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RESUMEN

Las técnicas de base biologica para remediacion de sitios contaminados, conocidas con el nombre
genérico de biorremediacion, son actualmente materia de intenso debate especialmente en lo
concerniente a su eficiencia desde el punto de vista técnico y econdémico, aunque se observa en los
ultimos afios un notable incremento en su uso. Ya nadie duda que se trata de una poderosa herramienta
tecnoldgica, especialmente para tratamientos a largo plazo. La Environmental Protection Agency de
Estados Unidos identifica en los Ultimos afios un importante nimero de sitios que han sido tratados
usando métodos de biorremediacion como Tecnologias de Tratamiento Primario.

Métodos biolégicos de descontaminacion han sido aplicados al tratamiento de suelos con alto y
moderado contenido en hidrocarburos. El desarrollo ha estado especialmente orientado al tratamiento de
suelos con alta concentracion de hidrocarburos en experimentos de laboratorio y de campo. El
seguimiento y control del proceso se ha realizado a través de la medicién de hidrocarburos totales,
nitrégeno amoniacal, fésforo disponible y recuento de microorganismos aerdbicos. Se ha partido de
suelos con concentraciones de hidrocarburos totales en algunos casos superiores al 20 % (peso/peso) y
en la mayor parte de los casos se ha trabajado estimulando la poblacién microbiana autéctona. También
se han realizado experiencias de inoculacion con cultivos mixtos definidos de bacterias, levaduras y
hongos. Se ha observado una mineralizacion creciente del hidrocarburo hasta practicamente
desaparecer al cabo de 18 meses de tratamiento. En todos los casos ha habido desarrollo de
vegetacion espontanea después del tratamiento.

INTRODUCCION

La contaminacién de suelos por hidrocarburos es un problema importante en la mayor parte de los
paises productores. Los procesos de biorremediacion han sido exitosamente aplicados en limpieza de
suelos y en la actualidad se cuenta con diversas tecnologias. La biorremediacién es considerada como la
mas deseable aproximacion a la remediacién 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 ecologico. La bioremediaciéon implica el
uso de microorganismos autéctonos o aldctonos para degradar contaminantes del suelo. Los
tratamientos bioldgicos de degradacion en suelo pueden ser eficientes y econémicos si las condiciones
de biodegradacién son optimizadas. El proceso de degradacién requiere control de variables
operacionales tales como nutrientes, humedad y oxigeno.

La primer pregunta que se formula quien debe optar por una técnica bioldgica para tratamiento tanto in-
situ como ex-situ es si resultara eficiente, es decir si sera posible obtener tasas suficientemente altas de
degradacion a bajo costo y si se lograra limpiar el suelo hasta los niveles requeridos por las regulaciones
ambientales, es decir si obtendra un aceptable punto final en un periodo de tiempo acotado. Ademas se
pregunta si son técnicas predecibles, factibles de ser cuantificadas en término de costos y beneficios. Y,
como pregunta de fondo siempre presente, si es necesario o indispensable incorporar productos
bioldgicos tales como cultivos microbianos para lograr buenos resultados.

Cada situacion debe ser cuidadosamente evaluada previo a iniciar cualquier procedimiento de
remediacion para lo cual es necesario recurrir a la aplicacion de protocolos que contemplen todas las
etapas previas de laboratorio y pilotos de campo. No resulta simple extraer conclusiones de caracter
general en cuanto a la aplicabilidad de este tipo de técnicas habida cuenta de la naturaleza
intrinsecamente heterogénea tanto del suelo como del tipo de las poblaciones microbianas que lo
habitan y la diversidad de contaminantes. El sistema suelo es espacialmente variable y esta demostrado
qgue las propiedades quimicas que juegan un importante papel en los procesos de adsorcion de
contaminantes tales como pH, textura y materia organica, muestran una distribucion altamente variable.

