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Abstract

Se estudit el efecto de un derrame de crudo en el suelo sobre algunas
propiedades microbiologicas, quimicas y de la vegetacion colonizadora. El sitio
correspondi6 al yacimiento El Huemul-Koluel Kaike de la Total Austral S.A. (Pcia.
Santa Cruz). Se analizaron parcelas por triplicado con 0, 1.95 y 3.90 % p/p de petroleo
crudo aplicado en superficie e incorporado a los 3 primeros cm del suelo (6/11/96).
Cada parcela se dividi6 en dos fracciones, una de las cuales fue fertilizada con N y P.

La flora bacteriana aerébica total y la flora degradadora de hidrocarburos
mostraron variaciones significativas en funcién del tiempo y de la dosis de crudo
aplicado al suelo. La fertilizacién con Ny P provocd una disminucién inicial en la flora
degradadora de la parcela sin contaminar pero aumenté el recuento final en las parcelas
contaminadas. Se observé un incremento de la flora fingica degradadora luego de la
aplicacién de crudo, la cual se mantuvo relativamente constante con el tiempo y con la
fertilizacion.

La cobertura vegetal colonizadora disminuy6 con la dosis de crudo y dentro de
cada dosis aument6 con la fertilizacién. La capacidad de intercambio catiénico y los
cationes intercambiables disminuyeron con la aplicacién de crudo.

La concentracién de hidrocarburos totales en suelo disminuy6 con el tiempo y no
fue afectada por la fertilizacion.
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Luego de 18 meses desde la contaminacion, el ecosistema en general se
encuentra en claras vias de recuperacion.

Introduccion

La Patagonia es una de las areas del pais mas productivas tanto para la produccion
de lana como para la produccién petrolera. Los derrames accidentales de crudo sobre los
suelos requieren inicialmente un tratamiento rapido y efectivo (Calderén y Rodriguez,
1996). Luego del tratamiento inicial, comienza el proceso de bioremediacion del suelo se
este puramente natural o promovido por alguna técnica con el prop6sito de disminuir el
tiempo requerido para la reutilizacién del suelo contaminado. Se conoce perfectamente
que los hidrocarburos existentes en el petréleo crudo son susceptibles a degradacién por
microorganismos indigenas del suelo. El alcance de la biodegradacién depende entre otras
cosas de la concentracion de oxigeno, la humedad y la disponibilidad de nutrientes
(Lawlor et al., 1997). En suelos de la Patagonia continéntal, derrames accidentales de
crudo tratados con nutrientes, han mostrado una sensible disminucién en el total de
hidrocarburos presentes en el suelo (Luque et al., 1996), resultados similares se
obtuvieron en Tierra del Fuego, en donde al cabo de tres afios un valor inicial de 3 % de
hidrocarburos totales presentes en el suelo se redujo a un valor de 0.17 % (Mendoza et
al., 1997).

Luego de ocurrida la contaminacién, algunas propiedades del suelo se ven
afectadas, pueden influir en el crecimiento vegetal y alterar el tiempo necesario para la
reutilizacion del recurso suelo. No existen en nuestro pais muchos antecedentes
relacionados con los cambios producidos en las propiedades microbiolégicas y quimicas
del suelo luego de una contaminacién con crudo a nivel de campo. Por esta razén, se ha
planteado este estudio que tiene como objetivo estudiar el efecto de la contaminacién de
crudo sobre la flora degradadora de petréleo, la vegetacién y algunas caracteristicas
quimicas del suelo relacionadas directamente con el nivel nutricional del mismo para el
crecimiento vegetal.

