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BIORREMEDIACIÓN DE MEZCLAS COMPLEJAS DE HIDROCARBUROS

Evaluación de la aplicación de inoculantes en procesos de biorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos policíclicos aromáticos.

· PROBLEMA TÉCNICO QUE SE PRETENDE RESOLVER

Los residuos con hidrocarburos de industrias petroleras y petroquímicas son mezclas sumamente complejas y de difícil tratamiento (Brown, 1983). Si bien la tendencia mundial está orientada a eliminar o disminuir la generación de residuos, hay residuos cuya generación no se puede evitar sin afectar el desarrollo económico.

Las industrias se encuentran hoy por hoy frente a una nueva tarea ineludible: enfrentar el tema de sus residuos. Esto escapa a la simple voluntad, ya que se ha convertido en un imperativo dispuesto tanto por la sociedad, las legislaciones en la materia y las exigencias de un mercado que comienza a excluir de la competencia a quienes no lo tomen en cuenta.

No encontramos en nuestro país estadísticas precisas sobre industrias contaminantes, pero de algunos estudios realizados de manera comparativa con otros países, surge que en Argentina las refinerías de petróleo configuran el mayor porcentaje del costo ambiental.

Se calcula que la industria química, petroquímica y del petróleo generan el 29,9% de los residuos peligroso totales, en particular la industria petrolera es la mayor generadora de residuos semisólidos (barros) (Véscovo, 1996). 

Hidrocarburos policíclicos aromáticos: contaminantes prioritarios.

Se conoce que entre los hidrocarburos,  los compuestos de mayor riesgo para la salud humana son los hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAH), por su conocida carcinogenicidad y mutagenicidad (Roy y col., 1988). 

Por su baja solubilidad en agua, su lipofilicidad y su lenta degradación algunos son muy persistentes en la naturaleza. Estas características al igual que su genotoxicidad aumentan con el tamaño de la molécula (Cerniglia, 1993). Debido a esto 16 de ellos son considerados contaminantes prioritarios por la U.S. Environmental Protection Agency (Brown, 1983).  

Una de las mayores fuentes de transporte de  PAH a la naturaleza lo constituyen los residuos de las industrias petroleras y petroquímicas (Sikkema y col., 1995). 

La exposición a PAH constituye un significativo riesgo para la salud de los habitantes de áreas industrializadas (Dipple y col., 1990). 

Biorremediación 

Se denomina biorremediación a la metodología que aprovecha e incentiva los procesos de biodegradación naturales para transformar y degradar contaminantes orgánicos. Idealmente el proceso logra la mineralización del contaminante (Zeyer y col., 1995). Sería una biodegradación asistida y controlada que provee una solución definitiva. Esto la diferencia de otras tecnologías, que sólo proveen una solución temporal mediante el aislamiento y la contención del contaminante. Es, junto a la incineración, el método de elección para el tratamiento de residuos y suelos contaminados con hidrocarburos. Suele ser más económica que la incineración y mejor aceptada por la opinión pública. Se usa tanto para la recuperación de suelos contaminados como en el tratamiento de residuos en suelo (landfarming). 

Está mundialmente aceptado que la biorremediación es apta para los casos mencionados y en el país existen varias plantas habilitadas para el tratamiento de residuos. Sin embargo, debido a que es una metodología de reciente aplicación y a que su eficiencia depende de numerosos factores de cuya interacción se conoce muy poco, debe reconocerse que a diferencia de otras tecnologías, no existen procedimientos estandarizados para su aplicación / implementación / seguimiento / cierre. 

Considerando, que toda contaminación con hidrocarburos se caracteriza por la presencia de mezclas complejas de diferentes compuestos (algunos de los cuales son fácilmente degradables, mientras que otros son recalcitrantes), la biorremediación presenta el desafío de tener que diseñar estrategias que permitan no sólo hacer que la biodegradación sea el proceso de eliminación preponderante, sino también acelerar la biodegradación de los compuestos más recalcitrantes. Dentro de estos compuestos se encuentran los PAH (Fuchs y col., 1995). 