Es conocido que un suelo contaminado con hidrocarburos puede en forma espontanea a través de
procesos biolégicos no inducidos reducir el nivel de contaminacion con el paso del tiempo (bioatenuacion
natural) hasta llegar en algunos casos a revertir casi completamente el deterioro causado por sustancias
contaminantes, con excepcion de algunos compuestos recalcitrantes que resisten la acciéon microbiana
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tales como algunos PAH's. El suelo puede recuperar la cubierta vegetal. En otros términos, el sistema
suelo es capas de reaccionar frente al componente agresor activando mecanismos tales como el
incremento de especies microbianas capaces de transformar moléculas complejas en sustancias
inocuas. Para ello actGan mecanismos de autoseleccion de especies.

Pero en otras ocasiones el suelo permanece “indefinidamente” contaminado sin que se observen signos
de recuperacion alguna. Esto significa que los recursos naturales con que el suelo se defiende han sido
sobrepasados y los procesos de recuperacién espontaneos no tienen lugar. Entonces aqui surge la
pregunta sobre si es posible estimular la biodegradacién y cémo hacerlo.

Para encarar una solucién es necesario conocer cudles son los requerimientos basicos para que exista
biodegradaciéon en suelo. Ellos son: presencia de microorganismos degradadores, adecuadas
condiciones nutritivas y ambientales y ausencia de sustancias inhibidoras del crecimiento microbiano. Es
ademas de fundamental importancia que las sustancias contaminantes estén disponibles al ataque
microbiano, aspecto que es critico ya que la mayor parte de los procesos biolégicos en suelo son
limitados por fenédmenos de transporte de sustancias mas que por limitantes biolégicos. La razén de este
fendmeno no resulta suficientemente clara. Se atribuye principalmente a los equilibrios de sorsion-
desorsién y la distribucion no homogénea del contaminante en la materia sélida. Trabajos recientes
analizan individualmente los tres tipos de limitaciones mencionadas: degradabilidad, difusividad y
desortividad. Algunos trabajos sugieren que la difusién desde los agregados es el mecanismo limitante
en la degradacion de hidrocarburos.

Cuando el proceso degradativo no acontece espontaneamente se debe a que algunos de estos factores
estd incidiendo negativamente: contaminante no biodegradable, carencia o deficiencia de
microorganismos apropiados, inadecuadas condiciones nutritivo-ambientales o presencia de substancias
inhibidoras del desarrollo microbiano. Una alta concentracién de contaminante puede resultar inhibitoria.
Las herramientas primarias con que se cuenta para inducir un proceso degradativo espontaneo en suelo
son varias pero principalmente se pueden mencionar las siguientes: aireacion por medio del laboreo,
incorporacion de fertilizantes para provision de nitrégeno y fosforo, humectacion controlada. Si la
concentracion de hidrocarburos es excesivamente elevada sera necesario reducirla por dilucién con
suelo limpio y si la concentracion de microbios no es suficiente sera necesario incorporarlos.

Incorporar o no microorganismos es un tema de amplia discusion y controversia. Por una parte no
siempre es posible estimular la poblacién microbiana autéctona. Por otra parte el uso de microrganismos
exdgenos suele ofrecer escasas o nulas ventajas. Generalmente, los inéculos incorporados suelen
trabajar bien solo para condiciones muy especificas en cuanto a tipo de suelo y tipo de contaminante. En
contraste, aquellos productos que estan formulados para un amplio rango de suelos y tipos de
contaminantes suelen no ser efectivos y su aplicacion puede significar un gasto innecesario. La gran
diversidad microbiana que normalmente presenta un suelo contaminado, especialmente cuando ha
transcurrido un tiempo prolongado desde el momento en que aconteci6 la contaminacién, en donde se
encuentran especies adaptadas tanto a las caracteristicas del suelo como al tipo de contaminante, hacen
que dificilmente prosperen y predominen especies exdgenas en el largo término. No obstante en algunos
casos deben ser evaluados los beneficios de una incorporacion de cultivos. Es importante el rol de
algunas especies de hongos y levaduras capaces de producir exoenzimas iniciadoras del proceso de
biodegradacion.

