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Optimizacion de un proceso de bioestimulacion en un suelo de Rio Gallegos, Argentina, para su utilizacion en biorremediacion de
hidrocarburos

Resumen: La bioestimulacion es una metodologia aceptada para promover la biorremediacion de hidrocarburos en un suelo. El objetivo del presente
trabajo fue optimizar la relacion C:N:P, humedad y concentracion y tipo de hidrocarburos para estudiar la viabilidad de un proceso de biodegradacién
de hidrocarburos en un suelo de la ciudad de Rio Gallegos, Argentina. Se realizaron cuatro bioensayos utilizando microcosmos para determinar las
condiciones de C:N:P (100:7.5:0.75, 100:5:0.5, 100:2.5:0.25 and 100:1:0.1), humedad (0% - 15 %), concentracion de hidrocarburos (0% - 5 %) y
tipo de contaminante para mejorar la eficiencia de la biorremediacion. La monitorizacion de los experimentos incluyo la mineralizacion y cuantificacion
de hidrocarburos y de bacterias heterétrofas y degradadoras de hidrocarburos. Los resultados demostraron que la relacion C:N:P 6ptima fue de
100:2.5:0.25, con un rango de incorporacién de humedad de entre 10-15% para un suelo con 3% de hidrocarburos. Se observé que con la aplicacion
de una adecuada bioestimulacion, la biorremediacién puede ser efectiva, estimandose que los hidrocarburos de la nafta podran volatilizarse gene-
rando una inhibicién de la actividad bacteriana. Los resultados también mostraron que cuando los hidrocarburos de la nafta son eliminados del suelo
en un 100%, la actividad bacteriana puede recuperarse y desarrollar la biodegradacion del gasoil, y en menor medida los del aceite, brindando
esto un panorama auspicioso para la aplicacion de esta tecnologia a gran escala en la region.
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Optimizing a biostimulation process in a soil of Rio Gallegos, Argentina, for use in bioremediation of hydrocarbons

Abstract: Biostimulation is an accepted methodology to promote the bioremediation of hydrocarbons in a soil. The objective of this work was to op-
timize the C: N: P ratio, humidity and concentration and type of hydrocarbons to study the viability of a hydrocarbon biodegradation process in a soil
in the city of Rio Gallegos, Argentina. Four experiences were developed in microcosms, testing different C:N:P ratios (100:7.5:0.75, 100:5:0.5,
100:2.5:0.25 and 100:1:0.1), relative humidity (0% - 15 %), hydrocarbon concentrations (0% - 5%), and contaminants (gasoline, diesel, lubricating
oil and mixtures of them). Monitoring included the mineralization and quantification of hydrocarbons and of heterotrophic and hydrocarbon degrading
bacteria. The results showed that the optimal C:N:P ratio was 100:2.5:0.25, with a moisture incorporation range of 10-15% for a soil with 3% hydro-
carbons. It was observed that with the application of adequate biostimulation, bioremediation can be effective, estimating that the hydrocarbons in
the gasoline may volatilize, generating an inhibition of bacterial activity. The results also showed that when the hydrocarbons of the gasoline are eli-
minated from the soil 100%, the bacterial activity can recover and develop the biodegradation of the diesel oil, and to a lesser extent those of the oil,
providing an auspicious panorama for the application of this large-scale technology in the region.

Keywords: pollution; Patagonia; oil; remediation

Introduccion

La utilizacién de hidrocarburos es algo indispensable en nuestra
vida cotidiana, teniendo como consecuencia negativa derivada de
Su uso, los problemas de contaminacion que se generan por diver-
sas causas (Vandecasteele 2008). Esto ocasiona una preocupacion
importante por las posibles consecuencias para el ecosistema y la
salud humana (Khan et al. 2018). Alo largo de las décadas, los mé-

todos bioldgicos de restauracion de ambientes contaminados con
hidrocarburos han recibido mucha atencion, por ser poco agresivos
dado a su potencial para reducir, desintoxicar y mineralizar este
tipo de contaminantes restaurando el equilibrio ambiental a bajo
costo (Tang et al. 2009; Ahmad et al. 2020). La biorremediacion se
define como el uso de microorganismos vivos, principalmente bac-
terias, para descomponer o degradar hidrocarburos del petréleo en
productos inocuos como el diéxido de carbono y el agua (Lawnic-
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zak et al. 2020). La biorremediacion se caracteriza por poseer mu-
chas ventajas, dentro de las que se destacan su rentabilidad, sim-
plicidad en la aplicacion de la tecnologia, conservacion de la textura
y propiedades del suelo y su capacidad para producir productos fi-
nales inocuos (Iman et al. 2019). Se ha demostrado que la bioesti-
mulacion es una técnica de biorremediacion eficiente para el
tratamiento de suelos contaminados (Wu et al. 2016).

La bioestimulacién, que implica la adicion de macronutrientes,
principalmente nitrégeno y fosforo, se considera el proceso de bio-
rremediacion mas simple y economico (Nwankwegu y Onwosi
2017). Los nutrientes que se incorporan son esenciales para que
se lleve a cabo el metabolismo bacteriano, y asi estos microrganis-
mos puedan llevar adelante la incorporacion de los hidrocarburos
como fuente de carbono y energia (Acuna et al. 2012). De forma
complementaria, también hay que adicionar agua en cantidad 6p-
tima, la cual suele ser en concentraciones que rondan el 50% de la
capacidad de retencion de agua del suelo donde se lleva adelante
el proceso de biorremediacion, siendo en muchas ocasiones nece-
sario realizar una adecuada aireacion de estos suelos (Azubuike
et al. 2016).

Diferentes relaciones entre carbono, nitrégeno y fosforo (C:N:P)
se han considerado como referencia para la adicion de nutrientes
en enfoques de bioestimulacion a lo largo de los afios (Dong et al.
2015; Acufia et al. 2020). Algunos autores informan que una rela-
cion C:N:P de 100:10:1 es la optima (Liu et al. 2011; Ahmad et al.
2020), pero no todos los suelos se comportan de la misma forma
respecto de la incorporacion de este tipo de nutrientes (Acufa et
al. 2007). Esto es porque para obtener resultados éptimos, esta
proporcion debe ajustarse en cada suelo en particular, ya que cada
suelo tiene su propia biodiversidad microbiana, lo que le confiere
necesidades bioldgicas particulares (Lawniczak et al. 2020). Estas
consideraciones son claramente visibles cuando se proporciona
una adicién excesiva de nutrientes, lo que resulta en la inhibicion
de la actividad biolégica con una menor degradacién de hidrocar-
buros (Acufia et al. 2007; Liu et al. 2011). Por esta razon, la optimi-
zacion de esta estrategia es un paso clave antes de la aplicacion a
gran escala de este tipo de tecnologias de saneamiento ambiental
(Al-Hawash et al. 2018).

