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REMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS
CON FENANTRENO POR OXIDACIONQUIMICA
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Orientador; Prof. Dra. VERONICA CECILIA MORA
Co — Orientador: Prof. Dra. MARCELA VANESSA MARTIN

RESUMEN

La contaminacion del suelo se encuentra en constante incremento debido al
crecimiento de la poblacién a nivel mundial, el cual propicia la produccion y la
liberacion de compuestos de hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) en el
ambiente. Se probaron varios oxidantes quimicos en la busqueda de métodos
quimicos alternativos que degraden eficientemente al fenantreno contenido en un
suelo contaminado de dos afios, en el cual la presencia de los oxidantes quimicos
promuevan la degradacion del mismo sin afectar a la comunidad ni a la poblacion
microbiana nativa del suelo. Se hicieron seis tratamientos: persulfato de amonio
(PSN), agregados sucesivos de persulfato de amonio (PSN Suc), perdxido de
hidrégeno (H»0,), peroxido de hidrogeno catalizado con hierro complejado con
etilendiamintetraacético (EDTA) (H.O0./Fe:EDTA), persulfato de amonio catalizado
con hierro complejado con EDTA (PSN/Fe:EDTA) y permanganato de potasio
(KMnQ,) contrastando con un control bioldgico. Los ensayos tuvieron un tiempo de
duracion de 28 dias con las muestras incubadas a 24 + 2 °C. Se monitorearon las
propiedades fisicoquimicas: pH, concentracion del oxidante y del fenantreno
utilizando espectrofotometro UV-vis y HPLC respectivamente; conductividad
eléctrica y humedad; también pardmetros microbioldgicos: recuentos de bacterias
heterdtrofas cultivables y degradadoras de PAH; ademas, ensayos de toxicidad con
semillas de lechuga Lactuca Sativa y analisis moleculares con técnicas de PCR y
DGGE empleando un kit de extraccion de DNA. Luego de los tratamientos estos
sistemas se dejaron en incubadora para evaluar la capacidad de recuperacion del
suelo a 56 dias de iniciado el tratamiento. Los ensayos con PSN, KMnO, y
PSN/Fe:EDTA mostraron ser mas efectivos. Los primeros siete dias corresponden a
la degradacion quimica, al finalizar los ensayos se alcanzé un 90% de oxidacion.
Estos son métodos adecuados para la eliminacién del fenantreno (contaminante
modelo) que parecen no provocar efectos negativos significativos sobre la
comunidad microbiana del suelo.

Palabras claves: PAH, Fenantreno, degradacién quimica, persulfato de amonio,
permanganato de potasio, peroxido de hidrégeno, comunidad microbiana, toxicidad,
analisis molecular.
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REMEDIATION OF PHENANTHRENE-CONTAMINATED
SOIL BY CHEMICAL OXIDATION

Author: NADIA MABEL VILLALBA VILLALBA
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SUMMARY

Soil contamination, one of the main natural resources is increasing year by year due
to the global population growth. This promotes the production and release of the
Polycyclic Aromatic Hydrocarbon compounds (PAH) in the environment. In this
work were tested several chemical oxidation compounds to find sustainable methods
that efficiently degrade the Phenanthrene present in a 2 years contaminated soil.
Where chemical compounds promote the degradation without affect the
autochthonous microbial populations and the microbial community structure of the
soil. Six different treatments: ammonium persulfate (PSN), successive additions of
ammonium persulfate (PSN Suc), hydrogen peroxide (H»0), hydrogen peroxide
catalyzed by ferrous ions and ethylenediaminetetraacetic (EDTA) as chelating agent
(H20,/Fe:EDTA), ammonium persulfate catalyzed by ferrous ions and (EDTA) as
chelating agent (PSN/Fe:EDTA) and potassium permanganate (KMnQO,) were carried
out compared against a biological control. The assays were performed during 28 days
with the samples incubated at 24 + 2 °C. During the treatment physicochemical
properties like pH, oxidant concentration using an UV-Vis spectrophotometer,
concentration of the contaminant using an HPLC-UV equipment, electrical
conductivity, humidity; microbiological properties like cultivable heterotrophic and
degrading bacterial counts; toxicity assay with Lactuca Sativa lettuce seeds, genetic
diversity analysis of the soil bacterial community were determinated. When each
treatment ended the samples were kept inside the incubator for 28 days more to
complete 56 days from the beginning of the treatment to evaluate the capacity of the
soil to recuperate. The essays with PSN, KMnO,andPSN/Fe:EDTA showed greater
degradation, more than 90% into 28 days where the seventh days correspond to
chemical degradation. They are suitable methods to remove Phenanthrene (pollutant
model). These treatments seem do not produce significant negative effects on the soil
microbial community.

Keywords: PAH, Phenanthrene, chemical degradation, ammonium persulfate,
potassium permanganate, hydrogen peroxide, microbial community, toxicity, and
genetic diversity analysis.

VI



INDICE

Pagina

INTRODUCCION 1
1.1. Planteamiento del problema................coooiiiiiiiiiiiiin, 3
1.2, JUSHFICACION. ...out it 3
| T 0101575 7oL PR 5
1.3.1. Objetivo General.............ccoviiiiiiiiiiii e, 3)
1.3.2. Objetivos Especificos......c.ovviviiiiiiiiiiiiiiiiiieieenn, 3)

S 0107013 3)
MARCO TEORICO 6
2.1, ANEECEARNEES. ... utitt ittt ettt e 6
2.2, SUCIOS. .ottt 7
2.2.1. Descripcion y caracteristiCas. ......oo.vevueeeireenneeeineennnnnn 7
2.2.2. Suelos contaminados............ceevviirieiiiiiiiiiiiii e 9

2.3. Hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHS)..............c.cveenenn, 10
2.3.1. Fenantreno........o.vveeiriiei it et 12

2.4, RemediaCiOn. . ....o.uiviiiie e 14
2.4.1. BiorremediaCion. .........ovuiiiiiiii i e 14
2.4.2. Remediacion quimicCa...........oovveiriiiieeiiiiieiieiieennnnnn, 17
2.4.3. Toxicidad del tratamiento.............ccoeviieiiiiiiiiiiiiiin, 19

2.5, OxidaciOn qUIMICA. ......c.vviuiiitt i 20
2.5.1. M¢étodos avanzados de oxidacion quimica in situ................ 20
2.5.2. Oxidante qUIMICO.......ovvuviiiiiiiiie i e 24

2.6. Microbiologia del suelo..............cooiiiiiiniiinii 31
2.6.1. Comunidades microbianas del suelo......................... 31

2.7. Andlisis molecular...............ooiiiiiii i 36
2.7.1. Extraccion de DNA de los microorganismos del suelo......... 37
2.7.2. Amplificacion del DNA (PCR)........ccooviiiiiiiiiiie i, 37
2.7.3. DGGE (fingerprinting de la comunidad).................... 39
METODOLOGIA 42
3.1 Materiales. ... 42
3.2, MEOAOS. .t e 42
3.2.1. Suelo - Toma de MUESEra............euvueninininiiiiinienenen. 42
3.2.2. Suelo - Preparacion de microcosmos......................... 43
3.2.3. Tratamientos con oxidantes quUimicos........................ 43
3.2.4. Analisis fisicoquimico delsuelo..............cooiviiiiiinnn.. 46
3.2.5. Andlisis microbiolégico del suelo....................oooiii. 49
3.2.6. Analisismolecular...............ooii 50
3.2.7. Ensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga............. 52
RESULTADOS Y DISCUSION 54



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1, CONCIUSIONES. . . ettt e e
5.2, RECOMENAACIONES. . ..o

ANEXOS

A. Materiales

B. Reactivos

C. Figuras

D. Preparacion de reactivos
E. Glosario

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

72
72
73

74
74
76
78
85
88

89



©CoNO~ LN E

LISTA DE FIGURAS

Estructura molecular del fenantreno. ..........cccooveiiiie e 12

Valores de pH del SUEIO VS diaS. ......oieeiieiieiieccece e, 53

Valores de Conductividad EIéctrica Vs dias. ........cccoovveiiveiie i, 55

Curvas de concentracion de fenantreno normalizadas. ............ccccevvveiiieiinennnnn, 56

Espectros de absorcion de PSN. ........cccooiiiiiiiiieiie s 58

Porcentaje de INhiDICION VS DIaS........coviiiiieiiiiieiiecee s 62

Bacterias heterotrofas cultivables. Tratamiento con PSN. ........ccccoovveiieiineinnnn, 65

Bacterias heterotrofas cultivables. Tratamiento con KMnOg........ccoeevvveivnennn. 66

Bacterias heterotrofas cultivables. Tratamiento con PSN/Fe:EDTA. ................. 67
. Bacterias heterdétrofas cultivables. Tratamiento con HzOz. ..c.vvevvveiiviiiciineinnn, 67
. Bacterias heterdtrofas cultivables. Tratamiento con H,O,/Fe:EDTA................. 67
. ANALISIS POr DGGE. ..ot 70
. ANALISIS POr DGGE. ..ot 71
. CONtrol BIOIOGICO. ...t 78
. Tratamiento CON PSN. ....ooiiii e 78
. Tratamiento CON PSN SUC. ....coiiiiiiiie e 78
. Tratamiento CON HoOa. ..vviiiiieiiie et 78
. Tratamiento con HoO2/FEIEDTA. ....ovi ot 79
. Tratamiento CON PSN/FEIEDTA. .....oo oot 79
. Tratamiento CON KIMNO 4. ....vveiiiie e ree e 79
. PH —metro y CondUCLIMELIO. .......ccvveeiiie e 79
. Espectrofotometro UV-VISiDIE. ..........coovvieiiiiiie e 80
. EQUIPO HPLC-UV ..ottt 80
. Extraccion de los microorganismos del SUEl0. ........ccccevvveiiiie v, 80
. Preparacion de 1a diluCion (-1)........ccceeeuieeiiieeiie e 80
. DIlUCIONES SEIIATAS. ... vveeiiieeiiie ettt et 81
. Siembra de microorganismos en medio de cultivo R2A............cccccevvvveviiveennnen. 81
. Espatula de DrigalsKy.........c.ccoiiiiiiiie e 81
. Unidades formadoras de colonias (UFC). ........cccceviireiiine e 81
. Diluciones de bacterias degradadoras de PAH. .............ccccooviieeviie e, 82
. Policubetas para bacterias degradadoras de PAH. .........cccccoviveevie e, 82
. Bacterias degradadoras de PAH...........ccve i 82
. TermOCICIA0ON. ... 82
. Cama para preparar geles para electroforesis. ..........ccccovveeviie v, 83
. Cuba eleCtrofOrltiCa. .......ccveeiiiee e 83
. EQUIPO DGGE-2401L.... ..ottt 83
. Documentador de IMAQENES. .........ccurieiiieeciee e 83
. Semillas de Lechuga Lactuca SatiVa.............cccccvveiiiieeiiiec e 84
. Siembra de semillas de lechuga. ..........cc.cooviiiiiii i, 84
. Germinacion de las semillas de leChuga............cccccovviveiiiie e, 84

Xl



o UA W

LISTA DE TABLAS

Los dieciséis PAHs contaminantes prioritarios para la US EPA y algunas de sus

propiedades fiSICOQUIMICAS. .......coviiieiieiieiee e 11
Resumen de propiedades fisicas y quimicas de fenantreno.............cccccevevvennnnn. 12
Fuerza de 10S OXIAANTES. .......ccvveiiiiie e eeee e 17
Consideraciones para los tratamientos in situ con ISCO ...........cccceevvveeviiieennnen. 21
Dosis de oxidantes UtIHZA0S. ..........cooviiiiiiiieiie e 43
Tabla de los valores de los Log UFC/gTS y de los Log NMP/gTS para los
distintos tratamientos a l0S 0, 7 ¥ 28 di@s. .....cccocvveeiieiiieiieeeee e, 60
Resumen de los valores iniciales y finales de algunos de los parametros........... 64

Xl



LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

CE
CINDEFI

CONACYT
DGGE

DNA

EDTA
Fe
Fe(l1)
HOC

HPLC

H,0,
H,O,/Fe:EDTA

INIFTA
ISCO

KMnO,
NMP
PAH

PCR

PSN
PSN/Fe:EDTA
PSN Suc

R2A

TS

UFC

UNLP

US EPA

Conductividad Eléctrica

Centro de Investigacion y Desarrollo en Fermentaciones
Industriales

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (de las siglas
en inglés Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Acido  Desoxirribonucleico (de las siglas en inglés
Deoxyribonucleic acid)

Acido etilendiamintetra acético

Hierro

Hierro en estado de oxidacién (+2)

Compuestos Organicos Hidrofébicos (de las siglas en inglés
Hydrophobic Organic Compounds)

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (de las siglas en inglés
High Performance Liquid Cromatoghraphi)

Peroxido de hidrogeno

Peroxido de hidrogeno catalizado con hierro complejado con
EDTA

Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Teoricas y Aplicadas
Oxidacion Quimica In Situ (de las siglas en ingles In Situ Chemical
Oxidation)

Permanganato de potasio

Numero Mas Probable

Hidrocarburos Policiclicos Aromaéticos (de las siglas en inglés
Polycyclic Aromatic Hydrocarbon)

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (de las siglas en inglés
Polymerase Chain Reaction)

Persulfato de amonio

Persulfato de amonio catalizado con hierro complejado con EDTA
Persulfato de amonio con agregados sucesivos

Medio de cultivo R2 rico en Agar

Tierra Seca

Unidades Formadoras de Colonias

Universidad Nacional de La Plata

Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (de las
siglas en inglés United States Environmental Protection Agency)

X1



LISTA DE UNIDADES DE MEDIDAS

Atm
Cm
G
Kg
kPa
L
ML
M
Mg
Min
mL
Mm
mM
mmHg
mS
m3
pHm
Nm
Ppm
Vv

Atmosfera

centimetro (10 metro)
Gramo

kilogramo (10°gramo)
Kilo Pascal (10° Pascal)
Litro

microlitro (10°° Litro)
Concentracion Molar
miligramo (10°gramo)
Minuto

mililitro (107 Litro)
milimetro (10 metro)
Mili Molar (10°Molar)
Milimetro de mercurio
milisiemens (10 Siemens)
metro cubico
micrémetro (10 metro)
nandmetro (10°° metro)
Partes Por Millon
Voltio o Volt

XV



1. INTRODUCCION

La descontaminaciébn de suelos cronicamente contaminados con
Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (PAH) para la recuperacion de los mismos es
uno de los principales objetivos perseguidos por los profesionales dedicados a
disminuir los impactos ambientales (Schippers et al., 2000; Rivas, 2006; Ferrarese et
al., 2008).

Los PAH constituyen un grupo prioritario de contaminantes ambientales, los
cuales son contaminantes frecuentes presentes en suelos y sedimentos; ademas son
de preocupacion ambiental debido a sus efectos toxicos, mutagénicos y/o sus efectos

carcinogeénicos (Mallick et al., 2007).

Los suelos cronicamente contaminados tienen impactos negativos sobre los
ecosistemas acuaticos y terrestres afectando el desarrollo de los seres vivos, el
fenantreno es toxico para algunas especies marinas porque causa respuesta
inhibitoria en las membranas celulares debido a su fuerte naturaleza hidrofobica
(Ortiz, 2003).

Es por esto que se han realizado numerosos estudios para tratar de encontrar
tecnologias que sean Utiles, eficientes, accesibles y sobre todo aplicables a sistemas
reales para la remocion y la degradacion de estos contaminantes que estan siendo
generados y/o acumulados en el ambiente debido a sus propiedades fisicas y

quimicas las cuales lo hacen persistentes en el ambiente.

El fenantreno es de la familia de los PAH, compuesto por tres anillos
bencénicos fusionados en un modelo angular, posee dos regiones principales
llamadas “region Bahia” y “region K” y es frecuentemente utilizado como sustrato
modelo para estudios sobre metabolismo carcinogénico de los PAHs (Mallick et al.,
2007).



La “region Bahia” se forma entre los carbonos 4 y 5, mientras que la “region
K” se forma entre los carbonos 9 y 10. La importancia de estas regiones estriba en el
hecho de que el ataque microbioldgico es especifico en alguna de ellas dependiendo
del microorganismo y la enzima producida (Sanchez et al., 2010).

La velocidad de la biodegradacién en la superficie esta en general limitada
por la cantidad de oxigeno como suplemento y por los factores relacionados a la
biodisponibilidad tales como la solubilidad, la velocidad de disolucién y de sorcion
(Wang et al., 1998).

La eficiencia de la biorremediacion in situ en muchos sistemas podria
encontrarse limitada a causa de la baja biodisponibilidad del contaminante, lo cual
podria deberse a la baja solubilidad en agua o a la enorme magnitud de sorcion a la
matriz (Wang et al., 1998).

A lo largo de la historia se han investigado numerosas técnicas que tenian
como objetivo incrementarla biodisponibilidad del contaminante para que estos

puedan servir de sustratos a los microorganismos (Shippers et al, 2000).

La sorcion de contaminantes hidrofobicos por el suelo y la superficie de los
solidos es una limitacion significativa para remediacion de sitios contaminados
empleando ISCO (Oxidacion Quimica In Situ de las siglas en inglés), investigaciones
mas recientes, en busca de superar estas limitaciones, han empezado a utilizar otros

reactivos como el persulfato activado.

El persulfato fue utilizado por el potencial que tiene para mejorar el
tratamiento de contaminantes adsorbidos, un fendmeno que previamente ha sido
observado con las reacciones catalizadas de H,O, (reactivos Fenton) (Teel et al.,
2009).

Los microorganismos que degradan los hidrocarburos por su contenido de
carbono y energia existen naturalmente en los suelos; sin embargo, la mayoria de las

bacterias pueden metabolizar sélo una pequefia gama de hidrocarburos.



Se han informado que en suelos no contaminados con hidrocarburos sélo del
0,1 al 1% de los microorganismos autdctonos tienen la capacidad de degradar los
hidrocarburos y que éstos una vez que han sido expuestos al petréleo, el nimero de
microorganismos degradadores de hidrocarburos que principalmente son bacterias y
hongos, aumentan a través del enriquecimiento selectivo, la mutacién o la
transferencia de plasmidos. Los microorganismos superficiales viven en la mezcla de
suelos y la mayoria se encuentran ligados a las particulas del suelo (Moyer et al.,
1996).

El suelo es un recurso natural dificilmente renovable esencial para la
sociedad, ya que proporciona las materias primas para toda actividad. Lejos de ser
una capa residual y estatica, un mero soporte para las plantas, constituye un
ecosistema complejo y dindmico donde tienen lugar numerosos procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos. De los cuales dependen la fertilidad y la estructura del suelo
y, en ultima instancia, la productividad de los cultivos. En tanto, la conservacion y

remediacion de este recurso se considera prioritaria.

1.1. Planteamiento del problema

Los PAHs son contaminantes ubicuos y se acumulan a diario en el
ambiente, especialmente en el suelo debido a las actividades humanas,

principalmente a través de la combustion de madera, petroleo, carbon, etc.

