pirosecuenciacién de las regiones hipervariables del gen 16S

rARN.

El andlisis fue aplicado a muestras representativas del suelo original (So) y de los
microcosmos SA, SC y SE. El tratamiento SF no fue incluido en el analisis al no
evidenciarse cambios significativos en las poblaciones bacterianas durante el

tratamiento ni eliminacion de HAs o PAHs.

Se analizaron las regiones hipervariables V3-V5 del gen 16S rARN de la

comunidad del suelo original (Sp), y los microcosmos SA, SCy SE.

En total se obtuvieron 20.928 secuencias de calidad, de las cuales 5.984

corresponden a Sg, 858 a los microcosmos SA, 1.911 a los microcosmos SCy 12.175 a
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los microcosmos SE. Las secuencias obtenidas se cargaron en la base de datos del
NCBI, Sequence Read Archive (www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) bajo el nimero de acceso

SRP068448.

La Tabla 1V.20 presenta los resultados del proceso de pirosecuenciacion luego de
normalizar los resultados utilizando 858 secuencias, que corresponden al menor
numero de secuencias obtenidas en los microcosmos.

Tabla IV.20. Parametros de diversidad correspondientes a las comunidades microbianas del suelo

original (So) y de los microcosmos SA, SC y SE al finalizar los tratamientos. Resultados obtenidos por
analisis de las regiones hipervariables V3-V5 del gen 16S rARN.

Microcosmos OTUs ° D ’D Cobertura
observadas [%]
So 230 473 62 43 85
SA 169 236 47 27 91
SC 262 418 66 33 84
SE 306 704 68 37 76

Como se observa en la Tabla 1V.20, la mayor riqueza de especies (OTUs
observadas y °D) se encontré en los microcosmos SE, mientras que el compostaje no
produjo grandes cambios en la riqueza. No obstante, ambos tratamientos evidenciaron

arreglos de comunidades con algunas especies dominantes.

El acondicionamiento del suelo (SA) resulté en una significativa disminucidon de la
riqueza de especies (°D), con respecto a la encontrada en el suelo original, y debido al
bajo valor de p y ’D obtenido, resulté el tratamiento gue condujo a un arreglo de

comunidad mas desigual, con algunas pocas especies muy dominantes.

El microcosmos SA fue el que mayor cobertura presentd, debido a la baja
riqueza, mientras que para el microcosmos SE, donde se observd la mayor riqueza, la
cobertura fue la mas baja determinada. Estos resultados indican que se fue

muestreado al menos un 76 % de la comunidad de cada microcosmos.

La Figura IV.42 muestra las curvas de rarefaccion obtenidas para cada
microcosmos. En ella se evidencia que las curvas no llegan a la saturacidn, lo que indica
gue parte de la comunidad no ha sido estudiada (remanencia de bacterias). El
microcosmos SA presentd la menor pendiente, mientras que en SE la pendiente fue la

mayor, acorde a los descripto en términos de cobertura %.
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Figura IV.42. Curvas de rarefaccion realizadas utilizando el criterio de normalizacion a la baja. En el eje
X se representa el nUmero total de secuencias obtenidas para cada microcosmos, mientras que en el eje
Y el nimero de secuencias observadas (OTUs) en cada uno de ellos.

Con el objetivo de interpretar los cambios estudiados en los tratamientos se
incluyeron en el andlisis de estructura de las comunidades solo las clases clasificada.

Esta consideracién redujo el porcentaje de clases identificadas a los siguientes valores

en cada tratamiento: 81.2 % en Sg; 79.5 % en SA; 63.6 % en SCy 85.2 % en SE.

La figura IV.43 muestra los resultados de frecuencia relativa de las Clases

identificadas, cuya abundancia relativa fue mayor o igual al 2 %.

La comunidad establecida en Sy estuvo representada por miembros de la clase
Actinobacteria (45 %), Alphaproteobacteria (27 %) y Gammaproteobacteria (16 %)

mayoritariamente.

El filo Actinobacteria constituye un gran grupo de bacterias Gram positivas
morfoldgica y fisiolégicamente muy diversas, con un alto contenido gendmico de GC,
las cuales han sido aisladas de muy diversos ambientes naturales (Ensign 1992;
Goodfellow y col., 2012). Respecto a su capacidad degradadora de hidrocarburos, han
sido descriptos consorcios degradadores donde se sugiere que miembros de la clase
Actinobacteria serian consumidores de metabolitos intermediarios generados por
otros degradadores, o bien estarian ocupando nichos de otros degradadores
desaparecidos, mas que participando directamente de la degradacion de

hidrocarburos (Bastida y col., 2015).
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Figura 1V.43 Perfiles taxondmicos de las comunidades bacterianas de cada microcosmos. El analisis se
realizé a nivel de Clases. Las Clases representadas por < 2 % se agruparon en “Otros”.

Miembros del género Nocardioides, Mpycobaterium, Actinophytocola y
Pseudonocardia fueron los representativos de la clase Actinobacteria en Sy. Cabe
destacar que el género Mycobacterium fue detectado como potencial degradador de
PAHs en suelo original Sg, mediante la clonacion de los productos de amplificacion de
genes dioxigenasa (PAH-RHDa). Junto con Nocardioides, han sido descriptos como
degradadores de PAHs identificando los genes involucrados en la degradacién de estos
compuestos (Cébron y col., 2008). Asi mismo, varios autores han descripto especies de
los géneros Actinophytocola y Pseudonocardia como degradadores aislados de suelos

contaminados con PAHs (Cébron y col., 2011; Liao y col., 2015).

En cuanto a la poblacion de Gram negativos, miembros del género
Sphingomonas (Alphaproteobacteria) fueron los predominantes, seguido de miembros
del género Steroidobacter, como representantes de la clase Gammaproteobacteria.
Sphingomonas ha sido ampliamente estudiada y reconocida como degradador de PAHs
(Seo y col., 2009; Ibarrolaza y col., 2011; Maduefio y col., 2011). Miembros del género
Steroidobacter son degradadores de hormonas esteroides (Fahrbach y col., 2008). En
una reciente publicacién de Tardif y col., 2016, sobre el estudio del microbioma de la

planta Salix purpurea en suelos contaminados con PAHSs, los autores destacan la
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abundancia relativa de estos microorganismos con el incremento de la contaminacion.
Los autores explican este hallazgo sugiriendo que la planta hospedadora favorece la
sobrevida de estas bacterias enddfitas en presencia del téxico, como asi también se
veria favorecida por la mayor disponibilidad del PAH dentro del tejido de la planta

como resultado de la translocacion del contaminante.

Miembros del género Pseudomonas fueron detectados en baja proporcion (< 2
%) coincidiendo con el hallazgo de genes PAH-RHDa — GN, de cuyo alineamiento fue
inferida la presencia del género Pseudomonas como potencial degradador de PAHs en

So.

La diversidad en el microcosmos SA estuvo principalmente representada por las
clases Alphaproteobacteria (38 %), Gammaproteobacteria (21 %) y Bacteroidetes
incertae sedis (18 %). Miembros del género Sphingomonas y Acinetobacter resultaron
los mas representativos de las clases Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria,

respectivamente.

Las especies del género Acinetobacter se caracterizan por su versatilidad
metabdlica, evidenciada a través de su capacidad de catabolizar un amplio rango de
compuestos naturales, implicando su activa participacién en el ciclo de la materia (Jung
y Park 2015). Han sido descriptas especies degradadoras de hidrocarburos,
particularmente de compuestos aromaticos (Kostka y col.,, 2011; Mahjoubi y col.,
2013), productoras de surfactantes (Chen y col., 2012; Bao y col., 2014), productoras

de lipasa (Khoramnia y col., 2011; H. Wang y col., 2012), entre otras capacidades.

Las bacterias asignadas al filo Bacterioidetes constituyen un grupo heterogéneo
de especies Gram negativas aerdbicas y anaerdbicas, pertenecientes a las clases
Flavobacteriia, Cytofagia, Sphingobacteriia y Bacteridetes incertae sedis. Miembros de
estas clases fueron frecuentemente aislados de suelo y vinculados con la degradacién
aerdbica de moléculas orgdnicas complejas, como almidén, proteinas, celulosa y
quitina. Debido a que su abundancia relativa en suelo puede incrementar con la
adicion de fuentes de carbono, han sido caracterizados como copiotréficos (Fierer y

col., Eilers y col., 2010).
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Las caracteristicas antes descriptas de las clases dominantes observadas en SA
sugieren la activa participacién de sus miembros en los procesos de transformacién de
la materia orgdnica del suelo Sy, promovida por la estimulacién a través del incremento
en la humedad, aireaciéon y temperatura durante la incubacion. Dicha estimulacién
pudo ser evidenciada en el consumo del CTD de sustancias fluorescentes dejando un

residual de mayor complejidad.

Respecto de los tratamientos donde se aplicaron enmiendas orgdnicas, las
comunidades resultaron mds equitativas, estando caracterizada en SC por el
predominio de las clases Actinobacteria (18 %); Gammaproteobacteria (21 %);
Alphaproteobacteria (17 %), Bacteroidetes incertae sedis (9 %) y Deltaproreobacteria (8

%).

La clase Actinobacteria, a diferencia de lo observado en SA, resulto mas
abundante y estuvo representada por miembros de la familias Acidimicrobiaceae y
Streptomycetaceae. llumatobacter sp. fue el género representativo de la familia

Acidimicrobiaceae, Unico género de la familia que no es asociado a ambientes acidos.

La familia Streptomycetaceae fue representada por el género Streptomyces, uno
de los mas estudiados y diverso en la familia, frecuentemente aislado de suelo y
vegetales en descomposicidon, y productor de una gran variedad de exoenzimas
hidroliticas como celulasas y quitinasas (Glaeser, y Kampfer 2007). Miembros del
género han sido aislados de suelo contaminado con crudo y descriptos como
degradadores de alcanos mediado por un sistema de captura del hidrocarburo (GBPs)

cumpliendo un rol clave en la captura de n-alcanos (Barabds y col., 2001)

Los géneros Luteimonas, Sphingomonas 'y Phaselicystis fueron los
representativos de las clases Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria y
Deltaproteobacterias, respectivamente. Jones y col., 2014, analizando el efecto de un
surfactante sobre la dinamica de comunidades durante biorremediacion de un suelo
contaminado con PAH, atribuyeron a miembros del género Luteimonas la capacidad de
co-metabolizar benzo [a] pireno. Otros autores identificaron a estos microorganismos

en consorcios bacterianos degradadores de pireno (Bacosa e Inoue 2015).
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El género Phaselicystis, es el Unico de la familia Phaselicystidaceae (Orden
Myxococcales) y considerado genero tipo con caracteristicas fenotipicas particulares.
Han sido aislados de diferentes suelos y plantas en descomposicidon. Presentan un
metabolismo aerdbico y un tipo de nutricidon bacteriolitica, no celulolitico (Garcia y

col., 2009).

El tipo de comunidad observada y descripta en SC sugiere la estimulacién de una
comunidad metabdlicamente diversa, incluyendo especialistas degradadores de
alifaticos y PAHSs. Si bien la presencia de estos ultimos no fue evidenciada en la neta
reduccion de PAHs, podria ser asociada a la eliminacion de PAHs de menor peso
molecular como asi también al consumo de compuestos fluorescentes atribuido a la

transformacion de los PAHs de alto peso molecular y de la materia organica del suelo.

La comunidad del microcosmos SE se caracterizé por el predominio de las clases
Actinobacteria (30 %), Alphaproteobacteria (39 %) y Gammaproteobacteria (7 %).
Miembros del género Arthrobacter y Sphingomonas fueron los representantes de las
clases Actinobacteria y Alphaproteobacteria, respectivamente. Arthrobacter ha sido
aislado de muy diversos ambientes incluyendo suelos contaminados con hidrocarburos
(Hennessee y Li 2010). Su ubicuidad en estos ambientes puede ser atribuida
probablemente a la capacidad de producir biosurfactantes (Kosaric 2001), como asi
también a la capacidad de inducir una absorcién activa de PAHs, provocando cambios
significativos en la fluidez de su membrana (Kallimanis y col., 2007). La prevalencia de
Arthrobacter junto a Sphingomonas también fue descripta por Festa y col., 2016b, en

un consorcio bacteriano degradador de fenantreno.

Mediante el Analisis de Correspondencia, se muestra en la Figura IV.44 la
relacion entre los microcosmos de suelo en funcién de la abundancia de clases
observadas en las comunidades bacterianas al final de cada tratamiento. El eje 1
permite explicar el 62.4 % de la varianza observada, mientras que el eje 2 el 32 % de la

misma.

La abundancia de las clases Actinobacteria y Alphaproteobacteria permitio
asociar a las comunidades de los microcosmos SE con la del suelo original Sq, y
separarlas de la comunidad de SC. Considerando el mayor contenido de CTD en SE, es

posible inferir que prolongando el tiempo de incubacion la estructura de la comunidad
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SE tienda hacia la estructura de comunidad establecida en SC, a expensas de materia

organica facilmente asimilable, aun presente en SE. Eventualmente, una adicional

eliminacidn de hidrocarburos podria ser esperada.
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Figura IV.44. Andlisis de Correspondencia. En el estudio se incluyeron las Clases bacterianas clasificadas,
cuya abundancia relativa fue mayor o igual al 5 % en al menos uno de los microcosmos estudiados, S,

SA, SCyy SE.

Mas notoria fue la separacidon de la comunidad de SA, donde predominaron

poblaciones bacterianas Gram negativas y Bacteroidetes incertae sedis fue la clase

predominante. La estimulacién producida en este microcosmos activé poblaciones

autoctonas generalistas promoviendo la humidificacién de la materia organica del

suelo.
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Conclusiones

Se pueden enunciar las siguientes particularidades de cada intervencién

realizada sobre el suelo cronicamente contaminado:

= Todas las estrategias de remediacion bioldgica realizadas sobre el suelo
cronicamente contaminado resultaron efectivas en la activacion de la comunidad
microbiana, evidenciada a través de la modificacion de la matriz del suelo y de sus

poblaciones.

= El acondicionamiento del suelo provocé cambios en la comunidad microbiana del
suelo, estimulando poblaciones especialistas (BD-PAHs, BD-C), conllevando a una
comunidad menos diversa, con mayor dominancia de especies; alterando Ia
funcionalidad de la comunidad microbiana autdctona. Estos cambios fueron
direccionados por el consumo de compuestos solubles de bajo peso molecular,
resultando en un suelo con mayor grado de humificaciéon. Considerando la presencia
de géneros microbianos potencialmente degradadores, la falta de eliminacién de
hidrocarburos y la disminucién en la fitotoxicidad, es probable que la presencia de que
estos microorganismos se relacione con el consumo de intermediarios toxicos.

El agregado de NH4;NO;s; al suelo permitié la estimulacion temprana de las
poblaciones degradadoras de PAHs, HAs y celulosa, sugiriendo un déficit de nitrégeno

disponible en el suelo original.

Los tratamientos que estimularon el consumo de MOS (enddgena) no resultaron
efectivos en la eliminacion de los hidrocarburos ni en el aumento de la

biodisponibilidad por las transformaciones de la matriz del suelo.

= Las estrategias de compostaje incrementaron el contenido de macro y micro
nutrientes, provocando un cambio la naturaleza de la MOS soluble, estimulando las
poblaciones especialistas y generalistas. La estimulacidon de las poblaciones se reflejé
en el aumento de la funcionalidad, probablemente asociado con la mayor diversidad y
equitatividad de especies encontrada en estos microcosmos. Independientemente de
la metodologia, se observd el incremento de la abundancia de HAs de alto peso

molecular.
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La densidad de la poblacion fungica resulté estable frente a las estrategias
aplicadas, probablemente debido a la practica de mezclado periddico de los

microcosmos reduciendo su competitividad.

El aumento de biomasa correlacioné con la actividad deshidrogenasa, poniendo

en evidencia la mayor actividad alcanzada durante el compostaje.

La transformacion de la MOS por el agregado de enmiendas organicas
incrementa la biodisponibilidad de PAHs, y promueve la eliminacién diferencial de los
PAHs de bajo peso molecular. Estos efectos serian dependientes de la madurez de la
enmienda empleada. Particularmente, el alto grado de transformacién de la matriz del
suelo durante el compostaje promueve el “desecuestramiento” de PAHs de alto peso

molecular.

La transformacion de la MOS (enddgena y exdgena) promovida por el agregado

de enmiendas organicas, dio indicios de reduccion de la fitotoxicidad.

La eliminacion de hidrocarburos se vio afectada negativamente por el consumo
preferencial de compuestos solubles de bajo peso molecular facilmente

metabolizables.
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En el presente capitulo se desarrolla la hipdtesis

La aplicacion de las estrategias de compostaje acopladas al uso de oxidantes
quimicos sobre el suelo crénicamente contaminado promueve la eliminacion del
contaminante conduciendo a un aumento de la diversidad microbiana y recuperacion
de las capacidades funcionales de suelos cronicamente contaminados, sometidos a

técnicas de oxidacion directa

planteada a través del siguiente objetivo:

Estudiar la eficiencia de la aplicacion de persulfato de amonio (PS) y su
combinacion con diferentes tratamientos bioldgicos en la eliminacion de hidrocarburos

de un suelo crénicamente contaminado y en la recuperacion de su funcionalidad.

Para tal fin, se aplicaron los siguientes tratamientos:

a)  Oxidacidn con PS (SOxo)

b)  Oxidacién con PS seguida de un acondicionamiento mediante riego y control de

temperatura (SOxA)
c)  Oxidacidn con PS seguida de Compostaje (SOxC)

d)  Oxidacidon con PS seguida de la estimulacion con compost maduro (SOxE) y una

segunda estimulacion con compost maduro (SOxDE)

Los tratamientos se analizaron a través de los cambios producidos en:

a) Laconcentracion de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en el suelo.

b)  Lafraccién biodisponible de hidrocarburos aromaticos del suelo.

c) La comunidad microbiana del suelo, mediante métodos dependientes de cultivo
e independientes (PCR/DGGE y por pirosecuenciacion de las regiones hipervariables

V4-V5 del gen 16S rARN).
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d) Clonado, secuenciacion y cuantificacion de genes involucrados en la degradacién
de PAHs mediante real time PCR, con el objetivo de conocer el potencial degradador

de la comunidad.

e) La actividad biolégica medida a través de la actividad deshidrogenasa.

Se evalud la calidad final del suelo remediado, respecto de los cambios generados en la

matriz del suelo, su funcionalidad y fitotoxicidad.

Remediacion quimica mediante oxidacion con Persulfato de amonio
Estudios quimicos y fisicos

El efecto de la aplicacién de PS se evalué luego de una semana de comenzado el
tratamiento oxidativo. La Tabla V.1 muestra de manera comparativa el efecto de la
aplicacion de persulfato de amonio (PS) en el suelo contaminado (SOx,). Se observa un
descenso significativo de pH, aunque conservando la neutralidad, dada la alcalinidad
del suelo original (So).

Tabla V.1. Andlisis quimico del suelo original (S,) y del microcosmos de suelo luego de la aplicacion de
persulfato de amonio (SOx,). Medida de pH, Conductividad Eléctrica (CE, [uS cm™]), Potencial redox (Eh,

[mV]), Carbono Orgéanico (CO %), Nitrégeno total (N %), Fosforo disponible (P, [mg Kg'l]), azufre de
sulfatos (SO, [mg Kg'l]) y hierro extraible con EDTA (Fe, [mg Kg'l]).

Propiedades Sg SOxo

pH 88+0.1 7.1%0.1
CE[uScm™] 634+12 5110+99

Eh [mV] 2361 2 291+2

CO [%] 22+0.9 2.40+0.06

N [%] 0.2+0.1  0.519 +0.003
C:N 11 4.6

P [mg Kg™] 83+06 14.5+0.7
C:N:P 0.3:0.03:1 0.16:0.03:1
S0, [mgKg'l 97+6 8407 + 16

Fe[mgKg'] 12.6+0.3 54+2

Luego de la oxidacién, fue registrado un incremento en la concentracién de N y
5042', siendo este Ultimo de aproximadamente 86 veces el valor determinado en el

suelo Sp;. También se observd un aumento de la concentracion de P, de la
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conductividad eléctrica, del potencial redox y del hierro disponible (extraible con

EDTA).

Luego de una semana de aplicada la primera dosis de PS se determind 2.65 %

residual del agente oxidante y luego de un mes, no se detectd PS en el suelo.

La Tabla V.2 y la Figura V.1 describen el contenido de HAs en los microcosmos Sg
y SOxo. No se observd eliminaciéon quimica de HAs ni cambios en la composicidn
relativa de éstos, con respecto a Sg.
Tabla V.2. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (So) y suelo luego

de la aplicacién de persulfato de amonio (SOx,). Los resultados se expresan como mg de hidrocarburos
Kgss':l y como porcentaje de cada fraccidn, respecto del total.

Microcosmos HAs C9-C20 C20-C29 C29-C35
[mg Kgss ] [%] [%] [%]
So 2456 (a) 52.9 42.1 5.0
SOxg 2441 (a) 48.6 43.5 7.9
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Figura V.1. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (So) y suelo luego
de la aplicacion de PS (SOx,). A. Detalle de cada fraccidon de HAs, expresado como mg de compuesto
Kgss . B. Contenido de HAs segun el nimero de 4tomos de carbono. C. Composicién relativa [%]. Los
valores numéricos se presentan en la Tabla V.2.
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La Tabla V.3 y la Figura V.2 describen lo observado en la concentracion de PAHs.

Se determind una eliminacion de PAHs del 30 %.

Tabla V.3. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original (Sp)
y suelo luego de la aplicacién de persulfato de amonio (SOx,). Los resultados se expresan como mg
hidrocarburos Kgss'1 y como porcentaje de cada fraccidn, respecto del total.

Microcosmos PAHs 3 anillos 4 anillos 5 anillos 6 anillos
[mg Kgss '] [%] [%] [%] [%]
So 214 (b) 35.6 47.8 6.2 10.4
SOxq 151 (a) 27.0 48.8 6.5 17.7
60 -
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Figura V.2. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(Sp) y suelo luego de la aplicacion de PS (SOx,). A. Detalle de cada fraccién de PAHs, expresado como mg
de compuesto Kgss'l. B. Contenido de PAHs segun el nimero de atomos de carbono. C. Composicion
relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla V.3.

La Tabla V.4 describe el porcentaje de eliminacidon respecto de los valores
encontrados en Sy, asi como la biodisponibilidad de cada PAHs respecto del total, en
los microcosmos SOx,. Cabe destacar que los mayores valores de eliminacion se

observaron para fluoreno, acenafteno, fenantreno y criseno. No se observd

eliminacién significativa de acenaftileno, benzo [a] pireno, benzo [b] fluoranteno /
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benzo [k] fluoranteno ni de indeno [1, 2, 3-cd] pireno. Por otro lado, se encontrd un

incremento significativo en la concentracion de benzo [g, h, i] perileno.

Tabla V.4. Porcentaje de eliminacién y fraccion biodisponible. Detalle de la eliminacidn de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) respecto de los valores de Sy y porcentaje biodisponible de
cada compuesto luego de la aplicacion de persulfato de amonio.

Compuesto Eliminacién Fraccion Biodisponible
(%] [%]
Naftaleno 0 No detectado
Acenaftileno 10 2.3
Acenafteno 67 No detectado
Fluoreno 98 No detectado
Fenantreno 65 No detectado
Antraceno 36 No detectado
Fluoranteno 29 No detectado
Pireno 23 4
Benzo [a] antraceno 18 6.7
Criseno 53 No detectado
Benzo [b] fluoranteno / Benzo [K] 4 3.3
fluoranteno
Benzo [a] pireno 26 No detectado
Indeno [1, 2, 3 - cd] pireno 11 No detectado
Dibenzo [a, h] antraceno 22 No detectado
Benzo [g, h, i] perileno -124 No detectado

Respecto de la fracciéon de PAHs biodisponible, se observé un incremento del 21
% en la biodisponibilidad, particularmente marcado en algunos PAHs: benzo [a]
antraceno (6.7 %), pireno (4 %), la mezcla benzo [b] fluoranteno / benzo [k]

fluoranteno (3.3 %) y el acenaftileno (2.3 %).

