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El activista no es quien dice que el rio esta sucio.

El activista es quien limpia el rio.

Ross Perot.
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PREFACIO

Los microorganismos son los primeros organismos vivos que surgieron en
el planeta hace miles de millones de afios; desde su surgimiento han venido
transformado al planeta en forma conjunta con los fenémenos geoldgicos,
muchos de los recursos naturales que la humanidad aprovecha ahora, son
producto de su actividad metabdlica. Los detritos de organismos vivos que
surgieron posteriormente y la materia organica creada por los organismos
fotosintéticos, ha sido permanentemente reciclada por la actividad biologi-
ca de los microorganismos, permitiendo el flujo permanente de la materia 'y
energia entre los sistemas vivos y el ambiente.

Durante la historia evolutiva del planeta, este proceso natural fue suficiente
para garantizar los ciclos biogeoquimicos de los elementos biogenésicos;
sin embargo, con el surgimiento de la especie humana y su desarrollo,
su continuidad se ha puesto en riesgo, en especial por el surgimiento en
grandes cantidades de sustancias sintéticas creadas por el hombre. Por su
naturaleza quimica, estas sustancias no son biodegradables o son poco
biodegradables, razon por la que se acumulan en los componentes bidtico
y abidtico de los ecosistemas, generando toxicidad y la consecuente pérdi-
da de biodiversidad.

Bajo estas circunstancias de contaminacion masiva a escala mundial, se
hace necesario brindar una ayuda a la naturaleza, para que esta elimine la
contaminacion generada por el hombre y con ello se recupere el equilibrio
ecoldgico del planeta y se garantice la sobrevivencia de la humanidad. La
Biorremediacién surge como una herramienta dirigida a resolver los proble-
mas de contaminacién ambiental, generando las condiciones idoneas para
el desarrollo y crecimiento de microorganismos capaces de metabolizar los
xenobioticos ambientales.

En el presente libro se abordara en el capitulo I, una breve historia del sur-
gimiento de la biorremediacion, sefialando los puntos claves de la historia
de la humanidad, que han marcado tendencias con relacion al control de
la contaminacion, se sefialan las alternativas existentes de lucha contra la
contaminacion.
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El capitulo Il, aborda los campos de aplicacién de la Biorremediacion y
la gama de sustancias que puede ser sometida a degradacion bioldgica,
detalla los factores de los cuales depende el éxito de la biorremediacion,
describe las operaciones unitarias necesarias para ejecutar dichos trabajos
y las estrategias operativas para mejorar sus resultados.

En el capitulo Ill, se estudian a los organismos empleados en trabajos de
Biorremediacién, desde microorganismos hasta macroorganismos: Bacte-
rias, hongos, levaduras, actinomicetos, algas (microalgas), cianobacterias,
plantas emergentes, arbustos y especies arboreas. Especial atencion se
brinda al empleo de Organismos modificados genéticamente.

El capitulo 1V, trata de las metodologias de Biorremediacion existentes, de-
talla sus caracteristicas operativas (operaciones unitarias), sus ventajas y
desventajas, asi como el tipo de residuo que mejor degradan, Se describe
detalladamente el disefio de sistemas de tratamiento por humedales ar-
tificiales. Cada metodologia es ilustrada con experiencias propias de los
autores.

En el capitulo V, se aborda la cinética y balance de masas en biorremedia-
cion, se describen cada uno de los parametros cinéticos, su importancia y
relaciones. Se presenta un protocolo de pruebas de biorremediacion, desa-
rrollado a partir de los requisitos planteados por el Ministerio del Ambiente
de Ecuador (MAE) a los gestores ambientales para emitir la licencia am-
biental de operacion.

El capitulo VI, aborda el tema de la bioseguridad, para todos los trabajos
campo, especial a atencion presta a los riesgos ligados a la producciéon ma-
siva de microorganismos y al empleo de organismos modificados genética-
mente en biorremediacion. Resalta la falta de referencias bibliograficas de
protocolos de bioseguridad para trabajos de biorremediacion a gran escala.
No aborda la normativa de bioseguridad de laboratorio.

Finalmente, el capitulo VII, recoge el estudio de casos ejecutados por nues-
tro equipo desde los afios 2002 hasta el 2015, en el territorio ecuatoriano,
describe la problematica y las estrategias metodolégicas implementadas
para solucionar los problemas ambientales de nuestro entorno. Los resul-
tados obtenidos evidencian que las estrategias empleadas fueron las co-
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rrectas, muchas de nuestras iniciativas y resultados, han sido ratificadas en
estudios de micro y mesocosmos en articulos cientificos publicados en esta
Gltima década.

Estamos conscientes de que expertos y especialistas en la materia, po-
tenciales lectores de nuestro trabajo pudieran encontrar falencias técnicas
y metodoldgicas, por lo que debemos aclarar que el 90% de las experien-
cias analizadas, no fueron planteadas como investigaciones cientificas,
sino como, una respuesta a problemas especificos. Primero se ejecutaron
los trabajos de campo (basados en pruebas preliminares de mesocosmos
que constituyeron una guia) y solamente después de su entrega exitosa,
se realizaron las interpretaciones del caso, contrastando los resultados de
campo con los de laboratorio.

El presente Libro, La Biodiversidad al servicio del ambiente”, esta dirigido
a estudiantes, docentes y especialistas en ingenieria ambiental, recursos
naturales, ciencias bioldgicas, conservacion ambiental, desarrollo susten-
table, minas y petroleos y Gestion ambiental.
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CAPITULOI
BIORREMEDIACION

La biorremediacion puede ser definida como el uso de organismos vivos,
componentes celulares y enzimas libres, con el fin de realizar una minera-
lizacién o una transformacion parcial, la humificacion de los residuos o de
agentes contaminantes y una alteracién del estado redox de metales.

El término biorremediacién fue acufiado a principios de la década de los
‘80. Los cientificos observaron que era posible aplicar estrategias de reme-
diacién que fuesen bioldgicas, basadas en la capacidad de los microorga-
nismos de realizar procesos degradativos.

“La Biorremediacion es un proceso natural desarrollado a lo largo de
toda la historia evolutiva de la Biosfera; como mecanismo de autode-
puracion y de recuperacion de nutrientes, para mantener los ciclos
biogeoquimicos, responsables del equilibrio de los ecosistemas”?.

La biorremediacién surge como una rama de la biotecnologia que busca
resolver los problemas de contaminacién mediante el empleo de microor-
ganismos capaces de degradar compuestos que provocan desequilibrios
en el ambiente.

La Biorremediacion es una biotecnologia, porque emplea organismos vi-
VOs, sus enzimas o metabolitos para un determinado fin, apoyado por la
tecnologia (métodos de analisis instrumental). En general sus técnicas son
especificas para casos particulares, porque dependen directamente de las
condiciones del ecosistema a recuperatr.

A veces, biorremediar un ambiente contaminado puede requerir de la crea-
cion de un microorganismo genéticamente modificado (OGMs), que sea
eficiente para eliminar algun contaminante especifico; su creacion, se apo-
ya en la ingenieria genética y en la Biologia molecular de amplio desarrollo.
El empleo de OGMs en biorremediacion enfrenta serios problemas de ca-
racter ético moral, juridicos y legales por el riesgo asociado a su liberacion

en el entorno natural, en ecosistemas sensibles y de amplia biodiversidad
1 Definicidn propuesta por el autor
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como los ecosistemas ecuatorianos. Por otro lado, el Ecuador carece de
un marco regulatorio de proteccion y uso racional de la diversidad gené-
tica, factor que constituye una gran limitante, para iniciar estudios serios
y sustentados de Biorremediacién ambiental con empleo de organismos
modificados genéticamente

Desde el surgimiento de la sociedad humana, sus actividades cotidianas
se limitaban a la busqueda de alimentos y a la lucha por la sobreviven-
cia. Su modo de vida nbmada desperdigo los residuos generados en sus
actividades cotidianas en amplias zonas, permitiendo su biodegradacion
natural, sin llegar a acumularse en grandes cantidades y constituirse en un
problema ambiental. Con la invencion (descubrimiento) de la agricultura,
la sociedad humana cambio6 el modo de vida ndmada por el sedentarismo,
que permitio el surgimiento de asentamiento humanos (ciudades estados),
cuya poblacién crecia a medida que se mejoraban sus condiciones de vida.

Estas ciudades generaron importantes volimenes de residuos, los mismos
gue eran dispuestos en zonas establecidas para su incineracion? . En todo
caso la naturaleza empleando sus mecanismos propios se encargaba de
trasformar los residuos en elementos simples y mantener los ciclos Biogeo-
quimicos, que son una expresion del flujo permanente de materia y energia
entre los sistemas vivos y el ambiente, conocido como Metabolismo. En
resumen, la Edad antigua se caracterizo por:

® Recoleccion (alimentos)

® Agricultura (subsistencia)

® Todos los residuos eran organicos (biodegradables)
® No existia exceso de produccion

2 La biblia nos ofrece detalles de la costumbre de las ciudades estado de acumular sus
residuos en un lugar denominado el Gehena, que significa “sitio de destrucciéon permanen-
te”, por cuanto la basura estaba quemandose en él en forma permanente. (Josué 15:8 y
18:16, Il Reyes 23:10, Il Crénicas 28:3 y 33:6, Nehemias 11:30, Jeremias 7:31~32, y 19:2,
19:6 y 32:35).
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El renacimiento se caracterizo por un auge en el desarrollo de las artes,
los grandes descubrimientos geograficos, las expansiones territoriales y el
desarrollo de la Alguimia, a mas de una desmesurada tendencia al lucro y
enriquecimiento de la sociedad europea.

Los descubrimientos geograficos, pusieron a disposicion de las sociedades
medievales y renacentistas, enormes cantidades de recursos naturales,
materias primas y fabulosas riquezas insospechadas. Esto motivo el desa-
rrollo de actividades comerciales, artesanales, productivas y la concentra-
cion de la poblacion en los centros urbanos.

El incremento poblacional trajo consigo problemas en el abastecimiento de
servicios basicos, como el agua y saneamiento ambiental. La gestion de
residuos y excretas generadas por la poblacién se convirtié en un problema
de salud publica. En el renacimiento fueron frecuentes grandes epidemias
que diezmaron la poblacion de Europa, asi la peste negra (1346-1353),
generd un total de muertes de 75 millones de personas 3.

Pese a ser organicos, la cantidad de residuos generados en los centros
poblados superaba la capacidad natural de biodegradarlos, convirtiéndose
en focos de contaminacion del suelo y aguas, con efectos negativos sobre
la poblacion. La época en cuestidon se caracterizé por:

* Produccion para comercializacién (alimentos, fibras naturales, ma-
deras, metales)

» Los residuos eran un problema de salud publica, pero todos eran
biodegradables.

* Se desarrollaron grandes ciudades (Paris, Roma, Londres)

* Grandes epidemias: peste bubonica, peste negra, proliferacion de
vectores.

* Los centros rurales seguian siendo sustentables.

3 http://www.allabouthistory.org/spanish/historia-de-la-peste-negra.htm# sthash.hoo-
q6yN9.dpuf )
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En 1882, Dr. Angus Smith, demuestra que las aguas residuales munici-
pales pueden ser estabilizadas mediante aireacion. Para 1914, Ardern y
Lockett inventaron el proceso de lodos activados para el tratamiento de
aguas residuales municipales, proceso que fue usado por primera vez en
Salford, Inglaterra, (Alleman y Prakasam 1983). Imhoff, desarroll6 el primer
test para procesos con lodos activados en 1924 y |la primera planta a escala
industrial fue construida en 1926 en Essen-Rellinghausen, Alemania.

En 1900 ya se habian desarrollado procesos biolégicos de tratamiento de
aguas residuales municipales y sedimentos. En 1950 se desarrollan los
procedimientos de tratamiento de aguas residuales industriales, emplean-
do la hipotesis de la infalibilidad microbiana propuesta por Gayle en 1952,
nacida fuera de estudios aerobicos de laboratorio. En 1960 se realizan in-
vestigaciones de biodegradacion de sustancias organicas sintéticas, pre-
sentes como micro contaminantes en aguas residuales.

En la década de los 70, las presiones sociales sin precedentes sobre la
problematica ambiental culminan con la generacién de un marco regulato-
rio (1976 RCRA y TSCA, 1980 CERCLA- El Super fondo) (Russi y Mura-
dian, 2002), que estimularon el desarrollo de tecnologias de remediacion.
La biorremediacion es empleada eficientemente en la limpieza de acuiferos
contaminados con gasolina y la primera patente es concedida a Richard
Raymond (1974). La adicion de microorganismos aclimatados a sitios con-
taminados se transformé en una actividad comun (Online Course. 2017).

En 1972, la ingenieria en biorremediacion es usado por primera vez para
la limpieza de derrames de oleoductos en Ambler, Pennsylvania. En 1974,
Dick Raymond patenta a método de biorremediacion basado en la recircu-
lacion de nutrientes en calidad de enmienda en aguas subterraneas (Su-
thersan y Paine, 2004).

En 1980 estaban claros los mecanismos hidrogeolégicos y biogeoquimicos
inherentes a la biorremediacién y se hacia necesario el desarrollo de tec-
nologias, las mismas que fueron auspiciadas por el estado financiando las
investigaciones para la resolucién de problemas ambientales.
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Para 1990 muchas tecnologias de biorremediacion exitosas (incluyen téc-
nicas ex situ) y tecnologias hibridas quimico-bioldgicas, fisicoquimicas y
bioldgicas. En 1994, estudios reportan el empleo de tecnologias convencio-
nales en restauracion de fuentes de aguas subterraneas hasta estandares
regulatorios con pobres rendimientos, donde la atenuacién natural y las
acciones correctivas desempefiaron un rol importante (Ellis et al., 2000).

A partir del 2000 se desarrollan trabajos de biorremediacién in situ con mo-
nitoreo de la atenuacion natural y constituyeron las tecnologias de mayor
aceptacion por su eficiencia y costo operativo, con bioaumentaciéon que
incrementa la extraccion de componentes recalcitrantes persistentes (Alva-
rez, e lllman, 2005).

El advenimiento de la Revolucion industrial con la invencion de la maquina
de vapor constituyo el punto de quiebre ambientalmente hablando, en la
problematica de la Gestion de residuos a nivel mundial. Fue un periodo
histérico comprendido entre la segunda mitad del siglo XVIII 'y principios del
XIX, en el que Gran Bretafia en primer lugar y el resto de Europa continen-
tal después, sufren el mayor conjunto de transformaciones socioeconémi-
cas, tecnoldgicas y culturales de la historia de la humanidad.

La revolucion industrial, permitié obtener excedentes en la produccion de
alimentos, bienes y servicios, que se convirtieron en mercancias. Se produ-
jo el Incremento de las fuerzas productivas. Los centros poblados crecieron
forma desmesurada, debido a la migracién de la poblacién rural a las ciu-
dades en busqueda de mejores condiciones de vida.

En esta etapa de la historia surge la clase obrera y las contradicciones
del sistema capitalista, que prioriza el consumo y el mercado al bienestar
social. Esta nueva realidad econémica y politica produjo un incremento del
consumo, la creacién de nuevos materiales y servicios.

Consecuencia légica de esto fue el Incremento de la generacién de resi-
duos, los mismos que ahora tenian otras caracteristicas, eran sintéticos
(artificiales), no biodegradables. La revolucion industrial puso en marcha un
proceso lento pero sostenido de contaminacién ambiental que se mantiene
hasta nuestros dias.
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Poblacion
Residuos (TOMN) {Billones)

Capacidad
— autodepuradora
del planeta

AC DcC R R.l 60" 2008

Figura 1. 1 crecimiento poblacional Vs generacion de residuos a través de la historia.
AC, antes de Cristo, DC, después de Cristo. R, renacimiento, RI, revolucion industrial

La figura 1.1 muestra la dinamica del crecimiento poblacional y de la ge-
neracion de residuos a lo largo de la historia. En ella se puede ver que la
generacion de residuos ha superado los limites de la capacidad de au-
todepuracién natural del planeta. De mantenerse esta tendencia, en dos
décadas la humanidad estara al frente de su propia destruccidon (Kumar y
Kumar, 2018). Otros hechos que han aportado a la generacion de enormes
cantidades de nuevos residuos y que deben mencionarse son:

* La Revolucion Socialista en la Unién Soviética 1917 (confrontacién
Este Oeste). La produccion en masa, para en un acto de fuerza de-
mostrar con cifras la prevalencia de un sistema sobre otro.

» Eldesarrollo de la Fisica, que permitio la creacion de la bomba ato-
mica y la construccion de reactores nucleares con actividades in-
tensivas de enriquecimiento de uranio, asociado a la generacion de
grandes cantidades de residuos radiactivos. La guerra fria y el peli-
gro de una guerra nuclear entre las grandes potencias.

La carrera espacial iniciada con el lanzamiento del Sputnik por parte de
la URSS. (Carrera espacial EEUU-URSS). La contaminacion no solo esta
dentro del planeta, sino también fuera de él. Segun el doctor Walter Flury,
experto en basura espacial de la “ESA” Agencia Espacial Europea, la com-
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posicion de los objetos artificiales que orbitan la Tierra es aproximadamen-
te la siguiente: Naves operativas 7%, Naves obsoletas 22%, Restos de co-
hetes 17%, Objetos relacionados con las misiones 13%, Otros fragmentos
41%* (Flury, 1995).

» La descripcion de la doble estructura del ADN (desarrollo de Biolo-
gia Molecular, Genética y Biotecnologia).

* 1960, creacion del microchip y el acelerado desarrollo de la ciberné-
ticay TICs

* Afines de la década de los 70, el descubrimiento de las enzimas de
restriccion y transcriptasa inversa (desarrollo de la Ingenieria gené-
tica, clonacion).

* En siglo XXI, el Proyecto Genoma Humano y el desarrollo de la Bio-
tecnologia y nanotecnologia.

Todos estos hechos han contribuido a la generacién de enormes cantida-
des de nuevos residuos, para cuya gestion en la actualidad la humanidad
aun no ha encontrado metodologia viable de tratamiento y eliminacion.

Los eventos y desarrollos antes mencionados han producido en la biésfera
altas concentraciones de xenobidticos en el agua, suelo y aire, ademas de
alimentos y tejidos vivos.

En todos los paises de mundo, grandes volumenes de residuos no biode-
gradables esperan ser procesados para eliminar su toxicidad ambiental. La
presencia de pasivos ambientales y espacios degradados es un constante
(Figura 1.2), en especial en los paises pobres, en los cuales empresas
transnacionales han desarrollado actividades extractivas, dejando una es-
tela de contaminacion y deterioro ambiental.

4 http://www.astropractica.org/tact/basesp/basesp.htm
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Figura 1. 2. Zonas degradadas y pasivos ambientales que se observa en la amazonia
de Ecuador

Este es el caso de la Amazonia ecuatoriana, donde la empresa TEXACO
y otras empresas privadas internacionales, han dejado huellas imborrables
de su presencia en forma de pasivos ambientales que han sido causa de
enfermedades, pérdida de biodiversidad, aculturacion, pérdida de identi-
dad, pobrezay corrupcion.

“Ese tiempo cuando llegd Texaco, hicieron piscinas y botaban aguas resi-
duales. Por ejemplo, para hacer una perforaciéon en pozos meten muchos
guimicos y esta agua de formacién, botaban a los rios y los animales toma-
ban esta agua y se morian. Entonces eso afecto a las especies. Entrevista
a Domingo Sahuanda, Shuar, Yamanunka (Beristain et al., 2009).

En Ecuador, los primeros trabajos reales de biorremediacion se iniciaron
en el afio 2000, con el proyecto de Landfarming en Tarapoa Bloque 18 de
ENCANA, ejecutado por la Universidad Catdlica. Este inicio dejé un sa-
bor amargo, porque no culmind con los resultados que se esperaban y
condend a las tecnologias de biorremediacion al olvido, por considerarlas
como ineficientes, demoradas y de alto costo. Varias empresas privadas
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del Ecuador iniciaron pseudo procesos de Biorremediacion, que termina-
ron convirtiéndose en simples trabajos de desalojo y confinamiento, por
los costos irrisorios definidos por el estado para este tipo de tecnologias y
porque en efecto sus propuestas eran poco eficientes. Prueba de ello es el
juicio seguido por la EMAAPQ a la empresa que ejecuto la remediacion del
derrame de OCP en la laguna de Papallacta en el afio 2007.

Es justo rescatar los trabajos de biorremediacion ejecutados por dos o tres
universidades, trabajos de investigacion financiados por el PRAS-MAE, quien
invitd a las universidades del pais a presentar propuesta de remediacion am-
biental eficientes (se detallaran estas experiencias en los estudios de caso).

A nivel internacional es rescatable la experiencia de la remediacién del de-
rrame EXXON-Valdez, cuyos detalles se pueden conocer en la red y que
han sido publicitados en todo foro y medio disponible. Existen muchas pu-
blicaciones y libros dedicados a técnicas de biorremediacion, desarrollo
de protocolos de biorremediacion, desarrollo de consorcios microbianos,
estudios de cinética y biologia molecular de microorganismos con capaci-
dad para degradar contaminantes ambientales incluso de microorganismos
genéticamente modificados, cuya informacioén sera considerado como refe-
rencia de los contenidos que desarrollaremos en el presente trabajo.

El problema de la polucién ambiental mundial y nacional, se pretende en-
frentar con un conjunto de alternativas, estrategias, politicas y tecnologias,
entre las cuales se vienen empleando:

* Incineracion (La metodologia mas empleada, donde el principal pro-
blema es el control de emisiones gaseosa y material particulado)

» Confinamiento en rellenos sanitarios, rellenos de seguridad (Para
residuos toxicos y peligrosos) y Sistemas de almacenamiento pro-
fundo (para residuos radiactivos)

» Tratamiento fisico — quimico (oxidaciones quimicas, en especial para
el tratamiento de aguas residuales de distinto origen)

» Biorremediacion (complemento de los sistemas anteriores, que aun
no es considerada como una metodologia viable en muchos paises,
incluyendo el Ecuador)
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La incineracion es la metodologia de mayor empleo en Latinoamérica y el
Ecuador, preferida por su rapidez y aparente sencillez. Sin embargo, pocos
pueden financiar sus elevados costos. A manera de ejemplo, la Compafiia
Weatherford- Ecuador (Empresa de servicios petroleros, acantonada en El
Coca), gastaba un promedio de 750 USD/tonelada. La mitad de dicha suma
se gastaba en transporte y el otro 50% en la incineracion en una empresa
cementera de Guayaquil®.

Otro problema ligado a la incineraciéon de residuos es la calidad de la com-
bustion, que impida la generacién de Dioxinas (cuando la temperatura es
superior a la ideal) y de monoxido de carbono y material particulado (cuan-
do la temperatura es inferior a la ideal).

En el Ecuador, solo las empresas cementeras disponen de hornos ade-
cuados para la incineracion de residuos aceitosos, toxicos y recalcitrantes.
Sin embargo, existe otro problema ligado a la incineracion de residuos, la
produccion de escorias y cenizas altamente contaminantes, que deben ser
gestionadas en forma eficiente para evitar que causen dafos considerables
en el ambiente. Entre las alternativas de gestidn estan el vidriado, hormigo-
nado y confinamiento en celdas de seguridad.

El confinamiento, es una de las metodologias mas empleadas en la gestion
de residuos toxicos y peligrosos en la industria petroquimica. Residuos
como sosa gastada, dietanolamina, catalizadores, slop, asfaltenos, entre
otros. El confinamiento requiere la construccion de sistemas de ingenieria
de elevado costo de construccién y operacion, tales como los vertederos de
seguridad, sarcéfagos y sistemas de almacenamiento subterraneo, Estos
sistemas deben disponer mecanismos de aireacion, control de emisiones,
lixiviados, zonas de seguridad, todos ellos automatizados y computarizados.

El confinamiento no constituye una solucion al problema de la acumulacion
de residuos téxicos y peligrosos, tan solo es una medida temporal, que deja
para las futuras generaciones la responsabilidad de resolver el problema
de su gestion segura y eficiente.

5 Plan de Gestidn Integral de Residuos Industriales del campamento Base de Weatherford,
desarrollado por Miguel Gualoto. 2005.
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Tratamiento fisicoquimico, Actualmente existe una enorme variedad de
reagentes quimicos, materiales y equipos sofisticados para el tratamiento
fisicoquimico de los residuos, solidos, liquidos y gaseosos. Entre las tecno-
logias existentes podemos mencionar:

Oxido reduccién, 6smosis inversa, intercambio ionico, polimerizacion,
encapsulamiento, metamorfizacién, precipitacion, electromagnetismo,
floculacion, filtracion, electrodialisis, radiacion UV, Acelerador de electrones,
ozonificacion, neutralizacion, salificacion transmutacion, etc. Cada una de
las metodologias mencionadas, presentan un determinado porcentaje de
efectividad y se especializan en el tratamiento de residuos especificos.
Muchas veces algunos residuos requieren la aplicacion de algunas
metodologias conjuntas para su inertizacion.

La Biorremediacién, por muchos afios ignorada y considerada como una
metodologia ineficiente y poco segura, es hoy quiza la mejor alternativa
para el tratamiento de residuos, aunque presenta algunas limitaciones en
cuanto a la gama de residuos que puede procesar.

Sin embargo, el empleo conjunto de técnicas fisicoquimicas, con biorre-
mediacion puede facilitar el proceso de degradacion de contaminantes por
parte de microorganismos autéctonos, que poseen los genes necesarios
para producir fermentos capaces de hidrolizar los xenobiontes. Entre los
contaminantes recalcitrantes y dificiles de biodegradar podemos mencio-
nar a los derivados hidrocarburiferos poli aromaticos, como el naftaleno,
antraceno, fenantreno y otros mas complejos (figura 1.3 y 1.4).
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Figura 1.3. Compuestos aromaticos recalcitrantes®

También pertenece a este grupo de sustancias los PCBs, los compuestos
organo clorados y fosforados, dioxinas y furadanos’.
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Figura 1.4. Estructura de dioxinas

Otro grupo de importancia ambiental y de alta toxicidad es el de los metales
pesados, como: Cd, Hg, Pb, Cr, Ni, V, Ba.

6 http://ramanujan25449.blogspot.com/2012/03/la-sorprendente-quimica-del-espacio.htmi
"http://www.troposfera.org/conceptos/contaminantes-quimicos-de-la-atmosfera/dioxi-
nas-etc/
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CAPITULOII
GENERAL | DADES SOBRE BIORREMEDIACION

El presente capitulo describe las técnicas de biorremediacion, los factores
gue inciden sobre el proceso, los microorganismos que se emplean y las
tareas o trabajos que se deben ejecutar previamente, para garantizar el
éxito de estos trabajos. Describe las operaciones unitarias implementadas
por nosotros, las estrategias y las particularidades de nuestra experiencia
de campo, en la Amazonia ecuatoriana y en ciudades del Ecuador, donde
hemos tenido el privilegio de brindar nuestro contingente al sector privado
como publico.

Mucho de lo ejecutado, fue producto de un descubrimiento en pruebas de
error y acierto, nuestros hallazgos hallan confirmacién en un sin nimero de
trabajos de investigacion internacionales, pese a que la mayoria se limitan
a pruebas piloto y de microcosmos (laboratorio).

Mucha de las aseveraciones de este documento, no necesariamente de-
ben ser confirmadas por otros investigadores, son simplemente nuestros
resultados y han mostrado su eficiencia bajo las condiciones ambientales
en las que se ejecutaron. Mas que un libro técnico de alta rigurosidad cien-
tifica es un guia de cémo hacer un trabajo de Biorremediacién en condicio-
nes reales de campo, sin perder su valor técnico- cientifico, con un nivel de
rigurosidad de un digito. A manera de ejemplo, en un estudio de laboratorio
donde se controlan en forma absoluta los parametros de proceso y las va-
riables, se espera una rigurosidad de datos hasta con tres digitos, disefio
experimental con analisis estadistico. En condiciones reales de campo y a
gran escala, estos aspectos no son considerados. Cuando el objetivo de
los trabajos es bajar los niveles de contaminacion hasta valores inferiores
a los limites establecidos en la legislacion ambiental, es indiferente si el re-
sultado final es 700 ppm 6 700,2312 6 701,0012 ppm, de TPHs; si el limite
maximo de concentracion final es 1000 ppm, porque ya se ha cumplido con
la ley.

Sin embargo, los estudios de laboratorio ejecutados con la rigurosidad del
caso sirven para predecir el comportamiento del sistema durante la Bio-
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rremediacién, establecer la cinética del proceso e inferir los tiempos de
tratamiento. El simple proceso de aireacion que en laboratorio se ejecuta
en forma automatica por sistemas inteligentes, en campo se ejecuta con
ayuda de excavadoras o manualmente.

Esperamos que la informacién disponible en el presente libro se constituya
en una fuente valiosa para la ejecucion de trabajos de biorremediacion, que
oriente su toma de decisiones y brinde los conocimientos tedricos indispen-
sables, para sustentar sus iniciativas.

La biorremediaciéon se define como, el uso de organismos vivos para re-
ducir o eliminar los riesgos ambientales de la acumulacion de sustancias
guimicas toéxicas u otros residuos peligrosos, es una opcion que ofrece la
posibilidad neutralizar varios contaminantes empleando la actividad biol6-
gica (Gibson y Sayler, 1992).

Las definiciones son muchas y enfocan, algunos de los aspectos relaciona-
dos con el proceso de biorremediacion, sin embargo, todas coinciden con
el hecho de que es una Biotecnologia, porque utiliza organismos vivos 0
sus metabolitos en la degradacion de contaminantes ambientales.

La Biorremediacién presenta varias ventajas y limitaciones comparadas
con las técnicas tradicionales de remediacion, siendo la principal su bajo
costo y su habilidad de eliminar contaminantes in situ transformandolos
en compuesto inocuos como CO, y H,0O. Las desventajas principales son
los costos elevados asociados al transporte, el tiempo necesario para su
degradacion y la disponibilidad de espacio de almacenamiento de residuos
peligrosos para trabajo ex situ.

En términos generales la Biorremediacion es un proceso natural, que surgio
con el planeta, como mecanismos de reciclaje de nutrientes que permite al
planeta, sustentar las distintas formas de vida, mantener la homeostasis
planetaria y garantizar el flujio permanente de materia y energia entre los
organismos vivos y el ambiente; flujo conocido como metabolismo.
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La remediacion ambiental es una de las tareas prioritarias para el mundo
moderno, en vista que son innumerables los espacios degradados y los pa-
sivos ambientales diseminados en el planeta. La biorremediacion a criterio
de algunos entendidos?, es la mejor alternativa tecnolégica para la elimina-
cion de pasivos ambientales y la rehabilitacion de espacios degradados.

Pese a no existir una demanda de servicios en este sentido por parte de
empresas privadas y estatales, particularmente y por iniciativa privada, se
han emprendido trabajos de investigacion y aplicacidén practica®, dirigidos
a biorremediar residuos industriales de distinta naturaleza. Los resultados
de dichas investigaciones demuestran la versatilidad de la Biorremediacion
para degradar una amplia gama de contaminantes ambientales. Sin lugar a
duda aun falta mucho que investigar y desarrollar para posesionar a la Bio-
rremediacién como la tecnologia ambiental de descontaminacion eficiente.
Por otro lado, son innumerables los estudios de laboratorio y a escala de
planta piloto; que demuestran la versatilidad de la biorremediacion (Sola-
nas, 2009; Loick et al., 2009), entre otros.

Al efecto se hace evidente la falta de apoyo estatal y privado para llevar a
cabo amplios programas de investigacion, que permitan brindar al sector
productivo nacional, soluciones integrales a la gestién de los residuos, que
generen productos y servicios con un valor agregado de calidad, “el am-
biental”.

La practica nacional de control de la contaminacion y descontaminacion
ambiental desarrollada en los ultimos 30 afios deja un saldo negativo para
la Biorremediacion y técnicas afines. Los pseudotrabajos de biorremedia-
cion ejecutados en el Distrito Amazdnico por parte de empresas privadas
y publicas, han puesto en tela de juicio la versatilidad, viabilidad técnica y
econdmica de esta biotecnologia.

Las operaciones hidrocarburiferas en el Ecuador iniciaron a finales de los
60, sin embargo, la legislacion ambiental, llamada a regular su actividad,

8 Seminario Ambiental “Dias de Sol”, Universidad Central del Ecuador, Facultad de Inge-
nieria en Minas Petréleos y Ambiental, Quito. 2008.

°® En el presente libro se detallan los resultados de los trabajos de investigacion y aplicacién
desarrollados por el autor.
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fue aprobada tan solo en el afio 2000, luego de permanecer archivada por
mas de 20 anos en el Congreso Nacional. Como es ldgico, mucho de lo
propuesto entonces; ha caducado y es evidente la falta de entendimiento
de la problemética por parte de los legisladores y su equipo asesor. Si bien
ahora contamos con un marco regulatorio; los reglamentos de aplicacion
y la interpretacion de los marcos legales, esta sujeta, a la voluntad de la
autoridad o funcionario de turno, que con frecuencia; no tiene ni idea sobre
el tema de la Biorremediacion.

