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La biodegradacién de petréleo es una alternativa econémica para resolver el problema
de la contaminacién accidental de hidrocarburos en ambientes acuaticos y terrestres.
Su eficiencia se incrementa si se utilizan primero métodos que recuperen el petréleo

utilizable y luego se trata el suelo contaminado con una adecuada tecnologia

que permita el 6ptimo desarrollo de comunidades microbianas autictonas

y bacterias con capacidades especiales de degradacién de hidrocarburos.

En lo posible, estas bacterias deben ser obtenidas del sitio a remediar o sitios similares
para evitar la falta de adaptacién al medio ambiente.
Estos microorganismos son aislados a partir de sitios contaminados, cultivados
en el laboratorio, y posteriormente inoculados en el drea a tratar.
Este método de biorremediacién es altamente efectivo, especialmente cuando
se lo utiliza en conjunto con una bioestimulacion adecuada
(mediante el agregado de nutrientes inorganicos, agua y aireacion).
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Eliminacion de residuos

La explotacién petrolera, tanto en
su actividad industrial como a través
de accidentes, produce desechos cons-
tituidos principalmente por hidrocar-
buros. La eliminacién de estos conta-
minantes constituye una preocupacion
constante. Nuestro pais se ha adherido
al Convenio de Basilea, que propone
como vilidas las siguientes acciones
para eliminar residuos:

s Recuperacion, reciclado o
reutilizacion del residuo.

* Deposito del residuo en el
interior o sobre el suelo
(cumpliendo determina-
das condiciones).

s Tratamiento biolégico del
suelo (biorremediacion).

» Tratamientos biolégicos que lleven a
~ productos finales inocuos.

e |ncineracion.

» Depositos permanentes.

De esta lista resumida de activida-
des, la biorremediaci6n en cualquiera
de sus modalidades, es un proceso
natural que lleva a produccién de bio-
masa, diéxido de carbono y agua. A
su vez, se generan productos rema-
nentes que no son contaminantes, asi
como también pueden permanecer sin
biodegradar compuestos provenientes
de los hidrocarburos con estructura
muy compleja, similar al dcido humi-
co. Estos iiltimos compuestos, que se
fijan a las particulas de suelo por su
alta insolubilidad, son productos no
riesgosos.



Biodegradacion /
Biorremediacion

Hay un grupo de términos que se
refieren a la accién de los microorga-
nismos como elementos ttiles para la
limpieza del medio ambiente y que es
necesario definir;

Biodegradacion: accién de los mi-
croorganismos sobre compuestos
quimicos llevandolos a sus consti-
tuyentes.

Biotransformacién: modificacién de
compuestos orgédnicos sin llegar a
mineralizarlos.

Mineralizacién: degradacién de
compuestos orgdnicos a diéxido de
carbono.

Biorremediacién: proceso que utili-
za microorganismos para eliminar
contaminantes o téxicos naturales o
xenobédticos del suelo o agua.

Landfarming: biorremediacién por
aplicacién repetida de contaminan-
tes en suelos debidamente acondi-
cionados.

Bioestimulacion: incluye la incorpo-
racion de oxigeno, agua y nutrien-
tes minerales. Se usa en aguas sub-
terrdneas y en suelos,

Como en todo proceso biolégico, el
éxito de la biorremediacién depende
de una serie de caracteristicas que las
podemos resumir en las siguientes:

1) Caracteristicas del contami-
nante: composicién, solubilidad,
propiedades tdxicas para los mi-
Croorganismos.

2) Caracteristicas del habitat: ti-
po de suelo, disponibilidad de
agua, cantidad de sales, pH, pre-
sencia de fuentes de nitrégeno,
presencia de fésforo, etcétera.

3) Caracteristicas de los microor-
ganismos: numero de bacterias,
perfil de biodegradacién de hi-
drocarburos, capacidad de adap-
tacién a las condiciones ambien-
tales como tolerancia a la deseca-
cion, adaptacién al pH, relaciones
con otros microorganismos pre-
sentes en el suelo, accién de de-
predacion de otros seres vivos
que comparten el mismo hdbitat.

