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Resumen

Los sedimentos acuaticos actuan como reservorios de nutrientes asi como también de
contaminantes, dentro de los cuales encontramos hidrocarburos aromaticos policiclicos como
fenantreno, pireno y antraceno. El fitoplancton puede ser indicador de la presencia de
contaminantes, por lo que se propone su estudio en el embalse Los Barreales, Neuquén. Se
caracteriz6 el ambiente, y se colectaron muestras para realizar un ensayo incubando
sedimentos contaminados y agua filtrada, y otro en presencia de Scenedesmus quadricauda.
Se observé una disminucién en la concentracidon de nutrientes a partir de 500 ppm de
fenantreno y pireno, y efectos toxicos sobre S. quadricauda de los tratamientos con fenantreno
a partir de 250 ppm a 2 y 7 dias y con pireno a paritr de 1000 ppm a 2 dias. La contaminacion
de los sedimentos con Fenantreno o Pireno modifica la concentraciéon de nutrientes en la
columna de agua, y afecta el crecimiento de S. quadricauda.
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Introduccion

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son contaminantes ubicuos y principales
componentes de combustibles fésiles tales como el petréleo, identificandose entre los mas
toxicos al Fenantreno (Fn), el Pireno (Pr) y el Antraceno (An) (Peluffo, 2016). Ante la presencia
de contaminantes, los sedimentos de los ambientes acuaticos, juegan un importante rol debido
a que pueden actuar como sumidero de los mismos, interviniendo, también, en el ciclo de los
nutrientes, tales como el fésforo (P) y nitrogeno (N) (Eggleton et. al., 2004; Hakanson y
Jansson, 1983). Por otro lado, se ha demostrado que las microalgas son indicadores sensibles
al estrés contaminante (Munawar y Munawar 1987). Los bioensayos con fitoplancton, tanto en
experimentos de microcosmos (Sibley et al., 2001) como de mesocosmos (Nuy et al., 2018)
son las técnicas mas empleadas para evaluar el impacto potencial de la contaminacion. Dada
la creciente explotacién petrolera en el yacimiento de Vaca Muerta, es de suma importancia
contar con herramientas que permitan evaluar de manera rapida y precisa el impacto que los
HAPs produciran sobre los ambientes acuaticos y los suelos circundantes (Proyecto FAO UTF
ARG 017/2017). Se proponen dos objetivos: 1) Estudiar el efecto que la contaminaciéon por
HAPs produce sobre la calidad de sedimentos del embalse Los Barreales (nutrientes). 2)
Estudiar el posible uso de Scenedesmus quadricauda (microalga autéctona del ambiente bajo
estudio previamente seleccionada como potencial bioindicador de contaminaciéon por Fn en
este ambiente por Rotondo et. al. (2018) como indicador de contaminaciéon por HAPs.

Area de estudio

El trabajo se desarroll6 en el embalse Los Barreales, ubicado en la cuenca del rio Neuquén y
situado en la zona de explotacion petrolera de Vaca Muerta, centrado en 38°33'03"S y
68°49'21"0. En el mismo, se establecieron tres sitios de muestreo (Fig. 1), entre 19 y 39 m de
profundidad, seleccionandose las muestras del sitio central para realizar las experiencias de
laboratorio.
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Figura 1: Sitios de muestreo en el embalse Los
Barreales (en amarillo).

Materiales y Métodos

Obtencion y caracterizacion de las muestras de agua, sedimentos y suelos para la realizacién
de los ensayos en laboratorio: Se colectaron muestras de agua (botella Van Dorn) y sedimentos
(corer tipo UWITEC). Se conservaron de acuerdo con las recomendaciones realizadas por APHA
(1995). In situ, se midieron pH y potencial redox. En las muestras de agua se determinaron: amonio
(N-NH,"), fésforo reactivo soluble (PRS), fésforo total (PT) y nitrogeno total (NT) (APHA, 1995). En
sedimentos se determiné capacidad de intercambio cationico (CIC) (Summer y Miller, 1996), PT
(digestion acida con H,SO, y H,O,; Murphy y Riley, 1962), Carbono total (CT) y NT (Thermo Flash EA
1112). La caracterizacion geoquimica se analizé por SEM-EDAX. La presencia y concentracion de los
PAHSs se determiné por cromatografia gaseosa con detector de ionizacién de llama (CG-FID).