La autoridad ambiental, carece de especialistas en el area que puedan
monitorear, certificar, opinar sobre trabajos de biorremediacion ejecuta-
dos. No disponen de un listado de microorganismos aptos para trabajos
de biorremediacién en los distintos ecosistemas nacionales. No disponen
de un marco regulatorio de Bioseguridad para trabajos de campo, se limi-
tan a comprobar, que los analisis entregados por la empresa remediadora;
muestren que se ha llegado al limite de concentracion exigido por la ley;
sin ninguna observacion en relacion con: ¢cémo se llegd a esos resulta-
dos?, ¢qué normas de bioseguridad se emplearon?, ¢cual fue la cinética
del proceso? y ¢,como se controlaron todos los efluentes generados en los
trabajos?

A manera de ejemplo, en el litigio entre la EMAPQ y la empresa remediado-
ra contratada, para remediar un derrame del sistema de oleoductos el afio
2003, en la laguna de Papallacta; el informe pericial, presenté 32 observa-
ciones a los procedimientos, medidas de bioseguridad, cinética microbiana,
metodologias de analisis y sus resultados, ubicacion de las zonas de trata-
miento, documentacién de descargo presentada y sustentacion técnica de
los trabajos ejecutados y concluye que:

* Los célculos de cinética microbiana realizados por el perito, emplean-
do los datos aportados por la compafiia, demuestran que es imposible
gue el pool microbiano empleado pudiese degradar los contaminantes
en 25 dias. Los calculos demuestran que el tiempo de vida media de
los residuos es de 97 dias. En consecuencia, existen serias dudas
sobre los trabajos realizados.

* No existe manera de comprobar lo actuado por la empresa, por cuan-
to esta se ampara en el secreto tecnolégico y no detalla el procedi-
miento seguido para la ejecucién de los trabajos.
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* Los resultados presentados o fueron modificados o simplemente no
se llevaron a cabo?.

Un agravante es la suma que finalmente se pagoé por los trabajos realiza-
dos. La licitacion inicial de los trabajos fue por 1°200.000 USD, sin embar-
go, se termin6 pagando una suma sustancialmente mayor.

Hablar de este tipo de trabajos ocuparia cientos de paginas, sitios, perso-
nas y casos, para los cuales seria necesario un estudio detallado y profe-
sional, que permita identificar las causas del fracaso. A pesar de todo esto,
la Biorremediacion es una tecnologia versatil para tratar una amplia gama
de residuos, los cuales detallamos a continuacion.

2.2.1. Tratamiento de residuos industriales

Existe una amplia gama de residuos industriales, cuyas caracteristicas y
composicion dependen de las fuentes de generacion. Los residuos gene-
rados por las plantas de tratamiento de aguas de ensambladoras automo-
trices, aguas y residuos solidos de la industria maderera y aglomerados,
residuos solidos con alto contenido organico de distintas actividades pro-
ductivas, son biodegradados con alta eficiencia, con ayuda de microorga-
nismos especializados aislados en la fuente o introducidos de fuentes afi-
nes, hasta productos inertes o de baja actividad biologica. En el presente
libro se analizard los trabajos de biorremediacion de los lodos residuales de
la Planta de Aymesa Quito, y Weatherford en El Coca.

2.2.2. Tratamiento de metales pesados

El Tratamiento de metales pesados reviste importancia cada vez mas re-
levante, tan solo en los Estados Unidos mas del 40% de los sitios de al-
macenamiento de residuos estan contaminados por metales y compuestos
organicos (Sandrin et al., 2000). Los metales pesados son xenobidticos
comunes en los residuos industriales en especial en los residuos hidrocar-
buriferos, aguas de formacion, residuos de la industria metal mecénico,
electronico y minera. Su transformacion a formas biolégicamente inactivas
es una tarea dificil, en especial en trabajos de biorremediacion.

10 Informe pericial de los trabajos de biorremediacién Ambiental de la Laguna de Papallac-
ta. Juicio por dafios ambientales EMAAPQ, contra Ecuavital- Petroecuador. 2005.
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Felizmente existe un pequefio grupo de bacterias capaces de oxidar y bio-
transformar algunos metales pesados como: Hg, V, Cr, Pb, Ni, Cd, etc. La
mayoria de las veces antes de iniciar la biorremediacion de residuos que
contienen elevadas concentraciones de metales pesados, es necesario re-
ducir su concentracién mediante quelacién, encapsulamiento u oxidacion,
para eliminar su toxicidad sobre los microorganismos; esta es una practica
rutinaria empleada en nuestros trabajos y recomendada por algunos auto-
res (Baker y Bryson, 2002).

En el tratamiento de metales pesados se acostumbra a emplear tamices
moleculares como: zeolitas, puzolanas, marga haléfana, arcillas modifica-
das, resinas de intercambio i6nico, humatos, acidos humicos, carbon acti-
vado, cascarilla de arroz, etc. La capacidad de adsorber, quelar e intercam-
biar iones de metales pesados depende del grado de activacién del tamiz
(de su isoterma de absorcidn) y de la forma en la que se encuentre el metal.

El trabajo de tratamiento de residuos industriales de la planta de Waterford
en la ciudad de el Coca, en la Provincia de Orellana, muestra la efectividad
de Shewanella crussi para, oxidar vanadio y eliminarlo de la fase acuosa
del suelo. El trabajo fue facilitado por la accién conjunta de zeolitas y puzo-
lanas (Naranjo y Gualoto, 2008), el fendmeno de tolerancia, poli tolerancia
y la capacidad de interactuar con metales pesados ha sido enunciado por
varios autores (Lemire et al., 2013; Liu et al., 2017).

2.2.3. Mineria

La mineria, es una actividad productiva altamente contaminante, que ge-
nera graves impactos ambientales, sobre el suelo, aire y agua, consecuen-
temente sobre el componente bidtico de las zonas de explotacién minera y
ecosistemas aledanos.

Los contaminantes caracteristicos de las actividades mineras son el mercu-
rio, cianuro, material pétreo, silicatos, sales y minerales, residuos de hidro-
carburos entre otros. En la actualidad se disponen de bacterias capaces de
biotransformar el cianuro y mercurio a formas biolégicamente inactivas; sin
embargo, no son empleadas en forma masiva en el tratamiento de los es-
combros, suelos y aguas contaminadas por la actividad minera. Su empleo,
plantea retos operativos, tecnolégicos y econémicos que las empresas no
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desean asumir; sin embargo, las presiones del mercado mundial permitiran
gue pronto esto sea una practica comun.

2.2.4. Tratamiento de suelos contaminados con pesticidas e hi-
drocarburos

Tanto las actividades agricolas como las de explotacion de hidrocarburos,
generan ingentes cantidades de contaminantes que afectan a todos los
componentes de los ecosistemas. Por su magnitud y frecuencia, la con-
taminacion edéfica por hidrocarburos es la de mayor importancia. Existen
amplias zonas afectadas por derrames de hidrocarburos a lo largo y ancho
del Ecuador, siendo las zonas de mayor afectacion, la region amazonica
y las zonas de influencia de oleoductos, estaciones de almacenamiento y
refinerias.

La biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos es quiza la
Unica actividad de biorremediacion donde se han obtenido resultados acep-
tables, sin embargo, poco se conoce sobre los procedimientos empleados,
las cepas microbianas aisladas y sobre la metodologia de monitoreo y se-
guimiento aplicada.

En el presente libro se analizaran los estudios de caso de remediacion de
suelos de los pasivos ambientales en la Provincia de Sucumbios, cuyos
resultados muestran la efectividad de la biorremediacion para desconta-
minar y rehabilitar suelos agricolas, permitiendo su reincorporacion a las
actividades productivas.t

Los suelos contaminados con pesticidas y agroquimicos por las activida-
des productivas, especialmente en cultivos intensivos y extensivos como:
banano, café, cacao, palma, rosas y otros; también son sujetos de trabajos
de biorremediacién, empleando micorrizas, bacterias, tamices moleculares
y humatos. Especial atencion se debe dar al empleo de humatos de sodio y
potasio, que son tamices organicos naturales que inmovilizan los residuos
de pesticidas, metales pesados y otros contaminantes facilitando la accion
microbiana y su degradacion (Makuzhev, 2009).

1 Estudio de Pasivos Ambientales para generar una propuesta de remediacion integral del
cantén Gonzalo Pizarro. Miguel Gualoto. 2008.
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Alcanos: son los mayores constituyentes de los hidrocarburos de petrdleo,
gue pueden ser degradados por microorganismos autéctonos o introduci-
dos. El petrdleo liviano contiene entre 10 al 40% de alcanos normales, sin
embargo, el hidrocarburo itemperizado, pude contener tan solo una frac-
cion de este porcentaje. Los alcanos de alto peso molecular constituyen
entre el 5y 20% de los aceites livianos, alcanzando hasta un 60% en peso
de los aceites pesados y betunes.

Entre los mas abundantes de la serie de los alcanos, que mas facilmente
pueden ser degradados, estan aquellos que poseen cadenas de 44 ato-
mos de carbdn, estos pueden ser metabolizados por microorganismos, sin
embargo, alcanos con 10 a 24 carbones, son mas facilmente degradados.
Alcanos con cadenas de carbono de 8 4tomos, se evaporan con facilidad.
Solo unas pocas especies, pueden emplear carbono, de C, alcanos y C, a
C, alcanos, a pesar de ser mas toxicos gue otros.

Entre los alcanos frecuentemente degradados por microorganismos, estan
los n- alcanos y alcanos isoprenoides. Los alcanos policiclicos de los es-
teranos, triterpenos, son persistentes a la biodegradacion, este es el caso
de los naftenos, que originalmente se derivan de los n-alcanos. En conclu-
sion, la degradacion de contaminantes de petréleo, bajo condiciones na-
turales, esta restringida a los n-alcanos e isoprenoides (Antic et al., 2006).

En sistemas acuosos la bioaumentacion, incrementa la biodegradacion
de hidrocarburos. Los hidrocarburos disueltos son mas disponibles para
la degradacion microbiana, la aplicacion de dispersantes y surfactantes
incrementa la biodisponibilidad en forma significativa y amplia la biodegra-
dacién de aceites (Mohn y Stewart, 2000; Zhang y Bennet, 2005; Zahed et
al., 2010).

En condiciones anaerdbicas, la efectividad de la degradacion bacteriana
de hidrocarburos no depende del numero de atomos de carbono en el
compuesto (Stroud, 2007). Los hidrocarburos ramificados, son biodegra-
dados mas facilmente, en forma similar a la degradacion de los n- alcanos,
estos ultimos son preferidos como fuente de carbono, en su presencia la
degradacién microbiana de n-alcanos es mas lenta. Los ciclos alcanos
son degradados bajo condiciones aerébicas, por consorcios microbianos
en co-metabolismo, asi como por cepas bacterianas individuales, sin em-
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bargo, la degradacion de ciclo alcanos con alto numero de anillos en sus
moléculas se degradan lentamente (Klimiuk y tebkowska, 2005).

Degradacion de HAPs: Las propiedades quimicas de HAPs individuales,
dependen de su tamafio molecular (del numero de anillos aromaticos, asi
como por su topologia molecular (patrén de linkage del anillo). Un incre-
mento en el tamafio molecular resulta en el incremento de la hidrofobidad
y la estabilidad electroquimica, que contribuyen a su persistencia ambien-
tal. Los HAPs son conocidos por mostrar efectos toxicos y propiedades
cancerogeénicas, teratogenicas y mutagenas, razon por la cual han sido
clasificados en la lista de contaminantes prioritarios de la Agencia de Pro-
teccion Ambiental Americana EPA (Kanaly y Harayama, 2000).

La biodegradacién ambiental de hidrocarburos es un proceso complejo.
Los aspectos cualitativos y cuantitativos de los procesos de biodegrada-
cion dependen de una serie de factores entre los cuales podemos men-
cionar.

» La cantidad y la naturaleza de los hidrocarburos presentes.

* Las condiciones ambientales

* La composicion y tamafio de la comunidad microbiana y

» El crecimiento de los microorganismos en dependencia de las con-

diciones favorables en respuesta a la presencia de hidrocarburos.

Cuando se realiza el co- compostaje de suelos contaminados con HAPs,
ciertos microorganismos pueden degradar HAPs con mayor facilidad, bajo
condiciones favorable como aireacién, temperatura adecuada y mezclado
(Loick et al., 2009).

Pequefas moléculas de hidrocarburos aromaticos (dos o tres anillos), pue-
den ser biodegradados por bacterias edaficas, asi como por varios géneros
de hongos, ejemplo. Hisopos, Aspergillus, Candida, Penicillium, Psilocybe,
y Smittum. A su vez la capacidad de degradar grandes moléculas de hidro-
carburos aromatico (cuatro o mas anillos), es bastante raro en bacterias
como: Pseudomonas putida, P. aeruginosa, P. saccharophila, Flavobac-
terium sp., Burkholderia cepacia, Rhodococcus sp., Stenotrophomonas
sp., y Mycobacterium sp. Estas especies son frecuentemente degradadas
por hongos lignoliticos como: Phanaerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor, Bjerkandera sp., Pleurotus ostreatus, y nonlygninolytic, hongos
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como Cunninghanella elegant, Penicillium janthinellum, and Syncephalas-
trum sp. (Austin et al., 1977; Wolicka et al., 2009).

La degradacion de hidrocarburos aromaticos con cinco o méas anillos de-
pende de la actividad de consorcios microbianos. El metabolismo de los
sistemas simbidticos puede ser la Unica forma de metabolizar estos com-
puestos. Hasta ahora, se ha informado de que la biotransformacion de
benzo [a] pireno por bacterias, se llevé a cabo en condiciones de co-meta-
bolismo (Bogan et., al, 2003).

Un microorganismo capaz de crecer en medios con moléculas de hidro-
carburos aromaticos de alto peso molecular es Mycobacterium. Esta pro-
piedad se ha observado en varias especies M. flavescens y M. vanbaalenii
sp, muchas de estas especies también pueden degradar hidrocarburos
alifaticos (Romero, 2014).

La biodegradacion en condiciones anaerébicas es comunmente conoci-
da desde finales de los afios 80 (Widdel y Rabus, 2001; Meckenstock et
al., 2004). Microorganismos anaerébicos emplean hidrocarburos aromati-
cos mono ciclicos, como el benceno, tolueno, etilbenceno, xileno (BTEX),
hexadecano y naftaleno, como unica fuente de carbono. Cepas de RCB y
JJ de Dechloromonas (B-Proteobacteria), oxidan completamente el ben-
ceno en condiciones anaerébicas, empleando el nitrato como aceptor de
electrones. Geobacter metallidurans y G. grabicium, son capaces de de-
gradar tolueno en condiciones anaerdbicas hasta CO, con reduccion de
Fe (Il1). Algunas especies repostadas pueden degradar tolueno en la res-
piracion de nitratos (Thauera aromatica cepas K172 y 11, Azoarcus sp.
cepa T, A. tolulyticus cepa To14 y Td15, Dechloromonas cepas RCB and
JJ). Respiracién de percloratos (Dechloromonas cepas RCB y JJ), respi-
racion de sulfatos (Desulfobacterium cetonicum, Desulfobacula toluolica)
(Chakraborty y Coates; 2004).

Un consorcio microbiano compuesto por especies Archea relacionadas
con Methanosaeta and Methanospirillum, y dos especies bacterianas, una
de las cuales Desulfotomaculum, tiene la capacidad de degradar tolueno
(Beller et al., 1992). Mediante FISH hibridacion de desnitrificadores de-
gradadores de alquilbencenos y n-alcanos, la cepa Azoarcus Thaureas,
puede utilizar benceno, tolueno, etilbenceno y xileno como Unica fuente de
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carbono (Coates et al., 2002; Kniemeyer et al., 2003; Ribeiro de Nardi et
al., 2007).

Los HAPs también pueden ser degradados bajo condiciones aerébicas, so-
lamente moléculas con dos anillos, bajo reduccion de sulfatos. Los estudios
metabdlicos se han centrado en el naftaleno y 2-metil naftaleno. El fenantre-
no de tres anillos se puede degradar por cometabolismo, asi del benzotio-
feno es degradado en presencia del naftaleno, en calidad de cosustrato. La
degradacion anaerdbica también es factible para compuestos heterociclicos
como indo y quinolina (Meckenstock et al., 2004; Widdel y Rabus, 2001).

2.2.5. Tratamiento de residuos agroindustriales

El tratamiento de residuos agroindustriales es una tarea facil de realizar,
debido a que estd compuesta de materia organica biodegradable, que sir-
ve de fuente de nutrientes para los microorganismos. Tradicionalmente la
materia organica es procesada en forma aerdbica, por compostaje en pilas
aireadas, con ventilacién forzada o mediante pilas estaticas. Otra alterna-
tiva aerdbica es la lombricultura, para obtener humus de alto valor nutritivo
para los cultivos. De igual forma mediante descomposicion anaerobica,
para obtener Bioles y compost (Shah et al., 2017).

Estos dos procesos se realizan empleando la microflora presente en los re-
siduos, sin la necesidad de introducir microorganismos exégenos, tan solo
generando las condiciones ambientales ideales de humedad, pH, tempe-
ratura, conductividad, concentracion de NPK, entre otros. La produccion
de biocombustibles a partir de residuos agro- industriales es una de las
areas de mayor perspectiva e investigacion en todo el mundo (Basso et
al., 2015; Maragkaki et al., 2017). La recuperacion energética de residuos
es una prioridad.

2.2.6. Tratamiento de aguas residuales urbanas

El tratamiento bioldgico de aguas residuales urbanas e industriales es una
de las metodologias que habitualmente se ha venido realizando en todo el
mundo. Las plantas de tratamiento de aguas convencionales incluyen una
fase de tratamiento bioldgico, sea esta aerdbica o anaerdbica (o combina-
da), segun las caracteristicas de las aguas a tratar.
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El tratamiento de aguas residuales mediante lodos activados es la meto-
dologia mas empleada, sin embargo, también se emplean los reactores de
pelicula, la biofiltracion por materiales porosos, que sirven de matriz para la
fijacion de los microorganismos. Recientemente se ha incorporado a todo
el arsenal disponible los Pantanos Secos Atrtificiales (PSA) o Biofiltros de
lecho Sumergido (BLS), que seran descritos en la seccion correspondiente
del presente libro, Fitorremediacion.

2.2.7. PCBs

Los PCBs (Bifenilos policlorados), son ampliamente usados en calidad de
aditivos de aceites en equipos eléctricos (transformadores y capacitado-
res), maquinas hidraulicas, adhesivos, textiles, materiales de impresion.
Los PCBs no ortho y mono ortho, son altamente tdxicos, por cuanto produ-
cen compuestos como 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzodioxina (2, 3, 7, 8-TCDD
o dioxina).

Se estima que cerca de 1,5 millones de toneladas de PCBs son producidas
en el mundo, una fraccién importante de ella es liberada en el ambiente.
Los PCBs han sido detectados en zonas remotas del planeta como la An-
tartida, Norte de Groenlandia (Riseborough et al., 1968). Se les ha detec-
tado en las capas de sedimentos desde los afios 30, con un pico en los
anos 70 a partir del cual se ha evidenciado una declinacion (Venkatesan et
al., 1999). Usualmente la concentracion de PCBs es baja, debido a su alta
hidrofobidad, los PCBS son acumulados en grasas y mediante estas en las
cadenas alimenticias.

La produccién industrial de PCBs genera un complejo de congéneres que
comunmente se agrupan de acuerdo con el nUmero de atomos de cloro que
poseen y poseen diferentes nombres en USA (Aroclor), Japon (Kaneclor)
y en Europa (Clophen), en USA se producen mezclas de 40 PCBs, con un
grado clorinacion del 42%, por su estabilidad quimica y bioamplificacion,
son compuestos altamente contaminantes y de dificil biodegradacion (Sta-
pleton et al., 2002).
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Degradacién microbiana de PCBs

Para la biorremediacién de PCBs, transcurre en dos fases una anaerdbica,
seguida de una fase aerdbica. El ataque anaerdbico es una declorinacién
reductiva, que resulta de la sustitucion el atomo de cloro por un atomo de
hidrégeno. El ataque aerdbico ocurre en el anillo, con su ruptura posterior
y su transformacion en un derivado de policlorobifenilo, que posteriormente
se destruye via aerdbica. La degradaciéon de PCBs y sus congéneres pue-
den agruparse en dos etapas. La primera es el ataque al anillo de bifenilo
y la degradacion de uno de los anillos, la segunda etapa es la degradacion
del segundo anillo con la formacion frecuente de benzoatos. El metabo-
lismo de Bifenilos y de los congéneres de PCBs bajamente clorinados, se
muestra en la siguiente figura (2.1):

Figura 2. 1. Metabolitos y posibles vias de degradacién de 44 diclobifenilo por las mi-
crosomas de higado humanos (Sipes y Schnellmann, 1987)

» El sistema aromatico es activado por la oxidacion del doble enlace y
la introduccion de dos atomos de hidrogeno vecinales.

» El diol resultante es ulteriormente oxidado por una deshidrogenasa
hasta el correspondiente catecol.

» Elclivaje del anillo aromatico. Ocurre después de su activacion

* Mediante la hidrélisis de los productos del clivaje del anillo, se produ-
cen benzoatos por la introduccion de dos atomos de hidrégeno.

e Otro producto es un acido alifatico carboxilico.
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La mayoria de las cepas aisladas pueden ejecutar una de las dos etapas,
en consecuencia, se necesita de la participacion de consorcios microbia-
nos y de una fase anaerdbica y otra aerdbica (Stapleton y Singh, 2002).

Los primeros reportes de degradacion de PCBS fueron recibidos de cepas
de Achromobacter, que crecen a expensas de Bifenilos y 4- clorobifenilo
(Ahmed y Focht,1973), estas cepas transforman algunos congéneres de
PCBs, pero no los declorinan. Otras Fuentes muestran la capacidad de
Nocardia y Pseudomonas, de degradar PCBs hasta en un 95% y 85%, res-
pectivamente, en 100 dias de tratamiento (Baxter et al., 1975), la capacidad
de degradacion de pende de la mezcla de congéneres de los PCBs.

Otra especie repostada Alcaligenes sp., (Furukawa y Matsumura, 1976),
aislada de sedimentos lacustres, degradan PCBs en cloro benzoatos, sus
congéneres con cloro en un solo anillo, mas facilmente de aquellos con
cloro en ambos anillos. Otra cepa identificada es Acinetobacter sp., P6
(Furukawa, et al.,1978; Fukurawa, 1994) y Rhodococcus globerulus P6
(Asturias et al., 1994), estas bacterias son unas de las pocas capaces de
degradar PCBs y sus congéneres (Kohler et al., 1988), esto es posible gra-
cias a que las mencionadas cepas disponen de una nueva ruta de degra-
dacion que usa la enzima estradiol Dioxigenasa.

Segun el estudio “Inventario Preliminar de Bifenilos Policlorados PCB s,
2003, citado por EI Comercio en su edicion del 10 de noviembre de 1998,
informa que se produjo un derrame de 150 galones de PCB'’s, en el Coto-
paxi en febrero de 1995, sin embargo, no sefala el sitio exacto. La canti-
dad estimada de aceite contaminada fue de 5.472.805 litros equivalentes a
1.445.919 galones americanos (1 galon = 3,785 litros).

El mencionado estudio evidencia que no se dispone de planes de emergen-
cia y de gestion para residuos peligrosos. Los trabajadores de las Estacio-
nes eléctricas que las operan desconocen los riesgos ligados a la manipu-
lacion de PCBs o los extrapolan, creen que si tocan el aceite les producira
cancer, y otros manipulan sin ninguna proteccién. No existen responsables
directos para tratar el tema de los PCBs y en general de productos quimi-
cos peligrosos o compuestos persistentes. No tienen claras directrices de
gué hacer, y algunas de ellas ya han iniciado algunas gestiones: capacita-
cion, sefalizacion, designacion de jefaturas. Si la gestion de los PCBs no
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se ha iniciado en forma segura, peor aun la implementacion de trabajos de
remediacion y biorremediacion de suelos y aguas contaminadas con PCBs.

2.2.8. Compuestos organoclorados y organofosforados

Los compuestos organoclorados son contaminantes con persistencia am-
biental (COP), estos han sido incluidos en la lista de COP de la convencién
de Estocolmo (Stockholm Convention, 2001). Estos compuestos sintetiza-
dos quimicamente son altamente lipofilicos, resistentes a la degradacion,
razon por la que se acumulan en el ambiente, con graves efectos sobre la
salud humana (Porta et al., 2008; Bush et al., 1986).

Compuestos organoclorados como DDE, DDT, PCBs y otros compuestos
relacionados, son responsables de la baja productividad agricola e infertili-
dad de los suelos, del desarrollo de cancer y dafios neuroldgicos en los hu-
manos y animales. Los pesticidas organoclorados (POC) e Hidroxi- PCBs
son moduladores endocrinos (disruptores endocrinos), (McKinlay, et al.,
2008; Varayoud et al., 2008. Milesi et al., 2012), se ha demostrado que
bajas dosis de exposicién neonatal al endosulfan, afecta a las funciones
uterinas en las personas adultas.

La toxicidad de estos compuestos puede ser reducida mediante biorreme-
diacion, que emplea la capacidad natural de plantas y microorganismos
para la descontaminacion. Tedricamente esto compuestos pueden se bio-
mineralizados en vapor de agua y dioxido de carbono (Rayu et al., 2012).
La biorremediacion puede ser exitosamente empleada en trabajos de cam-
po en la degradacion de este tipo de compuestos, con resultados efectivos
y a bajo costo, sin embargo, aun es largo el camino por recorrer para el
perfeccionamiento de estas tecnologias (Singh y Walker, 2006).

Son muchas las rutas metabdlicas bacterianas identificadas de degradacién
de COPs, oxidacion, fermentacion, deshalogenacion reductiva (Smidt y de
Vos 2004). Especial atencién se presta a la deshalogenacién reductora,
gue desempefia un rol preponderante de compuestos organicos altamente
clorados como PCDDs, PCDFs, y PCE, que son recalcitrantes y tienden a
acumularse en sedimentos acuaticos y suelos en condiciones anaerébicas
(Bunge y Lechner 2009).
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En el Ecuador la cantidad de pesticidas organoclorados empleados en el
sector palmicultor, bananero, cafetero y agricola en general es importante,
razon por la que muchos de los suelos actualmente en explotacion presen-
tan graves problemas de fertilidad y baja calidad de produccién agricola,
debido a la acumulaciéon de estos compuestos en los suelos.

El Diagnostico de plaguicidas 1A'y 1B en el Ecuador, sefiala que la floricul-
tura emplea en forma intensa alrededor de 80 tipos de plaguicidas, cuya
aplicacion se realiza cada 2 o 3 dias en una misma area, algunos de ellos
prohibidos en sus paises de origen. La seleccion de los productos para su
aplicacion se hace por consejo del vendedor de agroquimicos, el promotor
de productos de la zona, por amigos o vecinos del agricultor y en algunos
casos por los extensionistas del MAG.

Existe un cierto conocimiento general de los riesgos que existen en el uso
de plaguicidas, pero se desconocen por completo las medidas preventivas.
El carbofuran y monocrotofos son plaguicidas ampliamente usados en el
cultivo de la papa. Mas de 1.662.460 han sido contaminadas por el uso de
plaguicidas debido a las actividades agricolas principalmente?: platano, ca-
cao, papa, flores, frutas (citricos, manzanas, uvas, naranjilla, mora, tomate
de arbol), verduras (brécoli, tomate rifidn) ajo, flores, nabo, algoddn, foresta-
les, palma africana, arroz, frejol, papa, banano, pera, bledo, girasol, pimien-
to, cacao, granadilla, café, remolacha, cafia de azucar, hortalizas, sandia,
caucho, hule, soya, cebolla, lechuga, tabaco, ciruelo, legumbres, té, maiz,
cocoteros, mango, uvas, col, mani, verdolaga, coliflor, durazno, melén, etc.

Segun el diagndstico de plaguicidas 1Ay 1B del 2007, los pesticidas de
mayor uso son:

Tabla No. 2.1. Pesticidas de mayor uso en el Ecuador

NOMBRE COMERCIAL PRINCIPIO ACTIVO
Monitor Metamidofos
Furadan Carbofurano
Manzate Mancozeb
Malation Malation
Nuvacron Monocrotofos

12 Diagnostico de la situacién de los plaguicidas 1Ay 1B en el Ecuador. Boletin de accién
Ecoldgica. No.151. 2007

a7



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente’
2.2.9. Cortes y ripios de perforaciéon

La actividad extractiva de hidrocarburos genera un sin numero de contami-
nantes ambientales cuya naturaleza quimica es muy variada, con frecuen-
cia constituyen cocteles de sustancias quimicas de alta toxicidad ambiental.

Los lodos de perforaciéon y residuos asociados como los cortes y ripios
de perforacion son un ejemplo de estos cocteles. Los cortes y ripios de
perforacion son los materiales pétreos extraidos de la perforacion de un
pozo exploratorio, de inyeccién o de produccion. Estos materiales vienen
impregnados de crudo y del lodo de perforacion que es el agente lubricante
y que quimicamente es un coctel de detergentes, antimicrobianos, tensos
activos, lubricantes, bentonita, lignosulfonatos, poliaminas, poliamidas y
otros polimeros complejos, a mas de agentes inhibidores del hinchamiento
de arcillas (Neff, J. M. 2005).

En dependencia del diametro y la profundidad del pozo, la cantidad de
cortes y ripios es variable, pero en promedio es de 1200-1500 m3/pozo.
En campos productivos, una empresa operadora perfora en promedio 10
a 15 pozos por mes, esto significa que se generan de 12.000 a 22.500 m?/
campo/mes.

Tanto la composicion y propiedades fisicoquimicas de los lodos, asi como
de los cortes y ripios de perforaciéon, dependen de la profundidad del pozo y
de la formacién geoldgica. Se distinguen cortes, ripios y lodos de superficie,
parte intermedia y de profundidad.

Las metodologias de gestién de estos materiales, empleadas durante dé-
cadas y en la actualidad en orden de importancia son: Estabilizacion y con-
finamiento en piscinas. La reinyeccion en la formacion a través de pozos
de inyeccién (practica empleada también para las aguas de formacion),
tratamiento con agentes desengrasantes en especial si el lodo empleado
es base aceite, la incineracion para lodos base aceite y la Biorremediacion.

La primera metodologia es la mas extendida, durante 40 afos de actividad
petrolera en el Ecuador ha generado ciento de miles de pasivos ambienta-
les en forma de piscinas. Es una metodologia ineficiente porque no resuel-
ve el problema de la toxicidad de estos materiales, solo los esconde, dejan-
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do a las futuras generaciones o a la naturaleza luchar contra sus efectos.
No es sustentable, porque cada vez se requieren mas tierras para seguir
almacenando estos materiales, simplemente no existe mas espacio.

La segunda técnica es la reinyeccion, que tiene altos costos, genera resi-
duos secundarios y por ello no es sostenible. La tercera, también es de alto
costo, en especial si se emplea conjugada con la incineraciéon. Finalmente,
la biorremediacién; metodologia que por su naturaleza no es de la prefe-
rencia de las operadoras; pero que con costos comparativos promedios
modestos en comparacion con las otras metodologias, no solo degrada los
contaminantes presentes, sino que también, permite reincorporar los cor-
tes y ripios de perforacion a actividades productivas en calidad de sustrato
para recuperar suelos erosionados, como material de cobertura de rellenos
sanitarios, como base y subbase de carreteras, etc.

En dependencia de la formacion geoldgica, de la que proceden los cortes 'y
ripios de perforacion, estos pueden contener altas concentraciones de me-
tales pesados incluso de radionuclidos, factor que incrementa su peligrosi-
dad y toxicidad ambiental. El tratamiento de estos residuos representa un
reto tecnoldgico, que implica combinar eficientemente técnicas fisicoquimi-
cas con bioldgicas, el uso masivo de tamices moleculares y de consorcios
microbianos complejos.

De nuestra experiencia, se desprende que, en virtud de las diferencias en
las propiedades fisico- quimicas y composicion, estos materiales deben
tratarse por separado, para evitar contaminacion cruzada e incrementar el
volumen a tratar. En los estudios de caso describiremos nuestra experien-
cia en el tratamiento de este tipo de residuos.

2.2.10. Lodos residuales industriales aceitosos

Son innumerables las industrias que generan ingentes cantidades de este
tipo de residuos, bien sea como productos de las actividades productivas,
asi como derivadas de plantas de tratamiento de aguas residuales. Su com-
plejidad, apariencia fisica y propiedades quimicas varian en funcion del tipo
de actividad productiva. En consecuencia, no existen recetas magicas para
su tratamiento, tan solo metodologias comunes, cuya secuencia y combi-
nacion, dependera del tipo de lodo a tratar. Los lodos mas comunes, que
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requieren tratamiento, son los lodos residuales de tanques de almacena-
miento de combustibles que incluyen arenas y sedimentos. Los lodos resi-
duales de las operaciones de plantas de metalmecanica, refinado de crudo,
petroquimicas, estaciones de mantenimiento vehicular y maquinaria, etc.

