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Abstract

The electrokinetic technique is used to remediate hydrocarbon-contaminated soil. The
aim of this paper is to evaluate the feasibility of using this technology to remediate oil-
contaminated soils in the Gulf of San Jorge. The soils used in this experiment were
unsaturated soils contaminated by oil field operations being carried out in the area and
previously remediated by landfarming. A potential difference of 0.5V cm™ was applied
to the electroremediation cells for 120 days; bridges of phosphate salt were used for the
cells. Total hydrocarbons decreased from 4.22% to 3%, modifying the percentages of
aliphatic, aromatic and polar hydrocarbons. The pH changed from 7.96 to 8.6 and 7.1 in
the cathode and anode, respectively. The final pH values were compatible with the
degrading bacterial community, whose colony-forming numbers did not present any
alteration. On the cathode, there was an increase in the percentage of Gram-positive
bacteria. Most of the species isolated were identified as Microbacterium luteus.

Keywords: electrokinectic, TPH, bacteria, unsaturated soil.

Introduccion

La electrorremediacion es una tecnologia utilizada para restaurar suelos
contaminados por la aplicacion de un campo eléctrico a partir de corriente directa
[1]. Al aplicar corriente directa en un suelo, los contaminantes existentes pueden
ser removidos debido a que se producen, en su matriz, movimientos de
electromigracion, electro6smosis y electroforesis [2]. Esto produce un aumento
de la biodisponibilidad de compuestos orgdnicos, lo que lleva a un aumento en la
biodegradacion de los mismos [3]. Existen diferentes factores que influyen en el
proceso. Uno de ellos es el pH, se produce una acidificacion en la region del
anodo y una alcalinizacion en la del catodo. Otro factor es el contenido de agua
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del suelo contaminado, éste debe estar en un porcentaje Optimo para el pasaje de
corriente sin llegar a producir saturacion, ya que podria inhibir los procesos de
biorremediacion a cargo de los microorganismos [4].

Desde hace un siglo, en la regiéon del Golfo San Jorge se realizan actividades
relacionadas con la extraccion de hidrocarburos. Durante este tiempo se fue
modificando la legislacion ambiental, haciéndose més exigente y fijando limites
mads estrictos con respecto a la concentracién de hidrocarburos presente en suelos
contaminados. Esto implicé el saneamiento de suelos con contaminaciones
antiguas de hidrocarburos poco biodisponibles. Actualmente en la region se
aplican, para resolver este tipo de problemas, técnicas de biorremediacion
convencionales asistidas con nutrientes por los métodos de landfarming o
biopilas. Estas dan excelentes resultados con hidrocarburos alifiticos, y en la
mayoria de los casos, con hidrocarburos arométicos y polares [5]. Uno de los
inconvenientes de estos hidrocarburos, aromdticos y polares, es su
biodisponibilidad. La electrorremediacion aumenta la biodisponibilidad de este
tipo de compuestos favoreciendo la posterior biodegradaciéon de los mismos [3].
Esta técnica se ha aplicado exitosamente en suelos saturados contaminados con
un hidrocarburo puro, disminuyendo esta eficiencia cuando se trabaja con suelos
que poseen una contaminacion antigua.

La electrobiorremediaciéon combina la aplicacion de corriente eléctrica directa
con técnicas de biorremediacion asistida con nutrientes, aireacién y agua. Se
busca estimular la biodegradacion de contaminantes organicos al introducir
nutrientes para las bacterias dentro del suelo, de manera que el campo eléctrico
acelere la desorcion de los contaminantes desde las particulas de suelo,
incrementando su biodisponibilidad para que los microorganismos los incorporen
a su metabolismo, o bien sean estabilizados como resultado de reacciones
quimicas entre el contaminante y productos metabdlicos como el sulfuro y los
metales divalentes [6]. Esta modificaciéon ha sido probada con moléculas
orgdnicas sintéticas como TNT, BPC y pesticidas [7].

El objetivo de este trabajo es conocer la factibilidad de uso de esta tecnologia
para suelos no saturados contaminados con hidrocarburos de la region del Golfo
San Jorge.

