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La industria del petréleo utiliza diferentes técnicas para eliminar la contaminacion por hidrocarburos. La
eleccion de la técnica depende de la concentracion del contaminante y del volumen a decontaminar. Un
método que se usa con mucho éxito es la biorremediacion que elimina grandes cantidades de hidrocarburos
alifaticos (HALI), un grupo importante de hidrocarburos poliaromaticos (HPA). De estos Gltimos hay una
acumulacion en los llamados Landfarming y en algunas biopilas. La legislacion actual es muy estricta en
cuanto a la concentracion de los HPA que limita la disposicion final de los suelos contaminados. En el
presente trabajo se utiliza una técnica hibrida que combina la biorremediacién con campos eléctricos de
corriente continua, que producen tres tipos de movilidad en suelos, la electroforesis, electroendodsmosis y la
eletromigracion que implican una mayor biodisponibilidad de contaminantes y una movilidad de las
bacterias. Se utilizaron 3 biorreactores con tratamientos distintos, con humedad, con humedad y nutrientes,
con humedad, nutrientes y campo eléctrico. Los resultados iniciales indican que la biorremediacion del
petréleo por medio del landfarming aplicado eliminé el mayor porcentaje de HALI, permaneciendo algunos
HPA. La cromatografia gaseosa del residuo y los testigos después de aplicar electrobioremediacion (EBR)
indica una importante eliminacion de HPA con respecto a los testigos.

La EBR es una técnica que se utiliza para decontaminar suelos con hidrocarburos y otros contaminantes de
gran importancia como fenoles, cresoles y metales pesados. El objetivo de este trabajo es conocer la
factibilidad de uso de esta tecnologia hibrida para pasivos ambientales de suelos de la cuenca del golfo San
Jorge. Se trabajo con un suelo no saturado proveniente de un landfarming, la antigiiedad de este proceso fue
superior a los 6 afios y el hidrocarburo original fue biodegradado quedando solo residuos recalcitrantes. El
tratamiento consistio en la aplicacion una diferencia de potencial de 0.5V cm ™ con agregado de nutrientes y
de humedad, durante 150 dias, en cubas de vidrio con tres compartimentos dos para electrolitos y el tercero
para la realizacién del proceso, los laterales y el central se comunicaron con puentes salinos de fosfatos. Los
valores de hidrocarburos totales disminuyeron de 4.22% a 3% (considerando todas las fracciones, alifaticos,
aromaticos y asfaltenos que variaron en sus porcentajes después de la EBR). Las modificaciones del pH fue
de 7,96 a 8,6 en el catodo y a 7,1 en el 4nodo siendo ambos valores compatibles con la actividad bacteriana
degradadora de hidrocarburos, el tamafio de la bacteriobiota no presenté modificaciones. En el catodo se
incremento la cantidad de bacterias gram positivas.



Introduccion.

Desde hace méas de un siglo se realiza la explotacion petrolera en el Golfo San Jorge, durante este tiempo se
modificaron legislaciones ambientales nacionales y provinciales. El tratamientos de los pasivos ambientales
lleva a probar diferentes técnicas para eliminacién de hidrocarburos que poseen los suelos patagdnicos que
muchos de ellos poseen afios de contaminacion y degradacion de hidrocarburos (lo que con modificaciones
hoy se denomina atenuacion natural). En la actualidad, la region utiliza las técnicas de landfaming, biopilas y
biorremediacién asistida in situ para resolver estos problemas que dan excelentes resultados cuando se
aplican con rigurosidad. Los hidrocarburos alifaticos se eliminan con mayor velocidad y més lentamente con
los hidrocarburos aromaticos y polares. Uno de los inconvenientes de estos ultimos hidrocarburos es la
biodisponibilidad que ha tratado de resolverse con el agregados de surfactantes que en la mayoria de los
casos puede producir lixiviados importantes. La aplicacion de electrorremediacidén aumenta la disponibilidad
de los hidrocarburos favoreciendo la posterior degradacion de los mismos (Wick at al 2006). Esta técnica ha
sido ensayada en laboratorios y existen numerosas publicaciones con suelos saturados contaminados con un
compuesto puro.

