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1. Introduccion

El tratamiento microbiologico de suelos, sedimentos y otros sélidos contaminados con
hidrocarburos en la forma usual de aplicacién lleva varios meses y los resultados muestran un
decrecimiento asintético del contaminante degradable. En casi todos los casos estudiados
descriptos en la literatura puede ser observado un remanente del contaminante después del
tratamiento (ARENDT et al. 1993).

La razon de este fendbmeno no resulta clara hasta el momento. Probablemente sean los
equilibrios de sorsion-desorsion o la distribucién no homogénea en la materia sélida los
responsables de este comportamiento. Trabajos recientes analizan individualmente los tres
tipos de limitacion mencionados anteriormente: degradabilidad, difusividad y desortividad
(ARENDT et al. 1993). Algunos trabajos sugieren que la difusion desde los agregados es el
mecanismo limitante en la degradacion hidrocarburos. Experimentos realizados con reactores
tipo slurry para estudiar la biodegradabilidad de hexadecano y diesel oil muestran que la
concentracion residual de hidrocarburo después del tratamiento no es causada por incapacidad
de los microorganismos presentes para degradar dichos substratos o por la formacién de
sustancias inhibidoras del desarrollo microbiano, ya que bajo otras condiciones de desarrollo
mineralizan completamente el contaminante (GEERDINK 1995).

Los suelos contaminados poseen una distribucién no uniforme de contaminante segun la
granulometria del mismo y el contenido de materia orgénica. En los suelos biorremediados
ocurre un fendmeno similar. ( NEeRe y FEIL 1993).

Las alternativa de usar reactores bioldgicos para realizar un tratamiento intensivo se encuentra
seriamente limitada por los costos que implica mover grandes volimenes de suelo. (ARENDT
et al. 1993).

La base de planteo de este trabajo consiste en tratar solamente la parte altamente contaminada,
0 sea la fraccion de particulas méas finas, en un biorreactor aireado neumaticamente. La
hipotesis de este trabajo se fundamenta en que en un sistema de depuracion intensiva es
posible lograr altas velocidades de transferencia de masa, fases homogéneas y condiciones
controladas de desarrollo microbiano lo cual permite una descontaminacion méas profunda.

2. Materiales y métodos

Unidad de tratamiento (fig. 1): Esta unidad estd formada por un tanque de lodos, un
hidrociclon para separar la fraccion fina del suelo y el reactor biolégico. Todos estan
construidos en acero inoxidable AISI 316. El hidrociclén tiene 400 mm de altura, 100 mm de
didmetro, 45 mm de didmetro de la salida superior y 5 mm de diametro de la salida inferior. El
reactor airlift tiene 218 mm de didmetro y 1025 mm de altura con un cilindro interior de 140
mm de diametro y 900 mm de altura con fondo toriesférico de 35 mm de flecha maxima.
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Posee una camisa de agua, para termostatizacion. Se puede controlar pH, temperatura y caudal
y presion de aire de ingreso.
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Fig. 1: Unidad de tratamiento

Microorganismos: Se utiliz6 un consorcio microbiano aislado del suelo de un campo petrolero
de la provincia de Mendoza, Argentina, mediante la siguiente técnica: una cantidad de suelo
fue transferida a un erlenmeyer conteniendo el siguiente medio de cultivo 5,0 g/l de NaCl,
0,2 g/l de MgSQy; 1,0 g/l de NH4PO4H; 1,0 g/l de K,PO4H; 0,5 g/l de (NH,4)2SO4; 0,02 ¢/l de
extracto de levadura. Este erlenmeyer fue incubado en un agitador a 30°C y adaptado a
concentraciones crecientes de contaminante durante 45 dias. Posteriormente fue transferido
asépticamente a un tubo de ensayo con el siguiente medio de mantenimiento: 5,44 g/l de
KPO4H,; 5,68 g/l de Na,PO4H; 1,00 g/l de NH,4CI; 1,50 mg/l de FeCls; 0,15 mg/l de CaCly;
1,0 g/l de extracto de levadura; 16,00 g/l de gasoil parafinico; 25,0 g/l de agar. Posteriormente
se almacend en refrigeracion a 4°C. El cultivo obtenido esta formado por un bacilo esporulado
Gram positivo aerobio facultativo y una levadura aerobia.