DESARROLLO

Las técnicas de biorremediacion generalmente son aplicadas en suelos con concentraciones de
hidrocarburos totales del orden del 5 a 8 %, extendiéndose estos valores a rangos mayores para suelos
facilmente aireables. Es necesario puntualizar que la determinacidon cuantitativa de hidrocarburos en
suelo es compleja ya que la mayor parte de las técnicas se basan en la extraccion de las diversas
fracciones por solventes. La solubilidad de dichas fracciones en distintos solventes es variable. De alli
gue, como se observa en la figura 1, segun sea el método utilizado para determinacion de hidrocarburos
se obtendran valores diferentes, que para determinados tipos de suelos e hidrocarburos pueden ser muy
marcados. De esto surge la importancia de especificar claramente el método determinativo usado. Los
componentes del petrdleo son generalmente agrupados en cuatro clases de acuerdo a su solubilidad en
solventes organicos: saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos. No todos los componentes del crudo
son rapidamente degradables por lo tanto los métodos analiticos para medicidn de hidrocarburos deben
ser adecuadamente seleccionados. Las parafinas de cadenas cortas son los sustratos facilmente
degradables por los microorganismos seguidos en orden descendiente por las parafinas de cadena
larga, isoparafinas, cicloparafinas, aromaticos, heterociclicos, resinas y asfaltenos. Los compuestos
polares y los asfaltenos son generalmente considerados resistentes a la biodegradacion. El material
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remanente se denomina “hidrocarburos totales de petroleo” (TPH, total petroleum hydrocarbon) y es
considerado biodegradable. El método EPA 418.1 es usado para determinar la fraccién de TPH en suelo.
El método no es preciso pero es considerado satisfactorio para establecer comparaciones relativas en un
determinado protocolo. Otro método que ha sido usado para determinacion de hidrocarburos en suelo en
la norma ASTM D-473. También ha sido analizado en un estudio reciente el uso de extracciones
sucesivas con Clorofomo, Hexano, Etanol, (CIHeEt).

Los métodos analiticos para determinacién de hidrocarburos en suelo usados en este trabajo son:
Norma ASTM D 473, Standard Test Method for Sediment in Crude and Fuel Oils by Extraction, Annual
Book of ASTM Standards, American Society for Testing and Materials, Philadelphia, 1980. Norma EPA
418.1, Petroleum Hydrocarbons Total Recoverable, Spectrophotometric, Infrared. STORET N 45501,
1978. Extraccién sucesiva con Cloroformo, Hexano, Etanol (CIHeEt). En algunos casos se ha incluido en
la determinacién la materia organica residual por calcinacién y para diferenciarla de la anterior la
denominamos CIHeEt+C.

En ensayos de campo, sin incorporacion de in6culos microbianos, se han obtenido degradaciones del
orden del 50 % en seis meses de tratamiento, partiendo de concentraciones de entre 9 y 18 % de
hidrocarburos totales medidos por la técnica gravimétrica de extraccién con Cloroformo, Etanol y
Hexano. En el caso del suelo contaminado a una concentracién de 18 % en hidrocarburos totales,
cuando se incluye en la determinacién el porcentaje de producto calcinado esta aumenta a
aproximadamente 30%. Una fraccion del material organico medido por calcinacién corresponde a
hidrocarburos no extraidos por solventes. En la figura 2 se observa la curva de degradacién obtenida
durante un periodo de seis meses en un ensayo de campo sin inoculacion sobre una superficie de 2000
m? La degradacion obtenida es de 51.69 %. Se partié de una concentracion de 103. 5 g/kg medidos por
ASTM D-473.

En ensayos de campo trabajando con residuos a concentraciones superiores a 20 % (extraccion CIHeEt)
e inoculando con cultivos mixtos de hongos, levaduras y bacterias se obtuvo una mineralizacion casi
completa del residuo después de 18 meses de tratamiento. En la fase inicial del proceso degradativo se
observé el desarrollo de microorganismos filamentosos. La iniciacion de procesos degradativos por este
tipo de microorganismos, es ampliamente reportado en la literatura. En la figura 3 se observa el
desarrollo in vitro del residuo de hidrocarburo totalmente cubierto con micelio. A raiz de esta observacion
de campo se disefié un experimento de laboratorio usando suelo contaminado a dos concentraciones
distintas -moderada y alta contaminacién- con el objeto de evaluar la incidencia del in6culo en la fase
inicial de la biodegradacién para lo cual se realizaron experiencias breves, de 60 dias de duracion, en
columnas aireadas.

