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ENSAYOS DE TRATABILIDAD DE SUELOS Y BARROS EMPETROLADOS

El objetivo de estos ensayos es establecer una metodologia de definicién, seleccidon
y ajuste de procesos de tratamiento de suelos contaminados a implementar en
escala de laboratorio o microcosmos que permita definir y ajustar el piloto de
tratamiento a mayor escala y en campo.

Se ha observado que gran numero de los procesos de tratamiento de suelos
contaminados no ocurren a la velocidad 6ptima o no son exitosos, generando
grandes gastos en movimientos de suelos y en costosos procesos de tratamiento
que no conducen al resultado final esperado. Estos procesos de tratamiento muchas
veces no son efectivos debido a la presencia de compuestos que dificultan o
interfieren en el desarrollo del proceso de descontaminacién y en parte se debe a
que han sido poco estudiados e investigados, como consecuencia de no estar
incluidos como contaminantes en la legislacion de aplicacidon vigente. Esta ultima
particularidad hace que solo se enfoquen los tratamientos en base a los
contaminantes solicitados o exigidos por la legislacion. Tampoco en el disefio de los
procesos, se tiene en cuenta el efecto de la matriz del suelo sobre la retencién o
disponibilidad del o los contaminantes y del agua de humectacion, asi como la
oxigenacion y homogeneizacidon del material a tratar, la cual puede modificarse u
optimizarse mediante una etapa previa al proceso de tratamiento, la que debe ser
investigada en el laboratorio y ajustada posteriormente a escala de campo.

Desde el punto de vista practico, es comun que el tratamiento de los suelos
contaminados sea fijado a priori por la empresa responsable del suelo afectado y el
problema radica en que lo realiza sin tener en cuenta las caracteristicas de los
suelos y los contaminantes, como asi también las particularidades regionales como
variaciones térmicas, precipitaciones estacionales, vientos y disposicidon de insumos
y recursos, lo que conduce en la mayoria de los casos al uso de procesos que no
permiten lograr los objetivos planteados.

Las etapas para tratar un suelo contaminado se pueden resumir de la siguiente
forma:

1) Caracterizacion del sitio contaminado y del material contaminado.

Consiste en definir la profundidad y extension de la zona afectada,
caracteristicas, concentracion y distribucion de contaminantes, capacidad y
vias de migracidon con la posible influencia sobre los sitios aledafios, riesgo
para la salud y el ambiente.

2) Seleccion de la técnica de tratamiento

Las técnicas de tratamiento son procesos que se aplican a desechos
peligrosos o materiales contaminados para transformar su estado por medios
quimicos, bioldgicos o fisicos.
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3)

4)

Con técnicas de tratamiento se pueden transformar materiales
contaminados, destruyéndolos o modificandolos, a fin de que sean menos
peligrosos o dejen de ser peligrosos.

Las técnicas para la remediacion de suelos contaminados pueden ser
aplicadas in situ (en el lugar donde se produjo la afectacién del suelo), como
es el caso de la restauracion bioldgica, técnicas de venteado y/o extractivas y
técnicas de estabilizacién y solidificacion. Las técnicas aplicadas ex-situ (en
repositorios, plantas de tratamiento o en sitios de tratamiento y disposicion
final), pueden consistir en tratamientos fisicos y Quimicos (tratamiento
térmico, lavado, estabilizado y solidificado, etc.) o tratamientos bioldgicos
(landfarming, biopilas, reactores bioldgicos, etc.)

Pretratamiento del suelo

Las etapas de pretratamiento tienen como objetivo acondicionar el suelo para
llevar a cabo mas rapida y efectivamente el tratamiento o reducir los
volumenes del suelo o material a tratar.
Los pretratamientos mas utilizados son:
a) Separacion fisica por segregado
b) Separacion fisica a través de tensioactivos
c) Separacion fisica por densidad
d) Separacion fisica centrifuga
e) Correccion del pH y/o de la Conductividad Eléctrica del suelo, a través
de enmiendas o lavados del suelo.
f) Extraccion y separacion de metales pesados, compuestos recalcitrantes
0 no degradables, etc.

Ensayos de Tratabilidad

Los ensayos de tratabilidad se realizan con el objetivo obtener informacion
respecto a la efectividad de una técnica de remediacion para el contaminante
y el medio contaminado especifico y para optimizar parametros de proceso.
Se desarrollan a través de las tres etapas siguientes:

ETAPA I: Seleccion en laboratorio

La selecciéon en laboratorio es una prueba rapida para establecer si una
determinada tecnologia tiene la capacidad para tratar un residuo. Una
tecnologia de tratamiento bioldgico generalmente se considera como una
opcidn razonable si se obtiene una reduccion superior al 20 % de la masa de
contaminante, excluyendo las pérdidas abidticas. (M. LaGrega et al., 1996).

Etapa II: Ensayos en serie

Estos ensayos son pruebas medianamente rdpidas con el propdsito de
seleccionar un proceso para su posterior evaluacion e identificacion de los
parametros y variables que tienen mayor influencia sobre la degradacion.
Estos ensayos se realizan generalmente en reactores discontinuos, haciendo
ajustes en la alimentacion, aditivos quimicos, parametros fisicos y otras
variables para estudiar su impacto en la velocidad de degradacion. Los datos
proporcionados por los ensayos en serie conducirdn a la seleccién de uno o
dos procesos para su posterior ensayo a nivel de escala piloto.
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Etapa III: Ensayos a escala piloto

Los ensayos a escala piloto se realizan no solo para verificar los procesos,
sino también, para proporcionar datos acerca de la cinética de degradacion
para el disefo final.

Un ensayo en planta piloto puede necesitar de semanas a meses para
completarse.

Existen pocos ensayos de Tratabilidad estandarizados, aceptados
ampliamente, que soporten la evaluacién de las alternativas de los procesos
de tratamiento bioldgico sobre una base comparable. Una completa
evaluacion de las variables de tratamiento para el caso que se trate de un
tratamiento bioldgico puede ser una labor intensa e involucrar muchos juicios
técnicos. (M. LaGrega et al., 1996).