Materiales y métodos

Toma de muestra

Se trabajo con un suelo proveniente de un sistema de biorremediacion por el
método de landfarming situado al norte de la ciudad de Comodoro Rivadavia, en
la region del Golfo San Jorge. Se tomaron 20 muestras del sitio a una
profundidad comprendida entre 10 y 30 cm que se mezclaron y redujeron por
cuartetos hasta un peso de 15 kg sobre la que se realizaron los estudios. El suelo
posee un pH de 7.4, humedad de 1.88%, densidad aparente de 1.19 g.mL’,
densidad real de 1.56 g.mL"", { -25.30, hidrocarburos totales 4.22%.
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Figura 1. Esquema del sistema utilizado para la experiencia de electrobiorremediacién
y localizacion de la toma de muestras durante el ensayo.

Experiencia de electrobiorremediacion

Para los ensayos se utilizaron tres cubas de vidrio de 58 cm de largo, 15 cm de
alto y 15 cm de ancho. El interior de estas estuvo dividido por vidrio en tres
compartimientos, dos de ellos de 10 cm de largo, 15 cm de alto y 15 cm de
ancho, ubicados uno a cada extremo de las cubas en donde se colocaron las
soluciones buffer. El tercer compartimiento fue el central, de 38 cm de largo, 15
cm de alto y 15 cm de ancho, donde se colocé el suelo (Fig. 1). La experiencia de
electrobiorremediacion consistié en la colocacion de buffer fosfato de potasio 1
M en los compartimientos de los extremos. El buffer a pH 5.8 se colocé en el
compartimiento correspondiente al cdtodo y el de pH 7.8 en el correspondiente al
anodo [8]. En estas soluciones fueron sumergidos los electrodos de platino y el
paso de corriente a través del suelo se logré por la unién de las soluciones buffer
con el suelo, utilizando puentes salinos de buffer fosfato. Para los ensayos se
utilizaron 4 kg de suelo fertilizado con nutrientes para corregir su relacion C:N:P.
La humedad del suelo utilizado fue de 12 a 15% [2, 9] y el voltaje aplicado fue
de 0.5 V.cm™ [10]. Como control, se utilizaron dos sistemas sin aplicacién de
corriente. Uno con iguales caracteristicas respecto al contenido de nutrientes y
humedad (NH), y otro solo con respecto a la humedad (H). Al inicio y al final de
la experiencia se realiz6 un andlisis fisico, quimico, bacterioldgico y aislamiento
e identificacion de cepas bacterianas. Todos los sistemas fueron incubados a 24
°C durante 120 dias.

Anadlisis fisico y quimico

Las determinaciones y cuantificaciéon de pH, cationes y aniones se realizaron
sobre un extracto de suelo 1:2.5 en agua destilada. La determinacion de pH fue
realizada con electrodo de vidrio. El contenido de amonio como azul de
indofenol y el de fosfato con azul de molibdeno. El nitrito se determiné con 4cido
sulfanilico y 1-naftilamina y el nitrato con brucina en presencia de &cido
sulfirico [11]. Las determinaciones de temperatura y humedad por secado a 105
°C se realizaron segtin lo propuesto por Garcia Trejo [12]. El contenido de
hidrocarburos totales (HT) se determin6 sobre 50 g de suelo mediante extraccion
en un equipo Soxhlet durante 24 h utilizando tricloroetano como solvente de

363



G.N. Pucci et al. / Port. Electrochim. Acta 30 (2012) 361-370

extraccion. Los hidrocarburos extraidos fueron cuantificados por diferencia de
pesada [5]. Las fracciones de hidrocarburos alifdticos y aromaticos de los HT
obtenidos fueron separadas por cromatografia en columna de silicagel a partir de
0.3 g de residuo. Como solventes de elucion se utilizaron 250 mL de hexano y
150 mL de benceno para los hidrocarburos alifaticos y aromaticos,
respectivamente. Las fracciones obtenidas se cuantificaron por diferencia de
pesada [5]. La humedad de las cuba se sigui6 semanalmente manteniendo los
valores entre 12-15% durante toda la experiencia.