En trabajos anteriores se han discutido las posibilidades de
aplicacion de los métodos de biorremediacion en suelos semiari-
dos de la Patagonia (Alvarez 2015; Alvaro et al. 2017; Acuia et al.
2018), llegandose a la conclusion de que es posible una buena
biodegradacion aun en climas y suelos con caracteristicas extre-
mas como los de la Patagonia central. De esta forma, Carrizo et
al. (2015) demostraron que en suelos de la region norte de la pro-
vincia de Santa Cruz es posible la biodegradaciéon de mezclas
complejas de hidrocarburos a escala de campo mediante la utili-
zacion de biopilas. Encontraron un porcentaje de biodegradacion
de estos compuestos cercano al 50% con la realizacion de una
adecuada bioestimulacion. Sin embargo, poco se conoce respecto
de la optimizacién de los parametros fundamentales que regulan
el proceso de biorremediacion en suelos del extremo sur de la Pa-
tagonia Argentina, ya que la gran mayoria de los desarrollos de in-
vestigacion en este sentido fueron focalizados en la zona central
y norte de esta region. Recientemente Cambarieri et al. (2020) y
Acuia et al. (2020) han demostrado que en los suelos de la ciudad
de Rio Gallegos, extremo sur de la Patagonia Argentina, es posible
realizar procesos de biorremediacién de hidrocarburos provenien-
tes de residuos de estaciones de despacho de combustibles. No
obstante, es escaso el conocimiento respecto de cual sera para
estos suelos la relacion 6ptima de C:N:P, la cantidad necesaria y
6ptima de humedad a incorporar, como la cantidad y tipo de hidro-
carburos que pueden ser biodegradados por las comunidades bac-
terianas presentes.

El objetivo del presente trabajo fue optimizar los parametros de
relacién C:N:P y humedad con diferentes concentraciones y tipos
de hidrocarburos para estudiar la viabilidad de un proceso de bio-
degradacion de hidrocarburos destilados de petréleo de un suelo
de la ciudad de Rio Gallegos, Santa Cruz, Argentina.
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Materiales y Métodos

Caracterizacion de la muestra suelo

Se tomd una muestra de suelo patagénico de aproximadamente
8 kg en las inmediaciones de la ciudad de Rio Gallegos, Santa
Cruz, Argentina, a una profundidad comprendida entre los 10 y 30
cm. La misma se tamiz6 con una malla de 2 mm de poro y se al-
maceno hasta su posterior caracterizacion fisica, quimica y micro-
bioldgica.

Determinacion de aniones y cationes

Se realizaron determinaciones de humedad, densidad real, den-
sidad aparente, porosidad, capacidad de retencion de agua y por-
centaje de materia organica e inorganica, segun lo propuesto por
Garcia Trejo (1981). La determinacion de pH, cationes y aniones
se hizo sobre un extracto de muestra 1:2.5 en agua destilada. La
medicion de pH se realizo potenciométricamente con electrodo de
vidrio. Se midieron el contenido de carbonato y bicarbonato por ti-
tulacién con acido clorhidrico 0.1 N utilizando fenolftaleina y helian-
tina como indicadores (Peressutti et al. 2003). EI contenido de
sulfatos, se efectio a través del método turbidimétrico, basado en
su precipitaciéon en medio 4cido. Las mediciones de calcio y mag-
nesio se hicieron a través de complejometria con EDTA, a pH 12,
para el primero de ellos utilizando murexida como indicador y a pH
10 con negro de ericromo T como indicador, para el segundo (Pe-
ressutti et al. 2003). Los cloruros fueron determinados por el mé-
todo de Mohr, el idn amonio como azul de indofenol y el fosfato con
azul de molibdeno (Acuia et al. 2008). El contenido de nitrito se
midié por colorimetria con acido sulfanilico y 1-naftilamina y el ni-
trato con brucina en presencia de acido sulfdrico (Acuia et al.
2008). Para la cuantificacion de metales pesados, 0.5 g de suelo
fueron sometidos a una extraccion con acido nitrico segun lo esta-
blecido en la norma EPA 3050B. Los metales Ag, As, Cd, Cu, Cr,
Hg, Ni, Pb, Zn, Ba y Se se cuantificaron por espectrometria de ab-
sorcién atomica segun las normas EPA 7000B, 7061Ay 7741A.

Anélisis microbioldgico

El recuento de bacterias heterétrofas (BAT) y degradadoras de
hidrocarburos (BDH) se realizé por el método de diseminacion en
superficie. Para ello se realizé una suspension de 1 g de muestra
en 9 ml de solucion fisioldgica estéril y se homogeneizé en un agi-
tador orbital por 30 minutos a 80 r.p.m. El medio de cultivo utilizado
para BAT fue R2A y para BDH fue MM-PGO de acuerdo a lo pro-
puesto por Acuia et al. (2012). La incubacién de las placas de re-
cuento se realizé a 28°C por 20 dias.

Anélisis de hidrocarburos totales del petroleo

Para la evaluacion de los hidrocarburos se siguieron los linea-
mientos propuestos para este tipo de andlisis segun la norma
TNRCC 1005. A tal efecto, 10 gramos de suelo fueron colocados
en un vial de 20 mLy 10 mL de pentano fueron agregados. Los via-
les fueron agitados en wun agitador horizontal a 120
oscilaciones.min! por una hora. Los extractos se dejaron decantar
toda la noche para finalmente separar la fase organica. Para la
identificacion y cuantificacion se utilizé un cromatografo de gases
marca Agilen, modelo 7890B, con un detector tipo FID alimentado
por hidrégeno y aire cromatografico. El puerto de inyeccion fue
Split/splitless y la inyeccién de las muestras se realizé con jeringa
de 10 pL con una torre de inyeccion automatica. La columna utili-
zada fue HP-5 de marca Agilen de 30m x 0.32mm x 0.25um con
gas nitrégeno como carrier a un flujo de 3mL.min"". Las condiciones
de corrida que se utilizaron fueron: volumen de muestra inyectado
fue de 1 pL en modo splitless con un flujo de inyeccién de 20
mL.min"! con una temperatura del inyector de 285°C. El programa
del horno comenzé a 30°C por 3 minutos, seguido de una rampa
de 15°C.min"" hasta alcanzar los 300°C de temperatura que luego
se mantuvo 5 minutos. Luego se utilizé una rampa de 15°C.min-"
hasta alcanzar los 325°C, temperatura que se mantuvo hasta al-
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canzar los 30 minutos de corrida total. El detector FID se mantuvo
a una temperatura de 325°C, con un flujo de hidrogeno de
30mL.min"y de aire cromatografico de 400mL.min"". La cuantifica-
cion se llevé a cabo utilizando los estandares propuestos por las
normas EPA 8015 y TNRCC 1005.