5) Tratamiento del suelo afectado

5.1) Tecnologias de tratamiento de Biorremediacion
5.1.a. Biodegradacion - Ensayo de biodegradabilidad

La biodegradabilidad es un parametro determinante en el comportamiento
ambiental de las sustancias quimicas y una propiedad deseable de los productos
que se liberan en grandes cantidades al medio natural, tales es el caso de los
hidrocarburos del petrdleo, sus productos refinados y subproductos, entre otras
sustancias. Mediante el proceso conocido como biodegradacion, los
microorganismos transforman los compuestos organicos, la mayoria de las veces en
productos menos tdxicos que los compuestos originales. La biodegradacién puede
ser “primaria” y conducir a simples alteraciones estructurales del compuesto, o bien
implicar su conversién a productos inorganicos de bajo peso molecular y
constituyentes celulares, en cuyo caso se denomina “biodegradacion ultima” o
“mineralizacién”

microorganismos

Compuesto organico + 0, ——————— C0, + H,0 + sales + biomasa (OCDE, 1992)*

La biodegradabilidad ha sido definida como la capacidad intrinseca de una sustancia
a ser transformada en una estructura quimica mas simple por via microbiana
(Ottenbrite y Ibertsson, 1992). Para su evaluacidon se han disefiado una serie de
pruebas, las cuales buscan cuantificar el grado de persistencia de estructuras
guimicas en ambientes naturales o industriales. Algunas de estas pruebas han sido
normalizadas para garantizar que sus resultados son confiables y validos
independientemente del laboratorio en el que sean obtenidos.

En el esquema establecido por el Programa de Evaluacion de Productos Quimicos de
la OCDE, la biodegradabilidad de una sustancia se determina utilizando tres niveles
sucesivos de ensayo: las pruebas de biodegradabilidad inmediata, de
biodegradabilidad intrinseca y de simulacion (OCDE, 1992).

Inicialmente se lleva a cabo una prueba de biodegradabilidad inmediata, con la
finalidad de clasificar las moléculas en la categoria ‘facilmente biodegradable’ con
medios analiticos simples. Las condiciones experimentales de las pruebas
inmediatas restringen al maximo las posibilidades de que la biodegradacion suceda,

! Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE), Fundada en 1961,
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razén por la cual se considera que un resultado positivo indica la biodegradabilidad
de la sustancia en la mayoria de los medios naturales y de los sistemas de
tratamiento (Nyholm, 1991).

Si el resultado de la prueba de biodegradabilidad inmediata es negativo, se procede
a realizar una prueba intrinseca. Estas pruebas utilizan condiciones experimentales
mas favorables a la degradacion, por lo que un resultado positivo implica que la
sustancia es 'intrinsecamente biodegradable’ bajo las condiciones empleadas,
aunque no necesariamente en el medio natural. Por otra parte, un resultado
negativo indica muy probablemente la persistencia ambiental de la sustancia.
Finalmente, si la sustancia mostré una biodegradabilidad mediocre en una prueba
intrinseca, se llevan a cabo pruebas de simulacion. Tales pruebas tienen como
objetivo estudiar su comportamiento en sistemas de tratamiento o medios
naturales relevantes, para lo cual debe contarse con un cierto conocimiento de la
distribucion de la sustancia en los diferentes compartimientos ambientales (agua,
suelos, etc.). Si el resultado de la prueba de simulacion pertinente es a su vez
negativo, se presume que la sustancia persiste en el ambiente y que puede
considerarsele sujeta a restricciones en cuanto a su esquema de produccion o
comercializacion,; asi mismo, suele exigirse la busqueda de compuestos sustitutos
para un cierto uso (Kaiser, 1998).

a) Tratamiento por biorremediacion

Los procesos de biorremediacion han sido exitosamente aplicados en limpieza de
suelos y en la actualidad se cuenta con diversas tecnologias. La biorremediacion es
considerada como la mas deseable aproximacién a la remediacion de suelos
contaminados en contraste a alternativas mucho mas costosas y de menor
aceptacion publica tales como la incineracion. Las técnicas de biorremediacion
correctamente aplicadas son aceptables desde el punto de vista ecoldgico. La
biorremediacion implica el uso de microorganismos autéctonos o aldctonos para
degradar contaminantes del suelo. Los tratamientos bioldgicos de degradacion en
suelo pueden ser eficientes y econdmicos si las condiciones de biodegradacion son
optimizadas. El proceso de degradacion requiere control de variables operacionales
tales como nutrientes, humedad y oxigeno.

Numerosos microorganismos distribuidos en la naturaleza poseen la capacidad de
utilizar hidrocarburos como unica fuente de energia y carbono (“alimento”), por lo
que la utilizacién microbiana de hidrocarburos podria ser un método valido para la
eliminacion de los mismos en el ecosistema afectado (biorremediacion).

Ciertas especies de bacterias, hongos, actinomicetes y protozoos son los
microorganismos que tienen la capacidad degradativa, obteniendo los nutrientes
por digestion, y la importancia relativa de cada uno depende de las condiciones del
medio.

Estos secretan enzimas digestivas, las cuales degradan moléculas especificas,
desdoblandolas en compuestos simples y solubles que entran en las vias
metabdlicas normales de cada organismo.

La descomposicion es completa cuando los compuestos organicos son retornados al
ambiente en forma inorgdnica o mineral, algunos de estos compuestos son
degradados a didoxido de carbono (CO,) y agua, y otros son tomados por otros
saprotrofos.
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La biodegradacién de petréleo en los ecosistemas es compleja. Depende de las
caracteristicas de la mezcla de hidrocarburos, de los factores ambientales que
regulan la actividad bioldgica y del nivel y actividad de las poblaciones microbianas
indigenas presentes.

