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Uno de los pasivos ambientales que debe sanearse son los llamados fondos de tanque (FTK) que contienen una
mezcla de hidrocarburos provenientes del petroleo, arena y otros compuestos que precipitan en tanques de
almacenamiento y en piletas. Una de las técnicas utilizadas es el lavado del residuo con diferentes productos
quimicos, acompariado de temperaturas de 50 a 60°C, que generalmente emulsionan o disuelven muchos de los
hidrocarburos, si bien es un método rapido no elimina todos los residuos y muchas veces no cumple con la
legislacion vigente para su disposicion final. En este trabajo se utilizé fondo de tanque con lavado a 60°C y otro
de la misma procedencia sin lavar a los que se les aplicé biorremediacion asistida y una tercera serie del fondo
de tanque lavado a la que se le aplicd nutrientes y agregado de bacterias obtenidas del FT no lavado. Las
bacterias inoculadas con capacidad de degradacion de hidrocarburos fueron Kocuria rosea, Micrococcus luteus,
Gordonias sp, Clavibacter michiganensis, Ochrobactrum antropi Los resultados indican que se produce una
buena biorremediacion en los tres casos siendo ligeramente menor en FT lavado sin inoculacion. La conclusion
de la experiencia indica que si hay tiempo suficiente, se pueden eliminar los hidrocarburos hasta los limites
legales solo con biorremediacion asistida con nutrientes.

INTRODUCCION.

El manejo inadecuado de los materiales y residuos peligrosos ha generado en todo el mundo un problema de
contaminacion de los suelos y cuerpos de agua. Entre las més severas contaminaciones se destacan las
producidas a causa de la extraccion y el manejo del petréleo en todos los paises productores de hidrocarburos
(Wang et al. 2006). El tratamiento de residuos contaminados con hidrocarburos es esencial para mantener la
calidad del medio ambiente y la salud de la poblacion.

Uno de los residuos generados por esta actividad son los llamados fondos de tanque, se trata de un producto
acumulado en el fondo de los tanques de almacenamiento de petréleo, en piletas APl y en otras instalaciones,
formado por la precipitacion de las particulas sélidas y las fracciones mas pesadas del producto almacenado.

Hasta el momento, para el tratamiento de estos residuos se han aplicado productos a base de detergentes
tensioactivos con el objeto de hacer un lavado y asi separar la matriz (suelo, sedimento y agua) del hidrocarburo,
de esta manera los hidrocarburos son recuperados, y el residuo sélido debe ser tratado para reducir el contenido
de hidrocarburos antes de su disposicién final.

Existe una gran variedad de tratamientos que pueden aplicarse. La biorremediacidn, que es un tratamiento
bioldgico, es la herramienta mas adecuada para la recuperacion de estos residuos. Es una opcion de bajo costo de
operacién que ha sido aplicada exitosamente en este tipo de contaminaciones en suelos patagénicos (Perezutti et
al. 2003, Pucci et al. 2000).

Se cree que el proceso de lavado a 60°C aplicado al fondo de tanque elimina la comunidad bacteriana presente
en este, y, que para lograr una biodegradacion de los hidrocarburos presentes en el fondo de tanque tratado sera
necesario inocular bacterias con capacidades de biodegradar este tipo de contaminantes. Para comprobar esta
hipédtesis se realizard un analisis bacteriolégico comparativo entre una muestra de fondo de tanque sin lavar y
una muestra de fondo de tanque sometida al proceso de lavado a alta temperatura. Una vez realizada esta primera
etapa se continuara con el analisis de degradacién de los hidrocarburos presentes en el fondo de tanque con o sin
indculo bacteriano de acuerdo a los resultados obtenidos



En la experiencia se ha podido observar que existen diversos pardmetros que pueden aumentar la eficiencia de
estos tratamientos, como el agregado de nutrientes e inoculacion de bacterias seleccionadas obtenidas del mismo
sitio (Pucci 1998). Otro aspecto de gran importancia es la composicion del residuo a tratar, la experiencia en
laboratorio muestra que los tres grupos principales de compuestos presentes en los hidrocarburos del petréleo
tienen diferentes velocidades de biodegradacion y algunos de ellos también presentan una marcada toxicidad
para ciertos grupos bacterianos e inhiben su crecimiento (Pucci y Pucci 2003).

OBJETIVOS.

En el presente trabajo se determinard la capacidad degradadota de hidrocarburos de los microorganismos
presentes en los residuos de fondo de tanque, para asi evaluar la posibilidad de utilizar la técnica de
biorremediacion asistida como una alternativa ecolégicamente compatible y de bajo costo para el tratamiento de
estos residuos contaminados con hidrocarburos, antes de darles disposicion final en los términos del decreto
993/07 de la Provincia del Chubut.

DESARROLLO.

