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Prélogo

El Primer Taller Internacional de Biorremediacién 2013 (PRITIBIO) fue realizado entre
la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (FAUBA), la Agencia
Nacional de Promocién Cientifica y Tecnolédgica del Ministerio de Ciencia, Tecnologia
e Innovacion Productiva (MINCYT) y el Instituto de Suelos del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Castelar.

A partir de la realizacion de este taller surgio la idea de publicar parte de la informacion
presentada agregandole distintos aportes de otros investigadores que no participaron
de este.

Esta publicacién une trabajos realizados en el pais y en el extranjero, referidos a la
biorremediacién de los recursos naturales. Cada investigador que aqui participa tiene
en su desarrollo profesional varias publicaciones del tema por haberlo trabajado
durante afios.

Es del sentir de estos autores el saberse util a los principios de la sustentabilidad
ambiental y de la produccion, atendiendo a los requisitos propios de cada recurso
permitiendo el uso de este sin perturbar el ambiente.

Los paises agroexportadores y aquellos que explotan la generosa naturaleza que el
planeta les ofrece en su lugar tienen la responsabilidad de manejar la situacion con
equilibrio energético y balance de recursos adecuado para el presente y el futuro de
las generaciones venideras.

El manejo sustentable del recurso incluye las metodologias para no extinguirlo y para
gue el proceso atinente no contamine el sitio de la explotacién y menos alin el entorno
cercano.

Los conceptos aqui vertidos quedan bajo la responsabilidad de los autores.
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CAPITULO 21

Ecologia microbiana del proceso de compostaje de suelo
contaminado con petroleo

Luciana Paula Di Salvo!, Jhovana Silvia Escobar Ortega®, Inés Eugenia Garcia de

Salamone!

!Catedra de Microbiologia, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires. Av.
San Martin 4453, Buenos Aires 1417, Argentina

E-mail : igarcia@aqgro.uba.ar

Introduccion

En la actualidad, la principal fuente de energia proviene de la quema de combustibles
fosiles. Las actividades relacionadas con la exploracion, la extracciéon y el transporte
del petrdleo y sus derivados generan eventos de contaminacion de suelos (Margesin
et al., 2007). El petréleo, tal como existe en la naturaleza, es un conjunto heterogéneo
de diferentes compuestos mayoritariamente carbonados, sustancias azufradas y
nitrogenadas, por lo que su composicion varia entre los diferentes yacimientos
(Rosenberg y Ron, 1998). Los compuestos carbonados presentan diferente peso
molecular y complejidad de sus enlaces; los de mas alta complejidad, como resinas y
asfaltenos, son considerados resistentes a la degradacion (Leahy y Colwell, 1990),
mientras que el resto de los compuestos, que presentan distinta capacidad de
biodegradacion, se los clasifica bajo el nombre de hidrocarburos totales del petréleo
(HTP).

Un suelo contaminado con hidrocarburos presenta alteracibn de su estructura,
retencién hidrica y saturacion de bases, lo que determina la modificaciébn sus
propiedades biolégicas y fertilidad (Pérez Vargas et al., 2002). El principal mecanismo
de recuperacion de suelo contaminados es la degradacién biolégica (Dean et al.,
2001). Esto es posible dado que en todos los ecosistemas existen microorganismos
capaces de degradar sustancias altamente complejas (Ercoli et al., 2000; Madigan et
al., 2006). Los microorganismos, en su mayoria heterétrofos, utilizan los hidrocarburos
como fuente de carbono y energia produciendo diéxido de carbono, agua, biomasa
microbiana y otros compuestos con diferente grado de oxidacion (Davis, 1967). La

tasa a la cual las sustancias mas complejas son biodegradadas depende de la



capacidad de los microorganismos de adaptarse a la nueva condicion ambiental, luego
de ocurrido un evento de contaminacion (Zucchi et al., 2003). En algunos ambientes, y
bajo determinadas condiciones, los tiempos necesarios para la biodegradacion pueden
ser excesivos, por lo cual se vuelve necesario promover la actividad microbiana,
utilizando alguna técnica de biorremediacion (Medaura et al., 2007).

La remediacion de suelos contaminados resulta una tematica de estudio de gran
importancia (Abbassi y Shquirat, 2008). Actualmente se prefieren los métodos de
descontaminacion biolégica frente a los métodos convencionales debido a que estos
tltimos producen generalmente intermediarios toxicos (Dua, 2002) y son menos
efectivos y mas costosos (Paul et al., 2005). La biorremediacién ha probado ser la mas
efectiva para solucionar los problemas asociados a los suelos contaminados
(Bonaventura y Johnson, 1996; Crawford y Crawford, 2005). Entre las numerosas
estrategias de biorremediacion de suelos contaminados se encuentra la técnica de
compostaje. Esta se basa en estimular la actividad de los microorganismos aerobios
termdfilos mediante la formacién de pilas de material, también llamadas biopilas,
resultado de la mezcla del suelo contaminado con residuos de plantas o animales,
periédicamente humedecidas y aireadas (Barker y Bryson, 2002). Algunos autores
encontraron resultados satisfactorios utilizando esta estrategia para la formacion de
complejos metales-materia organica (Kandeler et al., 2000) y para la degradacion de
hidrocarburos policiclicos arométicos (Loick et al., 2009).

La biorremediacién de los contaminantes en el proceso de compostaje constituye un
proceso complejo, llevado a cabo por el crecimiento de grupos microbianos que actdan
en forma sucesiva y complementaria. La evaluacion de diferentes variables
microbioldgicas indicadoras durante dicho proceso constituye la herramienta que
permite evaluar como se produce la degradacion del contaminante en el suelo y el
proceso de humificacion. Ciertas variables fisicoquimicas, que facilitan los procesos
microbioldgicos, también pueden ser evaluadas en relacion con estos (Rutigliano et al.,
2004). El objetivo de este trabajo ha sido contribuir al conocimiento de la microbiologia
asociada al proceso de compostaje de suelos contaminados con petréleo mediante la
evaluacion de la eficiencia de diferentes tratamientos de compostaje para reducir la
concentracion de HTP y el estudio de la dinAmica de las principales comunidades

microbianas durante dicho proceso.



Metodologia

Se realizaron dos ensayos con diferentes objetivos en cada uno de ellos. Ambos
fueron llevados a cabo en distintos yacimientos de extraccion de petroleo diferentes,
ubicados en Malarglie, provincia de Mendoza. La instalacion de las biopilas
correspondientes asi como su mantenimiento y muestreo estuvieron a cargo de
personal de los yacimientos. Para el armado de las biopilas se utiliz6 suelo
contaminado durante las actividades de extraccion en cada yacimiento, a los fines de
evitar el transporte del suelo contaminado. Este suelo habia sido almacenado en
repositorios. Ambos ensayos se realizaron sobre plataformas de cemento con
pendiente y canalizacion para que los posibles efluentes generados durante el proceso
de compostaje no infiltren en el perfil de suelo.

El primero de los ensayos tuvo por objetivo la evaluacion de la eficiencia de diferentes
mezclas para el compostaje del suelo contaminado. Se realizé en el yacimiento Pampa
Palauco. La primera mezcla, desde ahora tratamiento PP1, consisti6 en suelo
contaminado con agregado de guano caprino en proporcion 70:30. La segunda
mezcla, desde ahora tratamiento PP2, consistié en suelo contaminado con agregado
de guano caprino y aserrin en proporcién 66:25:9, y con agregado de 60 kg de azufre.
La tercera y Ultima mezcla, desde ahora tratamiento PP3, fue el suelo contaminado sin
agregados, a modo de control. Cada tratamiento contd con dos biopilas
independientes. El volumen de material de cada biopila fue de 15 m?®. La aireacién de
cada una de ellas se realiz6 mediante la inyeccién de aire en forma mecéanica a través
de una bomba central y de cafierias que estaban ubicadas debajo de cada una de las
biopilas.