Se ha visto que la tasa de descomposicion es mayor para los hidrocarburos
saturados, seguido por los aromaticos livianos, mientras que los aromaticos de alto
peso molecular exhiben tasas muy bajas de descomposicidon. No obstante este
esquema no es universal.

Los efectos ecotdéxicos de un producto del petrdleo (combustibles, aceites
lubricantes, fluidos hidraulicos, ceras, asfaltos, etc.), pueden ser muy graves por
actuar en todos los niveles de organizacién bioldgica: desde los componentes
subcelulares hasta los niveles superiores del ecosistema.

La descomposicidn enzimatica de algunos productos naturales como lignina,
celulosa y diferentes lipidos, es similar a la de ciertos contaminantes naturales o
sintéticos. Es en este hecho en que esta basada la importancia para la eliminacién
de los contaminantes.

En ciertos hongos superiores se ha comprobado que el complejo enzimatico de las
ligninasas es eficiente en la degradacién de hidrocarburos aromaticos y otros
contaminantes producidos por el hombre.

b) Protocolos de Tratabilidad para Biorremediacion (Sabaté 2004)

Este protocolo plantea 2 etapas principales a desarrollar en el menor tiempo
posible.

Etapa I - Factibilidad:

¢Es posible llevar a cabo la degradacion en el emplazamiento?
Si es factible, los ensayos posteriores pretenden encontrar:
Etapa II - Condiciones 6ptimas:

a. Evaluar la biodegradabilidad de los hidrocarburos presentes mediante las
poblaciones indigenas.

a.1. Quimica de los hidrocarburos en relaciéon a la biodegradabilidad -Escala de
biodegradabilidad. (Calabrese y Kostecki -1993)

Los Alcanos (Saturados) y Aromaticos son las fracciones predominantes en los
compuestos del petréleo. Respecto a la biodegradabilidad, en lineas generales los
n-alcanos, n-alcaliaromaticos y los aromaticos de C10 a C22 son los mas
facilmente degradables. En cambio los que poseen mas de 22 atomos de
carbono, tienen baja solubilidad en agua y debido a que se presentan en estado
solido a temperatura fisioldgica son de muy lenta transformacién por los
microorganismos.

a.1.1. Hidrocarburos Alifaticos (saturados)
Constituidos por cadenas abiertas de enlaces entre carbonos, saturados e

insaturados (alcanos; alquenos y alquinos) y ciclos de uniones de carbono
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saturados (cicloalcanos).

Los alcanos son la familia mas numerosa en los petréleos crudos y se conocen
como Parafinas. Las parafinas de menos de 28 atomos de carbono son mas
facilmente degradables y de 28 a 44 &atomos de carbono decae su
degradabilidad. De estas cadenas, las ramificadas o isoprenoides, son
degradadas mas lentamente que las lineales.

Los hidrocarburos ciclicos saturados o ciclo alcanos también Ilamados
cicloparafinas o naftenos son componentes minoritarios del petréleo crudo.

a.1.2. Hidrocarburos Aromaticos

Constituidos por anillos insaturados de atomos de carbono e hidrégeno (anillos
bencénicos), sustituidos por grupos alquilicos, por otros anillos insaturados o por
hetero atomos de O, N o S.

A medida que aumenta el nimero de anillos y los sustituyentes alquilos,
aumenta su peso molecular y con ello la resistencia a la biodegradabilidad.

Los hidrocarburos aromaticos pueden ser de 2 tipos: Los hidrocarburos
aromaticos volatiles bencénicos y los hidrocarburos poliaromaticos o policiclicos
aromaticos (HAPs). Estos Ultimos pueden presentar varios anillos bencénicos
fusionados.

El grupo de los BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos) son los mas
maviles y mayor toxicidad ambiental.

Los HAPs comprenden del 10 al 25% del petréleo puro y son las fracciones mas
pesadas. Se consideran compuestos organicos persistentes. Las propiedades
semivolatiles de los HAPs les otorgan gran movilidad en el ambiente.

Son cancerigenos potentes el benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno y el
dibenzo(ah)antraceno.

De los cientos de HAPs que existen la EPA ha seleccionado 16 de ellos como
agentes contaminantes prioritarios.

Cuanto mas anillos tenga el compuesto, mayor sera la resistencia a la actividad
degradadora o enzimatica. En general los HAPs de 4 y 5 anillos son los mas
dificilmente removidos, mientras que los mas livianos son mas biodegradables,
mas solubles en agua y mas volatiles.

a.1.3. Resinas Y Asfaltenos

Las resinas estan constituidas por compuestos pirimidinicos, quinolinas, tiofenos,
carbazoles, sulféxidos y aminas.

Los asfaltenos incluyen en sus estructuras los agregados poliaromaticos, fenoles,
acidos grasos, metaloparafinas, etc.

Estos son hidrocarburos recalcitrantes dificiles de degradar, de gran tamafio y de
cadenas complejas, son persistentes en el ambiente, degradando la calidad del
suelo y el desarrollo normal de plantas y microorganismos es por ello que sus

concentraciones deben ser reducidas en el ambiente.
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Estructuras quimicas de diferentes componentes mayoritarios de un crudo de
petréleo.

a. 2. Estudio de comunidades microbianas

La transformacién microbiana de los compuestos organicos va ligada a dos procesos
principales, el crecimiento y el cometabolismo. La utilizacién de un sustrato para el
crecimiento por parte de catabolismo microbiano siempre implica el mismo principio
basico: una degradacién gradual de la molécula para formar al final uno o mas
fragmentos capaces de pasar a metabolismo central. Durante el proceso conocido
como mineralizacidn, una parte de los elementos que constituyen la materia
organica son convertidos en productos inorganicos como CO, o H,0. En algunos
casos, sblo una parte del sustrato es degradado, mientras que el resto del
compuesto persiste en forma parcialmente oxidada. Por su parte, el cometabolismo
se basa en la transformacién o metabolizacidn de un compuesto organico por un
microrganismo que no es capaz de utilizarlo como fuente de carbono y energia. De
hecho, la mayoria de transformaciones cometabdlicas y las de degradacién parcial
son producto de la baja especificidad de algunos enzimas presentes en las rutas
metabdlicas de degradacion.