4) Tecnologia utilizada: biorreme-
diacién aplicada, biorremediacién

intrinseca, biorremediacién asisti-
da, biorremediacién con inocula-
cién, landfarming, biorremedia-
cién en fase sélida, etcétera.

A estos cuatro aspectos debemos
agregar los métodos analiticos para el
control de la biorremediacién y el
marco juridico en el cual trabajaremos.

Caracteristicas del contaminante
Las caracteristicas del contaminan-

te que tienen importancia en una bio-

rremediacién son:

a) Estado fisico. Se debe considerar el
estado del contaminante (si es liqui-
do o s6lido), asi como también es
importante conocer su solubilidad en
agua, ya que las bacterias s6lo utili-
zan nutrientes solubles en agua.

b) Concentraciéon. Cuando la con-
centracion del hidrocarburo es muy
baja no alcanza a inducir la accién
enzimdtica que conlleve a la elimi-
nacién del mismo. Por otra parte,
cuando la concentracién del hidro-
carburo es muy alta, alguno de sus
componentes puede alcanzar nive-
les téxicos, produciendo la
inactivacion de la actividad
bacteriana. Algunos de los hi-
drocarburos del petréleo que
resultan téxicos para las bacte-
rias son de bajo punto de ebu-
Ilicién y desaparecen por eva-
poracién a los pocos dias del
derrame. Las concentraciones mo-
deradas de petréleo son las mds f4-
cilmente degradadas y pueden va-
riar segin el tipo de suelo y la va-
riedad de microorganismos que es-
tén presentes en €l.

¢) Solubilidad de los hidrocarburos.
Tiene una importancia fundamental
pues en muchos casos la velocidad
de biodegradacién de hidrocarburos
es mayor que la velocidad de diso-
lucién. En tales casos la biodegra-
dacién se encuentra limitada por la
velocidad de disolucién. El agrega-
do de surfactantes no siempre es
beneficioso, debido a que alguno de
ellos tienen efecto detergente sobre
las membranas biol6égicas produ-
ciendo la muerte de las bacterias
que interesan en biodegradacion.

d) Componentes quimicos del pe-
tréleo. Desde el punto de vista qui-
mico, los componentes del petréleo
son innumerables. Sin embargo,
mediante técnicas analiticas relati-
vamente sencillas como la cromato-
grafia en columna, podemos sepa-
rarlos en tres grupos con caracteris-
ticas propias, que tienen importan-
cia para el seguimiento de la biode-
gradacion. Estos son: los hidrocar-
buros aliféiticos, los arométicos y
los polares o asfaltenos. La impor-
tancia de los grupos nombrados es-
ta dada en su facilidad decreciente
de biodegradacion.

Destino de los hidrocarburos
en suelos

En el Cuadro | se muestran los po-
sibles destinos de los hidrocarburos
en un suelo. De todas las posibilida-
des, la accion biol6gica, en condicio-
nes aerébicas, es la que produce la
mayor accion en la eliminacién de los
contaminantes.
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Facilidad de biodegradacion

Los hidrocarburos alifaticos linea-
les de peso molecular medio son los
mds facilmente degradables, le siguen
los alcanos ramificados, los arométi-
cos de bajo peso molecular y los alca-
nos ciclicos. Los hidrocarburos poli
aromdticos (PAH) que son los més
peligrosos desde el punto de vista hu-
mano, tienen un mayor grado de difi-
cultad para ser degradados. Los asfal-
tenos son moléculas muy complejas y
se degradan con mucha dificultad,
siendo la fraccién mds recalcitrante a
este tipo de tratamiento. Estos alti-
mos tienden a permanecer en el me-
dio ambiente como tales, o modifica-
dos de forma tal que se asemejan a
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compuestos hiimicos presentes nor-
malmente en el suelo. Otra caracteris-
tica de este grupo es su limitada solu-
bilidad, siendo por lo tanto compues-
tos pricticamente inertes.