Enumeracion de microorganismos

El nimero de microorganismos fue determinado por la técnica de conteo en
placa. Se utilizé una suspension de 10 g de suelo en 90 mL de solucion
fisioldgica estéril que se agitdé 30 minutos a 150 r.p.m. Para bacterias heterdtrofas
se utiliz6 el medio R2A [13] (extracto de levadura 0.5 g, peptona &dcida de
caseina 0.5 g, casamino &acido 0.5 g, glucosa 0.5 g, almidon 0.5 g, acetato de
sodio 0.5 g, fosfato 4cido di potésico 0.3 g, sulfato de magnesio decahidratado 5
g, sulfato de sodio 36.6 g, cloruro de sodio 0.99 g, cloruro de potasio 7.51 g,
cloruro de magnesio 1.42 g, bicarbonato de sodio 1.008 g, agar-agar 14 g, agua
destilada 1000 mL, pH 7.2). Para bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDH)
se utilizé un medio mineral (solucién I: cloruro de calcio 0.235 g, nitrato de
potasio 0.427 g, sulfato de amonio 5 g, cloruro de magnesio hexahidratado 1 g,
bicarbonato de potasio 1.2 g. Solucién II: fosfato dcido di sodico dihidratado 0.5
g, fosfato monopotasico 0.5 g. Solucion III: EDTA-Na 800 g, cloruro ferroso 300
g, cloruro de calcio hexahidratado 4 g, cloruro de manganeso tetrahidratado 10 g,
sulfato cuprico 1g, permanganato de potasio dihidratado 3 g, cloruro de zinc 2 g,
cloruro de litio 0.5 g) al cual se le agregé 30 uLL de una mezcla de petrdleo y
gasoil 1:1 por diseminacidn en superficie que se denomin6 MBM-PGO [5].

Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas

A partir de las placas de MBM-PGO utilizadas para conteo de bacterias, se
aislaron e identificaron 90 cepas por metil ésteres de acidos grasos (FAMEs)
segun el método Sherlock MIDI version 6.0. La extraccion de acidos grasos de
membrana se realiz6 sobre 40 mg de masa celular comenzando con una
saponificacién con alcohol metilico, hidréxido de sodio y agua (150 mL: 45 g:
150 mL). Posteriormente se realizé una metilacion con 4cido clorhidrico 6 N y
alcohol metilico (325 mL: 275 mL), seguido de una extraccién con n-hexano y
metil terbutil éter (1:1). Finalmente se realiz6 un lavado con hidréxido de sodio y
agua (10.8 g en 900 mL) de acuerdo a lo propuesto por el sistema de
identificacion (MIDI Newark, Del., USA).

Los 4cidos grasos obtenidos se determinaron como metil ésteres por
cromatografia gaseosa. Para tal fin se utiliz6 una columna capilar Ultra 2 de 25 m
de longitud y 0.2 mm de didametro. El andlisis se llevd a cabo con un
cromatografo HP 6890 series II 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 ionizacién de llama). La
integracion de los pico se efectué mediante el programa HP 10.01 Chem Station.
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Los 4cidos grasos fueron identificados utilizando el sistema Sherlock (version
6.0) con el estindar Agilent “Calibration standards kit for the microbial
identification system”. La composicién en 4cidos grasos fue calculada como
porcentaje del area de pico (MIDI).

Andlisis de resultados

Los valores de hidrocarburos y recuentos bacterianos se analizaron por andlisis
de la varianza (ANOV A) mediante el programa BIOM (Applied Biostastics INc
3 Heritage Setauket NY 117II USA). Para el estudio de la comunidad bacteriana
se realizé un andlisis de componentes principales utilizando el programa PAST.