Los n-alcanos son los compuestos alifaticos que se degradan mas rapidamente en
una mezcla de hidrocarburos (Atlas, 1981). Tanto en hongos como en bacterias, el
paso clave para la biodegradacion de este tipo de hidrocarburos es una
monooxigenacion inicial de la cadena hidrocarbonada. En funcidon de la posicién en
gue se produce esta oxidacidén, se han descrito 3 rutas metabdlicas distintas. En la
ruta mayoritaria, la oxidacién terminal de la molécula, para formar un grupo
alcohol, va seguida de una segunda a aldehido y una tercera al acido graso
correspondiente. Estos acidos grasos pueden incorporarse a metabolismo central
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via B-oxidacion, donde se generan otros acidos grasos de cadena mas corta. Los n-
alcanos de entre C10-C20 son los mas biodegradables, ya que al aumentar su peso
molecular disminuye su solubilidad en el agua (Kremer & Anke, 1997; Watkinson &
Morgan, 1990). Para un mismo numero de carbonos, los alcanos ramificados, como
los isoprenoides, presentan una biodegradabilidad inferior (Alexander, 1999). De
hecho, la oxidacion de isoprenoides puede verse inhibida por la presencia de n-
alcanos (Pirnik et al., 1974). También se ha descrito la degradacion de cicloalcanos
o compuestos que contienen un anillo alifatico en su estructura (Trower et al.,
1985). Por otro lado, poco se conoce de la degradacién de este tipo de
hidrocarburos mediante enzimas extracelulares de hongos de podredumbre blanca
o ligninoliticos, ampliamente descritos, en cambio, como capaces de romper el
anillo aromatico de los HAPs. Finalmente, enzimas como el citocromo P450 pueden
jugar un papel importante en la degradacién de hidrocarburos alifaticos, tanto en
microrganismos eucariotas como procariotas (van Beilen & Funhoff, 2005). Un
ejemplo, muy bien estudiado, de asimilacion de alcanos relacionado con el
citocromo P450 se realizd con especies de Candida. El sistema monooxigenasa
requerido comprende diferentes enzimas citocromo P450 inducidos por alcanos
(Scheller et al., 1996; Seghezzi et al., 1991).

En general, los compuestos aromaticos se degradan con mas dificultad, respecto a
los hidrocarburos alifaticos, debido a la mayor estabilidad de los enlaces entre
atomos de carbonos presentes en su estructura. Como en los alcanos, la
degradabilidad disminuye al aumentar el nimero de carbonos o anillos aromaticos
(Prince et al., 2003). A pesar de su elevada estabilidad, la capacidad de degradar
compuestos aromaticos se ha descrito en una gran variedad de microrganismos,
entre ellos, bacterias y hongos capaces de degradar compuestos de entre 1 y 5
anillos aromaticos (Cerniglia, 1992; Kanaly & Harayama, 2000), debido a que es
una de las estructuras quimicas mas ampliamente distribuidas en la naturaleza,
formando parte de compuestos mono y poliaromaticos, asi como de compuestos
mas complejos como la lignina (Dagley, 1981).

Actualmente, numerosos géneros bacterianos han sido descritos como
degradadores de HAPs. Una gran diversidad bacteriana es capaz de degradar los
HAPs de bajo peso molecular y unos cuantos géneros (i.e. Rhodococcus,
Mycobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Arthrobacter o Nocardia, entre otros)
han sido catalogados como degradadores de HAPs de elevado peso molecular.

El principal mecanismo, que presentan la mayoria de bacterias, para degradar HAPs
de forma aerdbica consiste en la oxidacién del anillo bencénico por parte de
dioxigenasas para formar cis-dihidrodiol. Estos dihidrodioles son dehidrogenados,
formando intermediarios dihidroxilados, que pueden ser metabolizados via
catecoles, después de entrar a metabolismo central, hasta CO, y agua. Por su
parte, algunas bacterias pueden catalizar la degradacibn de HAPs a
transdihidrodioles, mediante la accion del enzima citocromo P450 monooxigenasa,
como Mycobacterium sp. (Kelley et al., 1990).

Durante las dos Ultimas décadas, se han descrito géneros bacterianos
(Pseudomonas, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia, Sphingomonas,
Rhodococcus, Mycobacterium o Flavobacterium) capaces incluso de degradar
benzo(a)pireno (Aitken et al., 1998; Schneider et al., 1996) y se han propuesto
rutas metabdlicas donde las dioxigenasas tienen un papel principal (Schneider et
al., 1996). Finalmente, se ha descrito también que ciertas cepas bacterianas
pueden degradar benzo(a)pireno, de forma cometabdlica, cuando crecen a partir de
otra fuente de carbono (Ye et al., 1995).
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Aunque se ha avanzado mucho durante los ultimos veinte afios, el conocimiento
actual sobre el metabolismo fungico de HAPs es mucho menor que el referente al
metabolismo bacteriano. Sin embargo, los hongos son tan importantes como las
bacterias en la biorremediacion de HAPs en ambientes acuaticos y en suelos.

Al contrario de las bacterias, los hongos no asimilan los HAPs como fuente de
carbono y energia, asi que requieren de cometabolismo para detoxificarlos (Casillas
et al., 1996). En general, los hongos son mas lentos y menos eficientes que las
bacterias en la degradacion de HAPs. Por el contrario, la mayoria de cepas
bacterianas no son capaces de degradar de forma eficiente HAPs de 4 o mas anillos
bencénicos, mientras que los hongos pueden incluso mineralizar HAPs de mas de 4
anillos aromaticos.

La oxidacién de HAPs es un preludio para su asimilacidon, mientras que en hongos
es un primer paso hacia la detoxificacién. El papel de los hongos en ecologia es
muy importante, ya que los metabolitos formados, mas polares y mas reactivos que
los productos parentales, pueden ser mineralizados o detoxificados por la poblacién
autoctona bacteriana del suelo.