Analisis de la incidencia del proceso de lavado en el cambio de la comunidad bacteriana de los fondos de
tanque.

Muestras.

Se trabaj6 separadamente sobre dos muestras. La primera es una muestra de fondo de tanque, tomada previa al
tratamiento de lavado, de aspecto liquido viscoso, a la que se la llamé fondo de tanque sin tratar. La segunda es
una muestra de fondo de tanque tomada posterior al tratamiento de lavado, a la que se la llamé fondo de tanque
tratado o fondo de tanque lavado. Es el residuo sélido, formado por particulas de arena y arcilla y un alto
contenido de hidrocarburos.

Analisis Bacterioldgico.

El andlisis bacterioldgico se realizé con el fin de conocer las cepas bacterianas presentes en cada muestra, poder
compararlas y estudiar cual es la influencia del tratamiento de lavado sobre estas.

Recuentos Bacterianos.

Se tomaron muestras iniciales del fondo de tanque sin tratar y del fondo de tanque sometido a tratamiento de
lavado. Se aplico la técnica de recuento en placa por diseminacion en superficie en Agar Nutritivo (59 peptona
de carne, 3g extracto de levadura, 12g de agar, 1000mL de agua destilada, pH 7,2) y agar medio base mineral
(5¢ cloruro de sodio, 0,5g fosfato dibasico de potasio, 0,5g fosfato diacido de potasio, 1g sulfato de amonio, 0,29
sulfato de magnesio, 15g de agar, 1000mL de agua destilada, pH 7,2) adicionado con petrdleo-gasoil. Se
sembraron por duplicado diluciones desde 10 hasta 10° de la muestra de fondo de tanque tratado y fondo de
tanque sin tratar. Se incubaron las placas en condiciones de aerobiosis, a 28°C, se observaron diariamente las
placas y los recuentos se realizaron a los 15 dias de incubacion.

Aislamiento de Cepas Bacterianas.

Se realiz aislamiento de las colonias obtenidas, por agotamiento en superficie por estrias en placas de agar
nutritivo TSBA (17g tripteina, 3g peptona de soya, 5g cloruro de sodio, 2,5g fosfato dipotéasico, 2,5g glucosa,
15¢g de agar, 1000mL de agua destilada, pH 7,2). Se incubaron las placas en condiciones de aerobiosis, a 28°C
por 15 dias, las cepas aisladas se conservaron en picos de flauta de agar nutritivo.



Identificacion de cepas bacterianas.

La identificacion de cepas bacterianas se realiz6 por determinacion de los &cidos grasos bacterianos como metil
ésteres por cromatografia gaseosa. Se utilizaron las cepas obtenidas en los aislamientos las cuales fueron
nuevamente aisladas en placas de agar nutritivo TSBA, el aislamiento se realiz6 por estrias mediante dos
repiques sucesivos. Se incubaron las placas en condiciones de aerobiosis, a 28°C durante 24h (Loffhagen et al.
2001, Pucci et al. 2004). Se realizd la extraccion de &cidos grasos de membrana a cada una de las cepas
utilizando 40mg de masa celular himeda mediante la siguiente técnica (Hartig et al. 2005):

Saponificacién: Se colocd 1mL de la solucidn de saponificacion (45g de hidréxido de sodio en 150mL de
alcohol metilico y 150mL de agua) en frasco de 45mL con tapa a rosca. Se suspendi6 en la misma 40 mg del
pelet a ensayar, se agitd durante 10 segundos y se colocd en un bafio de 100°C durante 5 minutos. Se agitd
nuevamente durante 10 segundos y se volvio a colocar en el bafio de 100°C hasta completar 30 minutos.
Finalizado esto, se dejé enfriar a temperatura ambiente.

Metilacion: Se colocé 2mL de la solucion de metilacion (275mL de alcohol metilico en 325mL de acido
clorhidrico 6N) por las paredes del frasco en forma lenta. Se agité 10 segundos y se colocd en un bafio a 80°C
durante 10 minutos. Se dejé enfriara en un bafio de hielo.

Extraccion: Se agregd 1,25mL de la solucién de extraccion (n-hexano en metil terbutil éter 1:1). Se agit6 por
inversién durante 5 minutos, de forma lenta para no producir emulsion, para luego descartar la fase acuosa.

Lavado: Se agregé 3mL de la solucion de lavado (10,8g de hidréxido de sodio en 900mL de agua destilada) en
forma lenta y por las parees del frasco, se agitdé por inversion con cuidado de no formar una emulsién y se
recogio la fase etérea en un dial precintado. Las muestras fueron almacenadas en freezer hasta realizar la
cromatografia.