El segundo de los ensayos tuvo por objetivo el aumento de la escala de trabajo y el
monitoreo de la eficiencia de biorremediacion en esta. Se realizé en el yacimiento Los
Cavaos. El aumento en la escala de trabajo tuvo por objetivo obtener resultados
simulando las condiciones necesarias para que la industria pueda remediar la
contaminacion que genera en el yacimiento. Para este ensayo se utilizd una mezcla de
suelo contaminado con agregado de guano caprino en proporcion 90:10. Se realizo el
monitoreo del proceso de compostaje bajo diferentes mecanismos de aireaciéon y la
evaluacion de la dindmica de las comunidades microbianas bajo estas condiciones.
Uno de los mecanismos de aireacion utilizados fue el sistema estatico de aireacion
utilizado en el primer ensayo. A la biopila aireada mediante este mecanismo se la

denominara desde ahora biopila BA. El segundo mecanismo evaluado fue el volteo del



material con pala mecanica, desde ahora biopila BV. Otro mecanismo evaluado
constituyé un tratamiento testigo sin remocidon mecanica ni aireacion forzada, desde
ahora biopila BM. Finalmente, la biopila control de suelo contaminado estuvo
compuesta por el suelo contaminado Unicamente, sin adicibn de material para el
compostaje, desde ahora biopila BS. El volumen de material de la biopila BS fue de 15
m?, mientras que el volumen de las biopilas BA, BV y BM fue de 200 m*. Debido a los
tratamientos dados, a la cantidad de material, y de manera tal de monitorear el
proceso de compostaje en toda la profundidad de la biopila, las muestras de los
tratamientos BA, BV y BM fueron obtenidas de tres profundidades diferentes:
superficial, media y profunda. En el caso de la biopila BS, como el volumen de material
fue menor, se realiz6 un muestreo compuesto del total de la biopila.

En ambos los ensayos se realizaron muestreos programados durante el proceso de
compostaje. En el ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje se tomaron las
muestras al dia de inicio del proceso de compostaje y a los 15, 30, 93 y 159 dias de
iniciado (DDI) el proceso, fueron cinco muestreos en total. En el ensayo escala y
monitoreo de eficiencia se tomaron las muestras al dia de inicio del proceso de
compostaje y a los 30, 50, 85, 106, 169 DDI el proceso, fueron seis muestreos en total.
Cada una de las muestras de cada biopila constituyé una muestra compuesta del total
de la biopila o de la profundidad a muestrear, segun correspondiese. Las muestras
fueron trasladadas refrigeradas al laboratorio y mantenidas en cAmara fria a 4 °C hasta
el dia de comienzo de su procesamiento, no mas alld de los 30 dias de arribada la
muestra al laboratorio. Cada una de las muestras compuestas recibidas se
homogeneizd y se fracciono en tres submuestras para realizar las determinaciones por
triplicado. Ademas de las muestras también fue analizado el guano utilizado para el
armado de las biopilas.

La determinacion del contenido de HTP se realizé siguiendo la norma de la
Environmental Protection Agency (EPA) 418,1 modificada para suelos. La humedad se
determiné con el detector de humedad MP406 (ICT International Ltd., Armidale,
Australia). El pH se determind segun protocolo 9045C de la EPA. Se determiné el
contenido de &cidos humicos, huminas y acidos flalvicos segun describen Paul y Clark
(1996). El nitrdgeno total se determind de acuerdo al método descripto por el Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (SMEWW, 1999), modificado
para suelos. Ademas, se determin6 fosforo disponible de acuerdo con Bray y Kurtz
mediante el método descripto por Jackson (1976), y concentraciones de carbono
oxidable, nitrato (N-NO3) y amonio (N-NH,) segun Alef y Nannipieri (1998).

Para realizar las determinaciones microbiolégicas se realizaron diluciones decimales

(Madigan et al., 2006) a partir de cada una de las muestras. Con estas diluciones se



realizaron recuentos de bacterias totales, hongos y actinomicetes en placas de Petri
con medios adecuados para cada uno ellos, segun metodologia de recuento de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) descripta en Alef y Nannipieri (1998). Para el
recuento de bacterias totales se utilizO medio Agar Triptona de Soja (TSA) marca
Oxoid® (Hampshire, Reino Unido). Por su parte, para el recuento de hongos y
actinomicetes se utiliz6 el medio Agar Extracto de Malta marca Oxoid® (Hampshire,
Reino Unido), con agregado del colorante rosa de Bengala. Las diluciones utilizadas
para el recuento de bacterias totales fueron calentadas a 80 °C durante 10 minutos
para conservar viables Unicamente los microorganismos esporulados. Luego de dejar
enfriar a temperatura ambiente, las diluciones fueron sembradas en medio TSA para el
recuento de Bacillus sp. A partir de las placas de bacterias totales y mediante el uso
de un replicador de metalico estéril, se sembraron placas de Petri conteniendo medio
Pseudomonas Agar F marca Merck® (Nueva Jersey, EUA) con agregado de glicerina
(10 ml LY. Finalmente, se realizaron recuentos de microorganismos degradadores de
hidrocarburos mediante la siembra en medio minimo con agregado de kerosene como
Unica fuente de carbono (DAuria, 2012). Las placas de todos los recuentos se
incubaron a 28 °C durante cuatro dias, periodo luego del cual se realiz6 el recuento de
colonias (Alef y Nannipieri, 1998).

Las mismas diluciones decimales se utilizaron para el recuento de microorganismos
nitrificadores, celuloliticos y coliformes, segun la metodologia del Numero Mas
Probable (NMP) descripta en Alef y Nannipieri (1998). Para el recuento de
microorganismos nitrificadores se utilizaron microplacas de 96 celdas con 200 ul del
medio mineral para nitrificadores (Alef y Nannipieri, 1998) en cada celda, adaptando la
metodologia descripta por Rorig et al. (2004). Para el caso del recuento de
microorganismos celuloliticos se utilizaron tubos de ensayo que contenian 9 ml de
medio mineral para celuloliticos, con tiras de papel de filtro estériles como Unica fuente
carbonada (Alef y Nannipieri, 1998). Para el caso del recuento de microorganismos
coliformes se utilizaron tubos de ensayo que contenian 9 ml de caldo MacConkey
marca Oxoid® (Hampshire, Reino Unido) con campanitas Durham (Alef y Nannipieri,
1998). Las microplacas se incubaron en estufa a 28 °C, durante quince dias. Los tubos
de recuentos de microorganismos coliformes y celuloliticos se incubaron en estufa a
28 °C durante siete y treinta dias, respectivamente. Luego del periodo de incubacion,
para determinar el nimero caracteristico que requiere la metodologia del NMP (Lorch
et al., 1998), cada uno de los tubos o celdas se comparéd con un blanco que contenia
el mismo medio de cultivo, pero estéril. En el caso de los microorganismos
nitrificadores, la determinacién del contenido de nitritos y nitratos de las celdas

sembradas y blanco se realizd6 mediante bandeletas indicadoras (Quantofix®,



Macherey-Nagel, Alemania). En el caso de los microorganismos celuloliticos, se utilizd
una escala colorimétrica para describir la degradacion del papel de filtro. Finalmente,
para el caso de los microorganismos coliformes, se determinaron los tubos positivos
mediante presencia de turbidez, viraje del colorante indicador de pH y presencia de
gas en la campanita Durham. Todos los recuentos se expresaron como el logaritmo de
las UFC o NMP, segun corresponda por gramo de materia seca (MS).