Se ha demostrado que varias especies fungicas pueden metabolizar HAPs, como el
zigomiceto Cunninghamella elegans, ascomicetos Aspergillus niger y Penicillium sp.,
y los basidiomicetos de podredumbre blanca Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus y Lentinus tigrinus..

En general, los hongos filamentosos y las levaduras forman trans-dihidrodioles,
dihidrodiol epdxidos, quinonas y fenoles, a la vez que productos conjugados que se
forman a partir del fenol. Estos productos conjugados no son mutagénicos,
mientras que los productos oxidados son téxicos y bioactivos. Las rutas metabdlicas
de degradacién de HAPs por hongos involucran diversos enzimas, como el
citocromo intracelular P450 y los extracelulares lignina peroxidasa, manganeso
peroxidasa y la casa. La formacion de metabolitos hidroxilados es muy importante
para la biorremediacién, ya que incrementa la mineralizacion de dichos
compuestos.

El conocimiento de las poblaciones microbianas presentes en suelos contaminados,
asi como su evolucidn durante procesos de biorremediacién, es todavia muy
limitado. Debe ser prioritario aumentar el conocimiento en este campo para futuras
investigaciones, ya que resulta util disponer de mas informacion sobre qué
microrganismos son capaces de adaptarse a estos habitats y poder explotar asi sus
capacidades. Ademas, es necesario estudiar las comunidades de microrganismos
porque el metabolismo de sustratos organicos en sistemas naturales suele
producirse mediante interacciones metabdlicas entre distintos organismos. Por ello,
es prioritario aumentar el conocimiento sobre las distintas comunidades
microbianas existentes en diferentes sitios contaminados, asi como de las
interacciones que se establecen entre ellas.

Durante los dultimos 20 afios han aumentado, de forma significativa, las
metodologias para estudiar la diversidad microbiana presente en la biosfera. Pero la
realidad es que todavia queda mucho camino por recorrer. De hecho, existe mucha
controversia y el orden de magnitud todavia es desconocido, aunque algunos
estudios apuntan que en un uUnico gramo de suelo podrian estar presentes entre
102 y 107 especies distintas de microrganismos (Gans et al., 2005; Schloss &
Handelsman, 2006). Por otro lado, hay que tener en cuenta que solo entre un

Pagina 9 de 20



UNIVERSIDAD FACULTAD DE INGENIERIA BIOPROCESOS
NACIONAL DE CUYO

0,001 y un 1% de los microrganismos viables son cultivables (Torsvik et al., 2003).
Por este motivo, los estudios clasicos de diversidad microbiana, basados
Unicamente en el aislamiento de microrganismos, representan una parte minoritaria
de la diversidad real existente (Amann et al., 1995), aunque siguen siendo muy
Utiles para proporcionar cierta informacion. En cambio, las nuevas técnicas de
biologia molecular, aplicadas a estudios de biorremediacién, nos ofrecen nuevas y
atractivas posibilidades para analizar la estructura, composicién y cambio
poblacional de las comunidades microbianas del suelo, durante procesos de
biodegradacién.

a.3. Condiciones medioambientales que permitan optimizar la actividad
metabdlica de las poblaciones degradadoras.

Un buen numero de factores que afectan la biodegradacién de hidrocarburos
derivados del petréleo han sido ampliamente descritos (Bamforth & Singleton,
2005; Das & Chandran, 2011). La estructura de la matriz contaminante puede ser
uno de los factores mas importantes y por eso debe estar muy bien caracterizada,
durante los ensayos de tratabilidad de suelos contaminados. Por otro lado, factores
fisicos como la temperatura, el pH y la humedad siempre se deben tener en cuenta,
ya que afectan directamente a las caracteristicas quimicas de los compuestos
contaminantes, como su solubilidad en agua, asi como a la fisiologia y diversidad de
la microbiota autdctona del suelo (Das & Chandran, 2011). Ademas, la presencia de
tanto nutrientes inorganicos (nitrégeno, fosforo, potasio..) como aceptores de
electrones es basica para que las tecnologias implementadas tengan resultados
aceptables. En suelos contaminados, donde la presencia de carbono organico suele
ser alta, debido a la naturaleza del contaminante, los nutrientes disponibles pueden
agotarse rapidamente (Breedveld & Sparrevik, 2001). Las proporciones molares de
C:N:P, descritas en la bibliografia, respecto al contenido de carbono a degradar son
muy variadas. La EPA recomienda utilizar proporciones C:N de 100:10 a 1000:10
para la biodegradacién de suelos contaminados por hidrocarburos (US-EPA, 1995).
Ademas, La mayor parte de hidrocarburos presentes en los productos del petroleo
son degradados con mayor extensidn y rapidez de forma aerdbica (02 como
aceptor de final de electrones), ya que en ausencia de O2, y en presencia de
aceptores de electrones alternativos (NO3- , SO42-, CO2, Mn4+ y Fe3+) los
hidrocarburos pueden ser degradados, pero con unas tasas de biodegradacién muy
inferiores a las aerdbicas (Boopathy, 2002; Grishchenkov et al., 2000; Holliger &
Zehnder, 1996; Leutwein & Heider, 1999; Massias et al., 2003).

Finalmente, en suelos industriales, la biodisponibilidad del compuesto contaminante
puede ser el factor mas importante para limitar el éxito de un proceso de
biorremediacién (Bamforth & Singleton, 2005). Tanto los hidrocarburos alifaticos de
cadena larga como los HAPs, especialmente los de elevado peso molecular, tienen
valores bajos de biodisponibilidad y estan clasificados como compuestos organicos
hidrofébicos, es decir, moléculas con niveles bajos de solubilidad en agua y, por lo
tanto, resistentes a la degradacién (Semple et al., 2003). Ademas, los
hidrocarburos tienen tendencia a adsorberse rapidamente a superficies minerales,
como las arcillas del suelo, y a la materia organica, como los acidos himicos.