Se observé un incremento significativo de los valores de Carbono Total Disuelto

(CTD) con respecto del suelo original. El valor medido fue de 226 + 2 mg C Lt

La Figura V.3 presenta los resultados del analisis espectroscépico, de los
extractos alcalinos provenientes de SOx, (diluidos 1:10). Puede apreciarse un
incremento, respecto de Sy, de la absorcidn para longitudes de onda por debajo de 400
nm y que conllevo a un valor de la relacidn E4/E¢ de 17.7, significativamente mayor al

de So.
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Figura V.3. Andlisis de los extractos alcalinos. A. Espectros de absorcidon de Sy y SOx,. B. Matriz de
Excitacion Emision de Fluorescencia de S,. C. Matriz de Excitacion Emision de Fluorescencia de SOx,.

La matriz del extracto de SOx, evidencié solo una regién de emisidn de
fluorescencia, cuyo maximo de emisién se ubicé en la Regidén 1, A ¢xc 350 — A oy 450 Nm,

caracteristica de los acidos humicos.

Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

Como puede observarse en la Tabla V.5, la aplicaciéon de PS produjo cambios
severos en la densidad de las poblaciones cultivables del suelo. La densidad de
bacterias heterdtrofas (BH), mostrd un valor 3 6rdenes menor con respecto al valor del
suelo original, mientras que la densidad de hongos (RH) evidencié una caida de dos
ordenes de magnitud, con respecto al valor de So. No se encontraron BSP (menor al

limite de deteccidn).
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La densidad de BD-PAHs sufrié un descenso significativo, un poco mayor a un
orden de magnitud respecto al valor de referencia. De modo opuesto, el agregado de
PS produjo un incremento significativo de las densidades de BD-HAs y de BD-C, cuyos
valores encontrados fueron dos y tres érdenes superiores a los del suelo original,
respectivamente. Este resultado se validéo mediante el agregado de un volumen de una
solucion de PS estéril en cada uno de estos medios. Luego de los 21 dias de
inoculaciéon, no se observé turbidez en el medio conteniendo hexadecano, ni se
observé desintegracién del papel.

Tabla V.5. Poblaciones bacterianas determinadas en el suelo original (So) y luego de la aplicacion de PS
(SOXo).

Poblacion So SOxg
Bacterias heterdtrofas (BH) [log UFC gss ] 7.60+0.08(a) 4.3+0.3(b)
Hongos (RH) [log UFC gss'l] 5.8+0.2(a) 3.96 +0.09 (b)
Bacterias solubilizadoras de P (BSP) [log UFC gss'] 3.7+ 0.8 No detectado
Bacterias degradadoras de HAs (NMP-BD-HAs) 1.8+0.2 (b) 3.9+0.1(a)

[log NMP gss ']

Bacterias degradadoras de PAHs (NMP- BD-PAHs) 3.4+0.2(a) 1.886 + 0.001 (b)
[log NMP gss ']

Bacterias degradadoras de celulosa (NMP- BD-C) 1.1+£0.2 (b) 4.0+0.3(a)

[log NMP gss ']

Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

La Tabla V.6 describe los resultados enzimaticos obtenidos para el microcosmos
SOxo. En estos microcosmos no se detectd actividad deshidrogenasa, ureasa ni
proteasa. No se encontraron diferencias significativas con respecto a So en las
actividades arilsulfatasa, fosfatasa acida, y proteasa. La actividad lipasa mostré un
incremento significativo con respecto a los valores previos a la oxidacion. La actividad

fosfatasa alcalina fue significativamente inferior que la determinada en S,.
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Tabla V.6. Actividades enzimaticas estudiadas en la caracterizacion del suelo luego de la aplicacién de
PS (SOxg) en comparacién con las determinadas en el suelo original (Sp). Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Actividad So SOxo
Deshidrogenasa [pg TPF gss No detectado No detectado
Lipasa [ng pNPgss '] 189+ 4 (b) 267+ 6 (a)
Arilsulfatasa [ng pNPgss™] 33+1(a) 35+1(a)
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss ] 175 £ 24 (a) 84 + 23 (b)
Fosfatasa acida [ng pNPgss™] 103 + 20 (a) 51+6(a)
Ureasa [HgN-NHagss ] 23+6 No detectado
Proteasa [mg Tyr gss '] No detectado No detectado

Ensayos de fitotoxicidad

La Figura V.4 muestra los resultados obtenidos utilizando los extractos acuosos
de SOxp. La aplicacién de PS inhibié la germinacién de semillas de Lactuca sativa L. en
un 91 % cuando se utilizé el extracto sin diluir. Este valor es superior al encontrado en
So. Se observd un incremento creciente de la inhibicién de la elongacién radicular
directamente proporcional a la concentracidn del extracto acuoso, lo que marca una

tendencia a generar raices de menor longitud.

En la Figura V.5 se presenta el desarrollo del test de produccién vegetal,
aplicando una mezcla de semillas de césped en suelo del microcosmos luego de la
aplicacidon de PS. La produccidon vegetal luego de un mes de iniciado el ensayo fue de

4.05 mgseco (cmz)'l.
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Figura V.4. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de S, y SOX,. A: indice de Inhibicién de la
germinacion (IG %). B: indice de Inhibicién en la elongacién radicular (IE %). Los ensayos se realizaron

utilizando extractos acuosos del suelo original (Sy) y del suelo luego de la aplicacidn de PS (SOxg).

Figura V.5. Desarrollo del test de germinacion de césped de los microcosmos SOx,, realizado durante
un mes. A. Inicio del ensayo. B. y. C. 21 dias de ensayo. D. 28 dias de ensayo.
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Discusion

La aplicacién de PS produjo un descenso del pH, consecuencia de las impurezas
acidas que posee la droga comercial (acido titulable < 0.04 meq/g) y a la hidrdlisis del
cation NH,'. Este tipo de comportamiento ha sido descripto para sistemas similares
(Mora y col., 2014). También el descenso del pH puede atribuirse a la difusidn del

oxidante y la reaccion con la MOS (Sutton y col., 2014a).

Se detecté un incremento significativo en la conductividad eléctrica del
microcosmos, promovida por el agregado de electrolitos propios del PS como asi
también un aumento del potencial redox, atribuido a la oxidacion de la MOS. Estos
resultados son acordes a los descriptos en por otros autores, en los que se utiliza

persulfato de sodio como agente oxidante (Sutton y col., 2014a).

Luego de una semana de realizada la aplicaciéon del oxidante, se detecté menos
del 3 % del PS. Esto indicaria que la cantidad de hierro presente en Sy fue suficiente

para la activacion del PS agregado (Moray col., 2014).

El tratamiento con PS no produjo cambios en el contenido de CO. Sin embargo,
se encontrd un incremento en los valores de N, que se corresponderia con el agregado
de NH,4" al sistema. Asi mismo se observé un incremento de los valores de P y Fe
disponible. Resultados similares fueron asignados a la oxidacion de la MOS, con la
consecuente liberacion de nutrientes inorgdnicos (Sirguey y col., 2008; Sutton y col.,
2014b). El incremento de P podria atribuirse también a su mayor solubilizacion,

promovida por el cambio de pH.

El tratamiento del suelo con PS no produjo cambios en el contenido de HAs ni en
su composicion relativa, con respecto a So. En cambio, se evidencié la eliminacién
significativa (30 %) de PAHs, acorde con la especificidad del agente oxidante de
reaccionar preferentemente con dobles enlaces conjugados de los PAHs y/o de la MOS
(Osgerby 2006). Cabe destacar que se observd la eliminacién prioritaria de PAHs de
bajo peso molecular. De modo andlogo, Jonsson y col., 2007, luego de tratar suelos con
distinto contenido de materia organica, por aplicacion de H,0,/ FeSO4 en sistemas
batch, describen que los PAHs de bajo peso molecular, relativamente mas solubles en

agua, son mas susceptibles a la oxidacién quimica.
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Segun lo descripto por distintos autores (Sutton y col., 2014b; Sutton y col.,
2014c), el uso de oxidantes quimicos provoca la oxidacién parcial de la MOS
incrementando el valor de CTD, facilitando la solubilizacién de los PAHs y/o
provocando un cambio en la interaccion del contaminante con la materia organica. El
incremento encontrado en la concentracién de benzo [g, h, i] perileno, asi como el
aumento de la biodisponibilidad de PAHs podrian ser consecuencia de estos cambios

en la interaccion con la MOS parcialmente oxidada.

El valor de CTD fue 2.3 veces superior en el suelo tratado con PS, respecto de S.
Este incremento es consecuencia de la oxidacidn no selectiva de la MOS por el PS

(Sirguey y col., 2008; J. Wang y col., 2012; Sutton y col., 2014b).

La relacion E4/Eg de los extractos alcalinos sugiere que la calidad de la materia
organica fue de composicién similar a la encontrada en Sy, ya que no se observaron

grandes variaciones en la relacién.

En términos globales, la aplicacion de PS tuvo un efecto negativo sobre las
comunidades del suelo, atribuible a la oxidacién directa de componentes celulares
(Richardson y col.,, 2011). La mayoria de las poblaciones microbianas estudiadas
sufrieron un descenso significativo, de distinta intensidad segun la poblacién. Estos
resultados evidencian una resistencia diferencial entre las poblaciones al estrés
oxidativo, atribuible a la diferente capacidad de adaptarse a la nueva condicién
ambiental caracterizada por la mayor CE, el mayor contenido de S, N y P, la mayor
concentracion de PAHs biodisponibles y la presencia de compuestos intermediarios
potencialmente toxicos, producto de la oxidacién de los contaminantes y/o MOS

(Moray col., 2014; Sutton y col., 2014c).

Sin embargo, las poblaciones de BD-HAs y BD-C se incrementaron
significativamente respecto de Sy, evidenciando una particular resistencia al estrés
oxidativo. El incremento podria atribuirse a la estimulacion es estas poblaciones por el
aumento de moléculas organicas solubles metabolizables, producto de la oxidacién de
los PAHs y de la MOS, sugiriendo cierto grado de especializacién metabdlica en las

poblaciones dominantes.
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Se encontraron cambios asociados a la funcionalidad del suelo, principalmente
en las medidas de las actividades ureasa y actividades fosfatasas, acida y alcalina, que

fueron significativamente menores a las correspondientes a So.

Alvear y col., (2007) sugieren que una mayor actividad ureasa en el suelo esta
asociada a un mayor contenido de biomasa microbiana, coincidiendo con Nannipieriy
col., (1979), quienes sugirieron que la actividad de esta enzima se incrementa con la
biomasa microbiana, ya que esta es un constituyente intracelular. De acuerdo con los
resultados observados en SOxq, es posible asociar el descenso de la actividad ureasa al

marcado descenso de las poblaciones bacterianas.

Por otro lado, Sutton y col (2014b) observaron la inhibicién de la nitrificacion
debida a la aplicacién de un oxidante (H,0,). De forma similar se podria inferir que la
oxidacion por el PS pudo haber reducido a las poblaciones bacterianas oxidantes del
NH,", impidiendo su asimilacién y causando la inhibicién por producto de la actividad
ureasa. En cuanto a la disminucién de la actividad fosfatasa (acida y alcalina) este

podria atribuirse al descenso observado en la poblacién de BSP.

Particularmente, se encontrd un incremento significativo con respecto a Sy en la
medida de la actividad lipasa. Esta enzima se asocia a la eliminacion bioldgica de los
hidrocarburos (Brzeszcz y col., 2016), por lo que este incremento podria estar asociado
a la potencialidad de la comunidad resiliente de eliminar los hidrocarburos

contaminantes.

La actividad arilsulfatasa no experimentd mayores cambios luego de la oxidacién,
aun habiéndose determinado una alta concentracién de S de sulfato en suelo.
Considerando que las determinaciones se realizaron a la semana de la oxidacién, es
posible inferir que la alta concentracion de S determinada corresponderia a la especie

S,05% y no SO,

Respecto a los ensayos de fitotoxicidad, el efecto de la aplicacién de PS sobre la
germinacién fue negativo, ya que se encontré un incremento del IG % con respecto a
So cuando se evaluaron los extractos acuosos sin diluir. También se observé un efecto
negativo sobre el IE %, directamente proporcional a la concentracién del extracto

acuoso. El aumento del CTD (probablemente conteniendo intermediarios de la
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degradacion de PAHSs), la mayor biodisponibilidad de PAHs y el incremento de la CE
podrian ser los responsables de la toxicidad encontrada en los extractos acuosos

(Esechie 1994; Sirguey y col., 2008; Masakorala y col., 2013).
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Estrategia de acondicionamiento del suelo luego de la aplicacion de PS (SOxA)

Estudios quimicos y fisicos

La Tabla V.7 muestra las determinaciones realizadas en el suelo oxidado post
acondicionamiento durante un afio. Se observé un descenso en los valores de pH, Ny
sulfatos con respecto a los valores de SOxy, y se observd el incremento significativo del
contenido de P.

Tabla V.7. Analisis quimico del suelo original (Sy), y de los microcosmos de suelo luego de la aplicacion
de persulfato de amonio (SOx,) y suelo acondicionado post aplicacién de PS (SOxA) luego de 12 meses
de tratamiento. Medida de pH, Conductividad Eléctrica (CE, [uS cm'1]), Potencial redox (Eh, [mV]),

Carbono Organico (CO %), Nitrogeno total (N %), Fésforo disponible (P, [mg Kg'l]) y azufre de sulfatos
(504”, [mg Kg™]).

Propiedades So SOxg SOxA

pH 88+0.1 7.1%0.1 6.32 +0.02
CE[uScm™]  634+12 5110%99 5880 + 396
Eh [mV] 236+ 2 29142 270.6 + 0.3
CO [%] 22+09 240+006 2.6%0.1

N [%] 0.2+0.1 0.519+0.003 0.31+0.04
C:N 11 4.62 8.4

P [mg Kg™] 83+0.6 145+0.7 22.0+0.1
C:N:P 0.3:0.03:1 0.16:0.03:1  0.12:0.01:1
SO, [mgKg']l 97+6 8407 + 16 4894 + 15

La Tabla V.8 y la Figura V.6 describen los cambios observados en el contenido de
HAs luego de 12 meses de tratamiento. Al final del tratamiento se encontré una
eliminacion cercana al 66 % en el contenido de HAs totales (p<0.05). Este valor se
corresponde con la eliminacién del 85 % de la fraccién C9 — C20, 45 % de la fraccion
C20 - C29 y un 41 % de la fraccion C29 — C35.
Tabla V.8. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) del suelo original (Sy) y del suelo luego de la
aplicacién de PS (SOx,) y al final del tratamiento de acondicionamiento del suelo oxidado (SOxA). Los

. -1 . .z
resultados se expresan como mg de hidrocarburos Kgss~ y como porcentaje de cada fraccion, respecto
del total.

Microcosmos HAs C9-C20 C20-C29 C29-C35
[mg Kgss '] [%] [%] [%]

So 2456 (a) 52.9 42.1 5.0

SOxg 2441 (a) 48.6 43.5 7.9

SOxA 826 (b) 22.6 68.8 8.6
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Figura V.6. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sy), suelo
oxidado (SOx,) y suelo oxidado acondicionado (SOxA) al finalizar el tratamiento. A. Detalle de cada
fraccién de HAs, expresado como mg de compuesto Kgss'l. B. Contenido de HAs segun el nimero de
atomos de carbono. C. Composicidn relativa [%)]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla V.8.

La Tabla V.9 y la Figura V.7 presentan el contenido de PAHs al finalizar el
tratamiento. Se observé un 47 % de eliminacion significativa de PAHs con respecto al
suelo inicial, lo que se corresponde con una eliminacion del 25 % luego de la aplicacidon
de PS. Como puede verse, la composiciéon relativa segin el nimero de anillos
aromaticos luego del tratamiento se modificd sustancialmente. Se observd un
descenso en la abundancia de compuestos de 3 anillos aromaticos con la consecuente

acumulacién de los mas pesados.

La Tabla V.10 detalla la eliminacién de cada PAH con respecto al valor
determinado en Sy, y el porcentaje de cada uno determinado en los extractos acuosos

provenientes de la resina XAD-2.
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Tabla V.9. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) del suelo original (Sy), del suelo
luego de la aplicacion de PS (SOx,) y final del tratamiento de acondicionamiento del suelo oxidado

(SOxA). Los resultados se expresan como mg de hidrocarburos Kgss'1 y como porcentaje de cada
fraccidn, respecto del total.

Microcosmos PAHs 3 anillos 4 anillos 5 anillos 6 anillos
[mg Kgss '] [%] [%] [%] [%]

So 214 (b) 35.6 47.8 6.2 10.4
SOxo 151 (a) 27.0 48.8 6.5 17.7
SOXA 113 (c) 17.7 54.6 9.8 17.9
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Figura V7. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(Sp), suelo oxidado (SOxg) y suelo oxidado acondicionado (SOxA). A. Detalle de cada fraccion de PAHs,
expresado como mg de compuesto Kgss'l. B. Contenido de PAHs seglin el niumero de atomos de
carbono. C. Composicion relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla V.9.

La mayor eliminacion se observd en fluoreno, antraceno, acenaftileno,
fenantreno, criseno y acenafteno. No se observaron cambios significativos en el
contenido de benzo[b] fluoranteno / benzo [k] fluoranteno con respecto a So. Se

encontré un incremento significativo en el contenido de dibenzo [a, h] antraceno y

benzo [g, h, i] perileno.
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Tabla V.10. Porcentaje de eliminacion y fraccion biodisponible. Detalle de la eliminacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) respecto de los valores de Sy y porcentaje biodisponible de
cada compuesto luego de 12 meses de tratamiento de acondicionamiento acoplado a la aplicacion de
PS.

Compuesto Eliminacién Fraccién
[%] biodisponible[%]
Naftaleno 0 0
Acenaftileno 73 0.66
Acenafteno 55 4.59
Fluoreno 92 No detectado
Fenantreno 69 11.34
Antraceno 83 0.55
Fluoranteno 46 2.02
Pireno 33 4.06
Benzo [g] antraceno 36 3.13
Criseno 57 2.95
Benzo [b] fluoranteno / Benzo [k] 10 No detectado
fluoranteno
Benzo [a] pireno 29 0.77
Indeno [1, 2, 3 - cd] pireno 81 No detectado
Dibenzo [a, h] antraceno -131 No detectado
Benzo [g, h, i] perileno -58 No detectado

Paralelamente, se detectd un significativo aumento de la biodisponibilidad de los
PAHs, correspondiente a un 30 %. El fenantreno y el acenafteno (3 anillos) fueron los
mas abundantes en el extracto, seguidos de fluoranteno, pireno, benzo [a] antraceno y

criseno (compuestos de 4 anillos aromaticos).

En el microcosmos SOxA luego de 12 meses se encontré un descenso
significativo en la medida del CTD, cuya medida fue de 57 + 2 mg C L™*. En la Figura V.8
se muestra analisis espectroscdpico del extracto alcalino de SOxA, con la absorcidn
ajustada en 0.01 a 550 nm, previa dilucién del extracto 1:3. Se determind una relacién

E4/E¢ de 7.1, siendo significativamente inferior tanto respecto a Sp, como a SOxo.

La MEEF obtenida a partir de los extractos de SOxA presentd solo una region de
emisidon, centrada en A o 325 - A on 425 nm, ubicada en la zona de emisidon

caracteristica de las sustancias humicas, la Region 1.
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Figura V.8. Andlisis de los extractos alcalinos. A. Espectro de absorcidn de Sy, SOx, y SOXA. B. Matriz de
Excitacion Emisidn de Fluorescencia de S,. C. Matriz de Excitacién Emision de Fluorescencia de SOx,. D.
Matriz de Excitacion Emisién de Fluorescencia de SOxA.
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Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

Las Figuras V.9 y V.10 describen la dindmica de las poblaciones cultivables

durante el tiempo de ensayo.
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Figura V.9. Dinamica de las poblaciones de bacterias heterétrofas (BH), hongos (RH) y bacterias que
solubilizan fésforo (BSP) durante el tratamiento en el microcosmos SOxA. En lineas punteadas se
indica el valor de las poblaciones correspondientes a Sy, mientras que en el recuadro rojo el
correspondiente a SOx,.

Luego de 28 dias de iniciado el tratamiento se observd la recuperacion de la
poblacién de BH a valores similares a los de Sg, la cual habia sufrido un descenso de
tres ordenes debido a la aplicacidon de PS. Luego de tres meses de tratamiento, se
observé un maximo en la densidad de BH, que se estabilizd a partir del cuarto mes. La
densidad de BSP se recuperd en tiempos mas cortos. Luego de 7 dias los valores fueron
superiores a los del suelo original. Esta poblacidn mostré una densidad maxima
transcurridos 2 meses de tratamiento, momento a partir del cual los valores
comenzaron a decrecer, hasta llegar a al final del tratamiento. La densidad de hongos
(RH) no mostrd variaciones significativas durante el tratamiento, sin lograr recuperar

los valores de Sg luego de la aplicacién de PS.
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Figura V.10. Dinamica de las poblaciones de bacterias degradadoras de HAs (BD-HAs), degradadoras
de PAHs (BD-PAHs) y degradadoras de celulosa (BD-C) durante el tratamiento en el microcosmos
SOXA. En lineas punteadas se indica el valor de las poblaciones correspondientes a Sy, mientras que en
el recuadro rojo el correspondiente a SOx,.

Se encontré que la densidad de BD-HAs tuvo un descenso sostenido durante los
primeros 4 meses de ensayo, estabilizdndose en un valor préximo al de So. Como se
observa en la figura, la densidad de BD-PAHs mostré fluctuaciones a lo largo del
tratamiento, sin una tendencia definida. Una vez finalizado el tratamiento, esta
poblacién no logrd recuperar los valores previos a la aplicacién de PS. La densidad de
BD-C mostré un descenso significativo durante los 2 primeros meses de tratamiento,
llegando a un valor minimo a los 60 dias. Este valor fue del orden del determinado en

el suelo original. Luego se observé que la poblacidn comenzd a recuperarse,

alcanzando el valor maximo luego de 9 meses de ensayo.

Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

La Tabla V.11 presenta los resultados de las actividades enzimaticas

determinadas al finalizar el tratamiento.

En el microcosmos SOxXA no se detecté actividad deshidrogenasa en ningun
momento del tratamiento. Las actividades de lipasa y de arilsulfatasa fueron
significativamente menores a la medida en Sy y SOxo. La medida de la actividad
fosfatasa alcalina fue significativamente superior a la medida en el suelo luego de la

aplicacion de PS, recuperando el valor del suelo original. No se detectd actividad
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fosfatasa acida ni proteasa al final del tratamiento. La actividad ureasa luego del

tratamiento fue significativamente superior a la medida en el microcosmos Sg y SOxo.

Tabla V.11. Actividades enzimaticas estudiadas en la caracterizaciéon del suelo acondicionado luego de
la aplicacidon de PS (SOxA), al finalizar el tratamiento. Las medidas se realizaron por triplicado.

Actividad So SOxg SOxA
Deshidrogenasa [ug TPF gss']  No detectado  No detectado No detectado
Lipasa [ng pNPgss ] 189 + 4 (b) 267 6 (a) 114 + 14 (c)
Avrilsulfatasa [ng pNPgss ] 33+1(a) 35+1(a) No detectado
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss?] 175+24(a) 84 +23(b) 157 + 10 (a)
Fosfatasa acida [ng pNPgss™] 103+20(a) 516 (b) No detectado
Ureasa [HgN-NHagss '] 23+6 (b) No detectado 204 + 37 (a)
Proteasa [mg Tyr gss '] No detectado No detectado No detectado

Ensayos de fitotoxicidad

La Figura V.11 presenta los resultados obtenidos en el test de toxicidad aguda

utilizando semillas de Lactuca sativa L.

Los extractos acuosos obtenidos de los microcosmos SOxA evidenciaron un
significativo incremento en el IG % con respecto a So. Por otro lado, el IE % mostré un
efecto similar al observado en SOxq. Estos resultados sugieren que la toxicidad del
sistema no logré ser revertida luego del tratamiento de biorremediacidon del suelo

tratado con PS.

En la Figura V.12 se presenta el desarrollo del test de produccion vegetal
realizado utilizando la mezcla de semillas de césped y suelo del microcosmos SOxA al
finalizar el tiempo de ensayo. La produccién vegetal luego de un mes de iniciado el

ensayo fue de 4.78 mgseco (cmz)'l.
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Figura V.11. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de S,, SOX, y SA. A: indice de Inhibicién
de la germinacién (IG %). B: indice de Inhibicién en la elongacidn radicular (IE %). Los ensayos se
realizaron utilizando extractos acuosos del suelo original (Sy) y de los microcosmos SOx, y SOxA al

finalizar el tratamiento.