Microscopio: Se utilizé un microscopio Fisher Scientific, con objetivo de inmersion de 100 X
y objetivos normales de 40 X y 60 X.

Medio de cultivo: Para los ensayos de degradacion en proceso semicontinuo se utilizo el
medio de cultivo A (tab. 1 y 2) disuelto en el producto de cabeza del hidrociclon. Para la
preparacion del in6culo se utilizé el mismo medio pero en lugar del producto de cabeza del
hidrociclon se utilizd agua deionizada para la disolucién y se incorporé 16 g/l de gasoil
hidrogenado como fuente de carbono. Para los ensayos de optimizacion de medios se usaron
los medios Ay B (tab. 1y 2) combinando sus componentes de acuerdo a la tabla 4.

Suelo contaminado: Se ha utilizado un suelo modelo compuesto por arena tamizada (diametro
menor o igual a 2 mm): 95%; humus de lombriz (sin tamizar): 4,5%, gas oil hidrogenado:
0,5%.
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Se prepararon dos tipos de suelo modelo (tab. 3).

Tab. 1: Composicion de los medios de cultivo

Medio A Medio B
KH,PO, 5,4 g/l NaCl 5,0 g/l
Na,HPO, 5,6 g/l MgSO, 0,2 g/l
NH,CI 1,0 g/l NH, HPO, 1,0 g/l
Extracto de levadura 1,09/l K,HPO, 1,09/
Micronutrientes A 0,15 ml/I (NH4),SO4 3,09/l
Extracto de levadura 1,09/l
Micronutrientes B 10,0 ml/I
Tab. 2: Composicion de los micronutrientes Tab. 3: Composicion de los suelos
i i i i modelo
Micronutrientes A Micronutrientes B
FeCl, 10 g/l FeSO,+7 H,O | 275 ml Diametro \ Arena Grueso | Fino
CaCl, 19/l ZnSO,+ 7 H,0 | 550 mgl/l Arena 0,501-2,000 mm 57,0% |9,5%
CaCl,*2H,0 | 110 mg/l Arena 0,101-0,500 mm 28,5% | 28,5%
MnCl, « 4H,0 | 275 mg/l Arena 0-0,100 mm 9,5% 57,0%
CuSO,+5H,0 | 110 mg/l Humus 45%  [4,5%
C0SO,» 7H,0 | 110 mg/l Gasoil hidrogenado 0,5% 0,5%
KClI 2750 mg/l
NaCl 2750 mg/l

Los suelos modelo se almacenaron durante 90 dias. Durante este periodo los recipientes se
rotaron diariamente para homogeneizar el contenido. Posteriormente el suelo fue
hidrociclonado y el producto de cabeza fue utilizado para los ensayos de degradacion. La
distribucién granulométrica se muestra en los graficos 2 y 3 para los productos de cabeza de
hidrociclon de los suelos modelos grueso y fino respectivamente.

Metodologia experimental: Se realizé un ensayo preliminar para cada suelo modelo
contaminado. Posteriormente se siguid trabajando sélo con el suelo modelo fino en todos los
ensayos en proceso discontinuo. En los ensayos en proceso semicontinuo se utilizo el suelo
modelo fino. El volumen de trabajo del reactor fue de 40 |. Se utilizaron dos tipos de
aireadores: el primero en forma de boquilla eliptica para los ensayos preliminares y una placa
perforada en los demas ensayos. El aire se introdujo con un caudal de 13 a 34 I/min. El pH se
mantuvo en 6,80 y la temperatura en 30°C. Para el estudio de la influencia de la temperatura,
ésta se elevd hasta 40°C. Tambien se realizé un agregado de Tween 80.
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Tab. 4: Combinaciones de los nutrientes en la optimizacion del medio de cultivo y
concentraciones finales logradas en ensayos en erlenmeyers agitados