La biorremediacion logra la recuperacion del recurso suelo, pero requiere
mayores tiempos que otras tecnologias y en el caso de suelos cronicamente

contaminados esta limitada por la baja disponibilidad de los PAH.

1.2. Justificacion

La contaminacién es un problema mundial a gran escala por esta razon
encontrar métodos eficientes y sustentables para la descontaminacion de aguas

residuales y de suelos se ha convertido en un importante desafio no solo tecnoldgico



sino también social, por su efecto sobre los seres vivos y sobre la calidad de vida de

los seres humanos.

La eficiencia de la biorremediacion in situ de muchos sistemas podria
encontrarse limitada por la baja biodisponibilidad del contaminante debido a la baja
solubilidad del mismo en agua o al alto grado en el que se encuentran absorbidos por

la matriz.

La aplicacion de oxidantes quimicos a suelos contaminados con PAH se
considera una estrategia efectiva para superar las limitaciones de la biorremediacién,
debido a la alta eficiencia en la eliminacion del contaminante en un tiempo
relativamente corto. Ademas permiten su combinacion con tratamientos de
biorremediacion para lograr una completa recuperacion del suelo (De Souza e Silva
et al., 2009).

Es por esto que estudiar distintos métodos de oxidacion quimica (persulfato,
perdéxido de hidrégeno, permanganato, etc.) sobre los suelos contaminados con PAH
permitira aplicar los oxidantes quimicos como complemento de la biorremediacion

en la degradacion de los contaminantes.

Se ha empleado al fenantreno como compuesto modelo para el estudio de la
biodegradacion de los PAH dado que: i) se encuentra en altas concentraciones en
muestras ambientales contaminadas con este tipo de compuestos; ii) porque muchos
de ellos contienen una caracteristica estructural similar a la del fenantreno y que en
ellas es carcinogénica; iii) ademas el fenantreno es uno de los PAH mas pequefios y
posee dos regiones: una region “bahia” y una region “K” en su molécula (Bezalel et
al., 1996). La importancia de estas regiones estriba en el hecho de que el ataque
microbioldgico es especifico en alguna de ellas dependiendo del microorganismo y la

enzima producida (Sanchez et al., 2010).



1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Disminuir la cantidad de fenantreno en suelo contaminado de dos afos utilizando

meétodos de oxidacion quimica.
1.3.2. Objetivos Especificos

a) Comparar la eficiencia de degradacion del contaminante utilizando
diferentes oxidantes quimicos.

b) Evaluar el impacto de los tratamientos sobre las comunidades microbianas y

la toxicologia del suelo.

1.4. Hipotesis

La aplicacion de un oxidante quimico a un suelo contaminado de dos afios de
atenuacion natural resulta en la degradacion completa del fenantreno por oxidacion

quimica y no afecta a la poblacion microbiana presente en el suelo.



2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

La velocidad de descomposicion de compuestos organicos de los suelos por
los microorganismos es una funcion de tres variables: 1- la biodisponibilidad del
compuesto quimico para los microorganismos que los pueden degradar; 2- la
cantidad de los mismos y 3- el nivel de actividad (Vecchioli et al., 1990).

Ademas, el contenido de materia organica y arcilla, el nivel de humedad, la
temperatura, el pH, la aireacion y el estado de nutrientes, son importantes como

factores conductores y moderadores (Vecchioli et al., 1990).

Una forma de mejorar la biodegradacion de compuestos organicos es
inocular el suelo con microorganismos que son conocidos por metabolizar los

compuestos quimicos rapidamente (Goldstein et al., 1985).

Pero se han informado sobre éxitos y fracasos cuando las especies capaces
de degradar un compuesto en medios de cultivos son agregados a muestras de

ambientes naturales (Goldstein et al., 1985).

También se han investigado diferentes formas de biodisponibilizar el
contaminante, por ejemplo: Wang et al. (1998), propusieron agregar agentes
surfactantes a suelos contaminados con fenantreno para aumentar la solubilidad de
este contaminante en la fase acuosa logrando asi una eficiente biodegradacion de

fenantreno en comparacion con el tratamiento sin agentes surfactantes.

Asi mismo, se han realizado estudios para evaluar la posibilidad de
desarrollar el crecimiento de bacterias a escala de laboratorio capaces de degradar
hidrocarburos en suelos para mejorar la biodegradacion utilizando las bacterias

autoctonas del suelo (Vecchioli et al., 1990).



La biodegradacion de PAHs de bajo peso molecular por bacterias ha sido
informada por varios autores pero en el caso de PAHs de elevado peso molecular se
ha demostrado que son mas recalcitrantes para la degradacion bioldgica. Se han
utilizado solventes de baja toxicidad para solubilizar los PAHs y mejorar el contacto
con las bacterias, pero una completa remediacion de suelos cronicamente
contaminados es aun dificil de lograr utilizando s6lo procesos de biorremediacion
(Ferrarese et al., 2008).

Los suelos crénicamente contaminados actualmente son descontaminados
por desorcion térmica luego de una excavacién a un costo muy elevado. La
biorremediacién podria ser aplicada para niveles bajos de contaminacién pero
requiere de largos periodos de tratamientos para lograr una degradacion total del
contaminante; en cambio los procesos avanzados de oxidacion quimica in situ
(ISCO, por sus siglas en inglés), los cuales degradan los contaminantes por
reacciones quimicas, se han estudiado como una alternativa para la degradacion de
compuestos organicos recalcitrantes en el suelo; esto incluye reacciones Fenton,

Ozono, persulfato de potasio y permanganato de sodio o de potasio (Rivas, 2006).

La oxidacion quimica puede ser aplicada en combinacion con la
biorremediacion. Varios autores han encontrado que la oxidacion puede mejorar la
biodegradabilidad de los PAHSs, de ahi que la aplicacion de los procesos de pre

oxidacién quimica ha superado la biodegradacion de estos (Ferrarese et al., 2008).
2.2. Suelos
2.2.1. Descripcion y caracteristicas

En su significado tradicional, el suelo es el medio natural para el desarrollo

de las plantas terrestres, ya sea que tenga o no horizontes discernibles.

El suelo cubre a la superficie terrestre como un continuo, excepto en areas
con afloramientos rocosos, de congelamiento perpetuo, en aguas profundas, o sobre
los hielos de los glaciares estériles. En ese sentido, el suelo tiene un espesor que esta

determinado por la profundidad de enraizamiento de las plantas.



El suelo, es un cuerpo natural que comprende a sélidos (minerales y materia
organica), liquidos y gases que se encuentran en la superficie de las tierras, que
ocupa un espacio y se caracteriza por uno o ambos de los horizontes o capas que se
distinguen del material inicial como resultado de adiciones, pérdidas, transferencias y
transformaciones de energia y materia o por la habilidad de soportar plantas en un

ambiente natural.

Esta definicion es una ampliacion de la version de la Taxonomia de Suelos
publicada en el afio 1975, para incluir a los suelos de las areas de la Antartica donde
la pedogénesis ocurre pero el clima es demasiado severo para permitir el desarrollo
de plantas superiores. (USDA, 2010).

Los suelos reconocidos de la provincia de Buenos Aires corresponden a
cinco oOrdenes del sistema de clasificacion “Taxonomia de Suelos” y son los

siguientes: Molisoles, Alfisoles, Entisoles, Aridisoles y Vertisoles.

A continuacion se realiza la descripcion general de los molisoles los cuales
fueron empleados para el presente estudio, destacando sus caracteristicas principales,

su distribucion y relacion con el paisaje.

Molisoles: son basicamente suelos negros o pardos que se han desarrollado
a partir de sedimentos minerales en climas templado himedo a semiarido, aunque
también se presentan en regimenes frios y calidos con una cobertura vegetal

integrada fundamentalmente por gramineas.

La incorporacion sistematica de los residuos vegetales y su mezcla con la
parte mineral ha generado en el transcurso del tiempo un proceso de oscurecimiento
del suelo por la incorporacién de materia organica, que se refleja mas profundamente
en la parte superficial, la que se denomina epipeddn molico. Este orden es el que
abarca la mayor superficie dentro de la provincia y se encuentra asociado con una

gran diversidad de paisajes (CITAB — Suelos).
2.2.2. Suelos contaminados

Las areas contaminadas generan problemas para la gestion urbana porque

devaltan los sitios ubicados a sus alrededores y tienen un efecto negativo sobre la



imagen de la ciudad a los ojos de los inversionistas y la opinion publica,
favoreciendo de esta forma a los depdsitos clandestinos de residuos y a la ocupacién

irregular de la tierra.

Varias areas han sido contaminadas por la actividad industrial debido a la
mala gestion de los desechos, a la incorrecta manipulacion de las sustancias
quimicas, materia prima, subproductos o producto final, causantes de accidentes; y el
derrame de materiales contaminantes e incluso una inadecuada legislacion (Houk,
1992; Dua et al., 2002).

Los efluentes del petréleo contienen fracciones de hidrocarburos volatiles,
algunos de los cuales son toxicos para la salud humana como el benceno, tolueno y el
xileno; y ademas otros compuestos aromaticos. Es por esto que la adopcion de
acciones correctivas para la descontaminacion de estas areas es necesaria (Rinaldi y
Da Silva, 2011).

Un éarea es considerada contaminada solamente cuando las concentraciones
de los elementos o sustancias en el ambiente de interés representan un riesgo para la
salud publica demandando de esta forma una intervencion. Para el tratamiento de
estas areas, especificamente suelos contaminados varias tecnologias y metodologias

necesitan ser aplicadas (Rinaldi y Da Silva, 2011).

La remediacion de suelos contaminados es un problema significativo porque
estos son un medio muy complejo y la mayoria de los contaminantes se encuentran
absorbidos. El incremento de la contaminacion de suelo por compuestos organicos ha
promovido el desarrollo y la aplicacion de varios procesos de remediacion (Romero
et al., 2011).

Debido a sus propiedades hidrofébicas, los PAHs tienden a permanecer
fuertemente adsorbidos dentro de la materia organica del suelo durante varios afios,
convirtiéndose de esta forma en un lugar de almacenamiento de estos compuestos
gue son una amenaza para suelos y aguas superficiales (De Sousa e Silva et al.,
2009).



Por estas propiedades caracteristicas forman micro contaminantes en el
ambiente, para los cuales el aire, el agua y la vegetacion actian como sumideros o
depdsitos, aunque el inventario preliminar de los PAHSs en el Reino unido mostré que
el suelo es el mayor depoésito de estos compuestos (Gan et al., 2009).

El tratamiento de suelos contaminados con PAH es un gran desafio. Los
suelos crénicamente contaminados en la actualidad son descontaminados por
desorcion térmica luego de la excavacion a un costo energético muy elevado (De
Sousa e Silva et al., 2009).

Experimentos con suelos contaminados en el momento de los ensayos a
escala del laboratorio nos permite estudiar la oxidacion en condiciones
experimentales controladas antes de investigarlos en muestras reales de suelos

contaminados.

De Sousa e Silva et al. (2009) emple6 al fenantreno como modelo de PAH
porque es uno de los compuestos que esta presente en elevadas concentraciones en

suelos de las antiguas plantas de coque.
2.3. Hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHS)

Los Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (PAHS) son un grupo de
moléculas organicas compuestas por la fusién de los anillos del benceno los cuales
son clasificados dentro del grupo de los compuestos organicos hidrofébicos (HOCs,

de las siglas en inglés Hydrophobic Organic Compounds) (Ferrarese et al., 2008).

Los PAHs son los mayores componentes del petréleo crudo, creosota,
alquitran de hulla y desechos de la combustién de petrdleo; desechos de la
gasificacion del carbdn, de la incineracion de desechos industriales y han recibido
mucha atencion desde que se conocié que son potencialmente mutagénicos o
carcinogénicos para los seres humanos y para otros microrganismos (Seo y Bishop,
2007).
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Estos compuestos quimicos son formados como resultado de la combustidn
incompleta del carbén, de derivados del petrdleo y de la madera; y se encuentran
entre los contaminantes mas frecuentes de suelos y sedimentos (Bavel, 2006).

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA, de las
siglas en inglés United States Environmental Protection Agency) ha clasificado a
dieciséis de los PAHs como contaminantes prioritarios, basados en la toxicidad, en la
exposicion potencial de los seres humanos, en la frecuencia de aparicion en los sitios

de desechos peligrosos.

De los dieciséis PAHs la US EPA considera a los siguientes siete
compuestos: benzo(a)antraceno, criseno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluorantreno,
benzo(k)flourantreno, diben(a,h)antraceno y indenol(1,2,3-cd)pireno como posibles
carcinogenos humanos (Bojes y Pope, 2007), Tabla 1, en la cual se puede apreciar
que aquellos que se consideran carcinogénicos para los humanos son los que tienen

mayor peso molecular.

La toxicidad de los PAHs depende exclusivamente de la estructura, tanto
que los isomeros podrian variar desde no toxicos hasta extremadamente tdxicos
(Campro Scientific, Biomarker Focus, 2010).

Tabla 1. Los dieciséis PAHs contaminantes prioritarios para la US EPA vy algunas de sus
propiedades fisicoquimicas.

Hidrocarburos Aromaticos Estructura Peso Molecular Solubilidad Presién de
Policiclicos (PAHSs) (nUmero de (g/mol) (mg/L) Vapor
anillos) (mmHg)
Naftaleno 2 128,17 31 8,89 x 10¢
Acenafteno 3 154,21 38 3,75x 10°
Acenaftileno 3 152,20 16,1 2,90x 102
Antraceno 3 178,23 0,045 2,55 x 10°
Fenantreno 3 178,23 1,1 6,80 x 10*
Fluoreno 3 166,22 1,9 3,24 x 10°
Fluorantreno 4 202,26 0,26 8,13 x 10°
Benzo(a)antraceno 4 228,29 0,011 1,54 x 10’
Criseno 4 228,.29 0,0015 7,80 x 10°
Pireno 4 202,26 0,132 4,25 x 10°
Benzo(a)pireno 5 252,32 0,0038 4,89 x 10°
Benzo(b)fluorantreno 5 252,32 0,0015 8,06 x 10°
Benzo(k)fluorantreno 5 252,32 0,0008 9,59 x 10"
Dibenzo(a,h)antraceno 6 278,35 0,0005 2,10 x 10"
Benzo(g,h,i)perileno 6 276,34 0,00026 1,00 x 10"
Indeno(1,2,3-cd)pireno 6 276,34 0,062 1,40 x 10"
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2.3.1. Fenantreno

El fenantreno (Figura 1) es un PAH de bajo peso molecular que esta
compuesto de tres anillos bencénicos (Irwin, 1997).

J‘f/i*/*
e
A

Figura 1. Estructura molecular del fenantreno.

En la Tabla 2 se presenta el resumen de las propiedades fisicas y quimicas
del fenantreno (Irwin, 1997).

Tabla 2. Resumen de propiedades fisicas y quimicas de fenantreno.

CAS N° (Chemical Abstract Service) 85-01-8

Peso Molecular 178,2 g/mol

Color Incoloro

Estado fisico Forma plana, cristales, hojuelas

Punto de Fusion 100 °C

Punto de Ebullicion 340 °C

Olor Suave olor aromético

Solubilidad en agua 1,2 -1,3 mg/L a 25 °C: soluble en benceno, etanol,
éter, tolueno, tetracloruro de carbono y disulfuro de
carbono.

Coeficientes de particion:

Log Kow 4,45 — 4,57

Log Koo 4,15 - 4,36

Presion de Vapor a 25 °C 6,8 x 10*mmHg

Constante de Ley de Henry a 25 °C 2,56 x 10 ° atm.m*/mol

Factor de conversién 1ppm=7,3 mg/m?

1mg/m®=0,137 ppm

*Kow Coeficiente de particion del compuesto organico en octanol - agua.
**K,. Coeficiente de particion de carbono organico en suelo.
Fuente: USACHPPM. Document No: 39-EJ1138-01K (2006).

El ser humano puede estar expuesto al fenantreno porque existe
naturalmente en el ambiente y también resulta como producto de las actividades

humanas.

Pueden provenir de los gases generados por el transporte automotor, de la
quema de carbon o del alquitran de hulla, asfalto; o a través de la aspiracion de

humos de tabaco o cigarrillos; como también por la ingestion de alimentos cultivados
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en suelos contaminados con hidrocarburos (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry- USEPA Phenanthene).

A pesar de no ser mutagénico ni carcinogénico es toxico para algunas
especies marinas. El fenantreno causa respuesta inhibitoria en las membranas
celulares debido a su fuerte naturaleza hidrofébica y su baja biodisponibilidad se
suele atribuir a su ubicacion inaccesible para los microorganismos dentro de la

matriz organica (Ortiz et al., 2003).

Aungue las eficiencias de remocion de fenantreno reportadas son mayores al
90%, la mineralizacién (conversién a CO, mas H,0) es generalmente baja; con
valores més altos de 25 — 50% vy valores menores de 5% utilizando bacterias y
hongos bajo distintas condiciones (Ortiz et al., 2003).

2.4. Remediacion
2.4.1. Biorremediacion

Suelos contaminados de miles de sitios alrededor de los Estados Unidos,
han sido tratados utilizando procesos naturales sin la ayuda de la ingenieria para

mejorarlos, tratando asi mas de 15.000 areas.

El uso de procesos naturales como parte de la remediacion de un sitio es
llamada “atenuacién natural”. Algunos de los procesos que se producen pueden
transformar contaminantes a formas menos toxicas para inmovilizarlos reduciendo
los riesgos. Tales procesos de transformacion e inmovilizacion resultan de las

reacciones bioldgicas, quimicas y fisicas que tienen lugar en la superficie.

Estas reacciones pueden incluir la biodegradacion por microorganismos en
la superficie, las cuales ocurren naturalmente por reacciones quimicas y sorcion
geoldgica en la superficie. A pesar del aumento en el empleo de estos procesos, la
inclusion de la atenuacion natural en plantas de tratamiento de desechos en los sitios
de remediacion puede ser controversial especialmente en sitios grandes en los cuales
las actividades publicas estan involucradas. Los miembros de las comunidades
cercanas al sitio de contaminacion en general creen que la atenuacidn natural es un

proceso que no realiza ninguna accion.
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Estas controversias son enriquecidas por la dificultad desde una perspectiva
cientifica en la determinacion sobre si las aparentes perdidas de contaminantes son
debidas a su transformacion natural en formas menos peligrosas, a la dilucién o a la

transferencia a otro medio ambiente.

La inclusién de la dilucién y la volatilizacion en la definicion de atenuacion
natural se han afiadido a la controversia debido a la objecion filos6fica de utilizar la

dilucién como una forma de remediacidn de la contaminacion

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y sus colegas a nivel estatal
estan recibiendo un aumento de nimeros de propoésito para el uso de la atenuacién
natural en el lugar o en conjunto con los sistemas de ingenieria para la
descontaminacion de una amplia variedad de contaminantes incluyendo compuestos
quimicos clorados, metales explosivos y radiondclidos; ademas de la gasolina y otros

combustibles.