Especial atencidn reviste el tratamiento de lodos derivados de plantas de
tratamiento de aguas residuales, cuya complejidad y toxicidad depende de
la actividad productiva que la genera. Las caracteristicas mas relevantes
de los lodos residuales son: su alta concentracion de residuos recalcitran-
tes, su alta densidad (hidratacion, para algunos tipos), insolubilidad, baja
biodisponibilidad, su alta toxicidad, inflamabilidad y alto contenido de sus-
tancias volatiles; que dificultan su manipulacion, reducen la eficiencia del
tratamiento e incrementan los costos operativos de su gestion.

El tratamiento de este tipo de residuos exige el empleo de estrictas normas
de seguridad industrial y estrictos protocolos de Bioseguridad, en especial
si se realizan a escala industrial. En el tratamiento de este tipo de residuos,
se hace inevitable el uso de tamices moleculares para generar estructura,
captar metales pesados, inmovilizar contaminantes, proveer el agua ne-
cesaria para el proceso de biorremediacion y servir de superficie para el
desarrollo microbiano.

El éxito de un trabajo de biorremediacion depende del control irrestricto de
algunos parametros de proceso (Speihtg et al., 2012). Los valores tipicos
de los parametros de proceso son los ilustrados en la tabla 2.2.

Tabla No. 2.2. Condiciones tipicas de los factores que inciden sobre el pro-
ceso de Biorremediacion (Varjani, y Upasani, 2019).

FACTOR CONDICIONES OPTIMAS

Poblacion microbiana Clase adecuadas capaces de degradar los contami-
nantes especificos

Oxigeno Cerca del 2% de oxigeno en la fase gaseosa, 6 0,4
mg/litro en la solucién del suelo

Agua El agua debe ocupar el 50-70% de la capacidad de
campo del suelo
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Nutrientes N, P, S y otros nutrientes necesarios para soportar
una buena tasa de crecimiento microbiano

Temperatura La temperatura apropiada para el crecimiento es de
0-40°C

pH El mejorrangode 6,5a 7,5

De nuestra experiencia personal se desprenden otros valores, mucho mas
especificos, que no contradicen los sugeridos por el autor usado como re-
ferencia, simplemente los valores fueron establecidos bajo distintas condi-
ciones experimentales y ambientales?:.

2.3.1. Temperatura
La temperatura determina la velocidad de crecimiento microbiano y del

transcurso de las reacciones bioquimicas. La velocidad de una reaccion
guimica es funcion de la temperatura, y sigue la Ley de Arrhenius:

logl0 V=—AH+C
2.303RT

Por cada 10°C de incremento de la temperatura, la velocidad de las reac-
ciones bioquimicas se duplica.

Los trabajos de biorremediacion ejecutados en el Ecuador, en la region
amazonica y la costa, muestran que las temperaturas imperantes en di-
chas zonas son las adecuadas para garantizar una buena tasa de biode-
gradacion y crecimiento microbiano, el rango de temperaturas observadas
coincide con la curva tipo de crecimiento 0ptimo microbiano en funcion de
la temperatura, descrita en la figura 2.2.

13 Estos valores varian en funcién a las condiciones ambientales de los sitios donde se
ejecutaron los trabajos de Biorremediacion.
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Figura 2.2. Dinamica de crecimiento microbiano en funcién de la temperatura™

No existen referencias de estudios de biorremediacion a temperaturas in-
feriores a 15 °C, en fase de laboratorio ni de campo. Recientemente el pro-
grama antartico, ha permitido estudiar la posibilidad de emplear microorga-
nismos psicroéfilos de la Antartida para la biorremediacién de espacios alto
andinos afectados por derrames de hidrocarburos (Gualoto, 2009).

A
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flig o 50T =EC 105°C T°C

Figura 2.3. Tipo de microorganismo segun la temperatura (Madigan et al., 2004)

4 Gualoto Miguel. Curso de Biorremediacion. Presentacion Powerpoint. UDLA. 2009.
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Segun la figura 2.3 los microorganismos que se desarrollan dentro de los
rangos de temperatura entre -5°C a +12°C, son psicrofilos. Meséfilos son
los microorganismos que crecen en el rango de temperatura + 8°C a +48°C.
Los microorganismos considerados terméfilos crecen de +40 a +70°C. Los
microorganismos que creen a temperaturas superiores se denominan Hi-
pertermofilos, hasta +115 °C.

Como puede verse de lafigura cada especie de microorganismo tiene un ran-
go de temperatura dentro del cual es activo y su metabolismo le permite re-
producirse, fuera de este rango el microorganismo muere o cae en un estado
de inactividad en espera de condiciones ambientales favorables (anabiosis).
Segun varios autores, la biodegradacién de petréleo ocurre a temperaturas
bajo los 80 °C (Connan, 1984): a altas temperaturas los microorganismos
existentes son termofilicos y muchos de los microorganismos involucrados
en la degradacion superficial de hidrocarburos estan ausentes.

La temperatura ambiental ejerce efectos sobre las propiedades del petroleo
y sus derivados (Speight, 2007), y sobre la actividad de las poblaciones
microbianas empleadas en la biodegradacion (Venosa and Zhu, 2003). A
bajas temperaturas la viscosidad del crudo incrementa, mientras que la
volatilidad de los hidrocarburos toxicos de bajo peso molecular se reduce,
generando un retraso en el inicio de la degradacion (Atlas, 1981), de esto
se evidencia, en trabajos de biorremediacion de hidrocarburos en regiones
frias como la Antartida y zona andina de Ecuador®. Adicionalmente la tem-
peratura ejerce efectos sobre la solubilidad de los hidrocarburos (Foght et
al., 1996).

Aunque la degradacién de hidrocarburos puede ocurrir en un amplio rango
de temperaturas, la tasa de degradacion generalmente decrece con la re-
duccién de la temperatura. Altas tasas de degradacion se obtienen en los
rangos de temperatura de 30 a 40°C, en el ambiente edéfico, 20 a 30°C,
en ambientes de agua dulce y 15 a 20°C, en ambientes marinos (Bossert y
Bartha, 1984).

La biorremediacion de hidrocarburos es altamente dependiente no solo de
Su composicion, sino también, de la temperatura de incubacién microbiana

15 | os trabajos de biorremediacién en zonas alto andinas y Antarticas se ven limitadas por
las bajas temperaturas.

953



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente’

(Atlas, 1975); a temperatura de 20°C, el petrdleo convencional presenta
altas pérdidas abioticas y es mas susceptible de biodegradacion que los
crudos pesados. La tasa de mineralizacion de las fracciones pesadas es
significativamente lenta a 20°C, en comparacién con el crudo convencional
(Speight, 2007).

2.3.2. Potencial de hidrégeno

El pH es uno de los parametros de proceso de mayor influencia sobre el
sistema de tratamiento, si consideramos que los fermentos producidos por
los microorganismos solo se activan a un pH especifico (Figura 2.4) Duran-
te la degradacion el pH de un sistema de tratamiento debe ser adecuado
y mantenerse durante todo el periodo de crecimiento. La fermentacion de
carbohidratos libera acidos organicos al medio, con la consiguiente acidifi-
cacion y detencion del crecimiento. La utilizacion de proteinas libera NH,*
al medio produciendo su alcalinizacién. Los cambios de pH producidos du-
rante el proceso de biorremediacion deben ser controlados para evitar la
detencién del proceso de destruccion del contaminate mayoritario presente
en los residuos, como TPHs, HAPs, metales pesados, etc.

o 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14
Figura 2.4. Escala de pH
Los trabajos practicos ejecutados en el campo muestran que los valores
de pH adecuados para la degradacion de la mayoria de los contaminantes

varian de 4,5 a 6,5; aunque también puede ocurrir a valores de pH supe-
rioresa 7.
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Tabla No 2.3. Relacion del pH y microorganismos especificos?®.

ORGANISMO

Thiobacillus
thiooxidans

Sulfolobus aci-
docaldarius

Bacillus acido-
caldarius

Zymomonas
lindneri

Lactobacillus
acidophilus

Staphylococcus
aureus

Escherichia coli

Clostridium spo-
rogenes

Erwinia carato-
vora

Pseudomonas
aeruginosa

Streptococcus
pneumoniae

Nitrobacter spp.

HABITAT

Areas ricas en sulfuro,
frecuentemente acidos

Fuentes de acido sul-
farico
Fuentes calientes aci-
dificadas

Ambientes con alta
concentracion de azu-
cares

Animales, plantas,
Roca degradada

Superficie de anima-
les, cavidad nasal,
piel.

Intestinos de animales

Suelos y sedimentos
gue son anaerobicos.

Patdgenos vegetales
Cosmopolitas
Patégenos de anima-

les

Cosmopolitas

2.3.3. Conductividad
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MINIMO PH | OPTIMO PH | MAXIMO PH

0.5

1.0

2.0

3.5

4.0-
4.6

4.2

4.4

5.0-
5.8

5.6

5.6

6.5

6.6

2.0-2.8

2.0-3.0

4.0

5.5-6.0

5.8-6.6

7.0-7.5

6.0-7.0

6.0-7.6

7.1

6.6-7.0

7.8

7.6-8.6

4.0-6.0

5.0

6.0

7.5

6.8

9.3

9.0

8.5-9.0

9.3

8.0

8.3

10.0

El control de la conductividad eléctrica de los residuos en el sistema de
tratamiento biologico es un parametro clave para asegurar el éxito del tra-
tamiento. La presencia o ausencia de iones, puede inhibir los procesos de
intercambio iGnico entre las particulas del suelo y los residuos y entre los
microorganismos y los residuos.

La conductividad eléctrica se mide en uS/cm o mS/cm, siendo los valores
ideales para la biorremediacion de 0,5 - 6 mS/cm. A valores superiores los

otenciales de membrana se alteran y el metabolismo micro-
16 Gualoto M. Curso de Biorremediacion. Presentacion Powerpoint, UDLA. 2009.
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biano, asi como las propiedades del suelo (residuos) se alteran, detenien-
do el proceso de biorremediacion. El suelo, al igual que cualquier material
conductor eléctrico, se opone al paso de la corriente eléctrica y ofrece una
resistencia que puede ser calculada por la siguiente ecuacion:
L
E =p1
Doénde:
R = Resistencia (Q).
p = Resistencia especifica (Q.m).
L = Longitud (m).
A = Superficie (m?).

La resistencia especifica (p) también se denomina resistividad del conduc-
tor o, en nuestro caso, resistividad del suelo. Para el caso de un suelo o
sustrato homogéneo (suelo en tratamiento), la resistencia especifica de-
pende al menos de tres factores:

a) La matriz que lo constituye, que a su vez depende de otros factores
tales como, la composicién quimica, la textura, la estructura y la poro-
sidad; especial atencion reviste la composicién de los contaminantes
sujetos a remediacion impregnados en el suelo.

b) El contenido en electrolitos susceptibles de conducir la corriente eléctri-
ca, esto es necesario considerar, por cuanto con frecuencia los suelos
han recibido descargas de aguas de formacion ricas en metales pesa-
dos.

c) El contenido en humedad, factor a considerar cuando se somete a tra-
tamiento sedimentos y lodos residuales que con frecuencia esta alta-
mente hidratados. Para la medicion de este parametro con frecuencia
se emplea la conductividad especifica (K),

g-L.L

R A

Doénde:

K = Conductividad especifica (S.m*)

R = Resistencia (Q).

L = Longitud (m).

A = Superficie (m?).

La conductividad eléctrica de un conductor y especialmente de una diso-
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lucion, varia con la temperatura, de igual forma de la temperatura de la
solucién edafica.

En general, para disoluciones acuosas, al aumentar la temperatura aumen-
ta la conductividad, ademas depende del voltaje aplicado, del tipo, nimero,
carga y movilidad de los iones presentes y de la viscosidad del medio en
el que éstos han de moverse. La distribucidon de los electrolitos que existen
en el suelo varia ampliamente en funcion de la presencia y actividad de las
raices (en suelos agricolas) y de los microorganismos empleados, en los
trabajos de Biorremediacion. A mayor resistencia hay menor conductividad
y viceversa (Richards, 1972).

SUELD ARENOSO

Actividad del suelo

SUELD LIMOSO

SUELD ARCILLOSO

W

0 600 800 Sales disueltas ppm

Figura 2.5 relacion entre la actividad del suelo y la concentracion de sales di-
sueltas para suelos con diferentes texturas.

La actividad eléctrica del suelo en tratamiento varia ampliamente en fun-
cion de la distribucion de las sales disueltas (Figura 2.5); de los nutrientes
intencionalmente adicionados al sistema de tratamiento, de la mineraliza-
cion de los contaminantes, de los iones aportados con el agua de riego, la
lluvia u otras aportaciones (purines, estiércoles, humus, etc.). Por ello, es
necesario realizar varias medidas en distintas zonas del area en tratamien-
to, para tomar como referencia la mas representativa.
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2.3.4. Humedad

El grado de humedad de un sistema de tratamiento es vital, por cuanto los
microorganismos requieren la disponibilidad de agua como medio donde
se realizan las reacciones bioquimicas catalizadas por sus fermentos. Para
tratamientos aerdbicos, se recomienda un porcentaje de humedad equi-
valente a 60% (bacterias). Esto no significa que a porcentajes mayores
o menores de humedad la biodegradacion no se produce, sino que, es el
valor ideal.

Para el caso de bacterias (la mayoria), los rangos de humedad relativa de
los sistemas de tratamiento varian entre 40 y 60%. Valores superiores ge-
nerarian condiciones anaerdébicas, por cuanto la humedad satura los poros
del suelo y residuos, bajando la temperatura drasticamente. Valores inferio-
res de humedad, inactivarian a los fermentos microbianos.

Los hongos en cambio prefieren sustratos con baja humedad (son toleran-
tes a la sequia). Normalmente los hongos empleados en biorremediacion
trabajan bajo concentraciones de humedad entre 20 y 40%, este es el caso
de Mucor, Penicillum y Aspergillum (Cabrera y Gualoto 2007).

2.3.5. Aireacion

Siendo la Biorremediacion un proceso predominantemente aerébico, la dis-
ponibilidad de oxigeno en los sistemas de biorremediacion es fundamen-
tal. La degradacion de contaminantes por via aerdbica evita la formacion
de gases altamente peligrosos como: COVs, H.S, NH,, RS (Mercaptanos),
CH4, dioxinas y furadanos.

De acuerdo con su respuesta frente al O, las bacterias se clasifican como:

* Aerobias, cuyo metabolismo depende del O,

* Microaerdfila, que prefieren concentraciones bajas (2%).

* Anaerobias facultativas: que utilizan O, si esta presente, pero pue-
den crecer en su ausencia

* Anaerobias: que no pueden utilizar O,. Pueden ser: estrictas: el O,
es toxico, aerotolerantes: toleran el O,,.
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Los sistemas de tratamiento deben ser aireados frecuentemente para ga-
rantizar las condiciones aerébicas 6ptimas. La aireacion de los sistemas de
tratamiento puede efectuarse por volteo manual, por ventilacién forzada o
mediante la adicion de una solucion de H,O, al 5%.

El volteo manual (ventilacion), permite airear el sistema y regular la tempe-
ratura del proceso, evitando auto incineraciones que son muy frecuentes
en los sistemas de compostaje (en especial cuando se degradan hidrocar-
buros). La asimilacion microbiana de hidrocarburos requiere de un aceptor
externo de electrones, la primera etapa el aceptor de electrones es el oxi-
geno, posteriormente, en ausencia del oxigeno, el aceptor de electrones
puede ser una molécula parcialmente oxigenada como nitratos y sulfatos.

La degradacion de hidrocarburos ocurre con mayor eficiencia y rapidez bajo
condiciones aerdbicas El oxigeno es el factor limitante en la biorremedia-
cion aerdbica, consecuentemente la adicion de oxigeno puede incrementar
sustancialmente la tasa de biodegradacion. La adicion de oxigeno esta di-
reccionada a la fase disuelta de los contaminantes en la zona de capilares
edaficos y es eficiente si no existe una limitacion de nutrientes (fuentes de
N; P, K), (Speight y Arjoon, 2012).

2.3.6. Tipo y concentracion de Contaminante

Considerar la concentracion de contaminantes presentes en los sistemas de
tratamiento, es fundamental para el éxito de la biorremediacion. Elevadas
concentraciones del contaminante pueden ser inhibitorias para el crecimien-
to microbiano, por esta razon se debe bajar la concentracion de estos antes
de iniciar el tratamiento insertando microorganismos. De nuestra experien-
cia profesional hemos establecido experimentalmente y mediante trabajos
de campo que concentraciones superiores a 40.000 ppm son inhibitorias,
la biodegradacion se detiene completamente y se observa alta mortandad
microbiana (Gualoto, 2008a).

La legislacion ambiental ecuatoriana, prohibe explicitamente diluir los resi-
duos con materiales limpios (aguas, suelos), por esta razén es prudente em-
plear para la dilucion otros residuos, empleados en calidad de fuente adicio-
nal de carbono (cosustrato) o a su vez, otros suelos o residuos contaminados
con mayor volumen, pero con concentraciones de contaminantes mas bajas.
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Una estrategia frecuentemente empleada en el tratamiento de suelos con-
taminados con derrames de hidrocarburos es el lavado. Para el efecto se
emplean desengrasantes biodegradables, que permiten recuperar los hi-
drocarburos y de esta manera reducir su concentracion en los suelos a
tratar. Los desengrasantes mas conocidos en el mercado nacional son:
Orange Touch, Tech 90, Disper oil, TQ flock, entre otros. Mas detalles al
respecto se daran en el estudio de casos.

La composicion de los contaminantes y su inherente biodegradabilidad es
la mas importante cuestion por considerar, cuando se avalua la posibilidad
de limpiar una zona contaminada (Atlas, 1975). El petréleo crudo pesado
es mas dificil de degradar que el crudo liviano, de igual forma degradar
compuestos organoclorados, es mas dificil de gradar que, compuestos or-
ganofosforados. La cantidad de crudo pesado metabolizado por algunas
especies bacterianas aumenta con el decremento de la concentracion del
contaminante, mientras que las tasas de degradacion pueden parecer mas
pronunciadas, dentro de un rango especifico de concentracion (Okoh et al.,
2002; Rahman et al., 2002).

2.3.7. Estado fisico del contaminante

El estado fisico de los contaminantes y su forma quimica, son de vital im-
portancia para su disponibilidad ambiental, asi la mayoria de los contami-
nantes ambientales sujetos a remediacién se hallan en solucion, en las
descargas de aguas residuales, en fuentes naturales lacustres, rios, aguas
subterraneas y mares y en la solucion del suelo.

Para que un contaminante ambiental sea disponible, debe estar en solu-
cion, esto es en forma iénica. A manera de ejemplo si en un sustrato se
encuentra Hg® metalico, su toxicidad ambiental es baja, sin embargo, en
forma de Hg'" o Hg ?*, su toxicidad incrementa, peor aln si se halla metilado
como metil mercurio o dimetil mercurio.

La biorremediacion de contaminantes ambientales gaseosos presenta un
reto tecnolégico y de seguridad, siendo su masa molecular una de sus
propiedades mas importantes, porque esta relacionada directamente con
su movilidad ambiental. Adicionalmente, su reactividad quimica y toxicidad
genera dificultades adicionales para su tratamiento seguro y sustentable, a
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manera de ejemplo se puede mencionar el tratamiento de las emisiones de
H.,S de la industria hidrocarburifera y de NH, de la industria de los abonos,
entre otros.

2.3.8. Tipo de suelos y propiedades mecanicas del sustrato

Las bacterias edaficas estan asociadas principalmente a las particulas del
suelo, que constituye su hogar y que retnen todas las condiciones para su
desarrollo, el grado de su asociacién depende de las propiedades fisicoqui-
micas y mecanicas de la superficie'”. Los contaminantes interactian con
los suelos en formas complejas a través de adsorcion y la resistencia a la
transferencia de masa que generalmente impiden su disponibilidad para los
organismos (Singh et al., 2009).

Los distintos tipos de suelo se distinguen por sus propiedades mecanicas
y fisico quimicas tales como: tamafio de particula, tamafio de poro, red
cristalina, capacidad de campo, color, contenido de materia organica, régi-
men térmico, conductividad, alcalinidad, que a su vez definen la diversidad
microbiana y abundancia relativa.

Los suelos arenosos tienen una capacidad de campo baja, factor que
hace que estos no puedan retener la humedad necesaria para garantizar
el metabolismo microbiano durante la biorremediacion, retienen muy poco
la materia orgénica y sus nutrientes, quienes migran juntamente con los
contaminantes hasta los niveles freaticos. Las caracteristicas de los suelos
arcillosos y arenosos de detallan en la Tabla No. 2.4.

Tabla No. 2.4. Caracteristicas del suelo para una efectiva biorremediacion

TIPO DE TASADE CAPACIDAD | PERMEABILIDAD A CAPACIDAD | PUNTO DE
SUELO APLICACION | DE RETEN- DE CAMPO | MARCHITEZ
DE AGUA CION DE
HUMEDAD % en eso % en peso
Arcilloso 10-12 pulga- | Alta baja 9-25 3-10
das
Arenoso 8-9 pulgadas | baja Alta 38-43 25-28

Adaptado de Speight y Arjoon, 2012, pagina 323.
Los suelos arcillosos en cambio son altamente compactados, factor positi-
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poros estan saturados de agua, razon por la que generan condiciones es-
trictamente anaerobias, aspecto que es desfavorable para la Biorremedia-
cion que es preponderantemente aerobica.

2.3.9. Influencia de las propiedades del suelo

Las condiciones fisicas del suelo también pueden contribuir a la reduccion
de la biodisponibilidad de los contaminantes. El enlace de los contaminan-
tes puede ser una de las razones principales de que su biodisponibilidad
se reduzca, los contaminantes hidrofébicos estan atrapados fisicamente
dentro de los microporos edaficos, donde la particion de contaminantes
entre la fase solida y liquida reduce la tasa de difusién. Las moléculas de
contaminantes deben sortear un tortuoso flujo desde el microporo hasta la
particula de suelo del exterior.

Los diametros de los microporos son varian entre 1.0 nm, hasta 20 nm; en
consecuencia, los materiales atrapados pueden no estar disponibles para
los microorganismos. Las raices vegetales tienen la capacidad de penetrar
estos poros pequefios, destruyendo los agregados edaficos, amplificando
la superficie de exposicion de los contaminantes, consecuentemente incre-
mentando la degradacion de contaminantes atrapados, mediante la bioma-
sa radicular, que puede ser superior a 20g /kg de suelo, con una longitud
total radicular de hasta 100 m/kg de suelo (Banks et al., 2003).

2.3.10. Nutrientes

Para lograr una adecuada tasa de crecimiento microbiano, es necesario
introducir en los sistemas de tratamiento, fuentes de elementos biogenési-
cos. N, P, K, a méas de una fuente de carbono orgéanico, que por lo general
son los mismos residuos para tratar. La relacién optima de C, N y P debe
ser de 3:1:1. Esta recomendacion es de caracter general, para cada tipo (o
consorcio) de residuos a tratar, y para cada tipo de consorcio microbiano
a emplear; se deben hacer estudios de cinética, que permitan definir las
cantidades necesarias de cada elemento nutritivo, para garantizar una efi-
ciente biorremediacion. En forma general se debe establecer el Balance de
masas y energia.

Segun Das (2014), la relacion de nutrientes que garantiza un 6ptimo de
crecimiento es C: N: P= 120.10.1. Adicionalmente, los microorganismos
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para la activacion de sus sistemas fermentativos requieren una serie de
microelementos tales como: B, Co, Mn, Cu, Mg, Zn y Fe. Estos microele-
mentos pueden adicionarse en forma de quelatos o en forma de compues-
tos organominerales (Humatos de sodio y potasio con microelementos),
disponibles en el mercado nacional.

En casos particulares se hace necesario adicionar estimulantes de cre-
cimiento de caracter hormonal, como &cido oxalico, &acido citrico, acido
glutarico, acido glucurénico, adenosinfosfato ciclico, etc. Las fuentes de
nutrientes pueden ser muy variadas, desde abonos quimicos, hasta resi-
duos carbonados de otras actividades productivas, tales como, citricos,
hortalizas, aceites, bagazo, estiércol, zumos, entre otros. Con el prop6-
sito de acelerar el proceso de biodegradacién de un contaminante poco
biodegradable, se sugiere el empleo de Cosustratos; que son sustancias
gue poseen una similitud estructural con el contaminante, pero que, a dife-
rencia de éste, son de facil degradacion. A manera de ejemplo ilustrativo,
podemos mencionar a los aceites esenciales cuya estructura molecular es
similar a los compuestos aroméaticos derivados de hidrocarburos.

Bajo esta Optica se viene empleando Penicillum y Aspergillus, que crecen
en los residuos de citricos a expensas de limoneno, citral y otros aceites
esenciales (Figura 2.6.). Al introducirlos en un sistema de tratamiento de
suelos contaminados con hidrocarburos pesados, juntamente con residuos
de citricos, son capaces de biodegradar hidrocarburos aroméaticos por la si-
militud estructural de los Isoprenoides con los anillos aromaticos (Gualoto,
2009).

Otro ejemplo es el empleo de DDT en calidad de cosustrato para la biode-
gradacion del bifenilo. Diferentes tipos de nutrientes (abonos primarios de
N, P) han sido aplicados para la degradacion de hidrocarburos, incluyendo
abonos hidrosolubles y liposolubles. La biodisponibilidad de los contami-
nantes es el factor mas importante de la biodegradacion, por cuanto estos,
al ser hidrofébicos, se disuelven poco en el agua siendo adsorbidos por las
particulas de suelo y la fraccién humica de los mismos, factor que retarda
su paso a la fase acuosa donde son disponibles para los microorganismos.
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Figura 2.6. Cosustratos de los hidrocarburos aromaticos A= Timol (mandarinas), B=
Cotral (limén), C= Eugenol (platano), D= Vanilina (vainilla)

Las ciclodextrinas son componentes naturales que forman complejos solu-
bles con las moléculas hidrofébicas incrementando sustancialmente la tasa
de degradacion de hidrocarburo y otros compuestos hidrofébicos. Trabajos
de este tipo se han desarrollado in vitro, su aplicacion en trabajos in situ, ha
mostrado la capacidad de reducir la elucion, esto es la movilidad lateral de
los contaminantes en el suelo y su percolacion posterior por el agua pluvial,
reduciendo sustancialmente los riesgos de contaminacion de aguas subte-
rraneas (Sivaraman et al., 2010).

Adicionalmente se ha evidenciado que la combinacion de la bioaumenta-
cion con el uso de ciclodextrinas incrementa la biodisponibilidad de con-
taminantes y su tasa de degradaciéon (Bardi et al., 2003). Por lo tanto, la
biodegradacion de hidrocarburos poliaromaticos puede ser mejorada por el
aumento de las poblaciones microbianas degradadoras y por el aumento
de la biodisponibilidad de hidrocarburos (Bardi et al., 2007).

Una inadecuada disponibilidad de nutrientes minerales, en especial Ny P;
con frecuencia limita el crecimiento de microorganismos degradadores y
reduce la tasa de biodegradacion de los contaminantes. El hierro (Fe) es
reportado como factor limitante solo en aguas limpias, y en agua marina en
alta mar (Swannell et al., 1996). El azufre en forma de iones de sulfato es
abundante en agua de mar, pero podria ser limitante en algunos ambientes
de agua dulce. El pH alcalino leve del agua de mar es favorable para la
degradacion de hidrocarburos, en tanto que, en suelos acidos, el encalado
a pH 7,8-8,0 tiene un efecto estimulante.
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2.3.11. Concentracion de sales

La presencia de sales en el sistema de tratamiento biologico debe ser con-
trolada y mantenida en valores especificos, por cuanto las sales alteran
la presion osmatica de las células microbianas, generando fenomenos de
contraccion vy lisis celular, con efectos negativos sobre la poblacion micro-
biana y el avance del proceso de Biorremediacion (Figura 2.7).

A

Tasa de crecdmiento

= NaCl

Figura 2.7. Relacién crecimiento microbiano salinidad. A. Bacillus, B. Staphylo-
coccus a, C. Vibrio f, D. Halobacterium s.

Los microorganismos que necesitan sales para su crecimiento se deno-
minan haldfilos, en tanto que aquellos que pueden crecer en ausencia o
presencia de estos se denominan halotolerantes. Un amplio rango de con-
taminantes organicos requiere la presencia de sales para ser mineralizados
o transformados por los microorganismos (Margesin and Schinner, 2001b).

Tabla No 2.5. Actividad del agua requerida por los microorganismos

ORGANISMO HABITAT MINIMO DE ACTIVIDAD
ACUOSA PARA EL
CRECIMIENTO
Caulobacter Agua fresca y marina diluida 1.00
Pseudomonas Ambientes con bajo nivel salino 0.91
Salmonella/E. coli Animales 0.91
Lactobacillus Animales y plantas 0.90
Bacillus Suelo 0.90
Staphylococcus Animales 0.85
Halobacterium Lagos salados, mar muerto 0.75
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2.3.12. Presencia de metales pesados

Como se menciond ya, los metales pesados son inhibidores del crecimiento
microbiano por su toxicidad, debida a la capacidad de interactuar con com-
ponentes celulares especificos (Freedman, 1995), por esta razén antes de
iniciar un proceso de Biorremediacion, se debe reducir la concentracion de
estos hasta niveles tolerables, esto se logra con la ayuda de tamices mo-
leculares, como zeolitas, puzolanas y carbones activados!® o empleando
organismos capaces de biotransformarlos. La Fito estabilizacién es una
alternativa de fitorremediacién mediante la cual, las plantas reducen la toxi-
cidad de los metales pesados (Raskin y Ensley, 2000), el mecanismo es la
biosorcién, esto es su acumulacion pasiva en el interior de sus tejidos; en
este proceso juegan un rol preponderante la temperatura, pH, la presencia
de otros metales y compuestos organicos (Violante et al. 2010, Narang et
al., 2011). Los microorganismos poseen un conjunto de enzimas capaces
de ejecutar reacciones de oxidacion, reduccion, metilacion y alquilacion de
metales (Valls y De Lorenzo, 2002).

Varios estudios muestran que la mejor alternativa para tratar problemas de
contaminacién ambiental por metales pesados, a bajas concentraciones es
la biorremediacion, por su facil ejecucién, confiabilidad y no produccion de
contaminantes secundarios (Chen et al., 2005; De et al., 2008).

La gama de metales pesados sujetos a control, dependen de la legislacion
ambiental bajo la cual se valoraran los trabajos de remediacién y de los
riesgos ambientales asociados a su presencia en suelos, aguas y residuos.
Para fines practicos lo metales pesados de relevancia en trabajos de bio-
rremediaciéon son: Hg, Cd, V, Cr (VI), Zn, Ni, Ba, etc.

2.3.13. Efecto de la intemperie

El petréleo derramado y sus derivados son sometidos a oxidacion, evapora-
cion, pérdida de sus propiedades fisicoquimicas y composicién originales;
proceso conocido como itemperacion. Estos cambios presentan desafios
para los esfuerzos de remediacion. Por un lado la evaporacion transporta
los contaminantes volatiles a la atmdsfera generando problemas de conta-

18 Existen multiples estudios que certifican la eficiencia de estos materiales en la captacion
de metales pesados.
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minacion del aire y formacion de mezclas explosivas en especial en zonas
alto andinas, donde es frecuente la formacién de neblinas; por otro lado,
la evaporacion hace que en el suelo se incremente la cantidad de frac-
ciones pesadas de los hidrocarburos que consecuentemente hacen mas
dificiles y prolongados los trabajos de biorremediacion; de esto atestiguan
las bajas tasas de degradacion en suelos contaminados con hidrocarburos
intemperados (Trindade et al., 2005), en comparacién con la degradacién
de hidrocarburos en derrames frescos. La aplicacion de las estrategias de
bioestimulacion y bioaumentacion, en el tratamiento de crudos frescos, es
aproximadamente dos veces mas eficiente en comparacion con el trata-
miento de crudos itemperados. Espacios con un largo historial de conta-
minacion como refinerias estaciones de servicios pueden ser manipulados
para mejorar la biorremediacion y acelerar las tasas de degradacion de los
contaminantes.

Con frecuencia en la ejecucion de trabajos de biorremediacién de campo,
el investigador o la empresa, encargada de ejecutar los trabajos, se plantea
la pregunta ¢ por dénde empezar? El responder a esta pregunta en forma
correcta, define el éxito o fracaso de los trabajos. Basados en nuestra ex-
periencia de campo, recomendamos la siguiente secuencia de eventos y
actividades, que han mostrado su eficiencia independientemente del sitio
donde se ha implementado.