En el Laboratorio de Biodegradación Microbiológica de Hidrocarburos hemos estudiados diversas mezclas complejas, fundamentalmente de residuos industriales que se originan en las industrias petroleras y petroquímicas ubicadas en el Gran La Plata. Se implementaron metodologías que nos permitieron evaluar la degradabilidad potencial y la detoxificación de dichas mezclas en tierra (Vecchioli y col., 1990; Morelli y col., 1995; Vecchioli y col. 1997; Vecchioli, 1998;  Morelli y col., 1999; Morelli, 1999; Vecchioli y col., 2000; Morelli y col., 2001).  

Actualmente los estudios realizados en nuestro laboratorio consisten en tratar de mejorar la biodegradación de mezclas complejas de hidrocarburos, aumentando la velocidad de biodegradación y/o disminuyendo la fracción remanente, fundamentalmente de los hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAH) (Ferrari, 1996). 

Para acelerar la biodegradación de un compuesto existen dos tipos de estrategias: la estrategia de la ecología microbiana y la estrategia microbiológica (Protrowski, 1991).

En la estrategia de la ecología microbiana se identifican y ajustan los factores fisicoquímicos de manera de aumentar la degradación del contaminante por la comunidad microbiológica de la zona afectada (bioestimulación).

En la estrategia microbiológica se produce un aumento artificial de la densidad de bacterias degradadoras del contaminante (bioaumento).

Bioaumento

Se denomina bioaumento al aumento de las capacidades metabólicas de la comunidad microbiológica indígena.  Esto requiere necesariamente la incorporación de microorganismos en el medio ambiente  con el propósito de incrementar la velocidad y/o la extensión de la degradación de un contaminante o mezclas de ellos (Atlas y Bartha, 1998).

Si bien la práctica del bioaumento no es nueva, la adición de microorganismos para facilitar la biodegradación debe considerarse por el momento como un método experimental y muy controvertido (Walter, 1997).

El bioaumento puede ser una herramienta valiosa en situaciones particulares, generalmente ha demostrado buenos resultados cuando se trata de compuestos de muy lenta degradación  y siempre que se realice en óptimas condiciones (Walter, 1997).

Nuestro grupo de trabajo ha realizado varios ensayos de biorremediación aplicando inoculantes comerciales de acuerdo con las especificaciones del productor. Los resultados no demostraron la eficacia de los mismos.

La habilidad de metabolizar determinados compuestos es una condición necesaria pero no suficiente para asegurar la biodegradación  (Goldstein y col., 1985). Numerosos parámetros afectan la sobrevida de los microorganismos en el medio ambiente:  disponibilidad de nutrientes, humedad, características físicas y químicas del sitio, predación, parasitismo y competencia con la población microbiana indígena (Walter, 1997). 

Basándonos en nuestra experiencia consideramos que el éxito del bioaumento depende de varios factores, entre ellos los más relevantes son la selección de los microorganismos adecuados considerando las características de la región y las propiedades del contaminante. En el LBMH se cuenta con una colección de cultivos bacterianos degradadores de PAH, aislados de sitios contaminados, los cuales han sido seleccionados de acuerdo a su cinética de degradación y la estabilidad de la propiedad degradadora. 

Otro problema que queda por resolver es encontrar las condiciones de cultivo apropiadas para  poder obtener una gran biomasa activa de las cepas degradadoras de PAH en un tiempo razonable (Mahro y col., 1995).

Objetivos

Contribuir al mejoramiento de las tecnologías de biorremediación.           
1. Evaluar el efecto de la inoculación de poblaciones bacterianas degradadoras sobre la cinética de degradación de los PAH y la eficacia de la biorremediación.

2. Diseñar estrategias de bioaumento aplicable a distintas situaciones y/o contaminantes.   

3. Producción de inoculantes a escala piloto.

· SIGNIFICADO ECONOMICO DEL MISMO

En la actualidad junto a la demanda de la sociedad de mayor desarrollo industrial y de mayor número de puestos de trabajo hay también una demanda por una mejor calidad de vida. Los cambios llevan a mayores exigencias de los consumidores. 

