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Introduccion

La aplicacion de técnicas de biorremediacion de suelos en escala exige un intenso monitoreo
y control de variables operacionales. No todas ellas revisten la misma importancia. Sélo
algunas resultan criticas para la obtencion de resultados exitosos. En este trabajo se presentan
algunos criterios para monitorear y controlar variables de proceso criticas en degradacion en
sistemas de fase solida, es decir, en condiciones de contenido de agua libre minima. Dichos
criterios son de aplicacion genérica a los diversos métodos de tratamiento biolégico en suelo
tales como landfarming, acumulacién aireada, biorrestauracion, etc. La seleccion de técnicas
de muestreo y técnicas analiticas también resulta de fundamental importancia, pues los
sistemas en fase sélida son sistemas intrinsecamente heterogéneos y por tanto no siempre
faciles de evaluar. La experiencia realizada en tratamiento de diversos tipos de residuos de
hidrocarburos en suelos distintos, bajo condiciones climéaticas muy variadas, nos permite
presentar algunos criterios de caracter general.

Tratamiento biologico de suelos

El tratamiento bioldgico de suelos contaminados involucra el uso de microorganismos y/o
vegetales para la degradacién de los contaminantes organicos. La actividad biolégica altera la
estructura molecular del contaminante y el grado de alteracion determina si se ha producido
biotransformacion o mineralizacion. La biotransformacién es la descomposicion de un
compuesto organico en otro similar no contaminante 0 menos toxico, mientras que la
mineralizacion es la descomposicion a diéxido de carbono, agua, y compuestos celulares. Los
procesos bioldgicos se aplican frecuentemente al tratamiento de suelos contaminados con
hidrocarburos. Se pueden aplicar técnicas in-situ (en el lugar donde se encuentra el suelo
contaminado) o ex-situ (cuando el suelo se traslada a una instalacion para su tratamiento). El
tratamiento ex-situ de suelos, sedimentos y otros sélidos contaminados con hidrocarburos se
puede realizar en un variado nimero de procesos en fase sélida y en fase lodo. Los procesos
en fase solida son aquellos en donde el suelo se trata con un contenido de agua minima. En el
caso de los procesos en fase lodo se suspende el suelo en agua (LaGrega et al, 1996). Una
ventaja de los procesos en fase sélida es que las bajas velocidades de transferencia de materia
permiten trabajar a niveles de contaminacion que serian toxicos para los microorganismos si se
realizaran en fase liquida. Por otro lado los sistemas solidos son capaces de sustentar el
crecimiento de microorganismos que no desarrollan bien en fase liquida (hongos) y producen
complejos enzimaticos capaces de oxidar compuestos complejos (Cookson, 1995). Los
pardmetros criticos a considerar en un tratamiento biolégico son: tipo y concentracion de
contaminante, concentracion de microorganismos, concentracion de nutrientes, aireacion,
condiciones macroambientales, presencia de inhibidores y biodisponibilidad del contaminante.

Tipo y concentracion de contaminante




Tipo de hidrocarburos. La biodegradabilidad de un compuesto organico se debe a que es
utilizado por los microorganismos como fuente de carbono. No todos los compuestos se
degradan con la misma facilidad (Niemi et al, 1987):

- Los compuestos alifaticos de cadena lineal (parafinicos) se degradan facilmente, pero
cuando se incluyen como sustituyentes alcanos de cadena larga, se forman estructuras
ramificadas estéricamente inaccesibles para la degradacion. De la misma forma, los
compuestos alifaticos insaturados se degradan mas lentamente que los saturados.

- Los compuestos aromaticos simples se degradan por diferentes aperturas del anillo. La
incorporacion de halogenos disminuye la degradabilidad por estabilizacion del anillo.
También se pueden degradar los compuestos aromaticos policlorados como los
policlorobencenos cuya biodegradabilidad disminuye al aumentar el nimero de atomos de
Cloro en la molécula.