Ensayo de Biorremediacién asistida

Optimizacion de la relaciéon C:N:P y de la fuente de nitrogeno

Se disefiaron microcosmos con 200 g de suelo, por triplicado,
a los que se les variaron las proporciones de C:N:P y la fuente de
nitrogeno. Las relaciones de C:N:P estudiadas fueron: 100:7.5:0.75,
100:5:0.5, 100:2.5:0.25 y 100:1:0.1. Las fuentes de nitrégeno que
se emplearon fueron nitrato de potasio y sulfato de amonio, y como
fuente de fésforo se utilizd fosfato monopotasico. A todos los siste-
mas se les incorpord agua para lograr un valor de humedad en el
suelo igual al 50% de su capacidad de retencién de agua, y gasoil
al 3%. En el interior de cada sistema, se colocé un recipiente con
NaOH de concentracion conocida con el objeto de fijar diéxido de
carbono generado a partir de la mineralizacién de los hidrocarburos
presentes, para luego titularlo con una solucién valorada de HCI
con heliantina y fenolftaleina como indicadores (Acufia et al. 2020).
De esta manera se monitoreo la produccion de dioxido de carbono
con una frecuencia aproximada de 2 dias. Los sistemas se incuba-
ron a una temperatura de 28°C durante un total 60 dias.

Optimizaciéon de humedad

Para la ejecucion de esta experiencia fueron disefiados 7 mi-
crocosmos por triplicado con 200 g de suelo, con el fin de evaluar
el rango de concentracién de humedad mas efectiva para el pro-
ceso de biodegradacion. Para tal fin se empled la relacion C:N:Py
fuente de nitrdgeno a incorporar a los sistemas, que exhibiera los
mejores resultados en las experiencias de optimizacion de estos
parametros. El contaminante incorporado fue gasoil con una con-
centracion de 3%. Los porcentajes de humedad adicionados fue-
ron: 0%, 2.5%, 5%, 7.5%, 10%, 12.5% y 15%. Los sistemas se
monitorearon con una frecuencia aproximada de dos dias, con el
objeto de medir la produccion de diéxido de carbono generada por
la mineralizacién de hidrocarburos, a través del método explicado
anteriormente. Los sistemas se incubaron a una temperatura de
28°C, durante 60 dias.

Rango de concentracion de contaminante ensayado

Para la determinacion del rango de concentracion de hidrocar-
buros en el que el proceso de biodegradacién se produce con
mayor eficiencia, fueron confeccionados 10 microcosmos por tripli-
cado con 200 g de suelo, con la relacion C:N:P, fuente de nitrégeno
a incorporar en los sistemas, y porcentaje de humedad, que mos-
traran los mejores resultados obtenidos a partir de las ensayos de
optimizacion de estos parametros. El contaminante empleado en
la experiencia fue gasoil, y se aplicé en las siguientes concentra-
ciones: 0%; 0.5%; 1%; 1.5%; 2%; 2.5%; 3%; 3.5%; 4% y 5%. Fi-
nalmente, los sistemas fueron incubados a una temperatura de
28°C durante 60 dias. Los mismos se monitorearon por dosaje de
diéxido de carbono generado por la mineralizacion de hidrocarbu-
ros, por el método explicado anteriormente, con una frecuencia
aproximada de 2 dias.

Los datos obtenidos de las experiencias mencionadas, fueron
utilizados para calcular la tasa o velocidad de mineralizacién segun
la siguiente ecuacion:

7 = Aco, ecuacion(l)
A

donde pcoz es la velocidad de mineralizacion expresada en
mgCO2.kg™" de suelo por dia, ACO:2 es el CO2 producido en el mi-
crocosmo en un periodo de tiempo determinado expresado en
mgCO2.kg™' de suelo y At el tiempo en dias del periodo estudiado.
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Biodegradacion de destilados del petréleo

Para estudiar la capacidad de los microorganismos del suelo
de biodegradar los destilados de petroleo, se confeccionaron seis
microcosmos por triplicado con la relacion C:N:P, fuente de nitro-
geno a incorporar en los sistemas, porcentaje de humedad y de hi-
drocarburos, que exhibieran los mejores resultados en las
experiencias de optimizaciéon de estos parametros (C:N:P: de
100:2.5:0.25 con KNOs; como fuente de nitrégeno, 10% de hume-
dad y 3% de hidrocarburos). El primer microcosmo (Blanco), fue el
blanco de la experiencia, que se confecciono de igual forma que el
resto pero sin el agregado de ningun hidrocarburo. El segundo (Ga-
soil), al cual se le incorporé6 como contaminante gasoil, el tercero
(Nafta) al cual se le incorporé nafta como contaminante y el cuarto
(Aceite) al que se le incorporé aceite lubricante. El quinto sistema
(GO/Ace) se contamin6 con una mezcla 1:1 de gasoil y aceite lu-
bricante y el sexto (GO/Naf/Ace) con una mezcla 1:1:1 de gasoil,
aceite lubricante y nafta. Estos sistemas se incubaron a una tem-
peratura de 28 °C durante 100 dias.

Los microcosmos fueron monitoreados cada dos dias, con el
objeto de medir el didxido de carbono producido a partir de la mi-
neralizacion de los hidrocarburos. Las mediciones se realizaron por
el método anteriormente mencionado y los datos obtenidos fueron
utilizados para determinar la tasa o velocidad de mineralizacion
segun lo expresado en la ecuacion (1). Por otro lado, se tomaron
muestras de suelo en los diferentes sistemas a tiempo 0, 21, 41,
63, 80 y 100 dias, con el fin de determinar contenido de hidrocar-
buros presentes por cromatografia gaseosa, conteo de BAT y BDH
segun las metodologias explicadas anteriormente. Todos los resul-
tados expresados representan los promedios obtenidos en cada
sistema con su respectiva desviacion estandar, corregidos por los
datos obtenidos en el microcosmo Blanco.