Condiciones de corrida cromatogréafica: Los &acidos grasos se determinaron como metil ésteres por
cromatografia gaseosa, se usé una columna capilar Ultra 2 de 25m de longitud, 0,2mm de diametro. El anélisis
se llevéd a cabo con un cromatégrafo HP 6890 (inyeccién “splitless”; presion inicial 10psi; programa de
temperatura: 170-250°C a 5 C/min, 260-310°C a 40°C/min, 1,5min de permanencia a 310°C, detector por
ionizacion de Ilama) controlado por HP 3365 (Hewlett Packard). La integracion de los pico se efectudé mediante
HP 3365 Chem Station, los acidos grasos fueron identificados con estandares Agilent “Calibration standards kit
for the microbial identification system”. La composicion en acidos grasos fue calculada como porcentaje del area
de pico. El andlisis de los datos se realizd con el sistema de identificacion SHERLOCK (MIDI Newark, Del,
USA) (Pucci y Pucci 2006).

Analisis de la actividad bacteriana sobre los hidrocarburos.

Perfil de Utilizacién de Hidrocarburos.

Para determinar la capacidad de los microorganismos de crecer a expensas de diferentes hidrocarburos utilizados
como Unica fuente de carbono y energia, se ensayaron una serie de hidrocarburos puros y fracciones destiladas
del petroleo. Se utiliz6 un indculo de cepas bacterianas obtenidas de los aislamientos de la muestra de fondo de
tanque sin tratar en medio base mineral liquido (5g cloruro de sodio, 0,59 fosfato dibasico de potasio, 0,59
fosfato diacido de potasio, 1g sulfato de amonio, 0,2g sulfato de magnesio, 1000mL de agua destilada, pH 7,2),
las cepas se seleccionaron al azar. Se incubaron en condiciones de aerobiosis, a 28°C, con agitacion durante 30
dias.

Hidrocarburos ensayados.

Destilados del petroleo: nafta, gasoil, kerosene, aceite lubricante, petréleo.

Hidrocarburos alifaticos lineales: pentano, hexano, heptano, octano, pentadecano, hexadecano.
Hidrocarburos alifaticos ramificados: pristano, isoctano, metil terbutil éter (MTBE).

Hidrocarburos ciclicos: ciclohexano, ciclohexanona.
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Hidrocarburos arométicos: benceno, xileno, tolueno, Benceno-Tolueno- Xileno (BTX).
Hidrocarburos poliaromaticos (PAH): fenantreno, naftaleno, antraceno, fluoreno.

Conociendo las capacidades de degradar hidrocarburos de las cepas no sometidas a tratamiento de lavado, se
probd si la inoculacion de estas cepas a una muestra de fondo de tanque tratado produce un incremento en la
biodegradacion.

Determinacion en Equipo OxiTop®.

La utilizacion de un hidrocarburo puede ser estudiada midiendo el diéxido de carbono producido como resultado
de la mineralizacion de la fuente carbonada, o midiendo el oxigeno consumido por los microorganismos en la
realizacion del proceso. Dicha determinacion resulta ademas, en una medicién indirecta del crecimiento
bacteriano (Van Hamme et al. 2003). Se utilizd un sistema de medicion OxiTop®, este equipo se basa en la
medicion del consumo de oxigeno por parte de los microorganismos presentes en la muestra. El equipo consta de
un cabezal que determina presion negativa, un frasco de cierre perfecto que impide el intercambio de gases con
el exterior y una base con sistema de agitacién magnética. Para este ensayo se colocaron 100g de muestra de
fondo de tanque tratado en cada equipo, uno de estos equipos fue inoculado con las mismas cepas bacterianas
utilizadas en el perfil de degradacion de hidrocarburos provenientes de la muestra de fondo de tanque sin tratar,
y el otro se ensayd sin indculo bacteriano. Los dos sistemas fueron fertilizados con una cantidad de nutrientes
necesaria para lograr una relacién C:N:P de 100:3:0,3 y con agua destilada estéril para obtener una humedad del
20%. Los sistemas se incubaron a 28°C y se realizaron mediciones de consumo de oxigeno durante un mes. De
esta forma se puede observar si la muestra de fondo de tanque tratado posee bacterias capaces de producir la
biodegradacion de los hidrocarburos presentes, o si es necesario inocular bacterias que no han sido expuestas al
tratamiento de lavado.

Con los datos obtenidos en el anélisis de la incidencia del proceso de lavado en el cambio de la comunidad
bacteriana de los fondos de tanque, se decidi6 continuar las pruebas de biodegradacion con la muestra de fondo
de tanque tratado sin necesidad de inéculos bacterianos.