Hay numerosos trabajos sobre biodegradacion de los mismos autores de éste que demuestran la importancia
y aplicabilidad de la bioremediacion, con cualquiera de sus técnicas (biorremediacién in situ, landfarming,
biopilas, etc) en suelos patagonicos. En estos trabajos en general se llega a la conclusién que es una
tecnologia aplicable en base a su ecuacion costo beneficio muy conveniente. En un caso de landfarming se
detect6 que si bien los valores de TPH eran menores que los permitidos por las normas provinciales cuando
se estudiaban individualmente los hidrocarburos aromaticos polinucleares no se cumplian con estas normas.

La electrorremediacion es la tecnologia para restaurar suelos contaminados por la aplicacion de un campo
eléctrico a partir de corriente directa, De la Rosa—Perez et al (2007). Los mecanismos de remocién
principales son la electromigracion, la electrodésmosis, y la electroforesis. Electro6smosis: movimiento del
agua desde el &nodo al catodo en una celda electrolitica. Electromigracion: transporte de iones y complejos
i6nicos al electrodo de carga opuesta. Electroforesis: transporte de particulas cargadas o coloides bajo la
influencia de un campo eléctrico.

La electrodsmosis es funcion del grado de saturacion del suelo, por ello es un actor primordial en la
electroremediacion. Se observa una distribucion anormal en la humedad del suelo ya que el electrolito se
mueve en direccion de uno de los electrodos, el catodo, aumentando la humedad de este y disminuyendo la
del &nodo. Esta disminucion se encuentra asociada con el desarrollo de poros de presion negativa, variacién
de pH y de la fuerza del campo eléctrico, lo cual resulta en tasa de flujo eléctroosmdticos irregulares
(Lindaren et al 1994, Laureen et al 1997, Rosa Perez et al 2007)

La electrorremediacion ha demostrado su capacidad de remover algunos contaminantes organicos como
tricloroetileno e hidrocarburos en estudios de laboratorio y en campo, (Martinez 2001, Molina et al. 2004).
La aplicacion que se ha comunicado con mas frecuencia es la recuperacion de suelos contaminados con
metales, como Cr, Cd, Hg, Pb, Mn, Zn y As (Hamed et al. 1991, Acar et al. 1994, Hicks y Tondorf 1994,
Reed et al. 1995, Acar y Alshawabkeh 1996, Cox et al. 1996, Hansen et al. 1997, Kim y Kim 2001, Suer et
al. 2003, Pazos et al. 2006).

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ELECTROREMEDIACION

HUMEDAD:

La humedad tiene importancia maxima dado que actla como disolvente de sales que forman los electrolitos,
ademas el flujo electro endoosmético estd en funcion del contenido de agua que en suelo saturados se ve
incrementado. La migracion de los electrolitos produce un incremento en el mismo sentido de la humedad
disminuyéndola en el polo contrario. Esta disminucion implica el desarrollo de poros con presién negativa,
variaciones en el pH y variaciones en sectores del campo eléctrico, todos estos factores influyen en el flujo
electroendoosmético tornandolo irregular. (Larsen 1997, Lindgreen et al. 1994).



La sequedad del suelo puede deberse también, al calentamiento por el paso de corriente 0 por reacciones
exotérmicas. (Shapias y Probstein 1993).

Debe establecerse en equilibrio entre la migracion electro endoosmédtica, evaporacion por calentamiento y/o
reacciones exotérmicas y el aporte de electrolito en el anodo (si las condiciones son normales).

pH:

El pH promueve interacciones entre metales y otros compuestos que forman parte natural del suelo, esto
regula la disponibilidad de los contaminantes. (Acar y Alshwabken 1993, Hicks y Tondorf 1994, Virkutyte et
al. 2002). EIl paso de corriente directa en un suelo con agua produce la electrolisis, generando iones
hidrégeno en el &nodo e hidroxilos en el catodo.

Catodo: 2 H20 + 2 e- - 2 OH- + H2 E° =-0,83 V (Alcalino).
Anodo: H20 — 2H+ +% 02 + 2e- E +1.2.3 V (Acido).

La aplicacion de un campo eléctrico a un suelo en un reactor, induce a un gradiente de pH (Jackson et al.
2001, Mattson et al. 2002), debido a la electr6lisis que produce protones en el &nodo haciendo que se forme
un frente &cido que avanza hacia el catodo.