La diversidad funcional potencial se determiné mediante los perfiles de utilizaciéon de
fuentes carbonadas (CLPP, por Community-Level Physiological Profiles), en
microplacas de 96 celdas segin metodologia descripta por Di Salvo y Garcia de
Salamone (2012). La incubacién se realiz6 en estufa a 30 °C y se leyé la absorbancia
en espectrofotémetro Multiskan EX® (Labsystems, Finlandia) en cuatro oportunidades,
a las 24, 48, 72 y 96 horas. Los datos obtenidos en los recuentos fueron analizados
mediante analisis de varianza (ANVA), y comparacién de medias mediante test de
Tukey (P<0,05). Aquellas variables que no cumplieron con los supuestos del ANVA,
fueron analizadas teniendo en cuenta sus desvios estandar. Los CLPP de cada
muestra se obtuvieron mediante analisis discriminante a partir de los valores de
absorbancia de cada una de las celdas. Para los andlisis mencionados se utilizé el
programa estadistico INFOSTAT/Profesional® (Di Rienzo et al., 2011).

Resultados y discusién del ensayo de eficiencia de mezclas para

compostaje

Durante el proceso de compostaje ocurrido en este ensayo se observé una
disminucion del contenido de humedad durante el inicio y una estabilizacién alrededor
del 10 % hacia los ultimos meses del proceso (Tabla 1). Ademas, las diferencias entre
tratamientos observadas en las biopilas al inicio del proceso no se observaron al
finalizar este. La temperatura, por su parte, presentd un comportamiento bastante
similar al del contenido de humedad; las diferencias iniciales fueron aun mas

acentuadas entre las biopilas PP1 y PP2 con respecto a las biopilas PP3 (Tabla 1).

Tabla 1. Evolucion del contenido de humedad y temperatura durante el

proceso de compostaje en el ensayo de eficiencia de mezclas para

compostaje.
DDI Biopila Humedad (%) Temperatura (°C)
1 PP1 16,9940,73 37,5+0,0

PP2 19,97+0,19 37,5+0,0

PP3 13,28+0,16 17,5+0,0



15 PP1 14,17+3,06 37,7+0,4

PP2 15,33+0,00 37,240,3
PP3 12,93+0,04 27,2+4,0
30 PP1 13,87+2,81 23,948,6
PP2 14,25+1,06 25,0+7,1
PP3 11,52+0,57 17,7+1,0
93 PP1 7,41+0,77 19,1+0,1
PP2 8,75+1,01 15,8+1,1
PP3 9,26+0,86 15,0+0,2
159 PP1 10,26+3,68 14,9+0,0
PP2 8,59+1,73 13,8+1,2
PP3 8,82+0,36 11,8+0,5

DDI: Dias desde inicio del proceso de compostaje.

Valores medios + desvio estandar.

Durante todo el proceso, las biopilas PP1y PP2, las cuales recibieron enmiendas para
compostar, presentaron mayor numero de bacterias totales que las biopilas PP3, a las
gue no se les habia adicionado materiales para compostar, pero recibieron aireacion
(Figura 1). Se observaron diferencias significativas en el segundo muestreo (Figura 1),
que estaria coincidiendo con la fase termofilica del compost (Tabla 1). En el
compostaje esta fase se alcanza cuando las temperaturas superan los 35 °C, producto
de la intensa actividad microbiana. EI aumento de la temperatura favorece la
proliferacién de microorganismos termofilicos, como el género Bacillus, y posibilita la
eliminacion de microorganismos potencialmente patdégenos, tales como los
microorganismos coliformes. Si bien el aumento de la temperatura no fue mayor a 40
°C tal como resultaba esperable, las mayores temperaturas se registraron Unicamente
en las biopilas PP1y PP2, y no en las biopilas PP3 (Tabla 1). Estos datos muestran el
efecto de la adicion de materiales para compostar sobre el recuento de las bacterias
totales durante el proceso. Las diferencias en este recuento, sumadas a las diferencias
observadas en el recuento de células viables del género Bacillus (Figura 2), coinciden

con la ausencia de temperaturas acordes a la fase termofilica en las biopilas PP3.
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Figura 1. Evolucion del nimero de bacterias totales durante el proceso de compostaje
en el ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje. Letras distintas indican
diferencias significativas, segun test de Tukey (P<0,05). Letras mindsculas indican
diferencias entre tratamientos para cada muestreo y letras mayusculas indican
diferencias entre tratamientos considerando todos los muestreos del proceso de
compostaje.

Tal como es sabido, la cantidad de bacterias presentes en una muestra de compost
varia a lo largo del proceso, pero los diversos tipos presentes pueden variar con
tendencias opuestas. Kaplan y Kitts (2004) observaron que el aumento en el recuento
de bacterias en placas coincidia con el aumento en la degradacion del petréleo y con
la variacién en la diversidad estructural de las bacterias presentes. Zucchi et al. (2003)
también observaron que el aumento en el recuento de bacterias totales coincidia con
el aumento en el recuento de degradadores y el aumento en la diversidad estructural
de las bacterias. En este ensayo, en todas las biopilas se produjo una disminucion del
contenido de HTP (Figura 3) durante las etapas iniciales del proceso de compostaje.
En todos los muestreos, asi como también durante todo el proceso, las biopilas PP1y
PP2 presentaron significativamente menor cantidad de HTP que las biopilas PP3
(Figura 3). Al finalizar el proceso de compostaje los valores de degradacién de HTP
respecto a los valores al inicio del proceso fueron de 49 %, 55 % y 17 % menores para

las biopilas PP1, PP2 y PP3, respectivamente.
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Figura 2. Evolucién del numero de Bacillus sp. durante el proceso de compostaje en el
ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje. Letras minudsculas distintas indican
diferencias indican diferencias significativas entre tratamientos para cada muestreo,

segun test de Tukey (P<0,05).

Las biopilas PP1 y PP2 ademas de presentar en general mayor cantidad de bacterias
totales (Figura 1) y menor contenido de HTP (Figura 3) presentaron mayor cantidad de
Bacillus sp., con evoluciones diferentes entre las distintas biopilas (Figura 2). En la
etapa inicial del proceso, se produjo un aumento en el nimero de UFC de Bacillus sp.
en las biopilas PP1 y PP2 que se mantuvo en los muestreos sucesivos. Por el
contrario, en las biopilas PP3 también se produjo un incremento en el nimero durante
la etapa inicial, pero que disminuy6 en los muestreos sucesivos. Otro grupo particular
de bacterias, el género Pseudomonas, presenté un marcado aumento durante la etapa
inicial del proceso de compostaje y una disminucién en las etapas finales de este, sin
diferencias entre biopilas (Figura 4).

Similares resultados se observaron en el recuento de hongos (Figura 5) y
actinomicetes (Figura 6). Las biopilas PP2 presentaron mayor nimero de UFC de
hongos y actinomicetes que las biopilas PP3, a lo largo de casi todo el proceso.
Ademas, las muestras correspondientes a las biopilas PP2 presentaron, también un
alto numero de microorganismos celuloliticos (Figura 7). Los hongos y actinomicetes
son los microorganismos celuloliticos del suelo que inician el proceso de degradaciéon
microbiana de macromoléculas, facilitando la intervencion de otros microorganismos.
Es importante recordar que las biopilas PP2 fueron armadas mediante la mezcla de
materiales, como guano caprino y aserrin, a diferencia de las biopilas PP3. Los datos

obtenidos en este trabajo muestran la relevancia de los hongos y actinomicetes en la



actividad celulolitica. Analizando los coeficientes de correlacion de Pearson de los
recuentos de hongos y actinomicetes con el recuento de microorganismos celuloliticos
se obtuvieron valores de 0,24 y 0,11, respectivamente, con valores de regresion
positivos y muy bajos (6 y 1 %, respectivamente). Estos resultados pueden ser
explicados, por un lado, debido a que las metodologias de recuento son diferentes en
ambos casos ya gue en el caso de hongos y actinomicetes fue UFC mientras que en el
caso de celuloliticos se estimé el NMP. Por otro lado, no todos los hongos y
actinomicetes evaluados en el recuento de UFC poseen necesariamente capacidad de
celulolisis.

