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mos nuevos que requieren muitiples ensayos: antes de su introduccion es necesa-
rio un cumplimiento reglamentario minimo en comparacién ai uso de microorga-
nismos modificados. El factor reglamentario a menudo puede ahorrar mucho tiem-
po y dinero al fabricante en relacion a la preparacion de los productos para su
venta. En segundo lugar, los mutantes seleccionados se han conseglide aislar re-
cientemente. En la mayor parte de los casos, estos microorganismos son mas pare-
cidos a los aislados naturales que las bacterias modificadas genéticamente, ya que
para la ingenieria genética sc utilizan con mds frecuencia cepas caracterizadas,
cepas que han estado fuera de su ambiente natural a veces durante décadas. Los
mutantes seleccionados de cepas aisladas recientemente pueden tener mas éxito
cuando se reintroducen en su ambiente nativo. Es mas probable que estas cepas
hayan conservado su resistencia ambiental v, por lo tanto, que funcionen con éxito
cuando se remtroducen en su ambiente.

Finalmente, las cepas seleccionadas pueden actuar como parte de una asocia-
cion’en vez de actuar solas. Una asociacion puede poseer la variedad genética
suficiente como para contar con rutas degradadoras enteras, incluso cuando la in-
formacion se encuentre en diferentes miembros de la poblacion. Por lo tanto, aun-
que ningln organismo unico contenga la ruta degradadora deseada, la ruta adn
serd operativa. 81 bien es posible juntar mediante ingenieria genética todos los
genes requeridos en un nico organismo, esto probablemente emplearia mas tiem-
Po y seria mas costoso que conseguir la armonizacion de organismos con capaci-
dades compiementarias.

Desventajas

Cuando los protocolos de mutacion y seleccion se comparan con Ia modificacién
mediante ingenieria genética, existen algunas desventajas. En primer lugar, las
modificaciones que se realizan no son especificas. Los mutigenos que probable-
mente van a ser utilizados actan de una forma bastante inespecifica. Las mutacio-
nes espontaneas son aleatorias. Es necesario emplear un esquema de seleccion para
encontrar el fenotipo deseado, y, no importa lo bien que esté disefiado, puede que
no sea lo suficientemente especifico como para dar lugar solamente al fenotipo
deseado. Muchos de los procesos de seleccion (reproduccion) requeriran el desa-
rrollo y el uso de técnicas no tradicionales de seleccién y contraseleccién genéti-
ca. El resultado es que las capacidades observadas seran consecuencia de una alte-
racion o alteraciones desconocida(s) y, cuando falle el sistema, sera imposible
determinar la causa.

En segundo lugar, los resultados vienen limitados por estas capacidades, es
decir, por la informacién genética poseida por la bacteria u honge particular. Las
adaptaciones o construcciones de las rutas se deben producir por &l crecimiento
directo de los genes que se acaban de combinar o inducir al microorganismo, o
bien, dependeran de la capacidad del investigador a la hora de controlar las trans-
formaciones bioquimicas especificas que se producen dentro de una poblacién
mutagenizada. Aunque los microorganismos del suelo tienen la capacidad de ha-
cer evolucionar las enzimas para atacar los productos quimicos encentrados, este
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proceso es muy lento. Se puede demostrar en el laboratorio la adaptacién a sustra-
tos especificos (Engesser et al., 1980). Sin embargo, las proteinas evolucionan a
veloctdades muy distintas (Ayalah, 1992; Ornstein, 19914). El tiempo requerido
para establecer una diferencia del t por ciento entre proteinas, denominado perio-
do evolutivo unitario (PEU), se expresa en millones de afios, por lo general entre 2
y 20. Esto, obviamente es un problema comiin para muchos compuestos antropo-
génicos recalcitrantes que no tienen ningun anilogo que se produzca de forma
natural.

Modificacion de organismos mediante técnicas
de ingenieria genética

Durante ta ultima década, una de las esperanzas de quienes practican la biorrecu-
peracion ha sido la intervencién directa de la biologia molecular sobre la biogui-
mica de las rutas catabolicas para producir microorganismos mas eficaces en el
tratamiento de residuos. El proceso, que implica la manipulacion de los nucledti-
dos de las secuencias genéticas ya existentes mediante técnicas comunes de clona-
cion de genes, o la creacién de una enzima especifica empleando la simulacién por
ordenador y su posterior introduccion en un huésped scleccionado, ha sido descri-
to y aplicado en los sectores farmacéuticos y/o agricolas (Don et al., 1985; Eaton y
Timmis, 1986; Kukor et al., 1988; Kukor y Olsen, 1990; Paulsen y Ornstein, 1991,
Paulsen et al., 1991). Las aplicaciones siguen estando limitadas a los sectores far-
macéutico y agricola.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, ningin Mmicroorganismo conse-
guido mediante estas técnicas de biologia molecular ha sido empleado en biorre-
cuperacion. En un simposio de 1985 sobre la emision, intencionada o accidental,
de bacterias recombinantes al ambiente, se plantearon las cuestiones de fijacién
del nitrogeno (Rhizobium), vacunas viricas {vaccinia; rabia), nucleacién del hielo
por Pseudomonas, pesticidas bacterianos, y plantas resistentes a herbicidas. El
concepto de biodegradacion en ese momento ni siquiera merecia una considera-
cién (Halvorson et al., 1985).

Ventajas

Aunque hay que afrontar diversos problemas importantes, la capacidad de modifi-
car los microorganismos mediante ingenieria genética crea nuevas oportunidades.
Por ejemplo, la degradacion del tricloroetileno (TCE) es un fenémeno cometabdli-
co en todas las bacterias para las que se ha descrito (Ensley, 1991). Como tal, es
un candidato excelente para las manipulaciones genéticas. Russel et al. (1992) ya
observaron en su revision de los sistemas degradadores anaerobios del TCF que
los requisitos para los inductores aromaticos o alifaticos de las enzimas que meta-
bolizan el TCE, como las oxigenasas del tolueno, fenol, metano, o isopreno, pre-
sentaban dificultades para sendas aplicaciones tanto en reactor como in situ. Tam-
bién observaron, sin embargo, que esta dificultad se podia aliviar mediante la
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mantpulacion de la secuencia genética correcta que controla la produccion de oxi-
genasa en la cepa respectiva (Shields y Reagin, 1992).

Antes de utilizar estos organismos de reciente creacion en los trabajos de cam-
po se deben resolver muchos problemas, incluyendo:

Diseio de la cepa.  La mayoria de ias zonas contaminadas son Gnicas, y poseen
distintas combinaciones de parametros fisicos que afectaran a los procesos bioiogi-
cos necesarios para el tratamiento de los materiales toxicos. Quizas sea necesario
disenar las cepas de forma Gnica para su introduccion en zonas especificas, con ef fin
de lograr que su gama de capacidades genéticas complemente los peligros ambienta-
les a los que se vayan a enfrentar. Estos microorganismos se podrian construir para
que degradasen mas rapidamente los residuos y una gama mas amplia de materiales
(Ornstein, 199154).

Ingenieria genética.  Incluso después de muchos afios de experiencia con estas
técnicas, conseguir Ya manipulacion genética no es aigo trivial y, con frecuencia, emplea
mucho tiempo. E! tiempo necesario para manipular y ensayar implica un coste adi-
cional para el productor. Otro factor timportante es que los requisitos de datos para la
evaluacion de los riesgos adn no se han definido compietamente. Sin embargo, cuan-
do aumente la experiencia con les micreorganismos derivados de forma tradicional,
los procedimientos para la evaluacion de riesgos mejoraran. Esto permitird que los
investigadores puedan inventar formas para incorporar caracteristicas de seguridad
en la lineas celulares modificadas y desarrollar protocolos de -ensayo para evaluar
tanto la utilidad como los peligros de la biorrecuperacion. Esto, finalmente, permitird
llevar a cabo un verdadero analisis sobre los costes-beneficios, donde el coste no va
a ser solamente una cantidad en dolares. sino que incluird también los costes am-
bientales de una inactividad protongada y/o los posibles efectos adversos del conta-
minante o del tratamiento.

Factores de seguridad.  Se sigue investigando en ¢} desarrollo de las caracte-
risticas de seguridad especificas para limitar la supervivencia, y en el alcance de los
microorganismos modificados con fines de biorrecuperacion. Cuskey (1992) revisod
los conceptos y aplicaciones de la restriccion bioldgica que implicaban la introduc-
¢idn de gencs letales controlados condicionalmente {«genes suicidas») en ios micro-
organismos modificados. La introduccién del (de los) gen{es) posiblemente himitaria
la capacidad del microorganismo de dispersarse mas alla de una zona especifica, o
eliminaria la capacidad de supervivencia de la bacteria después de la reduccién de un
constituyente ambiental en particular,

Reintroduccion en el ambiente. Las cepas manipuladas se han utilizade con
frecuencia en el laboratorio durante muchos afios. Durante este tiempo no han tenido
que enfrentarse a las dificultades del exterior; en consecuencia, se han producido
alteraciones sutiles no seleccionadas que hacen a la bacteria menos apta para el am-
biente que su antecesora. Debido a esto, cuando se reintroduzca, quizas se dé un
nomero insuficiente para llevar a cabo la recuperacion.

Todos estos problemas tienen solucion. Las posibles ventajas —mayor gama y
velocidad de degradacidon— dadas a las bacterias mediante la intervencion con
técnicas de biologia molecular siguen conduciendo las investigaciones de labora-
torio. Los avances en la estructura reglamentaria (véase Capitulo 6, por Giampor-
caro) motivan el desarrollo industnial. Sobre todo, la continua e incrementada pro-
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duccion de residuos proporciona un fuerte incentivo para aumentar la eficacia en
la biodegradacion de materiales residuales.

Desventajas

.

Varios factores han frenado la utilizacién de la ingenieria genética. Uno es la fuer-
te y persistente creencia de que existen todas las rutas posibles de degradacidn
microbiana o, por lo menos, de que existe tal cantidad de enzimas y rutas que se
puede desarrollar cualquier ruta deseada mediante una sencilla reorganizacién uti-
hzando técnicas no recombinantes (Gibson et al., 1990; Pemberton et al., 1979;
Don et al.. 1985). La idea de que se deben agotar todos los recursos cxistentes ha
actuado como un fuerte obsticulo para entrar ¢n vias menos seguras y mas caras
que permitan desarrollar microorganismos eficaces mediante ingenieria genética.
La facilidad con la cual se han aislado 0 manipulado genéticamente microorganis-
mos mediante técnicas que no eran de biologia molecular, técnicas que dan lugar a
productos eficaces y que no requieren una revision reglamentaria, ha frenado el
crecimiento de la industria recombinante.

Quienes proponen la explotacion de las rutas degradadoras existentes han re-
conocido que algunos productos quimicos poseen elementos estructurales o susti-
tuyentes que confieren a la molécula un alto grado dg resistencia al ataque enzima-
tico, o bien, estin presentes en mezclas incompatibles con la degradacion eficaz
del componente téxico (Timmis et al., 1987; Gerger y Shields, 1992), y requieren
rutas y/o enzimas diseriadas especificamente (Rojo et al., 1987, 1988). Sin embar-
go, el éxito de las estrategias adicionales que implican, por ejemplo, el empareja-
miento o el uso de presiones de control sobre la poblacién, la transferencia de
genes existentes entre organismos, o la alteracion de genes reglamentarios (Rojo
et al., 1987, 1988), a un coste relativamente mas bajo del que implicaria el uso de
técnicas mas modernas de biotecnologia, ha tenido un efecto inhibitorio sobre la
investigacion de los microorganismos utilizados para la biorrecuperacion en la in-
genieria genética actual. Todas estas técnicas tradicionales presuponen que la in-
formacion genética estd disponible, es decir, que se puede seleccionar facilmente
en los trabajos de laboratorio o de campo.

Desde una perspectiva puramente economica, un factor importante es la in-
cxactitud reglamentaria junto con la resistencia de la opinién publica. Pocas in-
dustrias que se podria csperar que interviniesen en una investigacién impor-
tante en este campo sienten la necesidad de hacerlo debido a las pocas garantias
que se ofrecen de obtener beneficios frente a las inversiones a realizar. El coste
de asumir estos ricgos reglamentarios facilmente podria alcanzar millones de
dolares.

Otro factor importantc es la escasez de informacion cientifica basica respecto
a las rutas degradadoras relevantes y sus modos de regulacion. Sen pocas las fuen-
tes de financiacion destinadas a la investigacion que permiten el desarrollo de es-
tos datos. Cuando se produce una financiacion, casi siempre existe la necesidad
directa de una implantacion inmediata, en vez de desarrollar primero una informa-
¢ion basica. En consecuencia, todo el conocimiento sobre ¢l desarrollo de los or-
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ganismos recombinantes con fines de biorrecuperacion no solamente es patético,
jesta practicamente desierto!
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La tecnologia de biorrecuperacion aplicada se estd utilizando cada vez mas como
una forma deseable de limpieza ambiental debido a las muchas ventajas prcticas
y econdmicas que ofrece su utilizaciéon de una forma apropiada. En la literatura
relativa al tema se pueden encontrar numerosas historias de casos que documentan
la biorrecuperacion eficaz de aguas subterraneas y suelos afectados por diversos
contaminantes ambientales (véanse Refs. 1, 2, 3, 5, 6,9, 10, 11, 14, 15, 16). Las
agencias reglamentarias también han contribuido por su parte al crecimiento con-
tinuado de la industria '?, especialmente debido al muy famoso tratamiento con
recuperacion que se realizo en parte del derrame de petréleo del Exxon Valdez' y
en otros incidentes maritimos.

La mayor parte de las aplicaciones de biorrecuperacion se han asociado a la
limpieza de la contaminacién ambiental provocada por los hidrocarburos del pe-
tréleo, como el petroles crudo, diésel, ¥ otros productos refinados. Con frecuen-
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cia, los métodos de biotratamiento utilizados en estas aplicaciones se presentan
casi como rutinarios, con la aportacion de escasa informacion, si existe alguna, en
relacion a los impactos potenciales (o reales) del tratamiento provocados por los
diferentes parametros fisicoquimicos y/o microbiolégicos. Pocos proveedores de
productos o servicios asociados con el biotratamiento publicardn descripciones que
hagan referencia a los fracasos en la recuperacion, independientemente de la cau-
sa, debido a las obvias consecuencias adversas que tendria sobre sus negocios esta
informacion negativa,

Para intentar proporcionar una perspectiva mas realista sobre la biorrecupera-
cion aplicada, este capitulo tratara sobre nuestros esfuerzos en relacion a la lim-
pieza de aproximadamente 1.250 m’® de suelo afectado por butilbencil ftalato (resi-
na plastificadora)", contaminacion provocada por el descarrilamiento de un tren
en la zona norte de Arizona. Aunque la operacion tuvo éxito, los factores fisicos y
bioldgicos fueron un reto tanto para la operacion como para el mantenimiento de
la biorrecuperacion, la interpretacion de la influencia que ejercieron estos factores
fue esencial para completar el proyecto de forma rentable y eficaz. Aunque, obvia-
mente, no se trataba de un trabajo de biorrecuperacién rutinario y tipico, las consi-
deraciones surgidas en este capitulo, sin duda, tendran su aplicacién en muchas
operaciones de biotratamiento, incluso en aquellas que implican tan sélo a los hi-
drocarburos «sencillos» del petréleo.

Introduccion

Al final del invierno de 1987, se produjo el descarrilamiento de un tren en una
zona poco poblada del norte de Arizona, dando lugar a la emision ambiental de
butilbencilftalato, una resina plastificadora '*. También se descargaban, mezcladas
en los suclos de alrededor, diversas cantidades de cristales de urea, aceite de soja,
pieles de ganado, y harina de maiz. Cuando finalizaron las actividades de respues-
ta-emergencia, se inicié una investigacion para determinar la extension de la con-
taminacion y evaluar las alternativas de recuperacion. Esta investigacion reveld
que aproximadamente 1.250 m’ de suelo estaban afectados por ftalatos y los res-
tantes materiales, mezclados de modo heterogéneo, junto con residuos de ferroca-
rril en forma de piezas de tren. La contaminacion, en general, se confinaba a los 2
m superiores del suelo, y las aguas subterrincas no estaban afectadas. Aunque
buscando en la literatura relativa al tema no se encontré un precedente para la
biorrecuperacién de suelos contaminados con ftalatos, el conocimiento de la com-
posicion quimica del material apoyaba la posible aplicabilidad de una biodegrada-
cién aerobia (en la superficie) de este compuesto, y, en consecuencia, se inicid una
investigacion global de tratabilidad.

Investigacion de biotratabilidad

La investigacion de biotratabilidad se lleva a cabo con frecuencia para caracterizar
las condiciones fisicoquimicas y microbiolégicas que se deben realizar en el lugar
con el fin de optimizar la actividad y eficacia de la biorrecuperacion®!. Cuando se
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inicia una investigacion de este tipo, es importante plantear si se implantard una
aproximacion de bioestimulacion o de bioaumento. Esta determinacién normal-
mente se realiza en base a la siguiente informacién:

® A favor de la bioestimulacion.  Gran proporcién de biodegradadores espe-
cificos del contaminante dentro de la poblacion microbiana lugar-especifi-
ca, y el contaminante es la Unica (o principal) fuente de carbono disponible.

® A favor del bioaumento. Pequeiia proporcion de biodegradadores especi-
ficos del contaminante dentro de 1a poblacién lugar-especifica, vy el conta-
minante no es la unica (o principal) fuente de carbono disponible.

Teniendo en cuenta la importante presencia de fuentes de carbono alternativas,
asi como lo reciente de la contaminacidn (no habia pasade el tiempo suficiente
como para que se desarrollase una gran poblacion de degradadores de los ftalatos),
los esfuerzos subsiguientes de biotratabilidad se dirigieron hacia el tratamiento
mediante el bioaumento. Cuando se establecieron las condiciones 6ptimas para la
biodegradacién y se caracterizaron las pocas especies microbianas autéctonas mejor
adaptadas para el proceso, se llevd a cabo una investigacion a escala de laborato-
rio sobre muestras de suelo lugar-especificas. Los datos obtenidos en esta parte de
la evaluacion se utilizaron para validar la factibilidad de la biorrecuperacién asi
como para establecer un marco temporal que permitiese pronosticar cuindo se
completaria el tratamiento. Después se utilizé esta informacion en el disefio de un
plan de trabajo que seria revisado por el cliente y las agencias reglamentarias. El
objetivo de limpieza aprobado para el proyecto se fijé en una concentracion media
de 100 ppm de butilbencil ftalato,

Cuando se inicio la investigacion de biotratabilidad, nos dimos cuenta de las
condiciones atipicas que existian en e lugar del proyecto (aunque en ese momento
no éramos conscientes de lo muy atipicas que estas condiciones iban a ser), princi-
palmente, la presencia en el suelo de sustratos orgdnicos competitivos (aceite de
soja y harina de maiz), y las diferencias de temperatura asociadas con la climato-
logia del norte de Arizona (bajo cero en invierno y 38 °C en verano). Ademas, las
altas concentraciones de urea no parecian favorecer el proceso debido a las posi-
bles ineficacias asociadas con este compuesto como fuente de nitrdgeno” y su po-
tencial (y real) liberacion de gas amoniaco (esto hizo necesario el uso de res-
piradores durante los primeros seis meses de operacion). Con estos factores en
mente, realizamos la investigacidn de biotratabilidad esperando que se generase lo
siguiente:

1. Aislados biodegradadores que se adaptarian metabolicamente para desa-
rrollar una actividad sobre el butilbencilftalato, y que no estuviesen com-
petitivamente inhibidos por la presencia de otros organicos.

2. Aislados degradadores de ftalatos que tendrian actividad en una amplia gama
de temperaturas y de pH.

3. Aislados degradadores de ftalatos que utilizarian urea y amoniaco como
fuentes de nitrogeno.
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Después de una investigacion de seis semanas, se seleccionaron tres aislados
autoctonos para los ensayos piloto y su posible uso en el trabajo de campo. Ade-
mas, también se identificaron los fosfatos y otros nutrientes necesarios para man-
tener el pH optimo del suelo y reponer los constituyentes inorganicos asimilados
por los organismos en funcion de su metabolismo biodegradador.

Cuando se completaron estos andlisis, los ensayos a escala piloto empleando
ambos sistemas de control revelaron que el sistema de ensayo (bicaumento) redu-
cia los niveles de ftalatos desde 38.000 ppm hasta 20.000 ppm en solamente 15
dias, lo que equivale a una bajada del 47 por ciento en los sustratos. Esta actividad
coincidié con un aumento en el nimero observado de las células biodegradadoras
viables. En los controles, no se observé ningin cambio importante en los niveles
de ftalatos o en las concentraciones microbianas.

Aunque creiamos, debido a ia diversidad de las caracteristicas fisicoquimicas
inicas asociadas a este proyecto, que era poco probable conseguir estas cinéticas
en el trabajo de campo; crelamos también que los resultados de las investigaciones
mencionadas anteriormente apoyaban la viabilidad y eficacia de un tratamiento de
biorrecuperacidn a gran escala.

Implantacion en campo y resultados obtenidos

Se construyd una célula forrada de biotratamiento en la superficie, de tal forma
que pudiese acomodar los 1.250 m* de suelos contaminados en una capa con un
grosor de unos 45 cm. Los suelos contaminados se colocaron sobre una capa de 15
c¢m de suelo limpio que actuaba como tapon contra la rotura del forro durante las
operaciones subsiguientes de mezcla del suelo. Se colocé a lo largo del perimetro
de la célula de tratamiento un sistema de distribucion hidraulica para proporcionar
una aplicacion uniforme de los bionutrientes acuoses y de los microorganismos
degradadores de ftalatos. Periodicamente, se utilizé un recubrimiento de plastico
transparente sobre los suelos tratables para aumentar su calor y retencién de hu-
medad.

A finales de julio de 1989 se inici6 el biotratamiento. Este consistia en la apli-
cacion de bionutrientes y microorganismos degradadores de ftalatos cada dos se-
manas, mezclandolo semanalmente. En los dos primeros meses de tratamiento se
produjo una reduccidn del 40 por ciento en la concentracion de ftalatos. La reduc-
ci6n de los ftalatos con el tiempo se correlaciond bien con los incrementos obser-
vados en ¢l nimero de microorganismos, tanto en el computo general como en el
selectivo (de degradadores de ftalatos) de las muestras de suelo. Sin embargo, du-
rante los meses siguientes mas frios (cuando las temperaturas bajaron por debajo
de cero), no se pudo demostrar la existencia de una biodegradacion continuada de
los ftalatos, aunque se observo durante ¢l mismo periodo un aumento continuado
en la poblacién microbiana y en las conversiones de nitrogeno. Cuando volvid el
tiempo mas calido, una vez mas se constato la biodegradacién activa de los ftala-
tos con una tasa de reduccion muy similar a la observada durante la primavera y el
verano antertores (Fig. 9.1). Aunque este periodo dio lugar a otra caida sustancial
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Figura 9.1. La reduccion del butilbencilftalato en suelos.

en las concentraciones de ftalatos, los niveles aun no habian llegado a los estable-
cidos bajo el objetivo de limpieza. Por lo tanto, se necesitd otra temporada de
tratamiento para completar la recuperacion. Para octubre de 1991, los niveles de
ftalatos se habian reducido a una media de 49 ppm, lo que representa una reduc-
cidpn de aproximadamente el 99 por ciento en la concentracion global.

Principales retos operativos y de rendimiento

Cristales de urea

Aunque historicamente se ha empleado como enmienda de suelo en cantidades
especificas, la urca no es necesariamente la eleccion deseada como complemento
de nitrégeno "', especialmente cuando esta presente en concentraciones importan-
tes. La inquietud mas obvia son los posibles peligros asociados a la descomposi-
cion de la urea y la consiguiente liberacion de amoniaco. De hecho, el impacto
inmediato mas notable en la zona del descarrilamiento durante muchos meses des-
pués del accidente fue el penetrante olor a amoniaco. Los niveles de gas amoniaco
estuvieron muy por encima de los limites de exposicion aceptables, siendo necesa-
rio el uso de respiradores durante mas de seis meses de operacion en la zona.
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51 bien el hecho no se conoce ni es muy apreciado, fa urea (y sus constituyen-
tes de amoniaco) es eficaz como fuente de nitrogeno solamente cuande la mayoria
de los microorganismos sefialados para su uso son productores de ureasa (Ia urea-
sa es una enzima, producida solamente por algunos organismos especiticos) y/o
pueden utilizar el nitrogeno del amoniaco (solo lo pueden hacer poblaciones se-
leccionadas). Estas caracteristicas, reconocidas durante muchos afios como impor-
tantes desde el punto de vista del diagnostico para la identificacion de microorga-
nismos, raramente se tienen en cuenta en la practica de la biorrecuperacion.
Desgraciadamente, no reconocer la importancia de estos criterios puede afectar a
la eficacia y éxito final del biotratamiento.

Como se senala en la Tabla 9.1, de los tipos de aislados degradadores de fta-
latos seleccionados para la biorrecuperacion, solamente uno fue capaz de utilizar
eficazmente el nitrogeno del amoniaco. El nitrato y el nitrito, normaimente fuen-
tes de nitrogeno eficaces para el metabolismo oxidative (aerobio) (como se trata
de componentes oxidados, estos compuestos pueden proporcionar oxigeno y ni-
trégeno), fueron claramente mas idoneos para los organismos degradadores
de los ftalatos. Por desgracia, {a urea y el amoniaco prevalecian en el lugar im-
pactado.

Creimos, y la evidencia parece validarlo (Tabla 9.2), que gran parte det amo-
niaco se podria oxidar hasta nitrato y/o nitrito.mediante una mezcla de suelo vigo-
rosa y frecuente. Ademas, los analisis previos de biotratamiento también habian
indicado la presencia de bacterias nitrificadoras que se producen de forma natural
y que, segun preveiamos, actuarian sobre el amoniaco, convirtiéndolo en una for-
ma mas oxidada para el uso de los biodegradadores. Si bien seria dificil determi-
nar qué porcion de las conversiones era atribuible a un proceso dado, ¢l resultado
final fue que, con el tiempo, los niveles de amoniaco descendieron, al mismo tiem-
po que aumentaban las formas oxidadas de nitrogeno. Estas acciones sirvieron para
incrementar el rendimiento metabélico de los microorganismos degradadores de
ftalatos, ya que sin una utilizacion eficaz del nitrégeno (para su incorporacién a
las enzimas degradadoras de ftalatos y otras proteinas) no se podria haber produci-
do una biodegradacion eficaz de los ftalatos.

TABLA 8.1. Caracteristicas de los organismos degradadores de ftalatos
seleccionados para la biorrecuperacién del suelo

Nitrégeno de Rango de crecimiento

Identificacion NO, NO, NH, pH Temperatura
Alcaligenes faecalis + + + 7,75-8,75 6-35°C
Pseudomonus shutzeri + + = 6,75-7,75 18-25°C

Pseudomonas fluorescens + + - 6.75-8,75 6-35°C
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TABLA 9.2, Resultados del control del procese biolégico durante
la implantacidn en los trabajos de campo

Temperatura CFU/g
suelo/aire < suelo x Q¢
Fecha (*C@lerm) pH NO,* -"NO,* NH,/ (Selectivo)’ |

7/89 31/27 9,2 ND/ ND 7.500 0,71 4.625
10/89 26/21 9,0 ND ND 1.800 48 2,725
1/906 3/-2 8,8 ND ND 923 336 2.650
5/90 22/21 8.9 25 25 800 280 2.425
7/90 25/24 8.6 25 25 940 360 840
10/90 22/22 8,7 50 40 1.075 221 502
12/90 2/-2 8.7 ND 40 750 311 390
5/91 14/13 8,7 ND 25 875 250 348
7/91 29/29 8,6 ND 25 390 163 124
8/91 28/27 8,7 ND 375 317 151 225
9/91 21/19 8.4 ND 375 225 196 157
10/91 27/22 8,7 ND 370 190 407 49

“ NOy; nitrate en ppm (limite de deteccion = 1,0 ppm).

#NOQ,; nitrito en ppm (limite de deteccion = 1,0 ppm).

¢ NH;: amoniaco en ppm (limite de deteccion = 1,0 ppm).

4 CFU/g suelo; nimero de degradadores microbianos de ftalato por gramo de suelo.

¢ P; concentracion media de ftalato en ppm (n = 4 muestras del compuesto).
*ND; no detectado.

Fuentes de carbono alternativas y temperatura

Sin duda, los factores mas influyentes que impactaron directamente sobre el rendi-
miento y la duracion de este proyecto fueron los dos parametros, aparentemente
conectados: fuentes alternativas de carbono (sustrato) y temperatura.

Aunque tiene una clara influencia sobre la cinética del metabolismo biodegra-
dador, la temperatura por si sola no puede romper o posibilitar un proyecto de
biorrecuperacion, ya que las caracteristicas microbianas van parejas a las tempera-
turas previstas durante el tratamiento en un lugar determinado. Sabiendo que las
temperaturas van a ser bajas, por ejemplo, se necesitarian microorganismos psi-
crotolerantes (tolerantes al frio) y/o psicrofilos (amantes del frio). Como ejemplos
de tales organismos se pueden citar aquellos que estropean los alimentos en un
frigorifico. De forma inversa, unas expectativas de temperaturas altas sugeririan el
uso de microorganismos termotolerantes (tolerantes al calor) y/o termdfilos (amantes
del calor). La diferencia entre «tolerante» y «amante» es que los primeros pueden
sobrevivir y reproducirse (pero no necesariamente prosperar) en un rango de tem-
peratura dado, mientras que los segundos se reproducen preferentemente en ese
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rango de temperatura. El uso de esta informacion en el desarrollo de un bioproce-
so puede permitir el desarrollo de la biorrecuperacion en una variedad mas amplia
de climas, aunque las cinéticas a bajas temperaturas casi siempre seran mas lentas
debido a la termodinamica molecular,

En el norte de Arizona, la temperatura del aire fluctiia entre bajo cero en el
invierno y 38 °C en verano. Por lo tanto, era necesario utilizar, de la'mejor forma
posible, organismos que tuviesen una amplia gama de tolerancia a la temperatura.
Durante la eleccidn del proceso de biotratabilidad, se seleccionaron microorganis-
mos degradadores de ftalatos, en parte, por su capacidad de reproduccién en un
ambiente que iba a estar sujeto a amplias fluctuaciones de temperatura (Tabla 9.1).
Ademas de utilizar un recubrimiento de plastico transparente que producia un efecto
tipo invernadero sobre los suelos y evitaba su congelacion, la aplicacién de estos
organismos dio lugar a una poblacién creciente incluso durante los meses de in-
vierno {(Tabla 9.2). Sin embargo, al contrario que en los meses mas calurosos, no
se observo una reduccion en ta concentracion de ftalatos (Fig. 9.1). Si el nimero de
biodegradadores de ftalatos, tanto generales como selectivos, seguia subiendo duran-
te los meses de invierno, entonces, jpor qué no descendia la concentracion de
ftalatos? La respuesta probablemente se relaciona con la presencia de sustratos
carbonicos alternativos, harina de maiz y aceite de soja, emitidos conjuntamente
durante el descarrilamiento.