Analisis de datos

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via y una
prueba Tukey con un nivel de significancia del 95% para determinar
diferencias significativas entre los parametros cuantificados en los
diferentes tratamientos. Estos analisis se realizaron utilizando el
programa PAST 4.02 (Hammer et al. 2001).

Resultados

El suelo presento caracteristicas fisicas y quimicas (Tabla 1)
compatibles con un proceso de biorremediacion asistida, eviden-
ciandose principalmente en pH, conductividad y cantidad de nu-
trientes determinados. Los valores de capacidad de retencién de
agua, y porosidad cercana al 50% concuerdan con un favorable
crecimiento microbiano. Las concentraciones de nutrientes (nitrato,
nitrito, amonio y fosfato) resultaron bajas lo que es habitual para
suelos patagonicos (Acufia et al. 2012). El valor de pH evidenciado
fue cercano a la neutralidad, acorde con la actividad bacteriana. No
se observé presencia de hidrocarburos, y el contenido de las sales
estudiadas fue bajo. La materia organica, resulté menor al 1% con
un conteo de BDH en el orden de 10® UFC.g"". La determinacién
de metales pesados realizada demostro valores por debajo de lo
expresado en la ley 24051 y su decreto reglamentario 831/93 de la
Republica Argentina que regula este tipo de contaminantes en los
suelos de la region.

Los valores de mineralizacién de hidrocarburos observados
para las diferentes relaciones C:N:P (Fig. 1A) mostraron que el
valor éptimo para este suelo fue el de la relacion 100:2.5:0.25 para
ambas fuentes de nitrogeno utilizadas, con tasas de mineralizacion
de 52.2 + 3.4y 92.7 + 10.5 mgCO2.kgsweic".dia! para (NH4)2SOa y
KNO:s respectivamente, siendo el valor observado para (NH4)2SO4
significativamente (p < 0.05) menor al observado para KNOs. Los
sistemas con relacién C:N:P 100:7.5:0.75 y 100:5:0.5 exhibieron
los valores significativamente (p < 0.05) mas bajos de produccion
de CO2, con tasas de mineralizacién inferiores a 30 y 25
mgCO:2.kgsweo™'.dia! para las fuentes de nitrégeno (NH4)2SO4 y
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KNO:s respectivamente. Con respecto a la humedad que debe po-
seer el suelo para una correcta biorremediacion, se pudo observar
que el rango de agua a incorporar esta comprendido entre 5y 15%
(Fig. 1B), siendo los valores de 10 y 15% los que obtuvieron una
significativamente (p < 0.05) mayor produccién de COz, con tasas
de mineralizacion de hidrocarburos que superaron los 250 mgCO:-
kgsueo'dia™’. Finalmente, se observo que el rango 6ptimo de con-
centracion de hidrocarburos para realizar el proceso de biorreme-
diacién en el suelo estudiado fue entre 2 y 5% (Fig. 1C),
evidenciando que con una concentracion del 3% se logroé la mayor
produccion de CO2 con una tasa de mineralizacion de 269.9 + 13.2
mgCO:2 kgsuelo'dia, significativamente mayor (p < 0.05) a la obser-
vada en el resto de los microcosmos estudiados. Los valores por-
centuales mas bajos de concentracion del contaminante produjeron
significativamente (p < 0.05) menos CO2 y a una velocidad mas
lenta respecto del sistema con 3%, encontrandose tasas de mine-
ralizacion de 97.1 £ 12.4 y 111.2 + 6.3 mgCO:2 kgsuei'dia™! para la
concentracion de 0.5y 1% respectivamente.

De los tres sistemas contaminados con destilados individuales
del petroleo, el contaminado con gasoil obtuvo los valores signifi-
cativamente (p < 0.05) mas elevados con una tasa de mineraliza-
cion de 193.7 £ 9.4 mgCO: kgswew''dia’ y un porcentaje de
biodegradacion de 83.7 £ 5.9 % (Fig. 2A), observandose que las
fracciones mas livianas de carbonos (< n-C12) fueron las primeras
en eliminarse casi totalmente durante los primeros 21 de la expe-
riencia mostrando una disminucidn en su concentracion desde
4433.5 + 215.8 mg.kg' a 1773.4 + 95.4 mg.kg™ (Fig. 2D), repre-
sentando aproximadamente un 60% de biodegradacién. Por otro
lado, las fracciones de carbono mayores a n-C12 fueron eliminadas
en gran medida en aproximadamente 60 dias, disminuyendo desde
23976.7 £ 628.4 mg.kg"' a 5678.2 + 621.1 mg.kg"' (Fig. 2D) repre-
sentando esta disminucion aproximadamente un 64% de biodegra-
dacion. En segundo lugar, le siguio el sistema compuesto por aceite
con una tasa de mineralizacion de 105.9 + 14.9 mgCO2 kgsueio 'dia-
"y un porcentaje de biodegradacion de 63.5 + 3.5 % (Fig. 2C), ob-
servandose que las fracciones de n-Czs a n-Cao sufrieron un
proceso de eliminacion lento (Fig. 2F). Finalmente, el sistema con
nafta como fuente de carbono no evidencié producciéon de CO: pero
mostré un porcentaje de eliminacion de hidrocarburos del 100%
(Fig. 2B) de todas las fracciones de hidrocarburos que la compo-
nen en los primeros dias de experiencia (Fig. 2E). Respecto de los
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porcentajes de biodegradacion y tasas de mineralizacion de hidro-
carburos, los tres sistemas presentaron resultados significativa-
mente (p < 0.05) diferentes entre si.