Aunque la atenuacién natural ha sido bien documentada como un método
para el tratamiento de compuestos del petrdleo como el Benceno, Tolueno,
Etilbenceno y Xileno (BTEX), actualmente no se ha establecido como tratamiento

para los casos mas comunes de contaminacion de aguas subterraneas.

Los procesos de atenuacidn natural son especificos para cada contaminante,
en el cual cada uno es Unico y presentan diferentes procesos ambientales que afectan
su destino. Por lo tanto hacer generalizaciones que se puedan aplicar a todos los

contaminantes es inapropiado.

Especial importancia tiene la diferencia entre contaminantes organicos e
inorganicos; aunque en la atenuacion natural las reacciones pueden convertir
completamente a algunos contaminantes en didéxido de carbono y agua y ellos,
también pueden alterar la movilidad de metales pero no pueden destruirlos (The
National Academy Press, 2011).

El principio mas importante de la biorremediacion es que los
microorganismos (principalmente las bacterias) pueden ser utilizados para degradar a

los contaminantes o transformarlos en formas menos peligrosas. Los
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microorganismos actlan contra los contaminantes sélo cuando ellos tienen acceso a
una variedad de materiales; compuestos que los ayudan a generar energia y

nutrientes para construir mas células.

En unos pocos casos las condiciones naturales del sitio contaminado provee
todos los materiales esenciales en una enorme y suficiente cantidad como para que la
biorremediacién ocurra sin la intervencion humana, un proceso llamado

biorremediacién intrinseca.

En la mayoria de los casos la biorremediacion requiere de la construccion de
sistemas de ingenieria para suministrar materiales con microorganismos estimulados
un proceso llamado ingenieria de biorremediacion. Esta se basa en la aceleracion de
las reacciones de degradacion deseadas gracias al mejoramiento en el crecimiento de
mas microorganismos, optimizando el ambiente en el cual los organismos deben

llevar a cabo las reacciones de destoxificacion.

Un factor critico en la decision de si la biorremediacion es apropiada para la
remediacion de un sitio es si los contaminantes son susceptibles a la biodegradacion
por los organismos en dicho sitio (o si los microorganismos podrian ser agregados
exitosamente). Aunque existen microorganismos que pueden destoxificar a una
amplia gama de contaminantes, algunos compuestos son mas faciles de degradar que

otros.

En general, los compuestos mas facilmente degradados en la superficie son
los hidrocarburos del petrdleo, pero las tecnologias para la estimulacion del
crecimiento de los organismos para degradar una amplia gama de otros

contaminantes estan surgiendo y han sido probados en el campo exitosamente.

La conveniencia de un sitio para la biorremediacion depende no solo de la
biodegradabilidad del contaminante sino también de las caracteristicas geoldgicas y
quimicas del sitio. Los tipos de condiciones de los sitios que favorecen la
biorremediacion difieren para la biorremediacion intrinseca y para la ingenieria de

biorremediacion.
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Para la biorremediacion intrinseca la clave esta en las caracteristicas del
sitio como el flujo de aguas superficiales a través de las estaciones del afio, la
presencia de minerales que pueden prevenir los cambios de pH; y las altas

concentraciones de oxigeno, nitrato, sulfato e iones férricos (Fe**).

Para la ingenieria de biorremediacion las caracteristicas claves del sitio son
la permeabilidad de la superficie a los fluidos, la uniformidad del mismo y las

concentraciones residuales de contaminantes en fase no acuosa relativamente bajas.

En el momento de decidir si en un determinado sitio es conveniente para
aplicar la biorremediacién es importante tener presente que solo un conjunto de
caracteristicas del sitio no favorecera la biorremediacion de todos los contaminantes.
Por ejemplo: ciertos compuestos solo pueden ser degradados en ausencia de oxigeno,

sin embargo la degradacion de otros requiere de la presencia de este gas.

Ademas de todo esto se debe considerar como el sistema de biorremediacion
podria actuar bajo condiciones variables y no perfectamente conocidas. Un
tratamiento que funciona Optimamente bajo condiciones especificas sin embargo
podria ser inapropiado para la biorremediacion in situ. Frecuentemente este tipo de
remediacion es combinada junto con tecnologias de tratamientos no biolégicos como

por ejemplo con la remediacion quimica.

La biorremediacion in situ, el uso de microorganismos para la remocion de
los contaminantes en determinados sitios es potencialmente mas economico, rapido y
seguro que otros métodos de descontaminacion. Pero también es dudosa debido a la
incertidumbre, la controversia y la desconfianza (The National Academy Press,
1993).

2.4.2. Remediacion quimica

La tecnologia de oxidacion quimica esta basada en el poder oxidante de los
compuestos quimicos especificos. A través de los procesos de oxidacion los
contaminantes de aguas subterraneas son degradados a dioxido de carbono y agua.
Algunos oxidantes son mas fuertes que otros y es comin calcular la fuerza relativa

para todos los oxidantes teniendo como referencia al cloruro.
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En la Tabla 3 se presenta la lista de las fuerzas relativas de los oxidantes

mas comunes.

Tabla 3. Fuerza de los oxidantes.

Especies quimicas Potencial de oxidacion Fuerza relativa
estandar (\Volts) (Cloruro=1)
Radical hidroxilo (OH’)" 2,8 2,0
Radical sulfato (SO4™) 2,5 1,8
Persulfato de sodio 2,0 1,5
Peréxido de hidrégeno 1,8 1,3
Permanganato (Na/K) 1,7 1,2
Cloruro 1,4 1,0

*Este radical puede ser formado cuando el H,O, se descompone.
Fuente: Technical and Regulatory Guidance for In Situ Chemical Oxidation of Contaminated Soil
and Groundwater, 2005.

Todos los oxidantes que se listan en la Tabla 3 tienen suficiente poder
oxidante para remediar la mayoria de los contaminantes organicos. El potencial
estandar es una referencia general Gtil de la fuerza de un oxidante, pero estos valores

no indican como estos oxidantes se comportaran en las condiciones de campo.

Los factores que juegan un rol importante a la hora de determinar si un
oxidante reaccionara 0 no con cierto contaminante en el campo son: la
estequiometria, la cinética y la termodindmica. A micro escala, la cinética o la

velocidad de reaccion es sin embargo la mas importante.

En realidad las reacciones deberian ser consideradas termodindmicamente
favorables si se parte como base de los valores del potencial de oxidacion estandar

que podrian no ser practicos en las condiciones de campo.

Las velocidades de las reacciones de oxidacion son dependientes de varias
variables que deben ser consideradas simultdneamente incluyendo la temperatura, el
pH, concentracion de los reactivos, catalizadores, reaccion de los subproductos y las
impurezas de los sistemas (como por ejemplo: la materia organica natural que puede
actuar como “desactivador” de los oxidantes, ya que el oxidante reacciona con ésta

en lugar de hacerlo con el contaminante).

Para degradar efectivamente un contaminante el oxidante debe entrar en
contacto con la molécula del mismo. Idealmente la técnica de distribucion deberia

asegurar que el oxidante sea uniformemente dispersado a través del area a ser tratada.
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Algunas de las formas mas estables del contaminante pueden ser oxidadas
solo por los oxidantes fuertes, pero estos también son consumidos rapidamente en la
superficie limitando de esta manera la distancia a la que el oxidante pueda viajar. Los
oxidantes menos reactivos son mas estables y pueden ser transportados a mas

grandes distancias en la superficie (ITCR, 2005).
2.4.3. Toxicidad del tratamiento

Ademas de la demostracion de la eficacia del tratamiento, también es
necesario demostrar que la biodegradacion o la remediacién quimica no producen
intermediarios toxicos y que este método de remediacion evita los efectos ecoldgicos
no deseados. Se deben implementar formas de medir el contenido de estos
compuestos en la zona a ser remediada para prevenir la migracion de los mismos

fuera de la zona de tratamiento (Balba et al., 1998).

El cambio de concentracion de PAH con el tiempo es generalmente
utilizado para evaluar la efectividad del biotratamiento y para determinar su punto
final, pero datos adicionales tales como el cambio de la comunidad bacteriana y su
eco toxicidad también podrian dar una valiosa informacion para el monitoreo del

tratamiento bioldgico (Lors et al., 2010).

La toxicidad antes y después del proceso de remediacion se puede medir
empleando ensayos especificos, con este proposito se pueden realizar utilizando

plantas o con equipos analizadores de toxicidad.

En los ensayos realizados con plantas se evaltan: el efecto de suelos
contaminados sobre el crecimiento y la germinacion de especies cotiledoneas o
monocotiledoneas y la habilidad de este suelo para mantener el crecimiento de los
mismos (Balba et al., 1998).
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2.5. Oxidacion quimica
2.5.1. Métodos avanzados de oxidacion quimica in situ o Métodos ISCO

La Oxidacion Quimica In Situ (ISCO, de las siglas en inglés In Situ
Chemical Oxidation) es una innovadora tecnologia de tratamiento en la cual los
oxidantes quimicos son inyectados en el sitio contaminado para oxidar los

contaminantes.

Los beneficios de la tecnologia ISCO son: la habilidad que tienen los
oxidantes quimicos para oxidar los contaminantes; la reduccion del tiempo total del
tratamiento; la posibilidad de tratar areas contaminadas sin perturbar el sistema y la
eliminacion del costo de excavacion y manipulacion de suelos contaminados (Killian
et al., 2007).

Estos sitios contaminados son generalmente aguas subterraneas y suelos; el
propoésito de esta tecnologia es transformar el contaminante en CO,, H,0, y en el
caso que el compuesto contenga heteroatomos, acidos inorganicos, como se puede

observar en la reaccion siguiente (Garcia et al., 2009):
Contaminante organico + O,> CO, + H,0 + &c. Minerales

Habitualmente se emplean cinco oxidantes en este tipo de tecnologias:
ozono (Os), permanganato de potasio (KMnQ,), peroxido de hidrogeno (H20,),
peroxidisulfato (o persulfato) de sodio (Na,S;0g) y peroxido de calcio (CaO,)
(Garcia et al., 2009).

La tecnologia ISCO ofrece varias ventajas sobre las tecnologias
convencionales de tratamiento tales como el bombeo y la inyeccién. Por ejemplo,
esta tecnologia no genera grandes volumenes de materiales de desecho que deben ser
depositados y/o tratados. La misma también es implementada en un periodo de

tiempo mucho mas corto.

Ambas ventajas deberian resultar en el ahorro de material, monitoreo y
mantenimiento. Esta tecnologia también tiene varias limitaciones y estas no deberian

ser consideradas una férmula magica para cada sitio.
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Ademés la aplicacion de ésta, en realidad puede interrumpir otras
remediaciones. Por ejemplo su utilizacion sobre un sitio que es beneficiado por la
deshalogenacion reductiva natural puede temporalmente alterar la geoquimica del
sistema que facilita el proceso (ITCR, 2001).

2.5.1.1. Usos apropiados y aplicables de la tecnologia ISCO

La oxidacion quimica in situ es Util para la reduccion de masa en los sitios
de origen, para la intercepcion de plumas de contaminacion y la remocién de los
contaminantes libres. Cada oxidante quimico es efectivo para distintos

contaminantes.

Se han utilizado sustancias quimicas para remediar contaminaciones por
solventes clorados, hidrocarburos poliaromaticos y los productos del petroleo (por
ejemplo tetracloroetileno, tetracloroetano, cloruro de vinilo, Benceno, Tolueno,

Etilbenceno y Xileno - BTEX) como también naftaleno.

La conveniencia del uso de las tecnologias ISCO en un determinado sitio
depende de que el oxidante y el sistema de distribucion del mismo sea el mas
adecuado para la aplicacion en la zona de contaminacion, teniendo en cuenta las
condiciones del lugar del tratamiento. Por ejemplo el permanganato no es efectivo

contra los BTEX, mientras que el peréxido y el ozono si lo son.

Esto requiere de una cuidadosa caracterizacion y previa seleccion. La
oxidacion depende del logro de un contacto adecuado entren el oxidante y el
contaminante. No tener en cuenta la heterogeneidad de la superficie puede resultar en

contaminantes no tratados.

Los reactivos aplicados pueden ser consumidos por la materia organica
natural o por el hierro disuelto (en vez de ser consumidos por los contaminantes),
comprometiendo asi la efectividad de la remediacion. En resumen los factores mas

criticos para el éxito son:

1- La efectividad, la habilidad de controlar la reaccion ISCO con los

contaminantes y;
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2- La efectividad en la distribucién de los reactivos en la zona a ser tratada.

Las ventajas mas importantes de ISCO incluyen su relativo bajo costo y la
rapidez de la reaccion, sin embargo el disefio del tratamiento debe explicar la
peligrosidad de los compuestos quimicos y el potencial de vigorosas reacciones
incontroladas en la superficie, lo cual ocurre con el reactivo Fenton (ITCR, 2001).

En la Tabla 4 se presentan las consideraciones para los tratamientos in situ
utilizando 1SCO.

Tabla 4. Consideraciones para los tratamientos in situ con ISCO

Compuestos tratables: Alcanos clorados, hidrocarburos poliarométicos y productos de petréleo.

Materia organica natural: Cualquier especie reducida en el sistema puede ejercer una demanda
para el oxidante. La materia organica de origen antropogénico e inorganicos reducidos son de
particular importancia.

Permeabilidad: Se prefiere alta permeabilidad; pero son factibles para permeabilidad baja con el uso
de técnicas de distribucion de oxidacion avanzada, tales como la mezcla profunda de suelo.

Profundidad de aplicacion: Con el uso de técnicas de distribucién, la profundidad no es
generalmente una limitacién.

Efectos potenciales: Evolucion del gas, subproductos toxicos, resolubilizacion de metales y
reduccion de la biomasa.

Otros factores: pH optimo y caracteristicas de degradacion para cada oxidante; los mismos son los
siguientes:

Reactivo Fenton Permanganato

Se prefiere pH bajo de 2 a 4, pero son | Se prefiere pH cercanos al neutro
pH factibles a pH cercanos a la neutralidad. entre 7 y 8, pero es efectivo en un
amplio rango de pH.

De facil degradacién por contacto con | El oxidante es muy estable.

Degradacion .
g suelos y aguas subterraneas.

Fuente: Technical and Regulatory Guidance for In Situ Chemical Oxidation of Contaminated
Soil and Groundwater, 2001.

2.5.1.2. Datos geoldgicos y quimicos necesarios

Los parametros que necesitan ser conocidos son:

= Masa del contaminante. Estimacion de la masa del contaminante incluyen la
presencia en la fase libre (disponible).Hay que tratar de estimar con precision la

masa del contaminante en fase acuosa y en fase no acuosa. Tal estimacion es
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esencial para determinar la dosis quimica necesaria y para la eleccion de los

puntos de distribucién del oxidante.

Materia orgéanica natural. La materia organica natural en el suelo y en aguas
subterraneas podria consumir el oxidante y por lo tanto pueden ser utilizados
para estimar la dosificacion quimica. Para los suelos con altos volumenes de
materia organica, la oxidacion quimica sola podria no ser una tecnologia

econdmica.

El pH del suelo y de aguas superficiales. Los valores de pH son necesarios
para verificar la conveniencia del uso de un oxidante, especificamente si la zona
contaminada se altera por el agregado de un oxidante quimico para adaptarse a
una tecnologia de oxidacién. EI pH deberia ser medido para establecer las

condiciones de referencia.

Clasificacion del suelo. Una evaluacion cualitativa del suelo, incluyendo la
heterogeneidad, es necesaria para evaluar la aplicabilidad de un oxidante. Por
ejemplo para los suelos arcillosos la mayoria de las tecnologias de tratamiento
podrian ser desfavorables ya que el contacto de los oxidantes con el
contaminante estaria limitado por difusion. Basado en la evaluacion cualitativa
del suelo, el valor de la porosidad del mismo se debe tener en cuanta y utilizarlo
para la estimacion de velocidad en aguas subterrdneas. El grado de

heterogeneidad del medio influencia sobre el modo de aplicacion del oxidante.

Conductividad. Este parametro es importante para establecer las condiciones de
referencia para luego monitorear y cartografiar la extension de la “zona de

reaccion”.

Contenido de hierro en suelos y aguas superficiales. El contenido inicial de
hierro en el suelo y aguas superficiales deberian ser medidas para estimar la
dosis requeridas de hierro. Si la presencia inicial del hierro es ignorada, existe un
potencial de sobredosificacion de hierro y entonces se reduce la permeabilidad

debido a la formacion de 6xidos de hierro después del tratamiento.
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También la presencia de elevadas concentraciones de hierro
(especificamente en forma de hierro ferroso) actua como “desactivador de los
radicales hidroxilos” formados a partir de la descomposicion del H,O,, ocurriendo
asi las reacciones indeseables que pueden no oxidar a los compuestos organicos que
se quieren degradar. Los iones hierro deberian ser determinados junto con otros
metales (ITCR, 2001).

2.5.2. Oxidante quimico
2.5.2.1. Persulfato

El anién persulfato (S;0s%) aunque es un oxidante fuerte reacciona
lentamente con muchos compuestos organicos. Las velocidades de oxidacion de los
radicales anion sulfato son marcadamente mas altas que la del persulfato en una
amplia gama de condiciones experimentales. La destruccion de la materia organica
iniciada por el radical sulfato ha ganado interés entre las tecnologias ISCO (Garcia et
al., 2009).

El anién persulfato (S,0s”) es un agente oxidante con un potencial de
reduccion de 2,01 V. La reduccion del anion persulfato resulta en la produccién de

dos aniones sulfatos mediante la siguiente reaccion (Latimer, 1952):
S,08° + 26> 250,” E°=2,01V (1)

Las reacciones con iones persulfato son lentas; para aumentar la rapidez de
la misma se busca activar al persulfato; es decir se forman radicales sulfato (SO4*) a

partir de éstos iones, de modo a obtener reacciones mas rapidas.

Este radical formado de esta forma es un agente oxidante muy fuerte con un
potencial de reduccion de 2,6V (Eberson, 1987).

SO+ + e SO~ E°=2,6V (2)

El persulfato es capaz de formar el radical sulfato a través de tres
mecanismos: térmica (3) (Pugh, 1999), metal activado (4) (Walling et al., 1978) y
radiolisis (5) (Neta et al., 1977).
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S,08° + calor> 250, (3)
S,0¢° + M™> SO~ + M™MY* + 50,7 4)
82082_ +e > 8042_ + SO, (5)

Solamente el fluoruro (3,06 V) y el radical hidroxilo (2,70 V) tienen
potenciales de oxidacion mas altos.

La generacion de radicales aniones sulfato, SO,”, a partir del anion
persulfato puede activarse quimicamente via metales de transicién como describe la

ecuacion quimica (4) (Garcia et al., 2009).