Figura V.12. Desarrollo del test de germinacion de césped de los microcosmos SOxA, luego de 12
meses de tratamiento, realizado durante un mes. A. Inicio del ensayo. B. 14 dias de ensayo. C. y D. 21

dias de ensayo. E. 28 dias de ensayo.
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Discusion

Como se menciondé anteriormente, la aplicaciéon de PS redujo el pH, aumenté el
potencial redox y la CE. Asi mismo, logrd disminuir el contenido de PAHSs, lo que pudo
haber generado compuestos de degradacién de estos hidrocarburos, y provoco la
oxidaciéon inespecifica de la MOS promoviendo la movilizacién de CTD, N, Fe y P

solubles y aumentando la biodisponibilidad de los PAHs.

El posterior tratamiento de acondicionamiento acentud el descenso de pH del
SOxA, atribuible a la liberacion de metabolitos de caracter acido, debido a la actividad

microbiana (Moran Vieyra y col., 2009).

El aumento del contenido de P encontrado en SOxA podria deberse a su mayor
solubilizacién a causa del descenso de pH como asi también a la recuperaciéon de la
comunidad de BSP. Asi mismo se observd el incremento de la actividad fosfatasa
alcalina, con un descenso de la actividad fosfatasa &acida, contrariamente a lo
observado por Pessacq y col., 2015. Los autores, analizando la capacidad de respuesta
a estrés acido y estrés salino en el mismo suelo (So) describen que la medida de Ila
actividad fosfatasa alcalina disminuye con el pH, y es independiente de la CE; mientras
que la fosfatasa acida no se ve afectada por el descenso del pH pero si es estimulada
por la CE alta. Siendo el mismo suelo, la discrepancia en los resultados podria
atribuirse a la oxidacion inespecifica de la MOS y contaminantes, que moviliza
diferentes compuestos dificultando la posibilidad de encontrar un patrén de respuesta

comun.

Varios autores sefialan que, dependiendo del oxidante empleado, la dosis, el
modo de administracién y las caracteristicas del suelo; los cambios en la matriz del
suelo pueden promover el desarrollo de las poblaciones resistentes al estrés oxidativo
(Sutton y col., 2014a y Sutton y col., 2014b; Mora y col., 2014). Los productos de la
oxidacidon aportarian los macro y micro nutrientes evidenciando la resiliencia de estas
poblaciones, impactando directamente en la eficiencia global del tratamiento (Sutton vy

col., 2014c).
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Debido a la ausencia de PS luego de 1 mes de realizada la aplicacion, la
eliminacién adicional de hidrocarburos observada en SOxA podria ser atribuida a la

actividad bioldgica de la comunidad microbiana resiliente.

Los descensos encontrados en el contenido de CTD y de N luego del afio de
tratamiento estarian asociados a la recuperacién de la comunidad autéctona resiliente,
particularmente de las poblaciones generalistas (BH y BSP) y de las poblaciones
especialistas, BD-HAs y BD-C. De acuerdo a la cinética encontrada, se podria sugerir
que la poblacion de BH se recuperé conforme adquirié la capacidad de solubilizar P. El
descenso observado en la densidad de poblaciones de BD-HAs y de BD-C, durante los
primeros 6 y 2 meses respectivamente, podria estar asociado a la competencia con las
poblaciones de BH y BSP, que recuperaron su valor original evidenciando su mayor
competitividad. No obstante, la densidad poblacional de BD-C y de BD-HAs fue
también lentamente recuperada y superd los valores encontrados en Sq al finalizar el
tratamiento. La dinamica de poblaciones observada seria consecuencia de los cambios
degradativos producidos sobre la matriz de Sg, producto del tratamiento combinado,
evidenciado en la eliminacion de HAs, principalmente de cadenas livianas. De modo
andlogo, Sutton y col., 2014a describen el enriquecimiento de la poblacidn de bacterias
degradadoras de HAs durante su tratamiento de biorremediacion luego de la

aplicacidon de persulfato de sodio.

Por otro lado, las poblaciones de BD-PAHs y RH no lograron revertir el impacto
ocasionado por el estrés oxidativo, sugiriendo que la oxidacidn quimica afecta de
distinta manera a los miembros de la comunidad microbiana. No obstante, se observo
una eliminacién adicional de PAHs de bajo peso molecular al finalizar el tratamiento,

no relacionada con la fraccién biodisponible.

En su trabajo, Mora y col., 2014 describen la recuperacién y la estimulacién de
las poblaciones de BH en suelos contaminados con fenantreno, al aplicar dosis bajas de
persulfato de sodio (< 8.6 gps / kgss). En el mismo sentido, Richardson y col., 2011
observaron la recuperacién temprana de las poblaciones generalistas, y en tiempos
mas largos (> 3 meses) de las poblaciones degradadoras, al aplicar una dosis de
persulfato de sodio equivalente a la usada en este trabajo, en suelos crénicamente

contaminados con hidrocarburos.
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La movilizacién del carbono se evidencié también en el cambio de la relacién
E4/Ee, que fue menor a la encontrada en a Sp y SOxo. Esto sugiere la disminucion de la
concentracion de compuestos solubles de bajo peso molecular, que son mas faciles de
degradar, resultando en un extracto enriquecido en compuestos de alto grado de

condensacién (Moran Vieyra y col., 2009).

La oxidacion de la MOS y el consecuente desarrollo microbiano, probablemente
hayan inducido el “desecuestramiento” y la solubilizacion de los contaminantes,
evidenciados en el incremento del contenido de dibenzo [a, h] antraceno y benzo [g, h,
i] perileno observado al final del tratamiento (Sutton y col., 2014a), con respecto a So.
El hecho de que a los 12 meses de tratamiento haya aun PAHs biodisponibles en
presencia de compuestos con alto grado de condensacion (baja Es/Eg) sugiere un
impedimento en la capacidad degradadora debido a la ausencia de sustratos co-

metabdlicos, de bajo peso molecular.

En el mismo sentido, la actividad lipasa, asociada a la eliminaciéon de
hidrocarburos (Brzeszcz y col., 2016) mostré un descenso significativo respecto de los

valores Sg y SOxg sugiriendo el impedimento de |la degradacién de hidrocarburos.

La recuperacion de la actividad ureasa puede atribuirse a la estimulacién de las
poblaciones bacterianas durante el tratamiento, asociadas al descenso de N
observado. La disminucidn en el contenido de sulfatos sugiere el activo metabolismo
reductivo asimilatorio del anién por parte de las poblaciones resilientes, y su posible
incorporacion o asociacién con las SH. No obstante, la concentracion residual de

sulfatos fue elevada, provocando la inhibicién de la actividad arilsulfatasa.

El efecto fitotdxico observado mediante el test de germinacion de semillas de
Lactuca sativa L indica que el tratamiento no logrd revertir el efecto toxico residual
provocado por la aplicacién de PS. Sin embargo, la productividad fue un 18 % superior
con respecto a SOxg. Teniendo en cuenta los tiempos de incubacidon de ambos ensayos,
5 dias vs. 30 dias, los resultados sugieren que, la elevada CE, el incremento de la
biodisponibilidad de PAHs, y la solubilizacién de productos de degradacién resultarian
inhibitorios para el desarrollo vegetal, provocando por ejemplo, el retardo en la

velocidad de germinacion.
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Compostaje del suelo acoplado a la aplicacién de PS (SOxC)

Compostaje en reactores verticales (SCv)

Con el propdsito de trabajar con replicas independientes de los microcosmos SC,
se decidié emplear reactores verticales de 5 L de capacidad. Este cambio de disefio
permitid utilizar menor cantidad de suelo y enmiendas, mejorando el manejo vy
disposicidn de los reactores en el laboratorio.

El registro de temperatura de los microcosmos SCv se comportd de manera

similar a la determinada en microcosmos SC.

Estudios quimicos y fisicos

La Tabla V.12 muestra las determinaciones realizadas en el suelo oxidado luego
de un afio de tratamiento de compostaje. En el suelo oxidado compostado (SOxC) se
encontrd que los valores de pH fueron una unidad menor respecto al valor de SOxq. El
contenido de CO, Ny P se incrementd con respecto a Soy a SOxo debido a la aporte de
la enmienda y agente de volumen. La conductividad eléctrica se incrementd
significativamente mientras que el contenido de sulfatos disminuyd con respecto a
SOxo.

Tabla V.12. Analisis quimico del suelo original (Sy), y de los microcosmos de suelo luego de la
aplicacion de persulfato de amonio (SOx,) y suelo compostado post aplicacion de PS (SOxC) al finalizar
el tratamiento. Medida de pH, Conductividad Eléctrica (CE, [uS cm'l]), Potencial redox (Eh, [mV]),

Carbono Orgénico (CO %), Nitrégeno total (N %), Fosforo disponible (P, [mg Kg'l]) y azufre de sulfatos
(504", [mg Kg™]).

Propiedades So SOxo SOxC

pH final 8.8+0.1 7.1+0.1 6.2 0.1
CE [uS cm™] 634 £ 12 5110+99 8515+ 78
Eh [mV] 23612 2912 25912

CO [%] 2.2+0.9 2.40£0.06 10.9+0.3
N [%] 0.2+0.1 0.519 £ 0.003 1.12 £ 0.06
C:N 11 4.6 9.7

P [mgKg™] 8.3+0.6 14.5+0.7 316.0+0.3
C:N:P 0.3:0.03:1 0.16:0.03:1 0.03:0.003:1
S0,% [mg Kg™] 97 +6 8407 £ 16 3957 +30
Capacidad de retencién de agua [%] 27.45 No determinado 50.87
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La capacidad de retencidén de agua al finalizar el tratamiento de compostaje del

suelo oxidado se incrementd al 50.87 %.

La Tabla V.13 y la Figura V.13 describen los cambios observados en el contenido
de HAs luego de 12 meses de tratamiento. Se observé un descenso de al menos 68 %
en el contenido de HAs luego de 12 meses de tratamiento de compostaje.

Tabla V.13. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sp), y los
microcosmos de suelo tratado con PS (SOx,), suelo tratado con persulfato acoplado a compostaje (SOxC)

al finalizar el tratamiento. Se incluyeron los valores correspondientes al compost, tomado como
referencia, con fines comparativos.

Microcosmos HAs C9-C20 C20-C29 C29-C35
[mg Kgss ] [%] [%] [%]
So 2456 (a) 52.9 42.1 5.0
SOxg 2441 (a) 48.6 43,5 7.9
SOxC 790 (b) 17.0 55.7 27.3
Compost 2401 (a) 40.9 35.1 24.0
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Figura V.13. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sy), suelo
oxidado (SOx,) y suelo oxidado compostado al finalizar el tratamiento (SOxC). A. Detalle de cada fraccidn
de HAs, expresado como mg de compuesto Kgss . B. Contenido de HAs segln el nimero de dtomos de
carbono. C. Composicidn relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla V.13.
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La eliminacién se evidencio en el enriquecimiento en la fraccion de HAs pesada,
que resulté tener una abundancia relativa con respecto al total, similar a la encontrada
en el compost. Se encontré un 90 % de eliminacidn de la fraccién liviana y un 57 % en

la intermedia, producto del metabolismo microbiano.

La Tabla V.14 y la Figura V.14 presentan el contenido de PAHs al finalizar el
tratamiento. Se produjo una disminucion en el contenido del PAHs del 53 % respecto
de Sy, equivalente al 34 % respecto de SOxo.

Tabla V.14. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) del suelo original (S), del suelo
luego de la aplicacion de PS (SOx,) y final del tratamiento de compostaje (SOxC).

Microcosmos PAHs 3 anillos 4 anillos 5 anillos 6 anillos
[mg Kgss '] [%] [%] [%] [%]
So 214 (a) 35.6 47.8 6.2 10.4
SOx, 151 (b) 27.0 48.8 6.5 17.7
SOxC 100 (c) 18.1 52.0 11.1 18.8
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Figura V.14. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(So) y suelo oxidado (SOx,) y suelo oxidado compostado al finalizar el tratamiento (SOxC). A. Detalle de
cada fraccién de PAHSs, expresado como mg de compuesto Kgss'l. B. Contenido de PAHs segun el numero
de atomos de carbono. C. Composicion relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla
v.14.
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La Tabla V.15 detalla el porcentaje de eliminaciéon de cada PAH con respecto al
valor determinado en Sp y la fraccién biodisponible porcentual de cada hidrocarburo
con respecto al total.

Tabla V.15. Porcentaje de eliminacion y fraccion biodisponible. Detalle de la eliminacion de

hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) respecto de los valores de Sy y porcentaje biodisponible de
cada compuesto luego de 12 meses compostaje acoplado a la aplicacién de PS.

Compuesto Eliminacion Fraccion biodisponible
[%] [%]
Naftaleno 0 0
Acenaftileno 77 0.24
Acenafteno 65 3.16
Fluoreno 100 No detectado
Fenantreno 70 22.8
Antraceno 84 0.5
Fluoranteno 58 2.94
Pireno 43 4.97
Benzo [a] antraceno 45 3.48
Criseno 60 10.64
Benzo [b] fluoranteno / Benzo [K] 15 3.20
fluoranteno
Benzo [a] pireno 36 0.46
Indeno [1, 2, 3 - cd] pireno 80 No detectado
Dibenzo [a, h] antraceno -200 No detectado
Benzo [g, h, i] perileno -48 No detectado

Como puede observarse, se encontré la mayor eliminacion en fluoreno,
antraceno, indeno [1, 2, 3 -cd] pireno, acenaftileno, acenafteno, fenantreno, criseno y
fluoranteno. También se encontré incremento en el contenido de dibenzo [a, h]
antraceno y benzo [g, h, i] perileno, con respecto a S, resultando en un

enriquecimiento de la fraccion de PAHs de alto peso molecular.

El compostaje del suelo oxidado incrementd significativamente (p<0.05) la
biodisponibilidad del contaminante, ya que luego de 12 meses de tratamiento la
medida fue de 56.57 %, y como puede apreciarse, fenantreno y el criseno son los

compuestos que mayor biodisponibilidad presentaron.

La medida del CTD del microcosmos SOxC al final del tratamiento fue de 62.22

+0.05 mg C L. Este valor es significativamente menor a los encontrados en Sq 'y SOXo.
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En la Figura V.15 se muestra analisis espectroscopico del extracto alcalino de SOxC, con

la absorcién ajustada en 0.01 a 550 nm.
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Figura V.15. Analisis de los extractos alcalinos. A. Espectro de absorcién de Sq SOxo, SOXC y Compost. B.
Matriz de Excitacion Emision de Fluorescencia de S,. C. Matriz de Excitacién Emisidn de Fluorescencia de
SOx,. D. Matriz de Excitacion Emisidon de Fluorescencia de SOxC. E. Matriz de Excitacion Emisidén de

Fluorescencia del compost.
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Al analizar los espectros se encontrd un incremento en la relacion E4/Eg, que en
este caso fue de 23.0, significativamente superior a los valores encontrados en Sp y
SOxo. La MEEF de estos extractos mostré una unica regién de emisidén, centrada
aproximadamente en A ¢ 350- A ¢y 450 nm. Dicha zona se corresponde a compuestos

organicos solubles propios del suelo, la Regién 1.

Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

Las Figuras V.16 y V.17 describen la dindmica de las poblaciones cultivables

durante el tiempo de ensayo.
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Figura V.16. Dinamica de las poblaciones de bacterias heterétrofas (BH), hongos (RH) y bacterias que
solubilizan fosforo (BSP) durante el tratamiento en el microcosmos SOxXC. En lineas punteadas se indica
el valor de las poblaciones correspondientes a Sy, mientras que en el recuadro rojo el correspondiente a
SOxo.

Todas las poblaciones estudiadas en SOxC lograron recuperarse luego de un mes
de tratamiento, con respecto al valor del suelo post oxidacion. La densidad de BH
alcanzo el valor maximo al mes. Luego, los valores fueron disminuyendo hasta los seis

meses de tratamiento, momento en que se estabilizd.

Un comportamiento similar se encontrd para la poblaciéon de BSP, la cuales no
solo se recuperd luego de 28 dias, sino que posteriormente se estabilizd en un valor

similar al de la poblacién BH, y superior al determinado en So.

La poblacion RH también se recuperd rapidamente. Transcurridos 28 dias de
tratamiento, esta poblacién alcanzé su valor maximo, luego disminuyd hasta

estabilizarse en un valor similar al encontrado en Sq (p>0.05).
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Figura V.17. Dinamica de las poblaciones de bacterias degradadoras de HAs (BD-HAs), degradadoras de
PAHs (BD-PAHs) y degradadoras de celulosa (BD-C) durante el tratamiento en el microcosmos SOxC. En
lineas punteadas se indica el valor de las poblaciones correspondientes a S, mientras que en el
recuadro rojo el correspondiente a SOXx,.

La densidad de las poblaciones de BD-HAs y de BD-C fueron similares y
significativamente superiores a los medidos en Sy durante todo el ensayo, alcanzando

el valor mdximo dentro de los 60 dias. Ambas poblaciones se estabilizaron en un valor

significativamente superior al del suelo original.

La poblacion de BD-PAHs se recuperd luego de 2 meses de tratamiento (p>0.05).
Esta recuperacion fue sostenida durante el ensayo, alcanzando un valor maximo al

final del tratamiento (p<0.05).

A partir del sexto mes las tres poblaciones degradadoras se estabilizaron en

valores significativamente superiores al determinado en el suelo original.

Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

La Figura V.18 describe la dinamica de la actividad deshidrogenasa durante el
tratamiento. Se observd un incremento significativo de la actividad deshidrogenasa,
con un maximo de 95 + 40 pg TPF gss ‘el dia 28. La gran dispersién asociada a la medida
se debe a la heterogeneidad de los microcosmos en el momento del muestreo. Luego
del primer mes de tratamiento, la medida de la actividad deshidrogenasa disminuyd,
hasta alcanzar un valor estable, siempre significativamente superior al valor de So y

SOxq, donde los valores fueron menores al limite de deteccion de la técnica.
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Figura V.18. Dindamica de la actividad deshidrogenasa de los microcosmos SOxC durante el
tratamiento.

El estudio de la funcionalidad al finalizar el tratamiento se detalla en la Tabla
V.16. Las actividades lipasa, fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y ureasa fueron
estimuladas mediante el tratamiento de compostaje acoplado al agregado de PS con
respecto a Sp y SOxo. Sin embargo, la actividad arilsulfatasa disminuyd (no detectada)
luego del tratamiento de compostaje.

Tabla V.16. Actividades enzimaticas estudiadas en la caracterizacién del suelo compostado luego de la
aplicacion de PS al finalizar el tratamiento (SOxC). Las medidas se realizaron por triplicado.

Actividad So SOxg SOxC
Deshidrogenasa [ug TPF gss'l] No detectado  No detectado 25+ 3

Lipasa [ng pNPgss™] 189 £ 4 (c) 267 £ 6 (b) 424 + 58 (a)
Arilsulfatasa [ng pNPgSS'l] 33+1(a) 35+1 (a) No detectado
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss™] 175 + 24 (b) 84 + 23 (c) 681 + 31 (a)
Fosfatasa 4cida [ng pNPgss ] 103 + 20 (a) 51+6 (a) 2609+ 318 (a)
Ureasa [ugN-NHagss ] 2316 (b) No detectado 255 * 8 (a)

Proteasa [mg Tyr gss '] No detectado

No detectado

No detectado

Ensayos de fitotoxicidad

La Figura V.19 presenta los resultados de toxicidad utilizando extractos acuosos
de SOxC al final del tratamiento. La figura muestra de forma comparativa los

resultados obtenidos con los extractos de Sp y SOxo.

El extracto acuoso sin diluir (100 %) de microcosmos SOxC mostrd un incremento

significativo en el IG %, con respecto a Sy, obteniéndose un valor de 88 + 12 %.
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Figura V.19. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de So, SOX, y SC. A: indice de Inhibicién
de la germinacién (IG %). B: indice de Inhibicién en la elongacién radicular (IE %). Los ensayos se
realizaron utilizando extractos acuosos del suelo original (Sy) y de los microcosmos SOx, y SOxC al
finalizar el tratamiento.

Si bien no fue observada una diferencia significativa en el IE % de SOxC respecto
de los valores pre y post oxidacién, se aprecié un efecto opuesto al observado con
extractos de Sy, y similar al observado con SOx,. La apariencia de las radiculas

germinadas con el extracto de SOxC, si bien fueron de menor longitud, exhibieron un

calibre similar a las del control del ensayo (agua).

En la Figura V.20 se presenta el desarrollo del test de produccién vegetal
realizado utilizando mezcla de semillas de césped y material del microcosmos SOxC al
finalizar el tratamiento. La produccidn vegetal luego de un mes de iniciado el ensayo

fue de 5.72 mgseco (cmz)'1
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Figura V.20. Desarrollo del test de germinacion de césped de los microcosmos SOxC, luego de 12
meses de tratamiento, realizado durante un mes. A. Inicio del ensayo. B. 14 dias de ensayo. C. y D. 21
dias de ensayo. E. 28 dias de ensayo.

Discusion

Los microcosmos SOxC mostraron un descenso del pH, atribuible a la actividad
de las comunidades microbianas, tanto autdctona como aldctona. El contenido de CO,
N y P se incrementd, producto de los materiales utilizados en el tratamiento

(Fernandez y col., 2009; M. Chen y col., 2015).

De modo andlogo a lo observado en los microcosmos SOxA, luego del primer mes
de tratamiento, se recuperaron las poblaciones de BH. Sin embargo, a diferencia de
SOxA, el compostaje del suelo promovié la recuperaciéon de RH y BD-PAHs, como asi
también acelerd la recuperacién de la poblacion de BSP. Estos resultados sugieren que
el compostaje del suelo provoca la pronta recuperacién de las poblaciones, tanto
generalistas como especialistas, ya sea por la estimulacién a través del agregado de
nutrientes y/o por la incorporacién de una comunidad aléctona competente, propia de
los materiales empleados para el tratamiento (Ver Anexo /). Mas aun, la densidad de
poblaciones especialistas (BD-PAHs, BD-HAs y BD-C) al finalizar el tratamiento, se
vieron incrementadas con respecto a los valores encontrados en Sg, sugiriendo no solo

la recuperacidn, sino su estimulacion a través del tratamiento.

Como se discutio en el Capitulo IV, durante el tratamiento de compostaje se
generan HAs, principalmente de alto peso molecular. No obstante, en los microcosmos
SOxC hubo eliminaciéon significativa del contenido de HAs, de al menos 68 %. La
degradacion se evidencid principalmente en la eliminacién de HAs de bajo peso

molecular, lo que generd un cambio en la abundancia relativa de HAs. La poblacion de
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BD-HAs, que resulté estimulada luego del agregado de PS, se mantuvo superior al valor
determinado en Sq a lo largo de todo el tratamiento, pudiendo ser la responsable de |a
eliminacidon de HAs observada. Esta observacion concuerda con el enriquecimiento de
microorganismos degradadores de HAs observado en procesos biolégicos acoplados a

oxidaciones quimicas (Sutton y col., 2014a).

En cuanto al contenido de PAHs, se observé una disminucion del 34 % respecto
de SOx, atribuible al efecto de dilucion por la aplicacion de la enmienda. No obstante,

se observé eliminacidn de PAHs, principalmente bajo peso molecular.

Los estudios realizados por Plaza y col (2009), describen la interacciéon del
fenantreno y pireno con las SH durante el compostaje, asi también, como sus
propiedades estructurales y composicién influyen en dicha interacciéon. En sus
resultados concluyen que durante el compostaje se producen modificaciones
estructurales y quimicas de las SH, que se traducen en la liberacién de compuestos
alifadticos y carbohidratos con el aumento del grado de condensacién. Las
transformaciones descriptas resultan en la disminucion significativa de la afinidad de
union de las SH a los PAHs. Se podria atribuir a estos cambios en la matriz del suelo, el
incremento de la biodisponibilidad de los PAHs encontrado, asi como también el
“desecuestramiento” observado dibenzo [a, h] antraceno y benzo [g, h, i] perileno, con

respecto a Sg.