Caracteristicas del ambiente
donde se desarrolla
la biodegradacién

El medio ambiente es una de la va-
riables que determina la posibilidad
de que se produzca o no la biodegra-
dacién. Los mares, rios, lagos, lagu-
nas y napas de agua forman los eco-
sistemas acudticos que pueden ser
contaminados por petréleo o sus deri-
vados y tienen caracteristicas diferen-
tes de los ecosistemas terrestres, que
son los que trataremos aqui. En los
ecosistemas terrestres tiene mucha
importancia una serie de factores fisi-
cos que pueden limitar y hasta anular
un proceso de biorremediacion:

a) Temperatura. Este parimetro
tiene importancia especialmente en
los hdbitat extremos donde las tempe-
raturas pueden ser muy altas o muy
bajas. En tales casos, la biodegrada-
cién no seria significativa en térmi-
nos de aplicacién practica. En traba-
jos realizados en la Patagonia se ha
demostrado que no existe gran dife-
rencia entre los valores de minerali-
zacion de hidrocarburos o petréleo
entre 4 y 25 °C, si bien a esta dltima
temperatura la mineralizacién fue
mayor. En el mismo trabajo se deter-
min6 que la capacidad de biodegrada-
cién fue superior cuando se utilizaron
comunidades bacterianas que cuando
se analizaron cepas aisladas.

b) Humedad. Los suelos poseen
una propiedad denominada capacidad
de retencién de agua. Este factor tie-
ne importancia pues da una idea del
contenido de agua que se encuentra
retenida en el espacio poroso del sue-
lo. El valor en el que se produce una
mayor biodegradacién es aquel co-
rrespondiente a una capacidad de sa-
turacién de agua de alrededor del
50%, indicando que hay una propor-
cién casi igual de agua y aire en los
poros. Es importante aclarar que la
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presencia de agua es imprescindible
para la biodegradacion, pues sin ella
no es posible la vida de los microor-
ganismos. Cuando un suelo se en-
cuentra anegado, se saturan todos sus
poros con agua y debido al metabolis-
mo bacteriano, que consume el oxige-
no presente, se transforma en un am-
biente anaerobio. En estas condicio-
nes es imposible la biodegradacién
pues es necesaria la presencia de oxi-
geno en los pasos iniciales de la oxi-
dacién de los hidrocarburos.

¢) Oxigeno. La presencia de oxi-
geno es absolutamente necesaria para
el paso inicial de la biodegradacién
de los hidrocarburos, tanto alifiticos
como arométicos. Este paso se lleva a
cabo por enzimas oxigenadas que son
dependientes del oxigeno molecular.
Para mantener la presencia de oxige-
no es necesario el laboreo del suelo
contaminado, pues el consumo del
oxigeno debido al desarrollo bacteria-
no aerdbico es considerable.

d) Caracteristicas del suelo. No
todos los suelos se comportan de
igual manera durante los procesos de
biodegradacion, siendo los suelos ar-
cillosos los mas dificultosos para una
rdpida disminucién de la cantidad de
hidrocarburos. Las caracteristicas del
suelo que mds influyen en este proce-
so son las siguientes: textura, capaci-
dad de retencion de agua, tamaifio de
los poros (que se encuentra influen-
ciado por los porcentajes de arcilla y
arena que contiene el suelo).

Factores ambientales
quimicos del suelo

Los factores quimicos del suelo
que poseen mayor influencia sobre la
biodegradacidn son los siguientes: ca-
lidad y cantidad de nutrientes inorga-
nicos presentes, contenido de materia
orgdnica y presencia de cobertura ve-
getal con la posibilidad de formar mi-
corrizas, o asociaciones de raices con
bacterias que actien simbidticamente
en el proceso de biodegradacion. To-
dos estos pardmetros son mas ficil-
mente controlables que otros factores
ambientales, y de hecho son los que

se consideran en las biodegradacion
asistida o bioestimulacién.