2.4.1. Visita e inspeccion al sitio afectado por contaminacion

Es absolutamente indispensable realizar la visita al sitio objeto de estudio
afectado por contaminacion, por causa de un derrame, descarga, pasivo
ambiental o actividad productiva en ejecucion; por cuanto nos permite le-
vantar informacion valida para:

» Conocer la naturaleza, cantidad, magnitud y el alcance del problema.

» Conocer las condiciones ambientales imperantes en la zona de es-
tudio.

* Evaluar los riesgos ambientales del problema.

» Dimensionar el sistema de tratamiento, en cuanto a tamafio, comple-
jidad y tiempo de funcionamiento.
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* Evaluar costos operativos, y ambientales del programa de remedia-
cion.

» Conocer la existencia de facilidades operativas, logisticas y servicios
basicos indispensables para el éxito del proyecto de remediacion
ambiental.

» Conocer la problematica socio ambiental de la zona de influencia
directa e indirecta.

Para la visita es indispensable seleccionar el personal técnico y equipos,
gue permitan con criterio levantar la informacion relevante anteriormente
citada.

2.4.2. Muestreo y andlisis de suelos

Para determinar la cantidad, naturaleza quimica (composicion, estado,
propiedades) y riesgos potenciales de los contaminantes, se deben tomar
muestras de suelos, sedimentos, aguas o residuos, objeto de estudio. Para
el muestreo de suelos, se recomienda un muestreo preliminar exploratorio
con sondas manuales o barrenas, o mediante la exposicion de la parte
superior del suelo con una pala (calicatas), que permiten evidenciar la anti-
gledad del proceso de contaminacion y el tipo de uso de suelo (Robertson
et al., 1999).

a) Determinacion del nUmero de muestras

El nUmero de muestras se determina por la profundidad alcanzada por el/
los contaminantes y el tiempo transcurrido desde que se produjo la con-
taminacion. Se debera tomar como minimo cinco y maximo 20 muestras,
cuando el contaminante no ha alcanzado una profundidad mayor a 80 cen-
timetros. Cuando la profundidad de afectacion alcance niveles superiores a
los 80 centimetros, el nUmero de muestras a colectar dependera del criterio
de la entidad ambiental de control y del técnico encargado de la toma de
muestras (Buduba, 2004).

El nimero de muestras requeridas, por lo tanto, depende de la rigurosidad
de la prueba. Como un criterio de muestreo se recomienda tomar de 8 a 10
muestras para la caracterizacion del &rea mediante muestras compuestas
con un porcentaje de variacibn no mayor que 10% alrededor de la media
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(Benedetto et al., 2008). En general se recomienda el uso de las metodolo-
gias de SOIL Estandar Method, siempre y cuando no exista una normativa
local nacional que defina el criterio de muestreo.

Figura 2.8. Toma de muestras por cuarteo a) muestra previa, b) toma de
muestra segun la metodologia

Fotos tomadas por el autor

Independientemente del tipo de muestreo empleado, la toma de la mues-
tra debe realizarse por cuarteo (figura 2.8), asi del sitio elegido para el
muestreo, se toman submuestras, que deben tener un volumen similar, se
colocan sobre una lona o material (no plastico para hidrocarburos) plastico
limpio, se mezclan profusamente eliminando el material pétreo y materia or-
ganica, se divide la mezcla en cuatro partes iguales y se procede eliminar
dos de ellas, este proceso se repite varias veces hasta que se obtenga una
masa fina de 0,5 — 1 Kg (Buduba, 2004).

Toma de la muestra

Una vez definidas las caracteristicas de las muestras a obtener y el ins-
trumento de muestreo a utilizar, la extraccion de las submuestras debera
realizarse con los siguientes criterios (Pennock, 2004).

a. Los recipientes por utilizar deberan estar convenientemente limpios y
etiquetados.

b. Si al punto de muestreo se va a acceder vadeando, esta aproximacion
debera hacerse contra corriente para evitar la perturbacién de los sedi-
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mentos que se van a muestrear.

c. El muestreador debera manejarse siguiendo siempre las instrucciones

gue el fabricante para su uso. Ademas:

Deber& asegurarse de que se recoge la muestra de la profundidad
requerida.

Si el instrumento es de tipo “cilindro”, debera asegurarse de que la
penetracion en el sedimento se realiza de forma perpendicular.

Si el instrumento es de tipo “recogedor”, debera asegurarse de que
el contacto con el sedimento se realiza suavemente para minimizar
las posibles perturbaciones.

Repetir la penetracion y extraccion tantas veces como sea necesa-
rio hasta alcanzar la cantidad de muestra requerida y un minimo de
cuatro veces.

Materiales y equipos de muestreo

La seleccién de los materiales y equipos adecuados para el muestreo es
importante para la garantizar la calidad de las muestras, un listado preli-
minar se sugiere a continuacion:
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Envases para la recoleccion de la muestra: frascos estériles
Hieleras de plastico o de otro material aislante con tapa (Coolers).
Bolsas refrigerantes (“Blue Ice”) o bolsas de plastico impermeables
con hielo cerradas.

Solucién de alcohol etilico al 70 %.

Gasas o0 cotonetes de algodon, estériles.

Muestreadores de agua.

Mandil, cofia, mascarilla y guantes estériles desechables.
Marcadores indelebles.

Barrenos (Figura 2.9.)



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente”

a b

Figura 2.9. Tipos de barrenos a) barreno espiral b) barreno para arcillas
Muestreo de sedimentos

El muestreo de sedimentos que son muestras de material particulado pre-
cipitado por gravedad, de estructura y composicion compleja, representa
una serie de retos debido a las dificultades operativas, generalmente estas
se encuentran a cierta profundidad, que requiere su medicidén exacta, la
eleccion de la herramienta adecuada y de habilidades y destrezas de parte
del personal responsable de dicha tarea.

Para el muestreo de sedimentos, se han establecido varias técnicas, te-
niendo en cuenta principalmente las caracteristicas fisicas del medio como
son la profundidad y granulometria del fondo, posibilidad de penetracion
de los equipos de muestreo, presencia de vegetales, piedras grandes, etc.,
asi como el destino de las muestras, ya sean para un analisis fisicoquimi-
co, evaluacion del contenido de compuestos organicos o metales pesados
(Bortolon et al., 2009). Entre los equipos empleados para el muestreo de
sedimentos podemos mencionar a:

» Draga Van Veen para sedimentos

* Muestreador de Ekman
» Corer de gravedad
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e Corer de pistdn

Mas informacion sobre las técnicas de muestreo puede hallarse en: Conklin,
2004 y en Carter, 2008.

2.4.3. Aislamiento e identi icacion de microorganismos autocto-
nos in situ

La obtencion de microorganismos debe realizarse in situ, esto es, los mi-
croorganismos se deben aislar de la misma fuente de contaminacién (Figu-
ra 2.10.). Si se trata de un proceso de contaminacion reciente (como un de-
rrame), es permitido identificar y aislar microorganismos de sitios cercanos
gue posean condiciones ambientales similares al area de estudio.

A

a b

Figura 2.10. Cultivo de microrganismos. a) Dilucion de suelo b) cultivo de microorga-
nismos en desarrollo

La legislaciébn ambiental ecuatoriana es muy clara al respecto, prohibe la
introduccidon de organismos exoéticos a ecosistemas sensibles como las
fuentes de agua, selva amazonica, paramos, etc.

Lamentablemente en la practica ambiental nacional, esta prohibicién ha
sido sistematicamente ignorada por empresas biorremediadoras, que han
operado en el Distrito Amazonico en los ultimos 30 afios, quienes han rea-
lizado la introducciéon masiva de microorganismos importados desde el Ca-
nada, Estados Unidos y Europa en los trabajos de biorremediacién que
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han ejecutado. No existe la seguridad de que las cepas importadas sean
eficientes bajo las condiciones ambientales locales y que no hayan sido
genéticamente modificadas. Los organismos de control no disponen del
personal y equipos necesarios para su comprobacion y control. Queda tan
solo, apelar a la ética ambiental y honradez de las compafiias biorremedia-
doras.®

2.4.4. Pruebas de biodegradacion

Una vez aislados los microorganismos existente in situ, se procede con la
ejecucion de pruebas experimentales de biodegradabilidad, en tal forma
que se identifiquen las cepas capaces de biodegradar los contaminantes.
Las pruebas se efectlan en medios nutritivos que poseen pequefias canti-
dades del contaminante o contaminantes especificos que se desean elimi-
nar (en concentraciones de 20 a 100 ppm), estas demostraran cuales de
todas las cepas aisladas, tienen la capacidad de degradarlos y sus tasas
de degradacién. Adicionalmente, estas pruebas permitiran calcular los pa-
rametros cinéticos, como: Tasa de reproduccion, el tiempo de vida media
de los residuos, asi como las condiciones ambientales ideales para lograr
altos indices de biodegradacion.

2.4.5. Eleccion de la metodologia de tratamiento

Con los resultados de las pruebas de biodegradacion, la eleccion de la me-
todologia de tratamiento a aplicarse en campo es mas facil. Sin embargo,
es necesario recordar que las pruebas de laboratorio son una buena guia o
aproximacion de lo que se obtendra en el campo. Hay que considerar que
los pardmetros de proceso sujetos a control exhaustivo en el laboratorio no
son factibles de controlar en condiciones de campo, en consecuencia, es-
taran sujetos a la influencia de las condiciones ambientales de la zona de
estudio, factor que debe ser considerado en la eleccién de la metodologia
de tratamiento.

Muchas veces la metodologia elegida para el tratamiento de un contami-
nante o grupo de contaminantes especificos, probada bajo unas condicio-
nes ambientales especificas, no es viable bajo otras condiciones ambien-

19 Este es un tema preocupante, porque al parecer los intereses de empresas transnacio-
nales se sobreponen a la nhormativa nacional, con el silencio de los organismos de control.
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tales, razén por la que, para cada caso especifico, se recomienda analizar
Su pertinencia.

2.4.6. Definicidon del equipo profesional que ejecute el trabajo

El empleo masivo de microorganismos en trabajos de biorremediacién am-
biental genera riesgo biolégico considerable para el personal, instalaciones
y ambiente; razon por la que se hace necesario la observancia de estrictas
normas de Bioseguridad, las mismas que dependeran de la cantidad, tipo y
mecanismos de reproduccion microbiana.

Por esta razon, todo trabajo de Biorremediacién debe contar con el perso-
nal capacitado y con experiencia en la ejecucién de trabajos similares, con
conocimiento pleno de los riesgos asociados a su trabajo. Adicionalmente
debe contar con un manual de Bioseguridad para los trabajos de laboratorio
y campo, que garantice la integridad del personal, equipos, instalaciones y
ambiente (Gualoto, 2008b). La disponibilidad de una manual de Biosegu-
ridad no es una opcion, es un imperativo, jsin el cual, ningun trabajo de
biorremediacion deberia ser autorizado!

Parte del equipo profesional requerido para este tipo de trabajos son: un
microbiologo, Ing. Ambiental, un Especialista en Seguridad industrial, bio-
seguridad y ocupacional, un Epidemiblogo, aparte de especialistas para
la ejecucion de las operaciones unitarias de Biorremediacion y manejo de
maquinaria y equipamiento especializado.

2.4.7. Definicion de las normativas de Bioseguridad aplicarse en
el campo y en laboratorio

El empleo masivo de microorganismos en trabajos de biorremediacién am-
biental, fuera de las condiciones controladas de laboratorio, genera un ele-
vado riesgo bioldgico cuya gestion requiere la participacion de un equipo
profesional altamente capacitado, conocedor de la fisiologia de los microor-
ganismos empleados, su comportamiento ambiental y de las caracteristi-
cas del ecosistema de la zona de estudio.

Con frecuencia en la biorremediacion de suelos contaminados con hidro-
carburos, se emplean cepas patdgenas para el hombre y animales, tales
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como: Pseudomona aeruginosa, Mucor sp., Candida sp., Estreptococos sp.
Debido a su eficiencia, no es recomendable su eliminacién pese a los ries-
gos asociados a su empleo masivo. Incluso cepas microbianas como Pseu-
domona sp., Bacillus sp., y Rhodococcus sp., que no son patégenas para
el hombre, pueden generar problemas de septicemia, debido al elevado
volumen de empleo de pool bacteriano. En la definicion de las normativas
de bioseguridad de campo, se debera considerar:

* Las condiciones ambientales imperantes.

» El personal técnico disponible y el grado de instruccion del personal
operativo.

» La disponibilidad de equipos de bioseguridad, personal, colectivo y
ambiental.

» Ladisponibilidad (construccién) de barreras fisicas de contencion.

» Disponibilidad de Planes de contingencias, emergencias y cuaren-
tena.

e Cercania de centros poblados.

» Cercania de fuentes de agua.®

2.4.8. Marco legal e institucional bajo cuya optica se ejecutara
en trabajo

Finalmente, se debe definir el marco legal, bajo el cual se ejecutaran los
trabajos de remediacion ambiental. Al efecto se debe identificar el ambito
legal, esto es, la pertenecia a una u otra actividad productiva regulada por
un marco legal especifico. Asi, en caso de problemas ambientales relacio-
nados a actividades que giran en torno a los hidrocarburos, el marco legal
a aplicar es el Reglamento Sustitutivo 1215 para las Operaciones Hidrocar-
buriferas en el Ecuador.

Si un derrame de hidrocarburos ocurre dentro de una zona protegida, a
mas del reglamento mencionado se debera considerar la Ley de Areas Pro-
tegidas, la Ley de Aguas y ordenanzas ambientales del municipio, canton
o provincia donde se halle el area afectada. Puede suceder que el avance
en las tecnologias y la creacidon de nuevas sustancias, generen un vacio
legal, por cuanto la ley no contempla su existencia y consecuentemente

20 Cabe sefialar que, al respecto, no existe normativa escrita, en la legislacion ambiental,
por lo que las normas sugeridas son producto de la experiencia del autor.
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sus efectos dafinos; en estos casos se aplicara la legislacion internacional
gue mas se aproxime y en los que se hayan sentado precedentes juridicos.

Las estrategias sugeridas en el presente libro. Son el producto de décadas
de experimentacion y de ejecucion de trabajos de Biorremediacion en el
campo Yy laboratorio. Estas se describen en forma secuencial, tal como se
han empleado en dichos trabajos.

2.5.1. Estabilizacion

Con frecuencia los residuos (sustratos) a ser tratados, son de naturaleza
inestable (volatiles, altamente hidratados, inflamables, altamente densos,
etc.), por esta razén en nuestra practica cotidiana hemos entendido la ne-
cesidad de estabilizar previamente a los residuos antes de tratarlos, como
una condicion sin la cual es imposible garantizar su transporte, almacena-
miento y tratamiento exitoso.

La estabilizacion consiste en eliminar esas caracteristicas indeseables de
los residuos, para facilitar su manipulacién y hacerla segura para el perso-
nal, instalaciones y ambiente. Con frecuencia hemos recurrido a la adicion
de tamices moleculares (zeolitas, puzolanas, margas, humatos y carbones
naturales), quienes interaccionan con grupos funcionales presentes en las
moléculas de los residuos, tales como: RH, COOH, NH, OH, SH, COH, etc.,
participando en reacciones de intercambio idnico, hidratacion (solvatacion),
complexacion, quelacion, adsorcion, entre otras. Estas interacciones per-
miten, estabilizar a los residuos y facilitan su manipulacion, reduciendo su
movilidad ambiental y por ende su peligrosidad.

2.5.2. Deshidratacion

El agua es el principal vehiculo de contaminacion ambiental, la gran ma-
yoria de residuos y contaminantes ambientales eliminados al ambiente,
tienden a hidratarse o por su procedencia (lodos residuales de plantas de
tratamiento), estan compuestos por un alto porcentaje de agua, hasta un
90%. Esto dificulta muchos su transporte incrementando los riesgos de de-
rrames, por accidentes de caracter involuntario. Con frecuencia los resi-
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duos se tienden en plataformas de hormigon cubierta, para facilitar su des-
hidratacion y evaporacion a expensas de la radiacion solar. Esta estrategia
es factible siempre y cuando el contenido de sustancias toxicas volatiles
(COVs) presentes en los residuos no sea elevada.

Nosotros hemos optado por emplear cantidades especificas de zeolitas o
bentonita (en funcién del grado de hidratacion de los residuos), para en
combinacion con el tendido, estimular la deshidratacion de los residuos.
Esto es importante en especial cuando es imposible hacer la Biorremedia-
cion in situ y es necesario transportar los residuos a otro sitio.

2.5.3. Cambio de estructura

Otra estrategia ampliamente utilizada en biorremediacion es el cambio de
la estructura de los residuos a tratar, esto se logra por la adicion de materia-
les como: Residuos agroindustriales (cascarilla de arroz, café, cacao, cafia,
madera, etc.).

La adicion de este material contribuye a generar poros (burbujas) llenas de
aire, a disminuir el grado de compactacion del residuo, consecuentemente
a generar las condiciones para procesos eminentemente aerobicos. Adi-
cionalmente estos materiales brindan a los microorganismos la superficie
necesaria de adhesion, para su proliferacion (biopelicula) y metabolismo
normal, ademas de servir como microfiltros a través de los cuales muchos
de los contaminantes son inmovilizados. Condicién para que un contami-
nante ambiental sea sujeto a degradacion es su inmovilizacion.

El efecto estructurador de la materia organica es incrementado por la pre-
sencia de Zeolitas, quienes contribuyen a la formacién de los coloides ed-
aficos, captan metales pesados toxicos para los microorganismos, retienen
agua necesaria para el metabolismo microbiano e inmovilizan contaminan-
tes cargados de numerosos grupos funcionales.

2.5.4. Maduracién
Una vez cumplidas las estrategias anteriores, es necesario dejar reposar a

los residuos, por un tiempo no menor a dos semanas, con el propdésito de
gue la mezcla de residuos, tamices moleculares, material estructurante y
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microorganismos presentes en los materiales, conformen una unidad dina-
mica y estable. El tiempo necesario para la maduracion varia en dependen-
cia de las propiedades iniciales de los residuos a tratar, su composicion y
cantidad.

Durante la maduracion terminan de producirse las reacciones de estabiliza-
cion, adaptacion de los microorganismos al nuevo medio, se libera el exce-
dente de humedad, se capta los metales pesados e inmovilizan los contami-
nantes. Con las condiciones micro ambientales estables (pH, temperatura,
conductividad, humedad), es factible iniciar un proceso de biorremediacion
evitando el estrés y mortandad de los microorganismos empleados.

2.5.5. Bioaumentacion

La Bioaumentacién? es una estrategia dirigida a incrementar el numero de
microorganismos por unidad de volumen o masa de residuos o sustrato en
tratamiento. Esto se logra, inyectando microorganismos en el sistema de
tratamiento. Los microorganismos inyectados deben haber sido obtenidos
in situ. Cuando en la fuente no existe la cepa necesaria para la degrada-
cion de un contaminate especifico o cuando la tasa de biodegradacion de
la cepa local es muy baja, se emplearan microorganismos aislados EXx situ.

Al proceso que involucra la importacion de microorganismos a uno sitio
contaminado para incrementar la degradacién, se denomina Bioaumenta-
cion (Speight y Arjoon 2012).

Sin contradecir la definicién dada por Speight y Arjoon (2012), es necesa-
rio considerar que para la realidad ecuatoriana y en concordancia de su
legislacion, no es factible la importacién de microorganismos no aislados
in situ a no ser que, estos correspondan a ecosistemas similares al objeto
de estudio y cuya capacidad para degradar el contaminante en tratamiento
sea plenamente demostrada.

Las practicas de importacion de microorganismos procedentes del exte-
rior Europa o Norte América, deben ser descartadas por completo, porque
ponen en riesgo la biodiversidad y equilibrio de nuestros ecosistemas. La

21 Para muchos autores la Bioaumentacion es una metodologia, nosotros consideramos
gue es una estrategia, porque independientemente de la metodologia de tratamiento que
se ejecute, la bioaumentacion es necesaria para incrementar la eficiencia del tratamiento.

78



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente”

introduccién de microorganismos a ecosistemas naturales o artificiales no
es una practica nueva, ha sido practicada frecuentemente en la agricultu-
ra, en el tratamiento de algunos residuos y en la biorremediacién de sitios
contaminados. La practica de bioaumentacion ha sido exitosa mediante la
introduccién repetida de cepas de microorganismos altamente especializa-
dos, adaptados al residuo y a las condiciones ambientales del sitio (Singh
y Ward, 2009).

El potencial de éxito de la bioaumentacién puede ser incrementado, em-
pleando suelos que contienen microorganismos autoctonos, expuestos
previamente al contaminante; sin embargo, es necesario recalcar que esta
practica tiene su limitante en cuanto a la relacion de volumen suelo ex-
puesto/ suelo contaminado, por cuanto se puede violentar la legislacion
ambiental que prohibe la dilucion, como estrategia de remediacién de sue-
los contaminados. La relacion ideal de suelo expuestos vs suelos contami-
nados no debe superar 1/100 partes respectivamente. Asi la introduccion
de consorcios microbianos naturalmente formados puede ser mas efectiva
en comparacion con la aplicacién de cepas aisladas y aplicadas en forma
de cultivos puros. Muchos estudios de biorremediacion han sido realizados
con bioaumentacion con especies Gram negativas como Pseudomonas,
Flavobacterium, Sphingomonas, Alcaligenes, Achromobacter, (Singh et al.
2004; El Fantroussi y Agathos, 2005).

Con especies Gram positivas como: Rhodococcus, Mycobacterium y Baci-
llus sp, de igual forma el empleo de cepas fungicas de los géneros: Absidia,
Achremonium, Aspergillus, Verticillium, Penicillium, and Mucor Todas estas
cepas demuestran la eficiencia en la degradacién de hidrocarburos en for-
ma de consorcios (Mrozik y Piotrowska-Seget, 2010).

Una de las tareas de importancia en los trabajos de biorremediacion con la
introduccidn de especies exogenas, es el control del numero de UFCs de
los microorganismos introducidos. Una estrategia empleada en la bioau-
mentacion es el empleo de microorganismos inmovilizados. Existen varios
portadores bacterianos, como el alcohol polivinilico, quitina y quitosanos,
vermiculita, bagazo de cafa, (Singh et al., 2011), cascarilla de arroz y por-
tadores organominerales como zeolitas (clinoptilolita), acidos humicos y ful-
vicos Humatos y carbones activados de palmiste (Gualoto, 2009, Singh et
al., 2011).
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La supervivencia de las bacterias introducidas, asi como su desempefio
en la biorremediacion, puede ser incrementada con la introduccion de una
fuente de carbono, localizada en la matriz de inoculacion, que en forma
simultdnea puede ser el promotor de inmovilizacién de las bacterias no au-
téctonas en la poblacién microbiana del suelo. La combinacién de la bioau-
mentacion con la bioestimulacion es una estrategia prometedora para in-
crementar la tasa de biorremediacion. Tanto las bacterias autoctonas como
las introducidas reciben beneficios de la bioestimulacion, por la adicion de
nutrientes y aceptores de electrones (Singh et al., 2011).

2.5.6. Bioestimulacion

La Bioestimulacion al igual que la Bioaumentacion es una estrategia me-
diante la cual se adicionan nutrientes tales como el fésforo y nitrdgeno a un
ambiente contaminado, para estimular el crecimiento de los microorganis-
mos (Speight y Arjoon, 2012).

La Bioestimulacion consiste en introducir en los sistemas de tratamiento
fuentes adicionales de carbono, fésforo, nitrégeno, azufre, microelementos,
Ca, K, Na, para que los microorganismos asimilen mejor los contaminantes
y el proceso de biorremediacion sea efectivo. En calidad de bioestimulantes
pueden actuar, los abonos organicos; KNO,, urea, KCl superfosfato, fosfato
de amonio. Materia organica, como: restos de vegetales, frutas (citricos).
Microelementos, como: Co, Mn, Mg, Cu, B, etc.

El tipo y cantidad de material bioestimulante depende de la cinética de la
cepa o pool microbiano utilizado. La tendencia general es la busqueda de
fuentes alternativas de bajo costo, frente a los preparados estandarizados
de laboratorio de alta efectividad, pero de elevado costo.

Para la biorremediacion de suelos contaminados con HAPS, se debe imple-
mentar estrategias activas como la adicion de enmiendas (bioestimulacion)
gue provean de oxigeno y nutrientes que incrementen la actividad micro-
biana autéctona y la biodegradacién (Bamforth y Singleton, 2005, Mohan
et al., 2006). Los beneficios de la adicion de oxigeno y nutrientes para la
biodegradacion de HAPs ha sido reportada por varios autores (Breedveld y
Sparrevik, 2000; Eriksson et al., 2000), sin embargo, pocos estudios estan
enfocados solo en los efectos de la bioestimulacion sobre la comunidad mi-
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crobiana autéctona y sobre las bacterias degradadoras de HAPs (Vinas et
al, 2005). Adicionalmente es necesario recalcar que se deben generar las
condiciones micro ambientales ideales para que el efecto beneficioso de la
bioestimulacién sea evidente.

2.5.7. Control de parametros de proceso

Una vez iniciados los trabajos de biorremediacion con la aplicacion de cual-
quier metodologia de tratamiento, se debe ejecutar el control rutinario de
los parametros de proceso que garantizan el éxito de la Biorremediacion y
reducen los tiempos de tratamiento, consecuentemente los costos.

Entre los parametros, que usualmente se controlan en forma rutinaria en
trabajos de campo, mencionamos a: Temperatura, conductividad, hume-
dad, pH, aireacion, nutrientes, UFCs y la aireacién (la cantidad de oxige-
nos disponible), que frecuentemente se realiza mediante volteo, manual o
mecanizado. Parametros que han sido detalladamente explicados en este
capitulo.

2.5.8. Conclusiones y perspectivas futuras

Es indudable que el control de los parametros de proceso juega un rol
determinante en el éxito de los trabajos de biorremediacion, que ejerce in-
fluencia no solo en su eficiencia, sino también en sus costos operativos. Sin
embargo, el solo control exhaustivo de estos paradmetros, sin un proceso
metodoldgico y oportuno de muestreo, analisis e interpretacion de resul-
tados; no puede garantizar un trabajo seguro. Las investigaciones que se
vienen desarrollando en todo el mundo, sin lugar a duda permitiran mejorar
la eficiencia, con la introduccidn de estrategias como el empleo de tamices
moleculares, cosustratos, activadores organominerales y aceptores adicio-
nales de electrones. Confiamos que las investigaciones ambientales que
se desarrollen en nuestro pais, también asuman esta ruta y de esta forma
contribuyan al desarrollo y perfeccionamiento de las técnicas de Biorreme-
diaciéon, debido a la enorme cantidad de pasivos ambientales generadas
por las actividades hidrocarburiferas.
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CAPITULO I

ORGANISMOSEMPLEADOSEN BIORREMEDIACION

La biorremediacién como metodologia de tratamiento y eliminacion de con-
taminantes ambientales del suelo, agua y aire; se sustenta en las capacida-
des metabdlicas extraordinarias de organismos vivos y especificamente mi-
croorganismos, plantas e invertebrados, para utilizar en calidad de fuente
de energia y carbono, a contaminantes ambientales; permitiendo de esta
forma que los ecosistemas naturales puedan recuperar sus propiedades fi-
sico quimicas, el equilibrio ecoldgico y el restablecimiento del flujo de mate-
ria y energia reflejada en los ciclos biogeoquimicos, que permanentemente
transforman al planeta.

Especial atencidon se presta en este libro al empleo de microorganismos
en Biorremediacion. Para el Ecuador, un pais de mega biodiversidad, le es
propio también una mega diversidad microbiana, que no ha sido estudiada
aun?, La diversidad genética microbiana, constituye una poderosa herra-
mienta biotecnoldgica para solucionar una amplia gama de problemas de
caracter tecnolégico, ambiental, salud, industrial, alimenticio, farmacolégi-
co, etc.

En Ecuador el empleo de microorganismos en trabajos de biorremediacion
ambiental, se dio inicio a fines del siglo pasado, siendo el primer traba-
jo documentando de campo de biorremediacion, la remediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos, mediante la técnica de Landfarming, eje-
cutado por la Universidad Catélica del Ecuador PUCE, en Tarapoa Provin-
cia de Sucumbios. No conocemos el tipo de microorganismos identificados
empleados en dichos trabajos, pero consideramos que debieron ser mi-
croorganismos aislados in situ.

Trabajos de biorremediacion ejecutados por nosotros en el Ecuador, han
permitido identificar bacterias y hongos de algunos géneros: Pseudomo-
nas, Bacillus, Rhodococcus, Flavobacterium, Agrobacterium, y Acinetobac-

22 |La macro biodiversidad es proporcional a la micro biodiversidad, que sustenta a la pri-
mera.
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ter, Penicillum, Aspergillus, Mucor, Candida, Cladosporium, Chrysosporium
y Fusarium (Ver tabla 3.1), respectivamente. Durante nuestra participacion
en el Programa Antartico Ecuatoriano, hemos podido identificar algunas
cepas que se han empleado en estudios de degradacién de hidrocarburos,
a bajas temperaturas, en laboratorio y en campo en la Estacion Pedro Vi-
cente Maldonado- Antartida (Gualoto, 2011).

Se han iniciado trabajos de Bioprospeccion de microorganismos en la zona
interandina, a 4020 metros de altura en el paramo de Papallacta, sector
“La Virgen”, los primeros trabajos ejecutado en los laboratorios LABINAM
de la Universidad Técnica del Norte UTN, han permitido evidenciar la exis-
tencia de microorganismos resistentes a altas concentraciones de metales
pesados, como el Cr (VI), Cu, Fe, hasta 10.000 ppm. Estudios similares
realizados por cientificos de la Academia Nacional de Ciencias de Ucrania,
muestran microorganismos hiper resistentes a metales como Cd, Hg y Pb
(mas de 25.000 ppm). Estos microorganismos fueron aislados de suelos
tomados de las faldas del volcan Tungurahua (Tazhyrev et al., 2014).

Tabla No. 3.1. Microorganismos identificados en suelos contaminados con
hidrocarburos en el Archipiélago de las Islas Shetland del Sur, peninsula
Antartica. XVI Expedicién Cientifica Ecuatoriana a la Antartida. 2012.

CODIGO GENERO ESPECIE
BM7 Pseudomonas Pseudomona sp
BM6 Rhodococcus Rhodococcus sp
MM2 Pseudomonas Pseudomona putida
PM5 Bacillus Bacillus sp
MM1 Clostridium Clostridium perfrigens
PAM4 Aspergillus Aspergillum niger
BM7 Penicillum Penicillum chrysogenum
BM6 Micrococcus Micrococcus antarticus
PM5 Sphingomonas Sphingomonas sp

Sin lugar a duda el potencial genético de nuestra biodiversidad microbiana
es enorme. Consideramos que la diversidad genética del Ecuador es la
garantia futura de su desarrollo y prosperidad, una vez que se hayan ex-
plotado todos los recursos no renovables; no obstante, para que esto sea
una realidad, hay que iniciar con un programa de investigaciéon minucio-
so (Bioprospeccion), con la participacion de investigadores ecuatorianos,
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universidades publicas y privadas y el apoyo de centros de investigacion
nacional e internacional.

En este capitulo abordaremos en forma breve la descripcién de los organis-
mos empleados en biorremediacién, empezando por los microorganismos,
plantas hasta describir la importancia y riesgos ambientales ligados al em-
pleo de organismos modificados genéticamente en remediacion ambiental.

Las bacterias son organismos procariotas, que se caracterizan por su ex-
traordinario y variado metabolismo. Constituyen los primeros organismos
que poblaron la tierra y que crearon las condiciones para el surgimiento
de todas las demas especies vivas. Son los responsables del permanente
flujo de elementos en la naturaleza, expresado en los ciclos biogeoquimi-
cos. Estos ciclos benefician a la humanidad, en la remediacién de conta-
minantes organicos e inorganicos, en el procesamiento de los compuestos
nitrogenados, que de otra forma podrian generar 6xidos de nitrdgeno que
destruyen la capa de ozono de la atmdsfera (Ravishankara et al., 2009).

El mayor efecto indirecto de los microorganismos ambientales es la influen-
cia de los microorganismos edaficos en el calentamiento global, que aun se
encuentra en discusion por la comunidad cientifica (Rice, 2006). El suelo
es considerado como una fuente de gases de invernadero, como el CO,,
metano, y oxido de nitrégeno debido a la respiracion microbiana, es un
sumidero de carbono producto de la actividad fotosintética y el secuestro
de carbono, por plantas hace millones de afios y que hoy permanecen en
su interior en forma de hidrocarburos, carbono mineralizado y metano. Los
datos disponibles confirman que cualquier cambio en este almacenamiento
puede ejercer influencia sustancial en el calentamiento global.