- Los compuestos nitrogenados y azufrados se degradan lentamente. Los compuestos mas
resistentes al ataque microbiano son las fibras sintéticas, aunque se estan aislando
microorganismos capaces de degradar estos compuestos (Niemi et al 1987; Rochkind et al,
1986; Vogel et al, 1987).

En nuestras experiencias se ha trabajado con hidrocarburos de diferentes origenes: derrames de
combustibles y crudos (pesados y livianos), fondos de pileta de evaporacién de crudos pesados y
livianos, residuos laminares de oleoductos, residuos operativos de refineria y residuos operativos
de yacimientos, verificAndose diferentes respuestas para cada tipo de hidrocarburo.

Concentracion de hidrocarburos. Cuando la concentracion de contaminante es alta puede
ocurrir que se produzca inhibicion del desarrollo microbiano (disminuya su capacidad de
metabolizacion) o si es muy alta que intoxique a los microorganismos y estos mueran
(LaGrega et al, 1996). Se han registrado en ensayos de campo procesos bioldgicos a
concentraciones de hasta 30 %, medido por extraccion sucesiva con solventes (Ercoli y otros,
1998). Por encima del 30 % se han observado casos donde la velocidad es muy baja pero no
nula. En estos casos se ha utilizado la técnica de bioaumentacion basada en incorporacion de
microorganismos adaptados a altas concentraciones. Se ha observado desarrollo de hongos a
concentraciones superiores al 25 %, en donde estos crecen sobre el hidrocarburo o en las
interfases suelo - hidrocarburo y en las grietas y fisuras que se encuentran en los trozos o grumos
de contaminante. En este caso el ataque comienza desde la periferia al centro del aglomerado
suelo-hidrocarburo, en forma similar al proceso de agotamiento de una pastilla de catalizador.
Este fendbmeno se acompafia por un aumento de la porosidad. En una segunda etapa el grumo se
disgrega y aumenta su superficie especifica con el consiguiente incremento de velocidad de
reaccion, que se ve acelerada cuando la concentracion disminuye, ya que desaparecen los
fendmenos de inhibicion.

Antiguedad de la contaminacion. A medida que transcurre el tiempo después de un derrame se
va modificando la composicion del hidrocarburo por accion de los agentes ambientales. Primero
se pierden los volatiles y después se produce la eliminacion de parafinas, ya sea por evaporacion,
por actividad fotoquimica o actividad bioldgica; luego se eliminan otros componentes. Como
resultado de ello el contaminante se enriquece en compuestos pesados, mas dificiles de degradar;
por lo que la velocidad de reaccion disminuye a medida que transcurre el tiempo.

Presencia de microorganismos

Los microorganismos pueden degradar hidrocarburos y otras sustancias contaminantes en forma
de cultivos puros (especie Unica) o cultivos mixtos (varias especies que mantienen una relacion



simbidtica). Cuando se trata de este Gltimo caso, el tratamiento biolégico implica una compleja
interaccion de especies microbianas. La velocidad de crecimiento y la utilizacion de sustratos
es generalmente superior en cultivos mixtos que en cultivos puros. En una mezcla de
poblaciones los consumidores primarios inician el proceso de degradacion y los consumidores
secundarios utilizan los productos metabolicos de los primeros para degradarlos. Ademas
pueden facilitar el crecimiento de los primarios, suministrandoles productos metabdlicos
(como factores de crecimiento), eliminando toxicos mediante cometabolismo y produciendo
intercambio de material genético (Tiedje et al, 1990, Leahy at al, 1989; Roberts, et al, 1989).
Si bien la mayor parte de las substancias orgénicas son degradables por via bioldgica, existe
una gran cantidad de compuestos que resisten la biodegradacion (se los denomina
recalcitrantes) o esta ocurre tan lentamente que hace ineficaz el tratamiento bioldgico en
forma préactica. Sin embargo, se han logrado aislar microorganismos capaces de degradar
compuestos considerados recalcitrantes, o de modificarlos quimicamente de forma que
permitan la accion degradadora de otros microorganismos (LaGrega et al, 1996). Para el caso
del tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos se requiere una concentracion
minima de microorganismos degradadores especificos de 10%® a 10* UFC/g suelo (UFC:
unidades formadoras de colonias) y de microorganismos heterétrofos totales de 10° a 10°
UFC/g de suelo. En estos caso generalmente no se necesita inoculacion. Si esta masa critica
no es suficiente se pueden incorporar microorganismos al suelo mediante inoculaciéon o a
través el proceso conocido como bioaumentacién. También se puede lograr un incremento
importante estimulando la poblacién microbiana existente por incorporacion de nutrientes.