Caracteristicas
de la microbiota

La microbiota estd integrada por
bacterias, hongos y algas. En los pro-
cesos de biorremediacién en suelos,
las bacterias cumplen un rol funda-
mental, pues son las que mineralizan
la mayor parte de los hidrocarburos
del petréleo. La actividad de los hon-
gos tiene importancia, principalmen-
te, en relacién a aquellos compuestos
que no son degradados por las bacte-
rias. La importancia de las bacterias
radica en una serie de cualidades que
se enumeran a continuacién:

* Pequefio tamafio

* Amplia distribucion

» Amplia superficie de contacto con

el habitat

« Alto potencial de actividad meta-

bélica

* Maleabilidad genética

* Alta tasa de crecimiento

* Los microorganismos producen

sélo reacciones termodinamica-
mente posibles

Los factores involucrados en la
biodegradacién que dependen de los
microorganismos son de dos tipos:
uno se relaciona con la cantidad y ca-
lidad de las bacterias en si mismas y
el otro con el conjunto de las diferen-
tes especies bacterianas y de su cam-
bio a través del tiempo. Estos factores
se describen a continuacion:

Cantidad y calidad

de los microorganismos

» perfil de biodegradacién de la co-
munidad

* perfil de degradacién de cepas de-
terminadas

« velocidad (cinética) de degradacion

* resistencia de los microorganismos
a las condiciones climdticas (dese-
cacion, temperatura, condiciones
eddficas)

Biocenosis del suelo contaminado
* interacciones entre microorganismos
» capacidad de seleccion efectuada



por los hidrocarburos sobre los mi-
Croorganismos

+ condicionamiento mutuo entre los
integrantes de la comunidad bacte-
riana y los hidrocarburos presentes
en cada etapa

Ventajas y desventajas de la
biorremediacion

Es un proceso que presenta muchas
ventajas y algunas desventajas. A con-
tinuacion se enumeran las mismas.

Ventajas

* Es un proceso natural.

* Puede ser usado para la completa
eliminacién de una gran variedad
de compuestos orgénicos.

* La mayor parte de los compuestos
orgdnicos considerados téxicos
pueden ser transformados en ino-
Ccuos.

* Uno de los productos principales es
la biomasa que no es considerada
peligrosa por las regulaciones vi-
gentes.

* Las variantes “in situ” producen la
remediacién sin necesidad de exca-
vaciones y movimientos de tierra,

Desventajas

* No todos los compuestos xenobidti-
cos son suceptibles de una rédpida y
completa biorremediaci6n.

* Necesita controles frecuentes para
corregir los problemas que pueden
presentarse en la biorremediacion.

* Requiere:

* hdbitat propicio.

* biota activa sobre el contaminante.

* concentracién y calidad apropia-
da de nutrientes.

Seguimiento
de la biorremediacion

El seguimiento de la biorremedia-
ci6n tiene una importancia fundamen-
tal para resolver los problemas que
puedan presentarse durante su reali-
zacién. Las determinaciones que nos
informan sobre este proceso son las
siguientes:

y decrecimiento de hidrocarburos totales y sus tres principales fracciones, durante el proceso de

e— biorremediacién Tprimera y segunda etapa). Esta Gltima en la modalidad fertilizada e inoculada.
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- Enumeraci6n de bacterias degra-
dadoras de hidrocarburos y bacte-
rias aerébicas heterotréficas.

- Perfil de degradaci6én de la comu-
nidad.

- Perfil de degradaci6n de cepas.

- Cantidad de petr6leo en el suelo.

- Fracciones de petrdleo.

- Concentracién de nutrientes y su
relacién con el proceso.

- Actividad microbiana (cinética).

La enumeracién de bacterias infor-
ma sobre la factibilidad de la continua-
cién de la biodegradacién. Especial-
mente la relacién entre las bacterias
degradadoras de hidrocarburos y las
aerdbicas heterotréficas. Si la relacién
estd cercana a cero el proceso se ha
detenido; en relaciones cercanas a 1 la
biodegradacién se encuentra activa.

Los perfiles de degradacion de hi-
drocarburos permiten conocer la po-
tencialidad de degradacién de la co-
munidad bacteriana y de cepas indivi-
duales. Conociendo estos datos pue-
den formularse inoculaciones de ce-
pas autctonas seleccionadas para co-
rregir probables deficiencias de la co-
munidad autéctona.