Con respecto a los microcosmos integrados por las mezclas de
destilados de petrdleo, el sistema GO/Ace obtuvo una tasa de mi-
neralizacion de 144.9 + 23.1 mgCO: kgsweio''dia™’ con un porcentaje
de biodegradacién de 75.1 + 6.6 % (Fig. 3A), encontrdndose que
las fracciones de hidrocarburos menores a n-C22 fueron biodegra-
dadas mas eficientemente que las mayores a este nimero de car-
bonos (Fig. 3C). Por otro lado, el sistema GO/Naf/Ace mostré una
tasa de mineralizacion de 74.5 + 2.6 mgCO: kgsueio'dia! y un por-
centaje de biodegradacion de 75.6 £ 7.3 % (Fig. 3B). Las fracciones
mas livianas de carbono (< n-Ci2) presentaron un comportamiento
similar a los sistemas GO/Ace, ya que desaparecieron totalmente a
los 41 dias del ensayo (Fig. 3D), observandose que al finalizar la
experiencia las fracciones intermedias de carbono pudieron degra-
darse casi por completo, mientras que las fracciones mas pesadas
no presentaron un aumento considerable de los porcentajes de de-
gradacion mas alla de un 50%. Entre estos sistemas, se observé
una diferencia significativa (p < 0.05) entre las tasas de mineraliza-
cién calculadas, encontrandose que no hubo diferencias significa-
tivas (p>0.05) en los porcentajes de biodegradacion de
hidrocarburos obtenidos.

Los sistemas contaminados con gasoil fueron los que mostraron
los mejores resultados respecto de los recuentos de bacterias, con
valores maximos entre los dias 21 y 40 del orden de 10" y 10
UFC g'suelo para BAT y BDH respectivamente (Fig. 4). Seguida-
mente, las mezclas de destilados de petréleo en los sistemas
GO/Ace y GO/Naf/Ace, presentaron un buen numero de creci-
miento bacteriano durante el desarrollo de la experiencia del orden
de 108 UFC g'suelo para ambos grupos bacterianos, no siendo el
mismo caso para los sistemas contaminados con aceite que evi-
denciaron los valores en el orden de 107 UFC g'swelc para BAT y
BDH en el dia 21. Por ultimo, cabe resaltar que los microcosmos
con nafta registraron el numero significativamente (p < 0.05) mas
bajo de BAT con respecto a los demas sistemas. Segun lo obser-
vado en la Figura 4A, en los comienzos de la experiencia la nafta
produjo una inhibicion en la comunidad bacteriana, el cual logré re-
cuperarse muy lentamente luego del dia 41, observandose una si-
tuacioén similar para BDH (Fig. 4B).

Tabla 1. Caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas del suelo estudiado.
Table 1. Physical, chemical and microbiological characteristics of the studied soil.

Parametro Concentracion Parametro Concentracion
pH 7.6 Arsénico (mg.kg™) 1.33
Conductividad (uS.cm™) 84 Bario (mg.kg™) 382
Humedad (%) 1.1 Cadmio (mg.kg") <1.0
Materia organica (%) 0.98 Cinc (mg.kg™) 60
Materia inorganica (%) 99.02 Cobre (mg.kg™) 9
Densidad aparente (g.mL™") 1.31 Cromo (mg.kg™) <10.0
Densidad real (g.mL"") 2.46 Mercurio (mg.kg™) <0.2
Porosidad (%) 46 Niquel (mg.kg™") 10
Cap. Retencién de agua (%) 34 Plata (mg.kg™") <20
Cloruro (mg.kg™) 37 Plomo (mg.kg™) <10.0
Sulfato (mg.kg") 48 Selenio (mg.kg™) <0.8
Carbonato (mg.kg") <1

Bicarbonato (mg.kg™) 45

Calcio (mg.kg™) 40 HTP (mg.kg™) <1
Magnesio (mg.kg™) 12

Nitrito (mg.kg™") 0.52 BAT (UFC.g") 5.3E+05
Nitrato (mg.kg™) 18 BDH (UFC.g™) 8.9E+03
Amonio (mg.kg™") 0.05

Fosfato (mg.kg™) <1
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Figura 1. Tasas de la mineralizacion de hidrocarburos de las experiencias de optimizacion del proceso de biorremediacion expresadas en mgCO2.kgsueio
".dia”". A) relaciones C:N:P estudiadas, B) optimizacién del rango de humedad a incorporar, C) concentraciones de hidrocarburos incorporadas. Las letras
en minusculas sirven de guia para la interpretacion de los anélisis estadisticos realizados. Los grupos de datos que presentan letras diferentes poseen
diferencia significativa entre sus medias calculadas (p < 0.05), mientras que los grupos de datos que presentan la misma letra no presentan diferencia

significativa entre sus medias calculadas (p > 0.05).

Figure 1. Hydrocarbon mineralization rates from the bioremediation process optimization experiences expressed in mgCO2.kgssoil-1.day-1. A) C:N:P re-
lationships studied, B) optimization of the humidity range to be incorporated, C) concentrations of incorporated hydrocarbons. Lowercase letters serve as
a guide for interpreting the statistical analyzes performed. The data groups that present different letters have a significant difference between their calculated
means (p <0.05), while the data groups that present the same letter do not present a significant difference between their calculated means (p> 0.05).
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Figura 2. Ensayos de biorremediacién de hidrocarburos de los microcosmos contaminados con destilados del petréleo puros. En las figuras A, B, C se
muestra la evolucién de la mineralizaciéon y de la concentracion de hidrocarburos en los sistemas Gasoil, Nafta y Aceite, respectivamente. En las figuras
D (Gasoil), E (Nafta) y F (Aceite) se presenta la evolucion de los perfiles de hidrocarburos cuantificados por cromatografia gaseosa en funcién del tiempo.

Figure 2. Hydrocarbon bioremediation tests of microcosms contaminated with pure petroleum distillates. Figures A, B, C show the evolution of mineralization
and hydrocarbon concentration in the Gasoil, gasoline and lubricant oil systems, respectively. Figures D (Gasoil), E (gasoline) and F (lubricant oil) show

the evolution of the hydrocarbon profiles quantified by gas chromatography as a function of time.
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Figura 3. Ensayos de biorremediacién de hidrocarburos de los microcosmos contaminados con mezclas de destilados del petroleo. En las figuras A y B
se muestra la evolucién de la mineralizaciéon y de la concentracion de hidrocarburos totales en los sistemas GO/Ace y GO/Naf/Ace, respectivamente. En
las figuras C (GO/Ace) y D (GO/Naf/Ace) se presenta la evolucién de los perfiles de hidrocarburos cuantificados por cromatografia gaseosa en funcion
del tiempo. GO: gasoil, Ace: aceite lubricante, Naf: nafta.