Componente Medio base | Concentracion de Concentracion de Degradacion
macro/micronutrientes hidrocarburo (ppm) | (%)
Testigo Medio de referencia (Sin degradacion) 956 0
B Medio de referencia (Sin degradacion) 991
Fésforo 1,0 g/l KH,PO,
1,0 g/l NaH,PO, n.d. n.d.
A 5,4 g/l KH,PO,
5,6 g/l NaH,PO, 198,81 79,2
B 1,0 g/l NH4H,PO,
1,0 g/l K;HPO, 101,23 89,8
B 5,0 g/l NH,H,PO,
5,0 g/l K,HPO, 234 76
Nitrogeno A 1,0 g/l NH4CI 198,81 79,2
5,0 g/l NH,CI 137,07 85,6
B 3,0 g/l (NH,),S0,
1,0 g/l (NH,)H,PO, 101,23 89,8
B 15,0 g/l (NH,),SO,
1,0 g/l (NH,)H,PO, 274,48 72
Micronutrientes | A micronutrientes. A 198,81 79,2
Inorgénicos A micronutrientes B 198,81 79,2
B micronutrientes A 139,06 86
B micronutrientes B 101,23 89,8
Micronutrientes | A 0 g/l de extracto de levadura 95,25 920
Organicos A 0,2 g/l de extracto de levadura n.d. n.d.
A 1,0 g/l de extracto de levadura 198,81 79,2
B 0 g/l de extracto de levadura 81,31 91,8
0,2 g/l de extracto de levadura 89,28 91
B 1,0 ¢/l de extracto de levadura 101,23 89,9
Condiciones A pH constante (medio sin modificar) 198,81 79,2
Ambientales A 11,0 g/l KH,PO,, pH libre (final 5,75) 53,43 94
B pH constante (medio sin modificar) 101,23 89,8
B 2,0 g/l KH,POy, pH libre (final 8,60) 109,19 89

n.d.: no determinado
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Determinaciones analiticas: Los hidrocarburos totales
se determinaron mediante técnicas de espectro-
fotometria infrarroja  por la norma Stichting
CONCAWE I-72 (ANoNIMoOus 1972). El método
consta de las siguientes etapas: se toma una muestra
homogénea de lodo y se lleva el contenido a pH=5
con &cido clorhidrico. Se agregan 5 g de cloruro de
sodio y 50 ml de tetracloruro de carbono y se agita
vigorosamente por 15 minutos. Luego se deja
sedimentar por 10 minutos y se extrae un volumen de
10 ml de la capa de tetracloruro de carbono.
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Fig. 2: Distribucién de particulas en el producto de
cabeza del hidrociclén para el suelo modelo
grueso
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Fig. 3: Distribucién de particulas en el producto de
cabeza del hidrociclén para el suelo modelo
fino

Se agrega un gramo de Florisil y se
agita por 2 minuto. Se deja sedi-
mentar. El sobrenadante se analiza
en la region espectral comprendida
entre 3,2 y 3,6 um comparandola
contra un blanco de tetracloruro de
carbono. Se determina el peso de
los sélidos presentes en la muestra
mediante filtrado o secado de la
misma.

3. Resultados y discusién

Ensayos preliminares: los resulta-
dos se muestran en los gréaficos 2 y
3 para los suelos modelo grueso y
fino respectivamente. Se observa
que se puede tratar eficientemente
una suspension de particulas finas
altamente contaminada en un
reactor airlift. Se han logrado
degradaciones del 77% del hidro-
carburo presente en un periodo de
62 horas para el suelo grueso y
55% en el modelo fino en 14
horas.

Se pueden distinguir dos fases: una
inicial de degradacién rapida y una
lenta. La fase inicial puede deberse
a un efecto combinado de degra-
dacién y evaporacion. Este com-
portamiento coincide con las
experiencias reportadas en la
literatura: una primera en donde el
contaminante presente en la super-
ficie de la particula se desorbe
rdpidamente y es consumido por
los microorganismos y una
segunda etapa en donde se produce
la desorcion del contaminante pre-
sente en el interior de la particula
(GEERDINK 1995).
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Fig. 4: Degradacion de gas oil adsorbido sobre suelo
modelo grueso

En los dos tipos de suelo estudiados se llega a una
concentracion final residual de hidrocarburo que no
disminuye aunque se aumente el tiempo de trata-
miento. Este valor limite representa alrededor del 25%
de la concentracion inicial del suelo para el suelo
modelo grueso, mientras que para el suelo modelo
fino la concentracion residual corresponde al 50%.
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Fig. 5: Degradacion de gas oil adsorbido sobre suelo
modelo fino