El contenido de CTD de los microcosmos SOxC fue menor al determinado SOxo.
Mas aun, tomando como referencia el alto valor de CTD que se genera durante un
compostaje tradicional, (363 £ 3 mg C L") es posible asociar la recuperacién de todas
las poblaciones al consumo de esta fraccién, que luego de un afio dejan un valor aun
menor al determinado en Sy. El alto valor de la relacién E4/Eg determinada en los
extractos alcalinos de SOxC, comparado al obtenido en So y SOxq, sugiere el
enriquecimiento de estos extractos en compuestos solubles de bajo peso molecular,
indicando que los microcosmos SOxC podrian continuar activos, a expensas de los
nutrientes generados durante el compostaje, contribuyendo a la eliminacién adicional

de los PAHs biodisponibles.
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El descenso observado en la concentracién de sulfatos, con respecto a SOxg, fue
atribuido a la asimilaciéon reductiva de las poblaciones como asi también a la

incorporacion de azufre a las SH.

Las actividades deshidrogenasa, lipasa, fosfatasas y ureasas de los microcosmos
SOxC fueron significativamente superiores a las correspondientes a S, lo que estaria
indicando una activacién de las funciones relacionadas con los ciclos biogeoquimicos
de la materia (Scelza y col., 2010). Comparado con los resultados encontrados en
SOxA, este tratamiento en términos globales, produjo mayor incremento en la
funcionalidad de la comunidad microbiana. La ausencia de actividad arilsulfatasa

puede atribuirse a la inhibicidn de la enzima por el alto contenido residual de sulfatos.

Respecto de la fitotoxicidad, los extractos acuosos provenientes de estos
microcosmos, mostraron un alto IG % e IE %, similares a los determinados para los
extractos de SOx,. Se puede inferir un retraso en el tiempo de germinacién, ya que una
vez germinadas, las radiculas fueron de aspecto similar a las producidas en presencia
de agua, revirtiendo el efecto observado en las radiculas obtenidas utilizando extractos

de So.

Tanto la elevada CE (Esechie 1994), el alto contenido de sulfatos, la aumentada
biodisponibilidad de los PAHs (Scelza y col.,, 2010) y la posible acumulacién de
productos de degradacion de los hidrocarburos (Morelli y col., 2001), afectan
negativamente en la germinacion de las semillas, y principalmente en el meristema
apical que es donde se origina el proceso germinativo (Masakorala y col., 2013). Estos

factores podrian haber retardado la germinacion.

El tratamiento de compostaje acoplado a la aplicacién de PS produjo el
incremento de la capacidad de retencidn de agua, con respecto a S, y de la produccién
de biomasa vegetal, con respecto a SOx,, lo que indica la mejora global de la calidad

del material resultante (Kastner y Miltner 2016).
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Estimulacion con compost acoplada a la aplicaciéon de PS (SOXE)

Estudios quimicos y fisicos

La Tabla V.17 muestra las determinaciones realizadas en el suelo oxidado luego
de un afo de aplicada la enmienda organica. El agregado de compost provocé un
descenso del pH. Luego de 12 meses de tratamiento, el contenido de CO fue 5 veces
superior al determinado en Sy, mientras que el contenido de N fue 7 veces superior
respecto del mismo valor de referencia También se encontré un incremento
significativo en el contenido de P y de la CE, y un descenso en el contenido de sulfatos
con respecto a SOxg.

Tabla V.17. Analisis quimico del suelo original (Sy), y de los microcosmos de suelo luego de la
aplicacion de persulfato de amonio (SOx,) y suelo estimulado con compost post aplicacion de PS al
finalizar el tratamiento (SOXE). Medida de pH, Conductividad Eléctrica (CE, [uS cm'l]), Potencial redox

(Eh, [mV]), Carbono Organico (CO %), Nitrégeno total (N %), Fésforo disponible (P, [mg Kg'l]) y azufre de
sulfatos (SO, [mg Kg'l]).

Propiedades So SOxo SOXE

pH final 8.8+0.1 7.1%0.1 6.3+0.1
CE[uScm™]  634+12 5110%99 11835 + 460
Eh [mV] 23612 291+2 260 + 4

CO [%] 22+09 240006 11.3+0.3

N [%] 0.2+0.1 0.519+0.003 1.41+0.06
C:N 11 4.62 8.01

P [mg kg™] 83+0.6 14.5+0.7 328.0+0.1
C:N:P 0.3:0.03:1 0.16:0.03:1  0.03:0.004:1
50,5 [mgKg']l 97+6 8407 + 16 3887 + 12

La Tabla V.18 y la Figura V.21 describen los cambios observados en el contenido

de HAs luego de 12 meses de tratamiento.

Tabla V.18. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) del suelo original (Sy), y de los microcosmos de
suelo luego de la aplicacidon de PS (SOxy), al final del tratamiento de estimulacidon con compost (SOxE). Se
incluyeron los valores correspondientes al compost utilizado para la estimulacién con fines
comparativos.

Microcosmos HAs Co9-C20 C20-C29 C29-C35
[mg Kgss '] [%] [%] [%]

So 2456 (a) 52.9 42.1 5.0

SOxg 2441 (a) 48.6 43,5 7.9

SOxE 846 (b) 28.6 45.9 25.5

Compost 2401 (a) 40.9 35.1 24.0
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Figura V.21. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sy), suelo
oxidado (SOx,) y suelo oxidado estimulado al finalizar el tratamiento (SOXE). A. Detalle de cada fraccion
de HAs, expresado como mg de compuesto Kgss'l. B. Contenido de HAs segun el nUmero de atomos de
carbono. C. Composicion relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla V.18.

Se encontro eliminacion significativa en el contenido de HAs de al menos 66 %
con respecto a Sg. Esta eliminacién fue acompafiada del reordenamiento de las
fracciones de los HAs presentes en la muestra, donde se puede observar una
disminucion en la abundancia relativa en el contenido de HAs de cadena corta,
mientras que la correspondiente a la fraccién pesada fue similar a la encontrada en el
compost. Estos cambios se deben a la eliminacién del 81 % de HAs de cadena corta y

del 63 % en los de cadena intermedia.

La Tabla V.19 y Figura V.22 detallan los resultados del contenido de PAHSs al
finalizar el tratamiento de estimulacidon con compost acoplado a la aplicacién de PS. Se
encontrd una disminucion significativa del contenido de PAHs del 50 % respecto de Sy,

correspondiente a la eliminacion adicional del 29 % con respecto a SOx,.
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Tabla V.19. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) del suelo original (Sy), del suelo
luego de la aplicacion de PS (SOx,) y final del tratamiento de estimulacién con compost (SOXE).

Microcosmos PAHs 3 anillos 4 anillos 5 anillos 6 anillos
[mg Kgss '] [%] [%] [%] [%]
So 214 (a) 35.6 47.8 6.2 10.4
SOXxg 151 (b) 27.0 48.8 6.5 17.7
SOxE 106 (c) 17.4 51.5 11.1 20.0
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Figura V.22. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(So) y suelo oxidado (SOxg) y suelo oxidado estimulado al finalizar el tratamiento (SOxE). A. Detalle de
cada fraccién de PAHs, expresado como mg de compuesto Kgss . B. Contenido de PAHs segun el nimero
de dtomos de carbono. C. Composicion relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla

V.19.
La Tabla V.20 detalla el porcentaje de eliminacién de cada PAH con respecto al
valor determinado en Sy y la fraccién biodisponible porcentual de cada hidrocarburo

con respecto al total.
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Tabla V.20. Porcentaje de eliminacidon y fraccion biodisponible. Detalle de la eliminacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) respecto de los valores de Sy y porcentaje biodisponible de
cada compuesto luego de 12 meses de la estimulaciéon con compost acoplada a la aplicacién de PS.

Compuesto Eliminacion [%] Fraccion biodisponible [%]
Naftaleno 0 No detectado
Acenaftileno 76 No detectado
Acenafteno 57 8.45
Fluoreno 90 No detectado
Fenantreno 71 28.85
Antraceno 83 No detectado
Fluoranteno 54 1.49
Pireno 43 2.45
Benzo [a] antraceno 38 4.26
Criseno 54 No detectado
Benzo [b] fluoranteno/ Benzo [K] 7 1.57
fluoranteno

Benzo [a] pireno 27 No detectado
Indeno [1, 2, 3 - cd] pireno 77 No detectado
Dibenzo [a, h] antraceno -180 No detectado
Benzo [g, h, i] perileno -70 No detectado

Se encontrdé que la mayor eliminacién fue de fluoreno, antraceno, indeno [1, 2, 3
- cd] pireno, acenaftileno, fenantreno, acenafteno y fluoranteno. En estos
microcosmos se encontré el incremento de dibenzo [a, h] antraceno y benzo [g, h, i]

perileno respecto de So.

La estimulacion con compost al suelo oxidado provocd un incremento en los
valores de PAHSs biodisponibles, cuya valor fue de 47.07 %. Como se detalla en la Tabla
V.20, el fenantreno y el acenafteno fueron los PAHs que mayor biodisponibilidad

presentaron al finalizar el tratamiento.

La medida del Carbono Total Disuelvo (CTD) del microcosmos SOXxE fue
significativamente mayor a la encontrada en el suelo original, con un valor de 138 + 2
mg C L. Sin embargo este valor resultd significativamente inferior al encontrado en

SOXo.

La Figura V.23 presenta los resultados de los andlisis espectroscépicos de los
extractos (Dilucidon 1:4); en los que se encontré que la relacién E4/Es para estos

microcosmos fue de 3.8, menor a la encontrada en Sg y SOx,.
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Figura V.23. Analisis de los extractos alcalinos. A. Espectro de absorcién de Sy, SOxo, SOXE y Compost. B.
Matriz de Excitacion Emision de Fluorescencia de S,. C. Matriz de Excitacién Emision de Fluorescencia de
SOxq. D. Matriz de Excitacion Emisidn de Fluorescencia de SOxE. E. Matriz de Excitacién Emisidon de

Fluorescencia del compost.

La matriz de excitacion emision de fluorescencia de estos extractos mostrd un

maximo de emisidn en la Regidn 1, correspondiente a sustancias humicas del suelo se

ubicé en A x325- A ¢y 425 Nm.
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Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

Las Figuras V.24 y V.25 describen la dindmica de las poblaciones cultivables
durante el tiempo de ensayo. En términos generales, todas las poblaciones cultivables

se recuperaron durante el primer mes de tratamiento.
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Figura V.24. Dinamica de las poblaciones de bacterias heterétrofas (BH), hongos (RH) y bacterias que
solubilizan fésforo (BSP) durante el tratamiento en el microcosmos SOXE. En lineas punteadas se indica
el valor de las poblaciones correspondientes a Sy, mientras que en el recuadro rojo el correspondiente a
SOXO.

La densidad de BH, luego de 7 dias de iniciado el tratamiento, alcanzé y mantuvo
el valor determinado en el suelo original, Sq, por aproximadamente tres meses, para
luego descender hacia el final del tratamiento. La densidad de BSP mostrd valores
significativamente superiores a los de S durante todo el tiempo de ensayo, alcanzando
un valor maximo el dia 90, y descendiendo luego hacia el final del tratamiento a partir

del mes 5 hasta el final del ensayo. La poblacién RH al igual que la BH, recuperd el valor

determinado en Sy luego de 7 dias de iniciado el tratamiento de estimulacidn.

El comportamiento de las poblaciones BD-HAs y BD-C fue similar. Ambos
recuentos fueron superiores, con respecto a los de Sy (p<0.05), durante el tratamiento.
La densidad de BD-PAHs mostré grandes fluctuaciones a través de todo el tratamiento,

alcanzando en diferentes momentos el valor determinado Sq.
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Figura V.25. Dinamica de las poblaciones de bacterias degradadoras de HAs (BD-HAs), degradadoras de
PAHs (BD-PAHs) y degradadoras de celulosa (BD-C) durante el tratamiento en el microcosmos SOXE. En
lineas punteadas se indica el valor de las poblaciones correspondientes a S, mientras que en el
recuadro rojo el correspondiente a SOXx,.

Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

La Figura V.26 muestra la dindmica de la actividad deshidrogenasa durante todo
el tratamiento, donde puede verse que fue significativamente superior a la del suelo
inicial. El efecto estimulatorio disminuyd significativamente a partir de los 6 meses de

tratamiento.

0 T T T L 1
0 100 200 300 400

Figura V.26. Dinamica de la actividad deshidrogenasa de los microcosmos SOXE durante todo el
tiempo de ensayo.

La Tabla V.21 presenta las determinaciones enzimaticas realizadas al final del

tratamiento.
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Tabla V.21. Actividades enzimaticas estudiadas en la caracterizacion del suelo bioestimulado con
compost luego de la aplicacién de PS (SOxE), al finalizar el tratamiento. Las medidas se realizaron por
triplicado.

Actividad So SOxo SOxE
Deshidrogenasa [pg TPF gss™ No detectado  No detectado 4 +3

Lipasa [ng pNPgss™] 189 + 4 (b) 267 £6 (a) 137 +12 (c)
Arilsulfatasa [ng pNPgss ] 33+1(a) 35+1(a) No detectado
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss ] 175 + 24 (b) 84 %23 (c) 359 + 39 (a)
Fosfatasa 4cida [ng pNPgss ] 103 £ 20 (b) 51+6 (b) 963 + 145 (a)
Ureasa [ugN-NHagss ] 236 (b) No detectado 263 +52 (a)
Proteasa [mg Tyr gss ] No detectado ~ No detectado  No detectado

Las actividades lipasa y arilsulfatasa, fueron significativamente menores con
respecto a Sp y SOxo. La actividades fosfatasas y ureasas mostraron un incremento con

respecto a los valores de referencia (p<0.05). La actividad proteasa no mostré cambios.

Ensayos de fitotoxicidad

La Figura V.27 muestra los resultados del test de toxicidad en semillas de Lactuca
sativa L utilizando los extractos acuosos de estos microcosmos al finalizar el

tratamiento.

Como puede apreciarse, los extractos acuosos sin diluir provenientes de
microcosmos SOXE, al finalizar el tratamiento, mostraron un marcado efecto fitotoxico,

tanto en el IG % como en el IE %, con respecto al control y a Sg.

Como se observa en la Figura V.27.C y D, los extractos acuosos diluidos (al 50 %)
permitieron el desarrollo de plantulas con radiculas de calibre similar a las del control,
aungue de menor longitud. Los hipocdtilos de las plantulas también fueron de menor

longitud que las del control.
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Figura V.27. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de Sy, SOx, y SOXE y morfologia de las
plantulas de Lactuca sativa. A. indice de Inhibicion en la Germinacidn (IG %). B. indice de Inhibicién de
la Elongacidn radicular (IE %).C. Plantulas germinadas en presencia de agua (Control) D. Plantulas
germinadas en presencia del extracto acuoso diluido (50 %) de SOXxE al finalizar el tratamiento. Los
ensayos se realizaron utilizando extractos acuosos del suelo original (So) y de los microcosmos SOxg y
SOXE al finalizar el tratamiento.

Discusion

Los microcosmos SOxXE mostraron un descenso del pH, con respecto tanto de Sg
como de SOxp, asociado a la actividad microbiana. Este tratamiento provocé un
aumento en el contenido de CO, N y P, caracteristico del uso de este tipo de

enmiendas (Lau y Wong 2001).

Este tratamiento se asocid con la eliminacion significativa de al menos el 66 % de

HAs, correspondientes a los que denominamos livianos e intermedios. La poblacion de
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BD-HAs, estimulada en valores superiores a los de Sy podria ser la responsable de este
descenso. El incremento encontrado en la fraccion de HAs de alto peso molecular
puede ser asociado a los procesos de transformacién de la materia orgdnica
suplementada por el material utilizado como enmienda, como se describié en el

Capitulo IV y en la discusion anterior.

No obstante la dilucién del suelo por el agregado de enmienda, se encontré una
disminucion del contenido de PAHs del 29 % respecto de SOx, atribuida principalmente
a la fraccion de PAHs de bajo peso molecular, sin observar relacién entre la fraccién
biodisponible post aplicacion de PS y la eliminacidon luego del tratamiento de

estimulacion con compost.

Si bien el agregado de enmienda contribuye al incremento del CTD, al final del
tratamiento de estimulacion en SOXE, el valor de CTD fue menor al determinado en
SOxp indicando el consumo de compuestos solubles durante el desarrollo de la
poblaciones microbianas (Antizar- Ladislao y col., 2006b; Mordan Vieyra y col., 2009). La
relacion baja E4/Eg (3.8) determinada en estos extractos sugiere el enriquecimiento en
moléculas de alto grado de condensacién, caracteristico del proceso de humificacién

(Senesiy col., 2007).

El proceso de humificacion, podria influenciar en la afinidad de la interacciéon de
los PAHs con las distintas fracciones de las SH (Plaza y col.,, 2009), pudiendo
incrementar su biodisponibilidad, asi como provocar el “desecuestramiento”

observado de dibenzo [a, h] antraceno y benzo [g, h, i] perileno.

La presencia de PAHs biodisponibles luego de 1 afio de tratamiento podria
atribuirse a la falta de sustratos co-metabdlicos, sugerida por el alto grado de

condensacion de la materia organica soluble y el bajo contenido de CTD.

La estimulacién con compost permitio la recuperacién de todas las poblaciones
que fueron afectadas por la aplicacion de PS, incluso su estimulaciéon en valores
superiores al suelo original en tiempos mas cortos que los observados en SOxA y SOxC.
Esta observacion estaria asociada a la calidad nutricional del material, debido tanto al
aporte de nutrientes facilmente asimilables como a la comunidad aldctona

proveniente del compost (BH, RH y BSP, sin detectarse BD-PAHs) proporcionada a
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través de la enmienda (ver Anexo /). Del mismo modo, el aumento de la densidad de
poblacion de BSP podria asociarse en parte, al incremento de P determinado para

estos microcosmos, y correlacionarse con el aumento de las actividades fosfatasas.

El mayor valor alcanzado por las poblaciones de BD-HAs y BD-C en SOxo, fue
reducido inicialmente por la estimulacidn con compost, probablemente debido a la
competencia asociada a la recuperacion de las otras poblaciones. La poblacién de BD-
PAHs resiliente se vio estimulada por el agregado de compost al suelo, alcanzando
rapidamente un valor similar al de Sy, resultando mas apta que las BD-HAs y BD-C en
las fases tempranas del compostaje. Las poblaciones de BD-HAs y BD-C mostraron un
recuento maximo luego de seis meses, el cual podria asociarse a la transformacion del
material utilizado como enmienda, aportando sustratos compatibles con estas

poblaciones.

En términos de funcionalidad, los microcosmos SOXE mostraron una mejora
global, aunque de menor magnitud que la encontrada en los microcosmos SOxC. La
actividad deshidrogenasa y ureasa podrian asociarse a la estimulacién promovida por
el aporte de nutrientes a través de la enmienda empleada, activando asi los ciclos del C
y N. El descenso observado en la actividad lipasa, con respecto a Sg y SOx,, podria ser
indicador de una menor actividad degradadora de los hidrocarburos. La falta de
actividad arilsulfatasa puede atribuirse a la inhibicion de la enzima por el alto

contenido de sulfatos en los microcosmos.

De modo analogo a lo descripto en los microcosmos SOxC, los extractos acuosos
de SOxE mostraron un elevado IG % e IE %, atribuido probablemente a un retardo en la

germinacion.
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Doble estimulacion con compost acoplada a la aplicacion de PS (SOxDE)

Luego de seis meses de realizada la estimulacidn con compost, se practicéd una

segunda aplicacién cuyo efecto se monitoreo por seis meses.

Estudios quimicos y fisicos

La Tabla V.22 presenta la caracterizacion de muestras de los microcosmos de
suelo oxidado y estimulado con dos agregados de compost secuenciales (SOxDE), al
final del tratamiento, donde se observa el descenso del pH (respecto de So y de SOxo).
El contenido de CO fue 5.9 veces superior al determinado en Sy, mientras que el
contenido de N fue 5.5 veces superior respecto del mismo valor de referencia.
También se encontrd un incremento significativo en el contenido de P, de 39.5 veces el
valor encontrado en Sg, de la CE y un descenso del contenido de sulfatos, con respecto
a SOxgq.

Tabla V.22. Analisis quimico del suelo original (Sy), y de los microcosmos de suelo luego de la
aplicacion de persulfato de amonio (SOx,) y suelo doblemente estimulado con compost post
aplicacion de PS al finalizar el tratamiento (SOxDE). Medida de pH, Conductividad Eléctrica (CE, [uS cm’

1), Potencial redox (Eh, [mV]), Carbono Orgénico (CO %), Nitrogeno total (N %), Fosforo disponible (P,
[mg Kg'l]) y azufre de sulfatos (s0.%, [mg Kg'l]).

Propiedades So SOxq SOxDE

pH final 8.81+0.1 7.1+0.1 6.58 £0.1
CE [uS cm™] 634+12  5110+99 11365 + 134
Eh [mV] 236+ 2 291+2 261+6

CO [%] 22+09 240+006 12.9%0.3

N [%] 02+0.1 0.519+0.003 1.11+0.01
C:N 11.0 4.6 11.6

P [mgkg™] 83+0.6 14.5+0.7 328+0
C:N:P 0.3:0.03:1 0.16:0.03:1  0.04:0.003:1
SO.% [mgKg']. 976 8407 + 16 3120+ 16

La Tabla V.23 y la Figura V.28 describen los cambios observados en el contenido

de HAs al finalizar el tratamiento.

Se encontro eliminacion significativa en el contenido de HAs de al menos 45 %
con respecto a So. La mayor eliminacién se vio en el contenido de HAs de cadena
liviana (79 %), seguido de la eliminacién de los correspondientes a la fraccion de peso

intermedio (46 %). Esta eliminacion produjo la reestructuracion de los HAs presentes
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en la muestra, donde se puede observar una disminucion en la abundancia relativa en
el contenido de HAs de cadena corta, mientras que la correspondiente a la fraccién
intermedia fue similar a la encontrada en el compost. Se observé un incremento en el
contenido de HAs de mayor peso molecular.

Tabla V.23. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) del suelo original (Sy), y de los microcosmos de
suelo luego de la aplicacion de PS (SOx,), al final del tratamiento de doble estimulaciéon con compost

(SOxDE). Se incluyeron los valores correspondientes al compost utilizado para la estimulacion con fines
comparativos.

Microcosmos HAs C9-C20 C20-C29 C29-C35
[mg kgss '] (%] [%] [%]
So 2456 (a) 52.9 421 5.0
SOxq 2441 (a) 48.6 435 7.9
SOxDE 1349(b) 20.6 41.4 38.0
Compost 2401 (a) 40.9 35.1 24.0
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Figura V.28. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (Sy), suelo
oxidado (SOxp) y suelo oxidado doblemente estimulado al finalizar el tratamiento (SOxDE). A. Detalle de
cada fraccién de HAs, expresado como mg de compuesto Kgss . B. Contenido de HAs segun el nimero
de dtomos de carbono. C. Composicion relativa [%]. Los valores numéricos se presentan en la Tabla
V.23.

La Tabla V.24 y Figura V.29 detallan los resultados del contenido de PAHSs al

finalizar el tratamiento de doble estimulacién con compost acoplado a la aplicacion de
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PS. Se encontrdé una disminucidn significativa del contenido de PAHs del 73 % respecto

de Sy, equivalente al 62 % con respecto a SOx,.

Tabla V.24. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (PAHs) del suelo original (S,), del suelo
luego de la aplicacion de PS (SOx,) y final del tratamiento de doble estimulacidon con compost (SOxDE).

Microcosmos PAHSs 3 anillos 4 anillos 5 anillos 6 anillos
[mg ks '] [%] [%] [%] [%]
So 214 (a) 35.6 47.8 6.2 10.4
SOxg 151 (b) 27.0 48.8 6.5 17.7
SOxDE 58 (c) 14.7 52.8 22.2 10.3
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Figura V.29. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(So), suelo oxidado (SOx,) y suelo oxidado doblemente estimulado al finalizar el tratamiento (SOxDE). A.
Detalle de cada fraccion de PAHs, expresado como mg de compuesto kgss'l. B. Contenido de PAHs
segln el numero de atomos de carbono. C. Composicion relativa [%]. Los valores numéricos son
descriptos en la Tabla V.24.