Resultados y discusion

La aplicaciéon de corriente directa a un suelo, puede producir cambios en su
granulometria, contenido de materia orgénica, conductividad eléctrica y cantidad
de sales solubles, disminuyendo su contenido en sales inorgdnicas como nitrato,
fosfato y sulfato, empobreciendo de esta manera el suelo [1]. También produce
modificacion de su pH, con disminuciéon de pH en la region del d&nodo y con
aumento en la del catodo. El campo eléctrico aplicado al suelo estudiado, indujo
migracion de nutrientes (Tabla 1). Esto modificé la biodisponibilidad de fosfatos,
ya que aumentd su concentracion, estando de acuerdo con los resultados
encontrados por Xuejun et al. [14]. Se observd que el fosfato se mantuvo en
mayor concentracion en la regién del citodo, posiblemente por su liberacion
desde el puente salino utilizado. Gootaek et al. [15] recomienda la utilizacién de
trietilfosfato como fertilizante en este tipo de sistemas, ya que este compuesto no
es captado por el caolin presente en el suelo y asi, se mantiene la concentracion
de fosfato constante, logrando mejores resultados en el proceso de
biodegradacion de hidrocarburos. Otro problema que presenta el agregado de
fosfato inorgénico en suelos, es que en presencia de calcio, tiende a formar sales
insolubles provocando su precipitacion y haciéndolo poco biodisponible para los
microorganismos. En los sistemas de electrobiorremediacidn, el i6n nitrato posee
una alta movilidad relativa [16], observandose que en presencia de un campo
eléctrico, su desplazamiento es en direccion al d&nodo (Fig. 2). El aumento de la
concentracion de nitrato observado en la regién del cdtodo y del dnodo en el
sistema sometido a un campo eléctrico, y del suelo del sistema NH, también pudo
deberse a la presencia de bacterias nitrificantes, que son frecuentemente
observadas en los suelos de la region [11].

La electro6smosis se encuentra siempre en funcién del grado de saturacién del
suelo, por ello, es un factor importante en los sistemas de electrobiorremediacion.
La distribucién no homogénea de la humedad del suelo, se debe a que el agua se
mueve en direccion de uno de los electrodos, el cidtodo, aumentando la humedad
del suelo cercano a éste, la misma se mantuvo durante toda la experiencia dando
el valor més alto de 16.5 %, y disminuyendo en el suelo cercano al dnodo, en el
cual fue incorporada una cantidad variable de agua después del dosaje de la
humedad para mantener el valor. Esta disminuciéon se encuentra asociada al
desarrollo de poros de presion negativa, a variacion de pH y de la fuerza del
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campo eléctrico, lo cual resulta en una tasa de flujo electroosmético irregular [1,
2, 17].

Tabla 1. Valores de pH, hidrocarburos totales del petréleo extraidos por soxhlet y
fraccionamiento del petrdleo en hidrocarburos alifaticos, y aromaticos por columna de
silicagel, valores de los recuentos bacterias totales (R2A) y de bacterias degradadoras de
petréleo (MBM-PGO) de los distintos sitios de la cuba con electricidad (dnodo, centro y
catodo) de las cubas control sin electricidad, una con humedad y nutrientes (NH) y otra
con humedad solamente (H), también se encuentra el valor inicial de la muestra de
suelo.

Inicial Anodo Centro Catodo NH H
pH 7.96 7.1 8.1 8.6 8 8.02
HT® 4.22 2.96 3.11 3.06 3.11 3.62
H. alifaticos® 22 7.99 10.26 9.67 10.79 14.26
H. aromiticos® 13 7.76 6.84 12,15 9.42 9.96
R2A° 2.6x10°  8.0x10’ 7.0x10’ 5.0x10’ 4.4x107 8.9x10’

MBM-PGO* L1x10°  85x107  9.4x107  58x10"7  4.4x10° 1.3x10’
NH: nutrientes y humedad, H: humedad. a: expresado en mg.kg™', b: expresado en % y c: expresado en UFC.g™".

| 350 1680
1600 116

114

Inicial  Anodo  Centra  Citodo NH H Inicial Anodo  Centra  Citodo NH H

C

Inicial  Anodo  Cenfro  Citodo NH H Inicial Anodo  Centro  Catodo NH H

Figura 2. Valores de los iones, nitrato, fosfato, nitrito y amonio en los lugares de
muestreo de las cubas con electricidad (dnodo, centro y cidtodo) de las cubas controles
que o posefan electricidad, la cuba con humedad y nutrientes (NH) y la cuba con solo
humedad (H). Las figuras A, B, C y D corresponden a ppm del i6n nitrato, fosfato,
nitrito y amonio respectivamente. NH: nutrientes y humedad, H: humedad.