Se observd que las variables que presentaron mayor coeficiente de correlacion de
Pearson con el contenido de HTP fueron los recuentos de hongos (-0,67), de Bacillus
(-0,89) y de microorganismos celuloliticos (-0,67). El aumento en el recuento de estos
microorganismos explico la reduccion del contenido de HTP con un ajuste del 45 %, 79
% y 46 %, respectivamente. Esto, sumado a que se observaron diferencias
significativas en los recuentos de bacterias totales y Bacillus sp., en el recuento de
microorganismos degradadores, y los resultados obtenidos en la evaluacion del
contenido de HTP (Figura 3) indican que el proceso de compostaje incrementd la

cantidad de estos microorganismos y favorecié la degradacion de HTP.
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Figura 3. Evolucion del contenido de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) durante
el proceso de compostaje en el ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje.
Letras distintas indican diferencias significativas, segun test de Tukey (P<0,05). Letras
mindsculas indican diferencias entre tratamientos para cada muestreo y letras
mayusculas indican diferencias entre tratamientos considerando todos los muestreos

del proceso de compostaje.
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Figura 4. Evolucién del porcentaje de Pseudomonas sp. durante el proceso de

compostaje en el ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje.
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Figura 5. Evolucién del numero de hongos durante el proceso de compostaje en el
ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje. Las barras indican los desvios
estandar.
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Figura 6. Evolucién del nimero de actinomicetes durante el proceso de compostaje en
el ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje. Letras minusculas distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos para cada muestreo, segun test de
Tukey (P<0,05).

En este ensayo, el contenido de C oxidable, N total, N-NO3, N-NH, y P disponible fue
diferente entre las distintas biopilas durante todo el proceso de compostaje (Tabla 2).
Las variables C oxidable, N-NOs; y N-NH,; mostraron diferencias entre las biopilas
Unicamente durante los primeros muestreos, mientras que las variables N total y P
disponible presentaron diferencias entre las biopilas en varios momentos del proceso
de compostaje (Tabla 2). Estas diferencias estdn asociadas al aporte de los materiales
que fueron agregados a las biopilas como tratamiento de compostaje. Si bien la
degradacion de los HTP fue mayor en las biopilas PP1 y PP2, respecto a las biopilas
PP3 (Figura 3), el aumento en la produccién de sustancias humicas, en particular
huminas y acidos humicos, se produjo en forma similar en todas las biopilas (Tabla 2).
La degradacion de sustratos y de la materia orgénica del suelo tiene como resultado la
produccion de sustancias humicas. Este es el principal resultado esperable de todo

proceso de compostaje.
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Figura 7. Evolucién del numero de microorganismos celuloliticos durante el proceso
de compostaje en el ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje. Letras
minUsculas distintas indican diferencias significativas entre tratamientos para cada

muestreo, segun test de Tukey (P<0,05).



Tabla 2. Evolucion del contenido de carbono oxidable (Cox), nitrégeno total (Nt), nitratos, amonio, fésforo

disponible (Pd), huminas, acidos humicos y fulvicos (como % de materia organica-MO) durante el proceso

de compostaje en el ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje.

DDI Biopila  Cox Nt N-NO3 N-NH,4 Pd Huminas  Ac. himicos Ac. fllvicos
(%) (%) (ppm) (ppm) (ppm)  (%MO) (%MO) (%MO)

1 PP1 38b 03b 93,1b 23,7b 48,1 b 2,2 0,7 0,8
PP2 47c 04c 2304 c 29,5¢ 80,7 c 3,0 1,0 0,8
PP3 23a 02a 53,1a 99a 45a 15 0,2 0,5

15 PP1 2,9 0,3b 65,6 a 149b 49,2 b 2,0 0,4 0,6
PP2 3,2 0,3c 75,2 b 12,8 a 46,1 b 2,0 0,5 0,7
PP3 2,2 0,2a 61,5a 13,4 ab 5,6a 1,6 0,3 0,5

30 PP1 3,7 0,3b 106,6 ab 20,1b 49,8 b 2,5 0,7 0,4
PP2 3,9 0,3b 1619b 23,5b 73,3c¢C 3,1 0,8 0,5
PP3 2,4 0,2a 60,1 a 11,3 a 4.6 a 1,6 0,2 0,5

93 PP1 4,1 0,3 84,8 15,2 36,3b 3,2 0,8 0,5
PP2 4,2 0,3 79,4 15,3 58,9c 3,5 0,8 0,6
PP3 3,1 0,3 75,8 12,2 4,4 a 2,6 0,4 0,5

159 PP1 2,6 0,3a 67,8 11,2 34,4b 3,7 0,8 0,6
PP2 3,5 0,3b 77,8 16,9 52,1c 3,9 0,9 0,6
PP3 2,5 0,2a 66,7 9,5 4,2 a 3,1 0,6 0,5

VMP PP1 34B 0,29B 83,6 AB 17,0B 34,7B 2,7 0,6 B 0,6 AB
PP2 39B 0,32B 125,0 B 19,6 B 53,9C 3,1 0,8B 0,6B
PP3 25A 0,22A 63,4 A 11,2 A 4,7 A 2,1 0,3A 05A

DDI: Dias desde inicio del proceso de compostaje.

Para cada variable, letras minusculas indican diferencias entre tratamientos para cada muestreo, segin test de Tukey

(P<0,05).

En los valores medios del proceso (VMP), letras mayusculas indican diferencias entre tratamientos considerando todos

los muestreos del proceso de compostaje, segun test de Tukey (P<0,05).

Como se mencion6 anteriormente, la relacién entre el nUmero de microorganismos
celuloliticos y el contenido de HTP fue negativa y significativa. Por su parte, se
observo que las variables contenido de C oxidable y P disponible presentaron valores
de coeficiente de correlacion de Pearson iguales a -0,46 y -0,67, respectivamente. La
mayor disponibilidad de estos nutrientes explicod la reduccién del contenido de HTP
con un ajuste del 21 % y 45 %, respectivamente. Estos resultados reflejan que la
aplicacion del compostaje, observado en las biopilas PP1 y PP2, activé la comunidad
microbiana del suelo en forma significativa respecto a las biopilas PP3. Esto provoco la
degradacion de HTP y alteraciones en las variables microbiolégicas. En este sentido,

se observaron diferencias significativas en el ndmero de microorganismos



degradadores de kerosene entre biopilas en el cuarto muestreo, que desaparecieron
hacia el final del proceso de compostaje (Figura 8). Considerando los dos muestreos
analizados, las biopilas PP1 y PP2 presentaron mayor nimero de microorganismos
degradadores de kerosene. Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados antes
mencionados en relacion con la produccién de sustancias humicas (Tabla 2),
posiblemente haya sido necesario interrumpir el proceso antes del cuarto muestreo (93
DDI) con la finalidad de adicionar mas material para compostar y reiniciar el proceso.
Esto favoreceria la formacion de sustancias humicas y la degradacion de HTP en
forma mas marcada.