Del analisis de las curvas de este experimento de laboratorio se pueden ver los siguientes resultados: en
altas concentraciones, aproximadamente 100 g/kg de hidrocarburos extractables por CIHeEt la
concentracion de hidrocarburos disminuye con el tiempo en forma casi paralela y no se observan
diferencias significativas, lo que implicaria que en estas concentraciones no ofrece ventajas el uso de
inoculos (figura 4). A bajas concentraciones aproximadamente 50 g/kg de hidrocarburos extractables por
ClIHeEt, en la primer fase del tratamiento se observan diferencias apreciables entre suelo inoculado y no
inoculado, es decir se alcanzan concentraciones mas bajas y se logran tasas de degradacion mayores
(figura 5). Si se analizan el efecto de la concentracion de microorganismos sobre la degradacion, en al
caso de alta concentracion cuando se inocula se observa que la poblacién microbiana inicial es alta (1
EOQ7) al principio del ensayo, sube cuatro érdenes de magnitud y luego cae al nivel inicial. La degradacion
alcanzada es del 23 % en el primer mes y de 36 % al segundo mes. Esta caida de la masa de
microorganismos se traduce en una disminucién de la tasa de degradacion, posiblemente por un efecto
de biodisponibilidad del hidrocarburo del suelo. Si se considera el comportamiento del suelo no
inoculado, se encuentra que los microorganismos inicialmente estan en una concentracion tres ordenes
de magnitud inferior, aumentan su concentracion 2 o6rdenes de magnitud y luego disminuyen su
concentracion al 40 % del maximo alcanzado.
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Figura 3. Ataque microbiano a suelos altamente contaminados y colonias de levaduras degradadoras de
hidrocarburos.

La degradacion es 15 % menor que en cuando se inoculd y la variacién de las tasas de degradacién
también difieren en un 15 % (figura 6). Si se analiza el experimento a bajas concentraciones, el suelo
inoculado inicia con una alta concentracién microbiana (2 EQ7), sube un orden de magnitud y luego sigue
creciendo sin llegar a incrementar otro orden de magnitud (7 E08). La degradacién observada es muy
alta en el primer mes (35 %) y luego disminuye sin llegar a la tercera parte de la tasa observada en el
primer mes (43 % de degradacion global). En cambio cuando se estimulan los microorganismos
autéctonos, primero se produce un incremento muy elevado de la masa microbiana y se logra una baja
degradacion (2,3 %), mientras que en el segundo mes de tratamiento se produce un incremento
significativo de la tasa de degradacion lograndose una degradacion total de 25 % (figura 7).

CONCLUSIONES

Las experiencias realizadas a largo de mas de ocho afios en laboratorio y en procedimientos de campo
para tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos (mas de 200 000 m3de suelo), nos permite
concluir que en la gran mayoria de los casos la poblacion microbiana autoctona reacciona
favorablemente a la estimulacion (aireacion, fertilizacion, humectacion), haciendo innecesario el
agregado de cultivos microbianos. No obstante, hemos observado que en algunas circunstancias el
agregado de cultivos microbianos puede resultar beneficioso. En cuanto a los ensayos de laboratorio en
columnas aireadas, del analisis de las curvas obtenidas en 60 dias de proceso, surge que la mayor tasa
de degradacion se logra a bajas concentraciones de hidrocarburo con inoculacién de cultivos
microbianos (hay una gran masa de microorganismos y bajo efecto inhibitorio del hidrocarburo sobre los
mismos). A altas concentraciones se tiene un comportamiento intermedio, en donde hay diferencias del
orden de 15 % en la degradacion alcanzada, siendo ligeramente mayor en el caso del suelo inoculado.
(La incidencia de la inoculacién en la fase inicial de suelos altamente contaminados es objeto de estudio
actualmente en nuestro laboratorio).
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Figura 1. Comparacion de concentracion de hidrocarburos totales segun distintas técnicas analiticas
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