En el trabajo realizado por Kilian et al. (2007) el persulfato fue activado con
hierro (I1), en el cual el radical sulfato se forma como se describe en la siguiente
ecuacion (Kolthoff et al., 1951):

S,08° + Fe**> SO~ + Fe*" + SO, (6)

Sin embargo, si se encuentra presente un exceso de hierro, este puede
reaccionar con el radical sulfato como lo describe la siguiente ecuacion (Kolthoff et
al., 1951):

SO, * + Fe**>S04* + Fe** (7)
La ecuacion general es la siguiente (House, 1962):
S,08° + 2Fe* > 2S0,% + 2Fe** (8)

En un estudio realizado por Liang et al. (2004) empleando al anion
persulfato como oxidante quimico, se demostré que el agregado de hierro (Il) en
pequefias dosis en forma secuencial era mucho mas eficiente que con el agregado de

hierro (I1) en una Unica dosis.

Como la rapida oxidacion y la precipitacion del i6n hierro ferroso podria

hacer inactivo al Fe**, los agentes complejantes fueron previamente utilizados para
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superar esta limitacién y de esta forma mantener a este ion metélico en solucion
(Usman et al., 2012a; Usman et al., 2012b).

Debido a esto fue que en los ensayos realizados por Killian et al. (2007) en
el que se utilizé al anion persulfato como oxidante quimico, se empled el agregado
de hierro (I1) en forma secuencial en unos casos y en otros acomplejados con acido
citrico antes de la adicion.

Se empled al 4cido citrico como agente complejante por ser un agente
quelante tetradentado no toxico, el cual forma un complejo con el hierro (1) en una
relacion de (1:1) (Killian et al., 2007).

2.5.2.2. Peroxido de hidrégeno. Reactivo Fenton

Los procesos de remediacion quimica en los que se emplea al peroxido de
hidrégeno (H,O2) como agente oxidante involucran la generacion de radical libre
hidroxilo (OH¢) y la oxidacion directa con perdxido de hidrogeno. Este compuesto
quimico es un efectivo agente oxidante, el cual puede ser distribuido a profundidad
usando un cilindro de permeabilidad, técnicas de mezclado de suelos o la inyeccion

de agua.

El hierro es el mas frecuentemente utilizado y cuando este es mezclado con
peréxido de hidrogeno la mezcla se conoce como reactivo Fenton; el cual es
empleado debido a la produccion de radicales hidroxilos. La reaccion basica es la

siguiente:

H,0, + Fe**> Fe®* + OH + OH- (9)

Estos radicales sirven como un agente oxidante no especifico, efectivo y
muy poderoso. Varias reacciones ocurren durante la oxidacién de un contaminante y
tanto el hierro ferroso (Fe?*) como el hierro férrico (Fe**) pueden reaccionar con el

perdxido para producir radicales oxidantes (ITCR, 2001).

El proceso Fenton es de actuacion relativamente rapida tomando solo horas
o dias. Los contaminantes son tratados in situ y convertidos en compuestos inocuos

y/o en compuestos de origen natural como por ejemplo: H,O, CO,, O, e iones
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haluros (cuando entre las sustancias contaminantes se encuentran presentes

compuestos halogenados).

El lado beneficioso de esta tecnologia es que la biodegradacién aerdbica de
contaminantes puede beneficiarse por la presencia de O, generado durante la
descomposicién de H,O, en el caso de que la aplicacién de grandes cantidades de

oxidante es necesaria.

La utilidad del reactivo Fenton puede estar limitada por la baja
permeabilidad del suelo, trazado incompleto del sitio a tratar, superficies
heterogéneas y suelos fuertemente alcalinos donde los iones carbonato pueden actuar
como desactivadores de los radicales libres (ITCR, 2001).

En un estudio realizado por Bavel (2006) se demostro que la degradacion de
PAH mas efectiva se obtuvo al utilizar el reactivo Fenton, con el cual se alcanzo una
eficiencia de degradacion del 40 al 86%, mientras que empleando como oxidante

quimico al ozono se logré una eficiencia de degradacion del 10 al 70%.

El proceso Fenton esta limitado por el valor éptimo de pH (~ 3) requerido
para inhibir la precipitacién del Fe* y por la produccién de grandes cantidades de
sedimento de hidroxido férrico. En los sistemas del suelo tales valores de pH resultan
en un impacto negativo sobre las propiedades del suelo, en la cualidad del mismo y

en la subsecuente incompatibilidad con la vegetacion o la biodegradacion.

Se esta estudiando como extender el rango de aplicabilidad al valor de pH
natural del suelo y de esta forma producir radicales hidroxilos para lograr una
degradacion eficiente de contaminantes organicos a valores de pH cercanos a la
neutralidad. Las alternativas que estan siendo probadas son utilizando minerales de
hierro o agentes complejantes (Usman et al, 2012). Estos ultimos, por ejemplo: acido
citrico, ciclodextrinas, EDTA, catecol, pueden ser utilizados para incrementar la
disponibilidad del Fe?* (Ferrarese, 2008).
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2.5.2.6. Permanganato

El permanganato (MnQOy’) es un agente oxidante con potencial de oxidacion
estandar de 1,7 V (Ferrarese et al., 2008) con alta afinidad para oxidar compuestos
organicos que contienen enlaces dobles carbono-carbono, grupos aldehidos o grupos
hidroxilos (ITCR, 2001).

El empleo de este oxidante quimico se ha informado ser efectivo en la
remediacion de varios compuestos de hidrocarburos y se lo ha utilizado ampliamente
en las acciones de remediacion in situ y ex situ en los ultimos afios (Ferrarese et al.,
2008); en el tratamiento de contaminantes en agua potable y en aguas residuales.
Mas recientemente se lo ha empleado en la remediacion de sitios (suelos y aguas
subterraneas) con desechos peligrosos mediante técnicas de inyeccion de
permanganato tanto en estado solido como en solucion acuosa (U.S. Department of
Energy, 1999).

Este oxidante persiste por largos periodos y es capaz de migrar en
materiales poco permeables y alcanza ain mayores distancias en un medio poroso
(Garcia et al., 2009).

En sistemas acuosos esta sal genera iones permanganatos los cuales siguen

la reaccion de descomposicion de la siguiente forma:
MnO, + 4H" + 3e™> MnOy) + 2H,0 (10)

La estequiometria y la cinética de la oxidacién de permanganato en sitios
contaminados pueden ser muy complejas al igual que numerosas reacciones en las
que puede participar el manganeso debido a sus multiples estados de valencias y
formas minerales. La reaccion de oxidacion primaria para el permanganato se da en

las ecuaciones 11- 14. Estas hemirreacciones son Utiles por dos propositos:

- Para evaluar los requerimientos estequiométricos del oxidante para una
completa mineralizacién del contaminante via balance de transferencia de

electrones y,
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- Para determinar los posibles productos de reaccion ambientalmente

significativas.

Por ejemplo, la hemirreaccién para el permanganato bajo condiciones &cidas
involucra la transferencia de 5 electrones como se muestra en la ecuacion 11, donde
el Mn** es uno de los productos. En el rango de pH de 3,5-12, la hemirreaccién
involucra la transferencia de 3 electrones como muestra la ecuacion 12 con la

formacion de MnO, sélido como producto primario de la reaccion.

A altos valores de pH (>12) la transferencia de un solo electron ocurre
segin la ecuacién 13 produciendo MnO,%.

En estas tres reacciones el manganeso es reducido desde Mn"* a Mn**, Mn**
y Mn®" ecuaciones 11, 12 y 13, respectivamente. La ecuacion 12 representa la tipica
reaccion bajo condiciones ambientales y lleva a la formacién del didxido de

manganeso solido.

pH< 3,5 MnOj4 + 8H* + 5" > Mn*" + 4H,0 (11)
35<pH<12 MnO, + 2H,0 + 3¢" >MnOys) + 40H (12)
pH> 12 MnO4 +e > MnO4* (13)

Los cationes de Mn®* formados bajo condiciones altamente &cidas de pH
(pH<3,5) pueden ser oxidados por exceso de iones de permanganato (sin reaccionar)
y formar Oxidos que precipitan en el ambiente. Sin embargo el MnO, también es
natural y lentamente reducido para dar Mn®*. Estas reacciones se muestran en las

ecuaciones 14 y 15.
3MnO; + 2MnO4 + 2H,0 = 5MnOys) + 5H” (14)
MnOys) + 4H™ + 2" > Mn*" + 2H,0 (15)

Las ecuaciones 11 y 15 son significativas desde una perspectiva regulatoria
puesto que dentro de un largo tiempo en condiciones fuertemente acidas podrian

resultar en elevadas concentraciones de Mn?*. El pH inicial de la superficie, la masa
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de permanganato que reaccioné y la capacidad buffer de la superficie influenciara en
la posibilidad de que esto ocurra.

Las reacciones de descomposicion del permanganato, también pueden
ocurrir, pero a velocidades apreciables solo a valores extremadamente altos de pH.

La velocidad de degradacion de los compuestos organicos por
permanganato en ausencia de materia orgdnica u otros compuestos reductores
depende de la concentracion de ambos, del contaminante y del permanganato; y
pueden ser descritos por una cinética de segundo orden. Es importante tener
conocimiento sobre la velocidad de degradacion del contaminante que es afectada
por la presencia de especies competitivas tales como la materia organica y especies
minerales reducidas. La velocidad de reaccion es también dependiente de la
temperatura (ITRC, 2005).

Hasta hace poco tiempo el permanganato habia recibido sélo una pequefia
atencién como posible oxidante de los PAH debido a su inhabilidad para atacar a los
anillos bencénicos, sin embargo ensayos realizados a escala de laboratorio
demostraron que la oxidacion de estos compuestos de hidrocarburos pueden ocurrir a
través de distintas reacciones quimicas para diferentes especies de PAH,
dependiendo de la estructura molecular (por ejemplo: de la presencia de anillos

aromaticos o de enlaces dobles carbono-carbono) (Ferrarese et al., 2008).

Esta tecnologia es una buena alternativa, factible y necesaria para los sitios
donde el trastorno fisico de los suelos contaminados no es deseable. Utilizar
permanganato también puede ser mas econdmico que las tecnologias alternativas
tales como la mezcla profunda del suelo; debido a que grandes voliumenes de suelo,
pueden ser tratados con multiples dosis de oxidantes y permite la introduccion de

grandes voliumenes de solucion de oxidante (U.S. Department of Energy, 1999).

El dioxido de manganeso (MnQO;) es un mineral natural que también se
encuentra en el suelo. Si la precipitacion del mismo en los suelos es excesivo como
censecuencia de la utilizacion en la remediacién quimica, puede reducir la

permeabilidad de estos, limitando asi la inyeccion de oxidantes acuosos.
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Aungue el diéxido de manganeso es insoluble en aguas superficiales, éste
puede ser reducido a manganeso divalente (Mn?*) sobluble en condiciones de pH
bajos o condiciones redox. El efecto de esta reaccion con altos niveles de manganeso
disuelto en las &reas de tratamiento inmediato hasta el momento no ha sido estudiado
(ITCR, 2001).

El bajo rendimiento del permanganato es frecuentemente atribuido a la
inyeccion de un volumen inadecuado de oxidante para que entre en contacto con la
zona a tratar, la no uniformidad en la distribucién causada por la baja permeabilidad
de las zonas, la heterogeneidad del sitio; y el consumo excesivo del oxidante por
material superficial natural (ITCR, 2005).

2.6. Microbiologia del suelo
2.6.1. Comunidades microbianas del suelo

Los microorganismos (bacterias, virus, algas, hongos y protozoos) son
omnipresentes y tienen influencia en la mayoria de los ambientes. La presencia de
estos organismos es fundamental para todos los ecosistemas. Los microorganismos
son ubicuos en el ambiente y estan representados por la diversidad de sus

poblaciones y comunidades.

Uno de los microorganismos mas representativos son las bacterias; ellas son
de tamafio muy pequefio; son organismos simples cuyo material genético no se
encuentra encerrado por una membrana celular. Basados en esta organizacion
celular, las bacterias son clasificadas como procariotas e incluyen a las eubacterias y

a las arqueobacterias.

Aunque son clasificados como bacterias, los actinomicetos merecen una
mencion especial; estos microbios procariotas consisten en una larga cadena de

células simples, las cuales les permiten existir en forma filamentosa.

Los actinomicetos son importantes productores de antibioticos y ademas

cumplen un rol fundamental en la biodegradacion de compuestos organicos
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complejos y también son los que producen geosmina, una sustancia quimica que es la

responsable del olor caracteristico de la tierra.

Las bacterias se encuentran en todas partes inclusive se las puede encontrar
en las condiciones mas extremas debido a que han evolucionado su capacidad de
rapido crecimiento, metabolismo y reproduccion, asi como la habilidad de utilizar
una diversa gama de sustancias organicas e inorganicas como fuente de carbono y

energia.

Estos organismos son considerados como la forma de vida mas simple; tan
solo un gramo de suelo puede contener 10 o més bacterias. Estas son de vital
importancia para la vida en la Tierra debido a su funcidon en la mayoria de los

ambientes.

Algunas de sus actividades mas importantes incluyen los procesos
biogeoquimicos, el ciclo de los nutrientes en el suelo, biorremediacion, enfermedades
de seres humanos y plantas, interacciones plantas — microbios, tratamientos de
desechos municipales y la produccion de importantes drogas incluyendo los

antibidticos.

La salud de un suelo estd intimamente ligada a su poblacién microbiana.
Cuando el suelo comienza a sufrir estrés la estructura de las poblaciones vy
comunidades microbianas reflejan la tension inducida en el ambiente. Los factores
primarios que afectan a la ecologia microbiologica de un suelo y la de cualquier
ambiente incluyen a los factores abidticos naturales como la temperatura, luz,
aireacion, nutrientes, materia organica, pH; y factores bidticos como la competicién,

depredacion y la habilidad de utilizar las fuentes de carbono disponibles.

Conocer como interacttan las comunidades microbianas con su ambiente es
crucial cuando se pretende hacer un estudio de los suelos; esto significa que no se
puede analizar un suelo sin tener en cuenta las interacciones de la vida de los

organismos que habitan en el mismo (Pepper et al., 2004).
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2.6.1.1. Bacterias heterdtrofas cultivables en R2A

La clasificacion de los distintos tipos de suelos se basa en sus propiedades
quimicas, fisicas y no se tienen en cuenta sus propiedades microbioldgicas. Esto se
debe principalmente a que las propiedades quimicas y fisicas se definen y miden mas
rapidamente que sus propiedades microbioldgicas.

Se estima que menos del 1% de los microorganismos presentes en el suelo
son capaces de crecer en un medio de cultivo; por lo que estos representan solo una
pequefa parte de la poblacion microbiana total, las cuales corresponden solamente a
las bacterias cultivables. Es por esto que es dificil caracterizar a un determinado

suelo por sus propiedades microbiologicas.

Aquellos organismos que no pueden ser cultivados se conocen como
organismos “viables pero no cultivables”. También existen otros obstaculos que no
permiten realizar la caracterizacion de los suelos en base a sus propiedades
microbioldgicas y esto se debe a la enorme diversidad de microorganismos presentes
en cualquier tiempo en tan solo 1 gramo de suelo, esto tiene origen en la amplia
gama de capacidades fisioldgicas y las dramaticas variaciones de la poblacion que
pueden existir en el mismo sitio; y también es consecuencia de su rapida fluctuacién
resultado de la influencia humana durante el muestreo. Tipicamente los analisis
microbioldgicos incluyen la determinacion del nimero de microorganismos como de

su biomasa.

El nimero de microorganismos se realiza a través del recuento de Bacterias
Heterdtrofas Cultivables, los cuales se siembran en placas que contienen medios de
cultivos. Estos recuentos son obtenidos a partir de la extraccion y dilucién en
solucién fisiolégica (Anexo D) posterior siembra de una muestra que permite el
crecimiento de microbios especificos resultando en la formacion de colonias
(Unidades Formadoras de Colonias; UFC).

Estos procedimientos son generalmente empleados para bacterias. La
dilucion de la muestra ambiental (generalmente de suelos) es necesaria debido a la

gran cantidad de microorganismos asociados a ella.
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La siembra de la muestra ambiental diluida permite el crecimiento discreto
de colonias en un medio de cultivo solido. Se parte del conocimiento de que cada
colonia crece a partir de la presencia de una sola célula, entonces el namero de
colonias en la placa puede ser relacionado con el nimero original de microbios en la
muestra ambiental teniendo en cuenta el factor de dilucion para los célculos de las

muestras.

El recuento de las bacterias heterétrofas cultivables da una idea de la salud
de un suelo, asi como también la disponibilidad de nutrientes organicos en el mismo.
Este concepto se basa en que a mayor concentracibn de microorganismos

heterotrofos cultivables mas saludable es el suelo.

De manera similar la disponibilidad de los nutrientes organicos en el suelo a
menudo pueden estar directamente relacionados con el recuento de bacterias

heterétrofas cultivables.

Dos clases de medios de cultivo pueden ser utilizados para esta técnica:
medio de cultivo rico en nutrientes y medio de cultivo pobre en nutrientes. EI medio
de cultivo pobre en nutrientes también es llamado medio minimo y contiene el 75%
menos de los ingredientes del medio de cultivo rico en nutrientes. Un ejemplo de un
medio de cultivo minimo es el R2A agar (Anexo D), en el que en general se obtiene

el crecimiento de un elevado numero de colonias (Pepper et al., 2004).

Las técnicas de recuento de bacterias en placas con agar presentan varias
limitaciones, particularmente cuando se encuentran presentes microorganismos no
cultivables (Balba et al., 1998).

2.6.1.2. Bacterias degradadoras de PAH

Se ha observado que en la mayoria de los casos a medida que el nivel de
estrés aumenta (por ejemplo aquel inducido por el agregado de un compuesto
quimico toxico al suelo), la diversidad taxonémica de las comunidades microbianas
en ese suelo cambian. Esto es debido, principalmente, al proceso de seleccidn natural

de estos organismos que procesan elementos genéticos que les confieren alguna clase
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de ventaja en relacion a este factor de estrés. El origen de estos podria deberse al

cambio genético que estos sufren.

Estos nuevos organismos pueden producir una gran variedad de genes
biodegradadores que pueden ser utilizados en las transformaciones de los
contaminantes; o podrian desarrollar mecanismos de resistencia que le permiten al
microbio sobrevivir en presencia de ese factor de estrés. Las poblaciones
microbianas seleccionadas por tal contaminacion son en general consideradas
benéficas porque podrian ser responsables en la destoxificacién del ambiente

contaminado.

Estas poblaciones microbianas o el aislamiento de estos microorganismos

son de actual interés en el campo de la biorremediacion.

Aungue estos se consideran beneficiosos muchos microorganismos
autoctonos que son naturalmente beneficiosos y no poseen una ventaja genética que
les permita sobrevivir en la presencia de un contaminante, no superan el periodo de
adaptacion y como no se encuentran aptos para competir entonces son eliminados de
la comunidad microbiana disminuyendo de esta forma la diversidad de los mismos
(Pepper et al., 2004).