Como los microorganismos no se pueden reproducir sin utilizar carbono, sa-
biamos que se estaba usando algin tipo de carbono porque se podia observar una
reproduccién microbiana. Ademas, como sabiamos que no se estaban utilizando
los ftalatos, era muy probable que se estuviesen metabolizando las fuentes alterna-
tivas de carbono —harina de maiz y aceite de soja—. Pero si s¢ producia la degra-
dacion del sustrato alternativo durante los meses de invierno, ;por qué parece que
no se producia durante los meses mas calurosos?

La respuesta probablemente se relaciona con los efectos combinados de la ge-
nética y fisiologia bacteriana. Las enzimas inducibles necesarias para la degrada-
cion de los fialatos normalmente no son innatas (constitutivas) en 1a mayoria de
los microorganismos, ya que la mayoria nunca han estado en «contacto» con ftala-
tos y, por lo tanto, no habrian evolucionado la maquinaria genética y metabdlica
para degradar este compuesto. De esta forma, los procesos adaptativos y metabé-
licos necesarios para la sintesis de las enzimas degradadoras de ftalatos serian muy
exigentes energéticamente. La mayoria de los organismos probablemente ya po-
seen las enzimas metabdlicas necesarias para los procesos degradadores que im-
plican al aceite de soja (grasas) y harina de maiz (almidén). Por lo tanto, su sinte-
sis de nuevo, con sus consiguientes demandas energéticas, no seria necesaria.
Aunque seria ineficaz para los degradadores de ftalatos volver al metabolismo del
substrato carbonoso «facil» (harina de maiz/aceite de soja) durante el verano, los
datos de este proyecto sugieren que tal reversion se produce en el tiempo mas frio.
Es evidente que bajo estas condiciones, se requiere menos energia para volver a la
ruta enziméatica degradadora del sustrato que para mantener la biosintesis activa
de las enzimas degradadoras de los ftalatos. Aunque quizds se puedan dar otras
interpretaciones a los datos y resultados observados en los trabajos de campo, una
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explicacion asi encaja con las circunstancias y estd en sintonia con la bioquimica,
genética y fisiologia microbiana conocida.

Conclusion

Las investigaciones de biotratabilidad llevadas a cabo al principio del proyecto
demostraron que, bajo las condiciones apropiadas, los ftalatos se pueden biode-
gradar eficaz y rapidamente. El término «apropiado» claramente no se pudo apli-
car en este proyecto de biotratamiento en particular, y para el éxito de este trabajo
fueron cruciales los esfuerzos realizados en relacion a anticipar los retos fisicoqui-
micos y microbioldgicos asociados, asi como, el intentar comprender la importan-
cia de las observaciones llevadas a cabo en el laboratorio y en los trabajos de cam-
po. Aunque fue imposible controlar algunos aspectos de este proyecto inusual fcomo
tratar con ¢! doble de 1a lluvia anual normal y con una temporada de nieve que, en
un afio, dur6 & meses (es regla comin que ningun equipo de campo se puede trans-
portar sobre las carreteras publicas cuando se puede ver nieve sobre el suelo)], la
atencion a estas variables sin duda ayud6 a mejorar una serie de circunstancias
dificiles con el fin de lograr los objetivos de recuperacion. Si bien el coste global
de este proyecto excedid los presupuestos iniciales, la recuperacion ain se llevd a
cabo v se completd por menos de lo que supondria el coste proyectado para los
métodos alternativos considerados (vertedero, fijacidn, oxidacion).

Con demasiada frecuencia, la biorrecuperacion en la superficie (especialmente
cuando se trata de hidrocarburos del petréleo) se trivializa como algo casi indife-
rente y rutinario, que requiere poco mas que la adicion de agua y nutrientes, mez-
clandolos periodicamente. Aunque una aproximacion de este tipo a veces puede
funcionar, el proyecto discutido anteriormente ejemplifica algunas de las comple-
nidades que se pueden encontrar cuando se practica la biorrecuperacion. Existen
muchos otros ejemplos de proyectos donde las condiciones fisicoquimicas y mi-
crobiologicas «atipicas» o «inusuales» merecen alge mas que una consideracion
frivola. Como este u otros muchos proyectos ilustran, la biorrecuperacion puede
tener éxito incluso en condiciones extraordinarias, siempre y cuando estas condi-
ciones, y su posible impacto sobre el biotratamiento, se evaluen de forma cuidado-
sa y meditada.
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BIORRECUPERACION
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Las tres aproximaciones generales a la recuperacion de suelos se realizan median-
te métodos fisicos, quimicos y biolégicos. Los tratamientos tisicos incluyen la in-
cineracion y vitrificacion, Estos procesos convierten los residuos en inertes y aun
asi pueden necesitar una evacuacion como residuos peligrosos (p. €j., cenizas de
incineracion). Algunos procesos, como la estabilizacion, reducen la movilidad de
un contaminante en el suelo mediante la adicion de agentes estabilizantes (cemen-
to o resinas de plasticos) que enlazan o envuelven los residuos en una matriz im-
permeable, evitando la migracion del contaminante. Otros métodos de trata-
miento, como el arrastre por vapor o la extraccion, separan y recuperan del medio
los contaminantes seglin sus propiedades fisicas (volatilidad o solubilidad). Los
métodos de tratamiento biologico utilizan la diversidad metabdlica de los microor-

* Publicacion N.» 91.521 de ldahe Agricultural Experimental Station (Estacion Experimental
Agricola de 1daho).
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ganismos para transformar los compuestos toxicos en moléculas inocuas que pue-
den proporcionar energia o actuar como precursores metabdlicos de los microor-
ganismos.

La complejidad del suelo representa un reto nico para la industria de la bio-
rrecuperacion. Aunque la biodegradacion es un proceso natural y forma parte del
ciclo de nutrientes en el suelo, muchos de los compuestos afiadidos al suelo como
consecuencia de la actividad humana son toxicos y recalcitrantes. Sin embargo, €l
nimero creciente de publicaciones que indican la biodegradacion con éxito en el
laboratorio de muchos de los compuestos antropogénicos recalcitrantes, ha esti-
mulade la fe en la biorrecuperacion como tecnologia Gtil para el tratamiento de
suelos contaminados.

Muchos estudios de laboratorio dependen de la desaparicién de un compuesto
como medida de biodegradacién. Esto puede ser equivoco, ya que en algunos ca-
sos la desaparicion de una molécula especifica puede suponer su transformacién
en un compuesto mas téxico. Un ejemplo es la conversion, mediante un organismo
de suelo manipulado genéticamente, del herbicida relativamente no téxico acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en el compuesto mutagénico 2,4-diclorofenol **.
La produccion de 2,4-diclorofenol a partir de 2,4-D puede haber sido la responsa-
ble de los efectos toxicos observados sobre la poblacion natural del suelo después
de la adicidn del organismo manipulado genéticamente en suelos contaminados
con 2,4-D . Este ejemplo muestra la necesidad de diferenciar entre los resultados
obtenidos en estudios de laboratorio y las aplicaciones reales de ia biorrecupera-
cién. Sims et al. ** presentaron un trabajo sobre las aproximaciones a la biorrecu-
peracién de suelos contaminados, sefialando la necesidad de una caracterizacion
completa del lugar, de estudios de tratabilidad y, posiblemente, de la integracidn
de métodos de recuperacion fisicos, quimicos, y biolégicos en un tratamiento con-
junto para conseguir la limpieza total de una zona contaminada.

Practicas actuales en la biorrecuperacion de suelos

La investigacion ¢n la biorrecuperacion de suelos contaminados debe englobar no
solamente la naturaleza del compuesto y de sus compuestos intermedios de trans-
formacion, sino también el ambiente que lo rodea. Los parametros fisicos, como la
temperatura, el pH, y el potencial redox, asi como la presencia de otros contami-
nantes y las afinidades de enlace que los compuestos contaminantes pueden tener
respecto al suelo, afectan a la separacion de productos quimicos especificos en los
suelos contaminados, Otro factor muy importante 2 la hora de implantar las tecno-
logias de tratamiento de suelos es el estado de los nutrientes del suelo. Muchos
suclos aparecen limitados en nutrientes, y se deben suministrar nutrientes de oxi-
geno, nitrogeno y fosfatos para asegurar que los microorganismos se encuentren
en un estado metabdlico activo. El bioaumento, proceso de adicion de nutrientes
en ambientes contaminados para estimular la destruccion bioldgica de los conta-
minantes, se ha utilizado con éxito durante algin tiempe para la recuperacion de
suelos contaminados con derrames de petroleo .
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Otra caracteristica importante del suelo que se debe considerar cuando se esta
planificando un programa de recuperacién es la competencia biolégica del suelo.
Muchos suelos contendran la poblaciéon microbiana apropiada para la degradacion
de los contaminantes presentes en dicho suclo, especialmente si el suelo presenta
bajas concentraciones de contaminantes que han estado presentes durante largos
periodos de tiempo. Con frecuencia, la flora autéctona se puede estimular de for-
ma que degrade un contaminante mediante la adicién de un solo nutriente. Sin
embargo, algunos suelos pueden ser incompetentes debido a que el contaminante
es toxico para los microorganismos que deben llevar a cabo el metabolismo del
compuesto, o debido a otros factores ambientales.

Para mejorar la competencia bioldgica de un suelo en particular, se afiaden
frecuentemente indculos microbianos. Los indculos microbianos tienen mas éxito
si s trata de organismos obtenidos en el ambiente en el que van a ser aplicados. Se
ha ensayado el bioaumento para la degradacion de contaminantes utilizando cepas
de laboratorio a partir de cultivos puros y/u organismos modificados genéticamen-
te bajo condiciones ambientales, pero no ha tenido ¢l éxito esperado, probable-
mente debido a la competencia realizada por la microflora natural®°. La adicion de
estiércol y fangos de aguas residuales a los suelos contaminados se ha utilizado
con €xito para mejorar sus capacidades degradadoras '*%.

Muchos contaminantes del suelo se pueden eliminar mediante métodos aero-
bios. Estos métodos, que se describen a continuacion, son los que se utilizan mas
ampliamente y los mas comprendidos para ¢! tratamiento de suelos. Cada método
s¢ puede mejorar medianie 1os procedimienios de bioaumente descritos anterior-
mente. La Tabla 10.1 resumne las ventajas e inconvenientes de las tecnologias ac-
tuales de biorrecuperaciéon de suelos.

Tratamiento en lechos

El tratamiento en lechos es un método de tratamiento aerobio aplicable a muchos
tipos de suelos contaminados. El suelo contaminado se trata en lechos de trata-
miento sobre la superficie. Los lechos de tratamiento normalmente son fosas re-
vestidas con poliuretano de alta densidad que después se cubre con arena limpia
para permitir el drenaje. El drenaje, que se puede tratar por separado o recircular,
se recolecta mediante unas tuberias perforadas. Después, el suelo contaminado se
esparce sobre la capa de arena. En Estados Unidos, las normativas requieren que
estas fosas contengan una capa de arena y un sistema recolector de! lixiviado bajo
el forro de poliuretano para recuperar cualquier material que pueda escapar si se
rompe ¢l forro.

El proceso de tratamiento en lechos se puede optimizar diluyendo el suelo con-
taminado con suelo limpio para reducir su toxicidad inicial, asi como para contro-
lar algunos parametros fisicos, como la aireacion, ¢l pH, la humedad del suelo y la
temperatura. La aireacion se lleva a cabo frecuentemente volteando el suelo, o, en
sistemas mas mecanizados, mediante aireacion forzada. Cuando se emplea este
ultimo sistema, las parcelas deben cubrirse y el aire saliente se debe limpiar me-
diante filtros. Para controlar la temperatura, se puede emplear aire caliente, o el
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«efecto invernadero» en un sistema cerrado. El tratamiento en lechos se ha utiliza-
do ampliamente en zonas de refinerias de petréleo ¥ en Zonas contaminadas con
residuos de aromaticos polinucleares, o pentaclorofenol (PCP) (p. €j., zonas co-
nectadas con la industria de la madera).

Compostaje

El compostaje es una tecnologia de biorrecuperacion aerobia similar al tratamien-
to en lechos. En esta técnica, ¢l suelo contaminado se mezcla con astillas de made-
ra, paja, u otro agente espesante para proporcionar una porosidad que permita un
mejor flujo del aire. El compostaje se puede llevar a cabo en un biorreactor con ¢l
suministro de aire forzado para proporcionar la aireacion, o en pilas abiertas (hile-
ras), que se voltean periddicamente para facilitar el contacto con el oxigeno. Tam-
bién se emplea la adicion de materiales espesantes para aumentar la actividad mi-
crobiana mediante el suministro de una fuente de carbono de ficil uso. FI
metabolismo aerobio de grandes cantidades de carbono genera calor, por lo tanto,
los tratamientos de compostaje, a menudo, se producen a altas temperaturas. Se
pueden conseguir tasas altas de degradacion, aunque el contacto con ¢l oxigeno
tiende a ser pobre.

En el compostaje, como en cualquier método de tratamiento biologico, se de-
ben ajustar y controlar algunos pardmetros ambientales, como el contenido de hu-
medad y el pH. El contenido de nitrégeno de una pila de compost requiere una
atencion especial debido a los altos contenidos en carbono de los agentes espesan-
tes. A menudo, se afiade estiércol a las operaciones de compostaje como fuente de
nitrégeno y fuente de organismos. Las operaciones de compostaje normalmente
funcionan como operaciones discontinuas, reutilizando una parte de una antigua
pila de compost como in6culo para las nuevas, Se han realizado operaciones de
compostaje experimentales con suelos contaminados con compuestos nitroaroma-
ticos explosivos, como el 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) !7:23.27.59,

Reactores agitados o de lechada

Durante afios, las aguas residuales contaminadas se han tratado en biorreactores,
un ¢jemplo serian las plantas municipales de tratamiento de aguas residuales. La
aplicacién de biorreactores, como por ejemplo reactores de fermentacidn en esta-
do estacional y fermentadores gas-liquido en sistemas multifasicos, es una indus-
tria creciente y recibe cada vez una mayor atencion por parte de los iNgenieros.
Brauer'*!! ha descrito varios de estos biorreactores. La investigacion muestra aho-
ra que los suelos también se pueden tratar en biorreactores especializados llama-
dos reactores agitados o de lechada. En este proceso, el suelo contaminado se
mezcla en un reactor con, al menos, un 30 por ciento de medio acuoso. El reactor
normalmente estd equipado con un sistema de mezcla para asegurar el maximo
contacto entre la poblacién microbiana, las moléculas a tratar, y los nutrientes, y
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evitar una contrarreaccion inhibitoria. El operador del reactor puede controlar el
pH, la temperatura, el contacto con ¢l oxigeno y el contenido en humedad. Los
reactores agitados o de lechada pueden funcionar aerobia- o anaecrobiamente.

El uso de reactores agitados o de lechada para tratar suelos contaminados ofre-
ce la posibilidad de reducir el tiempo de tratamiento de 6-8 meses a | o 2 semanas
o meses. Los sistemas agitados o de lechada ofrecen ventajas sobre los otros siste-
mas de biotratamiento, ya que permiten tener un mejor control del proceso y una
mayor dispenibilidad de contaminantes para los microorganismos. Esta tecnologia
puede llegar a ser la mas ventajosa para la recuperacién de suelos contaminados
con compuestos muy dificiles de degradar (recalcitrantes) y para aquellos suclos
que son dificiles de tratar mediante otras técnicas.

Tratamiento in situ

Todas las tecnologias de biorrecuperacion mencionadas anteriormente requicren
la excavacion del suelo en la zona contaminada. La excavacion del suelo contami-
nado es una operaciéon muy cara que requiere personal cualificado y, en algunos
casos, un equipo especializado. La biorrecuperacion in situ es una tecnologia que
no requiere la excavacion de grandes cantidades de suelo. Este método implica la
inyeccion de nutrientes y el suministro de oxigeno mediante un medio acuoso di-
rectamente en el ambiente contaminado '3 El medio acuoso fluye a través del
suelo contaminado, después se recupera mediante pozos de extraccion pendiente
abajo del pozo de inyeccidn, y se oxigena antes de recircular por la zona contami-
nada. Existen otros métodos mas agresivos para el tratamiento in situ, estos méto-
dos permiten la combinacidn de arrastre por vapor, tratamiento de aguas subterra-
neas, y recuperacion biologica. Es comun utilizar peréxido de hidrogeno para
proporcionar oxigeno cuando el suelo presenta una baja permeabilidad al oxige-
no ***. También se ha realizado un tratamiento anaerobio in situ*?, En este caso, se
afadio acetato coma fuente de carbono complementaria con el fin de estimular a
los organismos que reducen los nitratos y sulfatos para degradar los compuestos
ahifaticos halogenados.

El proceso in situ normalmente se aplica cuando es dificil excavar el suelo, por
etemplo, cuando la contaminacion estd en una zona muy profunda, o cuando se
trata de grandes cantidades de suelo contaminado, 1o que hace inviable la excava-
cion. Los procesos in situ requieren un conocimiento amplio de la hidrogeologia
de la zona. Los procesos in situ se pueden descartar cuando la geologia irregular
imptide el transporte de oxigeno y nutrientes a través de la zona contaminada. Es
necesario llevar a cabo un control cuidadoso de las aguas subterraneas para prote-
ger los acuiferos. Las tasas de reaccion normalmente son muy lentas para los pro-
cesos in sitn debido a las limitaciones de nutrientes, oxigeno y, en ocasiones,
por la temperatura. Con frecuencia, es dificil determinar la eficacia de los métodos
de tratamiento in situ debido a los problemas gue se presentan a la hora de obtener
muestras de suelo verdaderamente representativas. La presencia de bolsas de sue-
lo no tratadas ¢s dificil de controlar y evitar.
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Degradacién de compuestos nitroaromaticos

Los compuestos nitroaromaticos son importantes en la industria quimica y s¢ em-
plean para fabricar miles de productos de consumo . Estos productos vienen re-
presentados por, al menos, cuatro grupos de productos quimicos. El mayor y me-
jor conocido de estos grupos son los poliusetanos, que se fabrican a partir de 2,4-
y 2,6-dinitrotolueno. El segundo grupo de compuestos nitroaromdticos son los
compuestos nitroaromaticos energéticos peligrosos, como el TNT. Los compues-
tos nitroaromaticos se utilizan también en grandes cantidades como pesticidas y
herbicidas en la industria agricola, y como farmacos.

Las tecnologias actuales utilizadas para tratar suclos contaminados con com-
puestos nitroaromaticos, por ejemplo el herbicida 2-sec-butil-4,6-dinitrofenol (di-
noseb), implican métodos fisicos, como la incincraciéon o el método de transporte
y almacenamicnto. Estos métodos son costosos y ambientalmente no aceptables.
Una incineracion ineficaz puede producir emisiones peligrosas y dioxido de car-
bono. Este Gltimo es un gas invernadero, y se cree que su acumulacion en la at-
mosfera es dafiina para ¢l medio ambiente. El método de transporte y almacena-
miento sélo acumula los residuos peligrosos en un lugar. Segin la legislacion actual,
la responsabilidad a largo plazo de un residuo peligroso corresponde al generador,
incluso después de su evacuacion.

Se esta investigando el desarrollo de métodos biologicos para recuperar suelos
contaminados con compuestos nitroaromdticos, pero ninguno ha sido explotado a
nivel comercial. Para poder evaluar un plan de biorrecuperacion de suelos conta-
minados, se deben identificar los efectos de los contaminantes sobre los microor-
ganismos, y los efectos de los microorganismos sobre los contaminantes. Aunque
muchas zonas de la costa noroeste de Estados Unidos hayan sido contaminadas
con pesticidas y herbicidas nitroaromaticos a causa de derrames y procesos de
tratamiento de las cosechas, se han realizado relativamente pocas investigaciones
sobre la biodegradacion de estos compuestos.

Algunos estudios de laboratorio realizados con un enriquecimiento del suelo
han demostrado que el dinoseb es biodegradable. Doyle et al.'® informaron de la
formacién de "CO, a partir de '"C-dinoseb anadido al suelo, tanto si el suelo era
enmendado con fangos de aguas residuales, o estiércol de ganado, como 81 no se
enmendaba. Stevens et al.®! probaron la capacidad de la microbiota natural de di-
versos suelos de Idaho para degradar ¢l dinoseb. Los resultados indicaron que al-
gunos suelos tenian la capacidad de transformar el dinoseb, pero la presencia de
nitrdgeno y de altos niveles de dinoseb eran inhibitorios para la degradacion del
dinoseb en la mayoria de los suelos. No se realizaron estudios con radiotrazado-
res, por lo tanto, no se pudo inferir la mineralizacion del dinoseb. Las rutas meta-
bolicas del dinoseb no se determinaron en ninguno de estos estudios.

Los tres tipos diferentes de sustituyentes en la molécula de dinoseb (nitro, hi-
droxil, y sec-butil) presentan lugares para el ataque multiple de la molécula. Ei
metabolismo de este compuesto en ¢! suelo podria implicar a una red de compues-
tos intermedios, en vez de una sola ruta, dificultando la determinacion de una se-
cuencia biodegradadora completa. Los estudios realizados sobre el metabolismo
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del dinoseb y de un herbicida andlogo, el 2,4-dinitro-o-cresol (DNOC), han reve-
lado que el ataque inicial de las bacterias probablemente se sitGa cn los grupos
nitro,

Los primeros cstudios sobre la degradacion del dinoseb y DNOC mostraron
que la Pseudomonas sp. podria iniciar la conversion del DNOC en 6-amino-2-
metil-4-nitrofenol y 3-metil-5-nitrocatecol . Otros investigadores han enriqueci-
do y aislado, a partir de diversos suelos, varias cepas de Pseudomonus capaces de
metabolizar el DNOC. Estos organismos decoloraron el DNOC y produjeron nitri-
to. No se registraron otros compuestos intermedios metabolicos. Aunque ¢l 4-ni-
trofenol y el 2. 4-dinitrofenol fueron atacados por estas bacterias, no lo fueron el
dinoseb y otros compuestos nitroaromaticos **. Wallnoefer ct al.”® comprobaron
que la Azotobacter sp. convertia el grupo nitro de la posicion orto del DNOC o
dinoseb en un grupo acetamido.

En un estudio reciente, Stevens et al. utilizaron un quimiostato (reactor que
trabajaen estado estacionario por control de ia alimentacion) para enriguecer y
aislar los organismos capaces de degradar el dinoseb en suelos contaminadoes con
esta sustancia. Estos organismos podian transformar el dinoseb en productos redu-
cidos bajo condiciones microaerofilicas y desnitrificantes, pero no fueron capaces
de mineralizar completamente la molécula. Los productos reducidos se polimeri-
zaron, formando un precipitado multimérico. El procedimiento de enriquecimien-
to del quimiostato también dio lugar a una asociacién anaerobia que podia degra-
dar completamente el dinoseb convirtiéndolo en acetato y CO,*. Aun estd por
dilucidarse la ruta real de degradacion del dinoseb bajo condiciones anaerobias,

Una gran parte de la literatura sobre la degradacion de los compuestos nitroaro-
maticos se ha centrado en los compuestos nitroaromiticos explosivos y ha sido
revisada recientemente %, .a mayoria de los resultados muestran que, en condicio-
nes aerobias y anaerobias, ¢l primer paso en la degradacion de los compuestos
nitroaromaticos es la reduccion de los grupos nitro a hidroxilamino, y después a
sustituyentes amino, tanto en los sistemas mamifero como procariotico. En condi-
ciones aerobias, algunas partes del hidroxilamino se pueden polimerizar formando
enlaces azo, que son mas recalcitrantes y posiblemente mas toxicos que €l com-
puesto original.

En condiciones anaerobias, se forman amino compuestos estables’. Hallas '
examind la degradacion anaerobia de diversos compuestos nitroaromaticos y en-
contro que la reduccion del grupo nitro era el mejor mecanismo de alteracion del
compuesto. Algunos estudios de toxicidad sobre el TNT, 2,6-dinitrotolueno, y 2,4-
dinitrotolueno han indicado que los productos de transformacion amino o hidroxi-
lamino son los responsables principales de su toxicidad "%

Las investigaciones en la degradacién aerobia de los compuestos mononitrofe-
nolicos han indicado que el sistema de anillos se puede oxidar mediante mono- y
dioxigenasas, produciendo nitrito y catecol, quienes posteriormente pueden sufrir
una rotura oxidativa del anilio ***". Algunas publicaciones recientes han indicado
que los dinitrotoluenos, y posiblemente el TNT, se pueden mineralizar aerobia-
mente mediante una pseudomona * o un hongo «carne de gallina» de la madera, ¢l
Phanerochaete chrysosporium ", Este tipo de trabajos aun esta en sus iniCtos, pero
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puede llevar a nuevos métodos de tratamiento prometedores para los residuos con-
taminados con compuestos nitroaromaticos.

Estudios de laboratorio para la biorrecuperaciéon de suelos
contaminados con dinoseb :

El esquema de biorrecuperacion desarrollado en nuestro laboratorio surgio de las
observaciones realizadas por Stevens et al.*?, segiin estos autores, los cultivos anae-
robios eran capaces de matabolizar dinoseb convirtiéndolo en acetato y CO,. La
mayor parte de la literatura relativa al tema indicaba que la ruta inicial para la
degradacién de los compuestos nitroaromaticos era reductiva. Las condiciones
anaerobias que favorecerian los procesos reductivos podrian ser altamente favora-
bies para la degradacion completa de los compuestos nitroaromaticos. Las condi-
ciones anacrobias permitirian también que las reducciones a amino-compuestos se
produjesen a una velocidad rapida y, de esta forma, no diesen lugar a la polimeri-
zacion de los intermedios hidroxilaminados,

El primer paso en la implantacion de un plan de recuperacion era convertir el
suelo en anaerobio. Es bien conocido que lo suelos saturados, al final, llegan a ser
anaerobios, cuando el oxigeno disponible es utilizado por los microorganismos
heterotroficos®. La velocidad de este proceso depende de la cantidad de carbono
disponible para los organismos heterotrofos y de su estado metabolico. Una vez
que los organismos heterdtrofos hayan convertido en anaerobio un suelo, utilizan-
do el oxigeno disuelto como receptor iltimo de electrones para el metabolismo de
la fuente de carbono suministrada, se pueden mantener facilmente unas bajas po-
tencias redox manteniendo las condiciones de saturacién. La difusion det O, es
unas 10~ veces mas lenta a través del agua que a través det atre. La difusion gaseo-
sa cesa especialmente cuando la fraccion de poros llenos de aire en el suelo esta
por debajo de 0,12%; por lo tanto, en los ambientes saturados entra muy poco
oxigeno en el suelo, ni siquiera en la fase acuosa.

Para establecer las condiciones anaerobias en el suelo utilizamos varias fuen-
tes de carbono poco costosas. Ensayamos con fuentes de carbono solubles, como
la glucosa, y fuentes no solubles, como el almidén, los cosustratos o las fuentes de
energia complementarias para las asociaciones de microorganismos degradadores
de dinoseb®. La aplicacién de almidén no soluble apoyé la rapida reduccion del
oxigeno en suelos no contaminados inundados con un medio acuoso tamponado o
fosfatos. Esta fuente de carbono apoyo¢ también ¢l mantenimiento a largo plazo de
potencias redox muy por debajo de —200 mV, que es la potencia redox por debajo
de la cual pueden crecer incluso los anaerobios mas estrictos (metandgenos). Los
productos residuales de la industria procesadora de patatas en [daho sirvieron como
fuente barata de almidon no soluble. Este material ha sido descrito en otro estu-
dio® y a partir de ahora se denominara almidon para mayor simplicidad.

El procedimiento desarrollado consistié en inundar el suelo con un tampén de
fosfato y afiadir una fuente de carbono a la lechada de suelo/tampon. La aplicacion
de este procedimiento para la biorrecuperacion de los suelos contaminados con
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dinoseb se ensayd en varios experimentos de laboratorio utilizando suelos de dos
zonas diferentes 2. Estos suelos diferian en su historial de exposiciéon 'y en la con-
centracion de dinoseb y de otros contaminantes presentes. Ambos suelos proce-
dian de acropuertos rurales utilizados en operaciones de pulverizado de cosechas.
En ¢l acropuerto de Ellensburg, Washington, se contaminé un suelo de marga are-
nosa con dinoseb y otros herbicidas y fertilizantes debido a las operaciones de
limpieza realizadas durante décadas sobre el equipo de pulverizado de cosechas.
Este suelo era un prototipo excelente de contaminacion continuada o crénica a
bajo nivel durante un periodo de tiempo prolongado, y sirve como ejemplo de gran
parte de la contaminacién que se puede encontrar en el noroeste de Estados Unidos.

También se obtuvo un suelo de arcilla del lodo de un aeropuerto cercano a
Hagerman, Idaho. Aqui, la contaminacion fue provocada por una serie de escapes
en los barriles en los que se almacenaba dinoseb. En este caso, se trataba de un
ejemplo de suelo que ha recibido un alto nivel de contaminacion durante un perio-
do corto de tiempo.

Fn la Tabla 10.2 se comparan los constituyentes organicos de los dos tipos de
suelo. Los constituyentes inorganicos encontrados en los dos suelos indicaron que
éstos contenian muchos nutrientes inorganicos para soportar la actividad metabo-
lica microbiana; en ambos, se debia tener en cuenta {a presencia de nitrato, que se
ha comprobado que inhibe la degradacion del dinoseb *2, para el disefio del proce-
dimiento de biorrecuperacion. La presencia de sulfato en el suelo contaminado
también podria afectar a la degradacion del dinoseb. Las bacterias reductoras del
sulfato podrian utilizar el sulfato como receptor de electrones y competir por el
almidon o sus productos de fermentacion. Obviamente, ambos suelos habian sido
contaminados con fertilizantes y compuestos organicos. Esto no es sorprendente,
debido al uso de estos aeropuertos para fines agricolas. La contaminacion con fer-
tilizantes de los suelos que a su vez contienen pesticidas o herbicidas, probable-
mente, se produce en la mayoria de las zonas contaminadas con dinoseb.

Los experimentos de laboratorio han revelado que la recuperacion del dinoseb en
suelos contaminados es posible en cultivos de matraz estatico que contienen un 2 por

TABLA 10.2, Parametros inorganicos de los suelos de ensayo

Parimetro Suele contaminadeo Suelo contaminado
inorganico de forma continuada de forma aguda
Nitrato {ppm) 134 294
Amonio {ppm) 144 217
Sulfato (ppm) No detectado 84
pH 7,58 7,52
P (ppm) 58 45,1
K {ppm) 480 288

Fuente. Reproducida con permiso de Kaake et al. (1992), Ref. 25.
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ciento de almidon en mezclas, que se agitan solo ocasionalmente, con un 50 por cien-
to de suelo/tampon. Estos experimentos se realizaron utilizando hasta 300 g de
suelo contaminado. Los experimentos para determinar la biodegradabilidad de los
contaminantes en el suelo contaminado de forma continuada revelaron que se tra-
taba de un suelo microbiolégicamente competente. La inundacion del suelo con un
volumen igual a 50 mM de tampon de fosfato a un pH 7 y la adicién de un 2 por
ciento (en peso-p/p) de almiddn, proporcionaron al suelo los nutrientes necesarios
para crear un ambiente anaerobio en el que era posible la degradacion del dinoseb
y de la mayoria de los demas contaminantes presentes. Los analisis mostraron que
la eliminacion de los nitratos comenzaba casi inmediatamente y se completaba
en 4-7 dias. La degradacion del dinoseb se inici6 después de un periodo de es-
pera de 2 a 3 dias y, generalmente, se completaba en 10-20 dias ». El potencial redox
descendi6 por debajo de —200 mV en 4-5 dias. La inoculacion de las mezclas de
ensayo para la recuperacion del suelo con cultivos de laboratorio enriquecidos no
dio lugar a resultados muy diferentes a los obtenidos con los cultivos no inoculados.