Figure 3. Hydrocarbon bioremediation tests of microcosms contaminated with petroleum distillate mixtures. Figures A and B show the evolution of miner-
alization and total hydrocarbon concentration in the GO/Ace and GO/Naf/Ace systems, respectively. Figures C (GO/Ace) and D (GO/Naf/Ace) show the

evolution of the hydrocarbon profiles quantified by gas chromatography as a function of time. GO: diesel, Ace: lubricant oil, Naf: gasoline.
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Figura 4. Evolucion de los conteos de bacterias heterétrofas A) y de bacterias degradadoras de hidrocarburos B) en los diferentes microcosmos en

funcién del tiempo. GO: gasoil, Ace: aceite lubricante, Naf: nafta.

Figure 4. Evolution of the counts of heterotrophic bacteria A) and hydrocarbon degrading bacteria B) in the different microcosms as a function of time.

GO: diesel, Ace: lubricant oil, Naf: gasoline.

Discusion

Una importante limitacion de la degradacion microbiana de mu-
chos contaminantes en suelos es la disponibilidad de nutrientes a
base de nitrégeno y fésforo. La adicion de este tipo de sales esti-
mula a las poblaciones microbianas indigenas de los suelos conta-
minados (Taccari et al. 2012). La utilizaciéon de la comunidad
bacteriana autéctona para la degradacion de hidrocarburos me-
diante bioestimulacion, agregado de nutrientes y humedad, es una
de las tecnologias mas frecuentemente utilizada para la eliminacion
de hidrocarburos (Pucci et al. 2011; Al-Hawash et al. 2018). Esto
es porque utiliza el potencial de la comunidad principalmente bac-
teriana, que ya posee una adaptaciéon al medio ambiente, que en
las zonas del sur de Argentina suelen ser condiciones extremas
(Lewin et al. 2013; Pucci et al. 2013). La entrada de grandes can-
tidades de fuentes de carbono tales como son los hidrocarburos
(petréleo crudo, destilados del petréleo, etc.) al ambiente natural,
tienden a producir un rapido agotamiento de las reservas disponi-
bles de los principales nutrientes inorganicos, como el nitrégeno y
el fosforo (Reddi e Inyang 2000). Sin embargo, las concentraciones
excesivas de este tipo de nutrientes pueden inhibir la actividad de
biodegradacion, y varios son los autores (Adams et al. 2015; Chi-
chere et al. 2017) que han informado sobre el efecto negativo de
los altos niveles de nitrégeno y fésforo en la biodegradacion de hi-
drocarburos en suelos que originalmente son carentes de nutrien-
tes. Los resultados de este estudio confirmaron los efectos
positivos, en términos de mejora quimica, factores nutricionales y
mineralizacién, de la adicién de nutrientes para la biorremediacién
de hidrocarburos del suelo en cantidades relativamente bajas
(100:2.5:0.25), el cual se caracteriz6 de ser pobre en nutrientes bio-
disponibles, concordando con los resultados encontrados por otros
autores en otros estudios similares (Tejada et al. 2008; Taccari et
al. 2012).

La humedad del suelo juega un papel muy importante en el pro-
ceso de biodegradacioén de los suelos contaminados con hidrocar-
buros. El nivel del contenido de humedad del suelo afecta
directamente sus propiedades fisicas y quimicas, asi como la acti-
vidad metabdlica de los microorganismos oxidantes de hidrocarbu-
ros involucrados en el proceso de biorremediacion (Skoop et al.
1990). Por lo tanto, la cantidad y disponibilidad de agua determina
la tasa de ocurrencia/aceleracion del proceso de biodegradacion
de suelos contaminados con hidrocarburos (Bahmani et al. 2018).
En el presente trabajo se observo que los mejores resultados de
biorremediacién de hidrocarburos se obtuvieron con valores de hu-
medad entre 10 y 15%, encontrandose que a medida que el conte-

nido de agua en el suelo fue mas escaso, también disminuy¢ la ca-
pacidad de mineralizacion de los hidrocarburos contaminantes.
Estos datos son acordes a lo observado por Silva-Castro et al.
(2016), cuando trabajaron con un suelo contaminado con gasoil y
experimentaron diferentes cantidades de agregado de humedad.
Colocaron 15, 25 y 30% de humedad en el suelo ensayado, obser-
vando que la eficacia de la biorremediacion dependia directamente
de la cantidad de humedad incorporada, encontrando que con un
15% de humedad se obtuvo un 68% de biodegradacion, mientras
que con 25y 35% de humedad valores alrededor de 40% de bio-
degradacioén. El cambio en el contenido de agua influye en la dis-
ponibilidad de ésta para los microorganismos, asi como en la
concentracion de nutrientes, oxigeno disuelto y contaminantes
(Vandecasteele 2008).

Respecto de la concentracion éptima de hidrocarburos en el
que el proceso de biorremediacion puede ser mas eficiente, se en-
contrd que esta fue entre 3 y 5 % para el suelo estudiado. La acti-
vidad microbiana generalmente aumenta en proporciéon a una
fuente de carbono y energia accesible. Sin embargo, se ha demos-
trado que cuando la fuente de carbono y energia son hidrocarburos,
altas concentraciones de estos inhiben su biodegradacion (Ahmad
et al. 2020). Por ello, la Environmental Protection Agency (USEPA
2004) sugiere como limite superior el de 5% de estos compuestos
en suelos, ya que a mayores concentraciones pueden ser perjudi-
ciales para los microorganismos presentes.