El ndmero de microorganismos coliformes del guano utilizado para el armado de las
biopilas fue de 5,61 log NMP/g de materia seca. La adicién de este al suelo para
compostar genero la proliferacion de los microorganismos coliformes en las biopilas
PP1 y PP2. La fase termofilica deberia haber reducido el nimero de este grupo
microbiano a los fines de eliminar los microorganismos potencialmente patdogenos de
las biopilas. Si bien se evidencié un descenso en el recuento, al finalizar el proceso de
compostaje el nimero de estos microorganismos en las biopilas PP1 y PP2 continué
siendo mayor al observado en las biopilas PP3 (Figura 9), aunque no mucho més alto
a los valores de recuento comunmente observado en los suelos. El niumero de
microorganismos nitrificadores (Figura 10) obtenidos en este primer ensayo fue similar
a los determinados en compost analizado por otros autores (Kowalchuk et al., 1999).
Esto permite considerar que el mecanismo de aireacién aplicado en este ensayo fue
efectivo, y que la presencia de oxigeno no fue un factor limitante del proceso de
nitrificacion. Asi, resulta evidente que la comunidad nitrificadora, con el agregado de
sustratos descomponibles, puede jugar un rol fundamental en el proceso biolégico de
degradacién de los hidrocarburos presentes. En este sentido, Kowalchuk et al. (1999)
determinaron que el ciclado del nitrégeno durante el proceso de compostaje es

regulado por los microorganismos nitrificadores presentes.
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Figura 8. Recuento de microorganismos degradadores en el ensayo de eficiencia de
mezclas para compostaje. Letras distintas indican diferencias significativas, segun test
de Tukey (P<0,05). Letras minUsculas indican diferencias entre tratamientos para cada
muestreo y letras mayusculas indican diferencias entre tratamientos considerando

todos los muestreos del proceso de compostaje. DDI: Dias desde inicio del proceso de
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Figura 9. Evolucion del nimero de microorganismos coliformes durante el proceso de
compostaje en el ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje. Las barras indican

los desvios estandar.
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Figura 10. Evolucion del nimero de microorganismos nitrificadores durante el proceso
de compostaje en el ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje. Las barras

indican los desvios estandar.

Resultados y discusion del ensayo de escala y monitoreo de

eficiencia

En este segundo ensayo, la mayoria de las variables microbiolégicas analizadas
mostraron modificaciones a través del proceso de compostaje. Sin embargo, los
resultados obtenidos para cada una de las variables fueron bastante similares entre
los diferentes mecanismos de aireacion. Esto lleva al analisis de las condiciones
fisicoquimicas de humedad y temperatura (Tabla 3) que imperaron durante el proceso,
las cuales se determinaron durante los primeros dos meses del proceso de
compostaje. En este periodo se observo que la temperatura presenté un aumento de
aproximadamente 10 °C y 7 °C para las biopilas BV y BM, respectivamente, mientras
gue el aumento para la biopila BS fue de aproximadamente 6 °C. La biopila BA, por el
contrario, no presentd incrementos de temperatura hacia el final del periodo
considerado (Tabla 3). El contenido de humedad, por su parte, se mantuvo estable en
alrededor del 25 % para las biopilas BA, BV y BM. La biopila BS también present6 un
contenido de humedad relativamente constante durante todo el proceso en alrededor
del 15 % (Tabla 3). Durante los dos primeros meses se deberia haber producido la
fase termofilica del proceso de compostaje. Sin embargo, las temperaturas registradas
en las pilas durante ese periodo estarian indicando que las biopilas no alcanzaron esa
fase (Tabla 3). Esto podria estar asociado al menor aporte de guano respecto al

ensayo anterior y por consiguiente menor aporte de materia organica,



microorganismos y nutrientes para activar el proceso de degradacién. Los valores
promedio obtenidos durante la determinacion del contenido de HTP y de los recuentos
microbiologicos del suelo contaminado, del guano utilizado en el armado de las
biopilas y de la mezcla final, al inicio del ensayo antes de la instalacion de las biopilas

se presentan en la Tabla 4.

Tabla 3. Evolucion del contenido de humedad y temperatura
durante el proceso de compostaje en el ensayo de escala y

monitoreo de eficiencia.

DDI Biopila Humedad (%) Temperatura (°C)
7 BA 25,6%4,2 26,7+2,1
BV 26,5+3,5 26,4+2,0
BM 27,6144 26,4+2,8
BS 15,4+4,4 22,8+1,1
14 BA 26,5+2,3 15,8+4,9
BV 27,1+3,1 19,7+£3,4
BM 25,9+3,2 15,3+3,6
BS 15,3+4,3 27,8+2,4
21 BA 27,0£3,4 33,616,1
BV 28,3%£2,2 29,3£2,1
BM 26,7£2,4 30,4£3,7
BS 14,6x3,4 24,6£2,2
28 BA 23,2142 30,515,7
BV 23,1+2,3 30,3+¥2,5
BM 24,7+1,8 31,5£3,3
BS 14,2+2,8 25,7£2,5
51 BA 24,0+2,9 26,0+2,9
BV 20,8+3,7 37,0+2,3
BM 22,7+2,8 33,414,0
BS 13,6+3,9 28,8+2,0

DDI: Dias desde inicio del proceso de compostaje.
Valores medios + desvio estandar entre las doce determinaciones por pila.

Al analizar la degradacién de HTP se observd una disminucién en el contenido de
estos en todas las biopilas a lo largo del proceso de compostaje (Figura 11). Esta
disminucion fue variable en funcién de la profundidad de la biopila, siendo mayor
siempre en la superficie de las biopilas. En el caso de la biopila BA, la degradacién de
HTP en la zona més superficial fue del 52 %, mientras que en las profundidades media
y profunda fue del 49 % y 29 %, respectivamente. En el caso de la biopila BV,
Unicamente en la zona superficial se produjo una reduccién del 22 % en el contenido

de HTP, mientras que en el resto de las profundidades la degradacién fue menor al 5



%. Finalmente, en el caso de la biopila BM, se produjo una disminucién del contenido
de HTP del 37 % y 25 %, en las zonas superficial y profunda, respectivamente. Para el
caso de la atenuacion natural, que fue evaluada en la biopila BS, la degradacion de
HTP fue del 24 % (Figura 11).

Los parametros de contenido de carbono oxidable (Cox), nitrégeno total (Nt), nitratos,
amonio, fésforo disponible (Pd), huminas, acidos humicos y fllvicos mostraron una
amplia variacién en funciéon de la profundidad evaluada. Los valores promedio se
presentan en la Tabla 5. Unicamente se observd un aumento significativo en el
contenido de P disponible y acidos humicos en todas las biopilas durante el proceso

de compostaje (Tabla 5).
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Figura 11. Evolucion del contenido de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) durante
el proceso de compostaje en el ensayo de escala y monitoreo de eficiencia. Las barras
indican los desvios estandar debido a las distintas profundidades analizadas en las
biopilas BA, BV y BM. Los valores en porcentaje indican la degradacién de HTP

ocurrida respecto a la cantidad presente en el segundo muestreo.

Tabla 4. Determinaciones iniciales realizadas al momento de la instalacion de las

biopilas.
Suelo contaminado Guano Mezcla

Contenido HTP® 13700 270 10200
Bacterias totales” 10,25 9,79 10,11
Hongos” 6,41 6,01 6,66
Actinomicetes” 6,04 4,31 5,59
Celuloliticos® 5,07 4,76 4,47
Coliformes® 4,06 4,97 4,87
Nitratadores® 4,06 6,28 4,85

Nitritadores® 4,06 6,28 4,85



Bacillus sp.” 4,82 nd 5,14
Pseudomonas sp.” 1,04 4,61 7,75
®mgl/kg de MS ° Log UFC/ g MS  °Log NMP/g MS  “ porcentaje respecto a bacterias totales

nd: no determinado.