Materiales y Métodos

El sitio utilizado para el estudio fue el yacimiento El Huemul-Koluel Kaike de la
Total Austral S.A. (Provincia de Santa Cruz). El suelo donde se establecié el ensayo es
representativo del drea del yacimiento y presenta los problemas tipicos del 4rea de
escasa humedad y erosion edlica para el crecimiento vegetal. Mas detalles de las
caracteristicas del suelo utilizado y la vegetacion se pueden encontrar en otro trabajo
referido a la locacién EH 1157 de la zona centro del yacimiento. (Mendoza et al.,
1998).
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En noviembre de 1996, se cercé un area homogénea del terreno de 20 x 20 m, y
se aplico petréleo crudo en superficie para luego incorporarlo en los primeros 3 ¢cm del
perfil. Las concentraciones de crudo correspondieron a: 0, 1.95 y 3.90 % p/p. Los
tratamientos se dispusieron en parcelas de 2 x 2 m con tres repeticiones, se dividio las
parcelas a la mitad y en una de las mitades se aplico N (urea) y P (superfosfato triple)
de forma conjunta. Luego se realizaron muestreos de suelo cada seis meses en cada
uno de los tratamientos. Se midio:

Microorganismos de suelo: flora bacteriana heterdtrofa aerdbica total determinada en
agar caseina-peptona-almidon (Wynn-Williams, 1992), flora bacteriana degradadora de
hidrocarburo por la técnica del nimero mas probable en policubetas de 96 celdas y
reveladas con violeta de iodonitrotetrazolio (Wrenn y Venosa, 1996). La flora fungica
degradadora de hidrocarburo se estimé a partir de su crecimiento en placas con medio
salino basal agarizado y gasoil como unica fuente carbonada y de energia.

Caracteristicas quimicas: pH (Peech, 1965); conductividad eléctrica (CE), (Bower y
Wilcox, 1965); capacidad de intercambio catiénico (CIC), (Chapman, 1965a); cationes
de intercambio (Ca, Mg, Na y K), (Chapman, 1965b) y contenido de hidrocarburos
totales (HCT) por dos metodologias, espectrometria infrarroja , IR, (EPA No. 418.1;
Kopp y Mc Kee, 1983); y cromatografia gaseosa, CG, utilizando un detector de
ionizacién de llama.

Vegetacion: luego de un afio de iniciado el ensayo, se midio el estado de la vegetacion del
suelo por el método de Braun-Blanquet modificado por Westhoff y Van der Maarel
(1978), que estima el grado de cobertura vegetal.

Tratamiento estadistico: los resultados se evaluaron por medio de un analisis de
varianza y la diferencia entre los tratamientos se evalu6 por el analisis de comparacion
multiple de la diferencia minima significativa (DMS) a una probabilidad de P < 0.05.

Resultados y Discusién

Flora bacteriana aerobica total

El nimero de bacterias aerdbias totales aument6 tanto en mayo como en
noviembre de 1997 con la cantidad de hidrocarburo aplicado al suelo y con el
transcurso del tiempo. Sin embargo, no se detectaron diferencias por efecto de la
fertilizacién, ni tampoco algiin efecto significativo por la interaccién entre las variables
estudiadas (Tabla 1, Fig. 1). La ausencia de un efecto promotor del crecimiento por
parte de los nutrientes agregados, sobre la flora bacteriana total de este suelo
patagonico, ha sido observada previamente en otras regiones de suelos pobres en
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nutrientes y clima frio (Mac Cormack et al. 1998), y seiiala las diferentes respuestas
que distintas poblaciones naturales pueden mostrar ante la presencia de niveles de
nutrientes superiores a los encontrados en su estado natural.