El sector productivo tiene que adaptarse a los cambios globales y enfrentarse a la apertura de los mercados. La inserción en la economía mundial requiere que la industria incluya en sus costos el tratamiento y disposición de sus residuos y la protección del ambiente. Esto propicia un cambio cultural. La mayor concientización de sociedad e industria y  las mayores exigencias legales hacen pensar que las industrias que dañen el ambiente no serán viables en un futuro no muy lejano.

Las industrias, en general, están comprometidas ante la problemática ambiental y les interesa solucionar sus problemas. Pero para que esto ocurra es necesario ofrecerles alternativas válidas. Lograr que no se sigan acumulando residuos que pueden ser tratados e intentar transformar los residuos almacenados para que puedan ser dispuestos en una forma aceptable sería un valioso aporte para la demanda de la sociedad actual.

Comparada con otra alternativas la biorremediación es una tecnología limpia, segura y económica, siempre y cuando se aplique en condiciones apropiadas, en plantas con sistemas correctamente diseñados y operados.

El desarrollo de este proyecto contribuirá a la búsqueda de soluciones para los problemas relacionados con el mejoramiento del medio ambiente, como también lograr que nuestro país produzca sus propios y efectivos inoculantes.

· METODOLOGIA DE TRABAJO Y CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
Primer y segundo año

· Sistemas tierra – residuo: 

Los residuos se incorporaran en diferentes concentraciones en tierra tamizada (2 mm) de modo de obtener sistemas con distinta concentración inicial de hidrocarburos.  Se prepararán también sistemas envenenados (pérdidas abióticas) y sistemas sin contaminar (testigos). Las mezclas  tierra-residuo se tamizarán  (2 mm) para lograr una mayor homogeneidad (Pramer y Bartha 1972).

Sobre estos sistemas se monitoreará periódicamente actividad biológica medida como producción de CO2 (Pramer y Bartha, 1965), bacterias heterótrofas (Reasoner  y Geldreich, 1985), degradadoras (Bogardt y Hemmingsen, 1992), concentración de hidrocarburos por IR (EPA 418.1) y contenido de PAH residual (Vecchioli y col., 1997). 

A distintos tiempos de tratamiento se caracterizarán las comunidades microbianas y el efecto del inoculante sobre la misma, mediante perfiles metabólicos (Biolog Inc.) y técnicas moleculares: extracción de DNA (Kuske y col., 1998) seguida de amplificación por PCR y separación mediante DGGE (Muyzer y col., 1993). 

Sobre estos sistemas se evaluará:

· El efecto de la inoculación sobre la cinética de eliminación de hidrocarburos y sobre la comunidad microbiana. Establecer la eficacia del bioaumento en función de modelos matemáticos que describen la eliminación de hidrocarburos durante la biorremediación, establecidos en proyectos anteriores.

· Se estudiarán  distintas condiciones operativas: tipos de inoculantes, concentración del inoculante, frecuencia de inoculación y agregado de nutrientes; en diferentes situaciones (concentración del contaminante, antigüedad de la contaminación) para poder establecer la estrategia a aplicar en cada caso.

Tercer año

· Bioreactor

Obtención de biomasa a partir de las poblaciones seleccionadas para su posterior aplicación como inoculantes en suelos contaminados. Optimización de los parámetros de cultivo: estabilidad de la capacidad degradadora y buen rendimiento en biomasa con una fuente de carbono económica.

· RECURSOS DISPONIBLES

Recursos humanos

Director: Lic. María Teresa Del Panno

Codirector: Dra. Irma Susana Morelli

Becarios y pasantes: Bioq. Mariela Borán

                                   Alumna Paula Bolino Sass

                                   Alumno Martín Lazza

Técnico: Edgardo Casanova

Equipamiento

Flujo laminar horizontal (1990-buena conservación)

Equipo de ultrasonido (MSE modelo 60W-buena conservación)

Equipo de liofilización (Speedi Vac Modelo 5ps-buena conservación)

Tres autoclaves tipo Chamberland (compartido con otros laboratorios-buen estado)

Estufa de esterilización (compartida con otros laboratorios-buena conservación)

Incubadora (temperatura 10 a 37ºC) (1977-buena conservación)

Balanza granataria (0,001g) Kern 822 (1998-muy buena conservación)

Balanza analítica (0,1mg) Mettler (aceptable conservación)

Dos freezer de -20ºC (1990 y 1996-muy buena conservación)