Inoculacién. Este proceso incorpora microorganismos al suelo para realizar una funcién
especifica, como es la degradacién de contaminantes. Los microorganismos pueden ser
comerciales o preparados para un fin especifico. La inoculacion se usa cuando los
microorganismos del suelo no pueden degradar el contaminante presente, o cuando se producen
inhibicion por presencia de sales o metales pesados o cuando no alcanzan la masa critica
necesaria. Como desventaja, los microorganismos inoculados pueden desplazar a los existentes
en el suelo por competicion y lograr poco efecto degradativo (detener el proceso) o bien pueden
no adaptarse a las condiciones ambientales del lugar. También puede ocurrir que no puedan
competir con los microorganismos locales y el efecto es nulo.

Bioaumentacion, Este proceso implica incrementar drasticamente la masa microbiana del suelo
mediante la adicion de microorganismos similares a los presentes en el suelo obtenidos mediante
cultivo en reactores biolégicos. Los microorganismos se obtienen del suelo contaminado del
lugar. En laboratorio se definen los consorcios microbianos mas adecuados en base a tolerancia a
sales y sustancias inhibidoras y también a la capacidad de degradacion de hidrocarburos. De esta
forma se pueden tener consorcios que actuan en forma simbidtica y que resisten concentraciones
de 10 % de crudo en medio liquido (sin restricciones de transferencia de masa) y hasta 13 % de
NaCl en el medio, segun nuestra experiencia. Una vez obtenido el consorcio mas adecuado se
produce una masa importante de microorganismos y se llevan a campo para reforzar la actividad
de los que ya existen en el mismo. En algunos casos, dependiendo del tipo de contaminante
presente, puede ser necesario inocular varias veces.

Cometabolismo. Se da en casos de sustratos complejos donde los microorganismos consumen un
compuesto y producen enzimas para transformar otro compuesto, sobre el que no pueden crecer,
en uno asimilable por su metabolismo.

Nutrientes:



Los nutrientes son substancias quimicas necesarias para el desarrollo de los microorganismos y
se pueden dividir en cuatro grupos: fuentes de Carbono, Fosforo, Nitrogeno y oligoelementos o
elementos minoritarios (micronutrientes). La fuente de carbono en nuestro caso es el
contaminante, y proporciona el carbono necesario para producir compuestos celulares, productos
metabolicos (CO,, agua, enzimas) y microorganismos (debido a la reproduccion de los mismos).
La fuente de Nitrégeno proporciona el elemento necesario para la produccion de aminoacidos y
enzimas. Dado que la utilizacion de estos compuestos es muy rapida los suelos no alcanzan a
cubrir todas las necesidades del proceso y deben ser incorporados bajo la forma de fertilizantes
de uso agricola como urea o sulfato de amonio. También se pueden utilizar fertilizantes de origen
organico como estiércol. La fuente de fosforo interviene en la formacién de compuestos
energéticos dentro de la célula que se utilizan en los procesos de reproduccion y degradacion.
Dado que la utilizacion de este compuesto es muy rapida, los suelos no alcanzan a cubrir todas
las necesidades del proceso y deben ser incorporados bajo la forma de fertilizantes de uso
agricola como fosfato diaménico o fosfato tricalcico. También se pueden utilizar fertilizantes de
origen organico como estiércol. Este parametro es de importancia critica para el buen desarrollo
del proceso. La fuente de oligoelementos constituye un conjunto variado de elementos como
hierro, cobre, zinc, azufre, cobalto, manganeso, magnesio, calcio y otros compuestos que
dependen del tipo de microorganismo y del proceso que se realiza. Las concentraciones de los
mismos son muy pequefias (menos de 1 ppm en total). Normalmente no se incorporan en los
procesos de campo ya que el suelo provee estos elementos en cantidades suficientes aunque en
algunos casos se han debido incorporar algunos gramos por hectarea para tratar algun
contaminante muy especifico y el suelo no poseia ese elemento. También es necesario disponer
de potasio en concentraciones bajas. Normalmente los suelos poseen potasio en cantidades
suficientes. La dosificacion de Nitrogeno y Fdsforo se realiza en funcion de la concentracion de
contaminante de acuerdo a una relacion que vincula C:N:P que varia segin los autores entre
100:10:1 a 100:2:0,2 segun la técnica con que se mida la concentracion de hidrocarburo que se
toma como referencia y que aporta un 80 % de su masa como carbono al proceso, la velocidad de
degradacion esperada y un balance de masa del material en tratamiento y del aporte de cada
fertilizante del elemento considerado.