CONDUCTIVIDAD ELECTRICA DEL SUELO

La conductibilidad del suelo depende de la concentracién y la movilidad de los iones presentes. La remocion
del contaminante decrece con la reduccion de la concentracion (Reddy et al., 1997, 1999; Reddy y
Chinthamreddy. 1999; Zelina y Rusling, 1999). Esto es debido al intercambio de i6n hidrogeno con el o los
contaminantes cationicos en la superficie del suelo, con la liberacion de contaminantes. Cuando el
contaminante es removido, la concentracién del i6n hidrégeno en el fluido del poro del suelo aumenta,
produciendo un incremento en la corriente por los iones hidrégeno en lugar de por el contaminante catidnico.

NATURALEZA QUIMICA DEL CONTAMINANTE.

La naturaleza quimica del contaminante y su estado tienen influencia en el desarrollo de la
electroremediacion por electromigracion, la situacion ideal se presenta cuando el contaminate se mantiene
disuelto en el electrolito y no precipita por cambios de pH ni se producen cambios en contacto con los
electrodos ni interaccionan con las particulas del suelo. Esta consigna es parcialmente cumplida por metales
pesados y algunos compuestos orgénicos como fenoles u otras con carga eléctrica. En el caso de los
hidrocarburos presentes en el petroleo no cumplen con estas condiciones ya que en general no tienen carga
eléctrica o la poseen en muy baja intensidad, se adsorben sobre las particulas del suelo y son escasamente
solubles en agua, en estas condiciones tiene importancia la electroendoosmosis que permite la migracion de
estos compuesto en el mismo sentido que esta.

Por lixiviacion selectiva se ha demostrado que formas intercambiables, migran con mayor rapidez que las en
materia organica o las que quedan en la fraccion residual (Suer et al. 2003, Kim y Kim 2001, Reddy et al.
2001, Turer y Gene 2005).

EL POTENCIAL ZETA (Q) es la propiedad que determina la carga de un coloide (en V) en funcién de
la superficie cargada y del medio en que se encuentra. Las sales totalmente ionizables no son coloides por los
que su potencial ¢ es muy pequefio. El potencial  en la mayoria de los suelos es negativo. Con el aumento de
la acidez disminuye la negatividad del potencial ¢ pudiendo alcanzar valores positivos (Lorenz 1969). El
aumento del valor potencial {(*) afecta el flujo electroendoosmaético.

LAS CARACTERISTICAS DE LOS SUELOS como capacidad de absorcion, de intercambio i6nico,
capacidad Buffer (pH) y carga superficial tienen marcada influencia en la electroremediacion ésta presenta
resultados exitosos en suelos arcillosos, de granulometria fina y permeabilidad baja. Los suelos arenosos
deben tener una estructura impermeable a una profundidad razonable que permita un elevado grado de
humedad o saturacion (Virkutyte et al. 2002). Los metales y sustancias organicas ionicas, que se absorben
inducen un menor rendimiento. (Ravera et al. 2006). Las arcillas tienen carga superficial negativa por lo que
retienen a metales y a materia organica con carga positiva (Sposito 1989).



El tratamiento de un suelo con corriente directa puede producir cambios en granulometria, contenido en
materia organica, cantidad de sales solubles. Estos parametros a su vez modifican las posibilidades de
electrobiorremediacion.

Normalmente, el disefio de la célula electrocinética en los experimentos del laboratorio consiste en un
arreglo de los electrodos que permita la inyeccion del fluido del proceso en el medio poroso, con la
evacuacion en el otro electrodo del fluido contaminado, Sogorka et al., 1998; Reddy and Chinthamreddy,
1999; Reddy et al., 1997, 1999; . Zelina and Rusling, 1999

La imposicion de un gradiente eléctrico entre dos electrodos inertes produce un flujo electroosmoético hacia
el catodo, algunos autores proponen introducir directamente los electrodos en el suelo himedo produce el
efecto mas deseable (Sims, 1990; Acar and Alshawabkeh, 1993; Reddy et al., . 1999; Sogorka et al., 1998 ).
Otros, prefieren no introducir directamente los electrodos en el suelo mojado sino que lo hacen en un
electrolito separado por membranas u otros materiales que permitan el paso de la corriente (Van
Cauwenberghe, 1997; Baraud et al., 1998; Benazon, 1999 ).