La aplicacion de electrobiorremediacion en suelos saturados, tiene el problema
que, la circulacién del agua a través del mismo, remueve hidrocarburos,
generando un volumen de liquido contaminado que posteriormente debe ser
tratado. Una de las ventajas observadas al trabajar con suelos no saturados, es
que no se generan lixiviados en el sistema. Por otro lado, el mantenimiento de la
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humedad en sistemas no saturados, conlleva a un trabajo de seguimiento semanal
para mantenerla entre 12 y 15%, ya que, valores de humedad inferiores en el
suelo, implican un aumento de la diferencia de potencial que debe ser aplicada a
los electrodos para mantener un voltaje constante en el suelo, representando un
mayor gasto de energia y un menor rendimiento del sistema. La disminucion de
humedad en el suelo de los sistemas, también pudo deberse a evaporaciéon por
calentamiento de los mismos o al desarrollo de reacciones quimicas exotérmicas
por aplicacion de corriente directa [18]. La temperatura del suelo sometido a
electrobiorremediacion se mantuvo en 24.3 £ 1 °C durante todo el ensayo, con
una diferencia de 0.4 °C entre la region del dnodo y la del citodo, y una
temperatura ambiental de 24 + 2 °C. Esto demuestra que los cambios observados
en la humedad fueron, principalmente, debido a la presencia de un flujo
electroosmoético provocado por el campo eléctrico aplicado, similar a lo
observado por Schmidt ez al. [19] al trabajar con un voltaje de 0.3 V.cm™.

Los hidrocarburos presentes en el suelo utilizado poseian una degradacion previa
ya que la muestra fue tomada de un sistema de tratamiento por el método de
landfarming de varios afios de desarrollo. La aplicacion de
electrobiorremediacion aumenté la degradacion de los hidrocarburos presentes
caracterizados por una marcada recalcitrancia al no ser biodegradados en el
tiempo en que se desarroll el tratamiento de landfarming.

Se observé una disminucién de hidrocarburos totales y un cambio en los
porcentajes relativos de sus diferentes fracciones. En el sistema H, se observo la
menor disminucién de hidrocarburos totales, lo que podria estar asociado a una
baja biodisponibilidad de los hidrocarburos presentes [10].

Los ensayos de cromatografia en silicagel mostraron modificaciones en los
gramos de hidrocarburo contaminante (Tabla 1). La fracciéon de hidrocarburos
alifaticos presenté una disminucion en todos los tratamientos. En el sistema de
electrobiorremediacion, en la region del dnodo se observé una biodegradacion de
hidrocarburos alifaticos. Los hidrocarburos aromdticos presentaron mayor
biodegradacion en el centro de la cuba y un desplazamiento en direccion al flujo
electroosmotico.

La utilizacién de puentes salinos y de un voltaje de 0.5 V.cm™' mantuvo el pH del
suelo en valores Optimos para el desarrollo bacteriano, dejando de ser el pH un
problema para la biodegradacion de hidrocarburos durante los 120 dias en que se
desarroll6 la experiencia. El mantenimiento del pH en valores aptos para los
microorganismos produjo que su nimero no se modificara, ya que la diferencia
de un log es el error que se le pude atribuir al método. El cambio de pH en los
suelos, genera una carga en la membrana bacteriana que es responsable de la
migracion de los microorganismos hacia uno de los electrodos, dependiendo del
valor de pH [20]. A pH 7 o mayor, se genera una carga negativa que conlleva a
una migracién de los microorganismos hacia el dnodo [21], si bien la velocidad
en medios acuosos es rdpida, 5 cm.h™, en suelos este valor cae a 5 cm cada 6 h.
Cuando el pH es de 5.5 o menor, la carga de la membrana se hace positiva y esto
conlleva a un cambio en la direccion de migracion hacia el cédtodo. La
complejidad de las cargas superficiales que poseen las membranas bacterianas,
hace dificil predecir el comportamiento de las mismas con los pardmetros
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biofisicos [22]. La composicion de los polimeros de los microorganismos
contiene grupos carboxilo, sulfato, fosfato o amino, por lo que poseen grupos
acidos y basicos dando como resultado una superficie anfotérica que posee carga
negativa a pH alto y positiva a pH bajo.