Caracterizacion de las asociaciones de especies fitoplanctonicas: Se colectaron muestras de
agua en superficie, 2, 6,10, 18 y fondo (39 mts). Las muestras se fijaron con lugol-acético y el recuento
algal se realizé mediante microscopio invertido (Utermdhl). Las especies fueron identificadas a partir
de la bibliografia especifica para cada grupo algal.

Evaluacion de la respuesta (nutrientes) de los sedimentos a la contaminaciéon por HAPs: Se
consideraron como valores iniciales (controles) los determinados en los sedimentos del embalse. Las
muestras de sedimentos fueron incubadas por triplicado, en frascos de vidrio con concentraciones
crecientes (de 0 a 1000 ppm) de Fn, An o Pr (patrones calidad analitica). La temperatura de
incubacién fue de 25°C, y los HAPs se incorporaron a los sedimentos de acuerdo a Kulik et al. (2006).
Los sedimentos contaminados se incubaron con agua del embalse. Se evalué la disponibilidad de
nutrientes en funcién de las dosis de HAPs a partir de la determinacion de la concentracion de N-NH,*
y PRS en solucion. Se realizé un Analisis de Varianza (ANOVA) de una via para determinar las
diferencias significativas entre sedimentos contaminados y sin contaminar (5 % de significacion).

Bioensayos con S. quadricauda utilizando diferentes HAPs: Se realizaron los ensayos con
monocultivos de esta especie y sedimentos contaminados artificialmente como se detallé en la
actividad anterior. Los mismos se realizaron por triplicado, a temperatura constante (25 °C) y 12 hs
luz, 50 pmolfoton.seg'1. Se cosecharon a los 2 y 7 dias de incubacion. Se realizé el recuento celular de
cada frasco mediante microscopio invertido. Se realizé6 un Andlisis de Varianza (ANOVA) de una via
para determinar las diferencias significativas (5 % de significacion).

Resultados

El embalse es un sistema alcalino (pH = 8,2), con elevada conductividad (265,2 uS/cm), y
concentraciones promedio de PT=30,2 pgl/l, NT=123,5 pg/l, PRS=5 ug/l, NH,'=7 ug/l y clorofila
“a”=14 mg/m3. Los sedimentos presentaron concentraciones promedio de PT=895 ug/g d.w.,
NT=0,06 %, CT=0,7 % y CIC=30 mg/100g. La textura arenosa (2-0,05 mm), con alto porcentaje (35%)
de arena muy fina (0,25-0,05mm) respecto de las demas fracciones. La composicion mineral de los
sedimentos, (% de oxidos), resulté en promedio: SiO, (55,4%)>Al,0; (18,4%)>Fe,0; (8,9%)>Ca0
(5,3%)>K>0 (3,2%)>MgO (2,9%)>Na,0O (2,8%)>Ti,O (1,2%)>F,0 (1,2%)>P205 (0,4%) > SO3 (0,3%).
La concentracion de Fn, An y Pr en los sedimentos del embalse fueron, en promedio, de 8,11, 0,77 y
0,82 ppm, respectivamente. Los siguientes grupos algales fueron identificados en el promedio anual
de sucesidon estacional: Bacillariophyta (Cyclotella stelligera; Stephanodiscus sp.; Melosira
granulata); Clorophyta (Scenedesmus quadricauda; Monoraphidium sp.; Criptophyta (Plagioselmis
sp.); Dinophyta: Ceratium sp. y Cianophyta (Dolichospermum sp.; Merismopedia sp.).
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Evaluacién de la respuesta (nutrientes) de los sedimentos a la contaminacién por HAPs: Las
concentraciones de PRS y N-NH," en la columna de agua para los distintos tratamientos (HAPs y
concentraciones en ppm) se muestran en la Fig. 2. Se observé una disminucion, significativa, en la
liberacion de PRS y N-NH," hacia la columna de agua, en los tratamientos de concentraciones
mayores (500 y 1000 ppm) para Fn y Pr (Tabla 1). Los sedimentos contaminados con An no
mostraron diferencias significativas para ninguno de los dos nutrientes, respecto al control. Una
posible explicacion para estos resultados podria estar relacionada a la CIC. Segun Liang et. al. (2006),
el incremento de la CIC afecta significativamente la retencién de nutrientes cuando el suelo tiene
mayor concentracion de HAPs. Sin embargo, futuras determinaciones de este parametro deben ser
realizadas para corroborar esta hipotesis.
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Figura 1: Concentraciones de NH,* y PRS en la columna de agua para los distintos tratamientos (HAPs) y
concentraciones de los mismos (50,100,250,500y 1000 ppm).