Los recuentos de microorganismos degradadores de kerosene en las biopilas BA, BV
y BM fueron elevados, aungue similares a las biopilas BS. Estos se encontraron en el
rango de 7,0 y 11,0 Log UFC/g de MS. Ademas, si bien existieron variaciones en el
niamero de UFC de microorganismos degradadores, relacionadas con las
profundidades analizadas, se observo una disminucion en todas las biopilas a lo largo
de todo el proceso de compostaje (Figura 12). La evolucién de este grupo funcional
indica cambios asociados con la reduccién de los HTP (Figura 11). Los consorcios
bacterianos responsables de la degradacién de hidrocarburos encontrados en un suelo
contaminado con petréleo estan integrados principalmente por bacterias aerébicas y
hongos (Boonchan et al., 2000). Entre los géneros de bacterias degradadoras de
hidrocarburos se encuentran Pseudomonas sp. y Bacillus sp., entre otros (Bento et al.,
2005; Sheng y Gong, 2006; Abioye et al., 2010; Grace Liu et al., 2011). Las bacterias
del género Pseudomonas se destacan por su gran adaptabilidad a situaciones
extremas manteniendo funciones poco especificas. El género Bacillus esta presente
en las fases termofilicas del compost debido a su capacidad de esporular para resistir
las altas temperaturas alcanzadas. En este ensayo, la evolucién del recuento de
ambos géneros durante el proceso de compostaje mostré que tienen dinamicas
diferentes (Figuras 13 y 14, respectivamente), aunque el recuento de ambos géneros

fue mayor en comparacion

Tabla 5. Evolucién del contenido de carbono oxidable (Cox), nitrégeno total (Nt), nitratos,
amonio, fésforo disponible (Pd), huminas, acidos humicos y fulvicos durante el proceso de

compostaje en el ensayo de escala y monitoreo de eficiencia.

JDI Biopila  Cox Nt N-NO3 N-NH4 Pd Huminas  Ac. humicos Ac. falvicos
(%) (%) (ppm) (ppm) (ppm) (%) (%) (%)
30 BA 2,7+0,2 0,24 80,616,1 8,2+0,3 5,2+0,4 1,840,1 0,7+0,0 0,1+0,0
BV 2,3£0,1 0,24 68,4+1,9 9,0+0,3 8,0£1,6 1,8+0,0 0,7£0,1 0,1+0,0
BM 2,3+0,3 0,25 73,4+£1,6 8,3+0,3 7,4+1,8 1,9+0,0 0,7+0,1 0,1+0,0
BS 2,0 0,24 64,1 8,4 5,2 1,7 0,6 0,1
50 BA 2,4+0,1 0,25 68,3+2,6 9,9+0,5 9,9+1,2 1,7+0,1 0,8+0,0 0,2+0,0
BV 2,2+0,0 0,23 64,2+1,5 10,1+1,1 12,4+£2,0 1,7£0,0 0,7+0,0 0,1+0,1

BM 2,1+0,2 0,23 67,4#45 10,3*1,1 12,5¢1,9 1,7+0,0 0,7+0,0 0,2+0,0



BS 1,9 0,22 66,6 9,1 7,8 1,7 0,9 0,1
85 BA 2,5+0,1 0,25 65,3+4,4 9,1+0,2 9,2+0,9 1,7£0,1 0,7+0,0 0,2+0,0
BV 2,1+0,1 0,24 65,2+2.0 9,3+0,4 9,6+0,7 1,8+0,1 0,7+0,1 0,2+0,0
BM 2,2+0,2 0,24 66,8+£1,5 8,8+1,6 12,3£1,0 1,7£0,0 0,9+0,1 0,2+0,0
BS 2,0 0,24 66,2 9,8 8,9 1,7 0,7 0,2
106 BA 2,2+0,4 0,24 67,7+1,3 9,7+1,3 11,3+2,2 1,7+£0,0 0,9+0,1 0,1+0,0
BV 2,3t0,4 0,24 64,3x1,8 11,0#1,3 10,919 1,740,1 0,8+0,1 0,1+0,0
BM 2,4%0,2 0,24 68,7+£3,4 9,7+1,2 10,9+1,4 1,7£0,1 0,9£0,2 0,1+0,0
BS 2,0 0,24 64,0 11,6 14,6 1,7 1,0 0,1
169 BA 2,340,2 0,24 67,7£7,8 10,1+0,2 12,6+4,5 1,8+0,0 1,0+0,1 0,2+0,0
BV 2,4+0,4 0,24 71,121 10,7+1,1 15,1+1,5 1,9+0,2 1,0+0,2 0,2+0,0
BM 2,4+0,1 0,26 66,9+2,4 10,8+£1,9 13,3£1,3 1,9+0,1 1,1+0,1 0,2+0,0
BS 1,9 0,23 65,9 10,8 10,8 1,7 1,1 0,1
DDI: Dias desde inicio del proceso de compostaje.
Valores promedio + desvio estandar entre profundidades.
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Figura 12. Evolucion del niamero de microorganismos degradadores durante el

proceso de compostaje en el ensayo de escala y monitoreo de eficiencia. Las barras

indican los desvios estandar debido a las distintas profundidades analizadas.

al recuento inicial antes del proceso (Tabla 4), debido al proceso de compostaje. Se

observo un descenso en el nimero de UFC de bacterias totales (Figura 15) y en el

porcentaje de Pseudomonas sp. (Figura 13) a lo largo del proceso de compostaje en

todas las biopilas. Por el contrario, se observdé un aumento en el nimero de UFC del

género Bacillus (Figura 14) y en el nimero de UFC de hongos (Figura 16) en las

biopilas BA, BV y BM, mientras que las biopilas BS el nimero permanecio estable.

Tampoco se observaron variaciones en el numero de UFC de actinomicetes de las



diferentes biopilas durante el proceso de compostaje (Figura 17). En todos los
recuentos se observaron variaciones debidas a las diferentes profundidades
analizadas.
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Figura 13. Evolucién del porcentaje de Pseudomonas sp. durante el proceso de
compostaje en el ensayo de escala y monitoreo de eficiencia. Las barras indican los
desvios estandar debido a las distintas profundidades analizadas en las biopilas BA,

BV y BM.
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Figura 14. Evolucién del numero de Bacillus sp. durante el proceso de compostaje en
el ensayo de escala y monitoreo de eficiencia. Las barras indican los desvios estandar

debido a las distintas profundidades analizadas en las biopilas BA, BV y BM.

Ante la ausencia de fase termofilica en las etapas tempranas del proceso, la

degradacién de HTP (Figura 11) podria haber estado limitada por el bajo desarrollo de



comunidades degradadoras termofilicas, como las del género Bacillus (Figura 14). En
este sentido, Ma et al. (2003) han observado que el agregado de compost a un suelo
contaminado con antraceno aumentd la eficiencia de degradacion de este e
incremento las cantidades de bacterias y actinomicetes termofilicos en sucesién a las
bacterias mesofilas. Estos autores observaron, ademas, que la diversidad microbiana
se increment6 cuando la temperatura se elevo de 35 a 56 °C, coincidiendo con el
aumento en el porcentaje de degradacion (Ma et al., 2003). Si bien la contaminacion
con un unico contaminante es probablemente méas simple que la contaminacion directa
con petréleo (Sugiura et al., 1997), es relevante considerar que el éxito del proceso de

compostaje debe alinearse con el objetivo de alcanzar temperaturas adecuadas.
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Figura 15. Evolucién del numero de bacterias totales durante el proceso de
compostaje en el ensayo de escala y monitoreo de eficiencia. Las barras indican los
desvios estandar debido a las distintas profundidades analizadas en las biopilas BA,
BV y BM.
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Figura 16. Evolucién del nimero de hongos durante el proceso de compostaje en el
ensayo de escala y monitoreo de eficiencia. Las barras indican los desvios estandar

debido a las distintas profundidades analizadas en las biopilas BA, BV y BM.