Andlisis de biodegradacion de hidrocarburos del fondo de tanque tratado

Analisis Fisico-Quimico Inicial.
Se prepard un extracto 1:2,5 sobre el que se realizaron las siguientes determinaciones:

Las determinaciones de humedad, densidad real, densidad aparente, porosidad, capacidad de retencion de agua y
de materia organica e inorganica se realizaron segun lo propuesto por Garcia Trejo en 1981. La determinacion de
pH fue realizada potenciométrica con electrodo de vidrio, el contenido de sulfato turbidimétricamente basado en
su precipitacion en medio acido. El carbonato y bicarbonato fueron determinados por titulacién con acido
clorhidrico 0,1 N utilizando fenolftaleina y heleantina como indicadores. El calcio y magnesio se efectuaron por
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. El cloruro fue determinado por el método de Mohr, el
i6bn amonio como azul de indofenol y el fosfato con azul de molibdeno. El nitrito se determind
colorimetricamente con &cido sulfanilico y 1-naftilamina y el nitrato con brucina en presencia de acido sulfurico.
El contenido de sodio y potasio se detrminé por fotometria de llama y el de fosfato colorimetria con molibdato y
acido ascorbico en medio acido. El hierro se determind por método colorimétrico con tiocianato de potasio,
permanganato de potasio y acido clorhidrico (Acufia et al. 2008).

Andlisis de Biodegradacion.

Mineralizacién en medio s6lido, Biorreactores.

Se realizaron tres biorreactores en medio sélido en los cuales se ensayaron 100g de muestra en distintas
condiciones. Los sistemas Il y 11l fueron fertilizados con una cantidad de nutrientes necesaria para lograr una
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relacion C:N:P de 100:3:0,3. En el biorreactor 11l se colocaron 500uL de dispersante de hidrocarburos “Twin
80”. Los biorreactores se incubaron a 28°C durante 80 dias.

Biorreactor I: 100g de suelo con 20% de humedad.
Biorreactor 11: 100g de suelo con 20% de humedad + nutrientes.

Biorreactor I11: 100g de suelo con 20% de humedad + nutrientes + dispersante de hidrocarburos.

Recuentos Bacterianos.

De cada biorreactor se tomaron muestras del fondo de tanque sometido a mineralizacion bioldgica durante 80
dias. Se aplico la técnica de recuento en placa por diseminacion en superficie en agar nutritivo y agar medio base
mineral adicionado con petroleo-gasoil. Se incubaron las placas en condiciones de aerobiosis, a 28°C . Se
observaron diariamente las placas y los recuentos se realizaron a los 15 dias de incubacion.

Analisis de Hidrocarburos.
Hidrocarburos Totales del Petr6leo (TPH).

Se realiz6 ésta determinacion por método EPA 418.1 en espectrofotdmetro Infrarrojo, sugerido por el decreto
993/07 de la Provincia del Chubut.

Fraccionamiento de Hidrocarburos.

Inicialmente se realizd una extraccion de los hidrocarburos contenidos en la muestra de fondo de tanque tratado
utilizando un extractor soxhlet con tricloroetano como solvente de extraccion durante 12 horas. Se utilizaron
0,3g del hidrocarburo obtenido para el fraccionamiento de los mismos por cromatografia en columna de silica
gel (kieselgel 60, 35-70 mesh, Merck). Las fracciones alifatica, aromatica y asfaltica se eluyeron con hexano,
benceno y cloroformo-metanol respectivamente. El contenido de cada fraccidn se determind gravimétricamente
(Pucci y Pucci 2003).

Porcentaje de Eliminacion de Hidrocarburos en Biorreactores.

Por medio de la técnica de determinacion de los hidrocarburos totales del petréleo (TPH) Método EPA 418.1, se
realiz6 la medicion del contenido de hidrocarburos de las muestras de fondo de tanque tratado expuestas a
mineralizacion bioldgica durante 80 dias en los distintos biorreactores. Se compararon los resultados obtenidos
con los valores iniciales y se determinaron los porcentajes de eliminacion de hidrocarburos para cada biorreactor.

Analisis de Hidrocarburos por Cromatografia Gaseosa.

Se realiz6 cromatografia gaseosa segin método EPA 8015D, para determinar y cuantificar los distintos
hidrocarburos del petréleo presentes en la muestra del fondo de tanque tratado no expuesto a mineralizacion
bioldgica y en la muestra de fondo de tanque tratado expuesta a mineralizacion bioldgica durante 80 dias en el
biorreactor 1, para establecer los valores iniciales y comparar los resultados obtenidos. Para esta determinacion
se realiz6 una extraccion de los hidrocarburos con equipo Sohxlet, método EPA 1664, se utiliz6 hexano como
solvente de extraccion. Se determinaron los siguientes hidrocarburos n- alcanos de 6 a 26 a&tomos de carbono,
benceno, ciclohexano, isoctano, tolueno, p-xileno, m-xileno, o-xileno y pristano. También fueron determinados
los hidrocarburos poliaromaticos naftaleno, 1-metil naftaleno, 2-metil naftaleno, acenaftileno, acenaftaleno,
fluoreno,  fenantreno, antraceno,  fluorantreno, pireno, benzo(a)antraceno, benzo(b)antraceno,
benzo(Kk)fluorantreno, benzo(a)pireno y criseno.