Deben usarse electrodos inertes a la disolucion anddica durante el proceso del remediacion. Los electrodos
mas convenientes usados para los propdsitos de investigacion incluyen grafito, platino, oro y plata. Sin
embargo, para los estudios piloto, es més apropiado usar electrodos menos caros, aunque también fiables
como el acero inoxidable. Usando electrodos inertes, las reacciones en los electrodos produciran iones de H*
y el gas de oxigeno en el anodo e iones de OH" y gas de hidrégeno en el catodo. Si el pH no es controlado, un
frente acido se propaga por los poros de la tierra del &nodo al catodo produciendo cambios de pH en franjas
estrechas de suelo que modifican sustancialmente la solubilidad de metales y la supervivencia de bacterias.

Para solucionar el problema de los cambios de pH por el frente acido y en los electrodos se ha propuesto la
inversion alternativa de la polaridad de los electrodos, el uso de puentes salinos o el uso de compartimentos
donde se colocan los electrodos y se permite el paso de corriente por intermedio de membranas.

Con el fin de mejorar los procesos de electroremediacion se han propuesto procesos hibridos que combinan
la técnica de electrorremediacidn con alguna otra variante tecnoldgica buscando mejorar o complementar la
capacidad de remocion.

TRATAMIENTO ACUSTICO: El ultrasonido tiene la capacidad de ayudar a desorber los
contaminantes de las particulas del suelo a través de la vibracion provocada por las ondas sonoras. Al
aplicarlo con un campo eléctrico de corriente directa permite remover y transportar al electrodo
correspondiente iones de un suelo contaminado. Esta variante se ha probado para remover zinc y cadmio de
suelos arcillosos (Muralidhara et al. 1990).

BIORREMEDIACION: a esta técnica se le ha llamado bioelectrocinética o bioeledtroremediacion. Se
combina la aplicacion de la corriente eléctrica directa con técnicas de biorremediacion asistida con
nutrientes, aireacion y humidificacion. Se busca estimular la biodegradacion de contaminantes organicos al
introducir nutrientes para las bacterias dentro del suelo, de manera que el campo eléctrico desorbe los
contaminantes incrementando su disponibilidad para que los microorganismos los incorporen a su
metabolismo, o bien sean estabilizados como resultado de reacciones quimicas entre el contaminante y
productos metabolicos como el sulfuro y metales divalentes (Maini y Sharman 1999, Gent y Bricka 2001).
Esta modificacion ha sido probada con moléculas organicas sintéticas como TNT, BPC y pesticidas, entre
algunos otros (Marks et al. 1994) y metales pesados como cobre (Maini y Sharman 1999.

ELECTRODIALISIS: esta técnica remueve parcialmente contaminantes inorganicos. Consiste en utilizar
membranas selectivas en los pozos electroliticos, de forma que los metales no puedan dispersarse en el suelo
nuevamente si existieran interrupciones en la energia que genera el campo eléctrico. Hansen et al. 1997
utilizaron esta técnica en suelos contaminados con cobre empleando membranas selectivas de iones en el
catodo para prevenir la migracion de los metales recuperados (Cuy").

FITORREMEDIACION: el campo eléctrico hace migrar los contaminantes a través de una zona
cultivada con especies vegetales capaces de transformar o integrar el contaminante a su fisiologia (Huang et
al. 1997, O’Connor et al. 2003). En este caso la eficiencia de la técnica no mejora significativamente y se
incrementa el tiempo del tratamiento al buscar la especie adecuada, realizar la siembra y esperar a que la
planta transforme e incorpore el contaminante.



COMUNIDADES BACTERIANAS CULTIVABLES QUE UTILIZAN HIDROCARBUROS

Las bacterias tienen carga negativa en sus membranas (membranas energizadas) y los cambios de pH de los
suelos generan modificaciones que les permiten migrar por electroforesis hacia uno de los electrodos
dependiendo del valor de pH (Suni and Romantschuk 2004). Los pH 7 0 mayores (como se presentaron en
estos sistemas) generan una carga negativa que conlleva a una migracion de las bacterias en direccién al
4nodo (De Flua et al 1997), si bien la velocidad en medios acuosos es réapida 5cmh™ en suelos es menor esta
velocidad y cae a 5cm 6h, cuando el pH es de 5.5 y a pH mas bajos movimiento se modifica la carga de la
membrana siendo esta positiva y esto conlleva a un cambio de direccion al catodo.