Cuanto mas tiempo pase en contacto el hidrocarburo con el suelo, mayor sera su
adsorcion y menor su extractabilidad, ya sea quimica o bioldgica. Este proceso es
conocido como envejecimiento o “ageing”, en inglés, y es uno de los principales
problemas a los que se enfrenta la tecnologia de la biorremediacion en suelos
histéricamente contaminados, ya que estd intimamente relacionado con la
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persistencia de los contaminantes en el medio ambiente

5.2. Biomarcadores y su utilidad en la evaluacion de la biodegradacion del
petrodleo

El empleo de biomarcadores es util en el estudio de la evolucion de la
degradacion del petréleo cuando se emplean microorganismos. En funcion de la
resistencia a la degradacién, existen biomarcadores que sirven para evaluar
mejor la eficacia de la biorremediaciéon en las primeras etapas, como es el caso
de los hidrocarburos alifadticos, mientras que otros, como los hidrocarburos
aromaticos o los hopanos, permiten determinar la degradacién a mas largo
plazo.

Los biomarcadores presentan una gran utilidad en el estudio de la eficiencia de la
biorremediacién. Se conoce como biomarcadores a aquellos compuestos que
pueden ligarse de forma inequivoca con sus precursores bioldgicos y cuya
estructura de carbonos base se preserva de tal forma que es reconocible a pesar
de la diagénesis y de gran parte de la catagénesis. Muchos biomarcadores tienen
inicialmente grupos funcionales que contienen oxigeno (dado que muchos de
ellos derivan de los lipidos de los organismos) y se ven sometidos al mismo
proceso de pérdida de grupos funcionales que el resto de la materia organica.
Por lo tanto, los productos diagenéticos son generalmente hidrocarburos, aunque
pueden sobrevivir a la diagénesis pequefias cantidades de compuestos con
grupos funcionales, como los acidos grasos. Al mismo tiempo, los compuestos no
saturados (aquellos que contienen doble enlace C=C) tienden a reducirse
(mediante hidrogenacién), lo que resulta en la formacién de hidrocarburos
alifaticos (esteranos, hopanos...), o a aromatizarse. Los biomarcadores son muy
importantes dado que, en general, pueden proporcionar informacién acerca de:
fuentes bioldgicas de materia organica sedimentaria, medios deposicionales,
madurez de la materia organica, edad geoldgica...

Estos compuestos son tan soélo constituyentes traza, pero pueden ser muy Uutiles,
especialmente en el caso de los petrdleos: se emplean una gran cantidad de
tipos estructurales en la geoquimica del petrdleo y, lo que es mas importante en
el tema que nos ocupa, también se ha demostrado su gran utilidad en Ia
evaluacion de la efectividad de la biorremediacién de vertidos de petrdleo como
se expondra a continuacion.

Aplicacién de los biomarcadores a la biorremediacion

El estudio de biomarcadores permite obtener informacion sobre el rendimiento
de los distintos métodos de degradacidn de los residuos del petrdleo,
principalmente los que se refieren el empleo de microorganismos. Asimismo, se
puede evaluar la eficacia del uso de diferentes fertilizantes o catalizadores que
intervienen en la proliferacion de las bacterias y, en consecuencia, en la
degradacion de los productos del petroleo.

Los biomarcadores son moléculas que retienen el esqueleto basico
hidrocarbonado de los compuestos bioldgicos a través de los procesos de
maduracion.

La mejor opcién para el control van a ser algunos tipos de biomarcadores, en

especial aquellos cuya degradacién biolégica es muy lenta o directamente no va

a tener lugar. En concreto, los compuestos que se utilicen deberian ser
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referencias que no se originen en el crudo ni en ningun derivado en procesos de
envejecimiento o biodegradacién. Ademas, sea cual fuere el tipo de analitica
utilizada se debe demostrar que la eficiencia en la extraccién del biomarcador es
la misma que para el resto de los compuestos (Riser-Roberts, 1998).

Ademads, en la aplicacion de las técnicas de biorremediacion es de Vvital
importancia la seleccién de compuestos que dentro de la mezcla compleja del
petroleo no sean biodegradables. Este hecho sera aprovechado para conseguir
referencias que permitan medir si la degradacién que tiene lugar es bioldgica o
no y, si es asi, qué microorganismos y de qué manera estan degradando los
contaminantes y cudles no. Como criterio general, partiremos de que Ila
proporcién entre compuestos biodegradables y no biodegradables en una mezcla
de contaminantes disminuye si hay biodegradacion.

Entre los hidrocarburos del petrdleo es facil encontrar cantidades relativamente
pequenas de biomarcadores (usualmente por debajo del 1% en peso) de origen
lipidico.

Al final de la diagénesis sus precursores son transformados en hidrocarburos
que, después de la catagénesis, todavia permiten fijar los precursores
especificos.

Cualquier programa de ensayo sobre biorrecuperacién que implique Ila
desaparicién de residuos de petréleo o de hidrocarburos, presentara dificultades
analiticas. Ello es debido a que existen otros procesos que implican la
desaparicién de residuos de petrdleo o de hidrocarburos medidos mediante
cromatografia de gases, que pueden afectar o contribuir a la desaparicién de los
residuos. Para hacer frente a estos problemas, se supone que la desaparicidon de
algunos grupos de hidrocarburos se puede utilizar como indicador definitivo de la
biodegradacién.

Los indicadores de la biodegradacién estarian asociados a cambios sustanciales
en la composicidn de varias fracciones del petrdleo, especialmente los
hidrocarburos aromaticos. También se supone una correlacidon entre los cambios
en la composicién de los hidrocarburos y los cambios de peso residual del
petrdleo, para poder calcular tasas de desaparicion de los pesos residuales como
primer indicativo cuantitativo del efecto del fertilizante y, en consecuencia, de la
eficacia de la limpieza durante periodos de tiempo mas largos.