La biodegradacion en los sistemas con gasoil se caracterizé por
tener los valores mas elevados en relacion a las tasas de minera-
lizacién y degradacion de hidrocarburos, a diferencia de los demas
sistemas contaminados con destilados puros del petréleo. La efi-
cacia en la eliminacion, pudo deberse a que el gasoil es una fuente
de carbono menos téxica para las comunidades microbianas, ya
que presenta una composicion mayoritaria en n-alcanos en el rango
de n-C12 a n-Czs, los cuales exhiben una elevada biodegradabilidad
(Ahmed y Fakhruddin 2018; Nozari et al. 2018). Durante la biode-
gradacion del gasoil, se ha evidenciado a partir de los analisis por
cromatografia gaseosa, que las fracciones mas livianas (< n-C12),
fueron eliminadas casi totalmente durante los primeros 20 dias,
mientras que las fracciones de carbono de mayor tamafo, demo-
raron mayor tiempo en desaparecer. Lin et al. (2010) observaron
que durante los eventos de biodegradacion del gasoil, las fraccio-
nes de bajo peso molecular son las mas facilmente degradables,
mientras que las mas pesadas y dificil de degradar, requieren de
mas tiempo. En el presente trabajo, también se registro los valores
de BAT y BDH mas elevados en relacién a los demas destilados
en los primeros 20 dias de la experiencia. Asimismo, estos resulta-
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dos concuerdan con un aumento en la mineralizacion y degrada-
cion de hidrocarburos que componen el gasoil. Segun lo observado
por Bento et al. (2005), cuando hay un aumento en la velocidad de
crecimiento en las comunidades microbianas, ello sugiere una ra-
pida degradacion de los contaminantes. Por otro lado, Lin et al.
(2010) comprobaron a través de experiencias con biopilas conta-
minadas con gasoil, un aumento significativo en las poblaciones
bacterianas durante las etapas iniciales del tratamiento. En general
las tasas de respiracion estan influenciadas por las actividades me-
tabolicas de los organismos, y se refleja directamente en la densi-
dad poblacional microbiana e indirectamente en la biodegradacion
de los hidrocarburos. La eliminacion de los hidrocarburos, implica
su oxidacion por accién de las oxigenasas (Al-Hawash et al. 2018),
por lo tanto, la degradacion de este tipo de contaminantes se en-
cuentra directamente relacionada con la respiracion de las pobla-
ciones microbianas en el suelo.

Los microcosmos contaminados solo con aceite como fuente
de carbono, se caracterizaron por presentar una lenta e incompleta
degradacion durante los ensayos de biodegradacioén. Los valores
de las tasas de mineralizacion registradas fueron bajos en compa-
racion a los sistemas contaminados con gasoil, evidenciando un
pico maximo en los dias iniciales de 400 mgCO2kg'suelo dia™', y dis-
minuyendo posteriormente, hasta mantenerse en un rango aproxi-
mado de valores entre 150 y 300 mgCO:2 kg'swelo dia™!, por un
periodo de 40 dias. La eficacia en la correcta eliminacion de los
hidrocarburos depende, entre otros parametros, en su composicion
quimica (Pucci et al. 2013). Los aceites lubricantes estan constitui-
dos por largas cadenas (n-Czs a n-Css) de hidrocarburos saturados,
y un 75% de ciclo-alcanos (Koma et al. 2003; Raju et al. 2017). Esta
ultima fraccién se la conoce como recalcitrante para degradacion
microbiana. Por lo general, la fraccion alifatica compuesta por n-al-
canos, es facilmente metabolizada por los microorganismos (Rios
y Nudelman 2008; Minai-Tehrani et al. 2015). Sin embargo, cuando
se incluyen como sustituyentes alcanos de cadena larga, se forman
estructuras ramificadas estéricamente mas pesadas, la cuales son
metabolizadas de manera mas lenta, dado a que son casi inacce-
sibles para la degradacion (Ercoli et al. 2000). La mayoria de los
compuestos hidrocarbonados del aceite no pudieron eliminarse de
manera completa, en especial aquellas fracciones de carbonos mas
pesadas, dado a que solo han logrado reducirse aproximadamente
a la mitad a los 41 dias de la experiencia. Pucci et al. (2013) ob-
servaron que los aceites lubricantes presentan dificultades en la
biodegradacion debido a su composicién quimica. Sin embargo,
comprobaron que la cepa Rhodococcus erythropolis ohp-al-gp,
tiene una elevada capacidad para eliminar estos aceites lubricantes
en suelos contaminados.

En cuanto a los recuentos bacterianos de BAT y BDH, los sis-
temas contaminados con aceite, evidenciaron valores maximos en
el dia 20 de la experiencia, obteniéndose 6.70 x10° y 5.50 x 10%
UFC.g", respectivamente. Sin embargo, dichos valores fueron mas
bajos a diferencia de lo observado para el gasoil como contami-
nante. La dificultad en la degradacion en los aceites lubricantes por
parte de los microorganismos, también fue evidenciada por Bhat-
tacharya et al. (2015) a partir de experiencias con la cepa de Och-
robactrum sp. C1. En dicha experiencia comprobaron que los
alcanos lineales comprendidos entre n-C12 a n-Czs fueron metabo-
lizados de manera efectiva. Sin embargo, a medida que la longitud
de la cadena de los alcanos aumentaba, dicha eficiencia se veia
disminuida, situacién también reportada por otros investigadores
(Wang et al. 2011; Zhang et al. 2011).

Por lo general, el crecimiento bacteriano es mas lento en sus-
tratos mas insolubles debido a una menor biodisponibilidad, y es
una de las principales limitaciones en los experimentos de biorre-
mediacién (Bhattacharya et al. 2015). Para una correcta eliminacion
los contaminantes deben encontrarse biodisponibles segun el
grado de solubilidad que presentan en el agua. En general, los al-
canos tienen una solubilidad acuosa baja, pero a medida que el nu-
mero de carbonos aumenta, se hace aun menor. Por ejemplo, la
solubilidad del n-C1o (0.052 mg.L") es 8.7 veces mayor que la de
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n-C1g (0.006 mg.L") (Maier y Gentry 2015), por lo cual la biodegra-
dacién de n-C1o es mayor que en n-C+s. A partir de ensayos reali-
zados con Bacillus methylotrophicus y Pseudomonas sihuiensis,
Pereira et al. (2019) demostraron que el mayor porcentaje de eli-
minacion se produjo sobre los alcanos de tamarfio mediano (n-Cs a
n-C1s) en comparacion a los de mayor tamafio (n-C2o a n-Css). Estas
diferencias de solubilidades de los hidrocarburos, pueden ser res-
ponsables en la dinamica de biodegradacién observada en los sis-
temas GO/Ace que presentaron valores maximos de produccion de
CO:2 de aproximadamente 14 000 mgCO:z kg 'swelo Y UN porcentaje
de eliminacion de hidrocarburos de 75.1 + 6.6 %. Se evidencio que
las fracciones mas livianas de carbono (< n-C1o0) fueron eliminadas
casi totalmente a los 41 dias de la experiencia. Mientras que algu-
nas de las fracciones de carbono medianas y de mayor peso mo-
lecular, se redujeron aproximadamente entre el 50 y 80 % a los 41
dias. Nocentini el al. (2000) comprobaron que las tasas de elimi-
nacion del aceite lubricante, fueron mas lentas a diferencia del ke-
rosene y gasoil. Borah y Yadav (2014) también evidenciaron a
través de la cepa de Bacillus cereus DRDU1, que el gasoil y el ke-
rosene fueron degradadas en mayor medida (77 y 88%) a diferen-
cia del aceite (61%). La causa, podria deberse a que este ultimo,
es un hidrocarburo poco biodisponible como fuente de carbono, por
lo cual la actividad bacteriana se ve afectada por su presencia (No-
centini el al. 2000).