La cuantificacién de los hidrocar-
buros totales (por método extractivo-
gravimétrico) mide el grado de lim-
pieza que se va consiguiendo.

Una de las determinaciones que
nos informan sobre el final de una
biodegradacion aceptable de petréleo
crudo es el fraccionamiento cromato-
griafico en columna del residuo. La
experiencia de varios procesos de

biodegradacién indica que cuando se
presenta una composicion de residuos
particular, la biodegradacion efectiva
en un tiempo aceptable no es posible
(ver caso prictico).

Criterios sobre el final de la biode-

gradacion

» La biodegradacién “in situ” no es
total por la complejidad de asfalte-
nos y resinas.

» Un criterio ideal de finalizacién es
cuando desaparece todo el hidro-
carburo derramado.

* Otro criterio puede ser cuando se
restablece el equilibrio microbiol6-
gico inicial o similar al inicial.

* Un criterio factible es cuando sélo
se tienen parafinas de alto peso mo-
lecular, y hemos transformado la
mayor cantidad de asfaltenos y resi-
nas en compuestos fijos. Cuando es-
to se logra el cromatograma del resi-
duo muestra un aspecto reconocible
(trazado en negro del Grifico 3).

Estudio de un caso practico
de biorremediacién
en un suelo patagoénico

Se expondrd un caso préctico de
biorremediacién a campo que tenia
una extensién aproximada de una
hectdrea y media. El suelo estaba
constituido principalmente por arcilla
y arena con un grado importante de
dreas no cubiertas por vegetacion, Es-
ta tiltima se presentaba en islas un po-
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Grarico 2. Variacion en el contenido de hidrocarburos totales
correspondiente a los cuatro sitios tratados.
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co elevadas y en general eran escasas
las plantas arbustivas en esos secto-
res. En las fotos 1 y 2 se muestra el
aspecto producido por el derrame.
Debido a aspectos técnicos, la bio-
rremediacion se efectué en dos eta-
pas: la primera de ellas en forma ge-
neral y en la segunda se efectud un
control mucho mds especifico en 4
modalidades de biorremediaciéon:
* Biorremediacién con aireacion y
humidificacion.
* Biorremediaci6n con aireacién, humi-
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tan en el Grafico 1.
En el mismo pueden
observarse las varia-
ciones ocurridas en
los recuentos bacterianos, tanto de
bacterias totales como degradadoras, y
en el contenido de hidrocarburos, des-
de el relevamiento inicial (agosto de
1995) y durante ambas etapas del estu-
dio realizado.

Durante todo el tratamiento de bio-
rremediacion, se efectud un monito-
reo periddico tanto de los nutrientes
inorgdnicos como del contenido de
humedad y del pH (datos no mostra-
dos), con el objeto de mantener las
condiciones Optimas que permitieron

yor disminucién de hidrocarburos co-
rrespondié a la fraccion alifdtica, se-
guido en orden decreciente por la de-
gradacion de aromaticos vy, finalmen-
te, los hidrocarburos polares o asfal-
tenos constituyeron los mds resisten-
tes a la biodegradacion.

En respuesta a la contaminacién
por hidrocarburos, se produjo un in-
cremento en el desarrollo microbiano.
Las bacterias aerébicas y degradado-
ras de hidrocarburos aumentaron en
uno y dos logaritmos, respectivamen-
te, con respecto a la muestra inicial
de suelo no contaminado.

La segunda etapa se realiz6 a partir
de diciembre de 1996 hasta mayo de
1997. En el Grifico 1 se pueden ob-
servar las variaciones en los recuen-
tos bacterianos y en el contenido de
hidrocarburos, en el sitio fertilizado e
inoculado. En esta segunda etapa el
aumento del nimero de bacterias fue
s6lo de un logaritmo, tanto para bac-
terias aerébicas como para bacterias
degradadoras de hidrocarburos. A pe-
sar de este aumento poco significati-
vo de la poblacién microbiana, la de-
gradacion de los hidrocarburos totales
que se encontraban presentes al inicio
de la segunda etapa se incremento
sustancialmente, alcanzando un valor
del 55 % en un perfodo de 6 meses.
Esto demuestra que la poblacién mi-
crobiana se adapt6 a las condiciones
ambientales, presentando potenciales
de utilizacion de hidrocarburos que



permitieron la biodegradacién de dis-
tintos componentes del petréleo.