Aireacion

La presencia de oxigeno es importante para la degradacion de hidrocarburos, ya que es un
proceso aerdbico, si bien se han realizado procesos anaerdbicos exitosos a baja velocidad. En el
caso de algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos puede ser necesaria una etapa anaerobia
para realizar el proceso de degradacion. En caso de otros tipos de contaminantes la forma méas
adecuada de degradarlos es la anaerdbica (caso de los PCB) seguida de una etapa aerobica para
degradar los productos parcialmente tratados en la etapa anterior. Hay que destacar que en todos
los casos el proceso anaerdbico es mas lento que el aerdbico. En los procesos de campo la
aireacion se produce por remocién del suelo con herramientas agricolas. Estos tratamientos
responden de diferente manera de acuerdo a la frecuencia de remocion (Figuras 1y 2).

Condiciones ambientales

pH. El pH del suelo es importante para el desarrollo de los microorganismos degradadores,
siendo los mas adecuados los comprendidos entre 6 y 8. Cuando el pH excede 8 se debe
disminuir el mismo mediante adicion de azufre al suelo. Si es menor de 6 se puede incrementar
mediante la incorporacion de carbonato de calcio o hidroxido de calcio al suelo. En todos los
casos de modificacion del pH del suelo se deben realizar ensayos previos para definir la masa a
incorporar de azufre o carbonato seglin el caso. Cuando se encuentran metales pesados en el



terreno a muy altas concentraciones se debe trabajar a un pH que mantenga el metal
inmovilizado o en forma no soluble (pH alto), para disminuir la toxicidad de los
microorganismos. En estos casos es conveniente evaluar la posibilidad de trabajar a pH distintos
de los éptimos para evitar efectos toxicos. Se han registrado procesos de biodegradacion de
hidrocarburos a pH superior a 8.
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Figura 1. Efecto de la remocion en procesos de landfarming
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Figura 2. Efecto de la remocion en biodegradacion por la técnica de acumulacion aireada

Humedad. El agua es importante para el desarrollo de los microorganismos ya que actiia como
medio de transporte de nutrientes y oxigeno a la célula. Es conveniente mantener una humedad
del orden del 70 % de la capacidad de campo, la cual se define como la masa de agua que admite
el suelo hasta la saturacion, que depende de cada tipo de suelo. Un exceso de humedad produce
inhibicién del proceso por anaerobiosis. Un déficit impide el desarrollo de los microorganismos.