Finalmente, en los sistemas contaminados solo con nafta se ob-
servo una eliminacion total de los hidrocarburos incorporados en
los primeros 20 dias del ensayo, sin obtener registros de una mi-
neralizacion aparente. Esta eliminaciéon de los hidrocarburos de
este destilado del petréleo, podria ser producto de una degradacion
no bioldgica, dado a que la nafta exhibe una rica composicién en
compuestos monoaromaticos (Leal et al. 2017). Diversos autores
afirman que gran parte de los hidrocarburos monoaromaticos o
BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) son volatilizados du-
rante los procesos de aireacion del suelo (Nwankwegu y Onwosi,
2017; Raju et al. 2017). Por otro lado, se observo que en los perfiles
cromatograficos de los analisis de hidrocarburos, los componentes
del sistema nafta desaparecieron completamente en los inicios de
la experiencia. Con respecto a los recuentos bacterianos, en estos
microcosmos se observaron los conteos mas bajos en relacion a
los demas sistemas. Los autores Nwankwegu y Onwosi (2017) evi-
denciaron una gran disminucién del numero de microorganismos
en sistemas estudiados durante experiencias de biodegradacion
contaminados con nafta. La actividad inhibitoria del contaminante,
se debe a que su composicion quimica rica en compuestos aroma-
ticos ejerce un efecto toxico sobre los microorganismos
(Modrzynski et al. 2016). Cabe destacar, que algunos componentes
de los hidrocarburos pueden resultar toxicos para algunas pobla-
ciones bacterianas y por lo tanto provoca reduccion en la biodiver-
sidad presente. Los hidrocarburos monoaromaticos o BTEX
contribuyen a la toxicidad del combustible dado a que presentan
propiedades lipofilicas. Estas sustancias suelen acumularse en la
membrana bacteriana, alterando su integridad y por ende su fun-
cion (Leal et al. 2017) produciendo de esta forma su efecto tdxico
sobre los microorganismos.

El efecto téxico mencionado anteriormente para la nafta sobre
los microorganismos del suelo pudo ser evidenciado en los siste-
mas GO/Naf/Ace. En estos microcosmos contaminados con la
mezcla de gasoil, aceite y nafta, en los primeros 20 dias de expe-
riencia se evidencié una fase de latencia en la mineralizacion de-
terminada con altos porcentajes de degradacion de hidrocarburos,
mas especificamente con eliminacion de los hidrocarburos < n-Ci2.
Esto podria deberse a la presencia de la nafta, ya que por su alta
volatilidad pudo ser eliminada del suelo en los momentos de aire-
acion del mismo, de forma similar a lo observado en los microcos-
mos donde solo se utilizé nafta como contaminante. Wolinska et
al. (2016) comprobaron que la incorporacion de nafta al suelo, re-
sulta nociva para las comunidades microbianas que lo habitan, in-
hibiendo su actividad metabdlica. Situacién que puede ser
responsable de la fase de latencia observada en estos sistemas.
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Sin embargo, una vez finalizada la fase de latencia mencionada,
se pudo observar en los sistemas GO/Naf/Ace una recuperacion
de los parametros utilizados para monitorear el proceso de biode-
gradacion. Las fracciones hidrocarbonadas presentan distintos gra-
dos de susceptibilidad ante el ataque de los microrganismos. Por
ello se los ha clasificado de manera decreciente de acuerdo su
grado de susceptibilidad segun: n-alcanos > alcanos ramificados >
aromaticos de bajo peso molecular > ciclo-alcanos > aromaticos de
alto peso molecular (Fathepure 2014). Estas diferencias en las po-
sibilidades de biodegradacién, hacen que a medida que trascurre
el tiempo, diferentes fracciones de hidrocarburos se vayan biode-
gradando cuando el contaminante es una mezcla compleja como
la utilizada en estos microcosmos. Demostrandose que mas alla
de la toxicidad sobre los microrganismos de la nafta antes mencio-
nada, una vez que este destilado del petréleo es eliminado del
suelo por algin mecanismo fisicoquimico, la comunidad bacteriana
del mismo posee la capacidad de recuperarse y llevar adelante la
metabolizacion del resto de los contaminantes presentes. Esto
pudo evidenciarse ya que en los sistemas GO/Naf/Ace, luego de
que se observé la eliminacion de los hidrocarburos < n-Ciz, la evo-
lucién de la biodegradacion fue similar a lo observado en los siste-
mas contaminados con la mezcla de gasoil y aceite.

Conclusiones

Los principales resultados presentados, demuestran que el
suelo de la ciudad de Rio Gallegos estudiado, poseen caracteristi-
cas fisicas, quimicas y microbioldgicas que lo hacen apto para des-
arrollar procesos de biorremediacion. Se demostré que la relacion
C:N:P mas eficiente para tareas de fertilizacion fue la de
100:2.5:0.25, con un rango 6ptimo de incorporacién de humedad
entre 10-15% para suelos contaminados con 3% de hidrocarburos,
estando esto de acuerdo con observaciones previas realizadas en
otras regiones con caracteristicas similares a las de la Patagonia
Sur. Esto implica que en estos suelos, con la aplicacion de una ade-
cuada estrategia de bioestimulacion, es posible llevar adelante pro-
cesos de biorremediacion en derrames de hidrocarburos que
puedan ocasionarse en la zona, estimandose que los hidrocarburos
del rango de la nafta podran volatilizarse de forma espontanea ge-
nerando una momentanea inhibicion de la actividad bacteriana. Por
otro lado, los resultados también mostraron que una vez que los
hidrocarburos del rango de la nafta son eliminados del suelo, la ac-
tividad bacteriana puede recuperarse y desarrollar la biodegrada-
cion de los hidrocarburos del rango del gasoil, y en menor medida
los del aceite lubricante, brindando esto un panorama auspicioso
para la aplicacion de esta tecnologia a gran escala en la region.
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