En la Tabla 10.3 se resumen los resultados de los analisis de suelos combina-
dos y tratados. De los cinco contaminantes iniciales, inicamente el 2,4-D parecia
dificilmente biodegradable (recalcitrante) por anaerobiosis. La concentracion fi-
nal de dinoseb detectada en el suelo (74 pg/kg) estaba muy por debajo de nuestro
objetivo de 2,5 mg/kg.

Los experimentos de laboratorio realizados con el suelo contaminado de for-
ma aguda revelaron que la competencia biologica de este suelo mejoraba con
la adicién de un cultivo de laboratorio enriquecido al 5 por ciento (v/p), o con la

TABLA 10.3. Eliminacién de herbicidas en suelos contaminados

Concentracién
Suele inicial Efluente Suelo final Porcentaje de
Compuesto* (mediat) acuoso (mediat) separacion
Dinoseb 160.000 1,02 74 99,95
MCPP” 1.210 17§ 440§ 63,64
Toxynil 888 0,17§ 10§ 98,87
2,4-D 153 0,35§ 94 38,70
Dicamba 106 2,60 24 77,04

* Los andlisis de los herbicidas y pesticidas fueron realizados por Manchester Laboratories,
Manchester, Washington. Se utilizaron los métodos de EPA 8.150 y 8.080. Los compuestos listados
arriba fueron los Gnicos encontrados.

+ Las unidades son pg/kg; los resultados son la media de los andlisis de tres muestras.

A MCPP = Acido 2-(2-metil-4-clorofenoxi) propionico.

§ Los compuestos no se detectaron; los valores representan la mitad del limite de deteccién para
el compuesto.

Fuente: Reproducido con permiso de Kaake et al. (1992), Ref. 25.
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adicion del 10 por ciento o del 50 por ciento (p/p) de suelo seco previamente trata-
do®. El suelo seco tratado era suelo que procedia de una zona contaminada de
forma continuada en Ellensburg, Washington, este suelo se habia tratado de la
forma descrita anteriormente y, después, se habia secado y almacenado a 4 °C para
su posterior utilizaciéon como indculo. El indculo mas eficaz parecia ser la adicion
de un 10 por ciento de suclo tratado .

Estudios piloto para la biorrecuperacion de suelos
contaminados con dinoseb

Los experimentos de {aboratorio no siempre implican que la tecnologia se pueda
usar con €xito a escalas mayores. Por lo tanto, pensabamos que era importante
demostrar la recuperacion del dinoseb en suelos contaminados empleando experi-
mentos mayores. Se llevo a cabo in situ, en un reactor agitado o en reactores estaticos
(cubos de plastico), una demostracion inicial de la tecnologia utitizando 45-50 kg
de suelo contaminado de forma continuada.

Los suelos se excavaron con palas y se tamizaron mediante un tamiz de 6,35
mm en la zona. El personal llevaba filtros anti-polvo y ropa protectora. Después,
se pesaron los suelos antes de introducirlos a los reactores, que contenian la canti-
dad adecuada de tampon fosfatos. Posteriormente se afiadié almidon, y se proce-
di6 a la mezcla completa en los reactores. Los cubos y €l reactor se incubaron en
un pequeiio remolque renovado para este fin. Los reactores estaticos (por triplica-
do) recibieron 45 kg de suclo contaminado de forma continuada: 45 | a un pH 7,
50 mM de tampén fosfato; y 0,9 kg de almidén. Los cultivos de control contenian
suelo contaminado, almidén y tampén; o suelo contaminado y tampdn, sin almi-
dén. La demostracion se realizé dos veces a esta escala. La temperatura, el pH y el
potencial redox se controlé cada 5 minutos (primera demostracion) o cada dos
horas (segunda demostracion) mediante el uso de sondas remotas y de una unidad
A/D analogico-digital de grabacion de datos controlada mediante un ordenador
personal. Se tomaron muestras acuosas y de suelo periodicamente, muestras que
se analizaron para establecer las concentraciones de dinoseb, 4cidos orginicos
voltiles, nitratos, amoniaco, almidén hidrolizado v de azticares reductores solu-
bles totales,

En las Figuras 10.1-10.3 se presentan los resultados de la segunda demostra-
cion. La concentracion de dinoseb en la fase acuosa se midié directamente me-
diante una cromatografia liquida de alta presién (HPLC); la concentracién de di-
noseb en el suelo se midié mediante el analisis HPLC de los extractos de suelo con
acetonitrilo. Ambos métodos se describen en otros estudios 2*. Los resultados pre-
sentados en la Figura 10.1 demuestran que las tasas de degradacion del dinoseb
son rapidas con este protocolo de tratamiento, y que el uso del reactor mezclado
permite la eliminacién del dinoseb en el suelo mas ripidamente que mediante ¢l
uso de los reactores estaticos. El potencial redox en los reactores estaticos descen-
dié mas rapidamente que en el reactor agitado (Fig. 10.2). No se observd ningtin
producto de polimerizacion ni en los reactores estaticos ni en los agitados. Esto
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FIGURA 10.1. Separacion del dinoseb en el suelo y en las fases acuosas
mediante tratamientos con 50 kg de suelo contaminado de forma continuada.
Los reactores recibieron 45-50 kg de suelo contaminado, 1 kg de almidén
y 45-50 | de 50 mM de tampodn fosfatos a pH 7. o = reactor agitado, acuoso.
« = reactor agitado, suelo. V = reactor estético, acucso. ¥ = reactor estatico,
suelo.

hace pensar que ¢l descenso inicial en el potencial redox fue suficiente como para
evitar que se produjesen reacciones de polimerizacion.

La Figura 10.3 presenta la acumulacion y separacion del dinoseb y los tres
intermedios de biotransformacién mas abundantes en el suelo del reactor agitado.
No se identificaron los intermedios, por lo tanto, no se pudo determinar sus con-
centraciones. Estos resultados demuestran la necesidad de analizar los compuestos
intermedios. Si la concentracién de dinoseb se hubiese utilizado como parametro
Unico para establecer el final del tratamiento, éste podria haber parado prematura-
mente, después de sélo 9-10 dias. Aunque se conoce poco sobre los intermedios,
sospechamos que el compuesto intermedio identificado como 1 en la Figura 10.3
aun puede contener algunas propiedades toxicas. La separacion final de este com-
pucsto intermedio del suelo parecia provocar una reduccion en la toxicidad del
suelo. Cuando se separd este compuesto intermedio, los organismos reductores del
sulfato presentes en ¢l suelo empezaron a metabolizar los productos de fermenta-
cion procedentes de la degradacion del almidén, produciendo un precipitado ne-
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FIGURA 10.2. Potencial redox en tratamientos con 50 kg del sueio contamina-
do de forma continuada. Los reactores son los de la Figura 10.1. O = reactor
agitado. V = reactor estatico.

gro de sulfure de hierro visible en el suelo, y empezaron a crecer hongos sobre la
superficie de los reactores, Actualmente, estamos desarrollando métodos para pro-
bar la toxicidad del suelo durante el proceso de tratamiento con el fin de determi-
nar en qué momento se elimina la toxicidad. Este trabajo ayudard a comprobar la
seguridad ambiental de Ja tecnologia y a proporcionar una valiosa informaciéon
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FIGURA 10.3. Separacion de dinoseb y acumulacién y separacion de com-
puestos intermedios en las extracciones de suelo del reactor agitado. Los
compuestos intermedios no identificados se cuantificaron utilizando el tiempo de
retencion de los picos. El DNOC se utilizé como estandar interno para asegurar
la eficacia de la extraccion y el rendimiento del detector.

sobre la toxicidad de los compuestos intermedios de transformacion. Ademais, se
identificardn estos compuestos.

Se realiz6 una demostracion a mayor escala de esta tecnologia utilizando el
suclo contaminado de forma aguda procedente del aeropuerto cercano a Hager-
man, Idaho. La demostracion se llevd a cabo en el propio lugar en una fosa forra-
da. Todo el personal conté con trajes Tyvek, respiradores de cara total, guantes y
calzado protector durante todo ¢l trabajo realizado en la fosa. La demostracién
abarcaba tres etapas. Las Etapas 1 y 2 se realizaron en reactores de fibra de vidrio
de 2.600 1.

La Etapa 1 contaba con tres de estos reactores, que fueron cargados con aproxi-
madamente 350 | de agua de riego, 2.268 g de K,HPO,, y 686 g de KH,PO,. Los
ingredientes s¢ mezclaron hasta la disolucion de las sales. Entonces se anadid a
cada reactor con una retroexcavadora aproximadamente 315 kg de suelo contami-
nado; después se afiadio 6,3 kg de almidon, asi como 35 kg de suelo tratado y seco
procedente del tratamiento del suelo contaminado de forma continuada. El pH de
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los contenidos de cada reactor se ajustd a 7 con una disolucion saturada de hi-
dréxido de sodio o acido fosférico concentrado, y en cada reactor se instalaron los
electrodos de pH, temperatura y potencial redox. Los datos se recogieron y regis-
traron en una unidad A/D analdgico-digital de grabacién de datos conectada a una
bateria de 12 V. Los reactores se cubrieron con «visqueen 6-mil», material que se
asegurd por debajo de! borde de cada reactor mediante una goma elastica.

El contenido de los reactores se muestreaba a tiempo 0 y después cada dos o
tres dias. Se procedid a la mezcla en los reactores después de 15 dias de incuba-
cion. No se produjo ninguna pérdida obvia por evaporacién en las fases acuosas
durante las incubaciones. La Etapa 1 se llevo a cabo durante el mes de agosto. La
temperatura en los reactores oscilaba diariamente entre 25 °C y 32 °C; la tempera-
tura media fue de 28 °C. Ef pH de la fase acuosa quedo dentro de un rango de 0,2
unidades en torno a un pH 7. El potencial redox en la fase acuosa de los reactores
bajo rapidamente, y se situd por debajo de 0 mV en el segundo dia. El dinoseb se
eliminé de las fases acuosa y de suelo en 15 dias (Fig. 10.4). Los tratamientos se
incubaron un total de 45 dias para permitir que bajase la concentraciéon del com-
puesto intermedio 1 (intermedio | en la Fig. 10.3) (Fig. 10.4).

Dinoseb {(ppm)
Area de pico (210 nm)

o] 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo {d}

FIGURA 10.4. Separacién de dinoseb y acumulacion y separacién de los
compuestos intermedios en los tratamientos de 315 kg de suelo cantaminado de
forma aguda. Los reactores recibieron 350 | de 50 mM de tampdn fosfatos a un

pH 7, 6,3 kg de almiddn, y 35 kg de suelo tratado come indculo. O = dinoseb
acuoso, = dinoseb de suelo. ¢ = intermediato sin identiticar.
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La Etapa 2 contaba con cinco reactores montados de la misma forma que en la
Etapa 1, a excepcion de que los contenidos de suelo de la Etapa 1 se repartieron
igualmente entre los cinco reactores como inéculo. Los contenidos de los reacto-
res se dejaron incubar durante 13 dias. Esta etapa se disefié con el fin de generar
un indculo para la tercera etapa, por lo tanto, se sacaron muestras solamente al
principio y después de los 13 dias. El dinoseb se habia eliminado del suelo y dela
fase acuosa al final de la incubacion, pero atn estaba presente el intermedio 1.

Los contenidos de los cinco reactores de la Etapa 2 se utilizaron como indculo
para los reactores estiticos de la Etapa 3. Cada uno de los reactores tenia una
capacidad de 6.000 1, y se cargaron con aproximadamente 2.000 | de agua de rie-
go, 12,4 kg de K,HPO,, 3,7 kg de KH,PO,, 32 kg de sustrato de almidén, y aproxi-
madamente 2.000 kg de suclo contaminado. La temperatura, el potencial redox y
el pH se controlaron tal y como se describié para la Etapa 1. Se sacaron muestras
del suelo y de la fase acuosa a tiempo 0 y, después, una vez por semana. La incu-
bacion se llevo a cabo entre los meses de octubre y mayo.

Inicialmente, la temperatura media de la fase acuosa estaba en torno a los
25 °C, pero cuando el clima reflejé el cambio de estacion, las temperaturas cn los
reactores sufrieron grandes fluctuaciones. El pH se mantuvo en un rango de 0,2 uni-
dades en torno a un pH 7, y el redox descendi6 por debajo de 0 mV en un periodo
de dos a tres dias. La actividad bioldgica se desaceleré durante los meses de in-
vierno, pero se reactivé cuando el tiempo mejoré. Para mediados de mayo, el suelo
de la fase acuosa ya no contenia ningiin dinoseb detectable ni intermedios de bio-
transformacién. La fase acuosa se separ6 y aplicé a una zona de terreno no conta-
minado en forma de aguas residuales. El suelo se introdujo en la fosa en la zona
contaminada,

En la Figura 10.5 se resumen los resultados de los andlisis HPLC de las mues-
tras tomadas en los reactores de la Etapa 3. Esta figura demuestra una vez mas la
importancia de controlar los compuestos intermedios en la degradacion de un com-
puesto, en vez de solamente ¢l propio compuesto, El tiempo global de incubacion
para la separacion del dinoseb de la mezcla suelo/tampon a esta escala no fue sig-

— mificativamente diferente de fos tiempos de incubacion observados en los experi-
mentos a escala menor, lo que sugiere que los tratamientos a escala ain mayor se
pueden realizar dentro de unos marcos temporales similares. Esto es prometedor,
puesto que se trataba de reactores estiticos. Los reactores agitados presumible-
mente necesitarian incluso menos tiempo para llevar a cabo el proceso de biorre-
cuperacion, tal y como se indicd en nuestros experimentos con suelos contamina-
dos de forma continuada cerca de Ellensburg, Washington.

Comercializacion

La tecnologia descrita anteriormente esta en proceso de revision de patentes y se
comercializard en el futuro. Los métodos comerciales aplicados seran especificos
para cada zona, aunque nosotros proponemos tres procedimientos para la aplica-
cidn de esta tecnologia.
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FIGURA 10.5. Separacién de dinoseb y acumulacion y separacién de ios
compuestos intermedios en los tratamientos de 2.000 kg de suelo contaminado
de forma aguda. Los reactores recibieron 2.000 kg de suelo contaminado,
2.000 | de tampon de fosfatos pH 7, 40 kg de aimidén, y 1 | de slurry de suelo
tratado en los reactores de 315 kg. O = dinoseb acuoso, « = dinoseb de sueio.
¢ = intermediato sin identificar.

El proceso se prestara bien al uso de grandes reactores anaerobios que se pue-
dan colocar sobre el lecho de un camién y ser transportados de lugar en lugar para
llevar a cabo la recuperacion del suelo en zonas, como por e¢jemplo, aeropuertos
rurales. Estas zonas normalmente contienen pequefias cantidades de suelo (50-500
m?) con bajos niveles de distintos contaminantes. El disefio del reactor puede ser
relativamente sencillo, ya que solo se debe controlar ¢l pH y la temperatura. La
separacion y control de la concentracion de oxigeno y del potencial redox son
inherentes al sistema, siempre que se suministren las cantidades suficientes de car-
bono complementario. Mezclando el suelo se asegura una desorcion mas rapida de
los compuestos del suelo y unos periodos cortos de tratamiento. Los contaminan-
tes biodegradables que no se separen con el proceso anaerobio se pueden separar
operando el reactor de forma aerobia después de la etapa anaerobia.
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Una segunda aplicacion de la tecnologia seria una variacion innovadora del
tratamiento en lechos que nosotros hemos denominado tratamiento en lechos anae-
robio. Este método usaria una fosa forrada similar a la utilizada en el tratamiento
en lechos, pero no seria necesario un drenaje de la fosa. El forro no solamente
serviria para aislar el sistema de tratamiento de las zonas no contaminadas, sino
que ademas mantendria la fase acuosa en-la zona de tratamiento, permitiendo la
saturacion del suelo. Para asegurar una humidificacién completa del suelo seria
necesario mezclar el suelo contaminado con la fuente de carbono, el indculo de
suelo, y el tampén, pasando tode a través de una tolva antes de su introduccion en
la fosa. Seria beneficioso realizar una suave mezcla periddica de los contenidos de
la fosa anaerobia, esto aseguraria unas rapidas tasas de disolucidn y degradacion,
evitando la formacion de bolsas de suelo no tratado. Esta clase de aplicacion seria
mas apta para grandes zonas que contienen la cantidad de suelo suficiente como
para hacer mas rentable el gasto de excavacion y de forrado de la fosa, en vez del
gasto que supondria, ¢n tiempo y dinero, el introducir varios lotes de suelo en un
reactor agitado o de lechada.

El proceso también podria funcionar como un procedimiento in situ utilizando
métodos convencionales de entrega de la fuente de carbono complementaria y otros
nutrientes, pero omitiendo el proceso de oxigenacién. Si el sistema de transporte
de nutrientes funcionase como un circulo cerrado, se evitaria la oxigenacidn invo-
luntaria. Antes de realizar este tipo de recuperacion, se deben investigar los efec-
tos que provocaria el dejar grandes extensiones de suelo anacrobio y rico en car-
bono.,

Comparaciones de costes

Este tipo de consideraciones juegan un papel importante en la seleccion de un
proceso de recuperacion del suelo. Hemos estimado los costes de diversas tecno-
logias en base a la informacion procedente de especialistas en recuperacion y a la
literatura sobre el tema. La Figura 10.6 presenta una comparacion entre los costes
totales estimados para diferentes métodos de tratamiento. A continuacion se expli-
can los componentes de cada tratamiento.

Incineracion

La incineracion se usa frecuentemente cuando es necesaria una limpieza inmedia-
ta de los residuos peligrosos. Los costes asociados a la incineracion son muy altos,
especialmente si las distancias de transporte son grandes.

Una instalacion en Tejas cobra 600 $/tonelada para la incineracion de suelos
que contengan dinoseb. Ademas, hay que afiadir los costes de excavacion y del
transporte del suelo a, y desde, la incineradora. El coste medio de excavacion y
transporte del suelo es de 100-150 $/tonelada. El coste ajustado total de la incine-
racion seria, por lo tanto, de 700-850 $/tonelada.



240 BIOTRATAMIENTOS DE RESIDUOS TOXICOS Y PELIGROSOS

Coste ($/Ton)

1.000%

775%

Incineracién Compostaje  Almacenamiento in site Pozo Reacter mdwvil

Método

FIGURA 10.6. Comparacion entre los costes de diversas técnicas
de recuperacion,

Almacenamiento

Los suclos contaminados con dinoseb también se han transportado hasta vertede-
ros que los almacenan de forma permanente. Estas instalaciones tan solo almace-
nan suelos contaminados; es decir, los residuos no se eliminan. A partir del 8 de
mayo de 1992, las nuevas directrices federales no permitiran el vertido de suelos
contaminados con dinoseb en concentraciones por encima de 2,5 ppm.

Envirosafe, instalacion para el almacenamiento de residuos peligrosos del sur
de Idaho, aprobada bajo el Acta de Recuperacion y Conservacion de Recursos
(RCRA), cobra 120 $/tonelada a cambio de almacenar suelo contaminado. Esto,
de nuevo, excluye el coste de excavacion y transporte del suelo, que supondria un
coste total de 220-270 $/tonelada para los propietarios de zonas contaminadas en
nuestra regién.

Tratamiento en lechos anaerohios

Hemos obtenido de la Divisién de Servicios Ambientales de la empresa Morrison
Knudsen Company de Boise, Idaho, ¢l disefio de una fosa para tratar grandes can-
tidades de suelo contaminado. La mayor parte del gasto para la fosa anaerobia
viene de la construccion del forro de la fosa. Un forro que cumpia o supere las
especificaciones gubernamentales tendria un espesor de aproximadamente 1,8 m.
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y estaria formado por varios materiales. Primero, se colocaria una capa de arcilla
de 60 cm, y después una capa de polietileno de alta densidad (PE-HD). Esta capa
representa la parte de contencion secundaria del forro. La seccién primaria estaria
formada por 30 cm de material granular, una lamina geotextil, otros 60 cm de
arcilla, una capa de PE-HD, y, finalmente, 30 cm de material granular para prote-
ger el polictileno. Ademas, se utilizaria una limina de plastico o de espuma flotan-
te para evitar la evaporacion,

Una fosa de estas caracteristicas puede acomodar entre 600 y 10.000 toneladas
de suclo. Cuando se completa ¢l proceso de degradacion, el suclo se pondria de
nuevo en su localizacion original, y se separaria y evacuaria la parte sintética del
forro. Se podria utilizar una sola fosa para recuperar con éxito varios lotes de suelo.

A una escala que acomodase 5.000 toneladas de suelo, el coste medio seria de
40 $/tonelada para una fosa de 335 m? El coste aproximado de evacuacion del
suelo y de control de la fosa estaria en torno a los 55 $-78 $/tonelada. Esto lleva a
un coste total de recuperacion de 95 § a 118 $/tonelada (los costes se han calcula-
do a partir de los datos suministrados por Morrison Knudsen).

Compostaje

Aunque el compostaje es un proceso aerobio, presentamos sus costes para compa-
rarlos con los de otras tecnoiogias. El rango de costes para el compostaje puede
variar mucho segun los materiales que se vayan a tratar y el tamafo de la ope-
racion.

En 1978, ¢l Ejército de Estados Unidos propuso una operacidon de compostaje
que ftrataria tres toneladas/dia de suelo contaminado con TNT a un coste medio de
287 $/tonelada*®. El coste inicial de construccion se estimd en 376.750 délares,
esto permitiria la construccion de una instalacién permanente a gran escala que se
utilizaria para tratar el suelo contaminado que se produjese de forma continua.

Las instalaciones modernas de compostaje actualmente son mas eficaces y menos
caras debido a la incorporacidn de biorreactores. Por gjemplo, los fangos de aguas
residuales se pueden compostar en un biorreactor por 150 $/tonelada para cubrir el
coste del equipo de muestree y control, los mayores niveles de seguridad, y el
transporte del suelo contaminado. Por lo tanto, el compostaje de suelos contami-
nados costaria entre 200-250 $/tonelada.

Instalacion de tratamiento moévil

Como se ha descrito anteriormente, hemos propuesto la construccion de un reactor
agitado o de lechada movil para tratar los suelos contaminados alli donde estén.
Aunque no se haya construide ningun prototipo, ¢l coste de un camién y remol-
que, con un btorreactor montado sobre ¢l remolque, se ha calculado en unos 228.000
dolares. Este biorreactor semeja ¢l disefio de una hormigonera de 12 m’, y se pue-
de sellar y equipar con componentes para ¢l muestreo y volteo de la mezcla suelo-
tampén. El coste medio de operacion para esta unidad seria de 90 $/tonelada, in-
cluyendo {a carga y operacion del biorreactor.
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Tratamiento in situ

Para evitar el coste de excavacion del suelo y cumplir algunas de las normas mas
complejas que tratan sobre la evacuacién de suelos contaminados con residuos
peligrosos, se ha investigado la recuperacion in situ. Habria que perforar varios
pozos de control en toda la zona contaminada, y utilizar un pozo de extraccion
para hacer circular una solucion acuosa en el suelo, mantener el suelo saturado y
evitar la contaminacién de las aguas subterraneas. Periodicamente, se perforarian
mas pozos de control dentro y alrededor de la zona para obtener muestras aleato-
rias de suelo.

El rango de costes para este método de tratamiento varia mucho segun el nu-
mero y la profundidad de los pozos, la hidrogeologia de la zona, y la extension de
la contaminacion. Hemos hallado unos costes estimados para el tratamiento, si-
guiendo este método, de dos zonas contaminadas con hidrocarburos. El primer

. informe presentaba un coste de 130 $/m*!? para tratar una zona con 4.600 m’ de
suelo contaminado con gasolina. El segundo informe trataba una zona de 4.600 m’
de suelo contaminados con disolventes de hidrocarburos. El coste estimado para
este tratamiento era de 59 $/m?©). Estos costes suponen aproximadamente 118 $ y
54 $/tonelada, respectivamente.

Resumen

Hemos tratado la biorrecuperacién de un suelo contaminado con el herbicida re-
calcitrante nitroaromatico dinoseb. La tecnologia aplicada es sencilla y no es cara,
si se compara con los métodos fisicos actuales empleados para la recuperacion de
suelos. La comercializacion de este proceso podria usar el disefio de un reactor
agitado o de lechada, o de una fosa anaerobia de tratamiento en lechos, segin las
caracteristicas de la zona.

La tecnologia consiste en estimular los organismos naturales presentes en el
suelo inundando éste con un tampén de pH y afadiendo una fuente rica en carbo-
no para proporcionar energia a los organismos heterotroficos. La actividad meta-
bélica de los organismos heterotréficos elimina el oxigeno y el nitrato (ambos pueden
inhibir la degradacion del dinoseb) de suelo, reduciendo el potencial redox y per-
mitiendo la degradacion del dinoseb.

Hemos encontrado al menos un suelo contaminado con niveles bajos de dino-
seb durante largos periodos de tiempo (forma continua) que contenia los organis-
mos apropiados para facilitar el tratamiento, necesitando s6lo una bioestimulacion
con nutrientes y carbono. El largo periodo de exposicién y los bajos niveles de
contaminacién proporcionaron, aparentemente, las condiciones necesarias para
permitir la proliferacién de una poblacion autoctona de organismos heterotroficos
resistentes al dinoseb, y de organismos fermentadores anaerobios capaces de me-
tabolizar el dinoseb. Los restantes contaminantes del suelo no. fueron inhibitorios
para el proceso de degradacion del dinoseb y, en gran medida, se eliminaron del
suelo durante el tratamiento anaerobio.
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En otro suelo, contaminado de forma aguda con grandes niveles de dinoseb, no
existian organismos apropiados, o fueron inhibidos por los altos niveles de dino-
seb. Afiadiendo suelo anteriormente tratado procedente de la zona contaminada
se proporcionaron los organismos necesarios para que se produjese la biorrecupe-
racion.

La recuperacién de otros contaminantes que no eran dinoseb en suelos multi-
contaminados sugiere que el tratamiento anacrobio es muy versatil. Las investiga-
ciones en la recuperacion de suelos contaminados con otros compuestos aerobia-
mente recalcitrantes puede revelar otras aplicaciones para esta tecnologia.
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d 0 e empican microcorganismos naturdics pard a4 (CS QIn_ac
compuestos organicos han sido, historicamente, las tecnologias de tratamiento mas
utilizadas por su bajo coste frente a los métodos fisicos y quimicos. Estas tecnolo-
gias son menos costosas porque las reacciones de degradacion, medidas por la
actividad biocatalitica natural, se producen a velocidades rapidas a temperatura
ambiente. Por lo tanto, los costes energéticos del tratamiento son relativamente
bajos.

A lo largo del ultimo siglo, el desarrollo de tecnologias basadas en microorga-
nismos para el tratamiento de aguas residuales urbanas ha proporcionado excelen-
tes procesos para la destruccién de los constituyentes facilmente biodegradables
en condiciones aerobias. Por lo tanto, en el tratamiento de muchas aguas residua-
les industriales y peligrosas se han aplicado con éxito procesos similares a los
utilizados para el tratamiento convencional de aguas residuales urbanas.

De hecho, la industria depende en gran medida del tratamiento de sus residuos
peligrosos en instalaciones pablicas. Solo en 1990 se enviaron a Estaciones Depu-
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radoras de Aguas Residuales Urbanas (EDARU) mas de 60 millones de kg de re-
siduos quimicos (Thayer, 1992).

Sin embargo, el disefio estandar clasico de los sistemas de tratamiento de aguas
residuales no consigue degradar muchos de los productos quimicos qiie se han
inventado en el siglo xx y que ahora aparecen en las aguas residuales industriales
y domésticas. Se deben desarrollar nuevas o mejores tecnologias capaces de utili-
zar procesos biodegradadores basados en microorganismos.

Este capitulo proporciona una visién globalizada del estado actual de trata-
miento a gran escala de las aguas residuales industriales y peligrosas. En primer
lugar, se resume la capacidad de las EDARUs para tratar aguas residuales urbanas
tipicas. Muchos de los procesos que tratan aguas residuales industriales y peligro-
sas esencialmente son versiones a pequeiia escala de las EDARUES. Después, se
discuten las limitaciones de los procesos de tratamiento convencionales respecto a
la destruccién de compuestos no convencionales, como, por ¢jemplo, los organi-
cos y metales téxicos que se pueden encontrar en algunas aguas residuales indus-
triales y peligrosas. Finalmente, se examinaran los procesos pioneros capaces de
superar estas limitaciones de forma que se minimice la emisién de compuestos
toxicos al ambiente y se maximice su destruccion.

Tratamiento biolégico convencional de residuos liquidos

Tradicionalmente, el principal objetivo en el tratamiento biolégico de aguas resi-
duales domésticas ha sido la reduccién de la demanda biologica de oxigeno (DBO),
de forma que el liquido tratado se pueda emitir al ambiente con un impacto mini-
mo sobre la ecologia local. Por lo general, este objetivo se consigue mediante (1)
la separacién biologica de los organicos sotubles, de modo que las células micro-
bianas degraden los compuestos orgdnicos para generar energia y materia prima
genética con el fin de crear mas células, y (2) la separacién de la materia organica
residual en suspensién (solidos en suspensién, bioldgicos y no biolégicos) utili-
zando la decantacion (sedimentacion).

En las EDARUS estas tareas se suelen llevar a cabo mediante procesos en serie
de tratamiento primario y secundario (que se muestran esquematicamente en la
Figura 11.1). Actualmente, se utiliza una combinacién del tratamiento primario y
secundario en al menos ¢t 75 por ciento de las EDARUs de Estados Unidos (véase
Tabla 11.1). El tratamiento primario consiste en el tamizado y la sedimentacion
del liquido afluente de aguas residuales para separar los materiales grandes no
solubles. El tratamiento secundario incluye el uso de un biorreactor, normalmente,
con una decantaci6n posterior. El objetivo del biorreactor es mineralizar la mate-
ria organica soluble en diéxido de carbono y agua. Sin embargo, ningun reactor
puede destruir €l 100 por cien de la DBO afluente, y una fraccion de ésta se con-
vertird en masa celular adicional debido al crecimiento celular. En la decantacion
posterior, los sélidos suspendidos en el efluente del biorreactor (principalmente
material celular) se separan del efluente. Normalmente, parte del liquido ya redu-
cido en solidos, que sale del tanque de sedimentacién, se desinfecta y descarga al
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Decantador
primario

Tratamiento

Afluente ﬁ ﬂ biclogico Efluec;lle_
i secundario

Efluente e —

primario -«

Fangos Fangos
primarios secundarios

FIGURA 11.1. Esquema de un tratamiento tipico primario
y secundario combinado.

ambiente. El fango secundario, enriquecido en sdlidos, que se separa en el decan-
tador secundario se puede recircular al biorreactor para aumentar la concentracidn
de biomasa presente en el reactor. Una parte del fango secundario sufre un trata-
miento bioldgico adicional para reducir su DBO. Finalmente, el fango estabiliza-
do se evacua en un vertedero o se incinera. E! tratamiento de los residuos indus-
triales quizas no requiera un tratamiento primario si el agua residual industrial
{ARI) no contiene material insoluble.