Los hidrocarburos de menos de 6 atomos de carbono no son medidos por este método ya que se pierden en el
momento de la extraccion por su alta volatilidad. Los hidrocarburos asfalténicos no se pueden medir por
cromatografia gaseosa.



RESULTADOS.

Andlisis de la incidencia del proceso de lavado en el cambio de la comunidad bacteriana en los
fondos de tanque.

Andlisis Bacterioldgico.

Recuento de cepas bacterianas.

FIGURA 1: Recuentos iniciales de bacterias presentes en el residuo de fondo de tanque sin tratar y fondo de
tanque tratado. Se puede observar que en ambas muestras el contenido de bacterias con capacidades de utilizar
hidrocarburos como Unica fuente de carbono presenta un mayor desarrollo, esto muestra un importante potencial
de degradacion de los contaminantes tanto en la muestra no tratada como en la muestra sometida a tratamiento
de lavado. AN: Agar Nutritivo, MBM-PGO: Medio Mineral adicionado con Petréleo-Gasoil, UFC: unidades
formadoras de colonias, BAT: Bacterias Aerobias Totales, BDH: Bacterias Degradadoras de Hidrocarburos.
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Identificacion de Cepas Bacterianas.

TABLA 1: Identificacion de cepas bacterianas degradadoras de hidrocarburos de la muestra de fono de tanque
sin tratamiento.

Cepa Grupo Identificacion

Cepa no identificada por el sistema, por analisis de los acidos
grasos caracteristicos se puede decir que es una cepa compatible
06- NT-FTK-ST-30a Al con el género Pseudomona sp.

Cepa no identificada por no estar presente en la base de datos del
sistema, por el andlisis de los acidos grasos caracteristicos se
10- NT-FTK-ST-OXI-1 puede decir que se trata de microorganismos relacionados con el

04- NT-FTK-ST-OXI-4 B género Ocrobactrum.
17- NT-FTK-ST-OXI-2 B Ocrobactrum.




15- NT-FTK-ST-27 C1 No identificada.
Cepa no identificada por el sistema, por andlisis de los acidos
grasos caracteristicos se puede decir que es una cepa compatible

16- NT-FTK-ST-17b C1 con el género Clavibacter michiganensis - nebraskensis.
Cepa no identificada por el sistema, por analisis de los acidos
grasos caracteristicos se puede decir que es una cepa compatible
con el género Clavibacter michiganensis - nebraskensis o

12- NT-FTK-ST-30b C1 Cellulomona.

09- NT-FTK-ST-OXI-3 C1 Clavibacter michiganensis - nebraskensis.

08- NT-FTK-ST-OXI-5

03- NT-FTK-ST-OXI-6

11- NT-FTK-ST-15

07- NT-FTK-ST-17a C2 Kocuria rosasea.

01- NT-FTK-ST-30c C3 No identificada.

TABLA 2: Identificacion de cepas degradadoras de hidrocarburos de la muestra de fono de tanque tratado.

Cepa

Grupo

Identificacion

14- NT-FTK-TRAT-A-2
13- NT-FTK-TRAT-D-1
02- NT-FTK-TRAT-E

Al

Cepa no identificada por el sistema, por analisis de los &cidos
grasos caracteristicos se puede decir que es una cepa compatible
con el género Pseudomona sp.

18- NT-FTK-TRAT-A-1
A2

05- NT-FTK-TRAT-B

Rhodococcus sp.




FIGURA 2: Andlisis del agrupamiento de las cepas bacterianas identificadas de las muestras de fondo de tanque
tratado. A partir del analisis multivariado de componentes principales se puede observar como las cepas
identificadas se separan claramente en tres grupos. EI Grupo A esta formado principalmente por cepas
provenientes de la muestra de fondo de tanque tratado, dentro de este grupo podemos encontrar géneros
bacterianos como Pseudomona sp formando el subgrupo Al y Rhodococcus sp formando el subgrupo A2. El
Grupo B esta formado por cepas provenientes de la muestra de fondo de tanque sin tratar, esta formado por
microorganismos del genero Ocrobactrum. ElI Grupo C esta formado por cepas provenientes de la muestra de
fondo de tanque sin tratar, dentro de este grupo podemos encontrar géneros bacterianos como Clavibacter
michiganensis - nebraskensis formando el subgrupo C1 y Clavibacter michiganensis - nebraskensis formando el
subgrupo C2. El subgrupo C3 se encuentra formado por una cepa no identificada.
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Anadlisis de la Actividad Bacteriana sobre los Hidrocarburos.