Durantes las ultimas décadas, se realizaron diversos trabajos demostrando la
factibilidad de movimiento de las bacterias en suelos arcillosos y en medios
liquidos [10, 21]. Da Rocha et al. [23] trabaj6 con arcillas y esporas bacterianas,
demostré que la electroforesis es el fendmeno responsable de la migracion de
esporas de Bacillus, permitiendo un bioaumento de bacterias autdctonas. El suelo
cercano al citodo del sistema sometido a electrobiorremediacién, presenté un
predominio de Microccus luteus, microorganismo que posee un alto valor de
movilidad electroforética [22]. Este microorganismo se observd en menor
cantidad en el centro del sistema sometido a electrobiorremediacion y en el suelo
de los sistemas NH y H, utilizados como control. En la regién del danodo se
observo una diversidad bacteriana diferente, sin un marcado predominio de un
microorganismo especifico. Sin embargo, en esta region del sistema de
electrobiorremediacion, se aislé al género Arthrobacter, coincidiendo con lo
observado por Lear et al. [24]. Los microorganismos Gram negativos se
observaron en mayor porcentaje en la region del dnodo, mientras que los Gram
positivos se observaron en mayor porcentaje en la region central y en la del
catodo, como asi también en los controles NH y H. La region central del sistema
sometido al campo eléctrico, es donde la humedad se mantuvo sin variaciones
importantes y los nutrientes se observaron en baja concentracion, situacion que la
asemeja mds a las condiciones experimentadas en el sistema H (Fig. 3).

0,2

's.macrogoltabida

‘Anodo K rosea
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S lorrae A mysorens

‘No-ident + 'P. polymyxa
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Figura 3. Andlisis de componentes principales de las cepas identificadas.
A-xylosoxidans: Achromobacter xylosoxidans denitrificans, A-mysorens: Arthrobacter
mysorens, B-choshinenesis: Brevibacillus choshinenesis, B-reuszeri: Brevibacillus reuszeri
B-vesicularis: Brevundimonas vesicularis, E-vulneris: Escherichia vulneris, M-barkeri:
Microbacterium barkeri, M-luteus: Microccus luteus, M-lylae: Microccus lylae, No-ident: No
identificada, N-transvalensis: Nocardia transvalensis, O-antriphi: Ochrobactrum antriphi, P-
alginolyticus: Paenibacillus alginolyticus, P-polymyxa: Paenibacillus polymyxa, Rh-sp:
Rhodococcus  sp, S-macrogoltabida:  Sphingopyxis  macrogoltabida,  S-maltophilia:
Stenotrophomonas maltophilia, S-reticulum: Streproverticillium reticulum, V-paradoxuos:
Variovorax  paradoxuos,  V-pantothenticus:  Virgibacillus  pantothenticus,  S-terrae:
Sphingomonas térrea, K-rosea: Kocuria rosea, Bacillus-sp: Bacillus sp.
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Conclusiones

La electrobiorremediacion es un método aplicable a suelos contaminados con
hidrocarburos que ya poseen una biodegradacion previa por métodos bioldgicos
convencionales. El uso de puentes salinos de buffer fosfato mantuvo el pH del
suelo en valores compatibles con la viabilidad de los microorganismos, también
mantuvo valores aceptables de nutrientes favoreciendo la biodegradacion de los
hidrocarburos presentes. Por los costos que poseen este tipo de sistemas, se
recomendaria la aplicacion de esta tecnologia en suelos patagonicos, después de
la aplicacién de un biotratamiento en el que no se alcancen los niveles de
hidrocarburos fijados por la legislacion vigente.
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