La Tabla V.25 detalla el porcentaje de eliminaciéon de cada PAH con respecto al
valor determinado en Sy y la fraccién biodisponible porcentual de cada hidrocarburo

con respecto al total.
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Tabla V.25. Porcentaje de eliminacion y fraccion biodisponible. Detalle de la eliminacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) respecto de los valores de Sy y porcentaje biodisponible de
cada compuesto luego de 6 meses de la segunda estimulacién con compost acoplada a la aplicacién de
PS.

Compuesto Eliminacién [%] Fraccién biodisponible [%]
Naftaleno 0 No detectado
Acenaftileno 87 0.89
Acenafteno 100 No detectado
Fluoreno 100 No detectado
Fenantreno 87 18.27
Antraceno 92 0.73
Fluoranteno 74 2.10
Pireno 67 3.76
Benzo [a] antraceno 66 8.39
Criseno 80 10.38
Benzo [b] fluoranteno/ Benzo [k] 42 6.42
fluoranteno

Benzo [a] pireno 60 0.58
Indeno [1, 2, 3 - cd] pireno 93 No detectado
Dibenzo [a, h] antraceno -59 No detectado
Benzo [g, h, i] perileno 6 No detectado

Como se detalla en la Tabla V.25, se produjo la eliminacidn total de acenafteno,
fluoreno, y un alto porcentaje de la eliminacién de indeno [1, 2, 3 - cd] pireno,
antraceno, fenantreno, acenaftileno, criseno y fluoranteno, con respecto a Sq. Se
encontré que el dibenzo [a, h] antraceno mostré un incremento significativo de su

concentracion con respecto del suelo antes de la aplicacion de PS.

Esta estrategia incrementd los valores de biodisponibilidad de PAHs al 51.54 %,
principalmente de fenantreno (3 anillos), criseno y benzo [a] antraceno, que son

compuestos de 4 anillos aromaticos.

La medida del Carbono Total Disuelvo (CTD) del microcosmos SOxDE fue
significativamente mayor a la encontrada en el suelo original, y menor a la

correspondiente a SOxp, con un valor de 189+ 3 mg C L™t

La Figura V.30 presenta los resultados delos analisis espectroscépicos de los

extractos (dilucion 1:10).
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Figura V. 30. A. Espectro de absorcidn de So. B. Matriz de Excitacién Emision de Fluorescencia de
So- C. Matriz de Excitacion Emisién de Fluorescencia de SOx,. D. Matriz de Excitacion Emisidn de
Fluorescencia de SOxDE. E. Matriz de Excitacion Emisién de Fluorescencia del compost.
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Del analisis de los espectros se encontré que la relacion E;/E¢ para estos
microcosmos fue de 3.8, significativamente menor a la encontrada en Sg y SOxo. El
espectro de absorcidn de los extractos SOxDE fue muy similar al encontrado en los

correspondientes al compost.

La matriz de excitacién emisién de fluorescencia de los extractos alcalinos de
microcosmos SOXDE mostré una region de emision, correspondiente a sustancias
humicas del suelo se ubico algo desplazada respecto de la Region 1, en A ¢ 325- A en
425 nm, y dos maximos de emisién posicionados, en A ¢ 325- A ¢y 370, Y A x 325- A em

380 nm, region caracteristica de emision de los PAHs, Region 2.

Analisis de las poblaciones microbianas cultivables

Las Figuras V.31 y V.32 describen la dindmica de las poblaciones cultivables

durante el tiempo de ensayo.
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Figura V.31. Dinamica de las poblaciones de bacterias heterétrofas (BH), hongos (RH) y bacterias que
solubilizan fésforo (BSP) durante el tratamiento en el microcosmos SOXDE. La flecha indica el
momento del segundo agregado de compost. En lineas punteadas se indica el valor de las poblaciones
correspondientes a Sy, mientras que en el recuadro rojo el correspondiente a SOx,

La aplicacion del segundo estimulo mediante el agregado de compost luego de 6
meses de aplicada la primera enmienda, no evidencidé cambios significativos sobre la

densidad de las poblaciones BH ni de BSP, las cuales se mostraron estables hasta el

final del tratamiento. La segunda estimulacién con compost, produjo un rapido
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incremento de la poblacion de hongos, aunque de corta duracion. El periodo
comprendido entre el mes 8 y 12 de ensayo esta poblacion mostré un incremento
sostenido en el valor del recuento igualando en densidad a los valores de las

poblaciones BH y BSP.
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Figura V.32. Dinamica de las poblaciones de bacterias degradadoras de HAs (BD-HAs), degradadoras
de PAHs (BD-PAHs) y degradadoras de celulosa (BD-C) durante el tratamiento en el microcosmos
SOXDE. La flecha indica el momento del segundo agregado de compost. En lineas punteadas se indica el
valor de las poblaciones correspondientes a So, mientras que en el recuadro rojo el correspondiente a
SOXO

La segunda aplicacién de compost produjo una reduccion en la densidad de las
poblaciones especificas de BD-HAs, BD-PAHs y BD-C. Con excepcién de las BD-PAH, las
poblaciones degradadoras comenzaron a incrementar su densidad hasta el final del
tratamiento, estabilizdndose en los valores superiores alcanzados luego de la primera

estimulacion. A diferencia de la poblacién BD-HAs, las BD- C tuvieron un valor maximo

luego de 2 meses de realizada esta segunda intervencion.
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Caracterizacion de la funcionalidad del suelo

La Figura V.33 describe la dinamica de la actividad deshidrogenasa durante el

tiempo de ensayo. La segunda aplicacién de compost estimuld la actividad dejando

una actividad deshidrogenasa incrementada, al finalizar el tratamiento.
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Figura V.33. Dinamica de la actividad deshidrogenasa de los microcosmos SOXDE durante todo el
tiempo de ensayo. La flecha indica el momento de la segunda aplicacion de compost.

La Tabla V.26 presenta los resultados enzimaticos al finalizar el tratamiento.

Globalmente, se logré recuperar la funcionalidad del suelo. Las actividades lipasa,

fosfatasas, ureasa y proteasas mostraron un incremento significativo con respecto a Sy,

sin embargo, la actividad arilsulfatasa fue significativamente menor (no detectada).

Tabla V.26. Actividades enzimaticas estudiadas en la caracterizacion del suelo bioestimulado con dos
agregados de compost luego de la aplicacion de PS (SOxDE) al finalizar el tratamiento. Las medidas se

realizaron por triplicado.

Actividad So SOxo SOxDE
Deshidrogenasa [ug TPF gss'l] No detectado  No detectado 26+6

Lipasa [ng pNPgss ] 189+ 4 (c) 267 + 6 (b) 1547 + 358 (a)
Arilsulfatasa [ng pNPgSS'l] 33+1 351 No detectado
Fosfatasa alcalina [ng pNPgss ] 175 + 24 (b) 84 %23 (c) 1191 + 38 (a)
Fosfatasa 4cida [ng pNPgss ] 103 + 20 (b) 51+6 (b) 1210 + 351 (a)
Ureasa [HUgN-NHagss '] 236 (b) No detectado 379 + 17 (a)
Proteasa [mg Tyr gss '] No detectado  No detectado  0.07 +0.01
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Ensayos de fitotoxicidad

La Figura V.34 muestra los resultados obtenidos en el test de toxicidad aguda

utilizando los extractos provenientes de microcosmos SOxDE al finalizar el tratamiento.
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Figura V.34. Ensayos de fitotoxicidad de los extractos acuosos de S, SOx, y SOXDE. A: indice de
Inhibicidon de la germinacién (IG %). B: indice de Inhibicién en la elongacién radicular (IE %). Los ensayos
se realizaron utilizando extractos acuosos del suelo original (Sy) y de los microcosmos de SOx, y SOxDE.

Los microcosmos SOxDE sin diluir (100 %) mostraron un IG % significativamente
superior al control y al valor medido en Sy sin mostrar cambios con el correspondiente

a SOxo.

Estos extractos también mostraron efecto significativo en el IE %, revirtiendo el
efecto observado en Sy, promoviendo el desarrollo de plantulas con radiculas de
menor longitud y mayor didmetro, e hipocdtilos de menor longitud que las

correspondientes a extractos del suelo original.
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Discusion

El pH de los microcosmos SOxDE, al final del tratamiento fue menor a los
determinados tanto en So como de SOxo, y atribuido a la actividad biolégica en estos
microcosmos. El contenido de C y N fue superior, asi como el contenido de P, con
respecto a So y SOx,, debido al aporte proporcionado por la enmienda utilizada, sin
mostrar mayores diferencias con los valores correspondientes a los microcosmos SOXE.
Debido al tratamiento oxidativo con PS la concentracidn de sulfatos, si bien fue menor
a la determinada en SOx,, resultd significativamente aumentada en SOxDE, al igual que

en los tratamientos SOxC y SOXE, con respecto a So.

La segunda aplicacion de enmienda estimuld la eliminacién de HAs de al menos
el 45 % con respecto a Sy, aun resultando el compost una fuente potencial de
hidrocarburos alifaticos (Plaza y col., 2009). Al igual que en tratamientos anteriores, la
mayor eliminacion se observé en la fraccién de HAs livianos. A causa de la eliminacién,
se evidencié una reestructuraciéon en la abundancia relativa de estos hidrocarburos, en
donde se observd el predominio de las fracciones de HAs de cadena intermedia y
pesada. Esta eliminacion podria estar asociada a la densidad de poblaciones
degradadoras de HAs y celulosa, que mostraron un valor maximo luego de 2 meses de

realizada la segunda aplicacion de compost.

El valor de CTD en los microcosmos SOxDE fue significativamente menor al
encontrado en SOxo, lo que evidencia la activa degradacién biolégica de los
compuestos solubles (Antizar-Ladislao y col., 2006b) asociado al sostenido nivel de las
poblaciones bacterianas generalistas y degradadoras de HAs, que superé al encontrado
en So. No obstante, el contenido residual de HAs fue mayor que el determinado en los

microcosmos SOXE.

Finalizado el tratamiento, el valor de CTD fue aun superior al encontrado en
SOXE, y al igual que en este microcosmos la relacién E;/Es fue baja sugiriendo un

mayor contenido de SH de alto grado de condensacién (Moran Vieyra y col., 2009).

Aun considerando la dilucidon del suelo producida por el doble agregado de
compost en SOxDE, los compuestos de 3 y 4 anillos aromaticos fueron los que

mostraron mayor descenso relativo. Esta estrategia fue el Unico tratamiento acoplado
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a la aplicaciéon de PS donde no se observd “desecuestramiento” de benzo [g, h, i]
perileno. La eliminacién de PAHs no se vio reflejada en la densidad de su poblacién
degradadora, que solo alcanzo el valor determinado en el suelo antes de los

tratamientos, luego de 6 meses de aplicada la primer enmienda.

Finalizado el tratamiento, la funcionalidad global del suelo se vio expresada con
mayor intensidad que en los microcosmos SOxE, lo que permite inferir que la
comunidad microbiana aun podria estar metabolizando activamente distintos
compuestos. Particularmente, la mayor actividad lipasa permite inferir que
prolongando la incubacidn podria reducirse aun el residual de hidrocarburos (Brzeszcz
y col., 2016). La ausencia de actividad arilsulfatasa fue atribuida a la inhibicién por el

alto contenido de sulfatos en el suelo, como consecuencia del tratamiento oxidativo.

Si bien se observd eliminacion de los contaminantes, los extractos acuosos
provenientes de los microcosmos SOXDE no lograron revertir el efecto fitotdxico
ocasionado luego de la aplicacion de PS, evidenciados tanto en el IG % como en el IE %.
Sin embargo, las plantulas desarrolladas con extractos diluidos fueron similares a las
del control, sugiriendo un retardo en la germinacion de las semillas y el desarrollo
posterior de las plantulas provocado por la elevada CE, el alto contenido de sulfatos, la
posible acumulacién de productos de degradacién de hidrocarburos y la mayor
biodisponibilidad de PAHs observada. Estos son factores que influyen negativamente
en el proceso germinativo, pudiendo provocar alteraciones morfoldgicas, retardo
germinativo o incluso la inhibiciéon del proceso de germinacién (Masakorala y col.,

2013).
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Comparacion de los tratamientos

Las estrategias aplicadas para promover la eliminacion de hidrocarburos del
suelo crénicamente contaminado y oxidado pudieron ser divididas segin el modo de

incrementar la actividad biolégica del suelo post tratamiento oxidativo.

c) A través de la correccion y mantenimiento de la humedad, temperatura vy
aireacion del suelo en los microcosmos SOXA con la intencidn de aumentar la actividad

de la comunidad microbiana autdctona.

d) Mediante el agregado de materia organica y comunidad asociada (aléctona) con
la intencién de aumentar la concentracidn de materia orgdnica disponible y densidad

de poblaciones microbianas, en los microcosmos SOxC, SOxE y SOxDE.

Las Figura V.35 y V.36 muestran la concentracion de HAs y PAHs remanente en
los microcosmos al finalizar los tratamientos, en comparacion con el valor de

concentracion determinado en el suelo original, So.

Como puede apreciarse en la Figura V.35, todas las intervenciones realizadas
sobre el suelo luego de la remediacién quimica mostraron en distinta medida, la
significativa eliminacién de HAs, independientemente de la modalidad empleada,
principalmente de HAs de cadena liviana. Esta eliminacién oscilé entre el 45 % y el 68

% de eliminacién.

A causa del empleo de enmiendas organicas, los microcosmos SOxC, SOxE y
SOxDE resultaron con una mayor abundancia relativa de HAs de cadena pesada,
reflejando la dindmica del tratamiento, descripta en el Capitulo IV y en las discusiones

previas.

La aplicacion de PS produjo la eliminacion del 30 % de PAHs en los microcosmos

SOxq, principalmente de la fraccion de bajo peso molecular (Figura V.36).
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Figura V.35. Contenido de Hidrocarburos Alifaticos (HAs) de los sistemas suelo original (So) y
microcosmos de suelo post aplicacion de PS (SOx,), suelo oxidado acondicionado (SOxA), suelo oxidado
compostado (SOxC), suelo oxidado estimulado con compost (SOxE y SOxDE) al finalizar los tratamientos.
A. Contenido total de HAs, expresado como mg de compuesto kgss'l. B. Composicidn relativa [%)].

La estimulacién de la comunidad microbiana autdctona mediante el
acondicionamiento promovid una eliminacién adicional del 25 % de PAHs, con

respecto a SOxp, con mayor eliminacion de compuestos de 3 anillos aromaticos y con la

acumulacién de PAHs de alto peso molecular.

El tratamiento de compostaje y estimulacién con compost, microcosmos SOxC y
SOxE, promovieron una eliminacién adicional del 34 % y 29 % de PAHs,
respectivamente, probablemente a causa de la diluciéon por el agregado de enmiendas.
No obstante, se observd mayor eliminacién de compuestos de 3 y 4 anillos aromaticos,
con la acumulacién de la fraccion de PAHs de 5 anillos. La doble estimulacién con
compost, microcosmos SOxDE, presentd una eliminacion del 62 % adicional en el

contenido de PAHSs, con respecto a SOxo.
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Figura V.36. Contenido de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) de los sistemas suelo original
(So), y microcosmos de suelo post aplicacidon de PS (SOxg), suelo oxidado acondicionado (SOxA), suelo
oxidado compostado (SOxC), y suelo oxidado estimulado con compost (SOXE y SOxDE) al finalizar los
tratamientos. A. Contenido total de PAHs, expresado como mg de compuesto kgss'l. B. Composicion
relativa [%].

Con la intencién de hacer un andlisis comparativo de los tratamientos, evaluando
su influencia en las propiedades bioldgicas de los microcosmos, se realizé un andlisis
de componentes principales. La Figura V.37 muestra el grafico obtenido segln los dos
primeros componentes principales (PC1 y PC2), que explican el 73.4 % de la varianza

total. La Tabla V.27 presenta la contribuciéon de cada variable en PC1 y PC2. La linea

punteada representa la distancia euclidea que separa los tratamientos.

Como muestra la figura, Sg, SOxy y SOxXA son los microcosmos con mayor
asociacién a la concentracién de PAHs residual y al mayor contenido de HAs de cadena
liviana e intermedia. La separacion de estos microcosmos de aquellos estimulados con
enmiendas orgdanicas pudo atribuirse al mayor contenido de C, N y P, resultando una
mayor funcionalidad y densidad de poblaciones especialistas de BSP, degradadoras de
HAs y de celulosa. El desplazamiento observado del microcosmos SOxDE, respecto de

SOxC y SOXE refleja la mayor intensidad a las variables antes descriptas.
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Figura V.37. Analisis de Componentes Principales aplicado a las variables fisicas, quimicas y biolégicas
determinadas en los microcosmos Sy, SOxg, SOXA, SOXC, SOXE y SOxDE al finalizar los tratamientos.

Los microcosmos Sqg y SOxA se separaron de los microcosmos SOxp en el

Componente 2, atribuyendo esta separacidon a la concentracién significativamente

aumentada de sulfatos, de CTD y de PAHSs biodisponibles en SOxq, y a la recuperacion

de la poblacién de BH en SOxA.
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Tabla V.27. Detalle de la contribucién de cada variable analizada mediante la comparacion de sistemas
realizada en el ACP, en el Componente Principal 1 (PC1) y en el Componente Principal 2 (PC2).

Variable PC1 PC2

co 0.9850 0.2112

N 0.8618 -0.0076
P 0.9543 0.2553

CTD 0.1398 -0.8471
E4/Es -0.3223 -0.1503
CE 0.9316 -0.0548
S0~ 0.0696 -0.8219
C9-C20 -0.8204 -0.3182
C20-C29 -0.8501 -0.4035
C29-C35 0.7163 -0.1746
PAHSs -0.8924 -0.3714
PAHs* (Biodisponibles) -0.0288 -0.9999
Deshidrogenasa 0.2865 -0.1096
Lipasa 0.6075 -0.2157
Arilsulfatasa -0.3669 -0.6147
Ureasa 0.9783 -0.4641
Fosfatasa alcalina 0.8501 0.1231

Fosfatasa acida 0.7755 0.4216

BH 0.0823 0.9318

BSP 0.9054 -0.4844
RH 0.6212 0.3866

BD-PAHs 0.2765 0.7184

BD-HAs 0.8584 -0.3317
BD-C 0.8221 -0.4466
IG % 0.6640 -0.4311
IE % 0.6640 -0.4311

En negrita se resaltan los valores que fueron mayor o igual a 2/3 del valor mdximo encontrado en cada
componente, lo que indica que la variable contribuye a explicar la varianza del sistema en ese
componente.

Analisis multivariado de las matrices de excitacion emision de fluorescencia

Con la intencién de interpretar los cambios observados en las matrices de
excitacion emision de fluorescencia (MEEF), de modo analogo a lo desarrollado en el
Capitulo IV, se realizé el estudio integrado, mediante el andlisis Parallel Factor

(PARAFAC).

Con este objetivo, se empled un extracto del suelo SP, un extracto del compost

maduro y una solucidn saturada de los 16 PAHs (mix) para identificar e interpretar la
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contribucion de cada familia de compuestos, y su naturaleza, en los extractos de los

suelos, antes y después de los distintos tratamientos.

Para lograr resolver los espectros de modo satisfactorio, logrando observar un
maximo de emisidn por especie, se requirieron un minimo de 11 especies distintas en
el andlisis. La Figura V.38 presenta los espectros de emision correspondiente a cada

especie encontrada.
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Figura V.38. Espectros de emision de cada especie fluoréfora encontrada

La Figura V.39 presenta los resultados de la contribucion relativa de cada familia
en el analisis integral, presentes en los extractos de los sistemas estudiados. El color de
las especies se corresponde en ambas figuras (38 y 39). Como se menciond en el
Capitulo 1V, las especies que mostraron su maximo de emisidon a mayor longitud de
onda se corresponden con las SH, mientras que los de menor longitud de onda (< 350

nm) se asocian a los PAHs (Ferretto y col., 2014).

Para la solucidén saturada de los 16 PAHs (mix) se distinguieron 4 especies como
principales contribuyentes (con una contribucion a la fluorescencia total > 7 %). En el
extracto de SP se encontraron 7 especies de fluoréforos, 6 de las cuales también se
detectaron en el extracto de compost, pero en distinta proporcion. Las especies
principales para SP y para el compost no se distinguieron en la mezcla de PAHs (o su

contribucién fue despreciable). Tampoco se aprecid la contribucion de los fluoréforos
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de PAHs en el extracto de compost. Por lo tanto, el analisis realizado resuelve

correctamente los 3 controles utilizados (SP, Mix y compost).
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Figura V.39. Contribucion relativa de cada familia de fluoréforos presentes en los extractos de cada
microcosmos, solucidén acuosa saturada de PAHs (mix) y extractos de SP y compost.

En la Figura IV.40.A se muestra la intensidad de fluorescencia de cada extracto, y
en la Figura IV.40.B la contribucién de la fluorescencia aportada por los PAHs y por la

MOS a la fluorescencia total de cada extracto.

En la figura se observa que las especies comunes en los extractos de SP no
estuvieron representadas en el extracto de la mezcla de PAHSs, o si lo estuvieron, su
contribucién fue minima. Del mismo modo, no fue apreciada la contribucion de los
fluoréforos de PAHs en el extracto de compost. La pequefia contribucién de éstos en el
extracto de SP podria atribuirse a la contaminacion difusa del suelo del predio, como
se menciond en el Capitulo IV, permitiendo afirmar que el andlisis realizado resuelve

correctamente los 3 controles utilizados (SP, Mix y compost).

Para completar el andlisis fueron considerados los pardmetros CTD y las
relaciones E4/Eg, previamente determinadas en los distintos extractos de suelo luego

de los tratamientos, que se presentan en la Tabla V.28.
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Figura V.40. A. Fluorescencia total en cada microcosmos. B. Contribucién a la fluorescencia total
aportada por los PAHs y por la materia organica del suelo en los extractos de cada microcosmos.

Tabla V.28. Valores de Carbono Total Disuelto (CTD, [mg L™]) y relacién E,/Es obtenida del anlisis de
los extractos alcalinos de los diferentes microcosmos.

Propiedades So SOx, SOxA SOxC SOXE SOxDE Compost SP

CTD [mgL'l] 96 £+ 3 226+2 57 +2 6222 + 138 +2 189 + 3 363+3 151 %
(d) (a) (f) 0.05 (e) (c) (b) 1

E4/Es 15.0 17.7 7.1 23.0 3.8 3.8 4.6 13.7

La fluorescencia encontrada en Sg correspondié un 74.7 % al aporte de la materia

organica, mientras que un 25.3 % a la presencia de PAHs (Figura V.40.B).
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La aplicacion de PS produjo un incremento en la fluorescencia total de
aproximadamente 300 % en los extractos alcalinos de SOxq, probablemente debido al
incremento del CTD enriquecido en compuestos de naturaleza fluorescente, en mayor
proporcion que la correspondiente a So, Tabla 28. Un 87.9 % de la fluorescencia del
extracto de SOxo fue atribuida la materia orgdnica (Figura V.39). El cambio en la
composicion relativa de los fluoréforos encontrado en SOxq, con respecto a la
correspondiente en Sy, explicaria el leve corrimiento observado de la Region 1 de la
MEEF con respecto a la posiciéon en Sy, atribuido al efecto oxidativo del PS sobre la
MOS. La ausencia de la Regidn 2 en la MEEF de estos microcosmos seria atribuida al

incremento del CTD que podria interferir en la extraccion de los PAHs.

El acondicionamiento del suelo (microcosmos SOxA) produjo un leve aumento de
la intensidad de fluorescencia de los extractos, con respecto a Sg, En estos extractos se
observd la reestructuracion de la contribucién de fluorescencia de cada familia de
fluoréforos presentes en la muestra, con respecto de la correspondiente a SOXxo,
asociado al corrimiento de la Regién 1 observado en la MEEF de estos microcosmos.
Este corrimiento refleja la humificacion (baja relacién E4/E¢) de la MOS producto del

metabolismo de poblaciones resilientes.

Sin embargo, la fluorescencia total en estos microcosmos fue menor que la
encontrada en SOx,, acorde al descenso del CTD encontrado. Estos cambios pueden
ser atribuidos a la actividad bioldgica en los microcosmos, con aumento de biomasa a
expensas de la materia orgdnica facilmente asimilable incrementada luego de la

aplicacion de PS.