El nimero de bacterias totales al comienzo del ensayo (noviembre 1996) en el
suelo no contaminado con petréleo disminuyé al cabo de los seis primeros meses para
luego aumentar, aunque sin llegar a superar el valor inicial (Fig. 1). En las muestras
contaminadas con petroleo, el nimero de bacterias fue igual y superior al valor inicial
luego de transcurridos seis y doce meses del comienzo del ensayo respectivamente
(Fig. 1). Los resultados sugieren la presencia de dos efectos simultineos y de sentido
contrario que han modificado el crecimiento de la poblacién bacteriana. Por un lado la
existencia de un efecto estacional que deprime inicialmente el mimero de colonias en el
suelo no contaminado luego de los seis primeros meses de iniciado el estudio (mayo
1997). Posiblemente esta disminucién, se haya debido a una baja de las temperaturas
en esa parte del afio. Por otro lado, la presencia de hidrocarburo en el suelo que
previene el efecto estacional depresivo y muestra valores del niimero de colonias
bacterianas similares a los encontrados al comienzo del ensayo (Fig. 1). Luego de un
afio del comienzo del ensayo (noviembre 1997), se restablecen los valores iniciales en
el suelo no contaminado y aumentan los valores en los suelos contaminados. Es posible
que el aumento de la temperatura en esa parte del afio haya contribuido a promover el
crecimiento bacteriano.

Flora bacteriana degradadora de hidrocarburo

En lineas generales, el nimero de bacterias degradadoras de hidrocarburo aumentd
con el agregado de petroleo, con el tiempo transcurrido y con la fertilizacion nitrogeno-
fosfatada (Tabla 2, Fig. 2). Ademas, la combinaci6n de las variables petréleo, tiempo y
fertilizante interaccion6 de manera positiva y significativa sobre el nimero de colonias
encontradas en las muestras de suelo (Tabla 2).

En los suelos no fertilizados, hubo un claro efecto estacional pero no se observé un
aumento manifiesto del nimero de colonias con el agregado de hidrocarburo, que podria
mostrar una pobre respuesta de la flora bacteriana aut6ctona a la presencia de los
contaminantes. Sin embargo en los fertilizados, se observo claramente el efecto estacional
y el efecto de la presencia de hidrocarburo que aumentaron el nimero de colonias. En
este caso, la restitucion de una adecuada relacién C:N:P mediante la fertilizacién, podria
ser la causa de este efecto positivo, no observado en las parcelas sin fertilizar, en donde
el agregado del contaminante podria haber determinado un importante desbalance de la
relacion mencionada.



Flora fiingica degradadora de hidrocarburo

En los recuentos en placa, con medio minimo agarizado e hidrocarburo como tnica
fuente carbonada y de energia se observé un notable crecimiento de la flora fiingica. Si
bien la metodologia aplicada no es la mas adecuada para la estimacién de Ia biomasa de
este tipo de microorganismos, en los suelos no fertilizados se observé un incremento de la
flora fungica degradadora de hidrocarburos con el agregado de petréleo al 3.90%,
mientras que en los fertilizados no se observo efecto de ninguna de las variables (Tabla 3,
Fig. 3).

Caracteristicas quimicas del suelo

En los suelos no fertilizados, el pH, la CIC y los cationes de intercambio
disminuyeron con el agregado de petréleo crudo al suelo (Fig. 4). Para algunas variables y
dosis de petréleo hubo un efecto estacional significativo (pH), mientras que en otras no
hubo efecto (Ca). El Na y el K (no mostrado) siguieron similares tendencias que el Ca;
hubo una disminucién con el agregado de petréleo y no se observo efecto con el tiempo.

La disminucidén de la CIC y de los cationes de intercambio en el suelo sugiere
consecuentemente una disminucién de la disponibilidad de nutrientes para el crecimiento
vegetal. Este efecto podria deberse a una impermeabilizacion de las particulas del suelo
producida por el petréleo que impide el intercambio de nutrientes entre el suelo y la
solucién.

La disminucién en los valores de pH con el agregado de crudo resulta consistente
con el aumento observado en la poblacién bacteriana. Este aumento determinaria un
incremento en la produccién de acidos organicos y CO; , y de esta forma una disminucién
del pH en el suelo.

Cobertura de la vegetacion

Luego de un afio de comenzado el ensayo la vegetacién natural del lugar se
modificé por efecto del agregado de petréleo y la fertilizacién (Fig. 5). El petréleo crudo
en suelo disminuye la cobertura vegetal en directa relacién con la dosis aplicada. La
incorporacién de fertilizante disminuye el efecto del crudo sobre el crecimiento y aumenta
significativamente la cobertura vegetal (Fig. 5).