Los objetivos de calidad para el efluente de las EDARU de Estados Unidos se
dictan por ley y se resumen someramente en la Tabla 11.2.

Este capitulo se centrara en el estudio del reactor biologico del proceso (bio-
rreactor). La mayor parte de los biorreactores de tratamiento de aguas residuales
dependen de procesos biolégicos aerobios, aunque se utilizan biorreactores no ae-
robios, es decir, anaerobios o anoxicos con fines concretos. Las caracteristicas
generales de los biorreactores aerobios y anaerobios empleados en las instalacio-
nes convencionales de tratamiento se discuten por separado a continuacion. Estos
reactores utilizan una poblacién mezclada de microorganismos que se desarrollan
a partir de los microorganismos presentes en el afluente y de las condiciones ope-
rativas del reactor.

TABLA 11.1. Numero de instalaciones de tratamiento de aguas residuales
domésticas en Estados Unidos segun el nivel de tratamiento en 1988
(total = 15.708) (adaptado de EPA U.S.A., 1989)

Nivel de tratamiento Porcentaje del total de instalaciones
Sélo primario 11
Primario y secundario 54
Primario, secundario y mas 21

Otros 14
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TABLA 11.2. Niveles minimos en Estados Unidos para el efluente
del tratamiento secundario (Reg. Fed., 1988, 1989)

Caracteristica Separacion Concentracién Concentracion
del efluente media (%) media en 30 dias  media en 7 dias
DBO, (ing/) =85 =30 <43
Sélidos suspendidos (mg/f) =85 =30 =45
pH Entre 6,0y 9,0

en todo momento

Biorreactores aerobios

Las fuentes orgénicas solubles de demanda quimica de oxigeno se pueden elimi-
nar mediante cualquier proceso bioldgico viable, aerobio, anaerobio, u otro. Sin
embargo, los procesos aerobios son los que se emplean normalmente como méto-
do principal para la reduccidn de la DBO en las aguas residuales domésticas, ya
que las reacciones microbiologicas son rapidas, normalmente [0 veces mas rapi-
das que en los procesos anaerobios. Por lo tanto, los reactores aerobios pueden ser
relativamente pequefios y permanecer abiertos a la atmoésfera, dando lugar a la
forma mas econémica de reduccion de la DBO.

La principal desventaja de los procesos aerobios frente a los no aerobios en el
tratamiento de aguas residuales, es la gran cantidad de materia celular que se pro-
duce. En el biorreactor aerobio se produce una tasa relativamente alta de biomasa
debido a que ei crecimiento bioldgico (masa celular producida por unidad de ma-
teria organica biodegradable) para los organismos aerobios es relativamente alto,
mas 0 menos 4 veces mayor que el producido por los organismos anaerobios. La
materia celular residual y otros materiales insolubles (fangos) presentes en el efluente
del reactor pueden contener una DBO residual que debera reducirse en un proceso
adicional, y que finalmente se evacuard como residuo solido.

La estequiometria no ajustada de un proceso microbiolégico aerobio es

células

5,C,OHNS +5,0,— 5,C0,+s,H,0+ CHNQO,+ s,NH, + 5, (otros productos)

donde C,O . HN_S es ia composicion elemental del afluente; g, b, ¢, d y e se deter-
minan segiin la composicién especifica del agua residual; y C;H,NO, es la compo-
sicion media de una célula (Metcalf y Eddy, Inc., 1991). Si se pueden despreciar
los «otros productos» formados, entonces la estequiometria (s, s,, etc.) de la reac-
cion s¢ determinara segin la composicion del afluente (a, b, ¢ v d) solucionando
los balances elementales para C, H, O y N. Suponiendo que la reaccion se comple-
te, entonces se podra calcular la tasa de suministro de oxigeno necesario y la tasa
de produccion de fangos celulares a partir de la ecuacién ajustada, conocida la
tasa del afluente del reactor.

Existen varios disefios comunes de reactores aerobios, y s¢ resumen en la Ta-
bla 11.3. El mas comun de estos disefios para el tratamiento secundario es el de los
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fangos activos (Fig.11.3). En la Tabla 11.4 se resumen los parametros operativos
tipicos y las capacidades de los biorreactores acrobios.

Biorreactores no aerohios

Aungue los reactores aerobios normatmente son la forma mas econémica de des-
truir la DBO no peligrosa, los biorreactores no aerobios se pueden emplear con-
juntamente con el tratamiento convencional cuando existen unas necesidades es-
peciales de tratamiento. Los biorreactores no aerobios pueden jugar un papel
elemental en el tratamiento de los residuos peligrosos, tal y como se discute mas
adelante en este capitulo.

Los tres procesos microbiologicos no aerobios utilizados con mas frecuencia
son: (1) anacrobio, es decir, metanogénesis; (2) andxico, es dectr, reduccidén de
nitratos, y (3) reduccién de sulfatos. Los procesos metanogénicos se caracterizan
por un bajo crecimiento celular y una gran tolerancia a las concentraciones orgdni-
cas altas, caracteristicas que deberian convertirlos en una ¢leccién logica para el
tratamiento de residuos. Sin embargo, su baja tasa de utilizacion de materia orga-
nica, su sensibilidad a la temperatura (la temperatura dptima es 37 °C), y el alto
coste del reactor limitan su uso a aplicaciones sobre pequefios caudales de aguas
residuales, como por ejemplo la estabilizacidén de fangos (reduccion adicional de
la DBO en los fangos del tratamiento secundario), y al tratamiento industrial de

— residuos organicos de alta concentracion.

TABLA 11.4. Valores tipicos de los procesos aerobios de tratamiento bicldgico
(adaptado de Metcalf y Eddy, Inc., 1991)

Eliminacion Tasa tipica Tiempo
Proceso aerobio tipica de eliminacién de retencion
de DBO (%) de DBO del liquido
Procesos de fangos activados
Convencional (flujo piston} 85-95 240-640 (15-40)* 4-8h
Mezcla completa (CSTR) 85-95 640-1.760 (40-110)* 3-5h
Estanques/lagunas
Aerobio-anaerobio 80-95 14,4-64 (0,9-4)t 5-30 dias
Aerobio (tasa baja) 80-95 17,6-40 (1,1-2,5)% 10-40 dias
Lechos bacterianos
Medio rocoso (tasa baja) 80-90 64-400 (4-25)%
Medio plastico (tasa muy alta) 65-90 320-1.280 (20-80)%
Biodiscos 60-95 32-56(2-3.54 0,7-1.,5h

* Medida en mg/ld (Ib/10°t - dia).
T Medida en mg/l.d (Ib/16%ft* - dia).
1 Ib/LOE - d = 16 mg/l.d.
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La reaccion metanogénica tipica (no ajustada) es

células

5,CHONS — s,CH,+ s5,CO, + 5,H,0 + CHNO,+ s NH, + 5, H,S

A menudo, los reactores metanogénicos se calientan para acelerar la reaccion. Con
frecuencia, el calentamiento se realiza recolectando y quemando ¢l gas metano
producido.

Los procesos anoxicos (reductores de nitratos) se emplean como paso final en
la oxidacion del amoniaco. Los niveles de amoniaco altos se deben eliminar del
flujo de residuos por su alto valor nutritivo. Normalmente, un biorreactor aerobio,
durante el proceso de tratamiento (por ejemplo, un proceso de fangos activos),
oxida el amoniaco presente en el agua residual y el amoniaco generado en el reac-
tor mediante la descomposicion de las proteinas para formar nitratos (nitrifica-
cion). El nitrato retiene el valor nutritivo y es una toxina humana. Por lo tanto, si
existen altos niveles de nitratos en el efluente secundario, se puede afiadir un reac-
tor andxico en serie para reducir los nitratos convirtiéndolos en gas nitroégeno (des-
nitrificacién) segin la ecuacién no equilibrada

células

5,C,H,ONS + 5,NO; + 5,H" 25 ¢ N, + 5,CO, + s.H,0 + C;H,NO,

Por lo tanto, debe haber compuestos biodegradables en el afluente del reactor andxi-
co, bien como remanentes del reactor aerobio, o bien como un ahadido al agua
residual (normalmente metanol).

Para las ARIs que contienen altos niveles de sulfatos y compuestos organicos,
se puede emplear el proceso microbioldgico de reduccion de sulfatos; en este caso,
los sulfatos se reducen a sulfuros mediante la oxidacion del afluente organico. La
reduccién no ajustada es

células

5;,CHONS + 55,8075 5,8 2+ 5,C0, + s,H,0+ CH,NO,

Limitaciones de los procesos bhioldgicos convencionaies
para el tratamiento de productos quimicos peligrosos

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA, U.5.A.) controla
las emisiones al ambiente de unos 120 compuestos procedentes de operaciones
industriales activas mediante el Acta de Recuperacion y Conservacién de Recur-
sos (RCRA), de 1976, y las emisiones al ambiente procedentes de los lugares no
activos, abandonados o cerrados, mediante el Acta Global de Responsabilidad,
Compensacion y Respuesta Ambiental (CERCLA o Superfondo), de 1980. Se ha
establecido una lista de compuestos peligrosos, es decir, de compuestos que pre-
sentan riesgos para el ecosistema o para la salud publica. En la Tabla 11.5 se reco-
ge una muestra representativa de los compuestos organicos listados. También se
citan como peligrosos varios metales, entre los que se incluyen: arsenio, cromo,
mercurio, selenio, vanadio, y zinc,
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TABLA 11.5. Algunos contaminantes y sus propiedades bioldgicas y fisicas
asociadas (de una base de datos perteneciente a Govind et al., 1991a)

Constante Constante Constante
de la tasa de de la de distribucion
Compuesto biodegradacién Ley de Henry entre las fases

{k,  10° Vmg - h) (H x 10° atm - m*mol) octanol-agua (&,,)

Acetona 0,020 2,5% 107 0,57
Antraceno 0,30 8,6 x 1072 2,8 x 104
Benceno 2,9 5,5 140
Clorobenceno 0,30 3.6 6,9 x 10?
Cloroformo <107 1.4 91
Clordan 3,0 x 10 9.4 x 102 3,0 x 10°
2,4-diclorofenol 10 2,8 %107 790
Endrin 1,0 x 102 4,0 x 10+ 3,4 %< 10*
Etilbenceno 3,0 6,4 1.400
Fluoreno 1,0 6,4 % 107 1,5 x 10*
Hexaclorobenceno 3,0 x 107 0,68 2,6 x 10¢
Naftaleno 10 0,46 2.000
Nitrobenceno 1,5 1,3 x 102 72
Pireno 1,0x 102 5,1 =10 %0 x10¢
Tetracloroetano 30x10" 11,0 1.10G
Tolueno 16 6,7 620
Triclorometileno 1,0 = 10+ 9,1 260
Cloruro de vinilo (VC) 0,30 11,9 140

El éxito de los tratamientos convencionales en la degradacién de estos com-
puestos peligrosos depende del destino final del compuesto en la instalacion de

tratami

ento. Existen varios procesos en el mercado que procuran un destino final

para un compuesto;

I

Biodegradacién. El compuesto se destruye al menos parcialmente. Es po-
sible que la biodegradacion no se produzca porque los organismos aero-
bios no sean capaces de degradar el compuesto.

Evaporacion. Los compuestos con constantes de la Ley de Henry relati-
vamente altas (compuestos volatiles) pueden salir de la instalacion cuando
se encuentran en el decantador primario, en el biorreactor, o en el decanta-
dor secundario, mediante su evaporacidn a la atmédsfera en la interfase aire-
agua, o por la aireacion o ventilacién forzada del biorreactor.

Adsorcion a solidos y precipitacién. Los compuestos orgénicos que se
dividen o seccionan preferentemente pasando desde el agua a los soélidos
en el biorreactor, come por ejemplo los microorganismos (con coeficiente
de reparto octanol-agua relativamente alto), al final saldran de la instala-
¢10n ¢n la evacuacion de los fangos. En los fangos residuales de los proce-
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sos de tratamiento bioldgico con frecuencia se separan y precipitan metales
pesados.

4. Escape. Los compuestos que no se biodegradan completamente, volatili-
zan, o se adsorben a los s6lidos saldran del biorreactor en el flujo del efluente
liquido, descargandose posiblemente al ambiente en aguas superficiales o
marinas. )

Los diferentes destinos que procura el tratamiento convencional se ilustran en la
Figura 11.2.

El destino de un compuesto en particular se establece mediante las tasas relati-
vas de los procesos mencionados anteriormente, Estas tasas se determinan segin
las siguientes propiedades biologicas y fisicas de los compuestos: k,, constante de
la tasa de degradacién biologica de los fangos activos; H, constante de Henry para
el reparto agua-aire; y &, constante de reparto octanol-agua; esta constante s¢ ha
mostrado como una buena forma de medir el coeficiente de adsorcién agua-fango
(Dobbs et al., 1989). Todas estas propiedades se resumen en la Tabla 11.5. El
destino de un compuesto se puede estimar comparando los valores de los parame-
tros recogidos en la Tabla 11.5. Por ejemplo, comparando los valores de los para-
metros en el caso del 2 4-diclorofenol, el tricloroetileno (TCE), y el herbicida en-
drin, la estimacién razonable de los destinos seria: biodegradacion, evaporacion, y
adsorcion con el fango, respectivamente.

El destino de un compuesto que entre en una planta también depende de los
parametros operativos de la instalacion: por ejemplo, la tasa de aireacion, el tiem-
po de retencion del liquido, y otros. Por lo tanto, para realizar una estimacion mas
exacta del destino de los productos quimicos peligrosos en el tratamiento conven-
cional se requiere, o un modelo matematico de todo el proceso de tratamiento que
incorpore los distintos destinos, o mediciones experimentales de los destinos du-

Evaporacién Evaporacién

f fr

— el | Biodegradacion :> Escape

Fangos
primarios
Adsorcion

a fangos

FIGURA 11.2. Destino de los productos quimicos en ef tratamiento convencio-
nal de las aguas residuales.
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rante el tratamiento real, o bien una simulacion a escala piloto de las instalaciones
de tratamiento.

En los procesos de tratamiento convencionales existen varios modelos mate-
maticos disponibles para establecer el destino de los compuestos toxicos (p. ej.,
Petrasek et al., 1983; Barton, 1987; Blackburn, 1987; Namkung y Rittman, 1987
Govind et al., 1991a). Los modelos no pueden simular de igual forma, el fendi-
miento de todas las plantas de tratamiento porque las premisas de simplificacion
de los modelos no siempre se cumplen en Ia instalacion real. Sin embargo, los
modelos permiten una variacion independiente de los parametros del sistema y la
simulacién del rendimiento resultante. Por ejemplo, el analisis de optimizacion de
un biorreactor de fangos activos respecto a la aireacién se puede lograr mediante
el uso de un modelo que calcule la tasa de biodegradacion y la tasa de evaporacion
de los compuestos orgdnicos en funcion de la tasa de aireacion.

Cuando se¢ cligieron los parametros operativos para simular una planta con-
vencional de tratamiento de aguas residuales, uno de los modelos mas sofisticados
{(Govind et al., 19914) establecid una serie de destinos para el 2,4-diclorofenol, el
TCE, y el pesticida endrin, destinos que se muestran en la Tabla 11.6, el cdlculo
realizado mediante este modelo concuerda con la estimacion realizada previamen-
te utilizando sélo parametros bioldgicos y fisicos.

Los metales peligrosos no se han incluido en la Tabla 11.5 porque hay poca
informacién disponible sobre el reparto agua-fangos de los metales pesados. Sin
embargo, como norma general, Ia mayor parte de los metales pesados que entran
en una instalacion de tratamiento convencional se dividen adhiriéndose a, y sepa-
randose con, los fangos.

El destino principal de muchos productos quimicos peligrosos es la biodegra-
dacion; es decir, la tasa de biodegradacion es mucho mas ripida que la tasa de
evaporacidén o de adsorcién a sdlides en un reactor optimizadoe. Por ejemplo, y
tomando como referencia la Tabla 11.5, el destino principal del benceno, nitro-
benceno y tolueno probablemente sera la biodegradacion. La Tabla 11.6 muestra
que también se biodegrada la mayor parte del 2,4-diclorofenol. La introduccion de

TABLA 11.6. Destino calculado para algunos compuestos seleccionados en
una instalacién convencional de tratamiento de aguas residuales* utilizando el
modelo FATE (Govind et al,, 1991a)

Compuesto Biodegradacién Evaporaciéon  Adsorcion Escape
2.4-diclorofenol 81 4 5 10
Endrin 26 3 34 37
Tetracloroetileno 2 91 0 7

* Tamario de planta = 1 MGD (3.785 m%d), incluye ¢l tratamiento secundario de los fangos
primarios y activados, aireacién mediante burbujas gruesas difundidas, relacion de recirculacion =
0,5, tasa de produccion de fangos = 32 m'/dia, caudal = 3.785 m¥dia, volumen = 646 m*.
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compucstos de este tipo, aunque sean peligrosos, procedentes de una fuente in-
dustrial en el sistema de alcantarillado urbano, no supondra problema alguno para
su tratamiento en la instalacion de aguas residuales urbanas, siempre que las con-
centraciones no sean intrinsecamente téxicas para los microorganismos. Alternati-
vamente, estos compuestos podrian ser tratados de forma convenciona! en la pro-
pia fuente industrial.

Sin embargo, muchos de los productos qulmlcos peligrosos, en apariencia, no
son facilmente biodegradables mediante los procesos de tratamiento convenciona-
les ——los principales destinos son: evaporacion, adsorcién y escape—. Estos des-
tinos son indeseables para los compuestos peligrosos porque implican su salida
al ambiente con consecuencias a su vez indeseables, como se resume en la Ta-
bla 11.7. Se han realizado varios estudios experimentales a escala real y piloto
(p. ej., Bell et al., 1088; Bhattacharya et al., 1990; Burns y Roe Industrial Service
Corporation, 1982; Hannah et al., 1986; Thompson et al., 1990). Bell et al. (1988}
estudiaron la evaporacion de los compuestos organicos voldtiles en varias instala-
ciones canadienses de tratamiento de aguas residuales municipales a escala real.
En la Tabla 11.8 se resumen parte de los datos recogidos en la planta Lakeview.
La tasa de separaciéon combinada mediante biodegradacién y adsorcion, mostrada
en la Tabla 11.8, se calculd utilizando un balance de masas de los gases de chime-
nea y del efluente liquido. Obviamente, la evaporacion puede ser un destino fre-
cuente para los productos quimicos peligrosos que entran en instalaciones conven-
cionales de tratamiento. Por ejemplo, y segun la Tabla 11.8, més del 50 por ciento
del dicloroetano y mas del 25 por ctento del tolueno y del TCE que habian entrado
en la planta, se emitieron a la atmosfera mediante evaporacion.

TABLA 11.7. |mpacto ambiental de los destinos de compuestos peligrosos en
instalaciones convencionales de tratamiento

Destino

del compuesto Impacto ambiental

Biodegradacién Ninguno, ¢l resultado deseado.

Evaporacion Emisién a la atmésfera de compuestos volatiles; exposicion de
seres humanos a cancerigenos; contribuye a la degradacion de la
capa de ozono.

Adsorcidén Los compuestos téxicos van al vertedero junto con los fangos;
puede provocar la contaminacién de las aguas subterraneas, lo que
podria amenazar a los suministros de agua potable.

Escape Emision de compuestos toxicos a las aguas superficiales (rios, la-

gos, océanos); puede contaminar fuentes de agua potable, dafar
el ecosistema local.
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TABLA 11.8. Destino de algunos compuestos arganicos volatites seiecciona-
dos (combinacion de biodegradacion y adsorcién a fangos, evaporacion y
escape) en la instalacion de tratamiento de Lakeview*, Ontario, Canada.

(Adaptado de Bell et al., 1988)

Tasa de separacién Porcentaje de separacién
(g/dia) por: por: ’
Carga Biodegra- Biodegra-
afluente dacién y Evapo- dacién y Evapo-
Compuesto (g/dia) adsorcién racién Escape adsorcién racién Escape
Benceno 31 27 4 ND 87 13 0
Cloroformo 435 271 85 79 62 20 18
Diclorometano 4,198 514 2316 1.368 12 55 33
Etilbenceno 215 120 92 3,5 56 43 1
Tolueno 1.469 1.091 361 17 74 25 1
Tricloroetileno 72 36 21 15 50 29 21

" Reactor de grava: volumen = 683 m’, caudal de aire = 10,4 m*/min. Depésito de aireacion de
fangos activos: volumen = 16.070 m’, caudai de aire = 2.064 m*min., difusor grueso. Tiempo
de retencion de tratamientos primario y secundario = 6,0 h, tasa de aire global = 46 m? aire/m’ agua.

A continuacion se discuten las correcciones y alternativas bioldgicas que per-
mitiran variar los destinos no aceptables de los productos quimicos peligrosos en
las instalaciones convencionales de tratamiento.

Soluciones mediante procesos biolégicos a las limitaciones
de los tratamientos biolégicos convencionales

La discusi6n anterior pone de relieve que las limitaciones de! tratamiento conven-
cional respecto a muchos de los compuestos peligrosos dependen en gran medida
de la naturaleza del residuo peligroso que estemos considerando. Por lo tanto,
la solucidn a estas limitaciones depende de los compuestos presentes en el agua
residual.

Las plantas de tratamiento, municipales o industriales, que no puedan tratar de
forma satisfactoria los residuos peligrosos afluentes se deben modificar para tratar
estos compuestos de modo que se pueda evitar una emisién ilegal o poco ética al
ambiente. Estas modificaciones también seran necesarias en el disefio de las insta-
laciones nuevas que traten estos residuos; cuando se disefia una instalacion nueva,
existe la posibilidad de optimizar el disefio y de poder integrar el tratamiento con-
vencional a los procesos necesarios que permitan el tratamiento de los residuos
peligrosos.

Se han desarroliado muchos sistemas biolégicos para apoyar o sustituir el tra-
tamiento convencional con el fin de eliminar los residuos peligrosos. Estos proce-
sos emplean asociaciones microbiologicas extraidas de las instalaciones de trata-
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miento convencional, estos organismos se inoculan directamente en el biorreactor,
o bien se dejan para que se aclimaten a los compuestos t0xicos antes de la inocu-
lacién. En el futuro se podra disponer de procesos biclogicos que utilicen cultivos
puros de microorganismos, alterados de forma natural o genéticamente. Estas po-
sibilidades no seran tratadas aqui. En la Tabla 11.9 se citan las caracteristicas bio-
16gicas y fisicas de los residuos peligrosos junito con una seleccion de las técnicas
desarrolladas para tratar estos compuestos. A continuacién se examina cada una
de estas tecnologias.

Digestion anaerobia de fangos

En muchas plantas de tratamiento de aguas residuales, municipales ¢ industriales,
el fango efluente de los tratamientos primario y secundario s¢ lleva a un biorreac-
tor anaerobio (frecuentemente denominado digestor o estabilizador anacrobio) para
reducir 1la DBQO residual de los fangos (Metcalf y Eddy, 1991). Las condiciones
anaerobias dan lugar a la degradacién biologica metanogénica de 1a DBO, dejando
a los fangos aptos para su evacuacion en el vertedero. Si los compuestos organicos
toxicos se adsorben a los fangos, las condiciones metanogénicas del digestor pue-
den estimular la degradacién de muchos de estos compuestos toxicos (Govind et

TABLA 11.9. Alternativas/complementos con procesos biolégicos para el
tratamiento convencional de compuestos peligrosos con caracteristicas
fisicas y biolégicas diferentes

Caracteristicas de los compuestos Alternativas/adiciones al tratamiento
peligrosos convencional
Facil de biodegradar Ninguna necesaria.

aerobiamente (&, alto)

Volatil {(H alto) Arrastrar con el aire del afluente, tratar el aire con
un biofiltro para fase gaseosa. Tratar los gases del
fango activado utilizando un biofiltro para fase ga-
seosa. Proceso PACT*, Pretratamiento anaerobio.

Adsorcidn a fangos Estabilizacién de fangos anaerobios.
{k,, alto) Pretratamiento o tratamiento unico con reactor bio-
pelicula aerobio o anaerobio. Procese PACT.

Escape Pretratamiento anaerobio o tratamiento tnico.
(k,, H, y k,, bajos) Proceso PACT.

* Powdered Activated Carbon Treatment (Tratamiento con carbono activado en polvo) (Ecken-
felder, 1989).
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al., 1991b). Por lo tanto, si el destino primario de los compuestos organicos toxi-
cos afluentes en el tratamiento convencional es su adsorcién a los fangos, su des-
tino ltimo sera su biodegradacion en el digestor anaerobio. Los parametros ope-
rativos tipicos para el digestor anaerobio son: un tiempo de retencién de entre 10 y
20 dias para liquidos y solidos, y una temperatura de 35 °C. El metano producido
por la actividad microbiana metanogénica a menudo se quema para ayudar al ca-
lentamiento del biorreactor.

Proceso PACT

El proceso patentado PACT, proceso de tratamiento con carbono activado en pol-
vo (proceso PACT), implica la adicidén continua de carbono activo, en forma de
polvo, al biorreactor de fangos activados con ¢l fin de adsorber los compuestos
organicos téxicos, y evitar asi destinos no deseados para estos compuestos (Eck-
enfelder, 1989). El carbono activado adsorbe organicos de todo tipo, es decir, vo-
latiles, recalcitrantes, u orgdnicos que se adhieren a fangos. Por lo tanto, el proce-
so PACT permite que las plantas de tratamiento puedan operar con un caudal afluente
mayor, y ayuda a estabilizar el proceso frente a las cargas de choque de DBO o de
organicos toxicos en el afluente. Después del biorreactor, el polvo de carbono ac-
tivo con compuestos organicos adsorbidos se sedimenta junto con los fangos en el
decantador. Las plantas municipales que emplean el proceso PACT normalmente
incineran la mezcla de fangos y carbono, destruyendo de esta forma los orginicos
adsorbidos. Una técnica alternativa de evacuacién es la oxidacién por aire hume-
do, que provoca la solubilizacién o la destruccion de la biomasa, ¥ una regenera-
cion parcial del carbono. La mezcla fangos-carbono también se puede tratar me-
diante digestion anaerobia; en este caso, muchos de los compuestos orginicos
adsorbidos en el carbono se destruyen con la actividad microbiana metanogénica.
El carbono se evacuaria con los fangos digeridos. Las concentraciones de carbono
utilizadas normalmente en ¢l proceso PACT estan en torno a 20-200 mg/l (Metcalf
y Eddy, 1991).

Adsorcion CAG/estabiIizacién anaerobia

Una variante del proceso PACT, que ofrece una mayor flexibilidad operativa, es el
proceso de tratamiento de adsorcién por carbono activado granular (CAG)/esta-
bilizacion anaerobia. Este proceso se puede aplicar especialmente al tratamiento
de aguas residuales peligrosas, por ejemplo: aguas residuales industriates o lixi-
viados de vertederos, antes de su tratamiento convencional. El proceso implica
dos procesos unitarios: (1) un tanque de mezcla CAG/agua residual, en el cual el
afluente de un pretratamiento secundario pasa a través de un lecho CAG para se-
parar los compuestos organicos sotubles mediante adsorcion, y (2) un biorreactor
anaerobio, donde se coloca el CAG del tanque de mezcla para permitir la regene-
racion anerobia del mismo. El carbono regenerado sustituye al carbono gastado en
¢l tanque de mezcla, e, idealmente, durante su manipulacion, las pérdidas de CAG
seran limitadas. El proceso se ha ensayado a escala de laboratorio (Kupferle et al.,
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1992} durante casi un afio de operacion continua. Los tiempos de retencién para
liquidos y CAG en la etapa de adsorcion fueron de 30 min. y 2 dias, respectiva-
mente, y el tiempo de retencion del CAG en el biorreactor anaerobio fue de 15
dias. Se tratd con éxito un agua residual compleja que contenia nueve compuestos
orgnicos volatiles y cinco compuestos organicos semivolatiles. El grado de eli-
minacién del clorobenceno, cloruro de metileno, TCE, dibutilftalato, y fenol fue
de un 96, 50, 95, 66, y 85 por ciento, respectivamente,

Reactores biopelicula anaerobios

Se sabe que los procesos microbianos anaerobios presentan varias ventajas impor-
tantes frente a los aerobios: (1) menor tasa de produccion de fangos, (2) operativi-
dad con una mayor DBO afluente y mayores niveles toxicos, (3) ningan coste aso-
ciado con el suminmistro de oxigeno al reactor, y (4) generacion de un producto
secundario 1til, el metano. Sin embargo, los procesos anaerobios presentan mayo-
res gastos de inversion y operacion que los aerobios, ya que los sistemas anaero-
bios deben permanecer cerrados y calientes. Por lo tanto, los procesos bioldgicos
anaerobios para el tratamiento de aguas residuales peligrosas normalmente estan
limitados al tratamiento de flujos con bajas tasas, como por ejemplo: efluentes
industriales, lixiviados de vertedero, aplicaciones tipo Superfondo. Boyle y Swit-
zenbaum (1990) han estudiado la aplicabilidad de los procesos anaerobios al trata-
miento de grandes volumenes.

La tasa intrinseca de destruccion biologica de los organicos peligrosos en ios
sistemas anacrobios ¢s mas lenta que en los procesos aerobios; sin embargo, la
tasa de destruccidn global de un biorreactor anaerobio se puede maximizar me-
diante la inmovilizacién de Ia btomasa sobre un medio de soporte, Habttualmente,
se utiliza un medio plastico muy poroso en un lecho compacte, o un CAG en una
columna fluidizada.

El reactor anaerobio CAG con lecho expandido (Fig. 11.3) se ha mostrado
ideal para el tratamiento de residuos que contienen mezclas de compuestos organi-
cos facilmente biodegradables y bioldgicamente refractarios. El medio CAG sirve
para adherir a los constituyentes inhibitorios de la fase acuosa, permitiendo de esta
forma cl uso de los constituyentes faciimente biodegradables. Cuando los consti-
tuyentes inhibitorios adsorbidos resisten la biodegradacién, se puede poner en prac-
tica una estrategia que implica la sustitucion periddica de parte del CAG para re-
poner la capacidad de adsorcion del CAG y convertir al restduo en biodegradable.
Las caracteristicas de adsorcion del CAG permiten la retencion de los organicos
de biodegradacion lenta. En estos casos, la capacidad de adsorcion del CAG se
puede ampliar indefinidamente debido a la regeneracion promovida biologicamente.
Se¢ ha demostrado que el CAG tiene propiedades de acoplamiento microbioldgico
superiores a las que presentan otros medios en los lechos fluidizados (Khan et al.,
1982; Gardner et al., 1988; Fox et al., 1990). Ademas, se ha demostrado que el
CAG proporciona una resistencia a las cargas de choque y facilita la puesta en
marcha de un sistema (Suidan et al., 1981; Khan et al., 1982).
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FIGURA 11.3. Reactor anaerobio CAG con lecho fluidizado.