La complejidad de las cargas superficiales que poseen las membranas bacterianas hace dificiles poder
predecir el comportamiento de las mismas con los parametros biofisicos (Bayer and Sloyer 1990). La
composicion de los polimeros de las bacterias contiene grupos como los carboxilicos, sulfatos, fosfatos o
grupos aminos, por lo que posee grupos acidos y basicos dando una superficie anfotérica que posee carga
negativa a pH altos y carga positiva a pH bajos.

El aumento de la biodisponibilidad de compuestos organicos y por ende un aumento en la biodegradacion de
los mismos fue estudiado por Wick et al 2006. Existen diferentes factores que influyen en el proceso
principalmente para los suelos patagonicos, pH se produce una acidificacion en el anodo y una alcalinizacion
en el catodo, contenido de agua en un porcentaje 6ptimo para el pasaje de corriente.

El objetivo de este trabajo es conocer la factibilidad de uso de esta tecnologia para pasivos ambientales de
suelos contaminados con hidrocarburos de la cuenca del golfo San Jorge.

Desarrollo.

Analisis fisico quimicos: Se analizaron en los siguientes pardmetros quimicos bajo las normas EPA
(Environmental protection agency), APl American Petroleum Institute, SM (Standard methods) :
bicarbonatos (APl RP-45), calcio y magnesio (ASTM D-511), carbonatos (APl RP-45), Cloruros (ASTM D-
512-B); nitratos (EPA 352.1), nitritos (SM 4500) pH (EPA 9040C), sulfato (SM 4500-E), fosfato (SM 4500-
C), amonio (EPA 350.1), Temperatura (EPA 170.1), hierro ASTM D-1068? humedad Secado a 105 °C,
densidad real y densidad aparente (Garcia Trejo 1981). Determinacion de los hidrocarburos totales del
petréleo: EPA 1664, EPA 3636.

RECUENTOS BACTERIANOS: Los recuentos de microorganismos se efectuaron a partir de
suspensiones de 10g de muestra y 100mL de agua destilada estéril, con agitacion en vortex. Se realizaron
diluciones decimales a partir del sobrenadante. Los medios de cultivo utilizados fueron:

Medio R2A (Reasoner et al., 1985): Extracto de levadura 0.5g, peptona &cida de caseina 0.5g, casamino
acido 0.5g, glucosa 0.5g, almidon 0.5g, acetato de sodio 0.5g, fosfato &cido di potasico 0.3g, sulfato de
magnesio decahidratado 5g, sulfato de sodio 36.6g, cloruro de sodio 0.99g, cloruro de potasio 7.513g,
cloruro de magnesio 1.42g, bicarbonato de sodio 1.008g, agar-agar 14g, agua destilada 1000mL.

MM-POG Medio base mineral:Solucién I: Cloruro de calcio 0.235g, nitrato de potasio 0,427g, sulfato de
amonio 5g, cloruro de magnesio hexahidratado 1g, bicarbonato de potasio 1.2.Solucién II: fosfato &cido di
sadico dihidratado, fosfato monopotasico 0.5g de cada uno. Solucion 111: EDTA-Na 800g, cloruro ferroso
300g, cloruro de calcio hexahidratado 4g, cloruro de manganeso tetrahidratado 10g, sulfato clprico 19,
permanganato de potasio dihidratado 3g, cloruro de zinc 2g, cloruro de litio 0.5g, al cual se le agrego 30uL
de petroleo-gasoil por diseminacion en superficie. A 20mL de MM distribuido en placa, y una vez
solidificado, se le agregan 30uL de una mezcla 1:1 de petrdleo gasoil, diseminandola sobre la superficie.

ECOLOGIA Y COMUNIDADES BACTERIANA. De las 90 cepas aisladas de los medios de cultivo
MBM-PGO se realizard una identificacion por el uso del método Sherlock MIDI version 6.0. La
identificacion de las cepas seleccionadas se realiz6 por FAME. La extraccién los acidos grasos de membrana
se realizd sobre 40 mg de bacterias comenzando con una saponificacion con alcohol metilico-hidréxido de
sodio-agua (150 mL: 45 g: 150 mL) seguida de una metilacion con acido clorhidrico 6 N y alcohol metilico
(325 mL: 275 mL) y a continuacion una extraccion con n-hexano-metil terbutil éter (1:1) y lavado con
hidroxido de sodio-agua (10,8 g — 900 mL) de acuerdo con el procedimiento del sistema de identificacién
(MIDI Newark, Del., USA).