Teniendo en cuenta lo observado en estos microcosmos: la incrementada
biodisponibilidad de los PAHs y la ausencia de la Region 2 en la MEEF, se podria sugerir

la asociacién de los PAHs a las SH insolubles (huminas).

El compostaje y la estimulacion con compost (una y dos aplicaciones),
microcosmos SOxC, SOxE y SOxDE, también provocaron cambios que se vieron
reflejados en un incremento en la abundancia relativa de las especies presentes en los
extractos de SP y del Compost, difiriendo sustancialmente de la composicién
observada tanto para Sg como para SOxp. La contribucion relativa de cada fluoréforo

en estos tres microcosmos resulté equivalente. El menor grado de humificacién de
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SOxC (alta relacidon E4/Eg) y la presencia de una especie fluoréfora adicional permitiria
explicar el desplazamiento del madximo de emisidn correspondiente a la Regién 1
observada en estos microcosmos con respecto a los maximos encontrados en los

microcosmos estimulados con compost.

La fluorescencia total de los microcosmos SOxC se incrementd con respecto a la
encontrada en SOx,, mientras que en SOxE y SOxDE fue menor. Sin embargo, la
contribucién de fluorescencia aportada por los PAHs a la fluorescencia total fue
relativamente baja en los tres microcosmos, con respecto a la correspondiente a Sq
(4.0, 2.3 y 7.4 % respectivamente). En el mismo sentido, la mayor fluorescencia total
de los microcosmos SOxC y la alta relacidén E4/E¢ encontrada en estos, es indicativa de
un extracto enriquecido en compuestos facilmente asimilables, de naturaleza

fluorescente.

En los microcosmos SOxXE y SOxDE el valor de CTD fue superior que el
correspondiente a Sg y SOxC. Considerando la baja relacidn E4/Es, se puede inferir que
la mayor concentracién de CTD determinada en los microcosmos estimulados se
corresponderia a compuestos de alto grado de condensacion de menor rendimiento

de fluorescencia, evidenciando una MOS de distinta naturaleza.

De modo andlogo a lo observado en SOxA, la alta biodisponibilidad de los PAHs y
la ausencia de la Region 2 en la MEEF de los extractos de los microcosmos de SOxC y

SOXE, sugiere la asociacion de los PAHSs a las huminas, impidiendo asi su visualizacién.

Debido a la presencia de la Regién 2 en la MEEF de los extractos de los
microcosmos SOxDE, la asociacién de los PAHs a las huminas se veria retrasada por la
segunda intervencidn. Esta asociacion resultaria independiente del tratamiento
aplicado (compost maduro vs compostaje) y de la calidad de la materia orgdnica
(E4/Eg). Estos resultados permiten inferir que la asociacion de los PAHs del suelo con la

esta fraccion de las SH (huminas) seria dependiente del tiempo de tratamiento.

249



Capitulo V

Impacto de los tratamientos sobre el potencial degradador de las comunidades

bacterianas del suelo

En esta parte del trabajo, se optimizaron las condiciones para la amplificacién
mediante real time PCR de los genes 16S rARN, RHDa-GP y RHDa-GN utilizando ADN
proveniente de Sy. La cantidad éptima de ADN molde fue 0.05 ng, y las temperaturas
de annealing para cada gen estudiado fueron 63, 50 y 55.4°C, respectivamente. Los
productos de PCR, que se visualizaron en geles de agarosa 2% (p/v) tefiidos con
GelRed, fueron del tamafio esperado para cada amplicon y mostraron una Unica

banda. Las curvas de melting mostraron un Unico pico.

Los clones GN1 (numero de acceso: KU608343) y GP5 (numero de acceso:
KU608338) obtenidos en el Capitulo Il (Ver Anexo VI), se usaron para la construccion
de las curvas de calibracién para la cuantificacidon de los genes dioxigenasa. También se
cloné el gen 16S rARN de B. canariense GV102, que se utilizd para la calibracion de la

cuantificacion del gen 16S rARN.

Las curvas de calibracion obtenidas se muestran en la Figura V.41. Las eficiencias
de las reacciones se calcularon a partir de las curvas y fueron 85.7, 73.7 y 91.8 % para

RHDa GN, RHDa GP y 16S rADN respectivamente.

La presencia de inhibidores se determiné utilizando un plasmido conteniendo el
gen de la Kanamicina, como se describié en materiales y métodos, el cual no fue
detectado en ninguna muestra ambiental. No se encontré inhibicion en las muestras

de S, SOxg, SOxA, SOxDE ni SOxC.
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Figura V.41. Curvas de calibracion para la cuantificacion de genes mediante real time PCR. Curvas de
calibracién de los genes 16S rARN, RHDa GN y RHDa GP mediante real time PCR, obtenidas mediante el
grafico del logaritmo del nimero de copias (equivalente al nimero de plasmidos) vs el valor de Ct, que
expresa el nimero de ciclos requeridos para incrementar la sefal de fluorescencia por encima del valor
de base (threshold line).

La Tabla V.29 muestra los valores del numero de copias del gen 16S rARN y genes
dioxigenasas para ambas poblaciones potencialmente degradadoras de PAH (RHDa GP
y GN), determinados en el suelo antes y después del tratamiento oxidativo y a
diferentes tiempos durante el acondicionamiento en los microcosmos SOxA.

Tabla V.29. Numero de copias de los genes 16S rARN, RHDa GN y RHDa GP. Dindmica del numero de

copias de los distintos genes cuantificados por real time PCR durante el tratamiento de
acondicionamiento y valores relativos al numero de copias del gen 16S rARN, indicado como porcentaje.

Numero de copias % (RHDa / 16S rADN)
Microcosmos 16S rARN/gss RHDa GN/gss RHDa GP/ gss RHDa GN RHDa GP
So 1.22E+09 (B)  4.92E+06 1.00E+08 (a) 0.4 8
SOxo 2.92E+08 (C)  Nodetectado  7.65E+05 (c) - 0.3
SOxA (1 mes) 1.71E+09 (B)  No detectado  4.68E+06 (c) - 0.3
SOXA (6 meses) 7.21E+08 (C)  No detectado  3.19E+05 (c) - 0.04
SOxA (9 meses) 5.06E+09 (A) Nodetectado  6.00E+07 (b) - 1
SOxA (12 meses)  4.01E+08 (C)  No detectado  8.48E+07 (a,b) - 21

En la tabla se aprecia el predominio del nimero de copias del gen RHDa GP (8 %)
y del RHDa GN (0.4 %) en So. Estos resultados pueden asociarse con la presencia de

miembros del género Mycobacterium y Pseudomonas determinados en el mismo suelo
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(Capitulo Ill) como representantes de las poblaciones degradadoras de PAH de Gram-

positivos y Gram-negativos, respectivamente.

La Figura V.42 muestra el impacto del PS sobre las poblaciones bacterianas

autdctonas resilientes en el suelo post oxidacion.
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Figura V.42. Dinamica del nimero de copias de los genes 16S rARN, RHDa GN y RHDa GP cuantificados
por real time PCR, expresados por gramo de suelo seco, durante el tratamiento de acondicionamiento
post aplicaciéon de PS.

La aplicacién de PS provocé un significativo impacto sobre la comunidad total del
suelo, reduciendo en aproximadamente un 1 orden de magnitud el nimero de copias
del gen 16S rARN y en 2 ordenes en numero de copias del gen RHDa GP,
representando este ultimo un 0.3 % de la poblacién. Mds aun, en estos microcosmos
no se detectaron copias del gen RHDa GN. Otros autores han estudiado el impacto de
la aplicacién de persulfato de sodio sobre suelos crénicamente contaminados, en
términos de poblaciones generalistas (16S rARN) y poblaciones especialistas (genes
alkB). Sutton y col.,, (2014c), tratando suelos crénicamente contaminados con
hidrocarburos, mediante la aplicacion de PS (0.3 g de persulfato de sodio/ gss) en
sistemas batch no detectaron genes 16S rARN ni alkB inmediatamente luego de la
aplicaciéon de PS. Sin embargo, cuando emplearon H,0; (en igual dosis) encontraron la
reduccion de 1 orden en el nimero de copias del gen 16S rARN, sin observar
variaciones en el numero de copias del gen alkB. Richardson y col., (2011)
determinaron un descenso del nimero de genes 16S rARN, entre 2 y 3 ordenes, luego

de la aplicacién de persulfato de sodio en sistemas de suelo en columna, empleando
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una dosis similar a la utilizada en nuestro trabajo (0.027 g de persulfato de sodio/ gss) y
la inhibicion de la poblacion especialista degradadora de fenantreno. Estos resultados
sugieren una resistencia diferencial de las diferentes poblaciones al persulfato

dependiendo de la dosis de oxidante y del modo de administracién.

Luego de 1 mes de iniciado el tratamiento de acondicionamiento, se observo
aumento del numero de copias del gen 16S rARN, recuperando el valor determinado
en So. El nimero de copias del RHDa GP no evidencié cambios significativos de
recuperacién hasta después de 9 meses de incubacion. Al final del tratamiento, SOxA
evidencido un descenso del nimero de copias del gen 16S rARN, resultando en un
enriquecimiento de la poblacion GP potencialmente degradadora de PAHs. Durante

todo el tiempo de monitoreo no fueron detectadas copias del gen RHD a GN.

La recuperacién de las poblaciones resistentes fue atribuida a la mayor
disponibilidad de nutrientes provocado por la oxidacion, a través del aumento del CTD,
sumado a la mayor disponibilidad de PAHs, permitiendo asociar esto ultimo a la
eliminacién microbiolégica de hidrocarburos encontrada durante el tratamiento.
Respecto a la recuperacion diferencial de las poblaciones, Richardson y col., 2011
describen la recuperacion temprana de la poblacién generalista, y tardia de la
poblacién especializada potencialmente degradadora de fenantreno. Los autores
sugirieren que la recuperacién diferencial seria causada por la tolerancia especifica de
cada poblacién a las condiciones oxidativas. En nuestro trabajo, la sensibilidad
particular de cada poblacién frente al estrés oxidativo, se evidencié también en la falta
de recuperacién de los genes RHD a GN. Contrariamente, Sutton y col.,, 2014a
describen la pronta recuperacion de las poblaciones, luego de la aplicacion de PS en un
tratamiento por inyeccidn del oxidante en suelo. En este caso, los autores atribuyen la
recuperacién a que el contacto de los microorganismos con el oxidante podria ser
menor a causa de la heterogeneidad del suelo y al contacto con aguas subterraneas,

gue podrian estar aportando microorganismos al suelo continuamente.

La Tabla V30 y la Figura V.43 presentan los resultados de la cuantificacién de los
distintos genes realizada sobre material de los microcosmos al final de cada

tratamiento de remediacion bioldgica post tratamiento oxidativo con PS.
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Tabla V.30. Numero de copias de los genes 16S rARN, RHDa GN y RHDa GP. Numero de copias de los
distintos genes cuantificados por real time PCR en el suelo original (Sy), luego de la aplicacién de PS
(SOxo) y al finalizar los tratamientos de remediacion bioldgica acoplados; y valores relativos al numero
de copias del gen 16S rARN, indicado como porcentaje.

Numero de copias % (RHDa. / 16S rARN)
Microcosmos 16S rARN RHDa GN RHDa GP RHDa GN RHDa GP
So 1.22E+09 (B) 4.92E+06 1.00E+08(c) 0.4 8
SOxo 2.92E+08 (B) No detectado  7.65E+05 (c) - 0.3
SOxA 4.01E+08 (B) No detectado  8.48E+07 (c) - 21
SOxC 7.12E+10 (A) No detectado  3.34E+08 (b) - 0.5
SOxDE 5.11E+10 (A) No detectado  7.60E+08 (a) ] 15
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Figura V.43. Numero de copias de los genes 16S rARN, RHDa GN y RHDa GP cuantificados por real
time PCR, expresados por gramo de suelo seco, en el suelo original (Sy), luego de la aplicacion de PS
(SOxo) y al finalizar los tratamientos de remediacion bioldgica acoplados.

En el analisis comparativo de los tratamientos combinados puede apreciarse que
el niumero de copias del gen 16S rARN fue similar en los microcosmos SOxDE y SOxC, y
significativamente superior al encontrado en Sq. El resultado fue atribuido a la
estimulacion de la comunidad bacteriana por las enmiendas aplicadas en cada
tratamiento. No obstante, las enmiendas Unicamente evidenciaron la estimulaciéon de

la poblacién RHDa GP, potencial degradadora.

La densidad de poblaciones estimadas por qPCR fue significativamente superior a
las obtenidas por métodos de cultivo. Como se presenta en la Tabla V.31, el porcentaje
de poblaciéon BH representd entre el 0.008-3.2 % de los valores determinados

mediante qPCR, mientras que la poblacion de BD-PAHs representd entre el 0.00006-
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0.01 % de los valores determinados por técnicas independientes de cultivo. Las
técnicas dependientes de cultivo no reflejaron la eficiencia en la eliminacién de PAHs,
evidenciando la participacién de las poblaciones no cultivables en la biodegradacion.

Tabla V.31. Comparacion de la densidad de poblaciones obtenidas por técnicas dependientes e
independientes de cultivo.

So SOxq SOxA SOxC SOxDE
16S rARN [numero de copias gss’ll 1.22E+09 2.92E+08 4.01E+08 7.12E+10 5.11E+10
RHD a (GP+ GN) [numero de copias gss’ll 1.05E+08 7.65E+05 8.48E+07 3.34E+08 7.60E+08
BH [UFC gss-l] 4,09E+07 2.58E+04 1.66E+06 9.90E+06 4.42E+06
BD-PAHS[NMP gss'l] 2.96E+03 5.97E+01 1.03E+02 3.20E+04 5.10E+02

Impacto de los tratamientos sobre la estructura de las comunidades bacterianas del
suelo

A partir de ADN proveniente de cada microcosmos se realizé la amplificacién de
las regiones hipervariables V3-V5 de unos 600 pb. Posteriormente, se realizé la DGGE

incluyendo en el gel los productos de la amplificacion de los diferentes tratamientos.

En un primer anadlisis se evalué la dindmica de la comunidad resistente al

tratamiento oxidativo durante el acondicionamiento de un afio (SOxA).

La Figura V.44 muestra el dendrograma obtenido, evidenciando los cambios en la
estructura de las comunidades durante el tratamiento. Del analisis se observa que las

réplicas bioldgicas se agruparon con una similitud superior al 90 %.
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Figura V.44. Dendrograma basado en el perfil de bandas obtenido mediante DGGE de la muestra Sy, y
los microcosmos SOXx,, y SOXA durante el tratamiento. El UPGMA se construyé a partir de la matriz de
distancia calculada mediante el coeficiente de Jaccard.

En el dendrograma se pueden apreciar 2 grandes clusteres. El primer clUster esta
formado por los microcosmos SOx, y SOxA hasta los 5 meses de tratamiento,
mostrando una similitud entre ellos del 57.1 %. Este cluster indicaria el gran impacto
que el PS provoca en la comunidad del suelo, SOxg, y su movilizacion paulatina
evidenciada a través de pequefias variaciones en la estructura de la comunidad
microbiana autéctona resiliente durante los primeros meses a expensas de la alta

concentracion de CTD disponible.

El segundo cluster, agrupa los microcosmos SOxA entre los 6 y 12 meses de
tratamiento, y describe una estructura con un 70 % de similitud. Los mayores tiempos
de ensayo (9, 11 y 12 meses) se correspondieron con un 79.7 % de similitud en la
estructura, mientras que avanzando el tiempo, (11 y 12 meses), la similitud se
incrementd al 82.7 %. Esta dindmica evidencia una etapa tardia de cambios en la
comunidad, en tiempos mayores a 6 meses, conforme se reduce la concentracién del

CTD disponible.
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Ambos clusteres se asociaron con un 52 % de similitud y al So con un 40 %,

sugiriendo el establecimiento de una comunidad de estructura diferente.

En un segundo analisis se evalud el efecto de los tratamientos sobre la estructura
de la comunidad bacteriana del suelo post oxidaciéon. La Figura V.45 muestra el

dendrograma obtenido.
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Figura V.45. Dendrograma basado en el perfil de bandas obtenido mediante DGGE de la muestra Sy, y
los microcosmos SOx,, SOxA, SOxC, SOxE y SOxDE. El UPGMA se construyd a partir de la matriz de
distancia calculada mediante el coeficiente de Jaccard.

En la primera observacién se aprecia que las réplicas de los tratamientos se
agrupan entre si, en mas del 90.0 % de similitud. Luego, se observa que todos los
tratamientos provocaron marcados cambios estructurales en la comunidad bacteriana
del suelo original. Se pueden apreciar 2 clusteres, uno formado por los perfiles de Sy,
los representativos del suelo oxidado (SOxo) y los representativos del suelo oxidado
incubado durante un afo, SOxA, asocidandose los tres microcosmos en un 43.7 % de
similitud. El segundo clister asocid a los perfiles de los suelos oxidados doblemente
estimulados con enmienda, y compostados con un 66.9 % de similitud. Ambos
clusteres se agruparon con un 30.3 % de similitud, y luego al 25 % aproximadamente
con los perfiles del microcosmos de suelo oxidado estimulado con una aplicacién de

enmienda.

Los resultados sugieren una dindmica de comunidades promovida por la
oxidacién de la MOS (materia orgdnica del suelo enddgena), diferente de la provocada

por el aporte de materia orgdnica de las enmiendas (materia organica exégena).
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Impacto del tratamiento oxidativo sobre la diversidad de la comunidad autdctona

resiliente

Con el fin de profundizar el analisis de las comunidades asociadas al suelo
oxidado en respuesta a los diferentes tratamientos, a continuacién se analizara la
diversidad mediante la pirosecuenciacién de las regiones hipervariables V3-V5 del gen

16S rARN.

El andlisis fue aplicado a muestras representativas del suelo original (Sp), y de los

microcosmos SOxg y SOxA luego de 1, 5, 9 y 12 meses de tratamiento.

El proceso de pirosecuenciacién proporcioné 17.116 secuencias de alta calidad,
de las cuales 5.984 corresponden a Sy, 3.404 a SOxp; 4.878 a SOxA (1 mes); 1.094 a
SOXA (5 meses), 959 a SOxA (9 meses) y 797 a SOxA (12 meses). Para el calculo de los
indices de diversidad y la construccién de las curvas de rarefaccion se normalizé el
numero de secuencias de todas las muestras, a 797. La Tabla V.32 presenta los
parametros de diversidad de las distintas comunidades obtenidos por el analisis de los
datos de la pirosecuenciacién, y la Figura V.46 la representaciéon de las curvas de
rarefaccidn correspondientes.
Tabla V.32. Parametros de diversidad correspondientes a las comunidades microbianas del suelo

original (Sp), suelo post aplicacién de PS (SOx,) y del microcosmos SOxA, durante el tratamiento.
Resultados obtenidos por analisis de las regiones hipervariables V3-V5 del gen 16S rARN.

Microcosmos N°secuencias OTUs observadas ) p D Cobertura [%]
So 5984 215 449 61 44 84
SOxg 3404 92 112 28 10 97
SOxA (1m) 4878 44 65 6 3 97
SOxA (5m) 1094 57 71 8 4 97
SOxA (9m) 959 213 286 64 49 88
SOxA (12m) 797 194 234 60 40 91
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Figura V.46. Curvas de rarefaccion realizadas utilizando el criterio de normalizacion a la baja. En el eje
X se representa el nUmero total de secuencias obtenidas para cada microcosmos, mientras que en el eje
Y el nimero de secuencias observadas (OTUs) en cada uno de ellos.

La cobertura, que es un indicador de la calidad de la secuenciacion, fue
relativamente baja en los microcosmos Sg y SOXA (9m). Como puede apreciarse, estos

microcosmos fueron los que tuvieron mayor riqueza de especies.

La Figura V.47 presenta la estructura de cada comunidad, de acuerdo a la
abundancia relativa de las clases bacterianas encontradas en cada muestra (> 2 %). Las
clases representadas por abundancias menores al 2 % se agruparon en “otros”. Las

clases bacterianas no clasificadas se eliminaron de este analisis.

Los microcosmos So mostraron una comunidad diversa, con una alta riqueza de
especies, y equitativa, evidenciados por la serie de Hill. Actinobacteria,

Alphaproteobacteria y Gammaprotobacteria fueron las clases dominantes.

La aplicacién de PS produjo la pérdida de la riqueza en el microcosmos SOx,
generando una comunidad con una marcada dominancia. Las clases predominantes en
estos microcosmos fueron Actinobacteria (59 %), Bacilli (23 %) y Clostridia (9 %).
Miembros del género Streptomyces fueron los mas representativos de la clase

Actinobacteria.
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Figura V.47. Perfiles taxondmicos de las comunidades bacterianas de cada microcosmos. El analisis se
realizd a nivel de clases. Las clases representadas por < 2 % se agruparon en “Otros”.

Estudios previos demostraron que los microorganismos de ambientes
contaminados podrian experimentar un estrés oxidativo, como efecto directo del
contaminante y por intermediarios (ROS) generados en la biodegradacion aerdébica
(Park y Madsen 2004). Para neutralizar estas sustancias reactivas los microorganismos
podrian incrementar sus defensas antioxidantes, a través de enzimas especificas
(catalasas, superoxidodismutasas, peroxidasas) que degradan las ROS. Ha sido
descripto que Streptomyces posee varios factores sigma que controlan la expresién de
genes en respuesta a varios factores ambientales, como limitacién de nutrientes, o
proteccion contra las sustancias reactivas del oxigeno generadas durante el
metabolismo aerdbico (Rodriguez Garcia y col., 2007). Una especie de este género fue
muy estudiada respecto de cédmo el estrés oxidativo modula su ciclo de vida (micelio
aéreo), describiendo hasta 66 factores sigma involucrados en su diferenciacion e
induciendo luego la respuesta al estrés osmatico y oxidativo (Lee y col., 2005; Kallifidas
y col., 2010). En este marco, es posible asociar el predominio del género Streptomyces
en el suelo recientemente oxidado a su mecanismo protectivo contra las sustancias

reactivas del oxigeno (ROS) presentes en el suelo por efecto del tratamiento oxidativo.
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Bacilli y Clostridia pertenecen al filo Firmicutes, y son microorganismos

esporulados, pudiendo conferir esta propiedad la resistencia al estrés oxidativo.

Luego de un mes de tratamiento, la riqueza fue aun menor, con una mayor
dominancia de Actinobacteria (89 %). En este caso, miembros de la familia
Promicromonosporaceae (Cellulosimicrobium) fueron los predominantes. Este género,
a diferencia de otros de la familia, no desarrolla micelio aéreo. Son importantes en la
degradacion de la MOS, incluyendo celulosa, xilanos y otros polisacaridos (Rivas y col.,

2003).

Los parametros de diversidad fueron similares en la comunidad establecida luego
de 5 meses, pero la clase dominante fue Gammaproteobacteria (71 %) y estuvo
representada por miembros de la familia Moraxellaceae (Acinetobacter). Miembros de
esta clase son clasificados como poblaciones de Gram negativas de rapido desarrollo
en ambientes con disponibilidad de recursos (estrategas r). De modo similar a lo
observado en el suelo luego de oxidar, la prevalencia del género Acinetobacter puede
ser atribuida a su particular resistencia al estrés oxidativo. Zhang y col., 2012
demostraron la presencia de un mecanismo de tolerancia a la atrazina (herbicida
selectivo) y control del balance redox intracellular producido por las ROS, mas eficiente

y a nivel mds bajo en una cepa de Acinetobacter degradadora de atrazina.

El cambio de comunidad apreciado luego del 1ro y 5to mes, dominada en ambos
casos por unas pocas clases, marcé un cambio en la estructura de la comunidad del
suelo oxidado que se correspondié a lo evidenciado a través de los perfiles de PCR-

DGGE (Figura V 44).

Luego de los 9 meses la comunidad parecié haber recuperado su diversidad y
equidad hasta el final del tratamiento, apreciandose las clases Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Gamaproteobacteria (Acinetobacter) y apareciendo una nueva
clase, Bacteroidetes incertae sedis como dominantes. De acuerdo a lo observado en la
dindmica de la estructura por PCR-DGGE, este cambio podria haber sucedido mas

temprano, a partir de los 6 meses.