94



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente”

Figura 3.1. Bacterias bajo tincion Gram

Las bacterias del ambiente ejercen influencia decisiva sobre la calidad de
las aguas. Pueden tener efectos adversos cuando microorganismos pato-
genos contaminan las aguas superficiales o subterraneas. Las bacterias
pueden incrementar los efectos de la contaminacion del agua causada por
el arsénico, por cuanto muchas bacterias emplean arsenatos en calidad de
aceptores de electrones, bajo condiciones anaerobicas. Los arsenatos se
transforman en arsenitos que son mas méviles ambientalmente hablando
y mas téxicos razén por la que con frecuencia contaminan aguas subterra-
neas (National Research Council, 2007).

Muchas bacterias que son patdgenas para el hombre y los animales es-
tan presentes en los alimentos, materiales y agua contaminada que usa el
hombre en su vida cotidiana, ejemplos tipicos son los agentes del Vibrion
colerae, Clostridium tetani, Treponema palidum, Gonococos, Pseudomo-
na aeruginosa, etc. Otros microorganismos producen antibiéticos como un
mecanismo de inhibicion del crecimiento de otros microorganismos o de
defensa, ejemplos tipicos son Penicillum notatum, Streptomyces griseus y
especies edaficas del género actinomycetos.

Las bacterias son microorganismos complejos, que disponen de una alta
flexibilidad metabdlica, que les ha permitido en forma exitosa poblar todas
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las zonas disponibles en la Biosfera, desde las zonas polares hasta las zo-
nas tropicales. Se desarrollan en los ambientes mas extremos, alli donde
otras especies no sobreviven, por esta razén muchas de las bacterias son
extremdfilas. Basados en el andlisis de secuencias conservativas de ARNs
16S, se estima que existen 50 familias de bacterias (Schloss y Handels-
man, 2004). Gracias a su gran capacidad metabdlica, pueden degradar
toda clase de material natural y una amplia gama de sustancias artificiales,
por via anaerobica como aerdbica.

La importancia de las bacterias se evidencia por la posibilidad de em-
plearlas para descontaminar suelos, aguas y ambientes contaminados por
petrdleo y derivados de hidrocarburos, siendo de particular atencion los
denominados TPHs y HAPs. Un gran niumero de bacterias son capaces
de degradar hidrocarburos arométicos policiclicos, entre las estudiadas
estan: Achromobacter, Acidovorax, Acinetobacter, Aeromonas, Agrobac-
terium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Co-
mamonas, Corynebacterium, Flavobacterium, Microbacterium, Micrococ-
cus, Moraxella, Mycobacterium, Neptunomonas, Nocardia, Paenibacillus,
Porphyrobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus, Sphingomonas,
Streptomyces, Vibrio y Xanthomonas (Atlas, 1981; Bossert y Bartha, 1984;
Bodour et al., 2003; Leahy y Colwell, 1990). Géneros bacterianos como Afi-
pia, Janthinobacterium, Leptothrix, Massilia, Methylobacterium, Rhizobium,
Sinorhizobium, y Thiobacillus han sido identificadas con capacidad para
degrada fenantreno (Bodour et al., 2003). Nuestros trabajos han permitido
identificar cepas de Rhodococcus y de Sphingomonas (Gualoto, 2011).

La poblacion de microorganismos que degradan HAPs, varia en el trans-
curso de la biorremediacion, seguramente debido a que a medida que se
eliminan los HAPs menos recalcitrantes se van quedando los de mayor
resistencia ambiental, esto posiblemente genere un cierto grado de espe-
cializacion en los microorganismos participantes®.

Los estudios de empleo bacteriano en biorremediacion se inician con fre-
cuencia con su aislamiento de las muestras ambientales cultivadas en me-
dios nutritivos, que contienen una fuente especifica de carbono y energia.
Una vez que se han aislado, se las somete a pruebas de degradabilidad de
un contaminante especifico, que el microorganismo puede emplear como

Z |os trabajos ejecutados en campo nos muestran este comportamiento.
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fuente de energia y carbono. Esta estrategia permite hacer un estudio deta-
llado de su metabolismo y fisiologia, llegando incluso a identificar los genes
responsables de las rutas metabolicas expresadas por el microorganismo
(Watanabe, 2001). De esta forma se han identificado un sin numero de ru-
tas metabdlicas que actualmente tienen aplicaciones industriales (Parales
y Ditty, 2005); Watanabe y Hamamura, (2003) afirman que estas rutas no
desempefian un rol importante en la biodegradaciéon de sustancias organi-
cas, a no ser que se las someta a las condiciones especiales creadas por
la experimentacion. Muchas de las bacterias implicadas en los procesos de
degradacion de fenoles en los sedimentos, ni siquiera pueden ser aisladas
y no crecen en medios enriquecidos en cultivos in vitro (Watanabe et al.,
1998).

Este hecho pone en evidencia, las dificultades de obtener consorcios mi-
crobianos especificos de los cuales se conozca con precision su fisiologia
y metabolismo. Muchas de las bacterias poseen apenas una porcion de
los genes necesarios para cubrir ciertas rutas metabdlicas de degradacion
(Uchiyama et al., 2005), en consecuencia, se requiere el empleo de va-
rias cepas, que trabajen en forma secuencial para completar exitosamente
la biodegradacién de un contaminante ambiental especifico. Cada cepa
bacteriana contribuye parcialmente en los procesos de biodegradacion
ambientales, para realizar una degradacion completa hasta CO, o metano
(Schink, 2006).

En la evaluacién de la capacidad bacteriana para remediar sitios contami-
nados, es necesario considerar segun Das y Dash (2014) algunos factores:

* La magnitud, toxicidad, y la movilidad de los contaminantes: El sitio
debe ser debidamente investigado y caracterizado para determinar
la (i) extension horizontal y vertical de la contaminacion; (ii) los tipos
y concentraciones de contaminantes en el lugar; (iii) la movilidad pro-
bable de los contaminantes en el futuro, que depende de las carac-
teristicas geoldgicas del sitio.

» La proximidad de los receptores humanos y ambientales

* La degradabilidad de contaminantes depende de la ocurrencia del
compuesto en la naturaleza, de la estructura molecular del compues-
to (aromatico, halogenado, de alto peso molecular o ramificado). La
velocidad y extensién a la que el compuesto se metaboliza en el en-
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torno se determina por la disponibilidad de aceptores de electrones
y otros nutrientes.

* Las condiciones ambientales del sitio elegido para la biorremedia-
cion, asi como las propiedades fisicoquimicas de los suelos.

» Capacidad para vigilar adecuadamente, los parametros del proceso
de biorremediacion y regularlos: pH, temperatura, humedad, airea-
cion, nutrientes, UFCs, etc.

Entre las bacterias marinas capaces de degradar hidrocarburos poliaroma-
ticos, se han identificado a: Cycloclasticus spirillensus, Lutibacterium anu-
loederans, Neptunomonas naphthovorans (Chung y King, 2001), en tan-
to que especies tales como Achromobacter denitrificans, Bacillus cereus,
Corynebacterium renale, Cyclotrophicus sp., Moraxella sp., Mycobacterium
sp., Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas pau-
cimobilis, P. putida, Brevundimonas vesicularis, Comamonas testosteroni,
Rhodococcus sp., Streptomyces sp., y Vibrio sp., presentan capacidad para
degradar naftaleno y mineralizarlo. La tabla 3.2 muestra un listado de bac-
terias con capacidad de degradar hidrocarburos aromaticos.

Tabla 3.2. Bacterias que degradan HAPs (Chauhan et al., 2008)

Cepa HAPs Enzima
P. putida Naftaleno Reductasa

Catecol oxigensa

Dioxigenasa

P. putida OUS82 Fenantreno Dioxigenasa

P. stutzeri AN10 Naftaleno Naftaleno-salicilatol-hidroxi-
lasa

A. faecalis AKF2 Fenantreno Dihidroxifenantreno Dioxige-
nasa

Nocardiodes sp KP7 Fenantreno Unidad alfa de Dioxigenasa

Mycobacterium sp PYR-1 | Pireno Dioxigenasa

Sphingomonas pausimovi- | Fenantreno, antraceno, | Dioxigenasa, ruptura del ani-

lis var EPA505 benzo b fluoranteno llo

Burkholderia sp RP007, Naftaleno, Fenantreno, an- | Dioxigenasa

traceno
Rhodococcus sp NCIMB | Naftaleno Cis-naftaleno dihidrodiol des-
12038 hidrogenasa
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Algunas sepas bacterianas son capaces de degradar plastico, asi, los gé-
neros Shewanella, Moritella, Psychrobacter, Pseudomonas, Micrococcus,
Moraxella, Pseudomonas, Streptococcus, y Staphylococcus, degradan
plastico hasta un 20% (Kathiresan, 2003).

Las bacterias al igual que otros microorganismos son capaces de generar
biosurfactantes y con su ayuda participar en la biorremediacion de metales
pesados y otros contaminantes xenobioticos. Segun Das y Dash (2014),
las especies bacterianas en las que se ha detectado la produccién de bio-
surfactantes son: Pseudomonas sp, P. aeruginosa, Bacillus sp, B. subitilis,
B. licheniformis, P. fluorescens, Escherichia coli, Pseudomonas syringae,
Acinetobacter sp, Acinetobacter radioresistens, Acinetobacter Iwoffii, Aci-
netobacter venetianus. Serratia liquefaciens, Serratia rubidaea, S. marces-
cens. En la figura 3.1., adaptado de Obayori et al., 2009, se evidencia la
participacion de los exudados (biosurfactantes), en biorremediacion.
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Figura 3.1. Funciones de los biosurfactantes

La biodegradacion microbiana de hidrocarburos y otros contaminantes xe-
nobioticos, depende en gran medida de la disponibilidad de aceptores de
electrones. La respiracion es el mecanismo principal de obtener energia
gue tiene los microorganismos, cuando la cantidad de oxigeno disponible
es un limitante, no es significativa (Skaare et al., 2011). La degradacion
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aerobica es mas rapida y eficaz; y requieren menos energia libre para la
iniciacién y producir mas energia (Wentzel et al., 2007). Los tiempos de
duplicacién de bacterias aerdbicas estan en el rango de varias horas con
alta densidad celular.

Otro mecanismo de obtencién de energia es la fermentacién, que trans-
curre bajo condiciones anaerbbicas; en presencia de nitratos, sulfatos,
hierro, manganeso, o dioxido de carbono como aceptores de electrones.
Estos aceptores estan presentes tanto en los hidrocarburos, asi como en
las aguas derivadas de los procesos de extraccion de hidrocarburos, los
mismos que son reducidos mediante procesos de, metanogénesis, fermen-
tacion y homoacetogenesis (Ollivier y Alazard, 2010):

* Reduccion de sulfatos: SO,* + 4H, + 2H"* — H,S + 4H.O

* Metanogénesis hidrogenotropica: CO, + 4H, — CH, + 2H,0
* Metanogénesis acetoclastica: CH,COOH — CH, + CO,

* Homoacetogénesis: 2HCO, + H* + 4H, — CH3COO" + 4H,0O

El cultivo de microorganismos bajo condiciones anaerdbicas es mas exi-
gente y y su tasa de degradacion es menor, en comparacion con el de los
cultivos anaerobios convencionales que crecen junto con microorganismos
aerobios facultativos. Por otro lado; los tiempos de duplicacion de las bac-
terias anaerdbicas que degradan hidrocarburos estan en el orden de un dia
e incluso semanas (Widdel y Grundman, 2010; Widdel, 2015).

Las bacterias degradan hidrocarburos, con diferente eficiencia y facilidad
en dependencia de la estructura y longitud de la cadena hidrocarbonada,
siendo los mas faciles de degradar los hidrocarburos de cadena lineal n-al-
canos, seguidos por los aciclicos ramificados, los hidrocarburos monocicli-
cos, hidrocarburos esteroideos, triterpenoides policiclicos, y algunos hidro-
carburos aromaticos (Galperin y Kaplan, 2011).

La biorremediacion transcurre naturalmente en el ambiente sin intervencion
humana, donde innumerables microbios coexisten e interactian entre si en
forma sintropica; formando consorcios que ejecutan varias vias metabdli-
cas en forma simultanea, donde el producto de una reaccion es el sustrato
de la siguiente. Asi la degradacién de 4-cloro dibenzofurano, ejecutada por
Sphingomonas sp. RW1, que produce el 3,5-diclorosalicilico, se comple-
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ta con la inoculacién de Burkholderia sp. JWS (Arfmann et al., 1997). La
degradacion de paration se logra eficientemente por la accién sintrofica
de cepas de Escherichia coli y Pseudomonas putida, sin acumulacion de
intermedios toxicos (Gilbert et al., 2003). Esta es la razén por la que, en
biorremediacion ambiental, se emplean preferentemente consorcios bacte-
rianos, fungicos y mixtos.

3.3. Actinomycetos

Los actinomycetos son clasificados como bacterias en un grupo individual,
que se diferencia de las bacterias por su capacidad de ramificarse en fi-
lamentos o hifas, similares las hifas fangicas, pero de menor tamafio. La
mayoria de los actinomycetos son habitantes tipicos del suelo, Gram po-
sitivos, productores de antibidticos, productores de geoesmina, sustancia
responsable de malos olores en el agua potable. Los filamentos de las
colonias se distribuyen en las pilas de compostaje realizando la ruptura de
los contaminantes, materia organica de naturaleza polimérica como lignina,
celulosa, proteinas y quitina (Yusri et al., 1995).

Varias especies de actinomycetos como Streptomyces sp., Nocardioides
sp., y hermoactinomyces sp (Hubbe et al., 2010), son termdfilas, en las
pilas de compostaje soportan temperaturas superiores a los 75°C, otras
especies en cambio se desarrollan en la fase de enfriamiento, donde parti-
cipan en la formacion de agregados organicos.

Figura 3.2. Actinomycetos aislados del suelo

Fotos de: Andrés Gémez
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El uso de cepas de actinomycetos indigenas para la biorremediacion de
suelos es la mejor alternativa, por cuanto estan adaptados a las condicio-
nes edaficas. Especies de Streptomyces se han empleado en la biode-
gradacion de lindano (Benimeli et al., 2007). Otros actinomycetos se han
empleado para la degradacion de organoclorados, s-triazinas, triazinonas,
carbamatos, organofosfatos, acetanilidas y sulfonilireas, en consorcio con
bacterias. Existen referencias bibliograficas sobre actinomycetos degrada-
dores de pesticidas que pertenecen a los subordenes Micrococcineae (Ar-
throbacter, Brevibacterium, Clavibacter), Corynebacterineae (Corynebac-
terium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus), Micromonospor ineae
(Micromonospora), Propionibacter ineae (Nocardioides), y Streptomyci-
neae (Streptomyces) (Vaze, V. K. 2017; Elgueta, S et al., 2017).

Asimismo, se ha reportado que una cepa de Arthrobacter que degrada el
herbicida acido 2,4-Diclorofenoxiacético también puede usar los herbici-
das acido 4- clorofenoxiacético (4-CPA) y acido 2 metil 4 clorofenoxiacético
(MCPA) como unica fuente de carbono (Bernilla, 2010).

Autores como Amoroso et al., (2013), sefalan la capacidad de Streptomy-
ces, para degradar aldrin, clordano, DDD, DDE, DDT, dieldrina, heptacloro
y epoxido de heptacloro, lindano y metoxicloro, y Cd. Segun Ahmad et al.,
(2003 a, b) los hongos y actinomycetos producen nanoparticulas extrace-
lulares, que estabilizan a los metales pesados, razén por la cual se los em-
plea en la biorremediacion de metales pesados (Kapoor, R. T., et al 2021).
Los actinomycetos son buenos degradadores de hidrocarburos, sin embar-
go, solo unas pocas cepas bacterianas, son capaces de metabolizar pire-
no, escualeno y copoliésteres aromaticos por via termdfila en compostaje.

Adicionalmente los actinomycetos producen Biosurfactantes, que son com-
puestos tensoactivos anfifilicos de naturaleza glicolipidica, glicoproteica,
glicopéptida, lipopéptida, lipoproteinica, otros son, acidos grasos, fosfoli-
pidos, lipidos neutros, lipopolisacaridos (Banat et al., 2010), estos biosur-
factantes son empleados como detergentes, emulsificantes, dispersantes,
secuestrantes de metales, radionuclidos y en la recuperacion mejorada de
hidrocarburos. Actinomycetos como Nocardia pueden metabolizar los es-
teroles, esteroides, caucho y otros hidrocarburos complejos de los dese-
chos industriales (McKinney, 2004).
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Los actinomycetos son antagonistas naturales de las bacterias, debido a
su capacidad de producir antibidticos; sin embargo, se ha demostrado que
el género Streptomyces puede actuar como un promotor del crecimien-
to natural bacteriano en el guisante y posiblemente en otras leguminosas
(Tokala et al., 2002). Los actinomycetos constituyen el 20% de las bacterias
del sistema radicular vegetal, consecuentemente son de vital importancia
en la fitorremediacion, en especial gracias a su capacidad para solubilizar
fosfatos en sistemas de compostaje que ofrecen la temperatura ideal para
este proceso bioquimico (Hamdali et al., 2008). La tabla 3.4, muestra un
listado de actinomycetos empleados en biorremediacion.

Los actinomycetos pueden crecer bajo condiciones aerébicas y anaeré-
bicas, en una amplia gama de sustratos: hidratos de carbono, proteinas,
lipidos y compuestos aromaticos complejos, compuestos lignocelulésicos y
humus, porque son organismos facultativos. Los actinomycetos desarrollan
sus hifas en el suelo, contribuyendo a su estabilizacién y a la formacién de
los coloides edaficos que son los precursores de la fertilidad de los suelos,
gracias a que estos liberan nutrientes y los hacen disponibles para las plan-
tas y microorganismos. Especial atencion se debe dar a la solubilizacion
de metales, en especial de microelementos (Patel, K. B., y Thakker, J. N.
2019), necesarios para el funcionamiento de los sistemas enzimaticos mi-
crobianos en calidad de cofactores.

La Rizosfera es la unidad de remediacion ecoldgica para el tratamiento
de suelos contaminados, donde las enzimas y exudados microbianos de
alto y bajo peso molecular, alcoholes, 4cidos organicos y otros compuestos
son fundamentales para la biorremediacion. En la Rizosfera las bacterias,
hongos y actinomicetos formar una asociacién simbidtica, que garantiza la
degradacion completa de los contaminantes presentes en el suelo (Zinta,
G., Mousa, A. S., y Hozzein, W. N. 2020).
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Tabla 3.4. Listado de actinomicetos empleados en Biorremediacién (Mora-
gaetal., 2013).

CONTAMINANTE | CEPA ACTINOMYCETOS | CONTAMINANTE | CEPA ACTINOMYCETOS

Anthrobacer sp. SUK

Cypermetrina Streptomyces sp. Cromatos 1201, Streptomyces sp.
MC1
Streptomyces alanonosi- cd Streptomyces genus
nicus S. tendae
R. opacus, R. erythropolis,
Streptoverticillium album n-Alcanos R. ruber, R. fascians,
R. baikonurensis, R. sp
Carbofuran Nocardia farcinia Fenil alcanos R. opacus, R. erythropolis
Nocardia vaccini Monoaromaticos R. aetherivorans
R. jostii, R. opacus,
S. atratus Poliaromaticos R. erythropolis, R. fas-
cians,
R. sp.
Lindano Micromonospora sp. Halo alcanos R. rhodochrous, R. sp.

Streptomyces sp. Hidrocarburos poli- | R. jostii, R. aetherivorans,

Clordano clorados R. sp

Micromonospora sp.

Streptomyces sp.
Metoxicloro Nitrilos R. ruber, R. rhodochrous
Micromonospora sp

; ) R. rhodochrous, R. jostii,
Clorpirifos Streptomyces  radiopug Esteroides
nans R. ruber
R. aetherivorans,
Fenamifos Microbacterium sp. Diesel, gasolina R. wratislaviensis,
R. erythropolis, R. sp
S. achromogenes, S. gri-
seosporeus, S. albogriseo-
Boro lus, S. iakyrus, S. fradiae, @ Ni S. mirabilis
S. polychromogenes, S.
lincolnensis*
Streptomyces S. mirabilis
Cu, Cr (VI) Ni, Zn

S. Streptomyces, R. Rho-

coelicolor y S. lividans
dococcus
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3.4. Cianobacterias

Las cianobacterias son bacterias capaces de realizar fotosintesis oxigéni-
ca; son los Unicos procariotas que llevan a cabo ese tipo de fotosintesis,
disponen de clorofila a, pigmentos biliprotéicos como ficobilinas y ficociani-
nas, responsables de su coloracion tipica y todo el complejo fermentativo
de ATP sintetasa (Figura 3.2). Su pared celular no posee celulosa, secreta
mucilago que les protege de los predadores, sus membranas plasmaticas
disponen de acidos grasos insaturados (dos o tres dobles enlaces). En
cuanto a su pared celular no contiene celulosa, pero es muy resistente debi-
do a la presencia de polisacaridos unidos a polipéptidos. Ademas, secretan
una sustancia mucilaginosa que les confiere la defensa contra predadores
ya que puede ser toxica. Por otra parte, une grupos de células formando
filamentos (cianobacterias filamentosas) (Shah et al., 2017).

Es importante anotar que en su membrana plasmatica estan presentes aci-
dos grasos con dos 0 mas enlaces dobles en la cadena hidrocarbonada a
diferencia de los demas procariotas, que poseen acidos grasos saturados.
Las especies plancténicas poseen vesiculas de gas en su citoplasma que
los mantienen en flotacién, cercana a la zona fética.

Figura 3.2. Fotografia de cianobacterias (Pseudanabaena sp)

Autor Francisco Caicedo
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Estudios recientes demuestran que, en sitios afectados por derrames de
hidrocarburos, se evidencia la presencia de consorcios de cianobacterias
gue los emplean como fuente de carbono; estas cianobacterias proveen a
las bacterias el oxigeno necesario y nitrégeno fijjado en su metabolismo.
Las cianobacterias también se utilizan en la acuicultura, en el tratamiento
de aguas residuales, en consocio con bacterias. Cianobacterias como: Mi-
crocoleus chthonoplastes y Phormidium corion, son capaces de degradar
n-alcanos, Oscillatoria sp., y Agmenellum cuadruplicatum degradan nafta-
leno a 1-naftol, fenantreno en trans-9,10-dihidroxi-9,10 dihidrofenantreno.
Sin embargo, estudios recientes sefialan que esta capacidad se debe a las
bacterias aerdbicas organotroficas asociadas (Sanchez et al., 2005).

El consorcio de especies Oscillatoria- Gammaproteobacteria, es capaz
de degradar Fenantreno, dibenzotiofeno y n-octadecano (Pathak, J., et al
2018). De igual forma Microcoleus chthonoplastes, asociado con baterias
fijadoras de nitrégeno atmosférico puede degradar compuestos alifaticos,
heterociclicos y 6rganos sulfurados, asi como hidrocarburos alquil monoci-
clicos y policiclicos (Sanchez et al., 2005). Las cianobacterias son acumu-
ladoras y degradadoras efectivas de pesticidas, crudo, fenol, Fenantreno,
naftaleno, metales pesados, Catecol y xenobidticos, sus formas libres o fi-
jas pueden ser empleadas para tales objetivos; su empleo presenta ciertas
ventajas en relacion al empleo de otros microorganismos; son autotrofos,
son capaces de fijar nitrdgeno atmosférico que es un factor limitante en
todo proceso de biorremediacion, especies como Spirulina platensis, Ana-
baena doliolum, Spirulina méxima, Synechococcus sp, Phormidium subfus-
cum, Oscillatoria sp., remueven eficientemente del agua nutrientes como:
amonio, nitratos, fosfatos y urea (Mandal y Rath, 2014). La capacidad de
Anabaena azotica, de degradar organoclorados por declorinacion le hace
potencialmente promisoria para la biorremediacion de suelos contaminados
(Whitton, 2012). Las cianobacterias marinas de los géneros Microcoleus y
Phormidium contribuyen a la biorremediacion de derrames mediante la ca-
talisis de la degradacion de alcanos (Chauvat y Cassier-Chauvat, 2013).

Estudios profundos de la simbiosis de cianobacterias a nivel fisiolégico,
bioquimico y molecular ayudara a comprender con exactitud, este proceso,
del cual depende la lucha contra la desertificacion, y su empleo en biorre-
mediacion de ambientes contaminados (Zhu et al., 2021). Su capacidad
de crecer bajo condiciones controladas en un amplio rango de condiciones
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ambientales los convierte en una herramienta importante para la remedia-
cion en especial de adsorcién de metales pesados gracias a que son fri-
cos en exopolisacéaridos con gran capacidad para enlazar iones metalicos
(Urrutia, 1997; Kumar y Gaur, 2011), oxianiones y transformar radionuclidos
(Ut*a U**), en 6-8 dias de crecimiento (Bender et al., 2000).

Estudios experimentales demuestran la capacidad de las cianobacterias
para reciclar del agua Cr3*, Cd?*, Pb?*, con concentraciones de 1 a 10mg/l.,
en un 100% (Bender et al., 1997). Las biopeliculas remueven metales pe-
sados mediante adsorcién superficial, precipitacion como sulfuros o fosfa-
tos, hidroxidos y precipitacion reductiva microbiana (Mehta y Gaur, 2005).
Los exopolisacaridos producidos por la biopelicula, tienen caracter anioni-
co, razoén por la que participan en la biomineralizacién de cationes metali-
cos; adicionalmente poseen una gran cantidad de grupos funcionales con
carga. Un listado de cianobacterias con capacidad para adsorber metales
pesados se presenta en la tabla 3.7.

La afinidad de enlace del ibn metalico depende de: Tamano, radio de la
carga, composicion del exopolisacéarido, pH, etc.; valores bajos de pH pro-
ducen la liberacion de los iones metalicos (Wilson et al., 2001). En general
las biopeliculas son altamente resistentes a los metales pesados razon por
la que pueden ser usados para remover y concentrar metales pesados de
las aguas residuales (White et al., 2003).

Tabla 3.7. Cianobacterias que adsorben metales pesados, adaptado de
(Srivastava et al., 2013)

CAPACIDAD DE ADSORCION

CIANOBACTERIA METAL MMOL/G
Phormidium sp Pb?*, Cu?*, Cd?* 1,38-0,88-0,78
Oscillatoria sp Pb?*, Cu?*, Cd?# 0,48-0,42-0,39
Aphanothece sp Hg? 2,27
Spirulina Platensis Hg*, 2,12
Synechococcus sp Cu?, Pb?*, Cd?, Cr3* 0,17-0,15-0,064-0104
Anabaena spiroides Mn?* 0,15
Cyanothece sp Cu? 2,25
Gloethece magna Cd?, Mn? 0,0037-0,0043
Calothrix machica Pb? 0,357
Cyanospira capsulata | Cu?* 1,15
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Los hongos son organismos eucariotas, que poseen una estructura com-
pleja y la capacidad de construir tejidos y 6érganos similares a los observa-
dos en organismos superiores.

La contribucién de los hongos al desarrollo de la humanidad es enorme,
desde tiempos remotos la sociedad lo ha empleado en la fabricacion de
pan, alcohol, bebidas fermentadas, cerveza, quesos, yogurt, café choco-
late y mas recientemente, en la produccion de antibioticos, polisacaridos,
pigmentos y esteroides (Hyde et al., 2018). Sin embargo, los hongos no
solo son benéficos para el hombre, son también fuente de enfermedades
de cultivos, animales de corral y humanos. Adicionalmente son responsa-
bles de la degradacion de infraestructuras productivas, vivienda, materiales
y maquinarias. Las pérdidas de cultivos de cereales causadas por hongos
pueden alcanzar hasta el 50%, generando grandes dafios a la industria ali-
menticia. Las infecciones oportunistas de hongos afectan a pacientes hos-
pitalarios inmunodeprimidos, incrementando el tiempo de convalecencia y
los costos de hospitalizacion (Rodriguez, y Nosanchuk, 2020).

Tan solo el 1% de los hongos identificados, habitan ambientes marinos
(Carlile et al., 2001). En el agua dulce crecen gran cantidad de mohos, pero
la mayoria de los hongos crecen asociados al suelo, en su interior o en su
superficie, en la superficie de plantas y animales muertos, donde participan
en su biodegradacion (Figura 3.3). Los micélogos consideran que existen
1,5 millones de especies, de ellos solo 98.000 especies, han sido aisladas
y descritas (Hawksworth, 1997).
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Figura 3.3. Hongos creciendo sobre madera descompuesta

La distribuciéon de los hongos en el suelo esta relacionada con su partici-
pacion en el reciclamiento de biomasa (liberacién de nutrientes), su parti-
cipacion en las cadenas alimenticias, en transformaciones biogeoquimicas
a pequena y a gran escala en ambientes acuaticos y edaficos (Moor et al.,
2011). Los procesos en los cuales los hongos tiene importancia crucial son:

» Ciclaje y transformacién de sustancias organicas e inorganicas

» Transformacion de rocas y minerales

» Biointemperacion

* Formacion de minerales

* Interaccién fangica con arcillas

* Interaccion fangica con metales

Muchas de estas cualidades son relevantes para la Biotecnologia ambien-
tal, como para la Biorremediacion (Burford et al., 2003; Gadd, 2007). Los
hongos también afectan a la estructura del suelo en escala espacial, me-
diante las cargas electrostaticas, mecanismos de mezcla y adhesion, gene-
rando sustancias extracelulares, como polisacéaridos y sustancias hidrofobi-
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cas que alteran las propiedades de infiltracién del suelo. Estas sustancias
estimulan la adhesion de particulas de suelo, que en conjunto con la ma-
teria organica forman los coloides edaficos, o destruyen la estructura del
suelo alterando los procesos de agregacion (Yang et al., 2017). A su vez,
la estructura del suelo afecta a los hongos, los hongos filamentosos estan
perfectamente adaptados a la vida en medios heterogéneos como el suelo,
sin embargo, el laberinto de los poros edaficos define el crecimiento del
micelio y su funcion en el interior del suelo. En consecuencia, el caracter
del crecimiento del micelio fungico, en distintos tipos de suelo, sera distinto.

Los hongos son empleados en trabajos de biodegradacién de contaminan-
tes ambientales como hidrocarburos y sus derivados, pesticidas, herbici-
das, explosivos, materia organica derivada de las actividades agroindus-
triales y pecuarias.

» Degradacion de compuestos alifaticos

Por varias décadas se han reportado trabajos de degradacion de compues-
tos alifaticos con hongos, muchas de las especies mencionadas crecen en
medios enriquecidos con etanol, alcanos, aldehidos, entre otras. Ejemplos
de algunos de estos se pueden ver en la tabla No.3.2, la mayoria de ellos
emplean estas sustancias como unica fuente de carbono, otras en calidad
de cometabolitos.

Tabla No. 3.2 Especies fungicas que degradan compuestos alifaticos
(Shree, 2012)

Especie fungica Sustrato Referencias
Paecilomyces variotii Metanol Sakaguchi et al. (1975)
Gliocladium deliquescens Metanol Sakaguchi et al. (1975)
Paecilomyces variotii Formaldehido Sakaguchi et al. (1975)
Gliocladium deliquescens Formaldehido Sakaguchi et al. (1975)
Acremonium sp C,-C, Alcanos Davies et al. (1973)
Cladosporium resinae C,-C,, Alcanos Cofone et al. (1973)
Scedosporium sp C,-C, Alcanos Onodera et al. (1983)
Graphium sp n. butano Hardison et al. (1997)
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Trichosporom veenshuisii n- hexadecano Middelhoven et al, (2000)
Graphium sp Di etil éter Hardison et al. (1997)
Graphium sp Metil, tert-butil- éter Hardison et al. (1997)

Cuando se tratan mezclas de hidrocarburos, como los existentes en el cru-
do, muchas levaduras y hongos filamentosos degradan facil y rapidamen-
te las cadenas cortas de hidrocarburos, en tanto que las cadenas largas,
se degradan mas lentamente, mientras que los hidrocarburos aromaticos
pueden permanecer sin degradarse por periodos de tiempo prolongados
(Lindley and Heydeman 1986 a; Lindley et al., 1986 b).

En nuestros trabajos hemos empleado en forma conjunta, especies fan-
gicas como: Penicillum Chrysognum, Aspergillum niger y Mucor sp, para
tratar crudo intemperado, extraido de piscinas y suelos contaminados con
petréleo. El crecimiento de los hongos puede ser estimulado con la adicion
de glucosa en calidad de cosustrato, en presencia de compuestos alifati-
COs, pero su crecimiento decrece en presencia de compuestos aromaticos.
Esta capacidad ha sido descrita en algunos hongos mesofilos, psicroéfilos y
psicrotolerantes (Hughes et al., 2007).