10,0
2
o 9,0
2
35 8,0
(@)
o
2 70 ——BA
0
(0]
S 60 —a—BV
'g [/ —a—BM
£ 507 —%—BS
5 L
2
4,0 | | | | | |
30 52 74 96 118 140 162

Dias desde inicio
Figura 17. Evolucién del numero de actinomicetes durante el proceso de compostaje
en el ensayo de escala y monitoreo de eficiencia. Las barras indican los desvios

estandar debido a las distintas profundidades analizadas en las biopilas BA, BV y BM.

Variables tales como el contenido de HTP (Figura 11) y el recuento de
microorganismos degradadores (Figura 12) indicaron que la ubicacion en la matriz del
compost, en volumenes de material como los manejados durante este ensayo, influye
en la dinamica de dichas variables, independientemente del mecanismo de aireaciéon
aplicado. Asi, el proceso de compostaje y la degradacion de los HTP presentaron
distintas dinamicas de acuerdo a la profundidad dentro de la biopila. En oposicion a
otras variables microbiolégicas, un andlisis mas detallado de la funcionalidad de las
comunidades microbianas a través de los CLPP permiti6 observar que la diversidad
funcional microbiana sufri6 modificaciones durante todo del proceso de compostaje.
No se observaron diferencias en la fisiologia de las comunidades microbianas debidas
a los distintos procesos de aireaciéon o profundidades dentro de la pila. De esta
manera, la fisiologia de las comunidades microbianas correspondientes al segundo y
el tercer muestreo fueron diferentes entre si y con respecto a la fisiologia de las
comunidades microbianas correspondientes al cuarto, quinto y sexto muestreo (Figura
18).

Asociado a lo que se observé en el analisis de los CLPP, los recuentos de
microorganismos celuloliticos y nitrificadores presentaron también variaciones
temporales a lo largo del proceso de compostaje (Figuras 19 y 20, respectivamente).

El proceso de compostaje gener6é un aumento en el recuento de microorganismos



celuloliticos (Figura 19), en comparacion con la cantidad obtenida en el recuento inicial
antes del proceso (Tabla 4). Las variaciones temporales observadas en el contenido
de N-NH,, asociadas a las variaciones temporales en el nimero de microorganismos
nitrificadores (Tabla 5) estarian indicando que el suelo esté atravesando el proceso de
inmovilizacion del amonio debido a la degradacion del C presente por un aumento
general de la actividad microbiana (Paul y Clark, 1996), observable en la alta cantidad
de UFC de bacterias totales en los primeros muestreos (Figura 15) y en la cantidad de
UFC de hongos que aumentan en los siguientes muestreos (Figura 16). EIl NMP de

microorganismos
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Figura 18. Andlisis discriminante de los perfiles fisiolégicos de utilizacion de fuentes
carbonadas de las muestras provenientes de todas las biopilas del ensayo de escala y
monitoreo de eficiencia. Diferentes simbolos indican las biopilas y diferentes colores
indican los muestreos. Entre paréntesis se indican los porcentajes de varianza totales
explicada por cada uno de los ejes. Las barras indican los desvios estandar debido a

las distintas profundidades analizadas en las biopilas BA, BV y BM.
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Figura 19. Evolucién del numero de microorganismos celuloliticos durante el proceso
de compostaje en el ensayo a escala y monitoreo de eficiencia. Las barras indican los
desvios estandar debido a las distintas profundidades analizadas en las biopilas BA,
BV y BM.
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Figura 20. Evolucion del nimero de microorganismos nitrificadores durante el proceso
de compostaje en el ensayo escala y monitoreo de eficiencia. Las barras indican los
desvios estandar debido a las distintas profundidades analizadas en las biopilas BA,
BV y BM.

coliformes de las biopilas BA, BV y BM fue mayor al NMP observado en las biopilas
BS y similares entre si a lo largo de todo el proceso de compostaje (Figura 21). En
este recuento no se observaron variaciones debidas a las diferentes profundidades
analizadas.

Los métodos basados en el cultivo de los microorganismos son cuestionados por su
accion selectiva, dado que la proporcibn de microorganismos que pueden ser
cultivables a partir de una muestra cualquiera representa un rango variable que va del

1 al 14 % (Madigan et al., 2006). A pesar de ello, las técnicas cultivables han sido



tiles, y lo son audn, para determinar impactos dados por la actividad antropogénica
sobre la salud del suelo (Bakken, 1997; Ellis et al., 2003), tal como se demostrd
también en este trabajo. Ademas, los resultados de ambos ensayos confirman que en
el suelo existen microorganismos capaces de degradar sustancias complejas y
recalcitrantes (Leahy y Colwell, 1990; Sugiura et al., 1997; Ercoli et al., 2000; Ruberto
et al., 2006). Las diferentes fases del proceso de compostaje generan cambios en la
comunidad microbiana presente. Las Unicas biopilas que presentaron fase termofilica
fueron las biopilas del ensayo de eficiencia de mezclas para compostaje que habian
recibido mezcla de materiales (PP1 y PP2). En ellas se observaron diferencias en el
recuento de bacterias totales, en el recuento del género Bacillus, importante para el
proceso de biorremediaciébn, y en el contenido de HTP. El recuento de
microorganismos nitrificadores también mostré diferencias. En ambos ensayos la
presencia de oxigeno no fue un factor limitante del proceso de nitrificacion. También
se observaron diferencias en los recuentos de microorganismos celuloliticos, de
hongos y de actinomicetes, mostrando la relevancia de los hongos y actinomicetes en

la actividad celulolitica y en la biorremediacién.
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Figura 21. Evolucién del numero de microorganismos coliformes durante el proceso
de compostaje en el ensayo escala y monitoreo de eficiencia. Las barras indican los
desvios estandar debido a las distintas profundidades analizadas en las biopilas BA,
BV y BM.

En relacién con las técnicas cultivables, la metodologia aplicada en este trabajo para
la evaluacién de las comunidades microbianas con capacidad de degradacion de

hidrocarburos constituye una técnica de relativamente facil manipulacion, que permite



evaluar la cantidad de microorganismos con capacidad de utilizar un derivado de
petroleo. Es, por un lado, una herramienta de comparacion entre tratamientos para
analizar el estado de la comunidad degradadora (D"Auria, 2012) y, por otro lado,
constituye el comienzo de cualquier programa de seleccion. La potencialidad de la
comunidad microbiana con capacidad degradadora puede ser analizada con el
objetivo de mejorar la eficiencia del proceso de compostaje mediante la inoculacion, ya
sea por una reduccion de los plazos del proceso o por una disminucién mas acentuada
de los valores de HTP. Si bien cualquier microorganismo degradador puede ser
inoculado a un ecosistema determinado (Grace Liu et al., 2011), la eficiencia de la
inoculacién con microorganismos nativos para la degradacion ha sido comprobada
(Bento et al.,, 2005; Sheng y Gong, 2006). En este sentido, en nuestro laboratorio
fueron obtenidos aislamientos de microorganismos con capacidad de crecer con
kerosene como Unica fuente de carbono y algunos han sido probados como
inoculantes para estimular la fitorremediacién (D Auria, 2012). La aplicacion de
aislamientos microbianos para mejorar la eficiencia de la fitorremediacion como
estrategia de remediacion ha sido aplicada por varios autores con buenos resultados
(Tesar et al., 2002; Reardon et al., 2002; Sheng y Gong 2006; Rivera-Cruz et al., 2006;
Abbassi y Shquirat, 2008; Dias et al., 2012).