Si se comparan los ensayos realizados con el suelo
modelo grueso y el fino se observa que la
concentracion inicial del slurry dentro del reactor
difiere en un 25%, pero si se analiza la diferencia
correspondiente a la fase solida, tenemos una
diferencia del orden del 95% entre el modelo fino y el
modelo grueso (se considera a los efectos de la

comparacién la  concentracion
menor; correspondiente al fino;
como 100%). Este fendmeno se
explica debido a la diferente com-
posicion granulométrica de los
modelos y al efecto de la superficie
especifica en los fendmenos de
sorcion. En el modelo fino se tiene
mayor proporcion de particulas con
baja granulometria (60%) mientras
que en el grueso, dicha proporcién
es del 10%; por consiguiente, para
una masa dada de contaminante, la
concentracién por unidad de super-
ficie de particula es menor en el
modelo fino que en el modelo
grueso. Dado que el hidrociclén
separa las particulas de un deter-
minado tamafio, en el modelo fino
tendremos una masa mayor de
suelo que es enviado al reactor que
en el modelo grueso, lo que expli-
caria  la  menor diferencia
observada en la concentracion de
contami-nante en el slurry.

La tasa de degradacién es mas baja
en el suelo modelo grueso que en
el fino (fig. 4). Este
comportamiento se puede explicar
sobre la base de que en el modelo
grueso el conta-minante se hallaria
en su mayor parte en los poros y en
el interior de la particula y en
menor medida en la superficie. El
contaminante  presente en el
interior de la parti-cula se desorbe
lentamente. En los finos (fig. 5)
ocurre un fendbmeno opuesto: hay
mayor superficie especifica y
menor longitud de poro por lo cual
la desorcion es mas rapida (BosmA
etal. 1997).

Influencia de la concentracidn de
oxigeno disuelto: El efecto de la
concentracion de oxigeno debido
al cambio de aireador se puede
obser-var en las figuras 6 y 7. Para
mejorar la transferencia de oxigeno

Comentario [b1]: Zitat Bosma... fehlt
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dentro del reactor se modifico el aireador
cambiandolo por uno tipo placa circular con
perforaciones mdltiples. Si se analizan los resultados y
curvas se puede concluir que el cambio de aireador
produjo una mejora en la degradacion desde 50% al
77% si consideramos la variacion en la masa total en
degradacion. Esta diferencia no se refleja en la
variacién que experimenta la concentracion final de
hidrocarburos totales en fase solida donde solo se
produce una mejora del 6%, hecho que debe ser
estudiado.
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Fig. 6: Efecto de la concentracion disuelto en el lodo
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Fig. 7: Influencia de la concentracion de oxigeno
disuelto en el suelo

Una posible explicacion es que en procesos donde se
consume bioldgicamente un sustrato carbonado en
muy bajas concentraciones, el oxigeno disuelto no
constituye un sustrato limitante, por lo que la leve

mejora observada se podria deber a
la mayor turbulencia que favorece
la trans-ferencia de materia desde
la super-ficie de la particula al
microorga-nismo (BAILEY y OLLIS
1986)

Influencia del incremento de la
temperatura vy efecto de surfactan-
tes: Los efectos del incremento de
la temperatura y el efecto de la
adicion de surfactantes se muestra
en el ffigura 8. Una vez que se llegd
a la etapa asintética se incre-menté
la temperatura para lograr una
mayor  desorcion. Con  este
tratamiento se ha logrado una dis-
minucion global de la concentra-
cién de hidrocarburo del 86% en
90 horas, lo cual significa un
incremento del orden del 15% en
la degradacién.

Los microorganismos necesitarian
un periodo de 30 horas para
adaptarse a las nuevas condiciones
térmicas y  recuperar  una
diversidad y concentracion altas
para el proceso degradativo.

El agregado del tensioactivo
(Tween 80) no introduciria una
mejora por lo menos si se coloca
posteriormente de haber efectuado
un incremento de temperatura.

Influencia del caudal de aire: La
influencia del caudal de aire se
muestra en la figura 9. El caudal de
aire influye significativamente en
el proceso de degradacion, con un
caudal de 30 litros por minuto la
concentracion de contaminante
disminuye rapidamente alcanzan-
dose una degradacion del orden de
55% en 2,5 horas y una final de
70% en 16 horas. Cuando el caudal
de aire es 13 litros por minuto se
llega a 20% de degradacion en 1,6
horas y 55% en 20 horas.