Temperatura. La temperatura influye en la velocidad de degradacion marcadamente,
dependiendo del tipo de microorganismos disponibles. Normalmente las temperaturas mas
adecuadas se encuentran entre 20 °© C y 40 ° C, (los microorganismos que trabajan a estas
temperaturas se denominan mesdéfilos). La velocidad de degradacion aumenta con la
temperatura, por lo que un incremento de la misma es Gtil. Cuando supera los 40 ° C se produce
una disminucién de la actividad microbiana, o bien se produce una rotacion poblacional hacia
especies mas resistentes a las altas temperaturas, como ocurre en los procesos de compostaje en
donde se alcanzan temperaturas de 65 © C. Durante el cambio de poblaciones se produce una
disminucion de la actividad microbiana. Se han registrado procesos de campo en donde la
temperatura del suelo empetrolado alcanz6 70 ° C, y se mantuvo la actividad degradadora (Ercoli
y otros, 1997). En el caso de bajas temperaturas del suelo (por debajo de 15 °C) se ha registrado
actividad bioldgica (estos microorganismos se llaman criéfilos). Las velocidades de degradacion
disminuyen pero no se detienen. En algunas experiencias realizadas por nuestro Laboratorio se
ha trabajado con microorganismos criofilos a velocidades altas. Se han encontrado
microorganismos criéfilos en la Patagonia con capacidad degradativa importante. También se
han detectado en Neuquén (zona de Puesto Hernandez) microorganismos criéfilos degradadores
de hidrocarburos que no prosperan a 25 ° C y si a 10 ° C (se encuentran en estudio). En los
procesos de acumulacién aireada la actividad microbiana produce un aumento de la temperatura
del suelo llevandolo a rangos entre 20 ° C y 45 ° C cuando la temperatura ambiente oscila entre
1° C y 15 ° C con muy buenos resultados degradativos.

Presencia de metales y sales

Los metales y las sales en altas concentraciones intoxican a los microorganismos o actéian como
biocidas. Entre estos se incluyen metales pesados, sodio en alta concentracion, sales inorganicas
(NaCl, sulfatos, carbonatos, etc). En general la presencia de sales y metales disminuye la
velocidad de degradacion en forma importante a menos que se disponga de microorganismos
tolerantes en el lugar de tratamiento o se haya producido una bioaumentacion con consorcios
resistentes. En el caso de los metales se puede aumentar el pH del suelo para inmovilizarlos y asi
disminuir la toxicidad sobre los microorganismos. Si se tienen suelos muy contaminados con
metales o sales se deberian diluir con suelo limpio para poder llevar a cabo el proceso biolégico.
En nuestro caso se ha podido trabajar con altas concentraciones de metales tdxicos y con alta
salinidad en distintas condiciones de trabajo, las velocidades de degradacion han sido aceptables,
ya que se trabajo con pH neutro o alcalino y se evitd la influencia de los metales toxicos
(disminuy6 su disponibilidad). Los microorganismos no degradan contaminantes inorganicos,
solo pueden alterar su forma quimica (por ejemplo los sulfuros insolubles transformarlos a
sulfatos mas solubles; o a la inversa) de forma de inmovilizarlos o eliminarlos del lugar mediante
lixiviacion de los compuestos solubles por el agua de lluvia o volatilizacion. Algunos
microorganismos fijan sobre su estructura celular metales en forma activa (metabélica) o pasiva
(absorcidn y adsorcion) reteniéndolos e impidiendo que migren. Esta caracteristica es importante
para los procesos de tratamiento bioldgico de aguas contaminadas con metales toxicos.



Biodisponibilidad

La degradacion de un contaminante en suelo depende de una serie de factores, entre ellos,
actividad de los microorganismos y transferencia de masa desde el suelo hasta el
microorganismo. En estudios de campo, el incremento de la capacidad de los
microorganismos no siempre conduce a un aumento de la velocidad de degradacion. Este
hecho es aun mas evidente en derrames o contaminaciones antiguas. Hay experimentos en
donde se incorpor6 el contaminante fresco y fue inmediatamente degradado por los
microorganismos presentes en el suelo. La reduccion de la biodisponibilidad en el tiempo se
debe a un proceso de envejecimiento. Entre las posibles causas se mencionan reacciones de
oxidacion quimica que incorporan el contaminante dentro de la materia organica, difusion
lenta dentro de los poros muy pequefios y adsorcion en las paredes de los mismos, y también
la formacion de peliculas semirigidas alrededor de los liquidos en fase no acuosa con una alta
resistencia a la transferencia de masa en acuiferos y reactores slurry.