Degradacion de compuestos aromaticos HAPs

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos HAPs, son contaminantes am-
bientales hidrofobicos recalcitrantes, compuestos por muchos anillos ben-
cénicos, presentes en el petrdleo en conjunto con otra gama de hidrocarbu-
ros (Kennes y Lema 1994a). Una amplia gama de hongos tiene la capacidad
de degradar compuestos aromaticos policiclicos HAPs, hongos de los gé-
neros: Agrocybe, Bjerkandera, Coriolopsis, Crinipellis, Flammulina, Kue-
hneromyces, Laetiporus, Marasmiellus, Naematoloma, Phanerochaete,
Pleurotus, Ramaria, Rhizoctonia, Rhodotorula, Trametes, y Trichosporon
(Srivastava y Kumar, 2019). El phylum Basidiomycota, que incluye a sim-
biédticos (mutualistas, comensales y parasitos) y saprofitos degradadores
de material organica muerta (lignoliticos), que desempefian un rol impor-
tante el ciclo del carbono (Swann y Hibbett, 2003).

Otros hongos capaces de degradar HAPs, son miembros de los géneros
Aspergillus, Candida, Chrysosporium, Fusarium, Neurospora, Penicillium,
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Saccharomyces, y Trichoderma, que pertenecen al phylum Ascomycota
(Gualoto, 2011). También se incluyen representantes del grupo de los Basi-
diomicetes y Zygomycetos, con sus géneros Cunninghamella, Mortierella,
Mucor, y Syncephalastrum, (Alexopoulos et al., 1996). Los hongos de la
pudricién blanca son lignoliticos e incluyen a miembros de los Phylo As-
comycota y Basidiomycota, son capaces de degradar HAPs presentes en
suelos y sedimentos, degradan compuestos altamente recalcitrantes que
forman parte de la estructura de la lignina, tales como diéteres, alquil are-
nos y bifenilos (Deacon, 2005; Yateem et al., 1998).

La similitud estructural de la lignina, frente a los HAPs, permite a los hongos
degradar en forma eficiente empleando los mismos sistemas enzimaticos
movilizados para la degradacién de lignina, en consecuencia, para obtener
buenos resultados en la biodegradaciéon de suelos y sedimentos contami-
nados con HAPSs, es necesario el uso masivo de hongos lignoliticos. Re-
ferencias de que las especies lignoliticas Phanerochaete chrysosporium o
Trametes versicolor tienen la capacidad de degradar HAPs, se recibieron
ya en los anos 90, adicionalmente esta capacidad fue identificada en hon-
gos no lignoliticos como Fusariun solani (Rafin et al., 2000). Las cepas
fungicas son mas eficientes que las bacterianas para degradar HAPs, asi lo
demuestran los trabajos ejecutados por nosotros en el Distrito amazdnico
el Ecuador en el Campo Libertador.

Los hongos ejecutan la degradaciéon de HAPs, gracias a la participacion del
sistema enzimatico Citocromo P-450, de una enzima extracelular lignolitica,
como lignino oxidasa, manganeso peroxidasa, o lacasa (Yadav et al. 2006;
Tortella et al., 2005). Estas enzimas, son inespecificas y muy versatiles en
su capacidad de degradaciéon, pudiendo degradar HAPs, presentes en el
sustrato en forma simultanea. Esta capacidad evidencia la importancia de
la similitud estructural de la lignina con los HAPs.

Otras cepas pueden degradar otros residuos, asi Cunninghamella elegans,
es una cepa fungica lignolitica identificada con capacidad para degradar
bifenilos (Dodge et al., 1979), igual capacidad se ha evidenciado en la leva-
dura Saccharomyces cerevisiae (Wiseman et al., 1975), Candida lipolytica
(Cerniglia y Crow, 1981), Trichosporon mucoides (Sietmann et al., 2001),
gue tiene la capacidad para degradar éter difenilico.
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Los hongos desempefian un importante rol en la formacién del compost,
por cuanto su actividad contribuye a la degradacion y fraccionamiento de
residuos organicos complejos. La mayoria de los hongos patrticipan en la
fase mesofilica y termofilca del compostaje, las hifas fungicas mantienen al
compost particulado, drenado y aireado (Aona et al., 2017). La tabla 3.3.,
muestra algunos hongos con capacidad para degradar HAPs.

Tabla 3.3. Hongos con capacidad de degradar HAPs (Shree, 2012)

ESPECIE FUNGICA SUSTRATO REFERENCIAS
Trichosporom cutaneum fenol Neujahr y Varga, 1970
Aspergillus japonicus fenol Milstein et al., 1983
Penicillum spp fenol Scow et al., 1990;

Hofrichter et al., (1993)
Phanerochaete chrysosporium | fenol Kennes y Lema, 1994b
Trichosporom guehoae fenol Middelhoven et al., 1990
Trichosporom veenhuisii fenol Middelhoven et al., 2000
Trichosporom cutaneum Fenol fluorinado | Peelem et al., 1995
Trichosporom cutaneum O,m,p-cresol Hasegawa et al., 1990
Aspergillus fumigatus p-cresol Jones et al., 1993
Phanerochaete chrysosporium | p-cresol Kennes y Lema, 1994b
Penicillum frequentans o-cresol Hofrichter et al., 1995
Trichosporom guehoae m-cresol Middelhoven et al., 1990
Trichosporom veenhuisii m-cresol Middelhoven et al., 2000

Especies como Aspergillus sp. (Peh et al. 2001), Aspergillus fumigates (Sil-
va et al., 2009), participan en la fase final del compostaje, al igual que las
cepas Emericella sp. Aspergillus ochraceus, Aspergillus terreus y Penici-
llium oxalicum (Dias et al., 2008),

En nuestra practica profesional hemos recurrido al empleo de residuos orga-
nicos (restos de citricos), en calidad de cosustrato, para introducir cantidades
importantes de Penicillum chrysogenum y Aspergillus niger, ademas de resi-
duos de pan, para introducir Mucor sp., con excelentes resultados en la bio-
rremediacion de suelos con elevados contenidos de HAPs (Gualoto, 2008).

113



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente”

Segun Schnoor et al., (1995), las plantas pueden interactuar con los conta-
minantes organicos peligrosos, la toma de contaminantes a través del sis-
tema radicular depende de la concentracion del contaminante en el suelo o
el agua, adicionalmente depende del tipo y forma quimica del contaminante
en el medio (Figura 3.4). Otro factor relevante es la superficie activa radicu-
lar que ejecuta la particidon quimica del contaminante, el enlace e inmovili-
zacion del contaminante por medio de los grupos funcionales activos de la
molécula del xenobiético.

La inmovilizacién es la condicion fundamental para que se inicie el proceso
de biodegradacién microbiana. Los contaminantes asimilados, pueden al-
macenarse en la planta en forma de residuos y conjugados extraibles, o en-
lazados al material vegetal, en forma de residuos no extraibles incorpora-
dos en los tejidos vegetales (Bell y Failey, 1991). Otros contaminantes son
acumulados en la raiz y no son translocados a otros tejidos (Bell, 1992).

Para evidenciar el rol de las plantas en el proceso de biorremediacion, se
compara la cantidad de microorganismos presentes en el suelo adyacente
a la raiz, y la cantidad de microorganismos de la rizosfera, los estudios
muestran que la cantidad presente en la rizosfera es 20 veces superior que
en el suelo circundante (Rovira, 1974).
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Figura 3.4. Planta papiro usada en depuracion de aguas

Esta abundancia se explica por la presencia de exudados vegetales que
sirven como fuentes de energia, carbono, nitrdgeno, o factores de creci-
miento, para el desarrollo microbiano de especies como Pseudomonas,
Flavobacterium y Alcaligenes, que son muy comunes en la rizosfera. La
actividad de los microorganismos en la zona radicular estimula exudacion
radicular que a su vez estimula mas la actividad microbiana. Saad et al.,
(2009) y Enrique et al (2013) nos muestran un conjunto de plantas que se
presentan en la tabla 3.5.
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Tabla 3.5. Plantas empleadas en Biorremediacion. Adaptado de Saad et
al (2009) y Enrique et al (2013)

ESPECIE VEGETAL

Agropyrum cristatum

Alyssum spp
Amaranthus retroflexus
Armeria maritima
Armoracea rustica

NOMBRE COMUN
Agropyrum

Broqueletes blanquecinos
Amaranto

Clavelina de mar

Rébano picante

Asthenatherum forsskalii | Centropodia

Atriplex prostrata

Azolla pinnata
Bracharia brizantha

Brassica canola

Brassica juncea

Cannabis sativa

Cardamonopsis hallerii

Ceratophyllum demer-
sum

Cichorium intybus

Cyperus aggregatus, C.

conglomeratus

Datura inoxia
Eichornia crasssipes
Eucalyptus spp.
Helianthus annuus
Hydrocotyle umbellata
Juncus effusus

Kochia scoparia

Lemna minor
Lolium perenne L.

Ludwigia peploides
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Acelga falsa, armuelle,
armuelle silvestre

Helecho mosquito, helecho
de pato, helecho de agua

Brizanta
Nabo forrajero

Mostaza castafa

Marihuana
Arabidopis

Cola de zorro
Achicoria comun

Cyperus

Téartago o yerba del disco
Jacinto de agua comun
Eucalipto

Girasol

Junco de esteras

Morenita, alfalfa criolla,
alfalfa de los pobres, yuyo
volador

Lenteja de agua
Césped inglés
Enramada de las tarariras

CONTAMINANTE

Fenilciclohexilpiperidina PCP y
Polihidroxialcanoatos PAH

Acumula Ni

Acumula "¥"Cs
Acumula Pb
Metales mesados

Hidrocarburos de petréleo

Elimina sal del suelo

Acumula: Pb, Cu, Cd, Fe

Petréleo
137Cs, del suelo

1,1,1-tricloro-2,2-bis-(4-clorofe-
niletano). Hiperacumulador de
metales pesados

Hiperacumulador de metales
pesados

Hiperacumulador de metales
pesados

Acumulador de metales, TNT.

1,1,1-tricloro-2,2-bis-(4-clorofe-
niletano)

Petréleo e hidrocarburos

Ba

Acumula: Pb, Cu, Cd, Fe
Nay As

Acumula Pb, U, '¥Cs, *°Sr.

Acumula: Pb, Cu, Cd, Fe
Atrazinas y A cihalotrim

187Cs, y otros radionuclidos

Acumula: Pb, Cu, Cd, Fe
Pentaclorofenol

Atrazinas y A cihalotrim
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Lupinus arboreus Lupino Amarillo Soventes organicos, tolueno

Myriophyllum aquaticum | Cola de zorro acuatica 2,4 ,6-trinitrotolueno
Filigrana mayor, fontanera,

Myriophyllum spicatum milenrama TNT

Nicotiana tabacum Hierba santa Herbicidas

Oryza sativa L. Arroz Metolacloro

Phaseolus acutyfolius Frijol tépari Acumula "¥"Cs

Pisun sativus Arveja Acido 2,4-diclorofenoxiacético
Raphanus sativus Rabano Pentaclorofenol

Salix babylonica L. Sauce lloron Metil-ter butyl-éter

Salix exigua Especie de Sauce Atrazinas y metacloro

Tabaco Tabaco 2,3-dihidroxifenil (2,3 DHB)
Zea mays Maiz Herbicidas

Apenas el 1% de las plantas (angiospermas) y menos del 2% de las pteri-
dofitas, se han adaptado y especializado para la vida en el agua; esta es la
razon por la que la abundancia de plantas de humedales es relativamente
baja (Richardson y Vymazal, 2001), al igual que la poblacién de plantas flo-
tantes (Wetzel, 2001). Las plantas empleadas en Biorremediacion son muy
variadas; en relacion con las plantas empleadas en humedales artificiales,
se distinguen: Macrofitos emergentes, macréfitos sumergidas, macrofitos
flotantes, macrofitos arraigados.

3.6.1. Macroéfitos emergentes

Las macrofitas emergentes son las formas vegetales dominantes en los
humedales y pantanos a profundidades que varian entre 0,5 a 1,5 m. Estas
plantas desarrollan hojas aéreas y un sistema radicular profuso (rizomas),
las hojas aéreas presentan gran similitud morfolégica y anatomica con las
hojas de las plantas terrestres. La celulosa de la pared celular proporciona
la rigidez necesaria a las hojas de plantas emergentes como Phragmites
y Typha (Wetzel, 2001). El rizoma de estas plantas esta sumergido en los
sedimentos anaerdbicos, el oxigeno necesario para su metabolismo lo re-
ciben de las hojas, sin embargo, las hojas tiernas sumergidas pueden res-
pirar anaerébicamente (Figura 3.5).

Una vez que el follaje ha alcanzado la superficie, los canales intracelula-
res y lagunas incrementan su tamano, facilitando el intercambio gaseoso
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entre los tejidos de enraizamiento y la atmdsfera (Wetzel, 2001). Parte del
oxigeno puede filtrarse en la rizosfera circundante, generando condiciones
aerdbicas y estimulando la oxidacion de materia organica, sin embargo, en
sus inmediaciones subsisten condiciones anaerébicas que facilitan el cre-
cimiento de bacterias nitrificantes (Brix y Schierup, 1990).

Bolboschoenus maritimus Bolboschoenus (Scirpus) Typha spp

Figura 3.5 Macréfitos emergentes (fotos de Julio Rondal)

En calidad de ejemplos representativos de este tipo de plantas (Figura 3.6),
tenemos a: Acorus calamus (calamo aromatico), Baumea articulata (Zacate
de agua), Schoenoplectus californicus (Totora) Bolboschoenus (Papyrus),
Eleocharis spp., Glyceria maxima (Pasto dulce), Juncus spp. (Junco), Pha-
laris arundinacea (Hierba cinta) Phragmites australis (Cafia comun), Pani-
cum hemitomon (Maidencane), Pontederia cordata (espiga de agua), Sa-
gittaria spp. (Puntas de flecha), Scirpus spp. (Junquillo), Sparganium spp.
(cafas de arroz).
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Phalaris arundinacea Phragmites australis

Figura 3.6. Macréfitos emergentes (fotos de Julio Rondal)
3.6.2 Macroéfitos sumergidos

Los macrdfitos sumergidos se encuentran a profundidades dentro de la
zona fética, en tanto que las angiospermas vasculares se desarrollan hasta
10 m. bajo una presion hidrostatica de una atmoésfera (Figura 3.7). Estas
plantas presentan un conjunto de modificaciones y adaptaciones fisiolo-
gicas y morfolégicas, asi sus tallos, peciolos y hojas poseen poca lignina;
debido a la poca iluminacién, la cuticula es poco desarrollada, con un gran
nuamero de cloroplastos en la capa epidérmica (Wetzel, 2001).
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Elodea spp Myriophyllum spp Hydrilla verticillata
Figura 3.7. Plantas emergentes sumergidas (fotos de Julio Rondal)

Ejemplos de plantas macréfitas sumergidas son: Cacomba caroliniana (orti-
ga acuatica), Ceratophyllum spp. (Coontails), Eggeria densa (maleza acua-
tica brasilefia), Elodea spp. (elodea), Hydrilla verticillata (Hydrilla), Isoétes
spp., Myriophyllum spp. (Watermilfoils), Najas spp. (Nimfa acuatica), Pota-
mogeton spp. (Mala Hierba de estanque), Utricularia spp. En la Figura 3.8,
se muestran algunas pantas emergentes de amplio uso para biorremedia-
cion.

a) Vallisneria americana b) Sombrilla de agua (Hidrocotyle ranunculoides)

Figura 3.8. Plantas emergentes sumergidas

(fotos de Julio Rondal)
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3.6.3. Macrdéfitas flotantes
Se dividen en tres grupos explicados a continuacion.
3.6.3.1. Flotantes libres

Las plantas macrdfitas flotantes, presentan una gran diversidad de formas,
desde plantas con antenas de roseta, plantas con hojas flotantes bien de-
sarrolladas, plantas con raices sumergidas, tal como se puede ver en Ei-
chhornia crassipes (jacinto de agua), Pistia stratiotes (lechuga de agua).
También existen plantas flotantes con pocas o ninguna raiz, como Lemna
minor, L. gibba, L. trisulca, Salvinia natans, Wolffia spp. (Brix y Schierup,
1990). En la Figura 3.9, se muestran tres macrofitas flotantes mas emplea-
das.

e aa

a) Azolla foliculoides b) Eichhornia crassipes ¢) Lemna minor
Figura 3.9. Plantas macrdfitas flotantes libres (fotos de Julio Rondal)

Varias de estas plantas se desarrollan profusamente en lagos, estanques y
canales, impidiendo su uso comercial, especial atencion se debe prestar al
desarrollo de Eichhornia crassipes, que puede convertirse en una verdade-
ra plaga y es una de las plantas de mayor distribucién a nivel mundial. Los
macrofitos flotantes adsorben los nutrientes directamente desde el agua,
muchas de ellas se desarrollan bien en aguas ricas en sales disueltas (Wet-
zel, 2001), y con altas cargas organicas. Un reducido numero de plantas
flotantes son angiospermas, tal es el caso de Lemna sp, que emplea fuen-
tes de carbono atmosférico y acuatico (Filbin y Hough, 1985).
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3.6.3.2. Plantas macrofitas arraigadas

Los macrdfitos de hojas flotantes-enraizadas son principalmente las an-
giospermas que se desarrollan unidas a los sedimentos, sumergidos a pro-
fundidades de 0,5 a 3,0 m. Algunas especies (heterdfilas), poseen hojas
sumergidas y hojas flotantes. Sus 6rganos reproductivos flotantes, estan
rodeados por hojas flotantes con peciolos largos y flexibles, como se puede
observar en, Nuphar o Nymphaea, o peciolos cortos como en, Brassenia,
Potamogeton natans (Wetzel, 2001).

Las platas flotantes experimentan constantemente estrés mecanico por ac-
cion del viento y el movimiento permanente del agua, estas condiciones
desfavorables son superadas con el desarrollo de hojas palmadas fuertes,
correosas y de bordes redondeados, sus superficies son hidrofobas y pe-
ciolos de alta flexibilidad. Sin embargo, el crecimiento y desarrollo de estas
plantas esta restringido a sitios (habitat) protegidos contra el viento y de
baja velocidad de flujo del agua.

* Rhizodegradacién

Las plantas y la rizosfera desempefian un rol importante en la disipacién de
los contaminantes en el suelo, estudios realizados con carbono “C, mues-
tran que la degradacion de hidrocarburos es mayor en suelos con vege-
tacion que en suelos sin ella, lo que indica que la biodisponibilidad de los
contaminantes se incrementa en la rizosfera (Ferro et al., 1994; Anderson y
Walton,1995; Banks et al., 1999).

Las raices fibrosas ofrecen una mayor superficie para el desarrollo micro-
biano, por esta razén los pastos perennes como (Andropogon gerardii),
hierba indio (Sorghastrum nutans), pasto varilla (Panicum virgatum), cente-
no silvestre de Canada (Elymus canadensis), el pequeo tallo azul (Schiza-
chyrium scoparius), grama avena (Bouteloua curtipendula), hierba de trigo
occidental (Agropyron smithii), y navaijita (Bouteloua gracilis), son mejores
para la remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos aromaticos
policiclicos.

La mineralizacion del pentaclorofenol (PCF) y fenantreno en suelo de la
rizosfera fue evaluada con el empleo de '“C (Ferro et al., 1994), en Agro-
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piro crestado (Agropyron desertorum), el 20% de la concentracion inicial
de PCF, se convirtio en *CO, en 155 dias en el suelo con vegetacion, en
tanto que solo el 5% fue mineralizado en el suelo sin vegetacion. Algo si-
milar sucede con la biorremediacién de HAPs (Banks y Schwab, 1999). La
degradacion de HAPs depende de la solubilidad de sus componentes. En
biorremediacion (fitorremediacion), se emplea ampliamente la alfalfa (Me-
dicago sativa), festuca (Festuca arundinacea), el tallo azul (Andropogon
gerardii), y el pasto del Sudan (Sorghum vulgare sudanés).

Las plantas emergentes tienen sus raices en el suelo, sus porciones basa-
les crecen debajo de la superficie del agua, en tanto que las hojas, tallos
(partes fotosintéticas), y organos reproductivos son aéreos. La mayoria de
las plantas de este grupo son herbaceas, pero también se incluyen es-
pecies arbéreas de los humedales (MasaroviCova y Kralova, 2018). Entre
las especies lefiosas empleadas en biorremediacion se incluyen arboles y
arbustos que se encuentran en los humedales riberefios, tierras bajas bos-
cosas, bosques pantanosos y turberas. Especies de arboles forestales de
pantano tipicas en los E.E.U.U, que incluyen a Taxodium distichum (ciprés
de los pantanos) y Nyssa.

3.7.1. Algas

Las algas son organismos eucariotas que disponen de organelos celulares
delimitados por membranas. En la actualidad las algas no son una cate-
goria taxondmica, para algunos autores son considerados protistas, (son
organismos eucariotas), para otros son plantas. Las algas son organismos
simples, muchos de ellos son unicelulares, otros multicelulares y aiin mas
complejos, todo ellos poseen tejidos de conduccion rudimentarios (Belan-
ger, 2020).

Adicionalmente presentan una gran variedad morfologica y reproductiva.
Desde el punto de vista fisioldgico y bioquimico son muy similares a las
plantas; las algas como euglenofitas, ochronofitas y dinofitas, han perdido
su capacidad para realizar fotosintesis y viven como saprofitos o parasitos.
Otro grupo representativo de las algas son las algas pardas, con mas de
100 especies heterétrofas. La caracteristica esencial de las algas, que las
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diferencian de las plantas, es la falta de un embrion multicelular y la ausen-
cia de una envuelta multicelular alrededor de los gametangios y esporan-
gios (a excepcidén en algas de agua dulce, algas verdes, carofitas) (Anand
et al., 2019). Se estima que existen entre 30.000 a un millén de especies,
cuya mayoria son marinas (Guiry, 2012). Las algas son organismos cos-
mopolitas que viven en practicamente todos los ecosistemas, desde los
ecosistemas acuaticos, suelo, material vegetal muerto, sedimentos, has-
ta en ecosistemas extremos como: nieve, hielo (Antartida, Andes, Artico),
fuentes termales, salinas, y a grandes profundidades. En los ecosistemas
acuaticos, constituyen la base de la cadena alimenticia (Figura 3.10).

Figura 3.10. Algas de la zona intermareal en isla Greenwich, peninsula Antartica

El uso de microalgas, como sistema bioldgico alternativo para el tratamien-
to de las aguas domésticas ha sido objeto de numerosas investigaciones
debido a su capacidad de remover cantidades significativas de nitratos,
fosfatos y materia organica. Segun Duenas et al (2014), la bioacumulacion
de Arsénico Il (As Ill) en la microalga Chlorella vulgaris, evaluada mediante
la concentracion de clorofila “a” y mediante la concentracion residual de As,
en el efluente; es de 60,05%.

El estudio realizado por Parra y Villanueva (2013), con Scenedesmus in-
crassatulus inmovilizado en alginato de calcio, se evalu6 la remocion de
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nitratos y fosfatos del medio de cultivo Bold. Los resultados muestran que
en 8 dias de tratamiento se obtuvo una remocion del 60% de la cantidad
inicial de nitratos, mientras que los fosfatos disminuyeron en un 47%.

Entre las microalgas que presentan la capacidad de remediar metales pe-
sados, tenemos a: Scenedesmus quadricauda, Chlorella miniata, Chlorella
vulgaris, Chlorella sorokiniana. Estas especies disponen de una alta super-
ficie de intercambio y alta afinidad para enlazar metales pesados, razén por
la que crecen bien en medios contaminados (Chong et al., 2000). Los me-
tales pesados se incorporan en el cuerpo de las algas y son recuperados,
cuando se recolecta biomasa. La capacidad de remediar metales pesados
esta relacionada con la composicion bioquimica de los polisacaridos de la
pared celular (Harun et al., 2010).

Las microalgas como C. vulgaris, se han empleado para tratar aguas re-
siduales con altas concentraciones de niquel, procedentes de la mineria,
metalurgia del acero, electrosoldado, baterias y acumuladores, rectificado-
ras. También se han empleado consorcios de microalgas nativas para tratar
residuos mineros (Orandiy Lewis, 2013). El consorcio empleado contenia a
Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus, Franceia, Mesotaenium, y Cya-
nobacteria (Orandi y Lewis, 2013).

Las algas marinas, también puedes ser empleadas en biorremediacion, la
contaminacion marina por descargas industriales, mineras, urbanas y de-
rrames de petrdleo puede ser eliminada con el empleo de algas, que pue-
den acumular metales pesados, tomar nutrientes y metabolizar a los com-
ponentes del petréleo (Pereira y Neto, 2014). Las altas concentraciones de
nutrientes en el medio acuoso son promotoras del crecimiento exponen-
cial de microalgas y algas marinas, que conducen a la eutrofizacién de las
aguas. Para evitar la eutrofizacién, se recomienda el tratamiento el trata-
miento de estas descargas antes de que ingresen a los cuerpos receptores.

Las microalgas son las mas indicadas para este tipo de tratamiento, la
biomasa generada se puede emplear para a produccion de biocombusti-
bles, debido a que varias de ellas producen grandes cantidades de aceites
(Rawat et al., 2016). Las macroalgas no son empleadas para este tipo de
tratamiento, a no ser que estas crezcan cerca de las zonas riverefias donde
existen industrias que realizan descargas con alto contenido de nutrientes.
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Un ejemplo préactico de esta recomendacion es la produccion de peces,
donde las heces y los alimentos no consumidos, producen altas concentra-
ciones de nutrientes en los efluentes; su tratamiento con microalgas redu-
cira la contaminacion antes que ingrese al mar.

Nitzschia sp., es una microalga benténica, que desarrolla biopeliculas en
sedimentos enriquecidos con materia organica, contribuyendo a su recupe-
racion, no solo por la asimilacién de materia organica, sino también, por la
produccion de oxigeno que promueve la degradacion bacteriana aerdbica
(Yamamoto et al., 2008). A mas de la produccion de O,, las algas también
contribuyen a la reduccion de CO,, contribuyendo a generar un ambiente
mas sano para el crecimiento y desarrollo de los peces.

Se ha demostrado la capacidad de las algas para degradar lindano, en el
alga Desmodesmus intermedius, que es capaz de adaptarse y crecer bajo
altas concentraciones de lindano y de metabolizarlo (Gonzalez et al., 2012).
El naftaleno y floroglucinol, son degradados por Navicula sp., Phaeodac-
tylum tricornutum, Nitzschia sp., y Synedra sp. (Bacillariophyceae), que son
algas de agua dulce y que ademas pueden degradar herbicidas; esta ca-
pacidad también se ha evidenciado en la diatomea marina Skeletonema
costatum (Yang et al., 2015).

Los hidrocarburos producto de derrames en los cuerpos de aguas, son
dificiles de biodegradar, en especial si su concentracion es alta y cubre la
superficie del agua impidiendo el ingreso de luz. Adicionalmente, la toxici-
dad es tan alta que la biodiversidad se reduce drasticamente y se necesitan
afos antes de que el ecosistema local se restaure. Mediante adaptacion
fisiolégica, las algas pueden constituirse en herramientas naturales para la
biorremediacion, de este tipo de contaminantes, siempre y cuando no se
impida el acceso de luz, necesaria para la fotosintesis.

¢, Cuales son los mecanismos mediante los cuales, las algas movilizan a los
metales pesados? Los estudios realizados a través de los afios muestran
gue los mecanismos son:

» Intercambio i6nico: considerado el mecanismo predominante de Bio-

sorcion de metales pesados (Herrero et al., 2006), donde la interac-
cion fisica elemental se expresa mediante fuerzas electrostaticas de
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Van del Waals o quimica, por la formacion de enlace i6nico o cova-
lente. Asi la Biosorcién de metales pesados como Pb (1), Cd (Il), Cu
(1), Zn (Il), etc., en Scenedesmus obliquus, Chlorella pyrenoidosa,
ocurre predominantemente por intercambio iénico (Zhou et al., 2012;
Mirghaffari et al., 2015).

Formacion de complejos: Otro mecanismo que puede ocurrir a la par
con el intercambio idnico, es la formacién de complejos, en la super-
ficie celular, entre el ibn metalico de la soluciéon acuosa y los grupos
funcionales de la microalga, asi la Biosorcién del Cu (ll) iébnico, por
Chlorella vulgaris, ocurre con la formacion de un enlace coordinado
entre el ibn metélico y el grupo carboxilo de los polisacéridos de la
pared celular. Este enlace en comparacién con el anterior es mas
estable.

Micro precipitacion: Este proceso puede ocurrir bajo cambios in-
crementos bruscos del pH, durante la Biosorcién, o cuando la con-
centracion del i6n incrementa hasta la saturacion. Bajo estas cir-
cunstancias el metal se precipita y deposita en la superficie celular.
Otro factor de cual depende la micro precipitacion es la naturaleza
de la microalga (Singh, y Saini, 2020). En la tabla 3.6, se pueden ver
algunas microalgas empleadas en remediacion de metales pesados.

Tabla 3.6. Microalgas que remedian metales pesados. Adaptado de Kim

(201%5)
MICROALGA METAL PESADO | PH REFERENCIA
6.0-7.0 Monteiro et al (2011)

Scenedesmus obliquus | Zn?*, Cu? 5'0 7 0

ol Kumar et al (2014)
Scenedesmus quadri- | o . o 5.0 Mirghaffari et al (2014)
cauda
Chlamydomonas rein-  Cr**, Pb*, Cd®,  , o 0«0 Arica et al (2005)
hardtii Hg* Bayramoglu et al (2006)
Chlorella vulgaris Cd?*, Ni2* 4.0 Aksu and Donmes, (2006)
Chlorella sorokiniana Cr3* 4.0-5.0 Akthar et al (2008)
Odeogonium hatei Cré*, Niz* 2.0-5.0 Gupta and Rastogi (2009)

Gupta et al (2010)
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3.7.2. Organismos genéticamente modificados en Biorremediacion

El continuo crecimiento de los agentes contaminantes de origen sintético
gue se descargan a los ecosistemas, constituye una de las principales pre-
ocupaciones y motivaciones del desarrollo de microorganismos genética-
mente modificados para emplearlos en la remediacion de la polucion am-
biental; especial atencion se presta a los contaminantes organicos como los
bifenilos policlorados PCBs, hidrocarburos aromaticos policiclicos HAPs, y
pesticidas que son resistentes a la degradacion y que constituyen un riesgo
toxicoldgico para la diversidad biolégica de los ecosistemas afectados.

Debido a su naturaleza artificial, estos xenobidticos se acumulan en los
ecosistemas ya que los microorganismos autéctonos no pueden biodegra-
darlos eficientemente, sin embargo, el potencial de la microflora autéctona
representa una gran ventaja, por cuanto estos microorganismos interactiian
con los componentes del medio en forma equilibrada, sin generar estrés en
las poblaciones (Singh et al., 2011).

Aunque el numero de microbios genéticamente modificados (GEMS) para
su uso potencial en la biodegradacion no es grande, estos microbios re-
combinantes funcionan en pruebas de microcosmos. La supervivencia y el
destino de los microbios recombinantes en diferentes nichos ecolégicos en
condiciones de laboratorio es similar a o que se ha observado para las ce-
pas parentales no modificados, cepas modificadas sobreviven en ambien-
tes contaminados, pero mueren cuando se elimina la sustancia quimica
objetivo (Kumar et al., 2018).

El empleo de OGMs en biorremediacion en trabajos de campo, presenta
una serie de riesgos, en especial para paises con alta biodiversidad como
Ecuador y en paises de la cuenca amazonica. Segun Davison (2005) se
han reportado efectos negativos sobre los ecosistemas por el empleo de
microorganismos genéticamente modificados, en remediacion ambiental,
este es el caso de Burkholderia cepacia, empleada en la degradacion de
compuestos nitro, y Pseudomonas, que degrada tolueno; que presentan
resistencia multiple a los antibiéticos.

Otro factor de riesgo es la transferencia horizontal de genes Inter especie
(Maria et al., 2011). La transferencia de factores de resistencia a los antibi6-
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ticos desde especies modificadas a especies naturales es indeseable para
la seguridad ambiental, su transferencia puede generar el desplazamiento
de microorganismos autoctonos y la pérdida de la diversidad microbiana
autéctona.

La competencia de los OGMs por los nutrientes y otros recursos, con los
microorganismos autdctonos, ejerce presiones sobre los factores bidticos y
abidticos de los ecosistemas (Singh et al., 2011), generando cambios sus-
tanciales en la dindmica de los nutrientes.

Adicionalmente a estos factores, para paises como Ecuador, los riegos se
incrementan debido a la falta de personal técnico cientifico capacitado para
evaluar los potenciales dafos del uso de OGMs en el ambiente, la falta de
un sistema normativo local, de protocolos de estudio y pruebas experimen-
tales estandarizadas. La ausencia de laboratorios de analisis, desarrollo e
investigacion de OGMs hace imposible la ejecucion de planes de monitoreo
y seguimiento ambiental de los OGMs en sistemas de biorremediacion a
campo abierto.