Hidrocarburo presente en el Suelo

El porcentaje de hidrocarburos totales presentes en el suelo determinado por IR
disminuy6 significativamente luego de un afio de iniciado el estudio y no se observo
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efecto atribuido a la fertilizacion (Tabla 4. Fig. 6). Este resultado es consistente con el
aumento observado en las bacterias degradadoras de hidrocarburo.

La disminucién en la concentracion de hidrocarburos presentes en el suelo
contaminado con el tiempo también se observo cuando se determind el total de
hidrocarburos en extractos de suelo por CG (Fig. 8 y 9). En el suelo sin contaminar, los
cromatogramas muestran que no hubo cambios importantes con el tiempo (Fig. 7). En los
suelos contaminados, los picos y el area de cada pico de los cromatogramas disminuye
con el tiempo. Existe también un corrimiento con el tiempo de los picos iniciales del
cromatograma hacia la derecha que indica la desaparicién de los hidrocarburos mas
livianos (Fig. 8 y 9).

Discusion General

La concentracion de hidrocarburos presentes en el suelo como consecuencia de un
derrame disminuye con el tiempo. Existen parametros medidos en el suelo y en la
vegetacion que permiten concluir que el ecosistema se encuentra en claras vias de
recuperacion. En lineas generales, los microorganismos degradadores aumentaron con el
tiempo y con la fertilizacién. Lawlor et al. (1997), en un trabajo similar sugieren que el
aumento en la poblacién microbiana podria relacionarse con una disminucién en el pH del
suelo como consecuencia de la produccién de acidos grasos y CO; liberados al medio por
la actividad microbiana. Se ha comprobado que la contaminacién del suelo con residuos
que contienen hidrocarburos livianos producen un mayor efecto depresivo sobre el
crecimiento vegetal que residuos con hidrocarburos pesados (Mendoza, 1998). En el caso
de petréleo crudo que contiene una proporcién importante de hicrocarburos livianos,
produjo una notable disminucién del crecimiento vegetal. Sin embargo la fertilizacion
nitrogeno-fosfatada aumenta el crecimiento vegetal en los suelos contaminados a niveles
equivalentes al suelo no contaminado y sin fertilizar. Este efecto podria acelerar la
bioremediacion del sitio y la restauracion del ecosistema. El agregado de crudo también
disminuye la disponibilidad de nutrientes en el medio, y este efecto podria contribuir atin
mas a deprimir el crecimiento vegetal. Este resultado podria justificar la importancia de la
fertilizacién en un proceso de bioremediaciéon de un suelo que ha sufrido contaminacién
con petréleo.
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Tabla 1. Analisis de Varianza del nimero de bacterias heterotrofas aerobicas totales en
suelo.

Fuente de grados de Valor Nivel de
variacion libertad de F significancia
Efecto Principal
HC 2 3.621 0.0495 *
Tiempo (T) 1 5228 0.0362 *
Fertilizacién (F) 1 0.578 0.4663 ns
Repeticiones (R) 2 1.507 0.2514 ns
Interacciones
HCxT 2 0.525 0.6012 ns
HCxF 2 1.249 0.3134 ns
HCxR 4 1.166 0.3625 ns
TxF 1 0.001 0.9781 ns
TxR 2 0.171 0.8440 ns
FxR 2 0.432 0.6568 ns
Residual 16
Total - 35

ns. = no significativo.
* = significativo, P < 0.05 (5%).
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Tabla 2. Analisis de Varianza del namero de bacterias degradadoras de hidrocarburo en
suelo.