Anélisis de otros factores importantes en biodegradacion de hidrocarburos en suelo:
toma de muestras y analisis quimicos.

Toma de muestras. Es importante que las muestras sean totalmente representativas del area a
evaluar, tanto en evaluacion del sitio como en el seguimiento de proceso. Los métodos de
analisis deben ser uniformes con el muestreo disefiado y los objetivos a alcanzar. El analisis y
disefio del plan de muestreo debe coincidir. Se pueden usar distintos tipos de disefio de
muestreo: muestreo aleatorio simple, muestreo estratificado aleatorio, muestreo sistematico
simple y muestreo aleatorio secuencial. Los métodos aleatorios exigen necesariamente hacer
declaraciones de confianza o probabilidad sobre los resultados del muestreo. Los resultados
desde tales muestreos no pueden generalizarse al area entera de muestreo y ninguna
declaracion de probabilidad pueden hacerse cuando la toma de muestra emplea el método del
mejor juicio técnico o mejor criterio técnico. Este tipo de muestreo puede justificarse, por
ejemplo, durante la investigacion preliminar de sitio y la evaluacion se sostiene con
conocimiento considerable de las fuentes e historia de contaminacion.

Analisis quimicos. Los hidrocarburos de petrleo constituyen un nimero muy grande de
compuestos quimicos, los mismos se pueden agrupar segun grupos de compuestos o0 bien
productos industriales. Para determinar esta diversidad de compuestos se pueden utilizar varias
técnicas analiticas. Tanto en suelo como en agua los hidrocarburos deben ser extraidos con un
solvente adecuado y posteriormente los compuestos que han sido solubilizados son analizados
por varios métodos. El tipo de hidrocarburo que se desee analizar indicara el solvente a utilizar,
ya que este debe solubilizar el o los hidrocarburos en consideracion (tabla 1). Todas tienen
ventajas y desventajas, las cuales deben ser evaluadas antes de su seleccion para el uso. Se deben
tener en cuenta la accion de interferentes y también de pérdidas de compuestos durante la toma
de muestras y transporte de las mismas, que pueden invalidar los analisis posteriores.

Cuando se comparan concentraciones de hidrocarburo en procesos de campo medidas con
técnicas analiticas diferentes se han encontrado diferencias importantes que dependen de la
técnica utilizada y del tipo de hidrocarburo analizado (figura 3)



Técnica Hidrocarburos considerados | Usos

Inmunoensayo TPH Total, medida de|Monitoreo de campo, mas apropiado para
constituyentes suelo y agua

Meétodos basados en | BETX, gasolina, gasoil, JP, | Estudios de laboratorio aptos para aplicacion

cromatografia en fase gaseosa

aceites lubricantes

de campo, adaptable a todos los medios

Meétodos basados
espectrofotometria infrarroja

en

TPH total, aceites y grasas

Estudios de laboratorio. Monitoreo de campo
mas apropiado para agua y suelo

Métodos gravimétricos

TPH total, aceites y grasas

Estudios de laboratorio mas adecuado para
agua, sedimentos y lodos. Monitoreo de
campo cuando hay altas concentraciones

Métodos basados
cromatografia gas-masa

en

Constituyentes semivolatiles

Laboratorio y campo, puede ser adaptado
para todos los medios

Métodos basados en la medicion
de gas del suelo

Compuestos  volatiles o

semivolatiles

Monitoreo de campo en situaciones de
emergencia. Sirven para detectar
cualitativamente existencia de contaminacion
pero no ausencia.

Métodos basados
cromatografia en capa fina

en

TPH total, saturados, HAP’s

Estudios de laboratorio, se pueden aplicar a
campo en algunas condiciones

Tabla 1. Técnicas analiticas usadas en determinacion de hidrocarburos
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Figura 3. Influencia de la técnica analitica en la determinacién de hidrocarburos
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