El reactor anaerobio CAG de lecho expandido se ha mostrado muy eficaz en el
tratamiento de varios residuos biologicamente inhibitorios, como por ejemplo: los
bafios de quitaesmaltes (Khan et al., 1982), las aguas residuales de gasificacion
del carbén (Nakhla et al., 1990) y los lixiviados de vertederos peligrosos {Schroeder
et al., 1991). En la Tabla 11.10 se presentan datos que resumen el rendimiento
observado en la eliminacion de algunos compuestos problematicos mediante este

proceso.
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TABLA 11.10. Rendimiento del lecho fluidizado anaerobio CAG
{Schroeder et al., 1991)

Concentracién Carga Porcentaje
Compuesto afluente afluente de
(mg/l) ' . (g/kg CAG/dia) separacioén

Catecol 200-1.000 1,29-6,45 »>99
Fenol 3-2.959 0,03-8,0 >97
p-cresol 70-280 0,19-0,76 >99
Indol 50-300 0,14-0,80 >89
Quinoleina 50-300 0,14-0,80 >99
o-clorofenol 2.000 4,0 >08
2.4-diclorofenol 400 0.8 >99,99
2.,4,6-triclorofenol 150 0,3 >99.99
Di-n-butil ftalato 0,215-100 0,002-0,8 >83
Naftaleno 30 0,24 >99.9
p-Nitrofenol 100 0,8 >99.9
Nitrobenceno 0,5-100 0,005-0,8 >908
Lindano 10 0,08 >99.9
Acetona 10,0-755 0,10-4,0 >%96
Metil-etil-cetona 12 0,10 >97
Metil-isobutil-cetona 10 0,01 >04
Tetracloroetileno 20 0,16 >99,99
Tricloroetileno 0,4 0,004 >98
Cloruro de metileno 1,2-20 0,01-0,16 >96
1,1,1-tricloroetano 20-400 0,04-0,8 >99 .97
1,1-dicloroetano 0.1 0,001 =87
Tetracloruro de carbono 20 0,16 >99,9
Cloroformo 10-20 0,08-0,16 >97
Clorobencenc 1,1-20 0,01-0,16 >85
1,2,4-Triclorobenceno 0,2 0,002 >93
Etilbenceno 0.6 0,006 >86
Tolueno 8.2-20 0,08-0,16 >87

Filtracién biolégica de la fase gas

Muchos procesos son capaces de generar fluidos gaseosos residuales que contie-
nen compuestos organicos peligrosos. En el tratamiento de las aguas residuales, la
evaporacién mediante aireacion (por arrastre) en ¢l proceso secundario es el desti-
no de muchos compuestos orgénicos volatiles (COVs) que entran en las plantas de
tratamiento convencional. Las soluciones de bombeo y tratamiento para las aguas
subterraneas contaminadas pueden requerir el arrastre por aire para limpiar los
COVs; de esta forma, se genera un fluido gaseoso peligroso. Los procesos indus-
triales a menudo emplean los COVs como reactivos o disolventes, y su uso puede
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provocar un flujo de gas contaminado. En muchos paises, ¥ en Estados Unidos
con la aprobacion de las enmiendas de 1990 al Acta del Aire Limpio, se controla
de forma estricta la emision de compuestos toxicos. E] tratamiento biolégico de
los COVs en los gases residuales puede separar y destruir cstos compuestos, y
evitar asi su emision al medio ambiente. La alternativa mas comun, el tratamiento
mediante adsorcion en carbono activado, es costosa ¥, por si misma, no da lugar a
la destruccion de los contaminantes.

Historicamente, se ha utilizado el biotratamiento de la fase £aseosa para con-
trolar los olores en las instalaciones de tratamiento convencional, donde el HSy
otros gases olorosos se recogen y hacen pasar por un lecho de suelo o compost que
contiene microorganismos (Carlson y Leiser, 1966; Metcalf y Eddy, Inc., 1991}
Los tiempos de retencion en los sistemas de control de olores pueden ser de tan
s0lo 15-30 s (ASCE, 1989).

La aplicacién de biofiltros para la destruccién de los COVs actualmente es
un area de desarrollo muy activa en Estados Unidos (Leson y Winer, 1991). En
Alemania y Holanda, sin embargo, ya estin funcionando hasta 500 biofiltros a
escala real que tratan los gases procedentes de fuentes muy diversas, como fa-
bricas de productos quimicos, imprentas, plantas de coccion de pescados, plan-
tas de tratamiento de aguas residuales industriales, y vertederos (Leson y Wi-
ner, 1991),

El disefio general de un biofiltro es el de un reactor de lecho con material de

refteno. Simembargo, existe poca o ninguna fase liquida (retencion con liquidos)
en el biofiltro; la mayor parte del volumen es un flujo de gas o un material solido
de soporte con microorganismos acoplados. El flujo liquido proporciona los nu-
trientes necesarios y la humedad a los microorganismos, aunque se utiliza turba o
compost como soporte solido, los nutrientes se pueden lixiviar directamente del
soporte. En Europa, los biofiltros han seguido los disefios tradicionales utilizados
para el control de olores, empleando lechos de suelo o de compost, horizontales y
paralelos, de aproximadamente | m de altura (Leson y Winer, 1991). La minerali-
zacion del medio y el crecimiento celular excesivo, a menudo, requicren una mez-
cla periédica y la sustitucion eventual del medio. Bohn {1992} constato una elimi-
nacion del 90 por ciento de los alcoholes y aldehidos en tiempos de residencia
comprendidos entre 30 segundos y varios minutos.

En la Figura 11.4 se muestra una fotografia del disefio tradicional europeo de
un biofiltro a escala real. El biofiltro mostrado cs el sistema Bioton, construido
por ClairTech b.v. en Holanda y comercializado en Estados Unidos por Ambient
Engincering, Inc. ClairTech posee unidades en funcionamiento con tasas de flujo
que alcanzan los 75.000 m’/h; estas unidades tratan los gases de chimenea proce-
dentes del tratamiento de aguas residuales con el fin de controlar los olores y los
COVs (incluyendo el cloruro de metileno v ¢l cloroformo).

Los disefios actuales de biofiltros en Estados Unidos han seguido muy de cerca
los disefios europeos; sin embargo, se estan investigando otros disefios que utili-
zan materiales de bajo mantenimiento, como CAG en lechos con material de relie-
no (Utkigar et al,, 1991), o novedades en materia de soporte, como trozos de celita
extrusionada (Govind et ai., 1992).
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FIGURA 11.4. Biofiltro Bioton. (Cortesia de Ambient Engineering, Inc.,
Matawan, N. J.)

Conclusion

Aunque el tratamiento bioldgice del material residual organice haya sido estudia-
do durante mds o menos un siglo, los nuevos retos en el tratamiento de aguas resi-
duales, por ejemplo: el tratamiento bioldgico de los productos quimicos peligrosos
y las normas mas estrictas sobre efluentes, siguen motivando gl desarrolio de pro-
cesos nuevos e innovadores. Muchos de estos nuevos procesos se han descrito en
este capitulo. Al mismo tiempo que aumenta nuestro conocimiento sobre los pro-
cesos fundamentales que tienen lugar en estos sistemas —metabolismo microbio-
logico de mezclas de productos quimicos peligrosos, ecologia de asociaciones
microbianas, procesos de transporte en biopeliculas, propiedades de adherencia de
la biomasa a superficies solidas, destino de los productos quimicos toxicos en los
reactores—, también aumenta nuestra capacidad para disefiar bioprocesos renta-
bles y con altos rendimientos.

Renuncia

Este capitulo ha sido revisado y aprobado para su publicacion siguiendo la politica
de revision de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos. La men-
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cion de productos comerciales no supone su aprobacidn ni recomendacién de uso
por parte de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos.
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Capitulo 12

CUESTIONES
REGLAMENTARIAS
Y DE EFICACIA EN LA
BIORRECUPERACION DE LOS
DERRAMES DE PETROLEO:
EXPERIENCIAS CON EL
DERRAME DEL EXXON

VALDEZ EN ALASKA

P. H. Pritchard
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
Laboratorio de Investigacion Ambiental
Sabine Island, Gulf Breeze, Florida

Resumen

Ei uso de la biorrecuperacion como tecnologia adicional para la limpicza del de-
rrame de petroleo del Exxon Valdez, en Prince William Sound, Alaska, ha sido un
buen ejemplo de los problemas y éxitos que presenta la aplicacion de esta tecnolo-
gia. Los estudios de campo llevados a cabo por los cientificos de la Agencia de
Proteccién Ambiental de Estados Unidos han demostrado que se podia acelerar la
degradacion del petréleo realizada por la microflora autdctona de las playas de
Prince William Sound afiadiendo fertilizante directamente a las playas contamina-
das con petroleo. Los resultados que hemos obtenido en la aplicacion de un ferti-
lizante oleofilico se presentan como ejemplos de trabajos de campo y de laborato-
rio. El fertilizante aumenté la biodegradacion del petrdleo, que fue aproximadamente
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el doble que en las zonas no tratadas, tal y como se puede comprobar por los cam-
bios en la composicién del petroleo y el peso bruto del petrdleo por unidad de
material de playa.

Los estudios realizados apoyaron el uso de la biorrecuperacion como alternati-
va de limpieza y, posteriormente, Exxon la utilizd a gran escala. Estos estudios
ofrecieron también algunas lecciones poco agradables, pero relevantes para los
esfuerzos futuros en la biorrecuperacion del petréleo. Este capitulo trata estas lec-
ciones y examina los problemas y dificultades que presenta la evaluacion del ren-
dimiento de la biorrecuperacion en este campo.

Estudios de campo posteriores realizados en una playa contaminada con petré-
leo (que contenia menos material energético y mayores cantidades de materia or-
ganica no petrolifera), en los que se utilizé un granulado fertilizante de emisién
lenta aplicado a diferentes concentraciones, mostraron ¢l escaso efecto que produ-
cia la aplicacion del fertilizante. Se discuten también las precauciones que se de-
ben tomar para extrapolar resultados desde trabajos de laboratorio hasta trabajos
de campo, o desde una zona real a otra.

Como sucede con muchos tipos de biorrecuperacion, es necesario contar con
protocolos para generar series de datos uniformes y relevantes que permitan tomar
decisiones correctas en relacion al uso del proceso o producto adecuado en una
operacion real de limpieza. La base conceptual de estos protocolos es un asunto
complicado y su desarrollo recibe la influencia de las experiencias reales, como el
derrame de petrélec dei Exxon Valdez. La discusion de estos conceptos proporcio-
na el marco de los problemas y suposiciones que surgen cuando hay que decidir
sobre cuando y como se aplica una tecnologia de biorrecuperacion.

El uso de la biorrecuperacion para la limpieza de suelos, sedimentos, y acuife-
ros contaminados con hidrocarburos del petroleo y aceite es un hecho ampliamen-
te aceptado (Lee y Levy, Bortha y Pramer). El éxito ha sido posible gracias a la
biodegradabilidad relativa del petroleo y a que los degradadores de hidrocarburos
pueden ser enriquecidos en muchos, si no en la mayoria, de los ambientes (Levy,
Atlas). Ademis, la biorrecuperacion esta ganando terreno como tecnologia viable;
si se utiliza con prudencia, puede proporcionar una limpieza eficaz, poco costosa
y ambientalmente segura de los productos quimicos residuales. Por lo tanto, cuan-
do se sugirid usar la biorrecuperacion a modo de herramienta adicional para la
limpieza del derrame del Exxon Valdez, en Prince William Sound, Alaska, se acepté
rapidamente como una tecnologia nueva lista para una demostracién real (Prit-
chard y Costa). La implantacion de estudios de campo con el objeto de establecer
que se podia acelerar significativamente la degradacion del petroleo por la accién
de la microflora autéctona en las playas de Prince William Sound mediante la apli-
cacion de un fertilizante, y la aplicacion [inal de fertilizantes a gran escala por
parte de Exxon, proporcioné varias lecciones y experiencias atiles que, si se con-
sideran en un contexto correcto, pueden tener una influencia considerable sobre el
futuro de la biorrecuperacion del petréleo,

Este capitulo se centrara en algunas de las dificultades y de los problemas aso-
ciados a la aplicacién de fertilizantes, y en el efecto de éstos sobre la degradacion
del petréleo. Fundamentalmente, se tratara la aplicacion de un fertilizante oleofili-
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co en una zona llamada Snug Harbor, en Knight, Prince William Sound, y la apli-
cacion lenta de granulados de fertilizante que se¢ llevé a cabo en Disk Island, Prin-
ce William Sound. Estas aplicaciones proporcionan unos resultados opuestos e
instructivos, tanto en lo que se refiere al éxito como al fracaso. (Nota: se realiza-
ron aplicaciones adicionales de fertilizantes en estas y otras zonas, y existen res-
menes de los resultados; Pritchard et al., 1991.) .

Asociadas a estas aplicaciones de fertilizantes en trabajos de campo estén las
cuestiones relativas a qué productos comerciales se deben utilizar, y como se de-
ben elegir los mejores. Esto incluye no solamente los fertilizantes, sino también,
los microorganismos y otros agentes y conceptos estimuladores de la biodegrada-
cion. En Alaska, muchos de estos productos comerciales no podian ser considera-
dos debido al poco tiempo del que se disponia para realizar demostraciones en
trabajos de campo, pero también porque los datos existentes para cada producto
eran tan variados y/o insuficientes que no se podian realizar elecciones razonables
en ¢l tiempo adecuado. Sin embargo, después del derrame del Exxon Valdez, la
Oficina de Investigacion y Desarrollo de la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos {EPA) empez6 a desarrollar una serie de protocolos de rendimien-
to y de ensayos medioambientales seguros con el objetivo de establecer una base
de datos uniforme y relevante que posibilitase en el futuro el uso de productos
comerciales concretos. Algunos de estos protocolos ya se han desarrollado y estan
siendo validados mediante estudios de laboratorio. El desarrollo de una base con-
ceptual para estos protocolos se ha mostrado como un ejercicio 1til, y depende en
gran medida de las lecciones aprendidas en Alaska y en otros derrames de petré-
leo. La descripcién parcial de dicho desarrollo conceptual sirve aqui para com-
prender mejor las complicaciones reglamentarias que entran en juego a la hora de
aplicar la biorrecuperacion a la limpieza del petroleo. Espero que esta informacion
ayude a que otros consideren cuidadosamente el proceso mediante el cual van a
medir en el trabajo de campo el éxito de la biorrecuperacion. Es esta cuestién del
€xito, junto con los aspectos de seguridad ambiental, la clave para una buena toma
de decisiones.

Introduccion

En cualquier trabajo de biorrecuperacion, el éxito invariablemente implicara una
demostracion cientifica valida de la eficacia del proceso y de su seguridad am-
biental. Eficacia, en ¢l caso de la biorrecuperacion del petréleo, significa que (1)
la separacion o desaparicién del petréleo se produce gracias a la biodegradacion, y
no es atribuible a otros procesos no biologicos, y (2) las tasas de biodegradacion
del petrdleo son mayores que las tasas naturales, es decir, lo suficientemente altas
como para justificar el esfuerzo que supone la implantacion del proceso de biorre-
cuperacién a gran escala. Aunque aqui no se plantearan las cuestiones de seguri-
dad ambiental, se deben considerar en profundidad para verificar que no se va a
producir ningun efecto ecologico adverso por la aplicacion del fertilizante.

En el derrame del Exxon Valdez, ambos aspectos fueron cruciales para que el
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publico y las agencias reglamentarias estatales y federales aceptasen finalmente la
biorrecuperacion, Controlar ¢l excepticismo, dadas las «sutilezas» de la biotecno-
logia, ha sido y seguira siendo un reto en casi cualquier caso de biorrecuperacion,
para el petroleo u otros productos quimicos. Las cuestiones de eficacia y de segu-
ridad ambiental que se plantearon en Prince William Sound, donde el tratamiento
s¢ concentro ¢n playas de grava y guijarros contaminadas con petréleo,. por su-
puesto, son muy diferentes a las que se pueden plantear en playas de arena, maris-
mas y zonas hiimedas contaminadas con petroleo. Sin embargo, la ensenianza ex-
traida en términos de como demostrar una tecnologia de limpieza viable no tendrd
este tipo de limitaciones.

Las suposiciones iniciales de los cientificos de EPA y sus colaboradores, cuando
se comenzé a planificar el proyecto, dieron lugar a unas revelaciones importantes
y utiles. Varias suposiciones, discutidas en relacién a lo que realmente ocurrié en
los trabajos de campo, proporcionaron una serie de ensefianzas instructivas que
podrian influir en las respuestas dadas a la biorrecuperacion en otros derrames de
petréleo. jAunque la confianza que dan casi veinte aftos acumulando datos de in-
vestigacién sobre la biodegradacion del petrdleo sirvid de base para estas suposi-
ciones, habriamos sido ingenuos si no hubiésemos esperado ninguna sorpresal

Enriquecimiento de las comunidades microbianas
degradadoras de petrdleo

Evidentemente, era razonable esperar, incluso en las aguas frias de Alaska, un
aumento importante de la poblacion de microorganismos degradadores de petré-
leo en las playas después de su exposicion a este producto. La investigacion, rea-
lizada por Atlas y sus colaboradores, apoyd esta idea (Atlas, 1981). Al final, para
principios de junio de 1989 (aproximadamente dos meses después del derrame), la
concentracion de degradadores del petréleo estaba en torno a 10%g de material de
playa, lo que suponia un incremento de hasta 10.000 veces el nimero de degrada-
dores en comparacién con las playas no contaminadas con petroleo. Los estudios
llevados a cabo por Lindstrom et al. (1991) han mostrado tendencias similares, y
en la Tabla 12.1 se muestra un ¢jemplo de los resultados. Un enriguecimiento de
esta magnitud sugeria que el petrdleo se estaba degradando (estudios previos ha-
bian demostrado que el petroleo de Prudhoe Bay era muy biodegradabie), que ha-
bia nitrégeno y fosforo suficientes para soportar el crecimiento de los microorga-
nismos degradadores de hidrocarburos, ¥ que las bajas temperaturas (10-16 °C) no
eran demasiado estrictas para la microflora autéctona. La informacion no sola-
mente implicaba la posibilidad de una biodegradacion limitada por el nitrogeno
(es decir, un exceso de carbono organico degradable procedente del petroleo fren-
te a un suministro limitado de nitrégeno en el agua), sino que ademas habria la
posibilidad de acelerar la biodegradacion del petréleo mediante la superacion de
este unico obstaculo.

En este caso, creimos que era innecesario volver a verificar experimentalmen-
te en el laboratorio, incluso utilizando muestras de las playas contaminadas con
petréleo de Prince Witliam Sound, ¢l efecto estimulador del nitrogeno para la bio-
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TABLA 12.1. Medianas (n = 5 a 9 muestras) de microorganismos MPN degra-
dadores de hidrocarburos por gramo (peso seco) de sedimento para las zonas
tratadas (1) y de referencia (R)"

Mediana de Mediana de
células MPN (10%) . células MPN (107}
por g de sedimento por g de sedimento
superficial superficial
Zona de Dia de i Dife- ¢ Dife-
playa muestreo T R rente?t T R rente?t
KN-135B 0 2,62 424 No 1,66 1,63 No
2 4,79 1,58 No 1,02 0,47 No
4 15,50 4,20 No 10,30 1,00 Si
8 1,56 15,60 No i0,10 2,27 No
15 15,60 9,75 No 16,20 2,34 No
52 13,70 23,40 No 75,40 36,00 No
36 135,00 17,90 Si 582,00 9,78 Si
70 149,00 25,20 Si 126,00 13,00 Si
78 185,00 122,00 No 176,00 117,00 No
KN-211B 0 0,96 4,63 No 4,60 1,63 No
2 77,00 127,00 No 193,00 2,23 Si
4 9,55 48,00 No 81,93 80,35 No
16 45,40 44,44 No 46,22 97,49 No
31 23,94 98,78 No 99,80 2495 No
45 30,83 53,23 No 33,18 25,32 No
102 18,10 8,51 No 3,72 0,96 No
12 3,19 11,70 No 8,51 1,28 Si
KN-132B 0 24,90 23,00 No
2 155,00 21,70 No
4 77,70 16,00 No
8 160,00 37,10 No
16 97,30 15,70 Si
29 28,060 16,00 No
43 135,00 0,59 S8i
60 84,10 1,78 Si
95 117,00 53,20 Si

* Todos los valores obtenidos cada dia estuvieron sujetos a un ensayo U Mann-Whitney de dos
muestras para determinar si las poblaciones muestreadas eran diferentes a un nivel de confianza del
95 por ciento. KN-135B se tratd inicialmente después del dia 0 y se refertilizé después del dia 52.
KN211B se tratd inicialmente después del dia 0 y se refertilizo el dia 42. KN132B se fertilizé des-
pués del dia 0 y de nuevo el dia 40.

+ Se presentan las diferencias estadisticamente significativas para los sedimentos superficiales
y subsuperficiales.
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degradacién del petroleo, ya que experiencias previas y numerosos informes pu-
blicados en la literatura sobre el tema apoyaban esta idea. En cambio, si pensaba-
mos que, debido a la magnitud del problema en ese momento, era mejor ir directa-
mente ai trabajo de campo y llevar a cabo una demostracion practica del principio.
Por lo tanto, en las primeras etapas del programa de limpieza del derrame en Alas-
ka, la medicion relativamente sencilla del nimero de degradadores del petrélco,
junto con la informacion relevante disponible sobre el tema, proporcionaron un
indicador razonable de «primera linea» en relacidn a la efectividad de la biorrecu-
peracion del petroleo.

Ensayo de mineralizacion como indicador de la actividad
degradadora del petréleo

Segun la situacidon medioambiental implicada en ¢l derrame de petroleo, puede ser
deseable contar con una serie de indicadores de primera linea sobre el potencial de
biorrecuperacion. Siempre existe la tendencia, cuando se implica al publico local,
de generar una informacion especifica del medio, al menos para lograr un mayor
grado de confort. Merece la pena, por lo tanto, tratar estos temas aqui, aunque no
s¢ utilizasen inicialmente en Alaska. Probablemente, en otros derrames se darin
una seric de circunstancias en las que no sera suficiente, para la toma de decisio-
nes, ¢l contar con una informacion sobre ¢l enriquecimiento de los degradadores

del petroleo solamente en las zonas contaminadas.

Los estudios de mineralizacion que implican la medicion del CO, total produ-
cido pueden proporcionar una excelente informacion de primera linea. La aproxi-
macidén proporciona datos temporales rapidos y relativamente inequivocos aptos
para proceder al ensayo de diferentes alternativas de tratamiento (p. ¢j., efectos al
afiadir nitrogeno). Si se produce una degradacién natural del petrdleo en el mate-
rial de la playa contaminada, entonces, se generaran unas considerables cantida-
des de CO, debido a la mineralizacion del petréleo. Para este tipo de mediciones
se pueden utilizar varios sistemas de laboratorio. Los sistemas ¢con medidores (Bartha
y Pramer, 1965), disefiados para atrapar el CO, en brazos laterales que contienen
una disolucion alcalina, se pueden adaptar para medir estas tasas de mineraliza-
cién en el material contaminado (Mueller et al., 1992). También se pueden utilizar
sistemnas respirométricos comerciaies, como el Micro-Oxymax™ (Columbus Ins-
truments, Columbus, Ohio). El sistema Micro-Oxymax™, adaptable a los matra-
ces estandar de laboratorio, mide también el consumo de oxigeno. El procedimiento
implica colocar el material contaminado procedente de la playa (una mezcla de
arena y grava en el caso de Prince William Sound), y su comunidad microbiana
asociada, directamente en los matraces, e introducir y sacar agua de mar fresca
para simular el cambio de mareas (Muelleretal., 1992). En la Figura 12.1 se muestra
un ¢jemplo de los datos generados mediante este tipo de ensayo de mineralizacion.
Este experimento se realiz6 con material contaminado procedente de la playa de
Prince William Sound, material obtenido tiempo después del comienzo de nuestra
demostracion de biorrecuperacion en el trabajo de campo. El método que utiliza el
matraz respirométrico es indicativo de los ensayos que se pueden lievar a cabo
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como ¢jercicio de toma de datos para un derrame de petrolco en particular, Desta-
ca ¢l efecto de aumento que provoca el afiadir fertilizante de nitrogeno (Fig. 12.1),
Comparando las tasas de produccién de CQ,, se puede obtener una estimacién del
aumento que se produce en la biodegradacion del petréleo. El sistema se puede
adaptar ficilmente para el ensayo del material de playa procedente de otros derra-
mes de petroleo. S

Como cualquier otro tipo de materia organica presente en fa playa también
puede generar CO,, hay que tomar las debidas precauciones para asegurarse de
que se esta midiendo ia mineralizacion del petroleo. Ademas de trabajar con ma-
traces de control que contengan material de playa no contaminado, tal y como se
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FIGURA 12.1. Actividad del fertilizante (consumo de O,, produccion de CQO,)
para seis tratamientos.
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indicé anteriormente (sin o con la adicion de nutrientes de nitrégeno), para com-
probar que la mineralizacion en presencia de petroleo es mayor que la que se pro-
duce normalmente en el ambiente, también se puede afiadir un hidrocarburo radio-
ctiquetado. Si se activa la degradacion del petrdleo, la produccion de CO,
radioetiquetado deberia ser significativa e inmediata. Hemos descubierto que el
fenantreno funciona bien porque es adsorbido por el suelo répida y completamente
(Mueller et al., 1992; Pritchard et al., 1991). El ciclo de mareas lavo cualquier
fenantreno que quedase en la fase acuosa, y la produccion posterior de CO, se
debid principalmente a las comunidades bacterianas asociadas a las superficies de
petroleo.

Biorrecuperacion de derrames de petréleo como paso final

También hicimos la suposicion inicial, muy importante, de que la biorrecupera-
¢i6n seria mas eficaz como paso final del programa de limpieza. Tal y como suce-
dio, el lavado fisico realizado por Exxon consiguié quitar el grueso del petroleo,
pero dejo las playas bastante contaminadas, con una baja calidad estética, y con
petroleo ecolégicamente disponible. Como habia pocas alternativas disponibles,
la biorrecuperacién llegd a ser admitida como paso final. Sin la separacion inicial
del grueso del petroleo, la biorrecuperacion no hubiese sido factible en ¢l contexto
de Alaska. Es decir, incluso con una biodegradacién activa del petréleo, funda-
mentalmente se trata de un fendémeno de superficie, y tardaria mucho tiempo en
completarse (en Alaska, existe una posibilidad de periodo relativamente corto en
ios meses de verano, cuando las temperaturas del agua permiten una buena biode-
gradacion del petrdleo). Para acelerar el proceso, primero hay que distribuir el
petréleo por todo el material de la playa, con el fin de incrementar la relacion
superficie-volumen. Y como ¢l volteo no era razonable en la mayoria de las playas
de guijarros de Alaska, cuanto mas petroleo se separase fisicamente y cuanto mas
petroleo residual se pudiese dispersar en el material de playa, como se logro con el
lavado fisico, mas eficaz seria la biorrecuperacion. Para otros tipos de materiales
de playa sera necesario establecer una serie de consideraciones similares.

En las playas altamente porosas, como las de Prince William Sound, el petrd-
leo se difunde en parte entre la grava, con lo que aumenta la superficie contamina-
da. El lavado fisico puede incrementar este proceso. Sin embargo, con un litoral
de arena o barro, donde la porosidad es mucho mas baja, la mayor parte del petro-
leo se concentrara preferentemente en la superficie. Inicialmente, el material con-
taminado se puede separar muy bien fisicamente. Pero el material contaminado
que quede se podra tratar de forma eficaz mediante biorrecuperacion, de nuevo
como paso final. En este caso, se puede utilizar el volteo para dispersar mas el
petroleo restante entre el material de la playa, aumentando asi la relacion superfi-
cie-volumen, y mejorando las posibilidades de éxito de la biorrecuperacion. El
volteo tambien consigue airear el material de playa y ayuda a diseminar los fertili-
zantes afadidos, de esta forma, sc evita que la disponibilidad de oxigeno o de
nutrientes inorganicos se convierta en un factor limitante para la biorrecuperacion.
En Alaska la limitactdn de oxigeno nunca llegd a ser algo a considerar, debido ala
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naturaleza altamente porosa de las playas, las altas concentraciones de oxigeno en
el agua fria de mar, y el efecto de lavado de las mareas de 5 m.

Eleccion de formulaciones de fertilizantes

Se suponia que en las playas de Alaska se debia aplicar nitrégeno (y fosforo), de
forma que las comunidades microbianas degradadoras del petroleo quedasen ex-
puestas pasivamente a unas elevadas concentraciones de nutrientes durante un pe-
riodo de tiempo amplio. Dado el gran ciclo de mareas y la importante accidn de las
olas, los fertilizantes que se colocasen sobre la superficie de la playa probabie-
mente desaparecerian en unos pocos dias. Para superar este problema, se conside-
raron inicialmente dos tipos de fertilizantes de emision lenta: dosificaciones soli-
das en forma de grano y dosificaciones oleofilicas liquidas. En la Tabla 12.2 se
resumen las caracteristicas de cada fertilizante considerado.

Seria relevante resumir algunos de los criterios utilizados para realizar las elec-
ciones, ya que esto podria ayudar en las elecciones futuras de fertilizantes. Los

TABLA 12.2. Descripcion de los fertilizantes sometidos a ensayos
Nombre comercial
Woodace Customblen Inipol EAP 22
Fabricante Vigoro Industries Sierra Elf Aquataine
Chemical Co.
Forma Briqueta Grano Liguido
Tamario 5x5x5¢cm 2- a 3-mm diam. -
Fuente de N Isobutiraldehido- Nitrato de Urea
diurea amoniaco

N:P:K 14:3:3 28:8:0 7.3:2,8:0
Gravedad especifica 1.8 1.8 0,996 g/ml
Viscosidad - = 250 ¢St
Tasa de aplicacion 986 g/m’ 100 g/m? 284 g/m’
en parcelas de
12Zm x 35 m
Método de Bolsas (11,8 kg c.u.) Distribuidor Rociador
aplicacion de fertilizante portatil

Zonas de ensayo

Snug Harbor

Snug Harbor
Passage Cove

Snug Harbor
Passage Cove
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tres criterios principales fueron: (1) facilidad de aplicacién y potencial para man-
tener su posicion en 1a playa, (2) caracteristicas de emision de nutrientes, (3) resis-
tencia fisica. Al final, los granos fertilizantes parecian encajar mejor en estos cri-
terios (Pritchard et ai., 1991). Eran faciles de aplicar sobre una gran superficie y se
pegaban muy bien al materiat de playa contaminado con petréleo; ademas, se po-
dian introducir bajo los guijarros, de donde era dificil desalojarlos. Las caracteris-
ticas de emision de nutrientes, establecidas mediante unos sencillos sistemas de
ensayo en el laboratorio (Venosa et al., 1990; Glaser et al., 1991), mostraron que
la mayor parte de la emision de nitrégeno (amoniacal y nitrito) y de fosforo (fosfa-
to) procedente de los granos tenia lugar en las primeras 24-72 h (Fig. 12.2). Sin
embargo, se siguieron emitiendo cantidades constantemente durante mucha tiem-
po después. Por lo tanto, mientras las mareas entraban y salian de las playas, los
nutrientes se distribuian entre las comunidades microbianas asociadas al petrdleo
durante un periodo de 2-3 semanas o mas. Aunque la condicién fisica de los gra-
nos se deteriord lentamente por el contacto con el agua de mar, observamos sobre
la playa granos que tenian fertilizante transcurridas 2-3 semanas desde su aplica-
cién, Al final, Exxon utilizd los granos de fertilizante en combinacién con el ferti-
lizante oleofilico liquido para todas las operaciones a gran escala en Prince William
Sound.