Heladera comercial (1973-buena conservación)

Heladera familiar (Eslabón de Lujo 1996-muy buena conservación)

Centrífuga (1973-buena conservación)

Espectrofotómetro Metrolab UV-visible (1994-muy buena conservación)

Microscopio binocular (Leitz 1982-buena conservación)

Horno a microondas (BGH 1994-buena conservación)

Bioreactor (1997- muy buena conservación): vaso de vidrio de 5 L de capacidad, 

                                                                         sistema de agitación

                                                                         electrodo de pH

                                                                         electrodo de O2 disuelto (DOT)

                                                                         sistema de aireación automático

                                                              electrodo para medir O2 en el aire                    

                                                              registrador de seis canales.

Microcentrifuga (Hermle Z 160M 1999-muy buena conservación)

Fuente de poder (BIO-RAD 1999-muy buena conservación)

Dos cubas electroforéticas (BIO-RAD 1999-muy buena conservación)

Ciclador térmico (Techne Progene FPROG05D- 2001)

Programas de computación y comunicaciones

Computadora Pentium 2 con Windows 98 y conectada a Internet

Computadora Pentium con Win 95 Plus

Computadora 486 DX 2 con Win 3.0

Impresora Hewlett Packard Deskjet 695C

Impresora Hewlett Packard Deskjet 500C
Financiación

Subsidio UNLP: $1530   (otorgado)

Subsidio SECYT-BMBF: $6000 (otorgado)

LBMH (recursos propios de transferencias): $8.000

Subsidio Agencia: $35000 (solicitado).

· ANTECEDENTES DEL GRUPO EN EL TEMA

Laboratorio de Biodegradación Microbiológica de Hidrocarburos

Facultad de Ciencias Exactas

Universidad Nacional de La Plata

Directora interina ad-honorem (1992-2000): Prof. Dra María T. Painceira

Directora interina ad-honorem (2001): Prof. Dra. Graciela De Antoni 

Orígenes

En el año 1982 surge un grupo de investigación dirigido por la Profesora Dra. María Teresa Painceira teniendo como objetivo el acercamiento a los problemas de contaminación con hidrocarburos y a la evaluación de dichos problemas para tratar de aportar soluciones.

La interacción con la industria no solo nos acercó a problemas reales sino que nos permitió conseguir los fondos que financiaron la formación de personal, la adquisición de materiales y equipamiento.

En el año 1992 el grupo es reconocido por la Universidad Nacional de La Plata como Laboratorio de Biodegradación Microbiológica de Hidrocarburos (Exp. 100 N° 36511).

Nuestro grupo de trabajo ha sido uno de los pioneros en el estudio y aplicación de la biorremediación en Argentina.

Proyectos de Investigación y Desarrollo.

1- Estudios de factibilidad de tratamiento de diversos residuos. 1985-1988. Financiado por PETROQUÏMICA GENERAL MOSCONI SAyC.

2- Degradación microbiológica de residuos de la industria petroquímica. 1989-1991. Financiado por IPAKO SA.

3- Instalación y evaluación de planta piloto para tratamiento y disposición final de barros petroquímicos.1991-1994. Financiado por IPAKO SA.

4- Evaluación de las posibilidades de aplicar biorremediación a terreno contaminado con hidrocarburos. 1992-1994. Financiado por KICSA SA.

5- Biorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos. CIC-PBA. 1994.

6- Biorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos. CIC-PBA. 1995.

7- Efecto de la aplicación prolongada de residuos con hidrocarburos en tierra. 1994-1995. Financiado por IPAKO SA.

8- Persistencia de hidrocarburos en sistemas tierra-residuo. 1995-1996. Financiado por IPAKO SA.

8- Project ENV-7: Bacterial Hydrocarbon Degradation. Proyecto acreditado por SECYT-GKSS en el marco de Argentine-German Cooperation in Environmental Science and Technology. Project Network: Hydrocarbon Contaminated Media. Período 1992-1994

9- Proyecto: Degradación bacteriana de hidrocarburos - Biorremediación de sitios contaminados. Proyecto acreditado por UNLP en el marco del Programa de Incentivos. Período 1994-1998. 