El éxito o fracaso de una estrategia de compostaje para la biorremediacion depende
de numerosos factores, las principales limitantes son la biodisponibilidad y la
biodegradabilidad del contaminante (Amellal et al.,, 2001; Semple et al., 2001). Esto
podria ser resuelto mediante el agregado de surfactantes que facilitan el contacto
entre microorganismos y los contaminantes (Van Hamme, 2003). La utilizacién de
biosurfactantes en biorremediacién de suelos contaminados con petrdleo facilitdé la
degradacién de n-alcanos y PAHSs favoreciendo la separacion de varios derivados de
petréleo de los complejos hamico-arcillosos siempre presentes en el suelo (Ron y
Rosenberg 2002; Garcia-Junco et al., 2003; Mulligan, 2005). El proceso de compostaje
disminuy6 la afinidad de absorciéon de los PAHs fenantreno y pireno por la fraccion de
los &cidos humicos e incremento la heterogeneidad de los sitios de absorcion en los
acidos humicos (Plaza et al., 2009). Los cambios producidos por esta fraccion de las
sustancias humicas durante el proceso de compostaje podria contribuir a aumentar el
acceso microbiano a los PAHs. Otros autores, han observado también que el
mezclado de un suelo contaminado con compost maduro mejoraba la eficiencia del
compostaje del suelo contaminado (Namkoong et al., 2002; Ma et al., 2003; Grace Liu
etal., 2011).

La aplicaciébn de fitorremediaciéon y la inoculacion de bacterias con capacidad

degradadora comprobada, discutido previamente, podria ser otra de las herramientas



para mejorar los contenidos de HTP alcanzados en estos ensayos. En futuras biopilas
dentro del yacimiento, la utilizacién de compost maduro para el armado de estas,
podria ser considerada como alternativa para mejorar los resultados obtenidos en este
trabajo, con la necesidad de continuar monitoreando las variables fisicoquimicas y
microbioldgicas.

En ambos ensayos de este trabajo, se observé una reducciéon en el contenido de HTP
asociada a los procesos de compostaje llevados a cabo. El nivel de HTP debe ser
comparado con la normativa vigente a los fines de determinarse el grado de
biorremediacién alcanzado. En nuestro pais, se encuentran determinados niveles guia
para suelos. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que el resultado final del
proceso de compostaje es compost y no suelo, y que este puede llegar a ser destinado
a otros usos diferentes a los usos del suelo. Por ello, es necesario ser mas exigente
con los valores maximos de HTP que puede contener el compost, en caso que este
quiera ser destinado para la produccién horticola, floricola y forestal intensiva, con los
consecuentes riesgos de manipulaciéon, liberacion al ambiente y traslocacién de
contaminantes a 6rganos vegetales destinados a la alimentaciéon. De todas formas, el
objetivo de aplicar la técnica de compostaje en este trabajo fue recuperar el suelo
contaminado para poder reutilizarlo en el sitio de extracciéon del petréleo y reducir su
acumulacion.

Respecto a la comparacion con la normativa vigente, la legislaciéon argentina en el
anexo Il del Decreto Reglamentario 831/93 de la Ley 24.051 sobre desechos
peligrosos establece niveles guia de calidad de suelos para diferentes usos del suelo
(SAYDS, 2013). Estos niveles estan detallados por compuestos, encontrdndose niveles
guia para antraceno y pireno, entre otros, pero no se incluyen niveles guias para HTP.
Los niveles guia para este tipo de compuestos estan reglamentados por legislaciones
provinciales Unicamente en las provincias de Chubut (Ley N° 5439), Santa Cruz (Ley
N° 2567) y La Pampa (Ley N° 1914). El limite establecido por la provincia de Chubut
es 10000 mg/kg y el limite para las provincias de Santa Cruz y La Pampa es 20000
mg/kg de suelo seco, en todos los casos determinado por el método EPA 418,1. El
valor mas bajo de contenido de HTP obtenido en el ensayo de eficiencia de mezclas
para compostaje (11500 mg/kg MS) se encuentra en medio de los niveles guia
establecidos por las provincias mencionadas, mientras que el valor mas bajo de
contenido de HTP obtenidos en el ensayo de escala y monitoreo de eficiencia (6500

mg/kg MS) se encuentra por debajo del nivel guia mas exigente.

Conclusiones

¢ La adicibn de materiales a la mezcla final para compostar mejoré el proceso de



compostaje en general y la eficiencia de degradaciéon de HTP.

e EI compostaje redujo el nivel de contaminacién con HTP por debajo de los niveles
iniciales y por debajo de los niveles guias reglamentados por leyes provinciales para
suelo.

e La evaluacién del numero de microorganismos degradadores contribuyé a la
comprension del proceso bioldgico de compostaje, presentando estrecha relacién con
la variable contenido de HTP. Asimismo, constituye el punto de partida para la
obtencion de aislamientos para su aplicacién biotecnolédgica en biorremediacion.

e La evaluacion de las variables microbiolégicas brindé informacién detallada del
proceso de compostaje que las variables fisicoquimicas por si solas no mostraron.
Debido a ello, la dinamica del proceso de compostaje debe ser analizada con un
enfoque biol6gico, mediante el seguimiento de las variables microbiolégicas
estudiadas, en conjunto con las variables fisico-quimicas consideradas.

e El aumento de la complejidad del proceso debido al aumento en la escala de
trabajo similar a la de un yacimiento:

a) sugiere aumentar la eficiencia del proceso de compostaje mediante estrategias
tales como la aplicacion de suelo previamente compostado al suelo contaminado o la
inoculacién de este con microorganismos con capacidad degradadora;

b) requiere un mayor conocimiento de las variables microbiolégicas relacionadas
con la dindmica de la degradacion de hidrocarburos y de los cambios en la comunidad
microbiana que se producen a lo largo del proceso de compostaje de forma tal de

aumentar la eficiencia del proceso.
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Este libro fue una promesa realizada durante el PRITIBIO 2013 (Primer Taller
Internacional de Biorremediacion) que fue organizado entre la FAUBA (Facultad de
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires), la Agencia del MINCYT (Ministerio
de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Productiva) y el Instituto de Suelos CIRN INTA
(Centro de Investigaciones en Recursos Naturales del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria). Es un compendio de las presentaciones realizadas en
ese taller.

Puede definirse a la contaminacién, como la presencia de un elemento o una
sustancia en cantidad no aconsejable en un lugar que no corresponde. Sucede por
intervencion natural o antrépica y puede provenir de una fuente fija o una difusa.
En cuanto al tipo de contaminante, podrian ser pesticidas, petréleo, residuos
urbanos, metales pesados, residuos agricolas, residuos pecuarios.

Biorremediacién se refiere a un conjunto de metodologias que utilizan
microorganismos o partes de ellos, seleccionados naturalmente o por
modificaciones de la ingenieria genética, para degradar sustancias que se han
trasladado a un lugar que no corresponde, o estan en cantidades no
recomendables como resultante de un proceso productivo mal manejado o de un
incidente natural.

Bioprofilaxis, se refiere a las metodologias utilizadas para prevenir una
contaminacion.

La biorremediacién y la bioprofilaxis podrian categorizarse por el recurso natural
afectado, las herramientas utilizadas para biorremediar y/o el contaminante
participante del proceso.

Los recursos naturales afectados en esta publicacion se refieren al aire, al agua y al
suelo.

Las metodologias utilizadas son in situ o ex situ. Estas, utilizan herramientas como
la digestion anaerdbica, las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas, las
plantas, la bioenergia, la simbiosis micorricica arbusculary las camas bioldgicas.

Los contaminantes a los que refiere la publicacién son hidrocarburos, la actividad
agropecuaria en general, el biodiesel, los metales pesados, la salinidad, los PAHs, el
petroleo, los pesticidas, y el relleno sanitario (biogasy liquido lixiviado).

En lo referido a herramientas, participan transformaciones fisico-quimicas y
bioguimicas que incluyen fermentaciones y transformaciones surgidas por el
metabolismo de las plantas y los microorganismos en procesos naturales de espacio
abiertos, o en procesos manejados por el hombre en espacios cerrados.

911

{o

N @ Ministerio de Agroindustria N

%> Presidencia de la Nacion