La contaminacion de suelos y sedimentos por hidrocarburos,
frecuentemente, induce un gran cambio en el nimero de bacterias degradadoras de
hidrocarburos. ElI nGmero total de estos microorganismos pueden ser determinados
por el método del NMP (Numero Mas Probable) aplicado a los cultivos en
microplacas; en los estudios de remediacion el recuento de bacterias degradadoras de

hidrocarburos aromaticos especificos es de gran interés (Jahnsen y Henriksen, 2009).

Los recuentos de las bacterias degradadoras de PAHs pueden ser realizados
en ensayos de cultivos, en el cual se emplean como medio de cultivo al Medio
Mineral Liquido (Anexo D); y como fuente de carbono y energia Solucion patrén de

PAH para Bacterias Degradadoras (Anexo D).

Los recuentos de bacterias degradadoras de PAHs proveen informacién

adicional sobre el potencial de biodegradacion que posee un suelo en particular. El
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porcentaje de estas bacterias respecto al recuento de bacterias heterdtrofas cultivables
frecuentemente refleja la extension de la aclimatacion de los microorganismos y la
actividad de degradacién de los mismos en un sitio contaminado con estos
hidrocarburos. (Balba et al., 1998)

=  NUumero Més Probable

El método del NMP es un método y una herramienta atil para los
microbidlogos y sirve para estimar la concentracion de microorganismos viables en
una muestra por promedio del crecimiento de las réplicas en un medio liquido en las
diluciones seriadas y es particularmente Util con muestras que contienen material
particulado que interfieren con los métodos de enumeracion en los recuentos en

placas.

El medio de cultivo liquido nutritivo mantendra el crecimiento de los
microorganismos y se tornara turbio. Este patron de crecimiento (positivo) versus no
crecimiento (negativo) puede proveer informacion como la reflexion del error de

muestreo.

Por ejemplo si una réplica del tubo recibe la dilucién de la muestra que
contiene bacteria celular, el tubo se tornara turbio. Su vecino una replica idéntica
podria no recibir ninguna bacteria en su muestreo debido a que en la toma de muestra

no se tomo ninguna bacteria y no se pondra turbio.

Esta informacion es importante sobre todo para numero bajo de
microorganismos. Esta precision se puede aumentar diluyendo el inoculo vy
comparando todos los tubos en las diluciones seriadas. Esta es la base del método del
NMP (también conocido como mdaltiples tubos, tubos de dilucion, o método de

dilucion de tubos).

Este método puede ser empleado para estimaciones semicuantitativos de la
capacidad de la promocion del crecimiento en medio liquido y en una estimacion de

precision para alternar los métodos microbioldgicos (Sutton, 2010).
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2.7. Analisis molecular

Numerosas tecnicas de biologia molecular permiten evaluar la diversidad de
comunidades microbianas. En las Gltimas dos décadas se han desarrollado técnicas
moleculares basadas en el analisis de la diversidad genética de los microorganismos,
normalmente del operdn ribosomal, que han permitido la evaluacion detallada de la
composicion de las comunidades microbianas (incluyendo organismos procariotas y

eucariotas, sean autotrofos o heterotrofos).

Para ello se toman muestras de las comunidades cuya diversidad se desea
estudiar, y se realiza una extraccion y purificacion del DNA (de las siglas en inglés
acido desoxirribonucleico) para proceder a la amplificacion, utilizando la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de fragmentos seleccionados del operon
ribosomal mediante el uso de cebadores especificos (primers) de las secuencias de

este operon para los microorganismos cuya diversidad se pretende determinar.

La eleccion de cebadores especificos puede ir dirigida a la deteccion de
microorganismos de diversos niveles taxondmicos (desde cepas de una especie hasta
reinos). Los fragmentos de DNA amplificados corresponden a los diferentes
microorganismos presentes en la muestra cuyo DNA coincida con la secuencia de los

cebadores utilizados para la secuencia génica diana.

En la segunda etapa, se trata de determinar las variaciones en las secuencias
del DNA amplificado, para con ello desvelar la diversidad microbiana; esto puede ser
utilizando varias técnicas y una de ellas es la separacion electroforética, la cual
proporciona una separacion visual de la mezcla de DNA (fingerprinting) en funcion
del polimorfismo en la secuencia (DGGE) o de la longitud de los fragmentos. Una de
las técnicas mas comunmente utilizada es la electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) (Sabater et al., 2009).

2.7.1. Extraccion de DNA de los microorganismos del suelo

Los pasos principales para la extraccién del DNA de los microorganismos
consisten en la homogeneizacion de la muestra, la disrupcién celular para liberar el

DNA vy la eliminacion de los componentes del extracto que no sean acidos nucleicos
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(proteinas, polisacéridos, etc.). Para tal efecto en la mayoria de los casos se cuenta
con reactivos adquiridos en forma de kits de extraccion y purificacion de DNA
preparados comercialmente (Sabater et al., 2009).

2.7.2. Amplificacion del DNA (PCR)
2.7.2.1. PCR

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la
multiplicacion in vitro de secuencias especificas de DNA utilizando la actividad
enzimatica de la DNA-polimerasa.

Generalmente la secuencia amplificada suele ser la del gen que codifica para
16S rDNA (en los procariotas) y para el 18S rDNA (en los eucariotas).

El DNA extraido de las muestras, correspondiente a toda comunidad, se
amplifica de forma selectiva mediante cebadores selectivos que se eligen en funcion

del grupo taxondmico cuyo DNA se pretenda amplificar.

Son necesarios cebadores de iniciacion en ambos lados de la cadena de
DNA (cebador directo — forward primer y reverso — reverse primer), cuyas

temperaturas de hibridacion deben ser similares.

Las condiciones a aplicar en el termociclador, referentes a la
desnaturalizacion, a la hibridacion de los cebadores al extremo 3’ de cada hebra y a
la elongacion de la hebra, tales como el namero de ciclos, temperaturas y los tiempos
de incubacion y rampas de incremento de éstas, son especificas para cada cebador y

secuencia a amplificar.

Para la amplificacién, se parte del extracto de DNA previamente
cuantificado que se conserva congelado. Se prepara la mezcla de polimerizacion
(normalmente, los reactivos se adquieren ya preparados, en cuyo caso las cantidades
a afiadir seran las que especifique el fabricante) y después se le adiciona el DNA
extraido para llevarlo al termociclador y se lo somete al proceso de polimerizacion

(opciones de amplificacion en funcion de los cebadores) (Sabater et al., 2009).
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2.7.2.2. Electroforesis en gel de agarosa del producto amplificado

Luego se debe comprobar que se ha obtenido la amplificacion y que el
tamaiio del DNA amplificado es correcto mediante una electroforesis en gel de
agarosa (0,8 — 2) % con tampon TAE 1X (Anexo D), utilizando un marcador de
tamafio de tincion del gel con bromuro de etidio u otros tintes (por ejemplo, SYBR) y

observacion con luz ultravioleta.

Una vez obtenido el DNA amplificado y comprobado que el proceso ha
funcionado correctamente, el extracto se congela a -80°C hasta su utilizacion. El
producto de la amplificacion puede ser utilizado para la separacion electroforética
que proporciona el fingerprinting de la comunidad, o incluso para la secuenciacion
directa (Sabater et al., 2009).

2.7.3. DGGE (fingerprinting de la comunidad)

La electroforesis es una herramienta bioanalitica usada tanto en
investigacion basica como en los protocolos para el diagnéstico y/o el aislamiento y
la identificacion de biomoléculas de alto peso molecular. La separacion se basa en la
movilidad diferencial de macromoléculas cargadas bajo la influencia de un campo

eléctrico a traves de un gel (Mikkelsen y Corton, 2011).

La electroforesis en gel con gradiente quimico desnaturalizante (DGGE),
generalmente usando urea y formamida para desnaturalizar, al igual que su
equivalente de desnaturalizacion con gradiente de temperatura (TGGE), se utiliza de
manera rutinaria para estudios cualitativos y semicuantitativos de la diversidad de

comunidades microbianas.

Los productos de amplificacion son separados electroforéticamente en un
gel de poliacrilamida en funcion de las diferencias en sus secuencias, que determinan
patrones diferentes de desnaturalizacion y con ello la migracion. En la DGGE la
separacion del DNA es funcion de las caracteristicas de desnaturalizacion de la doble
hélice de DNA. La carrera electroforética se realiza en una cubeta vertical en la que

se coloca un gel de poliacrilamida entre un gradiente desnaturalizante.
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En ella se obtiene un patron de bandas caracteristico de la comunidad
(fingerprinting). Ademas se puede obtener informacion taxonémica con la escision
de las bandas, su re amplificacion, y la secuenciacion de los productos de esa nueva
amplificacion, o bien mediante analisis de hibridacion con oligonucleotidos
marcados especificos para determinados taxones.

En la DGGE se deben considerar las condiciones de la carrera
electroforética y la dificultad de comparacion de los patrones cuando aparecen
muchas bandas, lo que puede hacer necesaria la realizacién de diversos geles y

combinaciones de muestras.

Cuando el nimero de bandas es grande, diferentes fragmentos de DNA
podrian migrar juntos, limitando de esta manera la sensibilidad de la técnica (Sabater
et al., 2009).

2.7.3.1. Gel de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida son preparados por la reaccion de la acrilamida
(monémero) con N,N’—metilenbis(acrilamida) (entrecruzante, también llamada

simplemente bisacrilamida) en presencia de un catalizador y de un iniciador.

Los iniciadores incluyen el persulfato de amonio y el persulfato de potasio,
donde el anién S2082- se descompone en dos radicales SO4™ mientras que el
catalizador comUnmente utilizado es tetrametiletilendiamina (TEMED,
(CH3)2N(CH2)2N(CHj3),), que reacciona con el radical sulfato para producir una

especie radical libre de larga vida.

El tamafio de poro de un gel de poliacrilamida controla la movilidad y la
resolucion de los componentes de la muestra debido al efecto de tamizado que

producen los poros del gel en las especies moleculares.

El tamafo del poro puede ser controlado variando las concentraciones
totales del monémero y del entrecruzante, respectivamente (Mikkelsen y Cortdn,
2011).
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2.7.3.2. Gel de agarosa

La agarosa es un polimero lineal de D-galactosa y de 3,6-anhidrogalactosa
que se purifica de algunas algas marinas.

La agarosa contiene cerca de 0,04% de sulfato, se puede disolver en agua
hirviendo y forma un gel continuo cuando se enfria por debajo de los 38°C; la
estructura del gel es mantenida por uniones tipo puente de hidrégeno.

Como con los geles de poliacrilamida, la concentracion de agarosa en el gel

determina el tamafio medio de poro.

Los tamafios de poro son mucho mas grandes con agarosa que con los geles
de poliacrilamida, por lo que cuando es necesario separar y cuantificar acidos
nucleicos o proteinas demasiado grandes se utilizan los geles de agarosa (Mikkelsen
y Corton, 2011).
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiales

Para la realizacién de los ensayos experimentales se utilizaron equipos,
instrumentos y materiales; los cuales se listan en el Anexo A; los mismos incluyen
materiales para analisis fisicogquimicos, microbiol6gicos y moleculares. Los reactivos

utilizados para los ensayos se encuentran listados en el Anexo B.

3.2. Métodos
3.2.1. Suelo - Toma de muestra

Se emple6 una muestra proveniente del proyecto de investigacion del grupo
dirigido por la Dra. Teresa del Panno y la Dra. Irma Morelli. La misma fue preparada

bajo las siguientes condiciones:

La muestra seleccionada para el estudio fue un suelo no contaminado de un
area cercana a la ciudad de La Plata, Argentina (34°50" S, 58°10" O).

Esta fue analizada en el Laboratorio de Ciencias del Suelo en la Universidad
Nacional de La Plata y mostré las siguientes propiedades fisicoquimicas: un valor de
pH de 6,6; 4,67% de carbono organico (método de Walkley-Black); 8,05% de
materia organica del suelo (OM(%)=1,724 x C (%)); 3,890 mg/kg de nitrégeno total
(digestion humeda y evaluacion por el método Micro Kjeldahl); 4,0 mg/kg fésforo
disponible (método n° 1 Bray Kurtz ), conductividad eléctrica de 3,3 + 0,3 dSm™ (en
un extracto de pasta saturada) y (109,9 £+ 0,9) ppm de Fe (extraido con EDTA y

determinado de acuerdo con el método EPA 7950).



Las muestras se tomaron de la siguiente manera, primero se buscé un lugar
donde no se observara contaminacion por residuos sélidos, luego se descartod la
primera capa del suelo y se tom6 muestra de no méas de (10-15) cm de profundidad.
Se guard6 en bolsas de poliestireno y se llevo al laboratorio. Luego la misma fue

tamizada con una malla de 2mm.

Luego del procesado de las muestras de suelo, se coloc6 la tierra en
recipientes adecuados para su almacenamiento. Se contaming la tierra artificialmente
con 10.000 ppm de fenantreno y se dejo en incubadora a 20°C durante 6 meses.
Luego se humedecid, se volvid a contaminar varias veces y se dejo a 5°C durante 18
meses. De esta manera se obtuvo tierra contaminada de dos afios con atenuacion

natural.

Para iniciar el estudio se tomd la tierra contaminada artificialmente y se
humedecié agregandole agua destilada hasta obtener una humedad del 22,5%, luego

se la dejo estabilizar durante 48 horas a 4°C.

3.2.2. Suelo - Preparacion de microcosmos

Cada microcosmo consistié en 270 gramos de tierra contaminada con
atenuacion natural contenidos en frascos de vidrio de 500 mL con tapas no
herméticas. Los mismos fueron incubados durante 28 dias a (24 + 2) °C; tiempo
durante el cual se llevaron a cabo los tratamientos quimicos a temperatura y humedad

controladas.

3.2.3. Tratamientos con oxidantes quimicos
3.2.3.1. Calculo de la dosis de los oxidantes

Las dosis de oxidante quimico es la cantidad minima de esta sustancia
necesaria para degradar un mol del contaminante a dioxido de carbono y agua. Y se

calcula a partir de los electrones que pone en juego el oxigeno para tal fin.
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En el caso del Fenantreno, para degradar un mol de este compuesto son
necesarios 66 moles de electrones, la ecuacion es la siguiente:

CuHio + 3—23 0, 14CO, + 5 H,0 (17)
1 mol O,=> 4 moles de e (18)
33 .

> moles O,~> 66 moles de e (19)

Se puede observar la cantidad de moles de electrones necesarios para lograr
la mineralizacién de un mol de fenantreno es de 66 moles de electrones (19). Con
este valor y teniendo en cuenta cuantos electrones ponen en juego cada oxidante se
obtienen los valores de las dosis tedricas que se encuentran en la Tabla 5; ademas se

detallan las dosis empleadas en el desarrollo de los ensayos.

Tabla 5. Dosis de oxidantes utilizados
Mol de electrones que

. ; . Dosis minima
Oxidante ponen en juego por Dosis empleada -
. (Tedrico)
mol de oxidante
PSN 2 0,63+0,08 1:33
H202 2 1,3+0,3 1:33
H202/Fe:EDTA 2 1,3+0,3 1:33
PSN/Fe:EDTA 2 0,63+0,08 1:33
KMnO4 3 0,63+0,08 1:22

En los ensayos con H,0, y H,O,/Fe:EDTA se empled una mayor dosis de
este oxidante. Se realizd de esta manera porque se supuso que no afectaria las
propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas del suelo, ya que el perdxido, en el

caso que haya excedente, se descompone en oxigeno y agua.

3.2.3.2. Persulfato de Amonio (PSN)

Para los ensayos experimentales se prepararon tres microcosmos por cada

condicion:

Los microcosmos A, B y C (Figura 14, Anexo C) se tomaron como control

biologico a los cuales no se les realizd agregado de oxidante.
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A cada uno de los microcosmos D, E y F (Figura 15, Anexo C) se le
agregaron 1,50 gramos de persulfato de amonio (PSN) equivalentes a 8,25 g
PSN/1000 g TS (Tierra Seca) (Mora et al., 2012) teniendo en cuenta la humedad
determinada experimentalmente durante el ensayo y la cantidad de tierra himeda

existente en cada microcosmo.

A los microcosmos G, H e | (Figura 16, Anexo C) se les realizaron
Agregados Sucesivos del oxidante quimico persulfato de amonio (PSNSuc) cada tres
dias, cuyas cantidades fueron calculadas a partir de la cantidad de tierra himeda
disponible y teniendo en cuenta la humedad de dicho sistema con el objetivo de
agregar una cantidad equivalente a 8,25 g PSN/1000 g TS cada tres dias.

3.2.3.3. Peroxido de Hidrdégeno y Peroxido de Hidrogeno catalizado con Fe(l1):
EDTA

A cada uno de los microcosmos M, N y O (Figura 17, Anexo C) se le
agregdé 1 mL de peréxido de hidrégeno al 30% (P/V) equivalentes a 8,82 x 10
moles de perdoxido de hidrégeno. Calculados a partir de los moles de peréxido de

hidrogeno equivalentes a los moles contenidos en 8,25 g PSN/1000 g TS.

A cada uno de los microcosmos P, Q y R (Figura 18, Anexo C) se les
agregO previamente un catalizador Fe(ll) acomplejado con EDTA en proporcion
Fe(I1):EDTA de (1:1,2) (Saelee y Bunyakan, 2012), luego se agregé 1 mL de
per6xido de hidrégeno equivalentes a 8,82 x 10 moles de peréxido de hidrégeno;

obteniéndose de esta forma las proporciones de oxidante: Fe(Il):EDTA de (21:1:1,2).

3.2.3.4. Persulfato de Amonio activado con Fe(ll): EDTA y Permanganato de
Potasio
A los microcosmos AD, AE y AF (Figura 19, Anexo C) se agregd una
solucién de FeSO,4.7H,0O complejado con EDTA en relacion (1:1,2) de metal: agente

complejante (Saelee y Bunyakan, 2012).

Luego se agreg6 persulfato de amonio (PSN) equivalentes a 8,25 ¢
PSN/1000 g TS, teniendo en cuenta la humedad determinada experimentalmente

durante el ensayo Yy la cantidad de tierra himeda existente en cada microcosmo.
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A cada uno de los microcosmos AG, AH y Al (Figura 20, Anexo C) se
agregaron 0,8237 gramos de permanganato de potasio equivalentes en moles de
electrones a 8,25 g PSN/1000 g TS (Mora et al., 2012).

3.2.4. Andlisis fisicoquimicos del suelo

3.2.4.1. Porcentaje de humedad

En recipientes adecuados (sin tapa) previamente identificados
correspondiente a cada uno de los microcosmos se pesaron aproximadamente 5
gramos de suelo; los mismos se colocaron en estufa a (105 + 5) °C durante 24 horas,
luego de transcurrido ese tiempo se determino el peso final hasta obtener peso
constante y se procedio al calculo del porcentaje de humedad del suelo.

3.2.4.2. pH del suelo

= pHIL:1

Se tomaron muestras de cada uno de los microcosmos y se pesaron
aproximadamente 5 gramos de cada una de ellas en un recipiente adecuado con tapa

previamente identificados.