Fuente de grados de Valor Nivel de
variacion libertad de F significancia
Efecto Principal
HC 2 21.824 0.0070 **
Tiempo (T) 1 81.207 0.0008 ***
Fertilizacién (F) 1 30.422 0.0053 **
Repeticiones (R) 2 0.479 0.6510 ns.
Interacciones
Dobles
HCxT 2 20.926 0.0076 **
HCxF 2 15.631 0.0129 *
HCxR 4 0.798 0.5838 ns.
TxF 1 32.139 0.0048 **
TxR 2 0.908 0.4730 ns.
FxR 2 1.438 0.3384 ns.
Triples
HCxTxF 2 13.832 0.0160 *
HCxTxR 4 0.897 0.5406 ns.
HCxFxR 4 1.101 0.4641 ns.
TxFxR 2 1.018 0.4392 ns.
Residual 4
Total 35

ns. = no significativo.

* = significativo, P < 0.05 (5%).

** = significativo, P <0.01 (1%).

**#* = significativo, P < 0.001 (0.1%).
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Tabla 3. Analisis de Varianza del nimero de hongos degradadores de hidrocarburos en
suelo.

Fuente de grados de Valor Nivel de
variacion libertad de F significancia
Efecto Principal
HC 2 4933 0.0214 *
Tiempo (T) 1 3.278 0.0890 ns
Fertilizacion (F) 1 2.517 0.1322 ns
Repeticiones (R) 2 0.429 0.6583 ns
Interacciones
HCXT 2 0.590 0.5661 ns
HCxF. 2 1.576 0.2374 ns
HCxR 4 0.220 0.9235 ns
TxF 1 2.998 0.1026 ns
TxR 2 0.157 0.8557 ns
FxR 2 1.780 0.2004 ns.
Residual 16
Total 35

ns. = no significativo.
* = significativo, P < 0.05 (5%).
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Tabla 4. Analisis de Varianza de la concentracién de hidrocarburos totales en suelo.

Fuente de grados de Valor Nivel de

variacion libertad de F significancia

Efecto Principal
HC 2 115.063 0.0000 **#*
Tiempo (T) 2 26.968 0.0000 ***
Fertilizacion (F) 1 0.467 0.5073 ns
Repeticiones (R) 2 1.613 0.2173 ns

Interacciones r:
HCxT 2 7.631 0.0003 ***
HCxF 2 1.232 0.3071 ns
HCxR 4 1.213 0.3275 ns
TxF 1 0.168 0.8460 ns
TxR 2 1.347 0.2775 ns
FxR 2 0.007 0.9930 ns.

Residual 28

Total 53

ns. = no significativo.
*¥* = significativo, P < 0.001 (0.1%).
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Figura 1. Efecto del agregado de hidrocarburos al suelo sobre la poblacién de bacterias
heterétrofas aerébicas totales con el tiempo en suelos fertilizados y sin fertilizar.
El 11/96 corresponde al muestreo inicial antes de aplicar hidrocarburo y fertilizante.
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Figura 2. Efecto del agregado de hidrocarburos al suelo sobre la poblacién de bacterias
degradadoras de hidrocarburo con el tiempo en suelos fertilizados y sin fertilizar.
El 11/96 corresponde al muestreo inicial antes de aplicar hidrocarburo y fertilizante.
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Figura 6. Disminucién del porcentaje de hidrocarburos totales en suelo determinados por
IR por efecto del tiempo y la fertilizacion.
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Figura 7. Cromatogramas obtenidos a partir de extracciones de hidrocarburos en
muestras de suelo sin fertilizar y sin contaminar con petréleo para noviembre 1996,
mayo 1997 y noviembre 1997.
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Figura 8. Cromatogramas obtenidos a partir de extracciones de hidrocarburos en
muestras de suelo sin fertilizar y contaminadas con 1.95 % de hidrocarburo para
noviembre 1996, mayo 1997 y noviembre 1997.
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Figura 9. Cromatogramas obtenidos a partir de extracciones de hidrocarburos en
muestras de suelo sin fertilizar y contaminadas con 3.90 % de hidrocarburo para
noviembre 1996, mayo 1997 y noviembre 1997.
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