Perfil de utilizacion de hidrocarburos.

TABLA 3: Perfil de utilizacion de hidrocarburos por cepas bacterianas presentes en la muestra de fondo de
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Determinacion en equipo OxiTop®.

FIGURA 3: Andlisis de la actividad bacteriana sobre los hidrocarburos presentes en el residuo de fondo de
tanque tratado, en equipo OxiTop. FTK: Fondo de tanque.
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Andlisis de biodegradacion de hidrocarburos del fondo de tanque tratado

Analisis Fisico-Quimico Inicial.
TABLA 4: Anélisis Fisico-Quimico del residuo de fondo de tanque tratado.

PARAMETROS UNIDAD VALORES
pH Unidades de pH 7,5
HUMEDAD % 8.9
RESIDUO ORGANICO % 25
RESIDUO INORGANICO % 75
DENSIDAD APARENTE (g/mL) 0,8
DENSIDAD REAL (g/mL) 1,57
POROSIDAD % 49
CAP. DE RET. DE AGUA % 64
CLORUROS mg.kg™ 32260
CARBONATOS mg.kg™ <1
BICARBONATOS mg.kg™ 226
SULFATOS mg.kg™ 2553
CALCIO mg.kg™ 5511



MAGNESIO mg.kg™ 1337

SODIO + POTASIO mg.kg™ 17292
HIERRO mg.kg™ 39
AMONIO mg.kg™ 18
NITRATOS mg.kg™ <10
NITRITOS ug.kg? <10
FOSFATOS mg.kg™ 1,5

Analisis de biodegradacion.

Anadlisis de la Actividad Bacteriana sobre Hidrocarburos.

FIGURA 4: Andlisis de la actividad bacteriana sobre los hidrocarburos presentes en el residuo de fondo de
tanque tratado, en las distintas condiciones ensayadas en biorreactores.

Mineralizacién en Biorreactores.
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Recuentos Bacterianos.

FIGURA 5: Recuentos de bacterias presentes en el residuo de fondo de tanque tratado, desarrolladas en
Biorreactor |, Biorreactor Il y Biorreactor 11l. AN: Agar Nutritivo, MBM-PGo: Medio Mineral adicionado con
Petroleo-Gasoil, UFC: unidades formadoras de colonias, BAT: Bacterias Aerobias Totales, BDH: Bacterias
Degradadoras de Hidrocarburos.
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Anadlisis de Hidrocarburos.

Fraccionamiento de Hidrocarburos.

FIGURA 6: Fraccionamiento de hidrocarburos presentes en el residuo de fondo de tanque tratado. HC:
Hidrocarburos.
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35% 48%

Hidrocarburos Totales del Petréleo.

TABLA 5: Analisis de hidrocarburos totales del petréleo presentes en el residuo de fondo de tanque tratado, en
Espectrofotometro Infrarrojo, método EPA 418.1.

PARAMETRO mg*kg™ %
HIDROCARBUROS
TOTALES 29901 2,99
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Porcentaje de Eliminacion de Hidrocarburos en Biorreactores.

FIGURA 7: Analisis de hidrocarburos totales del petr6leo presentes en el residuo de fondo de tanque tratado y de
cada biorreactor, luego de 80 dias de mineralizacion, determinados por Método EPA 418.1 en espectrofotémetro
infrarrojo. FTK: Fondo de tanque inicial.
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FIGURA 8: Porcentaje de degradacién de hidrocarburos en cada biorreactor, luego de 80 dias de mineralizacién,
determinados por Método EPA 418.1 en espectrofotometro infrarrojo. HC: Hidrocarburos
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FIGURA 9: Cromatograma seguiin método EPA 8015 D, para determinar y cuantificar los distintos hidrocarburos
presentes en la muestra del fondo de tanque tratado, inicial, no expuesto a mineralizacion y en la muestra de
fondo de tanque tratado expuesta a mineralizacién biologica.
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FIGURA 10: Hidrocarburos presentes en la muestra del fondo de tanque tratado, inicial, no expuesto a
mineralizacion y en la muestra de fondo de tanque tratado expuesta a mineralizacion bioldgica durante 80 dias
en el biorreactor 1. FTK: Fondo de tanque.
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FIGURA 11: N-alcanos presentes en la muestra del fondo de tanque tratado, inicial, no expuesto a
mineralizacién y en la muestra de fondo de tanque tratado expuesta a mineralizacion bioldgica durante 80 dias
en el biorreactor 1. FTK: Fondo de tanque.
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FIGURA 12: Hidrocarburos poliaromaticos presentes en la muestra del fondo de tanque tratado, inicial, no

expuesto

a mineralizacion y en la muestra de fondo de tanque tratado expuesta a mineralizacién bioldgica

durante 80 dias en el biorreactor Il. FTK: Fondo de tanque.
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DISCUSION.