Cada punto representa un cambio de agua

&

Fésforo total

Nitrato

Amonio

Liberacién acumulada de nutrientes (%)

Tiempo (d)

FIGURA 12.2. Liberacién acumulativa de amonio y nitrato a partir de los
granos SIERRA CHEMICAL en equipos de matraz estatico.
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Las briquetas de fertilizantes también dieron resultados satisfactorios en base a
los criterios anteriores (Venosa et al., 1990). Estas briquetas son aproximadamen-
te del tamafio de las briquetas de carbon vegetal, y contienen fuentes organicas de
nitrégeno y fosforo que se hidrolizan lentamente por emitir urea y fosforo durante
un periodo de tiempo. Las emisiones de nutrientes de las briquetas fueron muy
similares a las conseguidas mediante los granos. Aunque las briquetas mantenian
mucho mejor su integridad fisica, desaparecian sobre la superficie de la playa, es
decir, eran faciles de mover por la accion de las mareas y olas, provocando unas
distribuciones muy heterogéneas. Por ello, se tenian que empaquetar en boisas de
red y asegurar a la playa mediante estacas metdlicas. Aunque esto era eficaz, pre-
senté importantes problemas logisticos cuando se planteé a gran escala. No obs-
tante, las briquetas se utilizaron como parte de nuestra demostracién de biorrecu-
peracion en el trabajo de campo, y se mostraron eficaces a la hora de aumentar la
biodegradacion del petrdleo (Pritchard et al., 1991).

En vez de distribuir los granos y briquetas de fertilizante sobre la superficie de
la playa, también se pueden enterrar en la misma, pongamos por ejemplo, en zan-
jas paralelas al litoral en la zona contaminada intermareal. Segin la porosidad de
las playas, las mareas y el movimiento del agua podrian distribuir eficazmente los
nuirientes entre las bacterias. Debido a la integridad fisica de las briquetas, serian
mas aptas para este tipo de aplicacion. En Alaska, el enterramiento se considerd
inicialmente, pero no se probd, de nuevo debido a las restricciones que se perci-
bian de tipo logistico (posteriormente sin fundamento). Sin embargo, Exxon y el
Estado de Nueva York aplicaron granos de fertilizante siguiendo este método en
una playa de arena contaminada con gaséleo en Prali’s Island (localizada en un
estuario al suroeste de la Ciudad de Nueva York). Los primeros informes (Madden,
1991) mostraron que la aplicacién tuvo éxito y logré aumentar la biodegradacion
del gasdleo. La distribucién de nutrientes, por supuesto, depende de la hidrodina-
mica de las aguas en la playa, y, en muchos casos, no se contara con una informa-
cion especifica relacionada con esta cuestion. En vez de proceder segin estos éxi-
tos limitados, se podria realizar facilmente un estudio piloto de varios dias de
duracién con el fin de medir los movimientos reales de los nutrientes en las aguas
(Madden, 1991).

Desde un punto de vista practico, el mejor criterio para determinar cuanto fer-
tilizante de emisidn lenta se debe colocar en una playa dada, fue aplicar el maximo
posible sin exceder las concentraciones toxicas de amonio y/o nitrato. Estos nu-
trientes son téxicos (96 h, LC, ) para los invertebrados marinos (un buen bioensa-
yo para la mayoria de las especies sensibles) en concentraciones acudticas en tor-
no a 10-15 ppm (Pritchard et al., 1991). Nuestra experiencia ha demostrado que se
llegara al umbral de efectos ambientales adversos mucho antes de que se sature la
demanda de nitrégeno de las comunidades microbianas degradadoras del petroleo.
Se debe tener en cuenta, respecto al umbral del efecto toxico, la gran emisién ini-
cial de nutrientes que se produce con las dosis de fertilizantes mencionadas. Por
otra parte, es complejo determinar la tasa de aplicacion del fertilizante en base a la
cantidad de petréleo presente en el ambiente, ya que el petroleo se distribuye y
concentra de forma muy heterogénea en la zona afectada.
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Fertilizante oleofilico

El concepto de fertilizante oleofilico se basa en el uso de fuentes organicas de
nitrogeno y fosforo en un portador liquido que se puede mezclar con el petréleo.
En teoria, cuando se aplica el portador liquido, los nutrientes se disuelven en el
petroleo, y, de esta forma, se ponen en contacto durante largos periodos de tiempo
con las bacterias que crecen sobre la superficie del petréleo. Se han probado con
€xito, tanto en el laboratorio como en los experimentos de campo a pequeiia esca-
la, varios tipos de fertilizantes oleofilicos. La mayor parte de estos fertilizantes se
disefiaron y probaron para tratar petréleo sobre superficies de agua, y no sobre
matenal de playa. Unos estudios pioneros llevados a cabo por Atlas y Bartha (At-
las y Bartha, 1973), demostraron que la adicién de urea parafinizada y de octilfos-
fato al petroleo de Prudhoe Bay, petréleo que se encontraba sobre la superficie del
agua, aumentaba de forma significativa la biodegradacion del crudo. Se ha infor-
mado de éxitos similares con un producto comercial, el Victawet 12, o fosfato de
oxido 2-etilhexil-dipolietileno (Bergstein y Vestal, 1978); con varias fuentes natu-
rales de nitrogeno y fésforo lipofilicos, como lecitina de soja y etil alofanato (Oli-
vieri et al., 1978); y con MgNH, PO, incorporado a una base de apoyo de parafina
(Olivieri et al., 1976). La aplicacion de estos productos quizas se haya visto limi-
tada por las inquietudes que se plantean con algunos mecanismos especificos cuando
se hace aumentar la velocidad de degradacién del petrdleo; por los factores que
inciden sobre las tasas de emision fisica de los nutrientes in situ; y por los efectos
que se pueden producir al afadir grandes cantidades de carbono organico al petré-
leo. Ademis, varios informes mostraron pocas diferencias entre la degradacién del
petroleo potenciada por fertilizantes oleofilicos o normales (Lee y Levy, Halmo).
Por lo tanto, aun no se ha establecido claramente qué ventajas lleva consigo la
utilizacion de fertilizantes oleofilicos. No obstante, el concepto de fertilizante oleofi-
lico era inquietante para nosotros, dado que se trataba del método mas utilizado a
la hora de colocar nutrientes directamente en contacto con las comunidades micro-
bianas, y, por lo tanto, parecia justificado el realizar mas ensayos en los trabajos
de campo.

Seleccionamos el fertilizante oleofitico Inipol EAP 22, producido por EIf Aqua-
taine Company en Francia, ya que era la tnica fuente comercial disponible con
una gran capacidad de produccion inmediata. Este producto es una microemulsién
estable formada por un corazon de urea (fuente del nitrogeno) rodeado por un por-
tador de 4cido oleico. El laurilfosfato (surfactante y fuente de fosforo) actiia como
estabilizante de la emulsién, y el 2-butoxietanol (metil celosolve) reduce la visco-
sidad. Esta dosificacion se¢ ha mostrado prometedora en los ensayos llevados a
cabo en el laboratorio y en grandes depositos exteriores, en estos ensayos s¢ han
utilizado diferentes tipos de materiales contaminados procedentes de playas y de
lugares medioambientalmente distintos (Lee y Levy, 1987; Sveum y Ladousse,
1989; Tramier y Sirvins, 1983). Se obtuvieron unos interesantes resultados en una
playa contaminada con petréleo en Spitsbergen, Noruega (Sveum y Ladousse, 1987);
segun estas pruebas parecia que el Inipol incrementaba las tasas de degradacion
del petréleo cuando se aplicaba a material de playas de grava gruesa pero no cuan-
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do se aplicaba a material de playa de arena fina. Segun estos estudios, el Inipol
tenia un gran potencial para la biorrecuperacion, Cuando se aplicod Inipol a una
mezcla de grava y arena contaminada con petréleo procedente de Prince Willian
Sound, en unos estudios de laboratorio disefiados para realizar una inmersion in-
termitente en agua de mar, aproximadamente el 60 por ciento de 1a urea (medida
como nitrégeno total Kjeldahl, NTK) salié a los pocos minutos de la aplicacién
{Tabla 12.3). Las mediciones del fésforo total mostraron un porcentaje similar.
Después de 6 horas de la primera inmersion se obtuvieron los mismos resultados
que después de 5 minutos, lo cual sugeria que el Inipol «fraguaba» muy rapido.
Sin embargo, después de esta explosion inicial de NTK y fosforo, esencialmente,
no habia ninguna emisiéon de estos materiales. Presumiblemente, el nitrogeno y
fosforo residuales, aunque fuertemente sujetos al material de playa contaminado
con petroleo, de hecho, se encontraban disponibles para las bacterias que estaban
degradando el petroleo. Demostrar experimentalmente esta disponibilidad era di-
ficil, tal y como se discute a continuacidn.

La aplicacion de Inipol en Prince William Sound se llevo a cabo inicialmente
mediante un aspersor portdtil que permitiese extender una capa fina sobre el mate-
rial de playa contaminado con petrdleo (Pritchard et al., 1991). Las capas se po-
dian controlar porque el petréleo aparecia mojado y de un color Negro mas oscuro
después de cubrirlo con Inipol. Este efecto visual desaparecia varias horas des-
pués de la aplicacion. Cuando Exxon usé Inipol a gran escala, se aplicé en una
cantidad aproximada de 0,3 I/m?, cifra basada en gran medida en la cobertura su-
perficial obtenida en nuestro proyecto de demostracion.

Cambios visuales. Las playas de ensayo de Snug Harbour, donde se aplico Ini-
pol como parte de una demostracion de campo para probar su efectividad, ofrecie-
ron algunos resultados visuales sorpredentes (Pritchard y Costa, 1991). Estas pla-
yas estaban moderadamente contaminadas con petréleo y no habian sido sometidas
al proceso de lavado fisico en el momento de nuestro ensayo. Fueron elegidas
como representativas de aquellas que no recibieron lavado fisico. Visualmente, las
zonas de guijarros tenian una capa fina de petrdleo viscoso que cubria las piedras,
Yy una zona de arena y grava por debajo de los guijarros. El petréleo no penetraba
mas de unos pocos centimetros por debajo de la superficie de grava. En algunas
zonas, s¢ podian encontrar pequefios parches gruesos de petréleo y mousse (mez-
cla de petrdleo/agua/aire en forma de coloide).

Aproximadamente, unos 10-14 dias después de aplicar el fertilizante oleofili-
co, la reduccion de Ia cantidad de petroleo sobre las piedras fue visualmente apa-
rente. El cambio fue especialmente evidente en las observaciones aéreas, donde se
puso de manifiesto que ¢l contraste con las restantes zonas contaminadas era dra-
matico, dando lugar a un rectangulo «limpio» (12 % 28 m) sobre la superficie de la
playa. El contraste también fue impresionante a nivel del suelo; habia una linea
precisa entre las zonas tratadas y no tratadas con fertilizante. En este momento, las
zonas de control no tratadas no habian cambiado visualmente.

Un examen mds de cerca mostrd que gran parte del petroleo habia desapareci-
do de la superficie de lps guijarros, sin embargo, quedaron importantes cantidades
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TABLA 12.3. Emision de amonio, nitrégenc totat Kjeldahl (NTK)
y féstoro total (PT) a partir del inipol EAP 22 durante un experimento
de inmersidn intermitente

Minutos desde Tiempeo Tiempo
el comienzo del de contacto de contacto
experimento 5 minutos * 6 horas *

Amonio emitido (mg N/1)T

5 1,1 0,5
15 1,1 0,4
30 1.4 0,5
60 1.3 0,7

120 1,4 0,7
5107 0,2
540 0.1
600 0,0
FT emitido (mg P/)

5 1,3 1.4
15 1.2 1,2
30 1,0 1,1
60 1,5 1.3

120 1,0 1,0
5100 1,1
540 0,9
600 0,9
NKT emitido (mg N/}t

5 24,6 29.8
15 26,1 348
30 27,2 35,5
60 32,5 34,3

120 29,4 323
5100 4,6
540 4,6
600 4,3

* Tiempo entre la aplicacién del fertilizante y la inmersién inicial.

+ Concentracion inicial de nitrogeno = 57 mg/L

~ Se drend el agua, ¢l material de playa quedé fuera del agua durante 6 horas; se puso de nuevo
el agua de mar.

de petréleo debajo de los guijarros, en la mezcla inferior de arena y grava. El pe-
tréleo que permanecia no era seco y mate como el petroleo de las playas de control
no tratadas, sino mas blando y mojado. También era muy viscoso al tacto, sin
tendencia a separarse de las piedras. Cuando se realizaron estas observaciones, no
se vio salir de la playa con las mareas ninguna marea negra de petroteo ni materia-
les petroliferos.
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Nosotros pensabamos que la desaparicion visual del petroieo sobre los guija-
ros, 2-3 semanas después de la aplicacion de Inipol, se debia fundamentalmente a
la biodegradacion y no a un fenémeno de lavado quimico. Los datos quimicos que
apoyan esta creencia se presentan a continuacion. Ademas, intentamos forzar los
efectos del lavado quimico afiadiendo repetidamente grandes concentraciones de
Inipol sobre varias zonas pequeiias en Snug Harbour, y no afect6 a la eliminacién
del petroleo; era necesario un periodo dé al menos 2-3 semanas para poder ver
cualquier efecto de «lavado» independientemente de la cantidad de Inipol dada.
La aplicacion de disoluciones acuosas fertilizantes (probadas en otra playa), que
contenian sélo productos quimicos inorganicos y no materiales organicos tipo sur-
factante, también producia el efecto de «limpicza» mas o menos en el mismo pe-
riodo de tiempo, apoyando auin mas la idea de la biodegradacion (Pritchard et al.,
1991). Finalmente, algunos experimentos realizados por investigadores de Exxon
(R. Prince, §. Hinton, y J. Bragg, mediante comunicados personales) han mostra-
do que, en unos ensayos especiales disefiados para medir la efectividad de diver-
sos productos comerciales de limpieza de rocas, el Inipol no era eficaz. También,
observaron, en estudios de microcosmos, que el Inipol parecia llegar a asociarse
mas estrechamente con el material de playa; es decir, el petréleo tenia mucha mas
tendencia a moverse hacia las paredes de vidrio de los microcosmos en ausencia
del Inipol.

Después de 6-8 semanas desde la aplicacion del fertilizante, habia bajado el
contraste entre las zonas tratadas y no tratadas en la playa de guijarros. Probable-
mente, este descenso del contraste se debid a la subida a la superficie del petroleo
desde el material contaminado debajo de la superficie en la zona tratada con Ini-
pol, y/o a la lenta eliminacién del petréleo sobre la superficie de la playa que ro-
deaba las zonas tratadas. A finales del verano, la zona utilizada para los estudios
de biorrecuperacion llegd a estar mas limpia, incluyendo las zonas de control. Varias
tormentas y un incremento de las lluvias, asi como la biodegradacion natural, con-
tribuyeron sin duda a estos cambios.

Globalmente, la rapida desaparicion del petroleo provocada por la aplicacion
del fertilizante oleofilico hizo que estas playas fuesen mas compatibles con la fau-
na local (menor tendencia a que la fauna local padeciese las manchas de petréleo
en piel y plumas). Estos importantes cambios sucedieron en un periodo de tiempo
mas corto que los cambios limitados en zonas no tratadas, y posiblemente ayuda-
ron a acelerar la recuperacion bioldgica de la zona intermareal.

Medicion del rendimiento

Obtener informacién definitiva sobre el papel de la biodegradacion en la separa-
cién de residuos de petroleo en el material de playa, o de hecho, sobre cualquier
matriz ambiental compleja, es una tarea dificil. Por lo general, para la biorrecupe-
racion de derrames de petréleo, s¢ debe producir tanta informacion cualitativa so-
bre los cambios en la composicion del petrdleo ——indicativos de los procesos bio-
logicos—, como informacion cuantitativa en relacion a las tasas de degradacion
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del petroleo, o de algunos de sus hidrocarburos, 1o que también es indicativo de
los procesos biologicos que se estan desarrollando. La informacidn cualitativa es-
tablece el alcance de la biodegradacion; sin embargo, cuando se cuenta con una
mezcla quimica compleja, como sucedia en el caso del petréleo de Prudhoe Bay,
lo deseable es lograr la eliminacion de algo mas que unos pocos hidrocarburos de
cadena corta (que suponen solo un pequefio porcentaje del petréleo), o la fraccién
alifitica del petréleo (es decir, se trataria de no dejar atras los hidrocarburos aro-
madticos, heterociclicos y ramificados, los productos quimicos polares, etc.).

De forma simultanea, una informacion cuantitativa que estableciese que el au-
mento de la biodegradacion del petroleo mediante tratamientos con fertilizantes
era suficiente como para merecer una operacion a gran escala, generalmente un
aumento del doble o triple sobre los controles no tratados, probablemente seria
aceptable para muchos ejecutivos y grupos reglamentarios, aunque esta decisién
no se asentase sobre una base de datos global. De todos modos, ambos tipos de
informaciones fueron dificiles de obtener en los trabajos de campo debido a los
nymerosos problemas que se plantearon,

Cualquier programa de ensayo sobre biorrecuperacion que se base en técnicas
analiticas que impliquen la desaparicion de residuos de petréleo o de hidrocarbu-
ros medidos mediante cromatografia gaseosa, esta abierto a criticas cientificas
porque existen varios procesos (incluyendo: fotosintesis, disolucién fisica, lavado
quimico, volatilidad, etc.) que pueden afectar o contribuir a la desaparicién de los
residuos. Para hacer frente a estas posibles criticas, elegimos una aproximacion
que integraba varios procedimientos analiticos con diversas suposiciones clave,
En primer lugar, supusimos que la desaparicion de algunos grupos de hidrocarbu-
ros se podia utilizar como indicador definitivo de la biodegradacién. Ademads, su-
poniamos que los indicadores de la biodegradacion estarian asociados a cambios
sustanciales en la composicion de varias fracciones del petroleo, especialmente
hidrocarburos aromaticos. Por lo tanto, atribuimos estos cambios composicionales
a la biodegradacion.

En segundo lugar, supusimos que si se pudiese establecer una correlacion en-
tre los cambios en la composicion de los hidrocarburos y los cambios en el peso
residual del petréleo, entonces, se podrian emplear las tasas de desaparicion de los
pesos residuales como primer indicativo cuantitativo del efecto del fertilizante.
Después, esta informacion se podria emplear para estimar la cficacia de la limpie-
za durante periodos de tiempo mas amplios.

Sin embargo, hay que tratar la razon por la cual se eligieron estos parametros
ya que los criterios sobre lo que constituye la biodegradacion del petréleo son
complejos y controvertidos. Muchos estudios han considerado que la reduccion de
la concentracion de hidrocarburos alifdticos es, en general, un indicativo de la bio-
degradacion, pero su valor a menudo se cuestiona, ya que estos hidrocarburos son:
(1) con frecuencia, la fraccion mas ficil de biodegradar, (2) los menos toxicos, y
(3) a menudo solamente suponen un pequefio porcentaje (en peso) del petroleo.
Medir los cambios composicionales de la fraccion aromatica afade una dimension
mas, ya que estos hidrocarburos son menos propensos a biodegradarse y, poten-
cialmente, mas téxicos de forma crénica. Sin embargo, la mayor parte de los pro-
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cedimientos mas comunes utilizados para medir los hidrocarburos aromaticos se
basan en el analisis espectral de masas, este analisis s¢ concentra en tan solo 10-20
compuestos seleccionados, lo que supone una fraccion muy pequena de los aroma-
ticos totales. No se ha establecido atn si estos hidrocarburos aromaticos seleccio-
nados son buenos representantes de la degradacién que se produce en el resto de
los compuestos aromaticos. Sin embargo, si se presta atencién tan sélo a los hidro-
carburos aromaticos y se comprueba que se degradan, existe la ventaja de poder
suponer que también se degradaran ampliamente los hidrocarburos alifaticos.

Independientemente de los cambios composicionales parece razonable exigir
que la biodegradacion, como herramienta de limpieza optima, deberia lograr la
eliminacion de la mayor parte del material; los cambios en la composicion sin
eliminacion del petroleo residual sélo son una parte de la cuestion. Ademas, la
biodegradacion del petrdleo en las condiciones optimas del laboratorio da lugar a
una reduccién del 40-60 por ciento del peso total del petroleo (Atlas y Bartha,
1973), y, por lo tanto, seria razonable esperar que s¢ produjese alguna reduccién
del petréleo residual en las condiciones de campo. La iltima forma de medir la
biodegradacién consiste en dividir el petroleo en diversas fracciones: alifatica, aro-
matica, heterociclica, polar y asfaltica, y determinar la reduccién en peso de cada
una de ellas, Estas fracciones se pueden analizar generalmente mediante cromato-
grafia de gases para determinar los cambios de composicién. Este procedimiento
analitico ha sido utilizado por Westbake y sus colaboradores en varios estudios
(Jobson et al., 1972).

Cambios en las relaciones alcanos normales
a alcanos ramificados

Los resultados obtenidos en Alaska para ¢l fertilizante oleofilico son instructivos a
la hora de proporcionar una perspectiva que permita medir el rendimiento de la
biorrecuperacion en los trabajos de campo. El analisis quimico del material de
playa contaminado con petréleo, expuesto y no expuesto al fertilizante oleofilico,
se realizé recogiendo ¢l material de playa segin un disefio de bloque (21 muestras
tomadas en cada momento del muestreo, 7 en cada bloque contiguo a lo largo de
una linea en las zonas de pleamar, media, y bajamar de la playa) y, después, extra-
yendo muestras (con cloruro de metileno) de la superficie de los guijarros y de la
mezcla de arena y grava por debajo de ellos. El peso del petroleo recuperado (me-
dido en mg/g de material de playa) s¢ determiné gravimétricamente, y se estable-
¢ié su composicion inyectando extractos en un cromatografo de gases segin pro-
cedimientos analiticos normalizados (Pritchard et al. 1991).

Los cambios en la composicion se determinaron examinando primero los alca-
nos determinables. Historicamente, esto se ha realizado mediante el calculo de la
relacién en peso entre un hidrocarburo de biodegradacion facil conocida (general-
mente los alcanos normales C17 y C18) y un hidrocarburo que se biodegrade mas
lentamente (generalmente los alcanos ramificados pristano y fitano, con tiempos
de retencién cromatograficos muy similares a los alcanos n-C17 y n-C18) (Atlas).
Nosotros nos centramos principalmente en la relacion n-C18/fitano, ya que en oca-
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siones se encuentra pristano de forma natural en el agua del mar. El concepto de
relaciones s¢ basa en la idea de que la mayoria de los procesos no biologicos de
destino (erosion fisica, evaporacion, lixiviacion, etc.) no darén lugar a pérdidas
significativas de hidrocarburos alifaticos y ramificados que tienen comportamien-
tos cromatograficos y quimicos similares. Este concepto se apoya ¢n algunos estu-
dios biogeoquimicos realizados sobre el petroleo (Kennicutt, 1988). Sin embargo,
como los alcanos ramificados, de hecho, se biodegradan (Prinik et al., 1977; Mue-
ller et al., 1992), solamente se tienen que degradar mas lentamente que los alcanos
lineales para aprovechar el método de relacién.

Centrandonos en los efectos del fertilizante oleofilico Inipol EAP™22, los re-
sultados de la Figura 12,32 muestran que, después de un retraso inicial, se produjo
una gran degradacion en la relacion n-C18/fitano para las muestras de guijarros.
También se produjo una degradacion en la playa de control no tratada, pero a una
velocidad de aproximadamente la mitad de la velocidad de biodegradacién de la
playa tratada con fertilizante (Fig. 12.3b). A pesar de la gran variabilidad alrede-
dor de los valores de las medianas, las pendientes de las curvas de degradacién
(siguiendo la muestra del 17 de junio, y sin incluir la muestra del 9 de septiembre)
eran estadisticamente diferentes a cero, y de una a otra, con un intervalo de con-
fianza del 95 por ciento. Segin las suposiciones anteriormente descritas sobre ¢l
significado de los cambios en la relacion, se produjo la biodegradacién en ambas
playas, y aumento por la aplicacion del fertilizante. Hay que destacar que el petrod-
leo ya habia sufrido una biodegradacion antes de 1a aplicacién del fertilizante, ya
que la relacion para el petroleo de Prudhoe Bay erosionado y no degradado estaba
en torno a 2,0. Ademads, los grandes descensos de las relaciones invariablemente
estuvieron relacionados con una considerable reduccion, si no eliminacién com-
pleta, de los alcanos analizados mediante cromatografia de gases, de) n-C17 al
n-C30.

La gran variabilidad de las relaciones mostradas en la Figura 12.3 (es decir,
algunas muestras dieron evidencia de una gran biodegradacion mientras otras evi-
denciaron muy poca) estaba relacionada con la distribucion altamente heterogénea
del petr6leo en la playa. Posiblemente, sobre la superficie de la playa se producia
la misma biodegradacion, pero el muestreo aleatorio (casi inevitable en este caso)
necesariamente englobaba suficientes cantidades de petroleo no degradado proce-
dente de debajo de la superficie como para diluir la medida de biodegradacidn.

En la mezcla de arena y grava por debajo de los guijarros se dio un cambio
mucho menor o inexistente en la relacion n-C18/fitano, tanto para la playa tratada
con fertilizante oleofilico como para la playa de control no tratada (Figs. 124ay
12.4b). Igual de sorprendente, sin embargo, fue la diferencia inesperada en la rela-
cidn inicial entre las muestras de la superficie de guijarros y las muestras de la
mezcla de arena y grava (considerando t = 0, el muestreo del 8 de junio de 1989).
En ambos casos, se habia producido una biodegradacion sustancial del petrdleo
antes de aplicar el fertilizante, pero era mucho mas pronunciada en las muestras de
arena y grava mezcladas. No estaba claro el porqué de esta relacién menor. Quizas
la biodegradacién era mas aparente debido a una menor disolucién del petréleo no
degradado durante ¢l muestreo.
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Biodegradacion del fitano

Siguiendo la logica establecida anteriormente, la ausencia de un cambio en la rela-
cion n-Cl18/fitano para las muestras de arena y grava mezclada sugiri6é que no se
estaba dando una biodegradacién del petroleo a pesar de su estado degradade an-
tes de la aplicacion del fertilizante. La baja relacion inicial puede limitar la obser-
vacion de los cambios. Sin embargo, parte de este efecto se puede explicar me-
diante otro proceso. Un examen del propio fitano en la mezcla de arena y grava
debajo de los guijarros en la playa tratada con Inipol mostréd que su degradacion
era tan rapida como la del alcano n-C18 (Fig. 12.5). Por lo tanto, o la biodegrada-
cion no tenia lugar (es decir, algin proceso no bioldgico estaba separando ambos
hidrocarburos de forma simultdnea), o el fitano se estaba degradando tan rapido
como el n-C18. La degradacién del fitano no es comun, pero existe (Pirink et al.,
1977; Mueller et al., 1992), y se aislaron facilmente microorganismos degradado-
res de fitano en las playas de Prince William Sound. Por lo tanto, las comunidades
microbianas de las playas de Alaska pueden tener una gran capacidad de degrada-
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cion de los alcanos ramificados, y en esc caso se comprende ¢l concepto de usar
fitano como marcador bioldgice interno. Las muestras tomadas de los guijarros
también evidenciaron con el tiempo un importante descenso del fitano, pero a una
velocidad menor que el n-C18.

Por otra parte, los resultados obtenidos en las muestras de arena y grava extrai-
das de debajo de los guijarros sugirieron la posibilidad de que el Inipol estuviese
actuando de forma quimica (efecto surfactante) para separar los hidrocarburos ali-
faticos y ramificados. Sin embargo, el n-C18 y el fitano desaparecieron a la misma
velocidad que en las muestras de arena y grava tomadas en la playa de control
(datos no mostrados). Como no existia la posibilidad de un efecto quimico en la
playa de control, hay que deducir que la separacion del fitano se debié principal-
mente a la biodegradacion.

Cambios de composicién en los hidrocarburos aromaticos

En este momento se puede concluir que se produjo una biodegradacion de la frac-
cion alifatica del petroleo en las muestras tomadas en la superficie de guijarros, y,
postblemente, también en las muestras de arena y grava. Tal y como se menciond
anteriormente, creemos que la biodegradacién de la fraccioén alifitica no es sufi-
ciente en si misma como para poder hablar de una biorrecuperacion efectiva. Otra
aproximacién para examinar la biorrecuperacion global del petréleo consiste en
realizar una espectroscopia de masas como detector en la separacion del cromat6-
grafo de gases (EM/CG). Utilizando este método se pueden examinar diversos hi-
drocarburos aromaticos que quizds son mas dificiles de degradar que los alifaticos
(Kennicult, 1988; Rowland et al., 1986). Esto es importante no sélo porque se
sigue la huella de otra fraccion degradable del petréleo, sino porque se sabe que
algunos hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) son precancerigenos bajo
ciertas condiciones. Por lo tanto, si se observa su eliminacién, se esta constatando
una reduccion de los posibles efectos ecologicos adversos. Si esta cuestion de toxi-
cidad es realmente relevante o no (debido a que se¢ trata de escenarios de exposi-
cién improbables) se tomé como un factor a considerar en las evaluaciones de
efectividad. Ademas, como la baja solubilidad de los HPAs los hace dificiles de
degradar, se pueden emplear para medir el alcance de la degradacion del petréleo.
En la Tabla 12.4 se muestra el analisis espectral de masas de diversos hidrocarbu-
ros aromaticos y heterociclicos de varias muestras de petroleo con relaciones
n-C18/fitano y concentraciones de hidrocarburos alifaticos muy reducidas. Los hi-
drocarburos aromaticos seleccionados representan un grupo de homoélogos metil-
sustitutos con un peso molecular cercano a una estructura quimica conocida. Los
valores de la tabla se comparan con el hopano (17 alfa, 21 beta), alcano ciclico
multianillo (C30). El hopano y sus homélogos, bastante resistentes al ataque bio-
légico, han sido utilizados durante algun tiempo por los geoquimicos como bio-
marcadores internos conservados en el petroleo (Kennicutt, 1988). Sin embargo, a
diferencia del caso de la relacion n-C18/fitano, los cambios relativos no se pueden
atribuir a la biodegradaciéon con tanta confianza; la descomposicién diferencial
entre un hidrocarburo y el hopano podria deberse a procesos no biolégicos, ya que
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TABLA 12:4. Concentraciones relativas (mediana* y desviacién tipica) de los
nidrocarburos aromaticos, heterociclicos y ciclicos comparados con el hopano

Petréleo de Playa no Playa

Prudhoe Bay fertilizada fertilizada
n-C18 52,9 : 1,14 (1,43) 0,96 (0,78)
Fitano 28,3 13,80 (2,30) 6,63 (3,63)
C3/Naftalenos 31,9 0,15 (0,13) 0,08 (0,04)
C3/Fluorenos 5,30 1,74 (0,38) 1,01 (0,89)
C3/Fenantrenos 10,0 5,40 (0,23 3,36 (1,35)
Dibenzotiofeno 5,93 0,07 (0,03) 0,04 (0,03)
C3/Dibenzotiofeno 9,49 5,34 (0,64) 3,42 (1,43)
Crisenos 1,22 0,89 (0,04) 0,71 (0,17)
C3/Crisenos 2,49 1,13 (0,22) 1,03 (0,44)
Norhopano 0,56 0,62 {0,93) 0,59 (0,06)
Estearanos 5,5 5,91 (0,50) 5,15 (0,42)

* N = 8; seleccionado aleatoriamente del muestreo del 7/29/89; todas las muestras son 50 mili-
gramos de petroleo residual por mililitro extraido.

i i imilitud quimica entre el hidrocarburo objetivo y
¢l hopano. No obstante, el hopano proporciona un estandar constante para norma-

lizar las concentraciones de los hidrocarburos aromaticos.