Se le agregaron 5 mL de agua bidestilada, se realiz6 el mezclado utilizando
un Vortex, se agito la muestra durante 5 minutos empleando un Shaker, luego se dejo
decantar por 1 hora, y se midié el pH de la solucion sobrenadante utilizando un
electrodo de vidrio (Figura 21, Anexo C). Se registraron los resultados (Método EPA
- 9045D).

= pHL:5

Se pesaron aproximadamente 1 gramo de muestra, se le agregé 5 mL de
agua bidestilada y se realizd el mismo procedimiento anterior (Método EPA -
9045D).
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3.2.4.3. Conductividad eléctrica especifica del suelo (CE)

= CEl11

De cada uno de los microcosmos se pesaron aproximadamente 5 gramos de
muestra en recipientes adecuados con tapa previamente identificados, se le agregaron
5 mL de agua bidestilada, se realiz6 el mezclado utilizando un Vortex, se agito la
muestra durante 5 minutos empleando un Shaker, luego se dej6 decantar por 1 hora,
y se midié la CE de la solucién sobrenadante utilizando para el efecto un electrodo
de conductividad (Figura 21, Anexo C). Se registraron los resultados (Método EPA -
9050A).

= CEL5

En el caso en que la conductividad de las muestras (CE1:1) sobrepasaron el
valor méximo de conductividad eléctrica que el equipo podia medir se procedio a la
dilucion de la muestra correspondiente de la siguiente manera: para el efecto se
pesaron aproximadamente 1 gramo de muestra, se le agregd 5 mL de agua

bidestilada y se realizé el mismo procedimiento anterior (Método EPA - 9050A).

3.2.4.4. Concentracion de persulfato

Se pesaron aproximadamente 5 gramos de muestra de cada uno de los
microcosmos en recipientes adecuados con tapa previamente identificados, se le
agregaron 5 mL de agua bidestilada, se realizé el mezclado utilizando un Vortex, se
agito la muestra durante 5 minutos empleando un Shaker, luego se dejo decantar por

1 hora.

Se tomo la solucion sobrenadante y se filtr6 a través de membrana de

celulosa de 0,45 pum.

De este filtrado se tomé 100 pL y se coloco en un matraz de 10 mL, al cual
se le agreg6 500 pL de una mezcla de (0,05 g NaHCO3 + 1,0 g KI en 10 mL de agua
bidestilada) y se llevo a volumen final con agua bidestilada, se agité empleando un

Vortex y se esperd 15 minutos.

46



Utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-1800 (Figura 22, Anexo C)
se leyeron las muestras entre 200 y 400 nm empleando celdas de cuarzo, se
registraron y tomaron los valores de la absorbancia a 352 nm.

Para calcular la concentracién del mismo en las muestras se construyé una
curva de calibracién. Para ello se prepararon patrones de Persulfato de Sodio, la
solucién madre se prepard por pesada directa del mismo y las diluciones sucesivas o
seriadas se realizaron empleando pipetas automaticas (Liang et al., 2008 (Método
modificado)). Limite de deteccion: 0,05 g Persulfato por Kg de Tierra Seca.

3.2.4.5. Concentracién de fenantreno

En recipientes adecuados, previamente identificados y con tapa se pesaron 1
gramo de muestra de cada uno de los microcosmos y se agregaron 10,0 mL de
Acetato de Etilo.

El fenantreno se extrajo por sonicacion utilizando un bafio ultrasénico
Testlab Ultrasonic TBO4TA, 40 kHz, 160 W durante 1 hora, después se centrifugaron

por 10 minutos y se filtraron empleando filtro de Nylon de 0,45 pm.

Se colocaron en viales debidamente identificados y se inyectaron 20 uL a
5°C en el equipo de Cromatografia HPLC- UV (Figura 23, Anexo C), con detector
de arreglo de diodos (marca Waters), e inyeccién automatica, la columna utilizada

fue Symmetry Cys (tamafio de particula 5 um, 4,6 x 150 mm).

Se corrieron las muestras con solventes de corrida compuestos de solucion
acuosa HiPO4 15 mM maés metanol con flujo constante de 1mL/min. Las areas se

registraron a 250,9 nm.

Para calcular la concentracién de fenantreno en las muestras se construyo
una curva de calibracién para la cual se prepar6 una solucién madre por pesada
directa y luego se realizaron diluciones sucesivas (Mora et al.,, 2012 (Método

modificado)).
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Para los patrones se preparé una solucién madre de concentracién de 100
ppm, a partir de las cuales se prepararon soluciones de 80, 60, 40 y 20 ppm.

3.2.5. Andlisis microbioldgico del suelo
3.2.5.1. Bacterias heterotrofas cultivables

Se pesaron 10 gramos de tierra y se trasvasaron a un matraz Erlenmeyer
conteniendo 90 mL de solucion fisiolégica (Anexo D) previamente esterilizados por
autoclave (Anexo D) (solucién de concentracion -1) (Figura 24, Anexo C). Se
agitaron durante 30 minutos a 30°C.

Se tomo 100 pL de la solucion (-1) y se lo coloco en un tubo Eppendorf®
conteniendo 900 pL de solucion fisioldgica y se agité utilizando un Vortex (solucion
de concentracion -2) (Figura 25, Anexo C).

De esta solucién de concentracion (-2) se tomd nuevamente 100 pL y se
repitio el procedimiento anterior, se siguid el mismo procedimiento hasta llegar a la
dilucion (-6) (Figura 26, Anexo C).

Se sembraron por duplicado 100 uL de cada una de las diluciones en placas
de Petri conteniendo medio de cultivo R2A (Anexo D), (Figura 27, Anexo C). Se
distribuy6 la muestra cuidadosamente utilizando una espatula de Drigalsky (Figura
28, Anexo C).

Se incubaron las muestras a (24 + 2) °C durante 7 dias, pasado ese tiempo se

realiz6 el recuento de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Las placas tomadas como validas fueron aquellas que presentan entre 30 y
300 UFC (Figura 29, Anexo C). Se calcularon las UFC por mL de muestra (Reasoner
y Geldreiche, 1985).
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3.2.5.2. Bacterias degradadoras de PAH

Se pesaron 10 gramos de tierra y se trasvasaron a un matraz Erlenmeyer
conteniendo 90 mL de solucién fisioldgica previamente esterilizados por autoclave
(solucién de concentracion -1). Se agitaron durante 30 minutos a 30 °C (Figura 24,
Anexo C).

Se tomaron 100 pL de la solucion (-1) y se colocaron en un tubo
Eppendorf® conteniendo 900 pL de solucion fisioldgica y se agitaron utilizando un
Vortex (solucion de concentracion -2). De esta solucion de concentracion (-2) se
tomé nuevamente 100 L y se repitié el procedimiento anterior, se siguié el mismo

procedimiento hasta llegar a la dilucion (-6) (Figura 30, Anexo C).

Se emplearon policubetas (Microtiter fondo plano bolsa unitaria) (Figura 31,
Anexo C) en las cuales a cada pocillo se incorporaron 20 pL de solucién patron
(mezcla de PAH en pentano; Anexo D) con 180 pL de medio mineral liquido (Anexo
D), a las cuales se agregd 20 pL de las diluciones seriadas (1/10) por octuplicado

(Bogardt y Hemmingsen, 1992).

Estas muestras se incubaron a (24 + 2) °C durante 21 dias. Al finalizar este
periodo se registraron los pocillos positivos en los cuales se observaron coloracion
amarillo—naranja a marron debido a la acumulacion de los productos parciales de

oxidacion de los sustratos poliaromaticos (Figura 32, Anexo C).

Con los datos obtenidos se calculdé el valor de Log del Ndmero Mas
Probable (NMP) por gramo de suelo seco, mediante un programa de computadora

que acepta la combinacién de réplicas y diluciones en tablas.

Los resultados se expresaron como Log del NMP de bacterias degradadoras

de PAH por gramo suelo seco (Lors et al., 2010).
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3.2.6. Andlisis molecular
3.2.6.1. Extraccion de DNA de los microorganismos presentes en el suelo

Para la extraccion de DNA de los microorganismos presentes en la muestra
de suelo se realizaron sobre aproximadamente 1,0 g de muestra siguiendo los pasos
descriptos en el manual del Kit OMEGA (Anexo D).

Los extractos de DNA obtenidos se colocaron en tubos estériles adecuados y
se guardaron en el congelador a -80°C hasta el momento de la amplificacidn.

3.2.6.2. Amplificacion del extracto de DNA - PCR

Para la amplificacion del DNA extraido se procedio a la preparacion de la

mezcla para la reaccion de polimerizacion en cadena.

El 16S rDNA fue amplificado utilizando primers para eubacteria 341F (5’-
CGCCCGCCGCGLLCLCCGLCGLCLCGGLLCLCGLLCGLLCLCGLLCCLCCTCCTACGGEG
AGGCAGCAG-3’) y 907R (5’-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3") (Mora et al.,
2012).

La reaccion de PCR contenia 2 uL de DNA, 0,12 pL de polimerasa Taqg, 6,0
uL de buffer, 2,4 uL de dNTPs, 0,6 pL de albdmina, 12,88 uL de agua bidestilada
estéril y 3,0 uL de cada uno de los primers completando un volumen total de 30,0 pL

de mezcla.

La amplificacion fue realizada en el Termociclador (Figura 33, Anexo C)
usando el programa de PCR. Este incluia un paso inicial de desnaturalizacion por 4
minutos a 95°C, el primer paso del ciclo a 94°C por 30 segundos; 62°C por 40
segundos y 1 minuto a 72°C (10 ciclos) seguidos por pasos de 30 segundos a 94°C,
40 segundos a 57°C y 72°C por 1 minuto (25 ciclos). La extensidn final fue llevada a

cabo a 72°C durante 10 minutos.

El producto de la PCR fue analizado por electroforesis en gel de agarosa.
Este gel se prepar6 agregando 0,36 g de agarosa en 30 mL de buffer TAE 1X (Anexo

D), el cual se fundié empleando un microondas.
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El gel se coloco en una cama para preparar geles para electroforesis (Figura
34, Anexo C) y se lo dejo solidificar.

Una vez terminado la preparacién del gel se coloc6 en una cuba
electroforética (Figura 35, Anexo C), se lo cubrié con suficiente buffer TAE 1X y se
sembrd 5 pL de cada una de las muestras. Se empled un voltaje de 100 V y las

muestras corrieron durante 30 minutos.

Cuando termind la corrida se retird de la cuba electroforética y se lo tifid
con una solucién de bromuro de etidio por unos minutos, luego se retird el exceso

enjuagando el gel con agua y el mismo se observo bajo la luz ultravioleta.

3.2.6.3. DGGE

La DGGE se realizo utilizando el equipo DGGE-2401 (C.B.S Scientific Co.,
Del mar, CA, USA) (Figura 36, Anexo C). Para el mismo, el producto de
amplificacion de la PCR fue sembrado directamente en gel de poliacrilamida 6%
(P/V) (acrilamida N,N’-metilen-bisacrilamida, 37,5:1).

El gel contenia un gradiente desnaturalizante lineal de (40 — 75) % (100%
del desnaturalizante corresponde a 7M de urea y 40% (P/V) de formamida). La
electroforesis se realizo en buffer TAE 1X (40 mM Tris (pH 8,1), 20 mM de acido
acetico, 1mM de Na,EDTA) a una temperatura de 60 °C.

Una pre-corrida fue llevada a cabo a 50 V durante 30 minutos, seguida por

la corrida principal a un voltaje constante de 100 V durante 16 horas.

Luego de la electroforesis el gel fue tefiido durante 30 minutos con SYBR
Gold al cual se fotografié con un sistema de documentacién de imagenes (Bio — Rad;
Hercules, CA, USA) (Figura 37, Anexo C).
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3.2.7. Ensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga Lactuca Sativa. Efecto

en la germinacion

Se prepararon diluciones de muestras de suelo de cada uno de los
microcosmos pesando 30 g de suelo en recipientes adecuados y se agregaron 30 mL
de agua destilada (Sol. 100%), se agitdé y se dejo reposar por aproximadamente 5
minutos. A partir de esta solucién madre (100%) se realizaron diluciones al 50, 25,
10 y 5%.

De cada una de estas soluciones de 100, 25, 10 y 5%, se sembraron 5 mL en
una placa de Petri de 100 mm de didmetro, la cual contenia papel de filtro de 90 mm

de didametro de porosidad adecuada y de buena capacidad de retencion del liquido.

Se agregd 20 semillas de lechuga (Lactuca Sativa Lechuga variedad
mantecosa) (Figura 38, Anexo C) a cada una de las placas que contenian la muestra.
Se prepararon dos blancos empleando 5 mL de agua destilada y se procedio de la

misma forma que para las muestras (Figura 39, Anexo C).

Una vez completado el procedimiento de la siembra de semillas, se
colocaron las mismas en la incubadora a 24°C durante 120 horas (5 dias) al abrigo de

la luz.

Terminado el periodo de exposicion se realiz6 el conteo del nimero de
semillas que germinaron normalmente considerando como criterio de germinacion la
aparicion visible de la radicula (Figura 40, Anexo C) y las mismas se registraron para
calcular el porcentaje de inhibicion en la germinacion (Sobrero, 2004 (Método

modificado)).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2 se presenta como varian los valores de pH de cada sistema en
el transcurso del tiempo de acuerdo al tipo de tratamiento aplicado: PSN, PSN Suc,
H,0,, H,0,/Fe:EDTA, PSN/Fe:EDTA, KMnO, y el control biolégico: BioD.

—A— BioD

—P— PSN

—@— H20

—0O— Hp0y/Fe:EDTA
—— PSN/Fe:EDTA
—— KMnOyg

—¥— PSN Suc

0 7 14 21 28 35 42 49 56

Dias
Figura 2. Valores de pH del suelo vs dias.

Se puede apreciar que en los sistemas tratados con H,0,, H,O,/Fe:EDTA

los valores de pH no varian con respecto al control biolégico (BioD).

El sistema tratado con KMnO, presenta un aumento de pH a un valor de

7,92 a los 7 dias del ensayo.



Este mismo comportamiento en el aumento del pH lo observaron Sirguey et
al. (2008) y fue atribuido por estos autores al incremento del area de superficie
especifica y a la capacidad de intercambio catiénico en relacién a la precipitacion del
dioéxido del manganeso.

Sin embargo en los dias posteriores los valores de este pardmetro se

mantuvieron sin variaciones significativas con respecto al BioD.

En cuanto a los sistemas tratados con PSN y PSN/Fe:EDTA se observa un
brusco descenso en los valores de pH al inicio del tratamiento. Luego de los 7 dias

del ensayo, hay un pequefio aumento del mismo.

La capacidad buffer del suelo logro contrarrestar la perturbacién que han
realizado estos oxidantes, lo cual permitié que se restablezca el valor de pH

manteniendose en valores entre 5y 6 en la etapa final de los tratamientos.

En el caso correspondiente al tratamiento con el agradado sucesivo de
persulfato de amonio (PSN Suc) se observa que a partir del dia 7 del tratamiento el

pH se encuentra en valores por debajo de 4, llegando a un pH de 2,7 el dia 28.

Este mismo comportamiento fue observado en ensayos realizados por Mora
et al. (2012) en el cual este fendmeno se atribuye a la ruptura de la capacidad buffer
del suelo por el agregado de elevadas concentraciones de este oxidante, por lo que el
sistema no logra recuperarse, obteniéndose de esta forma un suelo fuertemente acido

al término de este tratamiento.

El incremento de la concentracion de amonio y la absorcion de la misma por
las particulas presentes en el suelo que tienen como consecuencia la liberacién de
protones gracias al fendmeno de intercambio i6nico también podrian ser la causa la

baja de los valores de pH (Rengel, 2003).

En ensayos realizados por Liang et al. (2007) suponen que el descenso del

pH podria ser resultado de la descomposicion de los iones persulfato.
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En la Figura 3 se observa como varian los valores de la conductividad
eléctrica de cada sistema para los diferentes tratamientos aplicados y el control

bioldgico durante el periodo del ensayo.

—A— BioD

—3— PSN
-@— H,0,
—O— H,0,/Fe:EDTA
—— PSN/Fe:EDTA

— KMnO,
—¥— PSN Suc

CE mS/cm

0 7 14 21 28 35 42 49 56

Dias
Figura 3. Valores de Conductividad Eléctrica vs dias.

Los sistemas tratados con H,0,, H,O,/Fe:EDTA y KMnO, no presentan

cambios en los valores de CE y se comportan de manera similar al BioD.

Con respecto a los sistemas tratados con PSN y PSN/Fe:EDTA presentan un

pequefio aumento en la CE con respecto al BioD.

El uso de H,0,, H,O,/Fe:EDTA y KMnO, en las cantidades agregadas en
estos sistemas parecen no afectar de forma apreciable las propiedades fisicoquimicas
del suelo, ya que el pH y la CE durante los tratamientos presentan valores

comparativos con los del control bioldgico.

En el tratamiento con PSN Suc se observa un aumento brusco en los valores

de la CE los cuales se incrementan durante el transcurso del tratamiento.
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A partir del dia 14 del tratamiento los valores de CE fueron medidos en
diluciones (1:5). Es de esperar que los valores de CE aumenten porque se estuvo

incorporando iones al sistema cada tres dias durante el periodo del ensayo.

Este fendmeno observado trae aparejado un aumento de la salinidad del
sistema como consecuencia del agregado de concentraciones elevadas de persulfato

de amonio (Mora et al., 2012).

El aumento de la salinidad afecta a la composicion de la comunidad
microbiana del suelo y la solubilidad del fenantreno en la fase acuosa evidenciadas
en los valores elevados de los porcentajes de inhibicién en la germinacion de las

semillas de lechuga (Mora et al., 2012).

En la Figura 4 se muestran las curvas normalizadas de las concentraciones

de fenantreno de cada uno de los distintos tratamientos aplicados durante el periodo

del estudio.

104 —w— PSN Suc
\ —&— PSN

—@— H»0»

—O— H202/Fe:EDTA
—l— PNS/Fe:EDTA
—=— KMnO,

[Fen]y/[Fenlo

Figura 4. Curvas de concentracion de fenantreno normalizadas.

Se puede observar que el ensayo BioD es el que mayor degradacion (mayor

al 80% a los 7 dias) ha tenido en menos tiempo.
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Esto se debe a que a pesar de haber atenuado el suelo durante dos afios, el
contaminante, igualmente, quedd biodisponible, es decir accesible a las bacterias.

Debido a esto, el control biolégico se usara como blanco de los otros

tratamientos; es decir nos indica las condiciones normales de este suelo.

El objetivo de esta tesis es comparar entre si los tratamientos quimicos, y
decidir entre ellos cual seria la mejor opcién en el caso que la biorremediacion no

pueda degradar mas el contaminante.

En el sistema PSN Suc no se logrd la degradacion del fenantreno, puesto
que 56 dias después de haber iniciado el tratamiento, se encontraba ain 100% de la

concentracion inicial de este.