Comentario [b2]: Abbildungsnummer
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Fig. 9: Influencia del caudal de aire

Se observa una mayor degradacion final cuando el
caudal de aire es alto. Hay un desplazamiento del
”piso” de concentracion residual al incrementar el
caudal de aire.

Analisis de la influencia de macro- y micronutrientes:
Los resultados se indican en la tabla 4. La influencia
de cada nutriente y grupos de micronutrientes se
analizd por separado.

Nitrégeno: Los mejores resultados se obtuvieron
cuando la concentracion se mantuvo entre 0,97 g/l y
1,33 ¢/l de NH,". Tanto un exceso como un déficit
disminuyen la degradacion alcan-zada en un orden del
10 al 15%.

Fdésforo: En una concentracion del
orden de 1,36 g/l de PO,>, se ob-
tienen los mejores resultados. En
concentraciones mas altas se
produce una disminucién en la
degradacién del hidrocarburo del
orden del 15%.

Micronutrientes inorgénicos: Al
trabajar con dos soluciones de
micronutrientes, una rica y otra
pobre, con distintas formulaciones
de macronutrientes, no se observan
diferencias apreciables en la degra-
dacion final obtenida. Este hecho
se debe a que los micronutrientes
se encuentran en cantidades ade-
cuadas en el suelo (arena y humus)
y en el agua del medio de cultivo.

Micronutrientes  organicos: Al
trabajar con tres concentraciones
de extracto de levadura como
micronutriente organico no se
observaron diferencias significa-
tivas en el medio B, mientras que
en el medio A se observd que
desfavorece la degradacion. En el
primer caso se podria explicar
porque los componentes pueden
ser  aportados en  cantidad
suficiente por el humus y no es
necesario incorporar el extracto de
levadura.

Cuando el pH se dejo evolucionar
libremente en el medio B, el
proceso de degradacion llevé el pH
a 8,6 y no se observad ningin efecto
en la biodegradacion final. En el
caso del medio A el pH descendid
y se incrementd la degradacion en
el orden de 15% (la disminucién
de pH favoreceria el desarrollo de
las levaduras).
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La composicion del medio optimizado es: 5,00 g/l de NaCl; 0,20 g/l de MgSQ,; 1,04/l de
(NHz)H2POy4; 1,09/l de K,PO4H; 3,00 g/l de (NH,),SO,; 1,00 g/l de extracto de levadura;
2,75 mg/l de FeSO,e7 H,0; 5,50 mg/l de ZnSO,e7 H,0; 1,10 mg/l de CaCl,»2 H,0; 2,75 mg/I
de MnClye4 H,0O; 1,10 mg/l de CuSO4e5 H,0; 1,10 mg/l de CoSO4e7 H,0; 27,50 mg/l de
NaCl y 27,50 mg/I de KCI.

4, Conclusiones

— Se demostro la factibilidad de combinar un hidrociclon con un reactor airlift para lograr la
degradacién de la fraccion de hidrocarburo remanente de un suelo biorremediado en un
periodo de tiempo suficientemente corto.

— La degradacién maxima lograda para el proceso discontinuo es de 75% a 30°C, alcanzando
concentraciones de 15 - 20 ppm a temperatura ambiente. Se llega a una concentracion de
6 ppm a 40°C, lo que representa una degradacion del 86%.

— Se distinguen dos etapas en la desorcion del contaminante: la primera en donde el gasoil
presente en la superficie de la particula se desorbe rapidamente y es consumido por los
microorganismos. En esta fase, la etapa controlante, es la biodegradacion del contaminante.
En la segunda fase se produce la desorcion del contaminante presente en el interior de la
particula, donde la etapa controlante es la transferencia de masa intraparticula. Ambas
etapas estarian limitadas por las caracteristicas quimicas del residuo.

— Un tiempo prolongado de tratamiento no produce un incremento significativo de la
degradacién en el proceso discontinuo.

— El aumento de la temperatura en la fase final del proceso favorece el proceso.

— El agregado del tensioactivo (Tween 80®) no introduciria una mejora, por lo menos si se
coloca posteriormente de haber efectuado un incremento de temperatura.
— Se ha optimizado el medio de cultivo.
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