En el resto de los sitios tratados
(Grifico 2) se obtuvieron los siguien-
tes porcentajes de biodegradacion:
13% en suelo sin fertilizacién ni ino-
culacion, 16% en suelo con fertiliza-
cion y 30% en el suelo inoculado.
Como puede observarse estos valores
fueron significativamente menores a
los alcanzados en el suelo inoculado
y fertilizado.

En el Grifico 3 se muestra la va-
riacién en las tres fracciones de hi-
drocarburos (alifdticos, aromdticos y
asfaltenos), durante la biodegradacion
ocurrida en el sitio inoculado y fertili-
zado. Se observa en el mismo, los re-
sultados de las cromatografia en co-

curva corresponde a la muestra del
mes de diciembre de 1996 (final de la
primera etapa e inicio de la segunda),
y en ella se observa una disminucén

GraFico 3. En este grafico podemos observar las variaciones a través del tiempo en el sitio
fertilizado e inoculado de las tres fracciones estudiadas de petréleo. Los fraccciones 1 a 11
corresponden a hidrocarburos alifaticos, las de 12 a 21 corresponden a hidrocarburos
aromaticos y las de 22 a 31 corresponden a hidrocarburos polares (asfaltenos).

La primera fraccién en disminuir es la fraccion alifatica y también es la que disminuye

en mayor proporcion, le sigue la aromdtica y por dltimo la de compuestos polares.
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lumna fraccionada, desde el inicio de :
la contaminaci6n (en el mes de agos-  Conclusiones

to de 1995), cuando el petréleo crudo
ain no habia sido afectado por la ac-
cién de los microorganismos, hasta
mayo de 1997. La curva correspon-
diente a agosto de 1995 representa las
fracciones presentes en el suelo con-
taminado durante el relevamiento ini-
cial, mostrando que el petréleo derra-
mado contiene predominantemente
hidrocarburos alifiticos. La segunda

de hidrocarburos alifiticos y aromati-
cos. Por iltimo, la tercer curva mues-
tra el contenido de las fracciones
cuando finaliza el tratamiento de bio-
rremediacion, donde se evidencia que
las mismas decrecieron hasta obtener-
se porcentajes muy similares entre si.
Se puede observar a través del
tiempo, la susceptibilidad decreciente
a la biodegradacion de las tres frac-
ciones estudiadas, siendo los hidro-
carburos alifdticos la fraccién mds ra-
pidamente degradable, seguida por
los aromdticos y por tltimo los hidro-
carburos polares o asfaltenos.

El CEIMA se dedica a temas de in-
vestigacion en el drea de microbiolo-
gia del petréleo y se ha financiado
hasta el presente con prestacion de
servicios técnicos y de investigacion
y desarrollo de empresas tales como
YPF S.A., Tecpetrol S.A. Yacimiento
El Tordillo, Dapetrol S.A. Yacimiento
José lI°, Amoco Argentina Oil Com-
pany, Yacimiento Cerro Dragén, Eg3
Refineria, Siderca S.A.

La biorremediacién “in situ” de suelos semiaridos de la Patagonia Central se
aplicé con éxito bajo condiciones optimizadas. La inoculacién con un cultivo star-
ter seleccionado, en combinacién con la adicién de nutrientes inorganicos, acele-
ré significativamente el tratamiento de biodegradacion.

Bajo condiciones optimizadas el 66% de los hidrocarburos totales contenidos
en el suelo fueron degradados. Las diferentes tasas de biodegradacion de las frac-
ciones alifaticas, aromaticas y asfalticas dieron como resultado concentraciones fi-
nales semejantes y cambios significativos en la composicion de los hidrocarburos

residuales
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