ANALISIS DE ACIDOS GRASOS E IDENTIFICACIONES BACTERIANAS. Los &cidos
grasos se determinaron como metil esteres por cromatografia gaseosa, usando una columna capilar Ultra 2 de
25 m de longitud y 0,2 mm de diametro. El andlisis se llevo a cabo con un cromatdgrafo HP 6890 series 1l
GC (inyeccion splitless; presion inicial 10 psi; programa de temperatura: 170 — 288 °C a 28 °C/min, 288 —
310 °C a 60 °C/min, 1,5 min de permanencia a 310 °C, detector por ionizacion de llama). La integracion de
los pico se efectu6 mediante HP 10.01 Chem Station, los acidos grasos fueron identificados utilizando
Sherlock (version 6.0) con el estdndar Agilent “Calibration standards kit for the microbial identification
system”. La composicién en acidos grasos fue calculada como porcentaje del area de pico (MIDI).

Se tomé como criterio de identificacion de los microorganismos que el indice de similitud sea mayor a 0,5
considerando lo propuesto por Brow & Leff (1996) que valores comprendidos entre 0,3 y 0,5 de éste indice
proporciona una identificacion de la cepa como un cultivo atipico.

Anadlisis de hidrocarburos. Los hidrocarburos, tanto el original anterior al landfarming, como el inicial de la
electrobioremediacién y los finales de catodo, anodo y central se efectuaron por cromatografia gaseosa.

EXPERIENCIA DE ELECTROBIOFEMEDIACION. Las dimensiones de la cuba (67cm de largo,
15cm de alto, 15cm de ancho) divididos en tres compartimientos dos de ellos de 5x15x15cm (Figura 1y 3),
en donde se colocan los buffer y se comunican con el compartimentos del suelo por el uso de puentes salinos
(Figura 2). Se utiliz6 una solucion de buffer 1M (K2HPO4 / KH2PO4) ajustado a pH 8,0 para el
compartimiento del &nodo y pH 5,8 para el catodo (Niqui Arroyo et al 2006). La humedad del suelo en las
cubas electroforéticas fue entre un 12-15%. Se utiliz6 un voltaje de 0.5V/cm (Wick et al 2004). Las cubas
contenian 4kg de suelo a la que se afiadio nutrientes 100:5:0,5. Se realizaron en simultaneo dos cubas mas,
una con el mismo agregado de nutrientes y la otra cuba solo con el agregado del agua para obtener la misma
humedad.

Figura 1. Disefio de la cuba utilizada para la experiencia de electrobiorremediacion.
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Figura 2. Puentes salinos utilizados.

Figura 3. Esquema del disefio de la cubas utilizada.
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Resultados y Discusién.

De la Rosa-Perez et al (2008) han comunicado que los suelos electrorremediados pueden exhibir cambios en
su granulometria, contenido de materia orgénica, cantidad de sales solubles, conductividad eléctrica, y que
tienden a acidificarse y a disminuir o perder su contenido en sales inorganicas como nitrato, fosfato y
sulfatos, empobreciendo el suelo. En esta experiencia se presentaron migraciones de nutrientes y se modifico
la biodisponibilidad de los fosfatos incrementandose su concentracion en el suelo concordando con los
resultado encontrados por Xuejun et al 2006. El fosfato se mantuvo en una mayor concentracion en el catodo
situacion que puede deberse a dos procesos uno es la migracion electroendoosmica y otro el aporte que
pueden haber efectuado los puentes salinos, cualquiera halla sido el mecanismo o su combinacién
aumentaron la biodisponibilidad de fosfatos. Goontaeck et al 2006 sugieren la utilizacion de ETP (thrietyl
phosphato) ya que este no es captado por el caolin y mantiene los valores de fosfatos constante para una
mejor degradacion de hidrocarburos otro problema del agregado de fosfato en los suelos que contienen calcio



con el que forman una sal insoluble, precipita y no esta biodisponible para las bacterias. Los nitratos poseen
una relativa alta movilidad (Thevanayagam and Rishindran 1998). El aumento de nitratos y nitritos (Cuadro
I) se debe a bacterias nitrificantes que existen en los suelos patagénicos (Acufia et al 2007), el
desplazamiento en direccion al anodo se debe a electromigracion. Schmidt et al (2007) concluye que la
electrorremediacion es una buena técnica para introducir nitrégeno al suelo usando nitrato que posee una
mejor movilizacion que el amonio, ya que este disminuyo por movilizacién y por reacciones quimicas en el
catodo.