Desde la década de los noventa del siglo anterior, se han disefiado varios
microorganismos genéticamente modificados para degradar una gama de
contaminantes ambientales, desde metales pesados, hidrocarburos, pes-
ticidas y compuestos organicos complejos. La tabla 3.8 ilustra la variedad
de microorganismos creados y los residuos tratados. Entre los microorga-
nismos modificados empleados, se pueden encontrar, bacterias, levaduras,
microalgas y hongos.

Tabla 3.8. Microorganismos genéticamente modificados empleados en bio-
rremediacién. Adaptado de Kumar Rama et al., (2017), Saxena et al (2020),
Gupta and Singh (2017).

MICROORGANISMO GENETICA-

MENTE MODIEICADO CONTAMINANTE REFERENCIA

Brassica juncea, modifiada en E. coli Cd tolerancia (Fulekar et al., 2009).
gshl
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Mesorhizobium huakuii subsp. rengei
strain B3 introducida en Arabidopsis
thaliana

AtNramps, de Arabidopsis thaliana;
gshl, gshll

Alamo Transgénico y plantas de taba-
CO que sobreexpresan un citocromo
de mamifero P450 2E1, (CYP2EL1L)
y el citocromo P450 2E1 humano se
desarrollaron con la capacidad de

Introduction del gen pnrA que codifica
nitroreductasa de Pseudomonas puti-
da al tabaco

Introduccion del plasmido
PaW340(pDH5 en Pseudomonas pu-
tida

Introduccion del gen de Cytochrome
P450 monooxygenasa en Rhodococ-
cus rhodochrous XplA, XplB

Introduccion del gen de Nitroreducta-
se, en E. coli NfsA

Introduccion de genes CrR genes
para Cr (VI) actividad de reductasa
en Methylococcus capsulatus (Bath)

Introducciéon de proteina enlazadora
de mercurio (MerP), en Bacillus me-
gaterium strain MB1

Introduccion del gen tznl, de Neuros-
pora crassa, en Nicotiana

tabacum L.

Introduccion del gen GSH1 vy
AsPCS1, de S. cerevisiae y A. sati-
vum, en A. thaliana L.

Introduccion del gen Gstl-6His, de
Zea mays, en N. tabacum

Introduccién del gen atzA, de Bacte-
ria, en Medicago sativa, N. tabacum

Expression of merA gene from Es-

cherichia coli BL308, en Deinococcus
radiodurans
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Alta captacién y re-
sistencia Cd?*

metabolismo del
tricloroetileno (TCE)

Remediacion de
explosivos

Acido
4-chlorobenzoico

RDX

TNT

Cr (VI) (Asociado
celular, removido en
condiciones de labo-

ratrio)

Hg

Cd, Fe, Ni, Cu,
Mny Pb

CdyAs

Alachlor

Atrazine

Mezclas de residuos
radioactivos y Hg

(Sriprang et al., (2003)

(Thomine et al., 2000),
(Zhu, 1999a),

(Wang et al., 2008).

(James and Strand,
2009)

(Massa et al., 2009)

(Jackson et al., 2007)

(Kurumata et al., 2005)

(Al Hasin et al., 2010)

(Hsieh et al., 2009)

(Dixit et al., 2010)

(Guo et al., 2008)

(Karavangeli et al., 2005)

(Wang et al., 2005)

(Brim et al., 2000).
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Desarrollo de una cepa cojugante de | Remosion de Hg de | (Mergeay et al., 2003).
Cupriavidus metallidurans MSR33, agua

empleando Cupriavidus metallidu-

rans metal resistente cepa CH34 con

dos plasmidos largos, pMOL28 and

pMOL30, que contienen el plasmido

del operon merRTPADE

Clonado del gen arsM de Sphingo- Emision de gas As (Yang, 2010)
monas desiccabilis y Bacillus idrien- | metilado capaz de

sis en, Thermus thermophilus HB8. | oxidar tdxicas de As

adicionalmente posee los genes a no toxicas

TTHB128 y TTHB127 asociados con

la produccion de aresenito oxidasa.

Clonado en un vector pBBR1MCS

Codificacion del gen del metallothio- Resistencia al Pb | (Naik y Dubey 2013)
neina bacteriana (smt Ay tAB) de

microorganismos como Pseudomo-

nas aeruginosa

cepa 4EAy Salmonella choleraesuis
cepa 42, en la cepa Proteus penneri

GM10

La cepa modificada de Pseudomonas sp. B13 empleados en Biorremedia-
cion, puede sobrevivir bien en pruebas de microcosmos, de remediacion de
benzoatos sustituidos en lodos activados; incluso su descendencia presen-
ta un alto nivel de persistencia con poblaciones hasta de 10° bacterias /ml
(Dwyer et al., 1988).

Debido al riesgo ambiental que representa la transferencia horizontal de ge-
nes, ha sido necesario hacer investigaciones detalladas para evaluar este
riesgo; asi el estudio realizado por Ravant et al (1988), analiza los efectos
de los sustratos selectivos sobre la supervivencia, crecimiento y transferen-
cia de genes entre bacterias que degradan contaminantes aromaticos en
un ecosistema de aguas residuales.

La supervivencia y el destino de los microbios recombinantes en diferentes
nichos ecologicos en condiciones de laboratorio es similar a lo que se ha
observado para las cepas parentales no modificados, cepas modificadas
sobreviven en ambientes contaminados, pero mueren cuando se elimina
la sustancia quimica objetivo (Ramos et al., 1994). La supervivencia de los
microorganismos se puede predecir mediante el uso de sistemas de con-
tencién biolbgica activos, asi en cepas Pseudomonas putida que degradan
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alquilbencenos, se ha introducido un gen killer que se halla encendido o
apagado por la ausencia o presencia de benzoatos de alquilo, en el micro-
cosmos que no contienen alquil benzoatos la sobrevivencia de las bacte-
rias es minima (Ronchel et al., 1995).

La gran mayoria de los estudios relacionados con la biorremediacién micro-
biana manipulada genéticamente esta soportada por datos experimentales
basadas en el laboratorio. Existen relativamente pocos ejemplos de aplica-
ciones de OGMs en pruebas de campo, en consecuencia, es dificil predecir
los verdaderos efectos de la introduccion de OGMs en los ecosistemas
naturales (Sayler y Ripp, 2000). Para el efecto, solo los resultados de labo-
ratorio son esgrimidos cuando se trata de evaluar los riesgos ambientales
de su empleo, situacién que de ninguna forma es satisfactoria, en especial
para ecosistemas sensibles como los ecuatorianos y amazdnicos. Por esta
razon, Gorlach (1994), afirma que solo la evaluacion completa de riesgos
ecoldgicos y ambientales, con el empleo de herramientas modernas de
ingenieria genética, pueden constituir una garantia para su introduccion y
empleo masivo a escala ambiental.

La preocupacion se extiende no solo a los microorganismos, sino también,
al empleo de plantas modificadas, empleadas para biorremediacion, con
las cuales los temas de bioseguridad han sido subvalorados. ElI empleo
de técnicas genéticas que permiten la escision especifica de sitio de ADN
innecesario, genes suicidas condicionales que pueden ser activados bajo
ciertas condiciones. Estos métodos actian para prevenir la propagacion y
la supervivencia de las bacterias o plantas transgénicos en el ambiente y
para evitar el flujo horizontal de genes a parientes silvestres o cultivadas
(Davison, 2005).

Hemos visto que la gama de organismo vivos que tienen la capacidad de
emplear como fuente de carbono xenobiodticos ambientales, crece constan-
temente, a medida que las investigaciones se desarrollan. La interaccion
de rutas metabdlicas de distintos grupos taxonémicos de organismos vivos,
perfeccionan los procesos de degradacién, permitiendo su mineralizacion
completa, hasta elementos inocuos seguros.
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La interaccién de organismos eucariotas como las algas, plantas y hongos
con procariotas, como las bacterias y sus distintas familias; constituye una
estrategia fundamental desarrollada por la naturaleza a lo largo de su pro-
ceso evolutivo, que le ha permitido mantener constante el flujo de materia
y energia entre los sistemas vivos y el medio externo.

En la busqueda de nuevas rutas metabdlicas, que permitan degradar la
creciente masa de contaminantes artificiales generadas por las actividades
humanas, el papel de los organismos genéticamente modificados, sin lugar
a duda sera predominante. En este contexto, el desarrollo de programas de
investigacién nacional, pueden ser gran relevancia no solo cientifica, sino
también practica, debido a que el Ecuador es uno de los paises es de ma-
yor biodiversidad genética del planeta, cuyo potencial no se ha descubierto
y puede constituirse en el medio para salir del subdesarrollo. Disponer de
bancos de cepas y genes utiles, para el ambiente y la biotecnologia en ge-
neral, debe ser una de las metas futuras de la academia nacional.
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CAPITULO IV

METODOLOGIAS DE TRATAMIENTO

La biorremediacion como biotecnologia, dispone de varias metodologias
de tratamiento cada una de las cuales presenta ventajas y desventajas
operativas, variacion de costos y eficiencia relativa para el tratamiento de
uno u otro residuo especifico.

El presente capitulo hara una descripcion detallada de las caracteristicas
de cada una de las metodologias analizadas, describira las condiciones
necesarias para que la metodologia muestre eficiencia. Entre las metodo-
logias analizadas, estan: Compostaje (y sus variantes), Landfarming (y sus
variantes), Bioventing, Bioflushing, Fitorremediacion, biorreactores (aerobi-
cos y anaeroébicos).

Esta metodologia de Biorremediacion se realiza en camas (surcos) o pilas,
donde los residuos a tratar (suelos), se mezclan con nutrientes (abono or-
ganico o mineral), microorganismos aislados in situ y apropiados para la
degradacion de residuos especificos.

Las pilas son mezcladas periddicamente en forma manual o mecanizada,
segun corresponda al tipo de contaminante, cantidad y condiciones ambien-
tales, paralelamente al volteo, se realizan trabajos de humectacion, apor-
tacion adicional de nutrientes (Bioestimulacion) e inyeccién de microorga-
nismos (bioaumentacion). Las pilas pueden ser estaticas o venteadas. Las
pilas estaticas disponen de tubos de ventilacion para disipar el excedente
de calor generado por la degradacion, ubicados en posicion vertical sobre
la pila (figura 4.2)

Se cree que la practica de convertir el estiércol y otros residuos biodegra-
dables para el compost que se origind ya en la agricultura (Fitzpatrick et al.,
2005). La primera referencia escrita conocida de compostaje se encuentra
en tablillas de arcilla que datan del imperio acadio, hace unos 4.300 afos
(Rodale et al., 1960), pero se cree que el valor fertilizante de la materia
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organica aerébicamente degradada, que ahora llamamos el compost, fue
reconocido mucho antes.

Hay evidencia de que los romanos, griegos y los Bani Israel sabia de com-
post. La Biblia y el Talmud ambos contienen numerosas referencias al uso
de la paja del estiércol descompuesto, y la mencion del compost se produ-
ce en los estudiantes de 10° y escritos del siglo 12 &rabes, en los textos de
la Iglesia medieval, y en la literatura renacentista (Smith et al., 2007).

En los términos mas amplios, sistemas de compostaje se dividen en dos
categorias: los sistemas de “total o parcialmente abiertos al aire” y los siste-
mas “en vasos”. En la primera categoria son los sistemas que se usan des-
de la prehistoria hasta la actualidad como la hilera, pila estatica y sistemas
domésticos. En la segunda categoria se incluyen los sistemas de “tunel”, y
otros, o sistemas de “reactores” “en vasos” de varios disefnos. Dependiendo
de la cantidad y ubicacion, del sustrato, se emplea la maquinaria disponi-
ble, se define la escala de operacion en uno u otro sistema de compostaje.

Otra forma de clasificar el sistema de compostaje es sobre la base de los
medios de aireacion: la agitacion o la estatica (Tchobanoglous et al., 1993).
En el primero, el material a compostar se agita mecanicamente para intro-
ducir oxigeno, controlar la temperatura y mezclar el material. En el segun-
do, el sustrato permanece estatico y se sopla aire a través de él.

Para la biorremediacién de contaminantes peligrosos como los hidrocar-
buros y derivados mediante compostaje, con frecuencia se debe construir
plataformas de hormigdn (si se trata de areas de tratamiento continuo), que
disponen de canales que recogen los lixiviados generados. Una alternativa
mas barata, es la disposicién de un liner (geomembrana), o una capa de
arcilla compactada que evite la migracion de los lixiviados al nivel freatico.

Las dimensiones de las pilas de compostaje dependen de:
* La cantidad de materiales disponibles a tratar.
» El espacio disponible para el tratamiento.

» Estructura y propiedades fisicoquimicas de los residuos.
» Tipo de residuo y grado de humedad.
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Las dimensiones tipo de una pila de compostaje son: Ancho (A) 3m., altura
(h) 1,5m., longitud (I) de 5 a n metros. La longitud es variable, con frecuen-
cia las pilas son de 100 m y méas. Estas medidas son sugeridas para pilas
con volteo manual o con ayuda de un volteador mecanico (Figura 4.1.)
Las dimensiones pueden ser distintas para pilas estaticas con ventilacion
forzada, segun recomendaciones de la US EPA, las dimensiones de pilas
empleadas para el tratamiento de residuos hidrocarburiferos es de 12,5 x
18,3 m con una altura que va desde 1,43 a 1,76 m.

Para garantizar el libre flujo de los lixiviados, en las pilas se estila dotar a la
base de una pendiente de 1%. Todos los canales de recoleccion de lixivia-
dos deben estar conectados a un tanque de almacenamiento de hormigon,
a partir del cual, los lixiviados pueden ser bombeados hasta el sistema
de tratamiento convencional (quimico). Adicionalmente se recomienda la
construccion de una berma perimetral en el area dedicada al emplazamien-
to de Biopilas, que delimite el acceso y garantice la seguridad de los espa-
cios circundantes (Biopile design and construction manual, 1996).

La adicién de nutrientes (Bioestimulacion): durante el compostaje es im-
portante para el desarrollo de los microorganismos, la relacion tipica de
nutrientes segun Davis et al.,1995, es de 100:10:1 a 100:10:0.5 de C: N: P.
Los nutrientes pueden sr adicionados al inicio durante la conformacion de
las Biopilas o posteriormente diluidos durante la humectacién de las pilas.
Con frecuencia los nutrientes se lavan juntamente con los lixiviados, por
esta razon se recomienda su recirculacion en las pilas de compostaje.

Para mejorar y estimular los procesos degradativos, al sistema se puede
adicionar cosustratos, como acetato, etanol, glicerol, glucosa y citrato, para
estimular una tasa de crecimiento microbiano adecuada. De igual forma se
deben incluir fuentes solubles de microelementos, indispensables para el
funcionamiento de los sistemas fermentativos microbianos involucrados en
la degradacion de contaminantes.

Si la adicion de nutrientes se ejecuta por tuberia (ducha), es recomendable
no emplear el mismo sistema para la introduccién microorganismos, para
evitar la formacién de biopelicula en la tuberia, que se veria taponada por
su desarrollo.
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Adicion de microorganismos (bioaumentacion): Con frecuencia el nume-
ro de microorganismos degradadores presentes en los residuos es bajo,
razon por la que se hace necesario su multiplicacion en medios nutritivos
en condiciones de laboratorio para su reintroduccion en las pilas de com-
postaje, especial atencidon reviste la introduccion de hongos lignoliticos
(hongos de podredumbre blanca), especializados en la degradaciéon de
compuestos recalcitrantes como los HAPs; en todo caso los microorganis-
mos introducidos deben ser indigenas. Con frecuencia para adicionar los
microorganismos a las pilas se recurre, a las siguientes técnicas: Duchas,
mezcladora, inyeccion manual y mediante portadores de naturaleza ligno-
celuldsica (Figura 4.1)

TAROUL 0o TRMOUEL CoY

1 R —
Ao n o n K

CABIMNA

FiILA DE COMPOSTAIE FiLA DE COMPOSTAIE

PERSOMAL OFERATIVO

BOMEA MANUAL

FILA DE COMPOSTARE

Figura 4.1. Métodos de introduccion de microorganismos en las pilas de
compostaje
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Preparaciéon de la mezcla: Los suelos contaminados suelen presentar di-
ferentes caracteristicas fisicoquimicas que dependen del tipo de suelos,
grado de hidratacion, tamafio de particula y contenido de materia organica.
Con frecuencia para adecuar los suelos sujetos a tratamiento se deben
realizar trabajos de:

* Retiro de piedras, restos vegetales grandes y basura de distinta na-
turaleza

» Cambio de las propiedades mecanicas del suelo: grado de humedad,
porosidad, estructura. Esto se consigue con la ayuda de tamices mo-
leculares y materiales generadores de poro.

* Reducir la concentracidon de contaminantes (para reducir la toxicidad
de estos apara los microorganismos).

» Control de emisiones gaseosas.

* Homogenizar la distribucion de los contaminantes (mediante mezcla
profusa)

» Adicién de nutrientes y microorganismos, mediante irrigacion.

Estas actividades requieren de la disponibilidad de espacios operativos
adecuados y de maquinaria que facilite su ejecucién (Figura 4.3).

4.1.1. Pila estatica

Se considera que este sistema es muy apropiado, el analisis coste/efica-
cia de dicho sistema comparado con otros como aireacion forzada o pilas
con volteo. Para favorecer la ventilacion natural de la pila, se emplea en la
base material poroso (grava, cascajo), que permite el flujo del aire desde
abajo hacia arriba, la salida de lixiviados, hasta los canales perimetrales
impermeabilizados. En la parte superior se colocan tubos de evacuacion
para disipar el exceso de calor que se genera en las pilas de compostaje,
adicionalmente para humectar las pilas y adicionar nutrientes.

Las pilas son ventiladas por conveccién natural (Figura 4.2). El aire caliente
gue sube desde el centro de la pila crea un vacio parcial que aspira el aire
de los lados. La forma y tamafio 6ptimo de la pila depende del tamafio de
particula, contenido de humedad, porosidad y nivel de descomposicion,
todo lo cual afecta el movimiento del aire hacia el centro de la pila.
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Figura 4.2. Sistema de Pila estética.1.- Pila estatica, 2.- Tubos de ventilacion, 3.-
Plataforma con canales para lixiviados.

Esquema elaborado por el autor

El compostaje en pilas simples es un proceso muy versatil y con escasas
complicaciones. Se ha usado con éxito para compostar estiércol, restos de
poda, fangos y residuos solidos urbanos. El proceso logra buenos resulta-
dos con una amplia variedad de residuos organicos y funciona satisfacto-
riamente mientras se mantienen las condiciones aerobias y el contenido
de humedad. Las operaciones de compostaje pueden continuar durante el
invierno, pero se ralentizan como resultado del frio. Una alternativa para
estos casos es, la cobertura de las pilas con material plastico, que aislen al
material en compostaje de las lluvias y conserve la temperatura.
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Figura 4.3. Areas operativas para el compostaje

A.- Area administrativa: Guardiania, patio de reuniones, QHSE, Oficinas,
pargueadero y servicio médico. Paso al area B.

B.- Area de servicios: B1: Camper vivienda, Camper comedor, Camper ba-
fos, duchas y lavanderia. B2: Planta de agua potable, Planta de genera-
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cion de energia, Planta de tratamiento de aguas residuales y gestion de
RSU. Paso al area C.

C.- Area Operativa: Plataformas de Compostaje, Bodega de materiales y
herramientas, plataforma de mezcla y estabilizacion, plataforma de recep-
cion y deshidratacion, Parqueadero de maquinarias, Taller de mantenimien-
to y reparacion, Planta de tratamiento de lixiviados, entrada y salida de
materiales y maquinaria, bascula, control de entrada (guardiania).

Para evitar el proceso natural de compactacion de los residuos en trata-
miento y la generacion de condiciones anaerdbicas indeseables, se reco-
mienda acondicionar a los residuos con material esponjoso que genere
poros, tales como materia organica de rechazo, aserrin, cascarilla de arroz,
residuos de cultivos (lenosos).

4.1.2. Pila venteada

Estos sistemas permiten tener un mayor control de la concentracién de
oxigeno y mantenerla en un intervalo apropiado (15-20 %) para favorecer
la actividad metabolica de los microorganismos aerobios que desarrollan el
proceso.

Una vez que se construye la pila, no se toca, hasta que la etapa activa de
compostaje sea completa. El aporte de oxigeno se realiza por via de bom-
beo forzado o insuflado, en forma continua, o a intervalos o ligados a un
termostato que, cuando la temperatura del sistema alcanza determinada
temperatura (aprox. 60°C) acciona el mecanismo de inyeccion de aire has-
ta que la temperatura desciende hasta el valor deseado. El aire procedente
de un compresor ingresa por un sistema de tuberias perforadas distribui-
das en el interior de la pila. Estas pilas no se someten a volteo, pero si a
humectacién, adicidon de nutrientes y microorganismos a través de tubo de
ventilacion colocados en la parte superior de la pila (Figura 4.4 y 4.5).
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Pilas
venteadas

Compresor

Figura 4.4. Pilas venteadas de compostaje

Linea roja: tuberia perforada de distribucion de aire
Linea negra: tuberia de conduccién de aire desde el compresor a las pilas

La cobertura de las pilas es fundamental por las siguientes razones:
* Retencién de calor
» Retencién de la mezcla (accion del viento)
* Previene la hidratacion excesiva por accion de las lluvias.
» Previene la pérdida de calor por accion del viento
* Impide la compactacion

El area de compostaje dispone de canales perimetrales impermeabiliza-
dos para la recoleccion de lixiviados generados en el proceso de biode-
gradacion, de igual forma el piso debe ser de hormigén o a su vez debe
ser impermeabilizado con geomembrana, o arcilla compactada, sellada con
bentonita.
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Figura 4.5. Pilas venteadas por conveccion y bombeo

Esquema elaborado por el autor

4.1.3. Pilas con volteo

Es uno de los sistemas mas sencillos y econdmicos. Esta técnica de
compostaje se caracteriza por el hecho de que la pila se remueve
periddicamente para homogeneizar la mezcla y su temperatura, a fin de
eliminar el excesivo calor, controlar la humedad y aumentar la porosidad de
la pila para mejorar la ventilacién. Después de cada volteo, la temperatura
desciende del orden de 5 o 10 °C, volviendo a subir si el proceso no ha
terminado.

La frecuencia del volteo depende del tipo de material, de la humedad y de
la rapidez con que deseamos realizar el proceso, siendo habitual realizar
un volteo cada 6 - 10 dias. Normalmente se realizan controles automaticos
de temperatura, humedad y oxigeno para determinar el momento 6ptimo
para efectuar el volteo. Es muy usual que los volteos se lleven a cabo
con una simple pala cargadora, recogiendo y soltando del material para
posteriormente reconstruir la pila, tal y como se muestra en las figuras 4.6.
y 4.7. Sin embargo, para materializar esta técnica de compostaje, existe
maquinaria especificamente disefada para conseguir un mezclado del
compost de maxima eficiencia (Figura 4.7).

En las pilas estaticas, ya sea con volteo o sin él, cobra gran importancia el

tamafo de las pilas, por un lado, para permitir una correcta aireacion y por
otro para que no haya excesivas pérdidas de calor.
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A B

Figura. 4.6. Pilas de compostaje de materia organica, con volteo. a) pilas terminadas,
b) mezcla de materiales en la pila

FERSONAL OFERATID PERSOINAL OPERATIVG

PHLAS DE COMPOSTAJE

Figura. 4.7. Volteo mecanico y manual de pila de compostaje

Para trabajo a gran escala en condiciones de campo se puede recurrir a
volteo mecanico empleando maquinaria especializada que reduce el uso
de mano de obra, mejora localidad del volteo (mezcla), y reduce los tiem-
pos empleados en el volteo, lo que se revierte en el costo del tratamiento.
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.

Figura 4.8. Esquema de plataformas de compostaje cubierto
Elaborado por Danny Reascos y Pablo Molina

4.1.4. Compostaje anaerdébico

Los métodos de compostaje anaerébico cominmente utilizados incluyen
el compostaje de zanja o0 pozo y el compostaje de bolsa. El compostaje de
p0ozo requiere que se cave un hoyo en la tierra para depositar la basura or-
ganica; cava un hoyo circular pequefio si sélo tienes una pequefia cantidad
de residuos, pero sigue con una zanja larga y estrecha si necesitas des-
hacerte de una gran cantidad de materiales organicos. Luego de depositar
los residuos en el hoyo del compostaje, deben ser humectados con agua
corriente y cubiertos con 10 a 20 cm., de tierra para generar las condiciones
anaerobicas necesarias.

En caso de tratar anaerébicamente residuos toxicos, peligrosos que se
degradan via anaerdbica, como el hexano, tolueno, naftaleno entre otros
hidrocarburos aromaéticos, el canal o fosa deben impermeabilizarse por
completo y ser sellados herméticamente para garantizar las condiciones
ideales anaerd@bicas y evitar la lixiviacion de los contaminantes fuera del
area de tratamiento.

Como todo sistema anaerdbico, generan gases que representan un riesgo
ambiental, tales como el metano (Figura 4.9.), amoniaco, gas sulfhidrico,
mondxidos de carbono y mercaptanos; todos estos deben ser captados y
tratados para evitar su eliminacién a la atmésfera.
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Figura 4.9. Reacciones de degradacion anaerdbica

Los métodos anaerdbicos de compostaje funcionan especialmente bien
cuando no se quiere invertir mucho tiempo o esfuerzo en el proceso. A di-
ferencia del compostaje aerdbico, que exige la aireaciéon y mantenimiento
regular de la humedad, el compostaje anaerdbico requiere solamente la
preparacion del lecho del compost. Para los residuos organicos domésticos
sirve como un primer método de compostaje que elimina la biomasa malo-
liente en forma eficiente.

Segun Widdel y Rabus (2001), la secuencia de reacciones en la biodegra-
dacioén anaerdbica de hidrocarburos es la siguiente:

A.n-hexano — Succinato

B. Tolueno/xileno — Benzilsuccinato

C. 2- Metilnaftaleno — 2-Naftil metilsuccinato
D. Etilbeneceno — 1-fenilsuccinato

E. Etilbeneceno — 1. Feniletanol

F. Nafataleno — 2. Naftoato

Estudios con cultivos puros de microorganismos anaerobios han mostrado
la capacidad de estos para remover hidrocarburos monoaromaticos (HMA)
y poliaromaticos (HAPs). Las enzimas microbianas involucradas en la de-
gradacion de los HAPs y HMA, como bencil succinato sintetasa, benzoil
CoA ligasa y benzoil CoA reductasa, participan en la activacion y reduccion
del anillo aromatico (Villarreal et al., 2013). En la tabla 4.1, se muestran
algunos microorganismos anaeroébicos y los sustratos sobre los cuales ac-
tuan.
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Para el caso de compostaje anaerébico de residuos hidrocarburiferos, los
costos de generacion de las condiciones anaerdbicas son elevados, requie-
ren mas tiempo que los métodos de compostaje aerdbico para descompo-
ner completamente los residuos hasta compuestos inocuos, ademas que
se deben incurrir en gastos sustanciales en la reposicion de los accesorios
corroidos por los gases generados.

Tabla 4.1. Sustancias y microorganismos involucrados en la degradacion
anaerobica (Villareal et al; 2013).

Hidrocar- .. . .
L, . . Eficiencia Tiempo .
buro con- | Concentracién | Microorganismo . Referencia
X en % (dias)
taminante
Consorcio metano- Xin et al
0,5mM génico (Desulfos- | 99 200 v
: 2012.
porocinus sp.)
0,0208-1,08mM Cpnsorcno bacte- 99 13 Xin et al.,
riano 2012.
0,217mM C_)onsormo bacte- 100 4 Chen et al.,
riano 2001
Tolueno Consorcio Kasai v col
0,04pM/| bacteriano 97,7 80 y cot.,
. 2001
(5-proteobacteria)
Consorcio sul- Kleinsteu-
0,15 pM foreductor (clo- 100 21 ber. 2012
naZ2Bs1.4) '
Consorcio sulfato
reductor (Desul- Morales, et

fosporosinus sp., 100 33 al.,, 2014

Desulfovibrio sp.)

60 UM
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Benceno

Naftaleno

Fenantre-
no

Pireno

Fluoreno
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0,32mM

0,217mM

35 uM

500 pM

0,04 pM/I

0,23 pM

7,8 mM

0,223mM

0,713mg/kg

7,5 mg/kg

0,6mM

4mg/kg

0,061mM

0,036mM

Cultivo sulfato-
reductor (clona
BznS295)

Consorcio bacte-
riano

Consorcio bacte-
riano (Pseudomo-
nas sp, - Propto-
bacterias)

Consorcio bacte-
riano

Consorcio bacte-
riano (- Propto-
bacterias)

Consorcio sulfato
reductor (clona
Z2Bs1.4.)

Consorcio bacte-
riano (Deltaproto-
bacteria sp.)

Consorcio bacte-
riano

Consorcio bacte-
riano

Consorcio bacte-
riano

Consorcio bacte-
riano

Consorcio sulfato
reductor

Consorcio sulfato
reductor

Consorcio sulfato
reductor

97

71,4

99

67,4

100

62,82

100

93,3

60,7

75

74,5

83,3

45

90

23

80

46

60

20

30

240

21

240

21

21

Xin et al.,
2012.

Chen et al.,
2001

Musat, y
Widdel,
2008

Laban et al.,
2009

Kasai y col.,
2001

Kleinsteu-
ber, 2012

Musat, y
Widdel,
2008

Morales, et
al., 2014

Xin et al.,
2012.

Yanet al.,
2012.

Tsai, et al.,
2009

Yanet al.,
2012.

Tsai, et al.,
2009

Kumar et al
1995
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 Bokashi

El Bokashi es una forma de fermentacion anaerobica que utiliza un grupo
especifico de microorganismos para fermentar la materia organica, proce-
dente de un producto terminado que puede ser digerida rapidamente por
la biota del suelo. El proceso no requiere la mezcla de materiales verdes y
marrones, no genera calor o gases de invernadero, todos los subproductos
estan contenidos dentro de un sistema cerrado por lo que los nutrientes no
se pierdan. Esta metodologia es adecuada para residuos organicos no
toxicos ni peligrosos, frecuentemente de origen domeéstico, agroindustrial
y pecuario.

Dado que el sistema es cerrado, el sistema no genera olores desagrada-
bles ni proliferacién de vectores (insectos o roedores). Todas estas venta-
jas hacen del bokashi una buena opcién para cuando no se cuenta con el
espacio adecuado para un compostaje tradicional. La fermentacion de la
materia organica ocurre en un ambiente anaerodbico acido durante un perio-
do determinado de tiempo utilizando un grupo especifico de los microbios
microorganismos indigenas beneficiosos, extraidos del medio silvestre, del
aire, el suelo o mantillo (Footer, 2014).

Esta metodologia se emplea para el procesamiento de materia organica
de las actividades agropecuarias, en agricultura, para obtener una fuente
barata y eficiente de nutrientes para los cultivos. En remediacion ambien-
tal, no se ha empleado; a no ser que se emplee el bokashi, en calidad de
fuente de nutrientes (bioestimulacién) en la degradacion de contaminantes
ambientales.

Es la técnica mas usada para la Biorremediacion de los lodos contaminados
con hidrocarburos y de otros desechos de la industria petrolera. La gama
de residuos que se pueden degradar mediante esta metodologia es muy
variada, siendo empleado para pesticidas, explosivos, colorantes, suelos
contaminados, etc.

Landfarming consiste en tender los residuos a tratar, sobre el suelo, for-
mando una capa fina cuyo espesor no supera la relacion 1/3 de suelo natu-
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ral; seguidamente con ayuda de un tractor de discos o rejas (Figuras 4.10y
4.11), se realiza la mezcla (arado), procurando la formacién de una mezcla

lo mas homogénea.

TRACTOR DE DISCOS

Figura 4.10. Arado mediante discos

Los residuos mezclados, se dejan reposar por un tiempo para su estabiliza-
cion y se procede con la inoculacién de nutrientes en forma de abono mi-
neral (NPK) o de abono organico (compost o estiércol). La bioestimulacion
esta dirigida a activar a los microorganismos presentes en el suelo de trata-
miento. Solo en caso de no existir microorganismos adecuados, se recurre
a adicionar (inocular) microorganismos degradadores para quienes previa-
mente se establecid su cinética y condiciones Optimas de crecimiento, en
pruebas de laboratorio.

TRACTOR DE REIAS

R Y T oF i e AT T TR
AR AT S -I-*- 3 e | A v | TR A0S

Lt § et L

Figuras 4.11. Arado mediante rejas
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Aligual que con un cultivo, el suelo debe mezclarse (ararse periddicamente),
para estimular su aireacion y evitar la generaciéon de condiciones anaerobias
por compactacion natural. Adicionalmente los residuos en tratamiento
deben ser humedecidos hasta un nivel de humedad adecuada para
garantizar la buena marcha del proceso de biodegradacion. Este proceso
se repite periddicamente hasta que los analisis de alicuotas del sistema
de landfarming en tratamiento, muestren la reduccién de la concentracion
de contaminantes hasta valores inferiores a los exigidos por la normativa
ambiental del ramo vigente.