En la Tabla 12.4, 1a diferencia relativa de cantidad en cada grupo de homolo-
gos de las muestras de petroleo de la playa de Prudhoe Bay indica el grado de
cambio en la composicion que tuvo lugar en las muestras de playa. Las muestras
de playa tratadas con Inipol, con muy bajas relaciones n-C18/fitano, mostraron
también grandes cambios en muchos de los hidrocarburos aromaticos. El norhopa-
no y los estearanos son tan resistentes a la biodegradacion como el hopano, y su
permanencia apoya el concepto de hopano como marcador biolégico interno. De
nuevo, no hay forma explicita de asegurar que los cambios de los hidrocarburos
aromaticos y heterociclicos se deban a la biodegradacion, pero la posibilidad es
grande. De hecho, algunos de los HPAs de mayor peso molecular probablemente
no pueden verse afectados por los procesos quimicos y fisicos, y, por lo tanto, la
biodegradacién puede ser el inico mecanismo que pueda explicar su desaparicion.
Ademas, estas muestras se tomaron en la playa aproximadamente 78 dias después
de la aplicacion del fertilizante Inipol; cualquier efecto quimico residual del ferti-
lizante que pudiese provocar estos cambios en la composicién era igual de impro-
bable.

Si suponemos que los procesos no biologicos (como, por ejemplo: lixiviacion
o disolucién) separan grupos de hidrocarburos aromaticos segun su solubilidad,
los mas solubles se separardn primero, entonces, cualquier excepcion a esta ten-
dencia se podria atribuir a la biodegradacion, ya que la solubilidad no es la Gnica
caracteristica que determina la susceptibilidad al ataque biologico. Un examen de
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la Tabla 12.4 muestra que existen varios casos en los que los descensos de las
concentraciones de hidrocarburos arométicos en las muestras de campo (relativas
al petréleo de Prudhoe Bay) son mayores para los hidrocarburos menos solubles.
Por ejemplo, habia un mayor descenso en C3-crisenos del que habia en el propio
criseno, y habia un mayor descenso en C3-fluorenos del que habia en C3-fenante-
nos. Aunque estas diferencias podrian ser consecuencia del muestreo y/o analisis,
la biodegradacion es el anico proceso en ¢l que este efecto diferencial es una posi-
bilidad. Por lo tanto, en la mayoria de las muestras en las que se produjo una bio-
degradacion sustancial del petrdleo (tal y como se mide por las relaciones n-C18/
fitano), también se produjo un descenso concomitante en muchos de los hidrocar-
buros aromaticos de peso molecular alto.

Relacion entre el cambio de composicion y el cambio
en el peso residual

El siguiente paso era establecer una relacién entre los cambios de composicién y
la pérdida de residuos petroliferos. Una correlacion positiva apoyaba la idea de
que ia pérdida de residuos de petréleo se debia a los procesos de biodegradacidn,
En la Figura 12.6 se muestran los cambios en el peso residual frente a los cambios
en la relacion n-CI8/fitano. Es evidente la existencia de una correlacidn positiva.
Los resultados son interesantes ya que se podria producir una rapida reduccién en
la relacioén sin un i0 signi i i ' i -
go, éste no era el caso, y podemos concluir que una vez que comienza la descom-
posicién de la fraccion alifatica, también se inicia la biodegradacién de muchas
otras fracciones del petréleo, a velocidades diferentes.

En este momento se puede obtener una buena informacidn cuantitativa sobre
la biodegradacion. Como la velocidad de descomposicion del petroleo residual
parece ser de primer orden, se puede calcular la vida media del petréleo (Ta-
bla 12.5). La aplicacion de fertilizante oleofilico provocé un incremento de mas
del doble en la velocidad de desaparicion del petréleo residual sobre los guijarros
en comparacion con el control no tratado. La diferencia fue estadisticamente sig-
nificativa a pesar de la variabilidad de los datos. No se detecté ninguna diferencia
en las velocidades de descomposicion del petrdleo residual en la arena y grava
mezcladas.

Segun la discusion anterior, atribuimos la mayor tasa de descomposicion en la
playa tratada con fertilizante al aumento de la biodegradacion provocado por el
suministro de nitrogeno y fosforo. Es interesante que el efecto de aumento del
fertilizante parezca sostenerse durante 90 dias. Este periodo de tiempo era mucho
mads largo que el periodo de emision de nutrientes o que el periodo en el que el
fertilizante pudiese tener un efecto de lavado. Por lo tanto, «favorecery el proceso
de biodegradacion con unos pocos nutrientes parecia tener éxito. Se puede genera-
lizar y decir que durante un periodo de 120 dias (es decir, el periodo maximo, en
Alaska, en el que las temperaturas del agua estan por encima de los 10 °C y, por lo
tanto, son adecuadas para la biodegradacién del petréleo), la biorrecuperacion eli-
minatia (supeniendo linealidad) aproximadamente 4 veces mas de petroleo en los
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FIGURA 12.6. Relacion de cambios en el peso residual del petréleo y cambios
en la relacién c-C18/fitano {(expresada como porcentaje del valor de medio a
t = 0) de las muestras de petréleo tomadas de los guijarros de las playas
de Snug Harbor tratadas con Inipol y no tratadas. Los datos de la esquina
izquierda del gréfico representan las muestras tomadas mas tarde

en el periodo de muestreo.

TABLA 12.5. Anailisis de las tasas de descomposicidn frente a los pesos
residuales del petréleo transformado {mg/g) en las muestras de guijarros

(sélo del 8 de julio de 1989 al 29 de julic de 1989) para
las playas de ensayo de Snug Harbor

Importancia
de la pendiente,
INAYOr que cero

Tiempo para

Pendiente Vida media separar el
Playa (desv. tipica) N valor-T P (dias) (90%, dias}
Tratada -0,016 80 -2.4 0,02 44 146
con lnipol {0,007)
Ceontrol, no -0,006 65 0,56 0,58 124 411
tratada (0,010}

* La tasa del Inipol difiere de cero de forma importante dnicamente a un nivel de confianza

del 95 por 100,
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guijarros que en la playa de control no tratada. Por lo tanto, con una concentracion
inicial de 1,0 mg de petréleo/g de material de playa (superficie de guijarros), la
biodegradacién potencialmente puede climinar la mayor parte del petréleo en un
solo verano. Esto coincidia con nuestras observaciones visuales. La ausencia de
cualquier efecto sobre el petréleo residual en la arena y grava mezcladas debajo de
los guijarros, sugeria que el petroleo quizas no se eliminaba en una capa lo sufi-
cientemente gruesa como para permitir que la biorrecuperacién tuviese efecto du-
rante este periodo de ensayo. O, posiblemente, ¢l Inipol no era capaz de propor-
cionar nutrientes en esta parte de la playa: es decir, estaba actuando principalmente
en la superficie.

Nutrientes y biomasa microbiana

Después de la aplicacion del fertilizante oleofilico, se tomaron muestras del agua
intersticial durante varios ciclos de mareas para determinar si se podia observar
algin incremento en las concentraciones de nitrogeno y fosforo. Las muestras de
agua se tomaron mediante un aparato modificado que muestreaba agua 10-15 cm
por debajo de la superficie de arena y grava mezcladas. El muestreo se realizo 2,
10 y 30 dias después de la aplicacidn del fertilizante. S6lo se observaron elevadas
concentraciones de nitrogeno en el muestreo del dia 2 (Tabla 12.6), pero en las
zonas de la playa de ensayo se observaron concentraciones muy elevadas. Sin

embargo, la variabilidad era bastante grande con alguna inclinacidon hacia una par-
te de la zona tratada. Si en la pleamar todo el nitrégeno del fertilizante entrase en
un golpe hipotético de agua que cubriese la zona de ensayo de la playa, se podrian
esperar unas concentraciones de aproximadamente 200-300 pM de N. Obviamen-
te, estas concentraciones se alcanzaron en algunas zonas de la playa. Como se
habian producido tres ciclos de mareas antes del muestreo, probablemente, gran
parte del nitrégeno del fertilizante Inipol se habia emitido durante los primeros
dias. Esto se corresponde con los datos de emisién de nitrégeno generados en los
estudios de laboratorio descritos anteriormente. Por lo tanto, el efecto acelerador
del fertilizante oleofilico sebre la biodegradacion del petréleo puede haber sido
resultado de un golpe inicial de nutrientes en vez de ser el resultado de una con-
centracion de nutrientes sostenida en el tiempo. Otros datos de laboratorio y de
campo apoyan esta posibilidad (Pritchard et al., 1991).

El incremento de las tasas de biorrecuperacion por la aplicacion del fertilizante
también deberia provocar un incremento en el numero de bacterias degradadoras
del petroleo. Para determinar si éste era el caso, se analizaron muestras de playa
(arena y grava mezcladas) utilizando un procedimiento NMP (nimero mas proba-
ble) {Pritchard et al., 1991), mediante este procedimiento se controlaban los cam-
bios en la consistencia fisica del petréleo comeo indicadores de su biodegradacién.
No hubo ninguna diferencia significativa entre las playas de control y las tratadas
durante los tres meses de muestreo (datos no mostrados). Sin embargo, tal y como
se indicd anteriormente, las concentraciones de organismos degradadores dei pe-
troleo eran muy altas al principio, y, con la gran variabilidad observada en los
datos, harian falta unos incrementos de aproximadamente dos 6rdenes de magni-
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TABLA 12.6. Nitrégeno amoniacal (uM) en muestras de agua intersticial
tomadas en una marea entrante, 2 dias después de la aplicacién
del fertilizante oleofilico en una playa de guijarros en Snug Harbor

Bloque*
1 3 5 7
Zona pleamar 57 300 10 4
Zona media 410 61 3 6
Zona bajamar 190 3 2 3

* Los bloques eran de 5 m de largo y 4 m de ancho y se situaban de forma paralela a la linea del
agua cubriendo tres zonas paralelas, cada una de 4 m de anchura de lado a lado subiendo la playa.
En cada zona no se muestreaban los bloques 2, 4, y 6.

tud para ser significativos. Ademas, ¢l incremento de la biomasa podia verse oscu-
recido por un desprendimiento de células o una conducta predatona de los proto-
zoos. Los estudios de campo realizados el verano siguiente (1990), finalmente,
fueron capaces de demostrar los importantes incrementos que se producian en re-
lacion a los organismos degradadores de hidrocarburos, pero solamente en la sub-
superficie de la playa (Lindstrom et al., 1991).

Estudio de campo en Disk Island

En el verano de 1990, un aiio después del derrame de petroleo, se eligié como
zona de estudio una parte del litoral noroeste de Disk Island (isla localizada entre
las islas Ingot y Knight). El estudio se disefi¢ para obtener informacion de la res-
puesta que se producia segin la dosis aplicada de fertilizante. Se eligieron los gra-
nos de fertilizante porque era facil aplicar diferentes concentraciones de forma
controlada.

La zona de estudio se eligio porque era uno de los pocos lugares que quedaban
con playas moderadas o fuertemente contaminadas que podian ser Wtiles experi-
mentalmente. La playa seleccionada para el estudio, que no habia sufrido el proce-
so de lavado fisico utilizado por Exxon, tenia una ligera pendiente y poca activi-
dad de olas. La contaminacion con petréleo era superficial y subsuperficial, y mas
densa en la arena y grava mezcladas de lo observado en otros tipos de playas,
como por ejemplo en Prince William Sound.

Se aplicaron diferentes cantidades de granos de fertilizante en distintas zonas,
tal y como se muestra en la Figura 12.7. La concentracion de granos aplicada por
Exxon a gran escala fue de 100 g/m’. Antes de la aplicacién del fertilizante, las
muestras de material de playa se homogeneizaron y colocaron en cestas de mues-
treo localizadas en cada zona. Después, estas cestas de muestreo s¢ trataron pe-
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FIGURA 12.7. Mapa de actividad especifica del fertilizante en Disk !sland ¥
tasa de aplicacion de granos de CUSTOMBLEN.

riodicamente para determinar el efecto del fertilizante sobre la biodegradacion del
petroleo. La homogeneizacion reducia la variabilidad en las concentraciones de
petroleo y, de esta forma, simplificaba mucho los esfuerzos de muestreo.

después de la aplicacion de los granos de fertilizante. Estos datos se obtenian des-
de pozos de muestreo perforados en las playas para permitir el muestreo de las
aguas intersticiales con las mareas entrantes y salientes. Las mayores concentra-
ciones de amonio s¢ observaron con la aplicacion de concentraciones mayores de
granos (tasa 4; 1.000 g/m?), pero estas concentraciones no se sostuvieron durante
mas de 1-2 dias. De hecho, las concentraciones de amonio se acercaban a los nive-
les ambientales entre 5 y 10 dias después de la aplicacién, independientemente de
la concentracion de granos de fertilizante aplicada. Evidentemente, cuando se esté
observando una respuesta relacionada con la dosis, se apreciar un golpe inicial de
nutrientes en vez de concentraciones sostenidas en el tiempo. Los resultados para
la emisidn de fosfatos y nitratos fueron similares.

Un examen del descenso ¢n la relacion n-C18/fitano para las muestras tomadas
en las playas en diferentes momentos después de la aplicacién inicial del fertili-
zante mostré que, esenciaimente, no s¢ producia un aumento de la biodegrada-
cion, ya que el descenso no era mayor que el observado en las zonas de control no
tratadas. En la Figura 12.9 se muestra una comparacion entre las relaciones de una
zona de control y una zona que recibié la mayor concentracién de fertilizante en
grano. Estaba claro que existia biodegradacion (es decir, un descenso continuo en
las relaciones), pero no parecia que fuese estimulada por el fertilizante, Este era
un resultado sorprendente porque revelaba que quizas no todas las playas sean
receptivas a la biorrecuperacion. Debido a las caracteristicas energéticas de la pla-
ya y a la naturaleza més compacta de su material, las limitaciones en el transporte
de masas (disponibilidad de nutrientes y/o oxigeno) pueden llegar a ser un proble-
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FIGURA 12.8. (a) Cambios en la concentracion de amonio para la marea
entrante en todas las zonas del Estudio sobre la Tasa de Aplicacién
de Fertilizante en Disk Island. (b) Cambios en la concentracion de amonio
para la marea saliente en todas las zonas del Estudio sobre
la Tasa de Aplicacién de Fertilizante en Disk island.
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FIGURA 12.9. (a) Cambios en la relacién n-C18/fitano para la aplicacién
de 500 g/m? de fertilizante en el Estudio sobre la Tasa de Aplicacion
de Fertilizante en Disk Island. (b) Cambios en la relacion n-C18/fitano

para la zona de control no tratada nimero 1 en el estudio de Disk Island.
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ma importante, y éste es un factor clave que se debe considerar a la hora de usar la
biorrecuperacion en otros tipos de playas contaminadas con petréleo. También
sabemos que el material de playa contenia material hamico; esto puede haber in-
teractuado con las comunidades microbianas degradadoras del petréleo, bien como
competidor respecto al oxigeno disponible, o bien como fuente de carbono degra-
dable preferible para los hidrocarburos petroliferos.

Esta experiencia proporciona una leccion acerca del uso de los ensayos de la-
boratorio como indicador del potencial de biorrecuperacion. Si era un fenémeno
de transporte de masas lo que afectaba al éxito de la biorrecuperacion en Disk
Island, entonces, la separacidn del material de playa en el laboratorio y la realiza-
cién de ensayos similares a los descritos anteriormente, con toda probabilidad, no
hubiesen revelado las limitaciones inherentes al trabajo de campo. La mayoria de
estos ensayos de laboratorio implican el uso de matraces que, por su disefio, opti-
mizan el transporte de masas, y, por lo tanto, hay que esperar que se muestren unas
actividades engafiosamente altas en comparacion a las que se producen en campo.
Esto viene ilustrado por los estudios de mineralizacion llevados a cabo conjunta-
mente con el estudio de Disk Island. El material de playa de las cestas de mues-
treo, cuando se colocé en matraces biométricos, mostro unas actividades de mine-
ralizacién que reflejaron un efecto de aumento por la presencia del fertilizante
(Fig. 12.10). Parte de ia produccion total de CO, es posible que procediese del
material organico no petrolifero presente en el material de playa; sin embargo,

T unos estudios similares que utilizaron hidrocarburos radioetiquetados revelarom——
que, probablemente, estaba teniendo lugar en estos matraces una estimulacién de
la degradacion del petréleo por la accién del fertilizante. También parece que existe
una relacion dosis-respuesta en estos resultados, pero al doblar las concentracio-
nes de fertilizante no se doblé la tasa de degradacion del petroleo, tal y como se
mide con la mineralizacion. Obviamente, esta relacion no se daba en el trabajo de
campo.

Por lo tanto, el efecto estimulador observado en el laboratorio no se reflejé en
el trabajo de campo. Sin embargo, los estudios en matraces indicaron que cxistia
alguin tipo de limitacion al transporte de masas que estaba afectando a la biorrecu-
peracion en los trabajos de campo. La dnica forma de protegerse de los problemas
que plantea la extrapolacion es realizar estudios de microcosmos; en estos estu-
dios se analizan en el laboratorio las muestras intactas del material de playa bajo
una serie de condiciones similares a las que se dan en el trabajo de campo. De
hecho, estos sistemas se desarrollaron y probaron durante el proyecto del derrame
de petroleo en Alaska (Pritchard et al., 1991), pero implican mayores complejida-
des, tiempo y gastos.

Programa de EPA para ei desarrollo de un protocolo
de biorrecuperacién de un derrame de petrdleo

Muy vinculada a los estudios de campo que se acaban de describir esta la cuestion
de cuéles son los productos comerciales, sean microorganismos, nutrientes, Sur-
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FIGURA 12.10. Tasa de produccidn de CO, frente a la tasa de aplicacion

del fertilizante.

factantes, u otros, que se podrian o deberian utilizar en un contexto de biotrecupe-
racion. Tal y como hemos mencionado anteriormente, en Alaska, muchos de estos
productos comerciales no podian ser considerados debido al corto margen de tiempo
que existia para las demostraciones de campo, pero tambi€n porque los datos dis-
ponibles para cada producto eran tan diversos y/o insuficientes que no se podian
seleccionar razonablemente en el tiempeo disponible. El desarrollo de protocolos
de ensayo sobre rendimiento y seguridad ambiental que permita establecer una
base de datos constante y relevante, sobre {a cual se puedan adoptar decisiones
para e! uso de productos comerciales especificos, ya esta en camino en la Oficina
de Investigacion y Desarrollo de EPA. La formacion de una base conceptual para
estos protocolos ha resultado complicada debido a la necesidad de mantener el
alcance de los ensayos dentro de lo razonable. Sin embargo, los problemas plan-
teados en cuanto a la variabilidad, tal y como se indicaba anteriormente, hace muy
dificil el disefio de protocolos que finalmente proporcionen el tipo de informacion
«correctan para adoptar las decisiones reglamentarias apropiadas. De hecho, es
importante revisar la conceptualizacion inicial que hemos realizado hasta la fecha.
Evidentemente, mientras se ensayan y validan los protocolos, estos conceptos ten-
dran que ser modificados; por lo tanto, la informacion que se presenta aqui no se
debe considerar como una directriz final.

Los protocolos para establecer el rendimiento de los productos de biorrecupe-
racion del petroleo, al final, deben contener los siguientes componentes:



CUESTIONES REGLAMENTARIAS Y DE EFICACIA... 305

1. Un «sistema experto» simplificado (basicamente un arbol de decisiones},
utilizado por los reguladores para considerar los factores periféricos que
son fundamentales para el éxito de la biorrecuperacion en aguas abiertas
(Nivel 1, arbol de decisiones).

2. Un ensayo de clasificacion que permita la evaluacion del rendimiento en
relacion a los distintos productos de biorrecuperacion segin su capacidad
para promocionar una biodegradacion importante del petroleo bajo una se-
rie de condiciones estandar de laboratorio {Nivel 11, informacion de clasifi-
cacion).

3. Un procedimiento para extrapolar la informacion obtenida en el laborato-
rio al trabajo de campo sobre una base lugar-especifica, utilizando infor-
macion definitiva sobre cinética y respuestas a la dosis en marcos predicti-
vos simplificados y cuantitativos (Nivel 111, informacion de extrapolacion
al trabajo de campo).

4. Un procedimiento para el uso de sistemas de microcosmos continuos con
el fin de establecer el efecto relative de diferentes productos comerciales
de biorrecuperacion sobre los derrames de petréleo bajo las condiciones
ambientales probables durante un derrame de petrdleo (Nivel 111, informa-
cidén de extrapolacion al trabajo de campo).

5. Directrices para realizar estudios de campo controlados en cercados artifi-

ciales con objeto de establecer claramente el destino del petréleo durante la

hioree Nears on—( demo 9 on-directa en campo

Es prudente centrarse en una parte del desarrollo de los protocolos debido a las
limitaciones de espacio. Los ensayos se realizarian bajo los componentes del pro-
tocolo de extrapolacion lugar-especifica (punto 3) y el ensayo de microcosmos
(punto 4). Sin embargo, primero se hara una breve descripcién de los conceptos
que se encuentran detras de un protocolo de ensayos del Nivel Il como método
para e¢stablecer comparaciones.

El propésito de los ensayos del Nivel 11 es determinar la capacidad de un pro-
ducto en particular a la hora de proporcionar una biodegradacion significativa del
petréleo bajo una serie de condiciones de ensayo estandar en el laboratorio. No se
disefia para plantear ¢l rendimiento en un producto de biorrecuperacion bajo con-
diciones lugar-especificas.

Ademas, los ensayos del Nivel 11 se dividieron en partes: la que mide la activi-
dad de los productos biologicos y la que examina el rendimiento de los productos
no biolégicos. Los ensayos para los productos bioldgicos implican la adicion del
producto directamente sobre el derrame de petroleo en la proporcion recomendada
por el fabricante. También se afiaden otros aditivos recomendados por el fabrican-
te. Se supone que no es necesaria la flora microbiana del agua natural porque el
producto proporciona la mayor parte de la actividad microbiana. Los ensayos se
realizaron sin y con los nutrientes aitadidos al agua, y con productos estériles (es-
terilizados) y no estériles. Los matraces se incuban mediante agitacion a 20 °C. Si
el producto es eficaz, los resultados se comparan con una serie de datos estandar
desarrollados con una informacién que especifica la cantidad de actividad minima
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necesaria (perfil de captacion del oxigeno y cambios en la quimica del petrdleo)
para que el producto sea eficaz como agente de biorrecuperacion.

En el ensayo de productos no biolégicos, se supone que éstos generalmente
implican a algiin mecanismo o procedimiento para estimular las capacidades de-
gradadoras de la flora microbiana natural, En la mayoria de los casos, esto supone
el enriquecimiento rapido de los microorganismos degradadores del petrdled den-
tro del conjunto de la poblacion bacteriana. Como en el Nivel 11 de ensayo no es
apropiado considerar los factores especificos de un lugar determinado que afectan
a la actividad o el enriquecimiento de los microorganismos degradadores del pe-
tréleo, se debe utilizar una mezcla estandar de cultivos bacterianos puros que de-
graden todas las fracciones mas importantes del petréleo. Alternativamente, se puede
seleccionar un lugar especifico para el muestreo como fuente constante de pobla-
ciones naturales de bacterias. Sin embargo, no hay garantias de que la sensibilidad
de una muestra de agua de este lugar siempre sca constante, y, por ello, el uso de
una mezcla de cultivos puros tiene diversas ventajas: (1) permite almacenar las
bacterias durante largos periodos y conservar su actividad, de esta forma, sera la
misma cada vez que se utilice; (2) elimina las variaciones probables cuando se
utilizan las muestras naturales como indculos, de esta forma, se suprime la necesi-
dad de utilizar productos de control cada vez que se hace un ensayo; (3) se em-
plean unas condiciones de enriguectmiento Optimas, con lo cual la evaluacién del
producto de biorrecuperacion se proporciona bajo condiciones ideales. Si no ofre-

C un bDlen Nnc1onamiento paro estas ¢
ble que funcione en ¢l trabajo de camp
nos idoneas.

El rendimiento dei producto se medira en tiempo real, tal y como tiene lugar
bajo las condiciones practicas en una zona de derrame, y segun el tiempo que tarde
en enriquecer el cultivo mezclado hasta alcanzar el punto en ¢l que afecte al petro-
leo. La mancha de petréleo se puede romper sobre la superficie del agua rapida-
mente como consecuencia de la adicién del producto. El sistema de ensayo se di-
sefa no solamente para controlar este suceso, sino también como sistema cerrado,
para poder seguir el destino del petréleo durante las semanas posteriores. Si se
observa una degradacion importante durante el periodo de incubacidn, entonces se
supone que el petroleo que quede en la superficie del agua se va a descomponer.
La investigacién que actualmente se estd llevando a cabo bajo el Programa de
Investigacion de Derrames de Petrdleo verificara esta suposicion,

2
o, donde las condiciones seran mucho me-

Concepto y desarrollo de los protocolos de ensayo
del Nivel lll para aguas abiertas

La idoneidad de los productos para la biorrecuperacién de petroleo en mar abierto
se debe ensayar en el laboratorio bajo una serie de condiciones razonablemente
representativas de las condiciones de campo. Aunque los ensayos de esta naturale-
za pueden llegar a ser bastante complejos, se han disefiado sistemas de microcos-
mos que modelan unas caracteristicas especiales que pueden ser la clave para el
¢€xito de la biorrecuperacion en aguas abiertas. La caracteristica principal de los
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microcosmos ¢s la incorporacion de una capacidad de disolucién. Los microcos-
mos que contienen un derrame de petréleo sobre la superficie del agua se utilizan
en esta parte del protocolo para evaluar:

1. La tendencia del producto de biorrecuperacion a quedarse con el petroleo
el tiempo suficiente como para ser eficaz.

2. El potencial de un producto para emulsionar el petrdéleo y provocar su
dispersion.

Se utilizan sistemas de microcosmos que posibilitan la aplicacion de un pro-
ducto de biorrecuperacion y los complementos necesarios a una superficie de pe-
troleo, y, después, permiten que el agua del mar fluya por debajo del petrdleo a
velocidades y turbulencias distintas para crear la capacidad de disolucion necesa-
ria a partir de una situacion de campo concreta. Este ensayo determinard el tiempo
en ¢l que el producto y sus complementos se uniran al petroleo. Por supuesto, no
indica que se vaya a producir una disolucion similar en los trabajos de campo,
pero proporcionara un método para seleccionar los productos y el rendimiento dentro
de una estrategia de aplicacion. Si, por ¢jemplo, un producto (0 complemento ne-
cesario) sc separa rapidamente del derrame de petroteo en el microcosmos, es casi
seguro que se separard aln mas rapidamente cn los trabajos de campo. Un produc-
to que parezca eficaz (es decir, que se quede con el derrame y afecte al destino del
petroleo) se considerara para la realizacion de mas ensayos. Ademas, ias condiciones
de flujo y de turbulencia en los microcosmos se pueden modificar para proporcionar
un rango de condiciones bajo las cuales se pueda evaluar el rendimiento del producto.

El sistema de ensayo del Nivel III se basa en las cinéticas de biodegradacion e
implica el uso de estudios de microcosmos para determinar el efecto de algunos
pardmetros ambientales sobre la capacidad del producto biorrecuperador a la hora
de aumentar las tasas de biodegradacion del petroleo. La informacidn cinética es
muy importante para los protocolos que se dedican al tratamiento del petréleo so-
bre aguas abiertas, ya que siempre serd importante la cuestion de la velocidad a la
que opera el producto bajo una serie especifica de condiciones ambientales en re-
lacioén a la velocidad con la que ¢l derrame se dispersa de forma natural.

El uso de microcosmos continuos es imprescindible debido a la necesidad de
establecer el rendimiento de un producto bajo condiciones que no pueden ser mo-
deladas en un estudio de matraces o en ensayos del Nivel I1. Estas condiciones se
definen de la siguiente forma:

1. La presencia de una mancha de petrdleo intacta flotando sobre la superficie
de una columna de agua.

2. La capacidad de impartir y controlar ]a turbuiencia de la columna de agua
durante los ensayos con la mancha de petroleo intacta.

3. La entrada continua de agua que contenga importantes concentraciones de
particulas en la columna de agua.

4. Condiciones de flujo continuo que permitan el intercambio de agua y diso-
lucién debajo de 1a capa de petréico.
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La temperatura, especialmente porque afecta a la naturaleza fisica del pe-
tréleo.

Concentraciones de nutrientes inorganicos en el agua de flujo.

Actividad microbiana en el agua afluente.

Para realizar los ensayos de microcosmos del Nivel 111, se deben considerar
cuidadosamente varios puntos:

Los ensayos con microcosmos son caros para el vendedor porque requie-
ren instalaciones de ensayo bastante elaboradas, un analisis quimico y am-
plio, y sistemas sofisticados para interpretar los datos. Por lo tanto, los en-
sayos se deben mantener en un minimo.

Debido a estos gastos y complicaciones, los ensayos con microcosmos no
se pueden emplear para examinar la influencia que tienen los factores eco-
légicos o los derrames sobre ¢l rendimiento del producto de biorrecupera-
cion, .

Los microcosmos, por definicion, se disefian para simular ciertas condicio-
nes ambientales de forma mas realista que los ensayos mas sencillos, como
sucede con los matraces. Por lo tanto, las condiciones especificas que van a
ser modeladas en ¢l microcosmos se deben evaluar criticamente, de “al for-
ma que el ensayo con microcosmos no dé lugar a datos que podrian haber
sido obtenidos mas facilmente mediante sistemas mas sencillos.

Cuando se esta considerando la aplicacidn de un producto biorrecuperador
en aguas abiertas, hay que tener en cuenta que la modelizacién de las con-
diciones tipicas de un lugar de derrame serd muy compleja, hasta el punto
de que sera cuestionable su correcta modelizacién en el microcosmos. Por
ejemplo, el rendimiento de un producto de biorrecuperacién probablemen-
te dependera, en parte, de las condiciones de las olas y de la turbulencia. Es
dificil desarrollar estas condiciones en un microcosmos. Ademas, la extra-
polacion al trabajo de campo de 1a informacién del microcosmos es com-
plicada porque las condiciones varian de dia en dia, o incluso cada hora. Se
podria ensayar un rango de condiciones turbulencia/olas en el microcos-
mos, pero esto se debe limitar por las restricciones de coste y tiempo.
Finalmente, se debe tener en cuenta que los ensayos del Nivel III implican
guardar la informacion utilizada en el momento del derrame (después de
un derrame no hay tiempo para realizar ensayos tipo microcosmos). Por lo
tanto, la informacion recogida debe ser de tal naturaleza que permita su
utilizacion eficaz en la toma de decisiones cuando se produzca otro derra-
me de petrdleo.