Los sistemas de electrobiorremediacién tienen el problema de mantener constante la humedad, que se
modifica por electroendoosmosis que arrastra hidrocarburos, concentrandolos en el catodo. La disminucién
de la humedad de las cubas también puede deberse a factores de calentamiento del sistema o al desarrollo de
reacciones quimicas exotérmicas (Shapiro y Probstein 1993), en este trabajo la temperatura del suelo en la
cuba se mantuvo en 24,3 + 1°C durante todo el ensayo, se observé una diferencia de 0,4°C entre el &nodo y el
catodo, la temperatura ambiental 24 + 2°C. Los electrodos usados fueron de material inerte por lo que los
cambios en la humedad de las cubas se debieron principalmente a flujo electroosmético, estando en
concordancia con Schmidt et al 2007 que trabajo con un voltaje menor, 0,3 V cm™.

El suelo patagdnico utilizado poseia una degradaciéon previa, ya que la muestra fue tomada de un
landfarming de varios afios de desarrollo. La utilizacion de corriente aumento la degradacion de los
hidrocarburos presentes que se caracterizan por una marcada recalcitrancia al no ser degradados en todo el
tiempo que se desarrolld el landfarming.

Cuadro I. Valores de los analitos nitratos, fosfatos, nitrito y amonio. De las cubas.

inicial Anodo Centro Cétodo
Nitrato (ppm) 407 1605 55.9 479
Fosfato (ppm) 32.9 316 114 1677
Nitrito (ppm) 4.04 6.5 0.96 4.1
Amonio (ppm) 151.1 10.1 7.6 56.7
pH 7.96 7.1 8.1 8.6
TPH % 4,22 3 2,88 3
R2A (UFCg™) 2,66 x 10® 8,80x10”  580x10”  1,01x10%

MBM-PGO (UFCg?h) 1,12x10%® 145x10%®  950x10”  1,55x 10%

Ver relacion hidrocarburo nitrato fosfato

HIDROCARBUROS ANALIZADOS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA.

En la figura 4 se presentan los perfiles cromatograficos del petréleo tipo Escalante (cromatograma rojo), que
fue el que produjo la contaminacion del suelo, la composicion del residuo después de un tratamiento de
landfarming sin aplicar corriente y que es dificil o imposible de modificar si no se aplica otra tecnologia
(cromatograma azul) esta Gltima muestra cumple con las normativas vigentes en cuanto a TPH.

La aplicacion de electrobiorremediacion produce la disminucion de los hidrocarburos como puede
observarse en la figura 5. EI cromatograma amarillo corresponde al cromatograma a la iniciacion del
proceso, el verde al final del proceso en el catodo, el rojo en el centro y el azul en el &nodo. En los tres
altimos cromatogramas no se identificaron los picos de los hidrocarburos alifaticos y poliaromaticos que
existian a la iniciacién del proceso por lo que este tipo de tratamiento es exitoso cuando la biorremediacién
en cualquiera de sus métodos no puede disminuir los hidrocarburos poliaromaticos



Figura 4. Comparacion de los perfiles cromatograficos del petréleo tipo Escalante (color rojo) que produjo la
contaminacion del suelo con el del residuo luego del tratamiento de landfarming sin aplicar corriente (color
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Figura 5. Comparacion de los hidrocarburos iniciales del suelo (amarillo) con los finales en el anodo (azul),
centro (rojo) y en el catodo (verde) luego de la electrobiorremediacion.
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Puentes salinos: la utilizacién de puentes salinos y 0,5Vem™ mantuvo el pH de la cuba en valores 6ptimos
para el desarrollo bacteriano y la degradacion de hidrocarburos para los 150 dias en que se desarrollo la
experiencia. EI mantenimiento del pH en valores aptos para los microorganismos produjo que los valores de
los recuentos bacterianos no presentaran modificaciones (ver cuadro 1), en todos los casos la caida de un
logaritmo est& dentro del error del método. Estos puentes salinos tienen como Unico efecto secundario la
liberacion de fosfatos en el catodo, lo que no es un inconveniente pues es un nutriente inorganico bacteriano
y las concentraciones alcanzadas son las que se usan en los medios de cultivo por lo que no resultan téxicos
para las bacterias.