La Figura V.48 muestra el ACP realizado con las clases representativas a los

diferentes tiempos de tratamiento del suelo oxidado. En ella se aprecia que las
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comunidades de Sg y del suelo oxidado hasta el primer mes se separan, en el PC1, de la
comunidad de SOxA a los 5 meses. Esta distribucién es posible atribuirla a la
dominancia de las clases Actinobacteria y Gammaproteobacteria durante la sucesiéon
de poblaciones. La separacion de los microcosmos en el PC2 fue atribuida a la mayor

diversidad observada hacia el final del tratamiento.
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Figura V.48. Analisis de Componentes Principales de las comunidades microbianas del suelo oxidado,
durante el tratamiento de acondicionamiento. El andlisis se realizé a nivel de clases.

De acuerdo a la ubicacidn relativa de las comunidades en cada tiempo, se puede
inferir que la comunidad del suelo oxidado experimenté una dindmica de poblaciones
tendiente a recuperar su comunidad original. Estos cambios poblacionales reflejaron el
efecto del oxidante sobre las poblaciones mas susceptibles, y la modificacién del
metabolismo asociado a la materia organica movilizada en los microcosmos luego de la
aplicacion de PS, dado por el incremento del CTD, la mayor biodisponibilidad de los
PAHs y la capacidad degradadora de hidrocarburos de las poblaciones resilientes. Esto
ultimo se vio reflejado en un 47 % de eliminacién de PAHs y un 66 % de eliminacién de

HAs, respecto del suelo original.

Impacto de los tratamientos en la recuperacion de la diversidad bacteriana del suelo

post aplicacion de PS

El impacto de los tratamientos sobre la diversidad del suelo fue evaluado a
través de las regiones hipervariables V4-V5 del gen 16S rARN de la comunidad del
suelo original (Sg), y los microcosmos SOxg, SOxA, SOxC y SOxDE al finalizar los

tratamientos. El proceso de pirosecuenciacion proporciond 133.611 secuencias totales,
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y que luego de los filtros de calidad fueron 98.334. Trabajando con tres replicas por
tratamiento, para el suelo original se obtuvieron en total 6.715, 6.785 y 4.728
secuencias de calidad, mientras que para SOxq 7.762, 5.899 y 3.745; para SOxA 5.414,
5.478 y 6.422; para SOxC 7.023, 7.588 y 9.065 y para los microcosmos SOxDE 8.227,
6.498 y 6.984. Estas secuencias se cargaron en la base de datos de NCBI Sequence

Read Archive (www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) bajo el nimero de acceso PRINA306241.

La Tabla V.33 presenta los pardmetros de diversidad de las distintas
comunidades obtenidos por el andlisis de los datos de la pirosecuenciacion luego de
normalizar los resultados utilizando 3.745 secuencias, que correspondieron al menor
numero de secuencias obtenidas en los microcosmos.

Tabla V.33. Parametros de diversidad correspondientes a las comunidades microbianas del suelo

original (Sg), suelo post aplicacidn de PS (SOx,) y de los microcosmos SOxA, SOxC y SOxDE al finalizar los
tratamientos. Resultados obtenidos por analisis de las regiones hipervariables V4-V5 del gen 16S rARN.

Microcosmos OTUs D p ’D Cobertura
Observadas [%]

So 435+9 624+35 70+2 45+7 95

SOxg 53+7 90 + 26 3+1 3.1+£0.5 99

SOxA 570+ 18 815+72 93+3 770+14 94

SOxC 420+ 13 597+37 75+1 674 96

SOxDE 433 +7 621+12 68+1 36t1 96

Como se observa en la Tabla V.33, la aplicaciéon de PS produjo una pérdida
significativa de la riqueza de especies (OTUs observadas y °D), rindiendo una

comunidad muy desigual, con unas pocas especies dominantes.

Todas las intervenciones realizadas sobre el suelo oxidado permitieron la
recuperacién de la comunidad en términos de diversidad de especies, resultando en
comunidades equitativas. Sin embargo, la mayor recuperacién, con mayor equidad de

especies se encontrd en los microcosmos SOxA.

Como se indica en la Tabla V. 33, la cobertura del proceso de secuenciacién fue
elevada (> 94 %) en todos los sistemas de estudio. La Figura V.49 presenta las curvas
de rarefaccién obtenidas del proceso de pirosecuenciacidn, utilizando 3.750 secuencias
de modo aleatorio. Como puede apreciarse, las mismas llegan a la saturacion, lo que es

consistente con los resultados de cobertura %, indicando que el proceso de
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secuenciacion ha sido capaz de relevar mas del 94 % de los microorganismos presentes
en los microcosmos, por lo que se infiere que los resultados obtenidos son

representativos del proceso.
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Figura V.49. Curvas de rarefaccion realizadas utilizando el criterio de normalizacidn a la baja. En el eje
X se representa el nUmero total de secuencias obtenidas para cada microcosmos, mientras que en el eje
Y el nimero de secuencias observadas (OTUs) en cada uno de ellos.

La Figura V.50 presenta la estructura de las comunidades a nivel de clases
bacterianas, en términos de abundancia relativa, donde las clases no clasificadas se
eliminaron del analisis, con el objetivo de interpretar los cambios estudiados en los
tratamientos en funcién de la comunidad. Esta consideracion redujo el porcentaje de
clases identificadas a los siguientes valores en cada tratamiento: 81.2 % en Sg; 99.9 %

en SOxp; 78.7 % en SOxA; 86.9 % en SOxC y 85.5 % en SOxDE.

El suelo original, So, resultd con dominancia de la clase Actinobacteria (43%) y de
las clases Alphaproteobacteria (26%) y Gammaproteobacteria (11 %) representando a

las poblaciones GN.
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Figura V.50. Perfiles taxonémicos de las comunidades bacterianas de cada microcosmos. El analisis se
realizé a nivel de clases. Las clases representadas por abundancias < 2 % se agruparon en “Otros”.

La marcada reduccién de la diversidad observada en el suelo luego de la
aplicacion de PS (microcosmos SOx), estuvo representada por miembros de la clase
Gammaproteobacteria (62 %) y Bacilli (36 %), pertenecientes a los géneros
Acinetobacter y Bacillus, respectivamente. A diferencia de lo observado en la sucesién
de comunidades del suelo oxidado analizado a través de la regién V3-V5, donde se
atribuyé la dominancia del género Streptomyces a su particular resistencia al estrés
oxidativo, este nuevo analisis arrojo a miembros del género Acinetobacter como

dominantes inmediatamente después de la aplicacion del PS.

Cuando se acopld la estrategia de acondicionamiento del suelo (microcosmos
SOxA) durante un afio, se observé una recuperacién de la diversidad representada por
las clases Alphaproteobacteria (20 %), Bacteroidetes incertae sedis (16 %),
Actinobacteria (13 %), Gammaproteobacteria (12 %), Betaproteobacteria (9 %) y
Acidobacteria Gp6 (8 %). Los géneros Ohtaekwangia (Bacteroidetes incertae sedis) y
Acinetobacter (Gammaproteobacteria) fueron los mas abundantes entre los géneros

identificados.

La diversidad de la comunidad de SOxA fue mayor a la evidenciada en los

microcosmos donde se aplicaron enmiendas.
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Cuando sobre el suelo oxidado se realizd6 compostaje (microcosmos SOxC),
miembros de las clases Alphaproteobacteria (28 %), Gammaproteobacteria (24 %),
Actinobacteria (21 %), Gemmatimonadetes (7 %) y Sphingobacteriia (4 %) fueron los
representativos de la comunidad. Del andlisis a nivel de género pudieron ser
evidenciados miembros de Sphingomonas (Alphaproteobacteria), Actinomadura

(Actinobacteria) y Gemmatimonas (Gemmatimonadetes).

La doble estimulacién con compost del suelo oxidado (Microcosmos SOxDE)
estimuld el desarrollo de Gammaproteobacteria (37 %), Alphaproteobacteria (23 %),
Actinobacteria (13 %), Gemmatimonadetes (6 %) y Bacteroidetes incertae sedis (5 %)
principalmente. En estos microcosmos los géneros dominantes identificados fueron
Steroidobacter (Gammaproteobacteria), Gemmatimonas (Gemmatimonadetes) vy

Ohtaekwangia (Bacteroidetes incertae sedis).

Con el objetivo de interpretar los cambios producidos por los tratamientos
combinados, se realizd un analisis de componentes principales utilizando las clases
identificadas, Figura V.51. El analisis permitid explicar el 87.1 % de la varianza
observada. La Tabla V.34 presenta la abundancia relativa de clases bacterianas cuya

proporcién es significativamente diferente, que permiten explicar los resultados del

ACP.
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Figura V.51. Anadlisis de Componentes Principales (ACP) de las comunidades bacterianas (nivel de
clases) de las muestras de suelo original (Sy), microcosmos de suelo post aplicacién de PS (SOx,), suelo
oxidado acondicionado (SOxA), suelo oxidado compostado (SOxC) y suelo oxidado doblemente
estimulado con compost (SOxDE), al finalizar los tratamientos.
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El PC1 explicd el 76.2 % de la varianza encontrada. Esta separacién se debid
principalmente a la dominancia de Gammaproteobacteria y Bacilli en SOxp. EI PC2
permitio explicar el 10.9 % de varianza, y fue atribuido a la abundancia relativa de las
clases Alphaproteobacteria, Actinobacteria en Sy y Bacteroidetes incertae sedis en

SOXA los distintos tratamientos.

En la Figura V.52 se muestran las clases bacterianas que reflejan los cambios
observados entre estos los tratamientos que involucraron el uso de enmiendas

organicas, utilizando barras de error extendidas.

mm SOxDE mmm SOxC 95% confidence intervals
Actinobacteria [ — —a— I 5.38e-4 ﬁ
Bacilli fp I @ 2.70e-3 ‘g
Gammaproteobacteria [ — I —e— 3.97e-3 5§
Acidobacteria_Gp14 | ® 5.38e-3 ‘j:'
Sphingobacteriia o | 6.28e-3 2
Bacteroidetes_incertae_sedis =2 I —— 0.012 ;_

|
0.0 31.4 -10 -5 0 5 10 15
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)

Figura V.52. Andlisis de barras de error extendidas. Estudio comparativo de las poblaciones
encontradas en SOxC y SOxDE, a nivel de clases.

Del analisis diferencial se puede concluir que el compostaje promovié el
enriguecimiento en miembros de las clases Actinobacteria y Sphingobacteriia en
mayor medida que la estimulacion con compost, mientras que el doble agregado de
compost promovié el enriqguecimiento de miembros de las clases

Gammaproteobacteria, Bacteroidetes incertae sedis.
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Tabla V.34. Abundancia relativa de filos y clases bacterianas cuya proporcién es diferente,
estadisticamente significativa (p<0.05).

Filo Clase So SOx, SOxA SOxC SOxDE
Proteobacteria Deltaproteobacteria 1.1 0.0 3.9 1.2 0.8
Nitrospirae Nitrospira 0.0 0.0 0.8 0.1 0.0
Bacteroidetes Bacteroidetes incertae sedis 1.7 0.0 124 0.3 4.5
Bacteroidetes Sphingobacteriia 03 00 00 36 1.2
Acidobacteria Acidobacteria Gp6 1.5 0.0 6.2 1.2 0.6
Ignavibacteriae Ignavibacteria 00 00 0.0 0.6 0.9
Planctomycetes Phycisphaerae 0.0 0.0 0.0 09 1.0
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes 07 00 03 6.0 5.0
Hydrogenedentes Candidatus Hydrogenedens 0.0 0.0 04 0.0 0.0
Proteobacteria Betaproteobacteria 32 01 70 2.2 1.0
Acidobacteria Acidobacteria Gp7 1.7 0.0 0.3 0.0 0.0
Proteobacteria Alphaproteobacteria 22.7 0.7 16.0 24.0 19.9
Verrucomicrobia Opitutae 0.5 0.0 1.3 0.0 0.2
Verrucomicrobia Subdivision3 0.2 0.0 3.1 0.0 0.0
Proteobacteria Gammaproteobacteria 9.2 62.3 9.1 21.2 314
Planctomycetes Planctomycetia 0.7 0.0 1.1 1.1 1.4
Actinobacteria Actinobacteria 373 0.7 10.0 18.6 10.9
Deinococcus Thermus Deinococci 0.0 0.3 0.0 0.8 0.6
Acidobacteria Acidobacteria Gp3 1.6 0.0 1.1 0.0 0.1
Chloroflexi Anaerolineae 04 00 07 01 0.0
Firmicutes Bacilli 1.0 35.5 09 24 33
Firmicutes Erysipelotrichia 00 00 00 01 0.1
Acidobacteria Acidobacteria Gp16 02 00 01 00 0.0
Acidobacteria Acidobacteria Gp4 05 00 03 00 0.0
Chloroflexi Caldilineae 00 00 05 00 0.1
Chloroflexi Thermomicrobia 07 00 03 0.7 0.8
Chlamydiae Chlamydiia 00 00 00 01 0.1
Acidobacteria Acidobacteria Gp1 01 00 01 0.2 0.0
Bacteroidetes Flavobacteriia 0.7 0.0 1.0 0.8 0.9
Firmicutes Clostridia 0.2 041 0.7 05 0.5

En negrita se resaltan los filos, clases y su abundancia relativa, que permitirian explicar la varianza
observada en el Andlisis de Componentes Principales realizado.

Con el objetivo de integrar las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de los
microcosmos con la estructura de las comunidades establecidas luego de los distintos
tratamientos, se realizé el Analisis de Correspondencia Candnico (ACC), que se
presenta en la Figura V.53. En el andlisis se incluyeron las variables fisicas, quimicas y

biolégicas que permitieron explicar la varianza entre los tratamientos en el ACP (Figura
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V.37). Las variables fisicas y quimicas incluidas fueron el Carbono Organico (CO), el
Nitrégeno (N), el Fésforo (P), la Conductividad Eléctrica (CE), el contenido de sulfato, el
Carbono Total Disuelto (CTD), el contenido de la fraccion de HAs pesados (C29 — 30), el
contenido de PAHs (segln el nimero de anillos aromaticos) y la concentracién de PAHs
biodisponible. Como variables bioldgicas se incluyeron la actividad ureasa y fosfatasas
(acida y alcalina). Las clases incluidas fueron aquellas clasificadas con abundancia

relativa mayor al 5 % en al menos una de las muestras.
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Figura V.53. Analisis de Correspondencia Candnica (ACC) aplicado a las variables fisicas, quimicas y
bioldgicas de las comunidades de Sy, SOxo, SOxA, SOXC y SOxDE al finalizar los tratamientos.

En la Figura V.53 se observa que ambos ejes explicaron el 83.6 % de la varianza

observada con un p<0.004. Las variables CO, P y fosfatasa acida resultaron colineales.

El andlisis permitié definir que las variables CTD (P=0.002), concentracion de
sulfatos (P=0.004) y concentracién de PAHs de 5 anillos (P=0.018) contribuyeron
significativamente a explicar la relacion entre las propiedades de los microcosmos y

sus comunidades bacterianas.

En la Figura V.53 se observa que el microcosmos SOx, se correlaciond

positivamente con la concentracion de sulfatos y el CTD, evidenciando la mayor
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concentracion de compuestos organicos solubles como consecuencia del tratamiento
oxidativo, y la mayor concentracién de sulfato residual en suelo. Este microcosmos se
asocié al predominio de Bacilli y Gammaproteobacteria, correlaciondndose
positivamente con estas variables. Ninguna de las variables significativas permitié
explicar la relacién entre las propiedades de los microcosmos SOxA y su comunidad
bacteriana, representada por Bacteroidetes incertae sedis, Betaproteobacteria y

Acidobacteria Gpé6.

El suelo original, Sg, asociado a las clases Alphaproteobacteria y Actinobacteria,
correlaciond positivamente con la concentracion de PAHs de 5 anillos en suelo,
mientras que el microcosmos SOx; lo hizo negativamente, indicando que el
tratamiento oxidativo redujo significativamente la concentracion de esta fraccién de
PAHs. La proximidad de los microcosmos SOxC y SOxDE a S; indica que la
concentraciéon de PAHs de 5 anillos en los microcosmos con enmienda orgdnica fue
mayor que en SOxq, sugiriendo el “desecuestramiento” de esta fraccion durante el
tratamiento de remediacion biolégica. La clase Gemmatimonadetes estuvo
relativamente asociada al microcosmos SOxC. Miembros de esta clase han sido
frecuentemente aislados de bibliotecas gendmicas, y recientemente por técnicas de
secuenciacion masiva se estimd su abundancia relativa en suelo en el rango de 0.2-6.5
%. Solo un miembro representativo de este filo ha sido aislado correspondiendo a un
acumulador de polifosfato, aislado del efluente de una planta de barros activados

(Zzhangy col., 2003).
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Conclusiones

La oxidacién inespecifica de la MOS por el PS libera de la matriz del suelo
compuestos organicos y nutrientes minerales, como Fe y P, permitiendo la eliminacién
los PAHSs, principalmente de bajo peso molecular, e incrementando la biodisponibilidad

de los mismos.

La aplicacion de PS produjo un impacto negativo sobre la comunidad microbiana
del suelo, provocando una disminucién significativa de la biomasa, de la diversidad y
de la riqueza de especies, con la dominancia de Bacillus y Acinetobacter y una menor

densidad de poblaciones especialistas (portadoras de genes dioxigenasa).

Estos cambios permiten acoplar estrategias de remediacidon biolégicas que
estimulen la comunidad autdéctona resistente, incrementando la eliminacién de

hidrocarburos.

En términos generales, todas las estrategias de remediacidn biolégica acopladas
a la aplicacién de PS producen la eliminacién de HAs, principalmente de cadena liviana

y la eliminacidn adicional de PAH:s.

Todas las estrategias acopladas promueven el aumento de la biodisponibilidad
de los PAHs y el “desecuestramiento” especifico de dibenzo [a, h] antraceno (5 anillos

aromaticos), a excepcién de la doble estimulaciéon con compost.

El uso de estrategias combinadas promueve el metabolismo de CTD vy sulfatos,
permitiendo la recuperacién de poblaciones generalistas y estimulando las poblaciones

especialistas, en una comunidad diversa, equitativa y funcional.

= El acondicionamiento del suelo, al recuperar las poblaciones generalistas,
condujo al enriquecimiento de poblaciones potencialmente degradadoras de PAHs

(RHDa GP).

= El uso de enmiendas organicas post oxidacion incrementd el contenido de macro
y micro nutrientes, con el aumento en la abundancia relativa de HAs de alto peso

molecular.

Las estrategias de compostaje dieron indicios de reduccion de la fitotoxicidad,

incrementando la produccién vegetal.
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= La resiliencia asociada a la resistencia de las poblaciones degradadoras
especialistas de PAHs RHDa GP permitié su recuperaciéon y estimulacion, resultando

GN las poblaciones mads susceptibles al estrés oxidativo

= El alto grado de humificacion de la MOS observado en SOxA, SOxE y SOxDE
limitaria la eliminacién de los PAHs aun biodisponibles, por falta de sustratos co-
metabdlicos. En cambio, el menor grado de humificaciéon observado en SOxC sugiriere
que el tiempo del tratamiento podria prolongarse incrementando la eficiencia de

eliminacion en este microcosmos.
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En base a lo expuesto y discutido en los Capitulos Ill, IV y V, en este capitulo se

remarcan las conclusiones mas relevantes de este trabajo.

El suelo créonicamente contaminado con hidrocarburos, pobre en materia
orgdnica, posee una comunidad con potencial degradador, imposibilitada de eliminar

la contaminacion por falta de acceso al contaminante y de sustratos co-metabdlicos.

Las estrategias tendientes a estimular la poblacién autéctona,
acondicionamiento y fertilizacion, estimulan el consumo de nutrientes sin mostrar
mayores efectos sobre la funcionalidad del suelo y eliminacién de hidrocarburos,
mientras que las estrategias de compostaje inducen cambios en la matriz del suelo que
movilizan tanto hidrocarburos alifaticos como aromaticos, estimulan distintas

poblaciones, recuperan la funcionalidad del suelo y eliminan HAs livianos.

El tratamiento oxidativo, a través de la aplicacién de PS, sobre el suelo
cronicamente contaminado con hidrocarburos permite la rdpida eliminacién de PAHs,
movilizando nutrientes y asi generando nuevas condiciones para el desarrollo de
distintas poblaciones. Esta estrategia promueve el aumento no selectivo de la

biodisponibilidad de los PAHSs.

La combinacion de tecnologias de remediacidon quimica y bioldgicas permite la
eliminaciéon de HAs y de PAHs, impulsada por la movilizaciéon de nutrientes inducida
por el PS, generando comunidades diversas y equitativas, funcionalmente distintas a

las del suelo original, con potencial degradador de hidrocarburos.

La transformacién de la matriz del suelo, provocada por las estrategias de
compostaje (pre y post oxidacién), asi como por el tratamiento oxidativo, puso en
evidencia los distintos grados de interaccion de los PAHs con la matriz del suelo:
fraccién biodisponible, fraccidon recalcitrante extraible y fracciéon recalcitrante no

extraible.

El aumento de la biodisponibilidad de PAHs al usar enmiendas organicas se

potencia por el tratamiento oxidativo previo, de modo no selectivo.

Luego del tratamiento oxidativo, el acondicionamiento del suelo, asi como la
estimulacion y doble estimulacién con compost alcanzan un alto grado de humificacién

de la MOS, lo que impide la eliminacién de PAHs aun biodisponibles debido a la falta
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de sustratos co- metabdlicos. En las mismas condiciones, el compostaje del suelo, aun
luego de un afo de tratamiento, posee un grado de humificacién bajo de la MOS lo
gue permite suponer que prolongar el tiempo de tratamiento incrementaria la

eficiencia de eliminacion de los PAHs.

Los valores de deshidrogenasa alcanzados por los sistemas compostado vy
estimulado previo al tratamiento quimico fueron mayores a los correspondientes post

oxidacion, lo que refleja el dafio generado por el estrés oxidativo.

La alta conductividad eléctrica, y la naturaleza de la MOS asociada al uso de
enmiendas sobre el suelo, con o sin oxidacién previa, provocan el retardo en la

germinacién de semillas. Este efecto negativo se ve reflejado en la produccién vegetal.

En base a los resultados, es de destacar el uso de herramientas fotoquimicas para
monitorear el grado de avance de los tratamientos. Particularmente el andlisis de los
espectros de absorcién brinda informacién relevante sobre la transformacién de la

MOS vy su calidad.

Debido a los cambios inducidos en la matriz del suelo por el uso estrategias de
compostaje, con o sin oxidacién previa, es relevante el monitoreo de la

biodisponibilidad de los PAHs.

La productividad del suelo es una medida necesaria cuando se aplican estrategias
de compostaje debido al retardo en la germinaciéon asociado al uso de enmiendas

organicas.

En el marco de la Ley Nacional 24.051, en el Anexo Il del decreto 831/93 quedan
establecidos los niveles guia de calidad de suelos, (mg/ kg suelo seco), segln el uso
diferencial de los mismos (agricola, residencial e industrial). En la Tabla VI.1 se

presentan los valores guia de los PAHs que estdn regulados en este marco legal.

Considerando los valores guia, se aprecia que el limite de PAHs totales para
suelos agricolas es de 0.9 ppm, para suelos residenciales 26 ppm y para uso industrial
de 260 ppm. Por lo tanto, el suelo original (Sg) se encuadré dentro de los limites

permitidos por la Ley Nacional para suelos industriales con una concentracidon de PAHs
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totales de 214 + 21 ppm. Sin embargo, el contenido de benzo [a] antraceno y de benzo

[a] pireno fue superior al permitido.

Tabla VL.I. Valores guia permitidos de los distintos PAHs regulados por la Ley Nacional de residuos
peligrosos, 24.051, en los suelos segln sus usos, expresados en mg kgss'l.