Existen varios parametros que se pueden emplear para determinar el grado de
biodegradacion. En primer lugar, se puede wusar la concentracion de
hidrocarburos alifaticos, aunque presenta algunas desventajas, ya que
constituyen la fraccion mas facil de degradar, son los menos téxicos y suponen
solamente un pequefio porcentaje en peso del petrdleo. También se pueden
determinar los cambios producidos por los organismos y fertilizantes en la
fraccion aromatica, que es mas resistente a la degradacion y mas toxica. Por
ultimo, otro método eficaz para estimar la eficacia de la biorremediacién se basa
en la separacion de las distintas fracciones del petréleo: alifatica, aromatica,
heterociclica, polar y asfalténica, y determinar la disminucién del peso de cada
una (Jobson et al., 1972). No obstante, todos estos indices se veran afectados en
mayor o menor medida por los Ratio de n-alcanos normales respecto a n-alcanos
ramificados. Este ratio se determina calculando la relacion del peso entre un
hidrocarburo de biodegradacion facil, principalmente los n-alcanos de 17 y 18
atomos de carbono (n-C17 y n-C18), y un hidrocarburo que se biodegrada mas
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lentamente, generalmente hidrocarburos ramificados como el pristano (Pr) y
fitano (Ph). Estos dos ultimos compuestos son isoprenoides que derivan de la
degradacion de la clorofila-a (Figura 1), generalmente mediante oxidaciéon y
reduccion, respectivamente.

Figura 1. Esquema de la degradacién de la clorofila-a, que puede derivar mediante
procesos diagenéticos a pristano (izquierda) o fitano (derecha).

Se seleccionan el pristano y el fitano para realizar las comparaciones debido a
que son los isoprenoides mas abundantes en el petréleo. Se emplean, por tanto,
las relaciones n-C17/pristano o n-C18/fitano, aunque es preferible emplear la
ultima (figura 2). La base del estudio se basa en que, por un lado, la mayor
parte de los procesos (meteorizacion fisica, lixiviacion, etc) no producen pérdidas
acusadas de hidrocarburos ramificados y alifaticos y, por otro, los alcanos
ramificados se biodegradan a distinta velocidad que los alcanos lineales, que en
general es mas rapida en los primeros (Prinik, et al., 1977; Mueller et al., 1992).
Por lo tanto, estudiando la evolucion en el tiempo del ratio n-C18/fitano, se
puede estimar el grado de biorrecuperacion de una zona afectada por un vertido
de petréleo (figura 3). Su utilizacion solamente es valida al comienzo del
tratamiento; si se analizan cuando el proceso ha avanzado mucho, pueden
subestimar la biodegradacion. Concretamente, durante la remediacién del vertido
del Exxon Valdez, el pristano y el fitano se degradaron rapidamente y sodlo
pudieron utilizarse como biomarcadores adecuados en las primeras semanas
(Bragg et al., 1994).
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Figura 3. Cambios en las relaciones n-C18/fitano en playas de guijarros de Alaska.
Modificado de Pritchard (1997).

5.2.1. Biodegradacién del Fitano:

En la utilizacidon de los biomarcadores influyen también las condiciones locales de
cada zona. De hecho, en ciertas costas, como en la de Prince William Sound de
Alaska, se desarrollan bacterias con gran capacidad de degradar alcanos
ramificados como el fitano, por lo que el estudio de la evolucién del ratio n-
C18/fitano no es util como indicador de biorremediacién. Es mas, en el vertido
del Exxon Valdez se observd en algunas zonas de Alaska una degradacién similar
de fitano y de n-C18 (Pritchard, 1997). En estos casos, el contenido total de
fitano por si solo se puede emplear como marcador bioldgico interno al igual que
el del n-C18 (figura 4).
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Figura 4. Cambios en la concentracion de fitano y n-C18 (expresado como cambio
porcentual en relacidn a la concentracion media a t=0) en las muestras de petrdleo en
arena y grava de las playas tratadas en Sung Harbour (Alaska). Modificado de Pritchard
(1997).

Si existe algun ejemplo que muestre como deberia variar la grafica en un
proceso de biodegradaciéon seria bueno colocarlo dado que solo se ha puesto un
ejemplo donde no funciona como deberia funcionar la curva.

5.2.2. Cambios en la composicion de hidrocarburos aromaticos:

Para poder determinar de forma absoluta la efectividad de la biodegradacién, no
es suficiente contar Unicamente con el estudio de la biodegradacion de la fraccion
alifatica. Se debe también estudiar el comportamiento y evolucion de la fraccién
aromatica, ya que es la mas complicada de degradar (Kennicutt, 1988; Rowland
et al., 1986) debido a que presenta una baja solubilidad. Esto es importante no
sblo porque permite evaluar la capacidad de recuperacion de una zona, sino
porque algunos hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs) son altamente
toxicos y potencialmente cancerigenos bajo ciertas condiciones. Para evaluar la
capacidad de degradacion, se suelen emplear compuestos de forma individual y
familias de PAHs (naftalenos, fenantrenos, crisenos, etc). Asimismo, se puede
determinar la eficiencia de los microorganismos en una zona sometida a
biodegradacién del petrdleo, mediante el estudio de la evolucién de la
abundancia de la suma total de PAHs con el tiempo.

Generalmente, el estudio se realiza comparando la proporcidon de los diferentes
hidrocarburos aromaticos con el contenido del Hopano C30-17a(H), 21b(H), ya
que es sumamente resistente al ataque bioldgico y, por consiguiente,
proporciona un estandar constante para normalizar el contenido en hidrocarburos
aromaticos. Mas adelante se realiza una descripcibn mas detallada de los
hopanos y de su empleo en la biorremediacion.

5.2.3. Cambio de composicidon y cambio en el peso residual

En principio se podria pensar que la rapida reduccion en la relacién n-C18/fitano
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no va acompafada de un cambio importante en el peso residual del petréleo. Sin
embargo, diversos estudios han confirmado que cuando comienza la degradacion
de la fraccion alifatica, se inicia también la descomposicién de otras fracciones
del petrdleo, aunque a velocidades diferentes. Existe, por lo general, una
correlacién entre las variaciones del ratio n-C18/fitano y del peso residual, con el
tiempo de actuacién de los organismos.