10- Proyecto: Biorremediación de residuos con alto contenido de BTEX. Proyecto financiado por YPF - Petroquímica La Plata. Período 1994-1995.

11- Proyecto ENV24: Bioremediation. Proyect Network: Hydrocarbon Contaminated Media. Argentine-German Cooperation in Environmental Research and Technology. SECYT-GKSS. Período 1995-1998.

12- Proyecto: Estudio de la influencia de diferentes parámetros sobre la biodegradación microbiológica de hidrocarburos en suelo. Proyecto acreditado por CIC-PBA Res. 1303/97. 

13- Proyecto: Biorremediación de mezclas complejas de hidrocarburos. Proyecto acreditado por UNLP, en el marco del Programa de Incentivos. Período 1998-2001.

14- Proyecto AL/A98-VII 13: Bioremediation of Complex Mixtures of Hydrocarbons. Proyect Network: Hydrocarbon Contaminated Media. Argentine-German Cooperation in Environmental Research and Technology. SECYT-GKSS. 

15- Efectos de derrame de crudo por reventón de oleoducto Puerto Rosales - La Plata, en un campo del centro de la Provincia de Buenos Aires. Evaluación de las posibilidades de recuperación del sitio. 1991, financiado por YPF - Ductos. 

16- Biorremediación de tierras afectadas por contaminaciones antiguas. Proyecto iniciado en 1998, financiado por YPF Refinería La Plata.

17- Monitoreo químico y microbiológico del tratamiento de residuo con hidrocarburos en fermentador suplementado con inoculante comercial. Financiado por Garovaglio y Zorraquín S.A.

Inovación Tecnológica Transferida

Las actividades que se detallan a continuación culminaron con la implementación de tecnologías ensayadas por primera vez en el país y que fueron adoptadas por el sector industrial. Solucionaron problemas para los cuales no existían propuestas de tratamiento en el mercado: tratamiento de residuos industriales y recuperación de sitios contaminados con hidrocarburos. 

1- A Petroquímica General Mosconi (1985-1988): Estudios de factibilidad de tratamiento de diversos residuos, culminaron con   la aplicación industrial de una técnica biológica (landfarming) de tratamiento implementada por primera vez en el país.

2- A IPAKO SA (1989-1996): Desarrollo de una metodología alternativa al proceso de incineración para el tratamiento y disposición de residuos peligrosos. Instalación de una planta piloto de tratamiento en dicha industria. 

3- A KICSA SA (1992-1994): Se planificó e implementó por primera vez en el país un proceso de biorremediación de suelo contaminado con hidrocarburos. Se recuperó 1 hectárea contaminada con emulsiones de laminación de aluminio.

4- A YPF Refinería La Plata (en ejecución): Se estudia la factibilidad de implementar procesos biológicos para el tratamiento de distintos residuos.

Convenios de Investigación y Desarrollo con Industrias
1- 1985 a 1988: Convenio con Petroquímica General Mosconi SAIyC. Degradación microbiológica de hidrocarburos contenidos en barros residuales. 

2- 1989 a 1996: Convenio con IPAKO SA. Degradación microbiológica de residuos de industria petroquímica. 

3- 1996-1998: Convenio con YPF–Petroquímica La Plata- Evaluación de las condiciones operativas de una planta de tratamiento de residuos de 10 años de antigüedad.

4- 1998-2000: Convenio con YPF–Refinería La Plata- Biorremediación de residuos generados en Refinería La Plata.

Informes Técnicos Presentados a Distintas Empresas
1. PETROQUIMICA GENERAL MOSCONI (1985-1988): 10 informes

2. IPAKO SA (1989-2000): 26 informes 

3. YPF - Ductos (1991)

4. YPF – Refinería La Plata- (1993-2001). 10 informes

5. ECOZONO SA (1994)  

6. YPF SA - Petroquímica La Plata (1995-2000): 5 informes

7. ECOCONTROL SA (1996)

8. P.T.O.  S.A. (1999)

Asesoramientos
Municipalidad de Magdalena

Municipalidad de Luján

Municipalidad de La Plata

Sobre problemas de contaminación con hidrocarburos y tratamiento de residuos de industrias petroquímicas
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