Tanto la muestra de fondo de tanque sin tratar como la muestra de fondo de tanque tratado, tienen una cantidad
de bacterias aerobias heterétrofas del orden de 10° UFC/g, valores similares a los obtenidos cominmente en
suelos patagonicos (Acufia et al. 2008, Pucci y Pucci 2003). Estas bacterias son de desarrollo rapido para ser
bacterias ambientales, ya que en 48h se obtiene el maximo desarrollo. Las bacterias con capacidad de desarrollar
con hidrocarburos como Unica fuente de carbono y energia muestran un crecimiento mas lento, y tienen una
importante adaptacion ya que tuvieron un mayor desarrollo. Esta elevada concentracion de bacterias con
capacidad de degradar hidrocarburos indica un importante potencial de biodegradacion en ambas muestras (Atlas
1995, Bartha 1986).

La identificacién de cepas bacterianas a partir de sus &cidos grasos de membrana permite observar que la
muestra de fondo de tanque que no fue sometida al tratamiento de lavado presenta mayor diversidad bacteriana
que la muestra de fondo de tanque tratado.

El estudio del agrupamiento de las cepas bacterianas muestra que no hay coincidencia entre la comunidad
bacteriana encontrada en la muestra de fondo de tanque sin tratar, cepas pertenecientes a los grupos B y C, con
las cepas bacterianas encontrada en la muestra de fondo de tanque tratado, pertenecientes al grupo A.

Se puede decir que el tratamiento de lavado aplicado al fondo de tanque inactiva o elimina a la comunidad
bacteriana presente en este como se creia en un principio. Sin embargo, luego del lavado se produce la
colonizacion de una nueva comunidad bacteriana capaz de adaptarse a estas condiciones adversas.

Las cepas identificas de la muestra de fondo de tanque tratado, pertenecientes al grupo A fueron, en su mayoria,
microorganismos del género Pseudomonas sp. Este tipo de bacterias se encuentran normalmente en el suelo y
presentan una versatilidad metab6lica muy grande que se traduce en su capacidad de utilizar substratos muy
variados como fuente de carbono (Vos y de Ley 1983). Varias especies de este género contienen plasmidos en
los que se encuentran codificadas enzimas capaces de degradar, al menos parcialmente, compuestos organicos
derivados del petr6leo (Bhattacharya et al. 2003, Ghazali et al. 2004). Otro grupo de bacterias identificadas en
esta muestra pertenecen al genero Rhodococcus sp, son bacterias degradadoras de hidrocarburos con alta
resistencia a la desecacion y adaptadas a sistemas ecoldgicos con bajo contenido de nutrientes y temperaturas
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bajas (Diaz-Ramirez et al. 2008). Ambos géneros bacterianos se encuentran cominmente presentes en suelos
patagonicos (Perezutti et al. 2003).

En el perfil de degradacion de hidrocarburos se puede observar como las cepas bacterianas provenientes del
fondo de tanque sin tratar presentan capacidades para degradar con facilidad los compuestos derivados del
petréleo como nafta, gasoil, kerosén, aceite lubricante y petroleo, y los hidrocarburos alifaticos lineales de hasta
16 atomos de carbono como pentano, hexano, heptano, octano, pentadecano, hexadecano, necesitando mayor
tiempo de adaptacion para estos Ultimos. Los hidrocarburos alifaticos ramificados como pristano, isoctano,
hidrocarburos ciclicos como ciclohexano, ciclohexanona, los hidrocarburos aromaticos como benceno, Xileno,
tolueno, la mezcla benceno-tolueno-xileno (BTX), y los hidrocarburos poliaromaticos como fenantreno,
naftaleno, antraceno y fluoreno no son degradados por las cepas bacterianas en el tiempo de estudio, a excepcion
del metil terbutil éter. Estos resultados verifican el potencial de biodegradacion de la comunidad bacteriana de
esta muestra.

La mineralizacion en equipo OxiTop permite observar como el rendimiento de la mineralizacion aumenta con el
agregado de in6culo bacteriano de cepas provenientes de la muestra de fondo de tanque sin tratar, aunque no se
producen diferencias considerables en los resultados obtenidos en el sistema inoculado y el sistema sin indculo.
Esto demuestra que la inoculacién de cepas bacterianas seleccionadas de fondo de tanque sin tratamiento de
lavado no mejora la biodegradacion del residuo de fondo de tanque tratado, por lo tanto no es necesario realizar
in6culos bacterianos y el tratamiento de este residuo se puede llevar a cabo con las cepas presentes en él (Van
Hamme et al. 2003).

Con los datos obtenidos, se decidio continuar las pruebas de biodegradacion con la muestra de fondo de tanque
tratado, ya que se comprobd que posee un alto potencial de biodegradacion de los contaminantes y no es
necesario realizar in6culos bacterianos.