5.2.4. Hopanos

Derivan del acoplamiento de seis unidades de isopreno. Son abundantes en
sedimentos y en el petrdleo, si los comparamos con otros biomarcadores.

Proceden de precursores con grupos funcionales (biohopanoides) presentes en
las bacterias. Los hopanoides (bacteriohopanotetroles) estan presentes en las
membranas de numerosos organismos procariotas, tanto aerobios como
anaerobios, y su funcion parece ser la de mejorar la estabilidad de las paredes
celulares. En este sentido, no sélo su funcién, sino su estructura estd muy
relacionada con la de los esteroles (el mas conocido de estos es el colesterol) en
organismos eucariotas (Madigan et al., 2000). Los grupos funcionales se pierden
durante la diagénesis aunque, en general son resistentes a la degradacion.

Ademas de los hopanos, los productos diagenéticos de los biohopanoides
incluyen a los hopanoles, acidos hopanoicos y hopenos.

Entre todos los hopanos, el C30-17a(H), 21B(H)-hopano es un buen
biomarcador, porque tiene baja solubilidad y muy baja volatilidad, con lo que no
solo la biodegradacion, sino también la disolucidn o la evaporacién son
practicamente descartables.

Para calcular la eficiencia de la biodegradacion del petréleo a partir de los
hopanos se puede utilizar la siguiente ecuacidon (Douglas et al., 1994):

% petroleo degradado = (1- Ho/Hs) x 100

Donde:

Ho es la concentracidon del hopano C30-17a(H), 21B(H) en el petrdleo
originariamente.

Hs es la concentracion del hopano C30-17a(H), 21B(H) en la muestra después
de haber sido sometida a biodegradacion.

5.2.5. Otros biomarcadores

Como alternativa a los compuestos ya sefalados, se podria elaborar una lista de
otros posibles biomarcadores que se podrian utilizar para cuantificar la
biodegradacion del petrdleo:

e Esteranos: Son compuestos con una estructura similar a la de los hopanos
(cuatro anillos frente a cinco). El mas conocido entre ellos es el colestano cuyo
precursor es el colesterol de los organismos eucariotas.

e Esteroides: También con estructura similar a los hopanos, pero con anillos
bencénicos en ella. Son, por tanto, hidrocarburos aromaticos.
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e Porfirinas: Son un grupo extremadamente complejo de compuestos
tetrapirrolicos.

Se originan en el mismo proceso diagenético (precursor: clorofila) en el que se
formaban pristano y fitano.

e Metales: Por diversos motivos (Sasaki et al., 1998) se ha propuesto el vanadio
como marcador interno de la biodegradacion.

Existen otros biomarcadores, entre los cuales se encuentran:

compuestos con NSO, tales como porfirinas, carbazoles, fenoles, &acidos
carboxilicos y compuestos del azufre.

En conclusidn, la utilidad de los biomarcadores en el estudio de la evolucion de la
degradacion del petréleo cuando se emplean microorganismos, generalmente
considerada en funcién de la resistencia a la degradacion, existen biomarcadores
gue sirven para evaluar mejor la eficacia de la biorremediacion en las primeras
etapas, como es el caso de los hidrocarburos alifaticos, mientras que hay otros,
como los hidrocarburos aromaticos o los hopanos, que permiten determinar la
degradacion a mas largo plazo y la recuperacién de las zonas contaminadas.

5.3. Metodologia propuesta por Bioprocesos para remediar suelos
empetrolados

5.3.1. Caracterizacidn inicial de los suelos presentes
Para cada una de las corrientes presentes sera necesario conocer:

1 Concentracién de hidrocarburos presentes: concentracion de HTP mediante EPA
418.1 y TNRCC Texas 1006, concentracion de compuestos BTEX, concentraciéon
de compuestos SARA y HAP's.

1 Concentracidn de metales pesados: se analizardan los metales pesados
legislados. Los mismos son: As, Ba, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Ag, Pb, Se, Zn.

1 Concentracién de nutrientes: Nitrogeno asimilable, Nitrogeno Total, Fdsforo
asimilable, Potasio asimilable, Materia Organica.

1 Concentracién de bacterias degradadoras de hidrocarburos y heterdtrofos
totales.

1 pH, conductividad eléctrica, % humedad, textura del suelo, capacidad de
intercambio cationico.

1 Caudal masico de cada corriente, €j: Tn/afo

5.3.2. Evaluacién de la biodegradabilidad de cada corriente

Generalmente para suelos virgenes o industriales afectados por derrames de crudo
puede definirse la biodegradabilidad de los mismos solo con los datos obtenidos en
la caracterizacién inicial. La aplicacién de la técnica de Biorremediacion clasica
(remocién de suelo, humectacion, aplicacidon de nutrientes tales como Urea y DAP)
es generalmente suficiente para remediar este tipo de residuos empetrolados.

En el caso de corrientes donde la caracterizacidn arroja la presencia de compuestos
quimicos que complican el proceso de la Biorremediacién clasica (ej: niveles
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elevados de compuestos asfalténicos, elevado pH y conductividad eléctrica, o la
presencia de otros compuestos téxicos), sera necesario recurrir a la ejecucién de
ensayos de tratabilidad donde se ajustara el proceso con la aplicacion de
pretratamientos y la utilizacion de otros aditivos.

5.3.3. Ensayos de tratabilidad

Se debe realizar una propuesta técnica de ensayos de tratabilidad puntual para
aquellas corrientes donde no sea posible la aplicacion de la Técnica de
Biorremediacion clasica.

5.3.4. Implementacion en campo del proceso disefiado

La implementacidon en campo del proceso disefiado para cada corriente sera llevada
a cabo por la empresa que defina YPF S.A.
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