Comunidades bacterianas cultivables que utilizan hidrocarburos

Durantes las Gltimas décadas se realizaron diversos trabajos mostrando la factibilidad de movimiento de las
bacterias en suelos arcillosos y en medios liquidos (De Flua 1997, Lee and Lee 2001, Wick et al 2004). Da
Rocha et al 2009 trabajo con arcillas y esporas bacterianas, su publicacion muestra que la electroforesis fue
el fendbmeno responsable de la migracién de las esporas de Bacillus permitiendo la bioaumentacion de las
bacterias autoctonas.

El analisis de correspondencia de las cepas aisladas del anodo, centro, catodo y los dos blancos SN y SE
muestra un desplazamiento inicial de la composicion de la comunidad por el agregado de humedad, teniendo
poca influencia el agregado de nutrientes (Figura 6) dado que existe proximidad entre las comunidades
centro, SE y SN. La aplicacion de corriente modifica en forma importante las comunidades. En la figura 7 se
observa la morfologia de las colonias bacterianas del suelo de la cuba presentando el catodo un predominio
de Microccus luteus (Cuadro 1), que posee una alto valor de movilidad electroforética -1,26 (Bayer and
Sloyer 1990) en menor cantidad se hallé en el centro de la cuba y en los controles con y sin nutrientes y con
humedad. Arthrobacter se encontré en el anodo, coincidiendo con Lear et al 2004.

El 4nodo present6 una diversidad diferente sin presentar un predominio como lo fue el del catodo siendo
similar a las cepas identificadas en el inicio. Las cepas gram negativas se encontraron en un mayor
porcentaje en el anodo, mientras que las cepas gram positivas se encuentran en un mayor porcentaje en el
centro y catodo como también en los controles de nutrientes y el control de la humedad. De la observacién
de la distribucion espacial de las bacterias en el analisis de correspondencia podemos inferir que los mayores
cambios en la estructura de las comunidades se inducen por la corriente eléctrica y por el agregado de
humedad.



Figura 6. Diferencias de las comunidades cultivables inicial, &nodo, catodo con agregado de humedad y
nutrientes y con humedad solamente.
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Figura 7. Morfologia las colonias de los microorganismo pertenecientes al suelo de la cuba.
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Cuadro Il. Composicion de las comunidad bacteriana identificada del suelo expuesta en los diferentes partes
de la cuba y tratamientos.

Cepa Inicio  Anodo Centro  Catodo SE SN
Achromobacter xylosoxidans denitrificans 1 2 2

Arthrobacter mysorens 1

Brevibacillus choshinenesis 2 1 1 1
Brevibacillus reuszeri 1
Brevundimonas vesicularis 1
Bacillus sp 1 1

Escherichia vulneris 1

Kocuria rosea 1

Microbacterium barkeri 3

Microccus luteus 5 11 5 3
Microccus lylae 1

No identificada 6 10 1 1 5
Nocardia transvalensis 1

Ochrobactrum antriphi 1

Paenibacillus alginolyticus 2 1 1
Paenibacillus polymyxa 1 1
Rhodococcus sp 1
Sphingopyxis macrogoltabida 4

Sphingomonas terrae 2

Stenotrophomonas maltophilia 4

[EEN
[EEN

Streproverticillium reticulum (not valid 48h
yeast malt agar)

Variovorax paradoxuos (alcaligenes paradoxus 1
Virgibacillus pantothenticus 1
Total 18 21 11 18 13 9

Conclusiones

Es un método aplicable a suelos que ya poseen una degradacion previa. Elimina hidrocarburos arométicos y
disminuye los hidrocarburos polares. El uso de puentes salinos de buffer fosfato mantuvo el pH del suelo y
valores aceptables de nutrientes que favorecen la degradacion. Por los costos que el sistema posee, se
recomendaria esta técnica para los suelos patagonicos después de una degradacion previa en la que no se
alcancen los niverles fijados por la reglamentacion.
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