Esto podria deberse a que el PSN, en vez de oxidar al fenantreno, haya
reaccionado con la matriz organica del suelo y ademas como su agregado trae
aparejado condiciones muy &cidas las bacterias degradadoras de PAH no hayan
sobrevivido, por lo tanto la metabolizacion de estos hidrocarburos fue despreciable.
Cambios bruscos de pH y conductividad llevan a un impacto negativo sobre los

procesos de biorremediacion.

Los sistemas H,0, y H,O,/Fe:EDTA (cuya dosis oxidante/contaminante fue
superior a los otros tratamientos) en general describen comportamientos similares
entre si, ya que al dia 7 del tratamiento ambos degradan aproximadamente el 50% del

fenantreno presente.

Pero difieren en gue el sistema H,0O; logra una degradacion de casi 100% a

los 56 dias y el de H,O,/Fe:EDTA logra la degradacion de aproximadamente 80%.

No muestran mejoria respecto de los otros tratamientos, esto se puede deber
a que un exceso de radicales OH’, hayan atacado a la materia organica del suelo y no
al contaminante, ya que estos radicales son agentes oxidantes fuertes no selectivos
(Ferrarese et al., 2008).
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Estos autores suponen que elevadas concentraciones de estos oxidantes

pueden promover un autoconsumo de los mismos dando como resultado una menor

eficiencia en la oxidacion del compuesto a ser degradado.

En la Figura 5 se puede observar los espectros obtenidos en la

determinacion de persulfato de amonio (PSN).

Este espectro es resultado de la formacion del complejo de los iones

persulfato presentes en una solucién acuosa de los mismos, con los iones ioduro en

presencia de bicarbonato de sodio.

Los espectros corresponden a un patron de PSN y a los extractos acuosos de

las muestras de 7 dias de los tratamientos con PSN y PSN suc.
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Figura 5. Espectros de absorcién de PSN.
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Se observa ademas que, hay una cantidad apreciable de PSN en la muestra
de PSN Suc pero no asi en la de PSN puesto que no presenta la banda de 352 nm
(similar a la del estandar).

Se puede decir entonces que todo el persulfato se consumié durante esos
primeros siete dias del tratamiento. Por lo cual, la degradacion del contaminante a
tiempos mayores es debido a la biodegradacion.

Volviendo a la Figura 4 se puede decir que en el caso de PSN, la
degradacion a los 7 dias fue del 10% (degradacién quimica), ya no se encuentra
persulfato en los sistemas; a la misma conclusion llegaron Mora et al. (2012).

Luego de este tiempo la biorremediacion es la responsable de la oxidacion
del 90% del contaminante.

Se puede concluir que a pesar de las perturbaciones fisicoquimicas que sufre

el suelo por el agregado de PSN, los microorganismos no parecen ser afectados.

Las tendencias de los sistemas KMnO, y PSN/Fe:EDTA demuestran que los

dos tratamientos tienen el mismo comportamiento que el BioD a partir del dia 7.

En cambio, el sistema tratado con PSN el dia 7 del tratamiento contiene ain
mas del 90% de la concentracion inicial del fenantreno, el cual a partir del dia 14 se

comporta de manera similar al BioD.

En la Tabla 6 se listan los valores de los Log UFC/gTS correspondientes a
los recuentos de las Bacterias heterotrofas cultivables y los valores de los Log
NMP/gTS correspondientes a los recuentos de las Bacterias degradadoras de PAH; a
los dias 0, 7 y 28 de los ensayos de acuerdo a los distintos tipos de tratamientos

aplicados a los sistemas.
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Tabla 6. Tabla de los valores de los Log UFC/gTS y de los Log NMP/gTS para los distintos tratamientos a los 0, 7 y 28 dias.

Tratamiento

Log UFC/gTS

Log NMP/Gts

Dia 0 Dia 7 Dia 28 Dia 0 Dia7 Dia 28

BioD 8,9+0,2 9,0+0,5 8,4+0,2 45+0,9 4.2 10,1 4,4+0,1
PSN 85+0,2 8,4+0,2 8,5+0,1 33+0,1 33+0,1 4,4+0.6

PSN Suc 85+0,2 6,4+0,7 51+0,1 33+0,1 3,8+0,1 0,56 £ 0,01
H,0, 9,2+0,1 9,2+0,1 8,1+0,1 42+0,3 4,2+0,2 5,3+0,6
H,0,/Fe:EDTA 9,2+0,1 9,3+0,1 8,5+0,1 41+03 4,3+0,2 76+0,7
PSN/Fe:EDTA 9,1+0,1 8,6+0,1 8,31+0,2 6,2+0,9 76+0,2 3,6+04
KMnO, 9,1+0,1 8,710,1 8,4+0,1 6,2+0,9 6,7+0,7 43+0,3
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Para los tratamientos PSN, H,0,, H,0./Fe:EDTA, PSN/Fe:EDTA vy
KMnOy, el recuento de las bacterias heterétrofas cultivables fueron similares a los
del BioD durante el periodo de los ensayos.

El uso de estos oxidantes en las dosis aplicadas no parece afectar a los
microorganismos. Sin embargo no fue asi para el tratamiento con PSN Suc sobre el
cual se puede decir en términos generales que la cantidad de oxidante agregado en

este tratamiento quimico resulta toxico para las bacterias presentes en el suelo.

Esto podria ser debido a los altos valores en la conductividad eléctrica
provocado por el exceso de iones; y/o también seria como resultado de los valores
extremadamente bajos de pH del suelo, los cuales afectan marcadamente el
crecimiento y el desarrollo de los microorganismos en esas condiciones y por ende la
actividad microbiolégica del suelo que seria la principal causa por la cual no se

obtuvo la degradacion del fenantreno en el tratamiento con PSN Suc.

A los 28 dias del tratamiento con PSN Suc, en el sistema hay muy pocas
bacterias degradadoras de PAH. En cuanto al sistema tratado con PSN, el mismo
presenta valores de Log NMP/gTS similares al BioD dentro del error experimental.
Por lo cual el agregado sucesivo de este oxidante quimico en las cantidades

suministradas al sistema resulta ser toxico para los microorganismos.

Se sabe que solo un pequefio porcentaje de las bacterias heterotrofas
cultivables son capaces de degradar hidrocarburos especificos lo que hace que la
densidad de la poblacidn de estos microorganismos especializados sea baja. Al estar
expuestos al estrés oxidativo estas bacterias degradadoras de PAH no sobreviven
porque ellas estan genéticamente disefiadas para sobrevivir en presencia de
hidrocarburos pero no para adaptarse a condiciones extremas de salinidad y acidez

del suelo.

El mismo efecto toxico se puede observar sobre la germinacion de las
semillas de lechuga, a las cuales el tratamiento con PSN Suc provoca un 100% de

inhibicion en la germinacion de las mismas (Figura 6).
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Los sistemas tratados con H,O, y H,O,/Fe:EDTA presentan valores de Log
NMP/gTS préximos a los encontrados en el BioD, excepto en el dia 28 del
tratamiento, en el cual se puede observar un mayor valor de este parametro. Como
supusimos antes de realizar estos ensayos las dosis empleadas de estos oxidantes
quimicos no afectaron significativamente las propiedades fisicoquimicas y

microbioldgicas pero tampoco mejoraron la degradacion de fenantreno.

Se puede concluir que para un tratamiento durante 28 dias los agentes
oxidantes més efectivos son: el PSN/Fe:EDTA, KMnO, y el PSN; los cuales a partir
del dia 14 degradan més del 90% de la concentracién inicial del fenantreno sin

afectar significativamente el nimero de la poblacién microbiana del sistema.

En la Figura 6 se observan los porcentajes de inhibicion en la germinacion
de semillas de lechuga Lactuca Sativa para cada sistema durante el periodo de

tratamiento.

100 ~ [ BioD
PSN
PSN Suc.
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E==4 H202/Fe:EDTA
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80 A

D
o
1
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N
o
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N
o
1
(zzzzzz 1777777 17777777 177777777

0 28 56
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Figura 6. Porcentaje de Inhibicién vs Dias.

Los porcentajes de inhibicion correspondientes a las soluciones 100% de
cada sistema en los dias 0, 28 y 56 muestran que el BioD no presenta porcentajes de

inhibicion mayores al 35% durante el periodo del tratamiento.
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En cuanto al tratamiento con PSN Suc se ve que presenté un 100% de
inhibicién en la germinacion de las semillas los dias 28 y 56, le siguen en orden
decreciente el tratamiento con PSN/Fe:EDTA. Esto podria ser debido al contenido
elevado de iones, también se podria deber a los valores muy bajos del pH del suelo o
directamente por la presencia del fenantreno en concentraciones elevadas que

resultan toxicas para las semillas.

Los sistemas tratados con PSN y KMnO, presentan inhibicién en el dia
inicial (donde solo estaba presente el fenantreno), pero en el dia 56 de los ensayos
presentan porcentajes de inhibicion menores al 10%.

En el caso del tratamiento con KMnQ,, en el dia 28 del mismo se presenta
una estimulacion en la germinacion de las semillas. En ensayos llevados a cabo por
Sirguey et al. (2008) los efectos positivos fueron atribuidos a la disminucion de la
hidrofobicidad del suelo y la subsecuente disponibilidad del agua.

El tratamiento con PSN presenta un porcentaje de inhibicion menor al 10%.
Esto se puede deber a los valores de pH menores a los valores correspondientes al pH

natural del suelo que es préximo a la neutralidad.

En la Tabla 7 se dan los valores de algunos pardmetros para los diferentes

tratamientos aplicados.
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Tabla 7. Resumen de los valores iniciales y finales de algunos de los parametros.

Inicial (0 dias) Final (28 dias)
Tratamiento %
pH CE Log UFC/ Log NMP/ pH CE Log UFC/ | Log NMP/ Fenantreno
(mS/cm) gTS gTS (mS/em) gTS Gts degradado
BioD 6,605 0,18+0,03 8,9+0,2 45+0,9 6,605 0,52+0,04 8,4+0,2 44+0,1 99,7+0,1
PSN 6,605 0,20+0,03 8,5%0,2 3301 55+05 2,41+0,07 85%0,1 44+0.6 999+0,1
PSN Suc. 6,605 0,22+0,01 8,5%0,2 3301 2,7+05 2063+0,05 51+01 05+0,01 55%0,1
H,0; 6,5+05 0,21+0,01 92+0,1 42+0,3 6,5+05 0,67 +0,05 8,1+0,1 53+0,6 80,8+0,1
H,0,/Fe: EDTA 6,5+05 0,19+0,01 9,2+0,1 41+0,3 64+05 086+003 8501 7,6+0,7 78,3+0,1
PSN/Fe: EDTA 6,6 0,5 0,26+0,03 91+0,1 6,2+0,9 5405 3,18+0,03 8,3+0,2 36+04 953+0,1
KMnQO, 6,605 0,25+0,02 91+0,1 6,2+0,9 6,605 0,86+0,08 84+0,1 43+0,3 95,4+0,1
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En base a los valores de los parametros fisicos, quimicos, microbioldgicos y
toxicolégicos obtenidos antes y después de haber aplicado cada tratamiento se pudo
evaluar la efectividad y conveniencia de utilizar este método para cumplir con el
objetivo de la descontaminacion del suelo y sobre todo su remediacion; es decir, si
este suelo luego de pasar por todos los procesos de oxidacién son capaces de seguir

manteniendo la vida y el desarrollo de los microorganismos.

Como se pueden observar en la Tabla 7, se comparan los valores
correspondientes a cada sistema antes de comenzar con los ensayos y se los

comparan con los valores obtenidos a los 28 dias del tratamiento.

En el ensayo con PSN no hubo cambios significativos en los recuentos tanto
de bacterias heterétrofas cultivables (Figura 7) como los de las bacterias
degradadoras; pero si un leve descenso en el valor del pH que no produjo efectos
negativos sobre los microorganismos presentes logrando asi casi el 100% de la
degradacion del fenantreno. Sin embargo se produjo un aumento considerable en el
valor de la conductividad eléctrica lo cual no afecto el crecimiento y desarrollo de los

microorganismos en este sistema.

En el dia inicial del tratamiento presenté un porcentaje de inhibicion de
aproximadamente 60%, el cual disminuy6 a menos del 10% durante y al término del
tratamiento donde se constatd que la degradacion de fenantreno ocurrid casi en la
totalidad.

PSN (INICIAL) &%

Figura 7. Bacterias heterétrofas cultivables. Tratamiento con PSN.

A pesar que el valor de las bacterias heterétrofas cultivables no vario

durante el ensayo, lo que si cambio fue la diversidad ya que al principio, se
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encontraban presentes colonias blancas y amarillas, que tenian morfologias distintas;

las cuales yo no se encuentran presentes en la muestra al término del tratamiento.

El nimero de las bacterias degradadoras mostré un pequefio aumento
respecto al numero de las mismas en el estado inicial de los ensayos; esto
demostraria que el agregado de este oxidante, en las condiciones de este ensayo y en
la concentracion empleada, no afecto el desarrollo y crecimiento de las mismas

permitiendo a estos microorganismos degradar el fenantreno.

En el tratamiento de KMnO, no se produjeron cambios apreciables en
cuanto al pH y la CE. Los recuentos de las bacterias heterétrofas y las bacterias
degradadoras no disminuyeron. En la Figura 8 se puede observar que la diversidad
no ha cambiado. Los valores de los recuentos para las bacterias heterotrofas
cultivables y degradadoras de PAH no mostraron cambios significativos en los
valores de estos recuentos con respecto a los del BioD.

Figura 8. Bacterias heterdtrofas cultivables. Tratamiento con KMnO,.

Se obtuvo un porcentaje de degradacion de fenantreno de mas del 95% de la
concentracion inicial. EI porcentaje de inhibicion en los dias iniciales del tratamiento
fue de casi un 40% lo que al final del tratamiento resulto en una estimulacion para la

germinacion de las semillas que pudo ser resultado de la degradacion del fenantreno.

En los ensayos con PSN/Fe:EDTA se produjo un descenso leve del pH, de
los recuentos de las bacterias heterétrofas y en especial de las bacterias degradadoras.
Esto pudo deberse a la disminucion del pH, también se produjo un aumento en los
valores de la CE lo que también pudo influir en la disminucién delos recuentos de

estas bacterias.
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A pesar de estos cambios se obtuvo un buen porcentaje de degradacion del
fenantreno el cual era uno de los objetivos principales del trabajo. Este oxidante
provoca sobre las semillas un porcentaje de inhibicion en la germinacion de las

mismas de mas del 60%.

~
«

e S
Figura 9. Bacterias hetero6trofas cultivables. Tratamiento con PSN/Fe:EDTA.

En cuanto al empleo de los oxidantes H,O, y H,O,/Fe:EDTA también
resultan en un porcentaje de degradacién importante del fenantreno. En ambos casos
los cambios en el pH, la CE y los valores de los recuentos son despreciables a lo
largo de todo el tratamiento. Sin embargo en los Figuras 10 y 11se puede apreciar
que la diversidad ya no es la misma que al comienzo de los ensayos.

Figura 11. Bacterias heterotrofas cultivables. Turatamiento con H,O,/Fe:EDTA.

Estos dos ensayos demostraron no ser toxicos para la germinacion de las
semillas puesto que no provocaron porcentajes de inhibicion apreciables lo cual es

bueno porque con estos tratamientos se logra la recuperacion del suelo.
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Por ultimo el ensayo empleando PSN Suc es el que mas afecta las
propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas del suelo ya que modifica en gran
medida el pH, la CE y los recuentos de las bacterias tanto las heterétrofas cultivables
como las degradadoras.

También presenta extremada toxicidad para las semillas provocando en ellas
100% de inhibicién en la germinacion de las mismas. Ademas de todo esto no
degrada al fenantreno como era de esperarse y su empleo provoca modificaciones en
las comunidades y poblaciones microbianas.

Los andlisis de PCR — DGGE nos demuestran que los microorganismos
presentan pequefias diferencias en sus bandas respecto a las del control biolégico;
esto es evidencia de la seleccion natural de estas bacterias para adaptarse al factor de
estrés introducido en el ecosistema del suelo, lo que permitio que ellas puedan
adecuarse a las nuevas condiciones e hizo que la diversidad de las poblaciones de las

mismas cambien tal y como se muestra en las Figuras 12 y 13.
En la Figura 12 las calles pertenecen a los siguientes tratamientos:

05 (28 dias), N3 (14 dias). Tratamiento con H,0;

13 (14 dias) Tratamiento con PSN Suc
L5 (28 dias), L3 (14 dias), J1 (inicial) Control biologico

B5 (28 dias), B3 (14 dias),

B1 (inicial)

C+ (Control positivo) Patron positivo de la DGGE

En la Figura 13 las calles corresponden a:

N3 (14 dias). Tratamiento con H,0,

P3 (14 dias) Tratamiento con H,0,/Fe:EDTA
AH3 (14 dias), Al5 (28 dias) Tratamiento con KMnO,

AF5 (28 dias), AD3 (14 dias) Tratamiento con PSN/Fe:EDTA
ABS5 (28 dias), AA3 (14 dias) y Control bioldgico

AAL (inicial)
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En las fotografias de los geles de la DGGE de las Figuras 12 y 13 se
observan las bandas (BB) de los fragmentos de DNA de los microorganismos
presentes en cada sistema de los cuales se pudo lograr la amplificacién y obtener una
concentracion suficiente de DNA para este anélisis.

En la Figura 12 como es de esperarse todos los controles bioldgicos [L5 (28
dias), L3 (14 dias), J1 (inicial), B5 (28 dias), B3 (14 dias) y B1 (inicial)] presentan
las mismas bandas (BB1, BB3 y BB4).

Los microorganismos presentes en cada sistema con su tratamiento no
presentan bandas cuyas diferencias con las del control sea muy marcada. Estas
diferencias con respecto a las de las calles de B1 (inicial) y B3 (14 dias) son las
(BB2, BB5 y BB6). Estos tratamientos corresponden al H,O,: O5 (28 dias) y N3 (14
dias); pero son similares a las bandas del Control bioldgico: L5 (28 dias), L3 (14
dias), J1 (inicial) y B5 (28 dias).

En la Figura 13 las bandas (BB7, BB8, BB9 y BB10) estan presentes tanto
en los controles biologicos [AB5 (28 dias), AA3 (14 dias) y AAL (inicial)] como en
los sistemas tratados con H,O, N3 (14 dias), H.O./Fe:EDTA: P3 (14 dias),
PSN/Fe:EDTA: AF5 (28 dias) y AD3 (14 dias); en los ensayos con KMnO,4: AH3
(14 dias) y Al5 (28 dias).

El agregado de estos oxidantes al suelo no provoca cambios importantes en
la estructura del DNA de los mismos, a excepcién de las correspondientes a
microorganismos presentes en el sistema tratado con PSN Suc. Los fragmentos de
DNA de los microorganismos de este tratamiento solo presentan las bandas (BB3 y
BB4) del 13 (14 dias) en comun pero muy tenues con respecto a los controles

bioldgicos.