Constituyente peligroso Uso agricola Uso residencial Uso industrial
Benzo [a] antraceno 0.1 1 10

Benzo [a] pireno 0.1 1 10

Benzo [b] fluoranteno 0.1 1 10

Benzo [k] fluoranteno 0.1 1 10

Dibenzo [a, h] antraceno 0.1 1 10

Indeno [1, 2, 3 - cd] pireno 0.1 1 10

Naftaleno 0.1 5 50
Fenantreno 0.1 5 50

Pireno 0.1 10 100

La estimulacion del suelo con compost, asi como el tratamiento oxidativo y los
tratamientos combinados, llevaron los valores de benzo [a] pireno a valores permitidos
para suelos industriales. El uso de tecnologias de remediacion combinadas redujo el
valor de indeno [1, 2, 3 - cd] pireno al valor permitido en suelos de uso residencial. Por
el tratamiento oxidativo los valores de dibenzo [a, h] antraceno se redujeron, siendo
aceptado para suelos residenciales. Sin embargo el “desecuestramiento” promovido
por las estrategias de remediacidn bioldgicas acopladas revirtié este efecto, siendo
aceptado para suelos industriales. Estas observaciones dieron cuenta de los procesos
degradativos producidos en la matriz del suelo por las tecnologias estudiadas, y ponen

de manifiesto la necesidad de un monitoreo periddico.

En el marco de la Ley Nacional 24.611 que trata de la preservacién del ambiente
y conservacion de los recursos naturales; la Ley Nacional 25.137 sobre el uso de
protocolos que enmiendan dafios ocasionados por la contaminacién por hidrocarburos
y la Ley Nacional 25.378, que declara de interés nacional la restauracién del ambiente,

es posible concluir que:

Las estrategias de compostaje acopladas al tratamiento oxidativo resultan una
herramienta valiosa y prometedora para la recuperacion de suelos crénicamente

contaminados con hidrocarburos.
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Abreviaturas utilizadas

AF: Acidos Fulvicos

AH: Acidos Himicos

BD-C: Bacterias Degradadoras de Celulosa

BD-HAs: Bacterias Degradadoras de HAs

BD-PAHSs: Bacterias Degradadoras de PAHs

BHT: Bacterias Heterdtrofas Totales cultivables

BSP: Bacterias que Solubilizan Fésforo

CTD: Carbono Total Disuelto

GN: Gram Negativa

GP: Gram Positiva

HAs: Hidrocarburos Alifaticos

IE%: Indice de inhibicidn en la elongacién radicular

IG%: Indice de germinacidn

MEEF: Matrices de Excitacidn Emision de Fluorescencia
MOS: Materia Organica del Suelo

PAHSs: Hidrocarburos Policiciclicos Aromaticos

PS: Persulfato de amonio

RH: Recuento de Hongos

RHDa: Subunidad alfa de dioxigenasa, Ring-Hydroxylating-Dioxygenase Alpha Subunit
So: Suelo contaminado

SA: Suelo Acondicionado

SC: Suelo Compostado

SE: Suelo Estimulado con compost (enmienda orgdnica)

SF: Suelo estimulado con NH4NO3 (sales inorgdnicas)

SH: Sustancias Humicas

SOx: Suelo tratado con persulfato

SOxA: Suelo Oxidado Acondicionado

SOxC: Suelo Oxidado Compostado

SOxDE: Suelo Oxidado Doblemente Estimulado con compost
SOXE: Suelo Oxidado Estimulado con compost (enmienda organica)

SP: Suelo del predio
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PCR: reaccién en cadena de la polimerasa. Polymerase Chain Reaction
gPCR: PCR cuantitativa. Quantitative PCR

DGGE: electroforésis en gel con gradient desnaturalizante. Denaturing Gradient Gel
Eletrophoresis
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Anexo I: Andlisis realizado sobre el estiércol de cabra, el rastrojo de avena y el

compost tradicional

Andlisis realizado sobre el estiércol de cabra y el rastrojo de avena

En la Tabla A.l.1 se presenta la caracterizacion microbioldgica de los materiales
utilizados para llevar a cabo el compostaje. Tanto el estiércol de cabra como el rastrojo
de avena poseen una carga de bacterias heterdtrofas y de hongos superior a la
presente en So. También, en el estiércol de cabra fueron detectadas poblaciones
bacterianas que solubilizan fésforo, degradadoras de HAs, degradadoras de PAHs vy
degradadoras de celulosa. El agente de volumen (rastrojo de avena) presentd una

comunidad potencialmente degradadora de HAs y celulosa.

Tabla A.l.1 Caracterizacién microbiolégica de los materiales utilizados para el proceso de compostaje.

Poblacidn Estiércol de cabra Rastrojo de avena
Bacterias heterdtrofas (BH) [log UFC gss ] 9.57 +0.06 11.06 £ 0.01
Hongos (RH) [log UFC gss'l]. 4.45 +0.01 6.8+ 0.6
Bacterias solubilizadoras de P [log UFC gss]. 5.26 £ 0.05 No detectado
Bacterias degradadoras de HAs >5.610.6 >5.8+0.6

[log NMP BD-HAs gss 1.

Bacterias degradadoras de PAHs 5.11 No detectado

[log NMP BD-PAHSs gss™1.

Bacterias degradadoras de celulosa 5.6+0.6 49+0.5

[log NMP BD-C gss 1.

Andlisis realizados sobre el compost tradicional, utilizado como enmienda orgdnica

en los ensayos de estimulacion con compost

La humedad del compost obtenido en el laboratorio fue de 60 %, y el pH de

este material fue de 7.58.

El estudio de las poblaciones cultivables mostré que el compost posee una
poblacién de bacterias heterdtrofas, de hongos y poblaciones que solubilizan fésforo,

como se detalla en la Tabla Al.1l. No se detectaron bacterias degradadoras de PAHs.
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Tabla Al.ll. Caracterizacion microbiolégica del compost utilizado como enmienda en los ensayos de
estimulacion.

Poblacién Compost
Bacterias heterdtrofas (BH) [log UFC gss'l]. 8.5+0.1
Hongos (RH) [log UFC gss]. 6.10+0.04
Bacterias solubilizadoras de P [log UFC gss™']. 5.39+0.01

Bacterias degradadoras de PAHs [log NMP BD-PAHs gss'l] No detectado

La actividad deshidrogenasa medida en el compost fue de 2782 + 80 ug TPF g

compost eco 1, €5 decir gue es un material biolégicamente activo.

Anexo Il: Medios de cultivo

Todos los medios y soluciones se esterilizaron en autoclave a 121°C y 1
atmdsfera extra de presién durantel5 minutos. La composicion de los medios de
cultivo utilizados en este trabajo se detallan a continuacién (composicién especificada
por 1000 ml de agua destilada). El pH de los medios se ajusté por agregado de NaOH o

HCl al 10% segun corresponda.
A.l.1. Solucidn fisioldgica

NaCl 0,85 % (p/v) en agua destilada.

A.l.2. Agar Reasoner 2A (R2) (Reasoner y Geldreich 1985). El pH se ajusté en 7.2.

Compuesto g Lt
Extracto de levadura 0.5
Proteosa peptona 0.5
Acido casamino 0.5
Glucosa 0.5
Almidon 0.5
Acido pirdvico 0.3
K;HPO, 0.3
MgSO, 0.05
Agar 15
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A.l.3. Agar Rosa de Bengala (RB) (Vecchioli y col., 1990). El pH se ajustd en 6.0. Una

vez esterilizado, dejar templar y adicionar estreptomicina, 0.25 mg Lt

Compuesto gLt
Peptona 5
Glucosa 10
MgSO, 0.5
KH2(PO4)3 1
Rosa de bengala 0.035
Agar 15

A.l.4. Agar Solubilizacion de Fésforo Inorganico (SFI) (Goldstein 1986). El pH se

ajustdé en 7.2.

Compuesto gL
Glucosa 10
MgSO4 1
NaCl 1
NH,CI 5
Ca3(P04)2 5
Agar 20

A.l.5. Medio Mineral Liquido (MML) (Vecchioli y col., 1990). El pH se ajusté en 7.0.

Compuesto Lt
NacCl
K;HPO,
(NH4)H2PO,4
(NH4),S04
MgSO,
KNO3

Wpl—‘l—‘l—‘u‘lo'q

A.l.e. MML suplementado con celulosa (Bolter 1977).

Tubos de vidrio conteniendo 5 ml de MML se suplementan con una tira de papel de

filtro de 0.5mm x 20 mm aproximadamente.
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A.l.7. MML suplementado con PAHs (Pessacqy col., 2015)
Se prepara una mezcla de PAHs en pentano de la siguiente composicidon (expresada en
g L''de pentano). La mezcla se conserva en refrigeracion (4°C).

En placas de microtitulacién de 96 pocillos de fondo plano estériles se coloca en cada

pocillo 20 ul de la mezcla. Una vez evaporado el solvente se adicionan 180 pl de MML

por pocillo.
Compuesto gLt
Fenantreno 1
Fluoreno 0.5
Antraceno 0.5

Dibenzotiofeno 0.5

A.l.8. MML suplementado con hexadecano (Pessacq y col., 2015)

Tubos de vidrio conteniendo 5 ml de MML estériles son suplementados con 50 ul de

hexadecano comercial (Merk).

A.1.9. Luria Bertani (LB) (Technical Manual pGEM T and pGEM T Easy Vector Systems)
(Technical Manual- pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems, Promega. Instruction
for use of product A1360, A1380, A3600 and A3610, Promega). El pH se ajustd en 7.0.
Una vez esterilizado, templar y una vez a 50°C se adiciona la ampicilina hasta

concentracion final 100 pg/ml.

Compuesto gL
Triptona 10
Extracto de levadura 5
NacCl 5

A.1.10. Agar LB suplementado con ampicilina/ IPTG/ X-Gal

Se agregan 15 g/l de agar (Difco) al medio de cultivo caldo LB. Una vez esterilizado,
cuando el medio se encuentre a unos 50°C, se agrega ampicilina hasta concentracion

de 100ug ml™. Luego se suplementa con 0.5mM IPTG y 80pg mlde X-Gal, segin se
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describe en el manual técnico del sistema de clonado de los vectores pGEM.T y pGEM-

T Easy (Promega).

Anexo llI: Soluciones y reactivos empleados en estudios de funcionalidad del suelo

Alll.1. Drogas utilizadas en los ensayos enzimaticos

e Triclorofeniltetrazolio: Ciccarelli, pro andlisis.
e Trifenilformazan: Sigma Aldrich.
e p NPB: 4 nitrofenil butirato. Sigma Aldrich. Pureza >98%.
e p NPS: 4 nitrofenil sulfato de potasio. Sigma Aldrich. Pureza >98%.
e p NPP: 4 nitrofenil fosfato disédico. Sigma Aldrich. Pureza >98%.
e p NP: 4 nitrofenol. Sigma Aldrich. Pureza >98%.
e Urea: calidad molecular. Merk. Pureza >99%.
e Caseina de leche bovina: Sigma Aldrich.
e L-tirosina: Merk. Pureza >99%,
e Acido tricolor acético (TCA): Biopack, pro-analisis.
e Soluciones para la determinacién de aminoacidos mediante el método de Lowry.
Reactivo A: Carbonato de sodio 2%, NaOH 0.1 M.
Reactivo B1: Sulfato de cobre 1%
Reactivo B2: Tartrato de sodio potasio 2%.

Reactivo C: Se prepara en el momento de iniciar el ensayo, mezclando los 3

anteriores en proporcién 50:0.5:0.5.
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A.ll1.2. Soluciones utilizadas en la medida de la respuesta respiratoria inducida por

sustrato

Todas las soluciones fueron preparadas en el momento con reactivos de calidad
pro-analisis de uso comun en el laboratorio. Los mono y disacaridos fueron preparados
en concentracion 100 mM; los sustratos aminoacidicos en concentracion 10 mM, los
hidratos de carbono en 10 mM vy los hidrocarburos en 100 ppm. En todos los casos el
pH fue ajustado en 6. A continuacion se listan los sustratos empleados para determinar

el perfil catabdlico del suelo.

Glucosa Xilosa Fructosa Manitol

Celobiosa Lactosa Adonitol Glucosa 6 fosfato
Glicerol 3 fosfato Piruvato de sodio Tirosina Arginina

Glicina Fenilanina Taurina N-acetilglucosamina
Acido citrico Acido succinico Acido glutdmico Acido ascérbico
Dextrina Tween 20 Tween 80 Almiddn
Tetracosano Acido naftoico Fenantreno Fluoreno

Anexo IV: Soluciones y reactivos empleados en los estudios genémicos

A.IV. 1. Extraccion de ADN de suelo

1. Pesar 500 mg de perlas de vidrio en un tubo de centrifuga.

2. Agregar 0.2-1 g de suelo.

3. Agregar 1 ml de buffer SLX-Mlus. Vortex durante 4 minutos.

4. Agregar 100 plL de buffer DS. Mezclar por vortex.

5. Incubar 10 minutos en bafio a 70°. A los 5 minutos, volver a mezclar.
6. Incubar 2 minutos a 95°C.

7. Centrifugar los tubos durante 3 minutos a 3000 rpm.

8. Transferir 800 uL del sobrenadante a un tubo de microcentrifuga. Repetir los pasos 3-

8 dos veces, juntando los sobrenadantes sucesivos.

9. Agregar 270 ul de buffer P2. Mezclar.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Incubar en hielo 4 minutos.
Centrifugar a 213,000 x g por 5 minutos a 4°C.

Cuidadosamente transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga.

Agregar 0.7 voliumenes de isopropanol frio. Mezlcar por inversiéon unas 20 o 30 veces e

incubar a -20°C durante 1 hora.

Centrifugar a 213,000 x g durante 10 minutos a 4°C.

Cuidadosamente descartar el sobrenadante, sin tocar el pellet de AND.
Invertir los tubos en papel absorbente y secar durante 1 minuto.

Agregar 200 pL de buffer Elution y agitar con vortex durante 10 segundos.
Incubar a 70°C 15 minutos para disolver el pellet.

Agregar 100 pl de reactivo HTR y mezclar con vortex.

Incubar a temperatura ambiente 2 minutos.

Centrifugar a 2 13,000 x g durante 2 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga limpio. Si el sobrenadante no

es claro/ transparente, repetir los pasos 18-20.

Agregar igual volumen de buffer XP1 y mezclar.

Colocar una columna HiBind® DNA Mini Column dentro de un tubo de 2 mL
Transferir la muestra del paso 22 a la columna.

Centrifugar 1 minuto a 10,000 g a temperatura ambiente.

Descartar el eluyente.

Agregar 300 pL de buffer XP1.

Centrifugar a 10,000 x g durante 1 minuto.

Descartar el eluyente.

Colocar la columna HiBind® DNA Mini Column dentro de un tubo de 2 mL nuevo.
Agregar 700 pL de buffer SPW Wash

Centrifugar a 10,000 x g durante 1 minuto.

Descartar el filtrado.
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35. Repetir los pasos 31 a 33.

36. Centrifugar la columna vacia durante 2 minutos a 213,000 x g a temperatura ambiente.
37. Transferir la columna a un tubo de 1.5ml limpio.

38. Agregar entre 30 y 100 uL de buffer Elution.

39. Incubar a 70° durante 15 minutos.

40. Centrifugar a 213,000 x g durante 1 minuto.

41. Repetir las etapas 37-39.

42. Conservar el ADN a -20°C.

A.IV.2. Preparacion de soluciones de DGGE

Las soluciones utilizadas en la preparacion de los geles de DGGE se describen en
la siguiente tabla (Tabla A.IV.1). Las cantidades que se indican son para preparar 100
ml de cada solucién. La acrilamida/bisacrilamida utilizada es una solucién comercial
30%, en relacion 29:1. (Biorad). La urea utilizada fue de calidad Merk. La formamida es
de uso de biologia molecular desionizada (AppliChem).
Tabla A.IV.1. Preparacion de soluciones estandar para el armado de geles desnaturalizantes de

acrilamida/bisacrilamida con gradiente desnaturalizante de urea. Se lleva a 100 ml con agua destilada en
matraz.

Solucién 80% 0%

TAE 40X 2.5ml 2.5ml
Acrilamida: bisacrilamida 20.14 ml 20.14 ml
Urea 338¢g -
Formamida 32 mi -

Para el armado de los distintos gradientes desnaturalizantes se prepararon
soluciones de distinto % de urea, segun se describe a continuacién (Tabla A.IV2). Para
el estudio de la estructura de la comunidad mediante PCR 16S - rADN se utilizo el
gradiente 45-70%. El Persulfato de sodio (PAS) utilizado fue de grado molecular (Sigma
Aldrich), preparado en el momento (100 mg ml™) en agua bidestilada. EI TEMED que se
uso6 fue de AppliChem (N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina) de grado molecular.

Tabla A.IV.2. Descripcién de la composicion de cada solucién empleada en el armado de geles de
acrilamida/bisacrilamida con gradiente desnaturalizante de urea.
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Solucién 45% 70%

0% (ml) 4.81 1.38
80% (ml) 6.19 9.62
TEMED (ul) 18 18
PAS (pl) 72 72

Para el stacking, se utilizaron 5 ml de solucion 0% suplementados con 5 pl de

TEMED y 25 pl de PAS

Anexo V: Descripcion de las regiones utilizadas en los estudios de diversidad

mediante pirosecuenciacion del gen 16S rRNA

Como se menciond en Materiales y métodos, se realizaron estudios de

diversidad mediante distintos ensayos.

Una de las modalidades se realiz6 utilizando el servicio del Laboratorio de
investigacion molecular (MR DNA; Shallowater, TX; http://www.mrdnalab.com/),
donde la amplificacién fue con los primers 341Fbac (5 - CCTACGGGAGGCAGCAG-3')
(Muyzer y col., 1993) y 909R. La pirosecuenciacion también se realizé en la Estacién
Experimental del Zaidin durante una estancia corta en el marco del Progama BecAr ,
donde la amplificacion se llevdé a cabo con los primers U519F (5'-
CAGCMGCCGCGGTAATWC-3") y U926R (5'- CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3’) (Baker y col.,
2003).

En la Tabla A.V.1 se describe la metodologia empleada para el estudio de la

diversidad en cada microcosmos.
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Tabla A.V.1. Descripcion de la metodologia empleada en cada microcosmos para el estudio de

diversidad mediante pirosecuenciacion del gen 16S rRNA

Regidn Microcosmos

analizada

V3-V5 Suelo contaminado (So)

Suelo Acondicionado (SA)

Suelo Compostado (SC)

Suelo Estimulado con compost (SE)

Suelo tratado con persulfato (SOxo)

Suelo tratado con persulfato Acondicionado, 1 mes (SOxA-1m)
Suelo tratado con persulfato Acondicionado, 5 meses (SOxA-5m)
Suelo tratado con persulfato Acondicionado, 9 meses (SOxA-9m)
Suelo tratado con persulfato Acondicionado, 12 meses (SOxA-12m)

V4-V5 Suelo contaminado (S;)
Suelo tratado con persulfato (SOxo)
Suelo tratado con persulfato Acondicionado, 12 meses (SOxA-12m)

Suelo tratado con persulfato Compostado, 12 meses (SOxC-12m)

Suelo tratado con persulfato Doblemente Estimulado con compost, 12 meses

(SOXDE-12m)

Anexo VI: Secuencias obtenidas mediante el clonado de la region RHDa de genes

dioxigenasa

En la Tabla A.VL.1 se detalla el nUmero de acceso con el que fue anotada la

secuencia obtenida para cada clon en la base de datos https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Tabla A.VI.1. Identificacidon y nimero de acceso a la base de datos https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ de las

secuencias obtenidas para cada clon secuenciado.

Identificacion Numero de acceso | Identificacion NuUmero de acceso
Clone GP 5 KU608338 Clone GN 1 KU608343
Clone GP 6 KU608339 Clone GN 2 KU608344
Clone GP 8 KU608340 Clone GN 7 KU608345
Clone GP 9 KU608341 Clone GN 8 KU608346
Clone GP 10 KU608342 Clone GN 13  KU608347
CloneGP 11 KU608333 Clone GN 14 KU608348
Clone GP 15 KU608334 Clone GN 15 KU608349
CloneGP 16  KU608335 CloneGN 16 KU608350
Clone GP 19 KU608336 Clone GN 18 KU®608351
Clone GP 20 KU608337 CloneGN20 KU608352

311



e Clones correspondientes a genes dioxigenasa (PAH-RHDa) de bacterias gram
positivas (GP)

Se obtuvo una Unica secuencia, de 241 pares de bases:

GGACGGCTATCACACGGTCATGACGCACCGTTCGATGTGTGAGCTGGGGTTGTTACCGCCCG
ATAATGTGGCCGTTTCGCCGGCCCACGTCAGCCTATCGGGCGGGCACGGGGCGGGCGTTCT
AGGCGCACCACCCGGCATACCCGCACCGCCGTACATGGGCTATCCGGAGGAAGTCGTCTCCG
GTCTCAGCGAGGGTTACGGCGATGACGTCCATGGCGAGTTGCTGAAACGGACGATG

e Clones correspondientes a genes dioxigenasa (PAH-RHDa) de bacterias gram
negativas (GN)

Los clones GN 1, GN 2, GN 14, GN 18 y GN 20 mostraron similitud (100%) en la
secuencia clonada. Por otro lado, la secuencia de los clones GN 15 y GN 16 fue
idéntica. Si bien la secuencia de los clones GN 7, GN 8 y GN 13 mostrd gran similitud
con las anteriores, todas presentaron diferencias en la secuencia nucleotidica. Todas

las secuencias obtenidas fueron de 254 pares de bases.

Secuencia de los clones GN 1, GN 2, GN 14, GN 18 y GN 20:

CGCATGCGTCTTCGCTTCGCTCAGGGCAGTCGGTCTTCTCGTCGTTAGCTGGCAACGCAGCTT
TGCCCCCAGAAGGTGCAGGTCTGCAAATGACCTCCAAATACGGCAGCGGCCTGGGTGTGTT
GTGGGACGCATATTCAGGCGTGCACAGCGCAGACCTGGTTCCGGAATTGATGGCCTTCGGC
GGTGCTAAGCAGGAACGGCTGAACAAAGAAATTGGCGAGGTTCGCGCACGAATCTATCGC
AGCCACCTC

Secuencia de los clones GN 15y GN 16

CGCACGCGTCTTCGCTTCGCTCAGGGCAGTCGGTCTTCTCGTCGTTAGCTGGCAACGCAGCTT
TGCCCCCAGAAGGTGCAGGTCTGCAAATGACCTCCAAATACGGCAGCGGCCTGGGTGTGTT
GTGGGACGCATATTCAGGCGTGCACCGCGCAGACCCGGTTCCGGAATTGATGGCCTTCGGC
GGTGCTAAGCAGGAACGGCTGAACAAAGAAATTGGCGAGGTTCGCGCACGAATCTATCGC
AGCCACCTC

Secuencia del clon GN 7

CGCATGCGTCTTCGCTTCGTGTGGGGCAATCGGTCTTGTCGCCGATGGCTGGCAATGCAGCA
TTGCCCCCAGAAGGCGCAGGTCTGCAAATGACCTCCAAATACGGCAGCGGCATGGGTGTGT
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TGTGGGACGGATATTCAGGCGTGCACAGCGCAGACCTGGTTCCGGAATTGATGGCCTTCGG
CGGTGCTAAGCAGGAACGGCTGAACAAAGAAATTGGCGAGGTTCGCGCACGAATCTATCGC
AGCCACCTC

Secuencia del clon GN 8

CGCATGCGTCTTCGCTTCGTGTGGGGCAATCGGTCTTGTCGCCGATGGCTGGCAATGCAGCA
TTGCCCCCAGAAGGCGCAGGTCCGCAAATGACCTCCAAATACGGCAGCGGCATGGGTGTGT
TGTGGGACGGATATTCAGGCGTGCACAGCGCAGACCTGGTTCCGGAATTGATGGCCTTCGG
CGGTGCTAAGCAGGAACGGCTGAACAAAGAAATTGGCGAGGTTCGCGCACGAATCTATCGC
AGCCACCTC

Secuencia del clon GN 13

CGCATGCGTCTTCGCTTCGCTCAGGGCAGTCGGTCTTCTCGTCGTTAGCTGGCAACGCAGCTT
TGCCCCCAGAAGGTGCAGGTCTGCAAATGACCTCCAAATACGGCAGCGGCATGGGTGTGTT
GTGGGACGTATATTCAGGCGTGCACAGCGCAGACCTGGTTCCGGAATTGATGGCCTTCGGC
GGTGCTAAGCAGGAACGGCTGAACAAAGAAATTGGCGAGGTTCGCGCACGAATCTATCGTA
GCCACCTC
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