Los resultados del andlisis fisico-quimico de la muestra de fondo de tanque tratado muestran que los nutrientes
esenciales para el desarrollo bacteriano como fdsforo y nitrégeno se encuentran en bajas cantidades, por lo cual
es aconsejable la fertilizacién para favorecer la biodegradacion (Acufia et al. 2007).

El valor de pH est& dentro de los valores dptimos para el desarrollo bacteriano, entre 6,5y 7,5. Se observa un
alto contenido de cloruros, sodio y potasio, valores compatible con los que presenta el agua que acompafian al
petrdleo, llamada agua de formacion. Estos valores de salinidad pueden resultar téxicos para algunos grupos de
bacterias, desarrollando aquellos discretamente haléfilos que presenten tolerancia a niveles de salinidad de 1 a
6% de cloruro de sodio (Meshler y Pucci 2006). Los valores de densidad, tanto aparente como real, se observan
por debajo de los valores normales, de 1 a 1,8 para densidad aparente y 2,6 a 2,7 para densidad real, esto se debe
al alto contenido de hidrocarburos de la muestra.

En los ensayos de mineralizacion en biorreactores, se puede ver como los mejores resultados se obtienen en
condiciones de humedad cercanas al 20% y con el agregado de nutrientes, como nitrégeno y fosforo en relacion
C:N:P de 100:3:0,3.

Del andlisis de hidrocarburos totales del petroleo presentes en el fondo de tanque tratado y de cada biorreactor,
luego de 80 dias de mineralizacion, puede observarse que el biorreactor Il es la muestra con menor contenido de
hidrocarburos, esto concuerda con lo dicho anteriormente en cuanto a que la eficiencia de la biodegradacion de
los hidrocarburos aumenta en condiciones de humedad y agregado de nutrientes.

En los recuentos de las muestras de los biorreactores, luego de 80 dias de mineralizacion biologica, se observa
un buen desarrollo bacteriano en los tres sistemas, tanto de bacterias aerobias totales como de bacterias
degradadoras de hidrocarburos. No se observan diferencias significativas en los valores de los tres sistemas. Esto
demuestra que la diferencia en el rendimiento de la biodegradacién de los hidrocarburos no se debe a una mayor
poblacién bacteriana sino a un incremento de su capacidad degradadora gracias al agregado de nutrientes (Acufia
et al. 2008).

El fraccionamiento de los hidrocarburos muestra un alto porcentaje de hidrocarburos alifaticos lo cual hace mas
factible la biodegradacion y se obtienen mejores rendimientos que en muestras con alto contenido de
hidrocarburos aromaticos y asfalténicos (Pucci y Pucci 2003).
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La cromatografia gaseosa de la muestra inicial y la expuesta a mineralizacién biologica durante 80 dias
demuestran que los hidrocarburos que mas se han degradado pertenecen al grupo de los n-alcanos con una
degradacion del 30%, obteniéndose en C13, C14 y C15 los mas altos porcentajes de degradacion, de 100%, 87%
y 82% respectivamente. Los hidrocarburos poliaroméaticos se degradan mas lentamente, logrando una
degradacién del 5%, estos hidrocarburos requieren tratamientos mas prolongados para obtener resultados
satisfactorios.

CONCLUSIONES.
A partir del analisis de los resultados obtenidos se puede concluir que:

El tratamiento de lavado aplicado al fondo de tanque elimina la comunidad bacteriana presente en este. Luego
del tratamiento de lavado se produce la colonizacién de una nueva comunidad bacteriana en la que predominan
los géneros Pseudomonas sp y Rhodococcus sp  (Ambos reconocidos como eficientes en la degradacion de
hidrocarburos.

La capacidad degradadora de los microorganismos presentes en los residuos de fondo de tanque lavado indica
que es posible la biodegradacion de este residuo, sin necesidad de aplicar indculos bacterianos.

La biodegradacién de los hidrocarburos presentes en el residuo de fondo de tanque se favorece en condiciones de
humedad cercanas al 20% con el agregado de nutrientes como fosforo y nitrégeno en una relacion C:N:P de
100:3:0,3 y aireacion periddica.

El proceso de biodegradacion del fondo de tanque es mas efectivo en hidrocarburos alifaticos como los n-alcanos
de entre 13 y 26 atomos de carbono, siendo las fracciones aromaticas mas dificiles de degradar por lo que
requieren tratamientos mas prolongados para obtener resultados satisfactorios.

Se propone la técnica de biodegradacion, en las condiciones mencionadas, como tratamiento para reducir el
contenido de hidrocarburos de los residuos de fondo de tanque, haciéndolos aptos para darles disposicion final
en los términos del decreto 993/07 de la Provincia del Chubut.
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