Se puede decir que gran parte de los microorganismos presentes antes del
tratamiento seguian presentes luego del término de la misma en todos los ensayos

realizados excepto con el PSN Suc.
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OS5 LS L3 N3 J1B5S I3 B3 Bl C+

Figura 12. Anélisis por DGGE.
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N3 P3 AH3 AIS ABS AFS AD3 AA3 AAl

Figura 13. Anélisis por DGGE.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se avanz0 respecto de la informacion de literatura en la aplicacion de

técnicas oxidativas para la degradacién de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos.

Los ensayos con PSN, KMnO4 y PSN/Fe:EDTA fueron los que mostraron
mayor degradacion, por lo que son métodos adecuados para la degradacion de

fenantreno (contaminante modelo).

En todos los tratamientos se atribuye la degradacion quimica solo durante
los primeros 7 dias. La degradacion del fenantreno durante los siguientes dias del
tratamiento fue resultado de la degradacién microbioldgica, los cuales no afectan de

forma apreciable a las propiedades del suelo.

Los tratamientos empleando H,0, y H,O,/Fe:EDTA con las dosis utilizadas
en el estudio, también degradan al fenantreno pero no son muy eficientes. Estos
tratamientos no presentan diferencias significativas entre si en la capacidad de
degradacion del fenantreno. La ventaja que tienen es que no producen cambios

fisicoquimicos y microbiologicos marcados en el suelo.

En el tratamiento de agregado sucesivo de PSN no se logro la degradacién
del fenantreno presente en el suelo. Por lo tanto, no es un método adecuado ya que
ademas se modificaron marcadamente las propiedades fisicoquimicas Yy
microbioldgicas del sistema como resultado de: (i) la disminucion de los valores de
pH (acidificacion del suelo); lo cual trae consigo el crecimiento de hongos que
compiten con las bacterias en la utilizacion delos nutrientes presentes en el suelo y
(i) un incremento en los valores de conductividad eléctrica (exceso de iones) lo que

provoca la muerte de algunos de estos microorganismos.



A pesar de intentar restablecer las condiciones iniciales del suelo en forma
natural luego del tratamiento; como consecuencia de la ruptura de la capacidad
buffer propia del suelo, esto ya no fue posible.

A partir de experimentos microbioldgicos, ensayos de toxicidad y analisis
molecular fue posible obtener informacion util para la evaluacion del efecto de los
tratamientos oxidativos sobre los cambios que provocan en la comunidad microbiana

propia del suelo.

5.2. Recomendaciones

Se deberian seguir realizando ensayos empleando al peréxido de hidrogeno
para aumentar la eficiencia de degradacion del fenantreno, puesto que la dosis
utilizadas de este oxidante no provocan cambios apreciables en la calidad y la
toxicologia del suelo.

A partir de estos resultados se obtiene varias alternativas para continuar con
la investigacion. Debido a que los tratamientos dependen de la matriz del suelo y
siendo la del suelo paraguayo diferente a la utilizada en esta tesis, seria importante
realizar los experimentos con tierra autoctona. Evaluando parametros quimicos y
microbiolégicos de forma tal de poder elegir el mejor tratamiento con el menor

impacto.

Luego de estudiar la degradacion quimica del fenantreno, se podria emplear
una mezcla de PAH y de esta forma ir ampliando los posibles compuestos a ser
degradados por estos oxidantes quimicos. Por lo que trabajar con una familia de
compuestos permite relacionar las variaciones de la estructura quimica con la

reactividad para un determinado mecanismo de reaccion.
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ANEXOS

A. Materiales

Equipos e Instrumentos

- Conductimetro — Multi-parameteranalyser. Consort C830

- pH-metro - Multi-parameteranalyser. Consort C830

- Cromatografo HPLC Waters

- Bafio de Ultrasonido Testlab TBO4TA, 40 kHz, 160 W

- Espectrofotometro Shimadzu UV - 1800

- Centrifuga Modelo Presvac DSC.16 RV

- Balanza KERN 822 Cap. Max. 210 g; d: 0,001 g

- Balanza Analitica Denver Instrument Cap. Max 210g; d: 0,1 mg

- Shaker — Agitador M-23 VICKING

- Vortex Heidolph Reax 2000

- Incubadora AMBI-HI-LO CHAMBER N°.3554-31 — Frio - Calor

- Banco de Flujo Laminar Modelo Bellows Marca MAG

- Autoclave Vz

- Bafio Termostatico Modelo Masson Il Marca Vicking

- Pipetas automaticas: P10 (1 — 10 pL) Marca HTL; P200 (20 — 200 pL) Marca
Gilson; P1000 (100 — 1000 pL) Marca HTL; P5000 (1 —5 mL) Marca HTL.

- Lupa eléctrica Marca Lutz Ferrando

- Controlled Enviromment Incubator Shaker Marca Psycro Therm

- Refrigerated Super speed Centrifuge Modelo Sorvall RC-5B Marca Du Pont.
Rotor SM - 24

- Estufa de secado Marca LUT

- Agitador Magnético Termostatico Modelo IKAMAG RH; Marca JANKE &
KUNKEL GMBH & CO:KG

- E.N.Z.A TM Soil DNA Isolation Kit D5625 — 02, Marca OMEGA Biotek

- Micro jeringa de vidrio de 10 pL Hamilton 80300. Reno, Nevada USA

- Micro jeringa de vidrio de 100 uL Hamilton 80600. Reno, Nevada USA

- Termociclador Master cycler® Eppendorf® AG. 22331 Hamburg

- Fuente de corriente y cuba electroforética Bio-Rad. Power PAC 200

- Equipo DGGE - 2401 (C.B.S Scientific Co., Del mar, CA, USA)

- Equipo documentador de imagenes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- Microcentrifuga Modelo Spectrafuge 24 D Marca Labnet

Materiales para analisis fisicoquimicos

- Frascos de vidrio de 500 y 1000 mL

- Tubos Falcon con tapa de 15y 50 mL

- Vasos de precipitado de 50, 100 y 500 mL

- Matraces aforados de 5,00, 10,00 y 25,00 mL
- Pipetas graduadas de 5,0 y 10,0 mL

- Frascos color caramelo con tapa de 50 mL

- Gradillas

- Pesa objetos (navecillas)
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- Pipetas autométicas (20 — 200 pL, Marca GILSON); (100 — 1000 pL Marca
HTL) y (1 -5 pL Marca HTL)

- Cubetas de Cuarzo

- Viales para HPLC Agilent

- Filtros Millipore

- Filtros de Nylon 0,45 pum OSMONIC, Inc.

- Filtros de Celulosa de 0,45 um OSMONIC, Inc.

- Jeringa de vidrio

- Jeringa de plastico

- Micro jeringa de vidrio

Materiales para analisis microbioldgicos

- Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 mL

- Probetas de 5, 10, 50, 100, 500 y 1000 mL

- Tubos Eppendorf® de 1,5y de 2 mL

- Tubos Falcon de 15 mL

- Microtiter fondo plano bolsa unitaria (Policubetas)

- Frascos color caramelo de 50, 120 y 1000 mL

- Placas de Petri de vidrio y de plastico

- Tips (Puntas 20 — 200 L), (Puntas 100 — 1000 pL) y (Puntas 1 — 5 pL)
- Algodones plegados

- Papel de filtro cualitativo en plancha

- Gradillas para microtubos

- Pinza de metal

- Microcentrifuga Modelo Spectrafuge 24D Marca Labnet
- Mechero Bunsen

- Espatula de Drigalsky

- Tripode

- Tela de amianto

- Vaso de precipitado de 600 y 1000 mL

Materiales para analisis molecular

Burbuja para equilibrar

Cama para preparar gel de agarosa

Peine de 8 y 20 calles

Pipetas automaticas de 1, 10, 20 y 100 pL
Tips (Puntas de 1, 10, 20 y 100 pL)
Guantes sin polvo

Mechero Bunsen

Tubos Eppendorf® para PCR
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B. Reactivos

Nombre

Persulfato de Sodio
Persulfato de Amonio
Fenantreno
Bicarbonato de Sodio
loduro de Potasio
Metanol

Acido fosforico
Acetato de Etilo
Cloruro de Sodio

Fosfato hibasico de
potasio anhidro

Fosfato monobasico
de amonio

Sulfato de amonio
Sulfato de magnesio
Nitrato de potasio
Extracto de levadura

Proteosa peptona
(peptona de caseina)

Casamino (Casein
Hydrolysate Acid)

Glucosa (Dextrosa
Anhidra)

Almidén soluble

Acido Pirtvico sal
sodica

Agar Agar Polvo

Urea

Férmula

Nazszog
(NH,),S,0¢

C6H4CH:CHH4C6

NaHCO;3;
Kl
CH;OH
HsPO,

CH3;COOCH,CH3

NaCl
K,HPO,

(NHz)H,PO,4

(NH4)2S0,
MgSO4

KNO;

CH;COCOONa

NH,CONH,

Tipo

p.a
p.a
p.a
p.a
p.a
HPLC
p.a
p.a
p.a
p.a

p.a

p.a
p.a
p.a
p.a
p.a

p.a

p.a

p.a
p.a

p.a

Ultrapure
Bioreagent
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PM
(g/mol)

238,1
228,20
178,22
84,0
166,01
32,04
98,00
88,11
58,44
174,18

115,03

Marca

Merck

Anedra

Carlo Erba

J.T. Baker
Biopack
J.T.Baker
Riedel-de Haéd
Anedra
Anedra

Anedra

Anedra

Cicarelli
Rhodia
Anedra
Biokar
Biokar

Oxoid

Anedra

Anedra
Anedra

Parafarm

J.T.Baker



Formamida CH3NO Biologia 45,04 AppliChem

deionizada Molecular
Acrilamida CsHsNO p.a 71,08 Merck o Sigma
Tris Biologia 121,14 AppliChem
Molecular
Acido Acético Glacial CH;COOH p.a 60,05 Dorwil
EDTA sal sddica  CqoH14N2OgNay.H,0O p.a 372,24 Anedra
Antraceno CsH4CH:CsH4:CH p.a 178,22 Carlo Erba
Fluoreno p.a 166,22 Aldrich
Dibenzothiopheno p.a 184,26 Aldrich
Pentano CH3(CH,)sCH3 p.a 72,15 Dorwil
Detergente neutro Uso ind. Biopack
Isopropanol CH;CHOHCH; p.a 60,10 Dorwil
Sulfato de Sodio Na,SO4 p.a 142,04 Carlo Erba
Anhidro
Agarose Na Specially purified for gel electrophoresis of Cientifica
nucleic acid. )
Nacional
Cloruro de Potasio KCI p.a 74,55 Biopack
Peroxido de H,0, 30% P/V (100 34,01 Biopack
Hidroégeno Vol)
Permanganato de KMnO, p.a 158,03 Anedra
Potasio
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C. Figuras

1 e \\‘».;_, I o
Figura 17. Tratamiento con H,0,.
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Figura 21. pH — metro y Conductimetro.
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Figura 22. Espectrofotometro UV-visible.

Figura 23. Equipo HPLC-UV.

Figura 24. Extraccion de los microorganismos del suelo.

Figura 25. Preparacion de la dilucié(-l).
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Figura 29. Unidades formadoras de colonias (UFC).
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Figura 32. Bacterias degradadoras de PAH.

Figura 33. Termociclador.
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Figura 35. Cuba electroforética.

- | P —

Figura 37. Documentador de imégenes.
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Figura 40. Germinacion de las semillas de lechuga.
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D. Preparacion de reactivos

=  Medio Mineral Liquido

Composicion g/1000 mL

NaCl 5,0

K2HPO, 1,0

(NH,)H,PO, 1,0

(NH.4)2S04 1,0

MgSO, 0,2

KNO3 3,0

Agua Destilada pH: 7,0 (ajustar con NaOH o

HCl al 10%).

(Schippers et al, 2000)

= Solucion Fisiologica 0,85% (P/V)

Composicién 0/100 mL
NaCl 0,85

=  Medio de Cultivo R2A

Composicién g/ 1000 mL
Extracto de Levadura 0,5
Proteosa peptona 0,5
Casamino 0,5
Glucosa 0,5
Almidon Soluble 0,5

Acido Piravico 0,3
KoHPO, 0,3

MgSO, 0,005

Agar Agar polvo 15,0

(Reasoner y Geldreich, 1985)
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= Esterilizacién

Todos los materiales, las soluciones y los medios de cultivo para los ensayos
microbioldgicos y los ensayos moleculares se esterilizaron previamente en autoclave
a 121°C y 103 kPa durante 20 minutos (Reasoner y Geldreich, 1985).

» Preparacion de Soluciones para DGGE

- Solucidén de acrilamida — bisacrilamida 40%

Se pesoé acrilamida 38,930 g y bisacrilamida 1,070 g. Se transfirié a un vaso
de precipitado. Se adiciond agua destilada y se agitdé con una barra magnética hasta
completar disolucion. Se transfirid a un matraz aforado de 100 mL y se llevo a

volumen con agua destilada.

- Solucién 0%

En un matraz aforado de 100 mL colocar: 2,5mL de solucion de TAE 40X a
pH 7,4. Se agregd 15 mL de solucion de acrilamida—bisacrilamida. Se llevo a

volumen con agua destilada.

- Soluciéon 80%

En un vaso de precipitado se coloco: 2,5 mL de solucion de TAE 40X a pH
7,4. Se agrego6 15 mL de solucién de acrilamida—bisacrilamida. Se agreg6 33,8 g de
Urea y 32 mL de Formamida. Se adicion6 agua destilada y se agité con una barra
magnética hasta disolucion total. Se transfirio a un matraz aforado de 100 mL y

llevar a volumen con agua destilada.

- Buffer TAE 40X (para 500 mL)

Se pesd 96,8 g de Tris, 7,445 g de EDTA. Se agregd 22,85 mL de Acido

Acético Glacial. Se agreg6 agua destilada hasta alcanzar 500 mL.
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- Buffer TAE 1X (para 1000mL)

Se prepard a partir de la dilucién del Buffer TAE 40X; para esto se tomo del
mismo 25,0 mL y se llevé a 1000 mL con agua destilada.

= Solucioén patron de PAH para Bacterias Degradadoras

Se pesd: 0,025 g de fenantreno, 0,0125 g fluoreno, 0,0125 g antraceno y
0,0121 g diobenzotiofeno. Se trasvasaron a un matraz aforado de 25 mL, se agreg6
pentano, se disolvié totalmente empleando un vortex. Luego de la disolucion total se

llevé a volumen con pentano.

= Extraccion de DNA de Suelo

Protocolo de Soil DNA Isolation Kit

v Agregar 200 uL de Buffer v’ Centrifugar a 10000 xg por 1’
de Elucion, vortex v Descartar el filtrado y el tubo
v’ Incubara 70 °C por 20’ >| v Transfenir mini cofumna
/ .o
Colocar 500 mg de perfas de vidrio a v Agregar 100 uL de 3R, V' Agregar 700 uL Bufferde
un tubo. P .
vortex lavado SPW.
v’ Agregar 1 mL del Buffer SLX- Mlus, v Dejar reposar a 2'
vortex por . v’ Centrifugar a 13000 xg
v’ Agregar 100 uL del Buffer DS, por 2!
Vortex, v’ Centrifugar a 10000 xg por 1’
v Incubar 10°a 70 °C, vortex, V' Descartar el filtrado y
reutifizar el tubo.
v Transfenir sobrenadante V' Repetir lavado con el Buffer
v i A
v’ Incubar 2'a 95 °C, centrifugar 3'a W"f desde el paso del de lavado SPW.
3000 rpm Reactivo HIR. v’ Centrifugar una mini columna
v ; ,
V' Transfenir sobrenadante, agregar 270 Agregar igual volimen de @ 13000 xg por 2
uL de Buffer P2, vortex, incubar 5'en Buffer XP1, vortex v Transferir una mini cofumna a
Ficlo v’ Insertar una mini cofumna un nuevo tubo
V' Centnifugar 5'a 13000 xg a 4 °C. O
¥y o transfenir la muestra
v Agregar 60uL de Buffer de
v’ Transferir sobrenandante Elucion
v’ Agregar 0.7 voliimenes de isopropano; v’ Centrifugar a 10000 xg v Incubar15’a70 °C
invirtir [os tubos por1’ v’ Centrifugar 1’ a 13000 xg
V' Incubar 1f a -20 °C = | V' Descartar la solucion L | V' Repetir el paso de elucion.
v Centrifugar 10" a 13000 xg a 4 °C. v’ Agregar 300 uL de Buffer V' Descartar fa mini cofumna y
v Descartar sobrenadante XP1, vortex guardar efDNA a —20 °C.
v Secar 1" el pellet de DNA
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E. Glosario

Buffer: Es un sistema constituido por un &cido débil y su base conjugada o por una
base y su &cido conjugado que tiene capacidad "tamponante", es decir, que puede
oponerse a grandes cambios de pH en una disolucién acuosa.

Cebadores (primers): oligonucle6tidos que son cada uno complementarios a cada
una de las dos hebras del DNA. Son secuencias cortas, de entre seis y cuarenta
nucledtidos, normalmente de dieciocho a veintidds, que permiten que la polimerasa
inicie la reaccién. Deben estar enfrentados y a no mucha distancia. Delimitan la zona
de ADN a amplificar, es decir, corresponden a los nucleétidos que definen los
extremos de la secuencia que se desea replicar.

DNA: Acido desoxirribonucleico, de las siglas en inglés; acido nucleico que contiene
la informacion genética de un ser vivo y que esta presente en algunos virus, en las
células procariotas y en el nicleo de las células eucariotas.

dNTPs: son mondmeros denominados desoxirribonucleotidos trifosfato, los cuales
estan ligados entre si mediante uniones de azlcar — fosfato, que constituyen el
esqueleto del DNA. Sustrato para polimerizar nuevo DNA.

Espatula de Drigalsky: Espéatula de vidrio o acero inoxidable con cabezal recto o
curvo para trabajos bacterioldgicos que sirve para depositar microorganismos mono
celulares o de muy pocas células sobre placa de Agar y repartirlos de forma uniforme
sobre la misma.

Génica diana: Diana: sinobnimo lugar. Representacion de los lugares (dianas) de
restriccion contenidos en una secuencia de DNA.

Microcosmo: Es una réplica unitaria experimental que contiene muestra de suelo en
el cual se mide la respuesta de especies bioticas y donde por lo menos una de las
especies bioticas es mas grande que la microbiologica.

Operdn: En las bacterias, los genes son agrupados en operdn; grupos de genes que
codifican las proteinas necesarias para llevar a cabo la coordinacién, funcién tales
como la biosintesis de un determinado aminoacido.

Pedogénesis: Proceso de desarrollo del suelo.

Polimerasa Taqg: DNA polimerasa o mezcla de distintas polimerasas con
temperatura optima alrededor de 70°C.

Termociclador: un equipo que permite calentar y enfriar los tubos de reaccion para
contralar la temperatura necesaria para cada etapa de reaccion que conforman un
ciclo.

Toxicidad: Propiedad fisiologica o bioldgica que determina la capacidad de una
sustancia quimica para causar perjuicio o producir dafios a un organismo vivo por
medios no mecénicos.
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