Tabla 1. ANOVA de una via con 5% de significancia para cada tratamiento (HAP), comparando entre las
distintas concentraciones de HAPs.

Compuesto | Amonio PRS

g |F [ p-valor g |[F | p-valor
Antraceno 5 4,99 0,015 5 2,77 0,08
Pireno 5 30,39 <0,0001 5 7,8 0,0031
Fenantreno |5 43,34 <0,0001 5 48,91 <0,0001

Bioensayos con S. quadricauda utilizando diferentes HAPs: Los valores de abundancia celular en
los tratamientos con los diferentes HAPs y las concentraciones de los mismos se muestran en la Fig.
3. Se observaron diferencias significativas para Fn (a los 2 y 7 dias y concentraciones superiores a
250 ppm) y Pr (a los 2 dias para la concentracion de 500 ppm). Sin embargo, no se observaron
efectos significativos en ninguno de los tratamientos con An (Tabla 2). Means et. al. (1980)
relacionaron la adsorciéon de los HAPs en sedimentos de rios con la solubilidad y coeficiente de
reparto octanol-agua (K,,) de diferentes HAPs. Por otro lado, Seiler et. al. (2014) vinculan los efectos
toxicos diferenciales de los HAP a estos dos parametros. Estos autores determinaron una diferente
biodisponibilidad de cada HAP, teniendo en cuenta su solubilidad en agua (Fn = 1150 ug/L, An = 43,4
ug/L y Pr =135 ug/L) y log K, (Fn=5,61, An=5,33 y Pr=5,32). Los resultados obtenidos en nuestro
trabajo podrian relacionarse a la solubilidad de los HAPs ensayados debido a que el K,,.es similar
para los tres HAPs. Estudios complementarios deben ser realizados para relacionar estos parametros
con la concentracidon de carbono organico en los sedimentos del ambiente, y con la actividad quimica
de cada HAP en los sistemas propuestos, a fin de obtener un parametro predictivo de toxicidad de
acuerdo a lo propuesto por Engraff et al. (2011).
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Figura 3: Abundancia de Scenedesmus quadricauda para los para los distintos tratamientos (HAPs) y concentraciones.
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Tabla 2. ANOVA de una via con 5% de significancia para la abundancia celular en cada tratamiento
(HAP), comparando entre las distintas concentraciones de HAPs.

Compuesto Dia Abundancia
gl [F | p-valor
Antraceno 2 5 2,93 0,0638
7 5 1,65 0,2261
Pireno 2 5 6,46 0,0039
7 5 1,68 0,2703
Fenantreno 2 5 6,56 0,0077
7 5 24,45 0,0001

Conclusiones

La contaminacién de los sedimentos del embalse Los Barreales con HAPs modifica la
liberacién de nutrientes desde estos hacia la columna de agua, asi como también afecta el
crecimiento de S. quadricauda a concentraciones mayores a 250 ppm para el Fn y 1000 ppm
para el Pr. Estos resultados indicaran que los bioensayos con especies algales sensibles del
ambiente constituyen una herramienta util y rapida para detectar el efecto de la contaminacion
por hidrocarburos.
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