Tal y como se menciono anteriormente, uno de los factores mas criticos cuan-
do se realizan estudios de microcosmos es la capacidad para interpretar los datos
resultantes. Cuanto mayor sea la base de datos disponible sobre el rendimiento del
producto, especialmente en términos cinéticos, mejor se podran utilizar los resul-
tados del microcosmos y extrapolar a una situacion lugar-especifica. Como cada
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zona es diferente, es imposible tener informacidén «registrada» de un producto en
particular idoneo para cada zona. Por lo tanto, hay que saber cémo generalizar el
método de ensayo. Esto se puede lograr, bien ensayando aguas procedentes de
varias zonas designadas (Costa Atlantica frente a Costa Pacifica o Costa del
Golfo, aguas nortefias frente a aguas surefias, bahias protegidas frente a abiertas,
tierras humedas frente a marismas, etc.), o bien examinando el efecto de algu-
nos parametros ambientales seleccionados que engloben de forma general todas
las condiciones de estas areas diferentes y, después, se trataria de extrapolar los
resultados generales a las condiciones lugar-especificas que se pueden deter-
minar en el momento del derrame. Esta ultima aproximacién parece ser la mas
razonable.

Por consiguiente, se debe desarrollar un protocolo basado en una decision ini-
cial acerca de los factores mas importantes que probablemente afectaran al rendi-
miento del producto en el tratamiento del petroleo. Por lo general, los factores més
importantes seran:

Temperatura.

Turbulencia.

Salinidad.

Concentracion existente de nutrientes inorganicos.
Particulas en suspension.

Actividades microbianas existentes,

Tipo y concentracion de petroleo.

Sl (el G e S e

Se debe determinar si los factores se pueden medir en el trabajo de campo en el
momento del derrame (en un periodo de 1-2 dias). Para los que se puedan medir,
se establecerdn unas relaciones cuantitativas entre el factor y el rendimiento del
producto. Un buen ejemplo es la turbulencia. El rendimiento del producte se pue-
de establecer bajo tres condiciones diferentes de turbulencia: alta, media y baja.
Los datos se introducen en un grafico (rendimiento frente a turbulencia expresado
en nimero Reynolds o equivalente), y se establece una relacion (lineal, exponen-
cial, etc.) utilizando técnicas estadisticas. Una vez conocida la relacion, se puede
predecir el rendimiento del producto en un lugar concreto. Es decir, se obtendré
una indicacion general de las condiciones de turbulencia en el lugar del derrame y
se utilizara el grafico para establecer el rendimiento del producto.

Como al final se tratarin varios factores ambientales juntos y varias condicio-
nes ambientales especiales, se puede utilizar un sencillo marce de calculo. Un pro-
tocolo debe contener, para cualquier producto, los factores ambientales clave que
afectaran al rendimiento en cualquier zona, y éstos seran: turbulencia, temperatu-
ra, actividad microbiana, tipo de petréleo, concentracion de nutricntes en la co-
lumna de agua, y particulas en la columna de agua. Ningun otro factor debera ser
considerado, ya que se supone que los demads factores no serdn significativos en la
decisién global de utilizar o no el producto. Por lo tanto, cada producto tendri
datos «registrados» que relacionardn estos factores ambientales clave con el rendi-
miento del producto.
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Resumen y conclusiones

Los resultados de nuestra demostracion de campo en relacién a la biorrecupera-
¢ion de un derrame de petréleo en Prince William Sound indicaron que el fertili-
zante oleofilico Inipol EAP™ 22 servia como fuente de nutrientes eficaz para las
comunidades microbianas degradadoras de petroleo. Este producto aumenté la bio-
degradacion del petroleo, tal y como se midié mediante los cambios de COMmposi-
cién del petroleo y los pesos residuales del mismo, hasta doblar las tasas registra-
das en los controles no tratados. Esto supone una efectividad suficiente como para
merecer la incorporacion de la biorrecuperacitn, a gran escala, en el plan de recu-
peracion de las playas contaminadas con petroleo de Prince William Sound. A
pesar de este efecto de aumento, la importancia de la naturaleza oleofilica agn no
esta clara, por 1o menos para el material de playa contaminado con petroleo de
Prince William Sound. Sin embargo, nuestros estudios confirman la creencia de
que la observacion visual de la eliminacion del petréleo en las playas 8-10 dias
después de la aplicacién de Inipol se debi6 fundamentalmente a la biorrecupera-
cién y no a un efecto de lavado quimico.

Globalmente, la rapida desaparicion del petrleo provocada por la aplicacion
del fertilizante oleofilico hizo que estas playas fuesen mds compatibles con la vida
salvaje local (menor tendencia a manchar la piel y las plumas de los animales con
petroleo). Estos cambios se producian en un periodo de tiempo mds corto que los
cambios observados en las zonas de control no tratadas, y posiblemente ayudaban

a que se acelerase la recuperacion bioldgica de la zona de intermareas.

También hemos tratado algunas de las cuestiones asociadas a la medicion del
éxito de la biorrecuperacién en el trabajo de campo. Se han enfatizado como ele-
mentos clave las mediciones eficaces de la biodegradacién y la interpretacion de
los datos resultantes, dada la naturaleza altamente variable de los estudios de cam-
po. Ademas, se discutieron también las complicaciones y dificultades que surgie-
ron durante nuestros trabajos de biorrecuperacién en Alaska. Es de esperar que
esto sirva de guia en aplicaciones similares de biorrecuperacién para futuros de-
rrames de petroleo.
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Los prondsticos para las tendencias futuras se deben basar en los hechos y descu-
brimientos del pasado inmediato y del presente. Las areas en las que la investiga-
cion actual estd avanzando mas rapidamente son: la aplicacion de la genética mo-
lecular al desarrollo de nuevas cepas bacterianas capaces de degradar mas los
compuestos o de metabolizar a aquellos que de otra forma resultarian «refracta-
rios» al metabolismo microbiano; y ¢l desarrollo de nuevas tecnologias de inge-
nieria para aumentar la velocidad y ¢l alcance de la degradacién. Se han realizado
observaciones similares*'*247 en las que se han discutido ejemplos de aplicaciones
especificas que combinan las aproximaciones microbianas y de ingenieria. Desde
¢l principio destacamos la importancia de plantear la infraestructura reglamentaria
paralelamente a las innovaciones cientificas y de ingenieria en la biodegradacion,
ya que no se¢ pueden utilizar nuevas cepas fuera del marce reglamentario.

Se esta progresando mucho en la ciencia y tecnologia de la biodegradacién y
biorrecuperacion. En 1991, el mercado de biorrecuperacion de residuos peligrosos
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supuso unos 60 millones de dolares y se estima que crecerd hasta 125-300 millo-
nes de ddlares para 1995. La prediccion es una tasa de crecimiento del 65 por
ciento anual '*. Otro indicativo importante de la madurez de la industria se ve en
los esfuerzos de los miembros de la Asociacion de Biotecnologia Aplicada, quie-
nes estan utilizando, hasta la fecha, sélo microorganismos no modificados. La aso-
ciacion se formoé en 1988 para promocionar los intereses de las empresas implica-
das en el biotratamiento’. Ha preparado un compendio de los éxitos y actualmente
estd buscando una forma de acreditacion para los proveedores que utilizan micro-
organistnos modificados en ¢l tratamiento de residuos.

La importancia de la estructura reglamentaria es cada vez mas evidente. Por
ejemplo, los factores reglamentarios especificos que influyen en el desarrollo de la
industria de biotratamiento son: (1) los reglamentos de limpieza federales y estata-
les, y (2) las cuestiones de transferencias inmobiliarias. Muy importante es la ne-
cesidad de demostrar inequivocamente que la degradacion microbiana es el mejor
método para la desaparicion de los contaminantes, y que el proceso daré lugar a la
mineralizacion o produccion de sustancias inocuas.

Desgraciadamente, en algunas dreas el progreso es menos rapido. Después de
analizar la literatura relativa al tema en busca de evidencias sobre el éxito del bio-
tratamiento, Madsen®' sélo pudo recoger siete casos en los que se pudiese docu-
mentar sin dudas una biodegradacion originada por la actividad microbiana. Estos
siete casos incluyeron tres aplicaciones en suelo, dos acudticas y dos marinas.
Solamente uno de los tratamientos de suelo contd con adicion de microorganis-
mos; los otros tuvieron una adicién de nutrientes en forma de fertilizante. Ninguna
de las pruebas marinas o acuaticas utilizd la adicion de fertilizantes. Madsen®' pudo
identificar otros estudios en los que el trabajo de laboratorio avalaba la capacidad
de los microorganismos autdctonos para degradar residuos concretos, pero los es-
tudios de campo asociados no generaron datos concluyentes para apoyar la idea de
gue la biodegradacion se debia a la accidon microbiana. Obviamente, es necesario
contar con mas datos que detatlen los efectos in siru de 1a accién microbiana antes
de que los politicos, el publico y los posibles clientes acepten el biotratamiento
como alternativa viable, segura y rentable.

Enun articulo reciente, Alexander® constatd que las areas de investigacion prio-
ritarias incluian: (1) el incremento de la biodisponibitidad de contaminantes, (2) la
mejora de los disefios para la recuperacion en reactor e in situ. (3) la superacion de
los problemas de escalas, y (4) la busqueda de procesos mejores de biorrecupera-
cion. Aunguc cuando existe suficiente tiempo, los microorganismos degradan casi
la totalidad de los compuestos, en la proxima década se debe lograr un incremento
del rendimiento de los microorganismos autdctonos y reactores (o practicas in situ)
para que la tasa de degradacion supere a la tasa de deposicion.

Areas de progreso

Los residuos cianogénicos se estan tratando mediante degradacion utilizando mi-
croorganismos. Es decir, e} cianuro se genera a partir de diversos procesos indus-
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triales, incluyendo la electrodeposicién y la fabricacién de acero y pintura. Debido
a la toxicidad del cianuro, es necesario conseguir su degradacién antes de permitir
el'vertido al ambiente de los residuos que contienen cianuro. Como existen aptoxi-
madamente 2.000 especies de plantas verdes que producen cianogenos (compues-
tos organicos que contienen cianuro), que se convierten en HCN cuando la planta
es atacada por los hongos, no es sorprendente que éstos, como mecanismo de de-
fensa, hayan desarrollado enzimas (p. ej., hidratasa de cianuro) capaces de des-
toxificar el HCN convirtiéndolo en formamida**. Estos mecanismos de destoxifi-
cacion estan bajo investigacion para su aplicacion en ¢l tratamiento del cianuro
residual. Ya se ha demostrado la conversién estequiométrica del cianuro en for-
mamida utilizando un hongo inmovilizado en una columna. La empresa Imperial
Chemical Industries (ICI) ha desarrollado un sistema enzimatico que se puede uti-
lizar para tratar altas concentraciones de ctanuro en un flujo continuo, que puede
variar desde unos pocos a varios cientos de metros citbicos al dia. La empresa
Homestake Chemical Company, en Dakota del Sur, ha desarrollado un sistema de
biotratamiento que utiliza biodiscos (RBCs). La empresa eligié un proceso biol6-
gico para el tratamiento de los residuos cianogénicos después de evaluar cuidado-
samente los tratamientos quimicos y fisicos, que se rechazaron por su rendimien-
to, costes de inversion, y altas concentraciones de cianuro en los efluentes (hasta
20 mg/l). También s¢ ha informado de éxitos en la degradacién del cianuro utili-
zando bacterias metanogénicas en condiciones anaerobias '2.
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nismos vivos para la recuperacion ambiental. En general, éstos incluyen plantas
microorganismos. Las plantas se han utilizado para la acumulacién y separacién
de residuos téxicos en el agua y suelo, especialmente cuando los residuos téxicos
contienen metales pesados. Los pioneros en esta aplicacién fueron Minguzzi y Ver-
gano en 1949, en esta ocasion, las plantas acumularon nique! procedente del suelo
[hasta niveles (sim) del 1 por ciento] . Se utiliz6 el término hiperacumuladoras
para las especies de plantas que acumulaban 0,1 por ciento de metal, medido en
las hojas secas. Mas de 50 especies de alhelies pueden hiperacumular metales pe-
sados. Homer et al. informaron sobre la captacion de niquel, cobre y cobalto. Otros
han constatado que algunas plantas acumulaban entre ¢l 0,1 y § por ciento de su
peso seco totai en contenido en metales. En base a estos descubrimientos se ha
propuesto que las plantas sean utilizadas para acumular metales y que el tejido de
las mismas sirva como fuente para la recuperacién de dichos metales. Baker® esta-
blecié una hipétesis segin la cual la acumulacion es lineal hasta alcanzar un nivel
a altas concentraciones de metal en el suelo.

La investigacion en la biorrecuperaciéon marina utilizando microorganismos
marinos que poseen una amplia gama de capacidades degradadoras y pueden so-
brevivir en condiciones adversas se sigue realizando y ha sido revisada reciente-
mente . Se estan estudiando diversas capacidades en el ambiente marino por el
interés que existe en la codificacion de genes para las enzimas de degradacion, y
la necesidad de capacidades genéticas que continien activas bajo condiciones ad-
versas (p. ej., altas presiones en las profundidades marinas y altas temperaturas en
los sistemas de ventilacion hidrotérmicos).
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Desarrollo de cepas

Se han realizado muchos estudios que describen cepas bacterianas y hongos que
pueden descomponer uno o mas tipos de residuos peligrosos. Es casi axiomdtico
que las nuevas cepas puedan ser aisladas facilmente. Por ejemplo, recientemente
se informd de que la Alcaligenes sp. 0-1 mineralizaba el acido o-sulfanilico® y se
ha descrito que la Nocardia sp. HB descompone los 1,2-epoxialcanos®’. Con una
mayor investigacion, se puede esperar que se consigan nuevas cepas para la des-
composicion de materiales nocivos que los organismos actualmente no pueden
degradar con facilidad ',

Antes de utilizar organismos modificados en los trabajos de campo se deben
tener en cuenta las cuestiones de seguridad y de inquietud puablica *'#24%, Inicial-
mente, es necesario realizar demostraciones en el laboratorio y a escala piloto para
comprobar que los microorganismos modificados genéticamente (MMGs) ofrecen
una clara ventaja sobre los organismos convencionales y no suponen ningun peli-
gro. Obviamente, hay que cumplir los reglamentos en vigor. Ademas, las cuestio-
nes economicas, de mercado, los obstaculos sociales y el ambiente politico, todos
estos factores juntos,.jugaran un papel importante en la biorrecuperacion. Estas
cuestiones se discuten mas ampliamente en el Capitulo 2,

Se estan desarrollando varias estrategias para utilizar los MMGs en la supera-
cion de los problemas que plantea el uso de bactenias autdctonas. Por ¢jemplo, ¢s
normal que cuando se tienen muchos productos residuales diferentes sea necesario
el desarrollo simultineo de varias rutas para que se produzca la degradacion. Va-
rios investigadores'>* han sugerido la posibilidad de obtener diferentes funcio-
nes ¢n una sola especie, que después podria entrar en ¢l ambiente para degradar un
compuesto complejo o mezcla de compuestos. Alternativamente, puede ser mas
idoneo controlar la proporcidon de diferentes especies de bacterias dentro de una
asociacion para conseguir la misma mezcla de actividades *. Desgraciadamente,
falta informacion sobre como funcionan las especies asociadas. Obviamente, se
trata de una cuestion que se debe resolver, bien de un modo general, o caso por
caso, para obtener la informacion deseada.

Uno de los impedimentos para iatroducir los MMGs en el medio ambiente es
el requisito legal de que sean seguidos y controlados después de su emision deli-
berada o escape desde un reactor. Se han desarrollado diversos métodos con el fin
de seguir a los MMGs; el mds comun es el uso de secuencias inicas como objeti-
vos, bien para la hibridacion o para la reaccion en cadena polimerasa (RCP)3!,
Se¢ ha sugerido el uso de métodos selectivos de placa que emplean caracteristicas
especiales clonadas. Por ¢jemplo, Nakamura et al.*” propusieron un método de cul-
tivo en placas para detectar a una Pseudomona sp. capaz de asimilar ¢l monofluo-
roacetato como fuente unica de carbono?’.

El control, una vez desarrollado el método de deteccion, es mas dificil cuando
la secuencia de ADN se transporta entre cepas o especies bacterianas en el am-
biente. Se ha demostrado que el transporte de genes se produce tanto en sistemas
acuosos'H 1415243213548 oomg en suelos 1745, Este transporte necesita el uso de son-
das de ADN y RCPs para controlar los MMGs emitidos, ya que estos métodos son
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sensibles al ADN modificado y no al organismo anfitrién (que puede cambiar de-
bido al transporte de genes). Un trabajo reciente confirma que las bacterias pueden
recibir ADN libre del medio*.

Quizas mas fructifera que la adicion de nuevas funciones metabodlicas a fina
sola bacteria —es decir, la creacidon de un «superbicho»— sea la modificacion de
las actividades metaboblicas de los microorganismos autoctonos y la creacion de
asociaciones. Por ejemplo, Ia simple modificacion de la actividad promotora pue-
de incrementar la cantidad de enzima producida por un organismo. Muy pocos
cambios en la secuencia primaria de los aminoacidos pueden alterar 1a estructura
enzimatica, posiblemente se logre aumentando su estabilidad, haciendo descender
la especificidad del sustrato (incrementando el nimero de posibles sustratos), o
ampliando el rango de condiciones ambientales bajo las cuales funcionara la enzi-
ma (pH, temperatura, etc.). La posibilidad de llevar a cabo estos logros mediante
ingenieria genética ya ha sido demostrada y probada mediante la modificacion de
la subtilisina (véase Ensley y Zylstra, Capitulo 3).

Las mezclas de materiales toxicos vertidas en los flujos residuales s¢ pueden
tratar mejor con mezclas de microorganismos que trabajen asociados o en consor-
cios. Sin embargo, puede haber ocasiones en las que los microorganimos trabajen
mas eficazmente cuando se aplican especies o cepas individuales, en vez de toda
la mezcla al principio de la recuperacion. Se ha demostrado™ que los microorga-
nismos producidos de forma natural, pero seleccionados, s¢ pueden aplicar con
éxito a escala comercial en tales situaciones. La empresa Waste Stream Technolo-
gies (WST) ha informado sobre el tratamiento con éxito de mezclas de contami-
nantes con compuestos volatiles, semivolatiles y alifaticos. La empresa utilizo la
introduccién secuencial de microorganismos, con la aplicacion de un organismo
para degradar los compuestos volatiles, seguido de la adicion de una serie de mi-
croorganismos para continuar el proceso; de esta forma se degradan los pirenos y
los compuestos con mayores pesos moleculares. Se han seleccionado microorga-
nismos que metabolizan especificamente cada grupo de compuestos. WST ha de-
mostrado que, utilizando todas las especies microbianas de forma simultanea, la
degradacion se inhibe, una observacion interesante ¢ importante. La empresa se-
lecciond microorganismos termoespecificos (termofilicos, psicrofilicos, y/o meso-
filicos), de esta forma, se consigui6 la biodegradacién durante todas las estaciones
del afio. En uno de los casos, el suelo contaminado con gasdleo se tratd con pseu-
domonas psicrofilicas a finales del otofio, el resultado fue que no se detecto gaso-
leo en el suelo durante la primavera. En otro caso, se inocularon en noviembre
entre 6.000 y 7.000 m’ de suelo que contenia naftaleno a un nivel de 8.000-12.000
ppm. Cuando se comprobd ¢l suelo en marzo, la concentracion habia descendido a
100 ppm . WST también apoya el uso de grandes cantidades de microorganismos,
con una sustituciéon continua cuando puedan ser problematicas las cuestiones de
toxicidad o de deficiencia de nutrientes. Esta aproximacion se basa en la suposi-
cién de que algunos de los microorganismos digieren parte del material, y el pro-
pio inéculo generara una fuente de nutrientes durante algin periodo corto de tiempo.

El rendimiento de la degradacién depende de las rutas y de los receptores ter-
minales de electrones disponibles en la cepa o asociacién microbiana utilizada *2.
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La diferencia fundamental no estara en si una reaccion es anacrobia o aerobia: el
¢xito dependera de los factores ambientales que favorezcan las reacciones realiza-
das por aquellos microorganismos para los cuales el sustrato es accesible. Esta
clase de informacion, obtenida de la ecologia microbiana, se puede utilizar para
modelar el destino y el transporte de los compuestos, asi como de las propias bac-
terias, y es util en el disefio de tratamientos especificos. Alexander et al.? sefiala-
ron que como la adsorcion contribuye en gran parte a la retencion y el movimiento
de las bacterias en los acuiferos, 1a manipulacion de los constituyentes ionicos
puede facilitar el funcionamiento de los microorganismos.

En el futuro, no existe ninguna duda de que la degradacién se mejorara me-
diante ingenieria genética. Se incrementaran las tasas de degradacion y el rango de
materiales que se pueden tratar. La aplicacion de la tecnologia del acido nucleico
conseguira grandes avances en microbiologia ambiental y en el biotratamiento de
los materiales residuales*. Las aplicaciones ambientales de los microorganismos
no modificados, junto con ¢l uso de las sondas de acido nucleico y RCP, para
identificar a los microorganismos implicados en los procesos de biorrecuperacion
y control ambiental haran del campo del biotratamiento un componente importan-
te en la biorrecuperacion.,

Si la industria del biotratamiento va a prosperar es imprescindible que el publi-
co acepte el biotratamiento y el uso de microorganmismos modificados en biorrecu-
peracidon. La aceptacion por parte de la comunidad industrial y del pablico no se
basa sdlo en el éxito de las aplicaciones sin efectos adversos, sino también en
datos solidos que demuestren un tratamiento con éxito a un coste reducido (en
tiempo y/o dinero). Existen muchos datos disponibles en los trabajos de laborato-
rio sobre la capacidad de un microorganismo dado para degradar un compuesto en
particular bajo una serie de condiciones controladas. No se puede enfatizar dema-
siado la importancia que tiene ¢l demostrar que un proceso se puede aplicar a es-
cala real y operar bajo condiciones reales. De hecho, éste es un gran obstaculo en
¢l desarrollo de la biotecnologia, ¥ especialmente de la biorrecuperacion ¥4,

El uso especifico de MMGs en biorrecuperacion es una cuestion de seguridad,
debido a la posible emision al ambiente del propio MMG o del ADN modificado
genéticamente, con su potencial de transporte entre los microorganismos natura-
les. Una aproximacion que ha logrado algunos apoyos es la incorporacién de un
gen «suicida» a la bacteria propuesta para su emiston deliberada®. La funcién de
autodestruccion se puede combinar con las funciones degradadoras modificadas,
de modo que la bacteria muera cuando desaparezca el residuo peligroso, es decir,
cuando s¢ metabolice el sustrato. Un ejemplo seria la insercion de una proteina (la
proteina GEF) en la membrana celular. Cuando cesa la degradacidn, esta proteina
facilita el flujo sin restriccion hacia dentro y fuera de la célula, provocando su
muerte. El funcionamiento del sistema basado en la GEF se ha demostrado en va-
rias especies con posibilidades de emision deliberada.

Existen datos que demuestran que los organismos modificados quizas no pros-
peren, o incluso resistan, en algunas condiciones ambientales *’. Es posible que no
sobrevivan lo suficiente como para lograr ef objetivo deseado. Los ensayos en el
laboratorio se han realizado con cepas mutadas, y se han planificado ensayos simi-
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lares para las cepas modificadas’. Celgene y Envirogen han investigado las venta-
jas de usar microorganismos modificados y han comenzado a desarrollar cepas
para su uso en el futuro; creen que los MMGs seran emitidos con el beneplacito
det pablico '

Un 4rea que ha conseguido grandes mejoras durante los iltimos afios es el
desarrollo de métodos de control. Se estan desarrollando modelos para controlar
la degradacion: un buen ejemplo son los hidrocarburos de una zona en recuperacion®.
En el futuro, cuando el uso in situ de los MMGs sea rutinario, la actividad degra-
dadora se medira construyendo el MMG de modo que incluya al gen Luxe de Vi-
brio harveyii. Tal construccion permitira la generacion de luz (que se puede con-
trolar) mientras sube el ATP intracelular durante la degradacion *. Sin duda, jalgunos
residuos proporcionaran una visién impresionante durante la noche! En cualquier
caso, la presencia de organismos que contengan genes degradadores especificos se
podra controlar mediante hibridacion clasica* o métodos RCP*, cuando se consi-
ga mejorar gstas técnicas.

Métodos de tratamiento

Los nuevos métodos de biotratamiento en desarrollo incluyen tecnologias para tratar
los hidrocarburos clorados volatiles y los aromaticos ligeros en las aguas subterra-
neas y en los flujos de aire ***. Center et al.* revisaron diversos procesos innovado-

res para la recuperacion de ambientes subsuperficiales contaminados, especialmente
flujos que contenian hidrocarburos alifaticos clorados y constituyentes aromaticos
ligeros procedentes de productos petroliferos. Estos investigadores llegaron a la
conclusion de que se podia conseguir una separacion del 60-90 por ciento utilizan-
do las técnicas existentes. El grado de separacion dependia del tipo de material,
tipo de sustrato utilizado en el reactor, tasa de flujo, temperatura, y de otros para-
metros ambientales relevantes. Obviamente, la investigacién adicional conseguira
mejorar ¢l rendimiento.

Venterea y Fogel*® han estudiado los métodos para 1a biofiltracion de {lujos de
aire, sefialando que la adsorcién de los contaminantes mediante carbono, por ejemplo
la adsorcién de tricloroetileno (TCE), requiere entre 5y 10 veces mas carbono en
peso que TCE adsorbido y que ¢l material no cambie, sino que sencillamente se
adsorba. En contraste, la biofiltracion da lugar a la mineralizacion del contami-
nante, sin productos secundarios (p. ¢j., cloruro de vinilo) que puedan contener
propiedades adversas. La técnica ya se ha mostrado eficaz para el tratamiento de
flujos gaseosos que contengan bajas concentraciones de compuestos organicos.

Se estan desarrollando activamente técnicas de biorrecuperacion para flujos
con altas concentraciones. También se ha utilizado con éxito la biofiltraciéon cuan-
do se usa la ventilacién como proceso de recuperacion. Un estudio reciente de las
Fuerzas Aéreas de Estados Unidos mostrd que se conseguia separar 50 g/h de com-
bustible de reactores utilizando un biofiltro . Los costes de inversion y operacion
para la biofiltracién se estiman en mas o menos los mismos que para los sistemas
de oxidacion catalitica. Los costes operativos han supuesto la tercera parte de los
costes empleados en los sistemas de adsorcion mediante carbono.
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El tfatamiento de los lixiviados de vertederos es una aplicacién cada vez
mas comun en biotratamiento. Con el uso incrementado (y obligatorio) de verte-
deros con revestimientos, la recolecciéon y tratamiento de los lixiviados pre-
senta multiples problemas. El tratamiento de modo semicontinuo posibilita el
mantener ¢l tratamiento durante periodos de tiempo prolongados. El biotratamien-
to semicontinuo de un lixiviado de vertedero que contenia un producto quimico
herbicida fenoxi permiti6 el tratamiento de una carga diaria media de 1,6 kg de
herbicida y de 0,5 kg de fenoles, con una descomposicion superior al 98 por ciento
para ambos ®,

El uso de condiciones reductoras en degradacién ha permitido abrir un nuevo
campo. Actualmente, muchos compuestos halogenados se deshalogenan utilizan-
do organismos anaerobios, después de lo cual se produce rapidamente una ruptura
de los anillos bajo condiciones aerobias. Para el tratamiento anaerobio de los resi-
duos se pueden emplear sistemas con lecho fluidizado ****. De hecho, se estian de-
sarrollando diversos reactores anaerobios, como el lecho de biomasa con flujo as-
cendente y el reactor de filtro, para tratar los residuos del azicar sintético !’. Las
condiciones anacrobias también ayudan a la degradacion del cianuro, cuya biode-
gradacion se tratd anteriormente 2.

Los reactores de lecho fluidizado también se utilizan ampliamente para los re-
siduos que se degradan de forma aerobia, incluyendo la degradacién de aguas re-
siduales industriales que contienen S-triazina. Se pueden separar hasta 18 g/l de
solidos volatiles en suspension con las S-triazinas como fuente tinica de nitrégeno
para los microorganismos que llevan a cabo la degradacion. Se ha registrado una
eliminacién maxima del 80 por ciento '. También se ha demostrado que los culti-
vos mezclados de microorganismos degradan la 3,4-dicloroanilina en un reactor
fluidizadoe de tres fases con un rendimiento del 95 por ciento .

Aunque muchas reacciones degradadoras se producen cuando se empiean cul-
tivos en suspension, puede ser util el inmovilizar las células antes de empezar el
tratamiento. La ingenieria de bioprocesos ha demostrado que la inmovilizacion
conduce a una mayor estabilidad de la reaccion, evitando quizés la degradacién de
los organismos biocatalizadores. Una especie de la Arthrobacter (NCIB 11075)
inmovilizada cataliza el paso que limita la velocidad de degradacién del plomo
trimetilo en plomo dialquilo®. Se han tratado aguas contaminadas subte-
rraneas durante mas de 90 dias, con un caudal de flujo de 300 l/dia, utilizando un
reactor de lecho con células inmovilizadas *. También se ha informado de que tas
células inmovilizadas del hongo Phanerochaete chrysosporium degradan el pen-
taclorofenol .

Aungue no son nuevos, algunos usos bastante innovadores de los métodos tra-
dicionales de degradacion, como el compostaje o el tratamiento terrestre, se estan
mostrando muy Gtiles para la degradacién de los residuos peligrosos. Se pueden
lograr mejoras en el rendimiento de estos métodos mediante un perfeccionamiento
continuo. El compostaje se ha utilizado para descontaminar fangos que contenian
el explosivo trinitrotolueno (TNT), reduciendo el peligro de forma notable. Los
datos de un estudio a gran escala en Oregon indican que el compostaje puede ser
entre un 50 y un 67 por ciento mas barato que la incineraciéon?®,
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Procesos reglamentarios

Se han producido unos cambios importantes en ¢l marco reglamentario de los pro-
cesos de biotratamiento; muchos de estos cambios se han producido a nivel fede-
ral, y Giamporcaro los describe en el Capitulo 6. Estos cambios han dado lugar al
desarrollo de nuevas técnicas y a una mayor aplicacion de los métodos existentes
en los trabajos de campo. La aceptacion de la bioingenieria desde el ambito fede-
ral ha posibilitado el que se preste una mayor atencién a la biodegradacion. La
presion de esta atencion y los costes asociados a los métodos fisico-quimicos son
fuerzas motrices que impulsan el desarrollo de un mayor interés hacia los proyec-
tos de biotratamiento.

Al mismo tiempo, la importancia de la influencia de las normativas estatales y
locales sobre el estado actual y las posibilidades futuras de la biorrecuperacion es
cada vez mas evidente. Desgraciadamente, las distintas estructuras reglamentarias
estatales y locales han frenado el desarrollo de la industria, ya que las empresas
deben estar preparadas para cumplir multitud de normativas ambientales. En algu-
nos casos, las normas federales pueden ayudar al desarrollo sencillamente porque
obligan a la limpieza de los residuos. En otros casos, se mezclan o son negativas.
En muchos estados los derechos de propiedad no se pueden transmitir de forma
legal si no se cubren las responsabilidades respecto a la contaminacién®, lo que
obliga a que la empresa limpiadora ofrezca una serie de garantias sobre el éxito
del tratamiento —esto, a su vez, requiere que los ingenieros y biélogos unan sus
esfuerzos para desarrollar tecnologias a gran escala que sean factibles, rentables y
contrastadas—. Como las alternativas al biotratamiento —incineracion, enterra-
miento, o vertido al mar— ya no tienen el visto bueno del publico y son costosas,
el biotratamiento se sitGa en el primer lugar como método preferente de recupera-
cion de zonas contaminadas en el futuro,
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