Existen variantes de este tratamiento; pudiendo ejecutarse en plataformas
de hormigon cubiertas y en piscinas impermeabilizadas cubiertas de plantas
especializadas de tratamiento de residuos.

4.2.1. Requisitos para los sitios elegidos para Landfarming

Los sitios escogidos para la ejecucidén de trabajos de landfarming deben
cumplir con algunos requisitos que aseguren no solo el éxito, sino la
seguridad de entorno inmediato al area de tratamiento. Muchas de las
veces, en la practica ambiental ecuatoriana, los trabajos de landfarming
se han implementado en el mismo sitio del derrame o contaminacién. Las
razones que han motivado esta decision principalmente son econémicas y
legales.

El transporte de los suelos contaminados hasta un sitio de tratamiento
(instalaciones de una gestora ambiental calificada), son muy elevados;
representan hasta el 50% de los costos de biorremediacion. Por otro lado,
las restricciones ambientales para la transportacion encarecen y retardan
sustancialmente el inicio de los trabajos de biorremediacion.

El factor socio ambiental, es otro elemento delicado que dificulta la ejecucién
de trabajos de landfarming in situ; normalmente las comunidades se oponen
a este tipo de trabajos alegando potenciales dafios a sus ecosistemas y
dafos a la salud publica. Adicionalmente, los sitios afectados por procesos
de contaminacion ambiental con frecuencia no cumplen los requisitos
exigidos para garantizar la seguridad de las operaciones, sin embargo, los
interese econdmicos de las empresas priman frente a los ambientales.
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Requisitos

* Nivel freédtico profundo (mas de 10 m.)
» Condiciones topograficas adecuadas (no mas de un 4% de pen-

diente)

* Vias de acceso
» Dotacién de servicios (agua, luz, recoleccién de basura, alcanta-

rillado, teléfono)

* Alejado de centros poblados.
» Condiciones ambientales adecuadas (baja pluviosidad, baja velo-

cidad del viento, etc.)

» Disponibilidad de espacio para area logistico-administrativa.
» Cercania a fuentes de abastecimiento de materias primas (tami-

ces moleculares, materia organica, residuos vegetales, combus-
tibles, etc.)

4.2.2. Operaciones unitarias de un trabajo de Landfarming

Las operaciones unitarias de un trabajo de Landfarming, son de facil eje-
cucién y no requieren de equipos y tecnologia avanzada. De nuestra expe-
riencia, podemos sugerir la siguiente secuencia de operaciones unitarias.

Trabajos previos:
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Establecimiento de la linea base ambiental del area elegida
Caracterizacién de los contaminantes.

Limpieza y desbroce del sitio sujeto a tratamiento.

Delimitacion del area operativa.

Construccién de facilidades operativas, administrativas y logisticas.
Aislamiento e identificacion de microorganismos autdctonos con ca-
pacidad para degradar los contaminantes sujetos a tratamiento. Defi-
nicion de parametros cinéticos.

Seleccion del equipo profesional, administrativo y operativo que eje-
cute el trabajo.

Adquisicion de materiales y equipos.

Obtencion de permisos y licencias

Socializacion de los trabajos (si se ejecutan in situ)
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Trabajos de ejecucion:

» Construccion de fosa y berma perimetral.

e Construccién de pozos de control

» Tendido de residuos en una capa homogénea.

* Mezclado con ayuda de un tractor de rejas o de discos.

» Adicion de nutrientes (NPK), abono quimico, estiércol, compost o hu-
mus.

* Humectacion y mezcla.

* Mezcla rutinaria cada semana.

e Control de parametros de proceso: T, pH, conductividad, humedad,
nutrientes, UFCs, cada 72 horas.

« Adicion de nutrientes, cada vez que los analisis asi lo determinen.

» Humectacién, cada vez que la humedad descienda bajo el 40%.

* Muestreo para analisis de concentracion de contaminantes.

» Control de lixiviados en los pozos y fosa perimetral.

Landfarming es una técnica que estimula a la microflora autdctona edafica
para degradar los contaminantes incorporados al suelo, sin embargo, la
compleja composicion de los residuos a tratar hace necesario la introduc-
cion de microorganismos exogenos, cuya eficiencia en el tratamiento es
comprobada. Bajo estas circunstancias, los microorganismos empleados
deben, ser aislados en sitios cercanos con condiciones ambientales simi-
lares, para evitar dafos potenciales a la diversidad microbiana natural del
sitio de tratamiento.

4.2.3. Esquema de un sitio de landfarming

Los trabajos de landfarming requieren la presencia de personal técnico
operativo en forma permanente, aspecto que se contrapone a la practica de
trabajo aplicada por varias operadoras, de iniciar el trabajo y dejarlo aban-
donado en espera de que los procesos naturales del suelo hagan el trabajo;
esta actitud ha puesto en tela de juicio a las tecnologias de tratamiento
bildgico, que han sido consideradas por muchos afios como ineficientes.

Siendo una técnica que requiere el control permanente del proceso, el area
de tratamiento debe contar con las siguientes areas operativas.
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« Area de tratamiento

o Area administrativa: Oficinas, camper vivienda, camper
comedor, camper bafios y duchas, parqueaderos, sitio de
reunién, guardiania.

« Area logistica: Bodegas para materiales, reactivos y equipos,
camper laboratorio, estacionamiento para maquinaria,
generador de energia, planta de tratamiento de aguas
residuales, planta de potabilizacién de agua (Figura 4.12).

El area operativa debe estar separada mediante cercas vivas del area ad-
ministrativa y logistica. Todo el sitio debe tener cerramiento y la sefalizacion
de seguridad adecuada (riesgo bioldgico). Las vias interiores deben tener
las caracteristicas adecuadas para la circulacion de maquinaria; acho de
via, espesor de carpeta de rodaje, longitud, pendiente y cunetas laterales.
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Figura 4.12. Esquema del sitio de landfarming

4.2.4. Particularidades operativas de landfarming

A.Adicion de microorganismos. - Como se acotd anteriormente en tra-

bajos de landfarming, suele ser necesaria la bioaumentacién; en estas

circunstancias, es indispensable elegir una metodologia de aplicacion
del fluido microbiano que genere el menor riesgo para el personal ope-

rativo y al ambiente. La mejor forma experimentalmente comprobada es
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la incorporacion del fluido bacteriano en forma simultanea a las labores
de volteo con ayuda de un tractor, sobre el cual se monta el tanque dis-
pensador, que distribuye el fluido a medida que el tractor avanza (Figura
4.13, a)

A)

]
i '

ik JY R ay
Py (R

B) SISTEMA DE DUCHAS MOVILES

Figura 4.13. Aplicacién mecanizada de fluido microbiano. A) ducha simple. B)
sistema de duchas moviles

La aplicacion microbiana debe realizarse en los dias en que las condicio-
nes ambientales sean favorables, ausencia de lluvias, baja velocidad de
viento, temperatura ambiental adecuada (18-27°C). Adicionalmente el per-
sonal debe emplear el equipo de bioseguridad personal correspondiente,
durante todo el proceso de aplicacion. Este método de aplicacion presenta
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ventajas operativas, por su rapidez, porque permite en forma simultanea
voltear el suelo y aplicar el fluido microbiano, reduce el empleo de mano
de obra y con ellos el riesgo asociado a la aplicacién del fluido microbiano.

Cuando no se dispone de un sistema acoplado de inyeccién de fluido mi-
crobiano en el tractor, se recurre al empleo de duchas moviles (Figura 4.13,
b), similar al empleado en la irrigacion de cultivos. Otra alternativa es la
aplicaciéon manual, con ayuda de personal operativo dotado de un equipo
de proteccion personal y una bomba lo ejecuta (Figura 4.14.). Esta metodo-
logia presenta desventajas operativas tales como:

« Elevado riesgo para el personal que puede aspirar o impregnarse
de fluido microbiano por accion del viento.

« Lentitud del proceso que con frecuencia requiere la participacion
de varios operarios.

* Se produce un pisoteo innecesario y la consecuente impregna-
cion del calzado con fluido microbiano.

« Dificultad para transportar el recipiente que contiene el fluido mi-
crobiano y

* La necesidad de generar presion para su aplicacion, factor que
podria incidir negativamente sobre la sobrevivencia de los mi-
croorganismos.

Figura 4.14. Aplicacion manual de fluido microbiano

173



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente’

B. Aplicacién de nutrientes: Para mejorar la disponibilidad de los nutrien-
tes y evitar pérdidas por volatilizacion, se recomienda aplicar nutrientes
en solucion, en forma mecanizada en un proceso similar a la aplicacion
de microorganismos, que puede o no ser combinado con volteo del sue-
lo (Ver Figura 4.15).

A falta de nutrientes en solucién, puede aplicarse nutrientes en estado
sélido o lechada. Con frecuencia se aplica estiércol (porcinasa, gallina-
za, bokashi), que, a mas de nutrientes necesarios para el crecimiento
microbiano, aportan con una importante carga microbiana que contri-
buye a la biodegradacion. En dependencia del sitio pueden ser de facil
adquisicion y bajo costo. La mayoria de los trabajos de landfarming rea-
lizados en Ecuador, emplean abono mineral.

APLICACION

Figura 4.15. Aplicacibn mecanizada de nutrientes en solucion

C. Muestreo de suelos para andlisis: La toma de muestras (alicuotas)
para analisis y control de la concentracion de contaminantes se debe
realizar siguiendo la normativa ambiental vigente. Se debe tomar mi-
nimo 10 muestras por hectarea, por el método de cuarteo para obte-
ner una muestra representativa. Con el propésito de reducir costos de
analisis, se suele recurrir a la toma de muestras combinadas; cinco de
dos o dos de cinco. Para la definicion de puntos de muestreo se trazan
cuadriculas uniformemente distribuidas en el area de muestreo (Ha).
La mejor alternativa es definir los puntos de muestreo y su numero en
funcion de la pluma de contaminacion del sitio previamente establecida
(Figura 4.16).
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Figura 4.16. Pluma de contaminacion

D. Pozos de control de lixiviados. - Los pozos de control de los lixiviados,
deben construirse una vez que se han iniciado los trabajos de trata-
miento, el nimero de pozos se estima en funcion del &rea de tratamien-
to, considerando el diametro de cobertura de cada pozo, que es apro-
ximadamente 10-12 m., en funcion de las propiedades mecanicas de
suelo. Los pozos se distribuyen de tal forma que sus areas de influencia
se sobreponen, de tal forma que no queda ni un solo espacio del area
de tratamiento sin cobertura (Figura 4.17).

Figura 4.17. Distribucién de los pozos de control
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Con frecuencia la mayoria de los pozos se ubican en el sitio de mayor pen-
diente, construyéndose algunos en la parte mas alta.

E. Estructura de un pozo de control
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El diametro del tubo del pozo debe ser de 3-4 pulgadas, de tal forma
gue permita la introduccion de un muestreador de lixiviados. El tubo
debe sobresalir de la superficie hasta unos 50.60 cm, para facilitar
los trabajos de muestreo. El tubo debe contar con una tapa, para
evitar el ingreso de aguas lluvias, polvo o basura, que podrian alterar
los resultados del muestreo (Figura 4.18).

Para proteger al tubo de golpes, que pudieran dafiarlo, se debe co-
locar a su alrededor una barrera metalica o un tubo de mayor dia-
metro sujeto al piso con hormigoén. El diametro del pozo debe ser
ligeramente mas ancho que el didmetro del tubo, para facilitar su
introduccioén y el taponamiento del area perforada. Para sujetarlo se
emplea un anillo de sellado con bentonita en el primer tercio de la
profundidad del pozo.

El tubo debe ser sumergido hasta llegar al nivel freatico del sitio
de tratamiento, Con frecuencia el extremo inferior del tubo cuenta
con una rejilla que evita el ingreso de material grueso, que podria
dificultar el muestreo de aguas subterraneas. De igual forma el area
perforada del tubo pude estar provista de una rejilla, que cumple el
miso objetivo que la reja del extremo inferior.
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Figura 4.18. Pozo de control

4.2.5. Landfarming en plataforma cubierta

Esta variante de tratamiento se aplica para residuos con alto poder contami-
nante, cuyo volumen no es elevado, tales como lodos residuales aceitosos,
sedimentos de tanques de almacenamiento de combustibles e hidrocarbu-
ros, lodos residuales industriales de varias ramas de la produccion, lodos
residuales de plantas de tratamiento de aguas residuales (Figura 4.19).
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A) B)

Figuras 4.19 Plataforma de landfarming en Waterford Ecuador?*. A) Seccién de la es-
tructura con material en tratamiento. B) vista general de la toda la estructura

En la practica se efectian las mismas operaciones unitarias que para lan-
dfarming en terreno a campo abierto, con la particularidad de que el area
de tratamiento es de hormigdn y cuenta con un sistema de evacuacion y
recoleccion de lixiviados, una cubierta, para evitar el acceso de aguas llu-
vias, bermas perimetrales u otro mecanismo para evitar el ingreso al area
operativa de aguas de escorrentia superficial (Figura 4.20). Adicionalmente
cuenta con un sistema de sefializacion y areas de almacenamiento de ma-
teriales (materia organica, tamices moleculares y herramientas).

2.5

—— 03m

0am

1 OSm T8m 1.5m

Figura 4.20. Dimensiones de la plataforma de landfarming

2¢Waterford Ecuador. Empresa de servicios petroleros, dedicada al mantenimiento, repa-
racion y venta de tuberia y herramienta de perforacion.
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La hidratacion de los residuos en tratamiento se puede efectuar con ayuda
de aspersores, riego por goteo o en forma manual con regaderas.

Estos sistemas son muy versatiles y faciles de operar debido a su tamafio,
generalmente son construidos in situ, en las empresas que generan los
residuos, en consecuencia, cuentan y con todos los servicios necesarios
para que la plataforma opere con seguridad. Los lixiviados de la plataforma
son recolectados y enviados al sistema de tratamiento de aguas residuales
de la operadora.

Para la mayoria de los lodos aceitosos, es caracteristico el alto contenido
de humedad, debido a que generalmente se obtienen de las operaciones
de limpieza de instalaciones, cisternas de almacenamiento de hidrocarbu-
ros, lavado de taladrinas (aceites de corte) y aceites lubricantes, limpie-
za de tuberias, herramientas de perforacion, etc. Estos residuos requieren
como primera estrategia su deshidratacion, tarea que se puede lograr por
evaporacion de la humedad (tendido en plataformas de secado), uso de
filtros de presién (de elevado costo), o por adicion de tamices moleculares
desecantes, siempre y cuanto el porcentaje de humedad no sea superior al
70%, o por combinacion de algunos de las metodologias.

A igual que se procede con los suelos contaminados sujetos a tratamiento
en compostaje, los lodos residuales deben ser estabilizados, para evitar
gue lixivien y se desperdiguen por areas aledafas al sitio de su almacena-
miento temporal. Los microorganismos necesitan una baseé fisica a la cual
adherirse, la adicién de tamices crea las condiciones ideales para su a ani-
damiento y formacién de biopelicula. Para evitar la compactacion de esta
mezcla, se debe adicionar materia estructurante como cascarilla de arroz,
aserrin, bagazo o residuos agricolas finamente fragmentados.

En caso de emplear aserrin, se necesario verificar su fuente, porque ciertas
plantas producen taninos vy fitoncitos (coniferas, eucalipto, etc.), que ejer-
cen efectos adversos sobre a diversidad microbiana llegando a matarlos.
Una vez estabilizados los residuos se trasladan a la plataforma para su
maduracién y posterior inicio de la biorremediacion.

Los lodos residuales aceitosos se generan en forma permanente y en can-
tidades pequefas; una estrategia para su recoleccion, almacenamiento y
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estabilizacion es el empleo de tanques metalicos (abundantes en las em-
presas de servicios petroleros), tal como se muestra en la Figura 4.21.

Figura 4.21 Almacenamiento y estabilizacidn de lodos residuales en tanques.

Adicionalmente esta metodologia presenta otra ventaja, los lodos tratados
pueden ser evacuados en forma segura dentro de las propias instalaciones
de la empresa que los genera, en la conformacion de jardines y areas ver-
des (Figura 4.22).

La ausencia completa de suelo constituye una desventaja, por cuanto no
existen reservas de nutrientes ni microorganismo edaficos propios, razon
por la que la adicion de nutrientes (bioestimulacién) y de microorganismos
(bioestimulacion) es indispensable para el éxito de los trabajos de degrada-
cion de lodos residuales aceitosos.
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Figura 4.22. Tratamiento de lodos. A) Lecho para disposicion final de lodos residuales
B) vegetacion crecida sobre los lodos residuales tratados

Detalles sobre esta metodologia se analizan en el capitulo de estudio de
casos.

4.2.6. Landfarming en piscina

La metodologia de landfarming en piscina, se ha empleado en Ecuador
para el tratamiento de cortes y ripios de perforacion obtenidos con lodos
base agua y con agente inhibidor de arcillas de nitrato de potasio.

Como se detallara mas adelante en el capitulo de estudio de casos, los cor-
tes y ripios de perforacion se disponen en piscinas impermeabilizadas con
arcilla y selladas con bentonita o con geomembrana. El volumen promedio
de cortes y ripios generados por un pozo de 10.000 pies es de 1200-1500
m?, en dependencia del diAmetro de la tuberia. El tiempo promedio de per-
foracidn por pozo es de 11-12 dias, pudiendo una operadora, perforar entre
3 a 4 pozos por mes, por taladro.

Especial atencion reviste, el control de cortes y ripios en el taladro (Figura
4.23), donde el personal debe corregir errores en el sistema de dewatering,
zarandas y control de sdlidos. Del correcto funcionamiento de estas opera-
ciones unitarias depende la calidad y caracteristicas de los ripios y cortes
de perforacion que llegan al sitio de tratamiento. El control en taladro per-
mite que los materiales tengan un pH y porcentaje de humedad adecuados.
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Figura 4.23. Sistema de control de s6lidos en un taladro

Esto facilita los trabajos de transportacion de cortes desde el taladro hasta
el sitio de tratamiento (no se producen derrames), garantiza la estabilidad
del pH, para la actividad microbiana empleada en el tratamiento. El pH de
los cortes suele alterarse frecuentemente por trabajos de cementacion que
se realizan en los pozos; bajo estas circunstancias el personal de taladro
debe notificar al campamento para que se prepare una piscina indepen-
diente para su disposicion.

A. Requisitos para un sitio destinado a landfarming en piscina

Al igual que los trabajos de landfarming, en suelo a campo abierto,
los sitios elegidos deben cumplir con una serie de requisitos, para su
ejecucion eficiente.

» Nivel freatico profundo (mas de 10 m.)

» Condiciones topograficas adecuadas (no mas de un 4% de pendiente)

* Vias de acceso

» Cercania a los taladros (para reducir costos de transportacion)

» Dotacion de servicios (agua, luz, recoleccion de basura, alcantarillado,
teléfono)

» Alejado de centros poblados.

» Condiciones ambientales adecuadas (baja pluviosidad, baja velocidad
del viento, etc.)

» Disponibilidad de espacio para &rea logistico-administrativa.

» Cercania a fuentes de abastecimiento de materias primas (tamices mo-
leculares, materia organica, residuos vegetales, combustibles, etc.).
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B. Operaciones unitarias de un trabajo de Landfarming en piscina

Las operaciones unitarias de un trabajo de Landfarming en piscina, son de
facil ejecucion, sin embargo, requieren de equipos y tecnologia especializa-
da. Las operaciones unitarias sugeridas son:

Trabajos previos:

» Levantamiento de la Linea base ambiental del area elegida

» Limpieza y desbroce del sitio.

» Delimitacién del &rea operativa.

» Construccion de facilidades operativas, administrativas y logisticas.

+ Aislamiento e identificacién de microorganismos autdctonos con ca-
pacidad para degradar los contaminantes sujetos a tratamiento.

» Seleccidn del equipo profesional, administrativo y operativo que eje-
cute el trabajo.

» Adquisicion de materiales y equipos.

» Obtencion de permisos y licencias

 Socializacion de los trabajos (en caso de que los cortes y ripios sean
transportados y pasen por centros poblados)

Trabajos de ejecucioén:

» Construccion de piscinas

» Construccion de pozos de control

* Instalacion de equipos y accesorios

» Transporte cortes y ripios

 Disposicion de cortes y ripios en las piscinas

 Adicion de nutrientes (NPK), en solucion

 Adicién de microorganismos, por gravedad

» Mezcla rutinaria cada 24 horas, con ayuda de una retroexcavadora

» Control de parametros de proceso: T, pH, conductividad, humedad,
nutrientes, UFCs, cada 72 horas

 Adicion de nutrientes, cada vez que los analisis asi lo determinen.

» Muestreo para analisis de concentracion de contaminantes.

» Control de lixiviados en los pozos y fosa perimetral
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Landfarming en piscina trabaja con residuos con alto porcentaje de hidra-
tacion, por cuanto se ejecutan a la intemperie, sin cobertura que evite el
ingreso de aguas lluvias. Carecen casi por completo de microorganismos
especializados en la degradacion de los contaminantes presentes en los
cortes, razén por la que deben ser introducidos en forma masiva. Sin em-
bargo, se debe respetar la prohibicion de introducir microorganismos exoti-
cos para el ecosistema del lugar donde se ejecutan los trabajos.

C. Esquema de un sitio de landfarming

Los trabajos de landfarming en piscina al igual que otras metodologias,
requieren la presencia de personal técnico operativo en forma permanente,
en consecuencia, es necesario la construccion de facilidades para el perso-
nal que participan en los trabajos. Las facilidades para construir son:

+ Area de tratamiento

» Area administrativa: Oficinas, camper vivienda, camper comedor,
camper bafios y duchas, parqueaderos, sitio de reunion, guardiania.

« Area logistica: Bodegas para materiales, reactivos y equipos,
estacionamiento para maquinaria, Generador de energia, planta de
tratamiento de aguas residuales, planta de potabilizacién de agua.

El area operativa debe estar separada mediante cercas vivas del area ad-
ministrativa y logistica. Todo el sitio debe tener cerramiento y la sefializacion
de seguridad adecuada (riesgo bioldgico). Las vias interiores deben tener
las caracteristicas adecuadas para la circulacion de maquinaria; acho de
via, espesor de carpeta de rodaje, longitud, pendiente y cunetas laterales.

En forma similar a la distribucién de landfarming a campo abierto, el area
de tratamiento de landfarming en piscina, dispone de areas administrativa,
logistica y operativa. Sin embargo, tiene una marcada diferencia en el rea
operativa, que dispone a mas de las piscinas, de laboratorio, sistema de
biorreactores, planta de tratamiento de aguas y un area de disposicion final
de cortes tratados (Figura 4.24).
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Figura 4.24. Distribucién de areas de trabajo en landfarming en piscinas

D. Sistema de produccion y distribucién de fluido microbiano
El fluido microbiano seleccionado para el trabajo produce en el cam-
per laboratorio, en un reactor adaptado de 1000 litros, del cual es
bombeado con ayuda de una bomba sumergible de ¥z HP, hasta los
tanques de propagacion de 70 barriles, que contienen un medio de
propagacién a base de melaza, y extractos vegetales (plantas medi-
cinales y otras ricas en N, y P).
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De los tanques por gravedad el fluido bacteriano se distribuye me-
diante tuberias hasta las piscinas de landfarming. Junto a la berma
de la piscina, se colocan acoples rapidos, que permiten conectar
duchas o mangueras para la aplicacién del fluido microbiano. La tu-
beria se entierra pegada a lo largo de berma, para evitar roturas
durante el trabajo de la retroexcavadora.

Cada tanque de propagacién dispone de una valvula que regula el
flujo del consorcio microbiano, en funcién de las necesidades opera-
tivas. Las tuberias se disponen para que sirvan para irrigar dos pis-
cinas, optimizando de esta forma el tiempo operativo de la aplicacién
de fluido microbiano.

El volumen de fluido microbiano por metro cubico varia en funcién
de las caracteristicas de los cortes y ripios a tratar, de la compaosicion
del lodo de perforacion empleado. Para cortes base agua con nitrato
de potasio, se emplean de 3,5 litros/m3a 15 litros m3.

E. Sistema de tratamiento de agua

Las aguas sujetas a tratamiento son las que se acumulan sobre los
cortes en tratamiento por efecto de las lluvias, en especial en las zo-
nas productoras de hidrocarburos que se caracterizan por las altas
tasas de pluviosidad.

Las aguas que se contaminan con los contaminantes presentes en
los ripios y cortes son bombeadas hasta la piscina impermeabilizada
para su almacenamiento y posterior tratamiento. Cuando el agua
ocupa las dos terceras partes de la piscina, se inicia el tratamiento,
asi se justifica la operacion del equipo y el trabajo del personal. El
sistema de tratamiento es convencional (quimico), sus etapas pue-
den variar en funcion de las caracteristicas de las aguas, una vez
tratadas se evaclan en un cuerpo receptor cercano.

F. Areade disposicion de cortes y ripios tratados
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Los cortes y ripios que han culminado el tratamiento son evacuados
con ayuda de la retroexcavadora, y cargados en camiones para ser
transportados hasta la zona de disposicion final. En esta zona (si es
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definitiva), se tienden y forman plataformas, que posteriormente se-
ran forestadas. Existe la posibilidad de que los cortes y ripios trata-
dos (inocuos), se empleen para reconformacion topografica (Figura
4.25), de sitios afectados por excavaciones. Para recuperar zonas
sujetas a procesos erosivos agresivos o en calidad de material de
cobertura para rellenos sanitarios.

Figura 4.25. Conformacion topografica con cortes de perforacion
G. Disefio de las piscinas

Las dimensiones de las piscinas empleadas para el tratamiento de
cortes y ripios de perforacion son de 4m., de profundidad, 8 m., de
ancho y 50 m., de largo. Las bermas perimetrales de 40cm., de an-
cho y 40 cm de alto. La superficie de las paredes esta recubierta
por arcilla compactada y sellada con bentonita, o si se dispone de
recursos, con geomembrana (Figura 4.26).
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La profundidad y ancho de la piscina son ideales para la operacién de una
retroexcavadora 320, que no logra rasgar la geomembrana o la capa de
arcilla de sellado del fondo (Figura 4.27).

Linco dmlnos

Figura 4.27. Operacion de la retroexcavadora
H. Tratamiento de residuos hidrocarburiferos liquidos

Estos se almacenan en piscinas impermeabilizadas cubiertas para
ser sometidos a trabajos de recuperacién a través de un sistema tipo
Alfa Laval, que permite su reinyeccion a los sistemas de oleoducto.
Productos de este sistema son, crudo recuperado, aguas residuales
y sedimentos.
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El almacenamiento de este tipo de residuos requiere la construccion de in-
fraestructura operativa de elevado costo y la observancia irrestricta de me-
didas de seguridad industrial y ocupacional (Figura 4.28). Con frecuencia la
cantidad de esos residuos es abundante, haciéndose necesario el empleo
de tanques metalicos de para su almacenamiento.

Figura 4.28. Alimacenamiento de residuos. A) Piscina y B) tanques de almace-
namiento de residuos liquidos aceitosos

Fuente. Jorge Mideros
El sistema de recuperacion Alfa Laval, consta de varias etapas:

Etapa 1. Bombeo de slop fresco desde un ponton que se encuentra sobre
la piscina de slop oil, por medio de una Bomba Sumergible, con toberas
gue inyectan vapor para facilitar el bombeo, el sistema cuenta con una ma-
lla alrededor de la bomba y serpentin de calentamiento con agua caliente a
90°C para mejorar el bombeo del slop oil.

Fase 2: El slop oil bombeado desde el ponton entra a un intercambiador de
calor en espiral, que calienta el slop utilizando agua caliente a 90° C, luego
gue el slop oil es calentado, entra a un sistema de pre-proceso con zaran-
da, donde es filtrado para retirar los s6lidos mayores hasta de 80 micras por
medio de un conjunto de zarandas, acopladas a un sistema de vibracion.

Fase 3: El slop filtrado entra a un tanque de 12.5 metros cubicos, donde

existe un sistema de calentamiento por medio de un serpentin de agua
caliente para mantener la temperatura de 70°C a 80°C y un sistema de do-
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sificacion de demulsificantes, el tanque esta equipado con un agitador para
facilitar el calentamiento y la mezcla con el slop oil fresco liviano, en una
proporcion de 30% de slop fresco y 70% de slop oil, dependiendo el tipo de
slop que tenga, la viscosidad de la mezcla sera 180 cSt a 70°C.

Fase 4: Bombeo de slop oil mejorado a un intercambiador de calor en es-
piral, que utiliza 7 metros cubicos de agua caliente a 90°C, proveniente de
un intercambiador a placas, que calienta el agua y utiliza 1,100 Kg. /h de
vapor a 134°C.

Fase 5: Ingreso de slop oil al DECANTER DE TRES FASES LYNX 35 que
puede separar los sdlidos, la fase liquida (crudo) y la fase pesada liquida
(agua). EI LYNX 35 puede operar con un contenido de hasta 30% de soli-
dos en suspension y una mezcla de agua crudo en cualquier porcentaje,
con un flujo que va desde los 5 metros cubicos por hora hasta los 30 me-
tros cubicos por hora, con una variacion en los paring disc del equipo. Los
sélidos separados tienen una sequedad del 35%, que pueden ser enviados
para la biorremediacion.

En las fases liquidas separadas se obtiene aguas aceitosas con menos del
2% de aceite y el crudo con el 1% de BS&W.

Fase 6: Ingreso del crudo con menos del 1% BS&W a un tanque pulmén
con capacidad de 12.5 metros cubicos, para ser tratados con demulsifican-
tes y dispersantes. Se tratan 40 metros cubicos de slop con 25 galones de
demulsificantes, esta mezcla variara dependiendo de la calidad del slop y
el tipo de emulsificacién que se tenga al momento. Las aguas aceitosas
con menos del 2% de aceite se bombean a un vaccum para su traslado y
posterior tratamiento.

Fase 7: Bombeo del crudo con menos del 1% BS & W tratado hacia un
intercambiador de calor en espiral, que utiliza 7 metros cubicos de agua
caliente a 90°C, proveniente de un intercambiador de calor a placas.

Fase 8: Ingreso del crudo con menos del 1% BS&W al médulo de sepa-
racion centrifuga FOX 15, donde se puede tratar el slop con contenido de
sélidos hasta 4% y un contenido de agua de 0 a 100%, esto se logra me-
diante el sistema OPTIPHASER que puede censar y controlar la interface
de separacion mediante la importacion o exportacion de agua, lo que le
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permite asegurar que la separacion sea eficiente sin importar los porcenta-
jes de agua o crudo que tenga el flujo que entra a la separadora centrifuga.
El esquema técnico de la planta de recuperacion de slop se muestra en la
figura 4.29.

&3 ! Lge
.3-”. -

Tt e Y
L

Figura 4.29. Esquema del sistema de recuperacion de slop oil

Fuente: ALFA LAVAL

El crudo recuperado se obtiene con las siguientes especificaciones de 0.1 a
0.5 BS&W, con una capacidad de flujo de 15 metros cubicos por hora. Las
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aguas aceitosas separadas tendran menos del 1% de contenido de aceite
gue pueden seran transportadas y tratadas en la biorremediacion al igual
gue los solidos separados que saldran con 5% de sequedad. Las aguas
son enviadas a tratamiento convencional y los sedimentos a tratamiento
mediante compostaje u otra metodologia si su cantidad es apreciable.

Procedimiento similar se sigue para la recuperacién de piscinas, en las
cuales primero se retira el material grueso, se lava los materiales retira-
dos. Si es material vegetal, se somete a triturado y se envia tratamiento
biolégico juntamente con suelos y sedimentos. Materiales plasticos y otros
se someten a incineracion con un gestor ambiental calificado. Los metales
son reciclados y los suelos de paredes y fondo son sometidos a lavado con
agentes desengrasantes (limoneno), obteniéndose tres fases, suelos que
van a tratamiento, aguas gue son tratadas mediante sistemas convenciona-
les y el hidrocarburo que pasa por el sistema d recuperacion antes descrito.

Una alternativa es la entrega del hidrocarburo en calidad de combustible
en cementeras e incineradoras. En conclusion, el tratamiento técnico y
econdmico de residuos hidrocarburiferos liquidos, pasa por una fase de
recuperacion, lavado y finalmente tratamiento del remanente, por cualquier
metodologia de biorremediacidn existente.

Bioventing es una técnica de tratamiento bioldgico “in situ”, que evita el
traslado de los residuos o materiales contaminantes a otros sitios. Se aplica
cuando los contaminantes han migrado al interior del suelo formando bur-
bujas (depdsitos). Consiste en la construccidon de pozos de recuperacion de
contaminantes, pozos de inyeccion de aire, para estimular el crecimiento
de los microorganismos autéctonos, que emplearan como Unica fuente de
carbono al contaminante la eficiencia de este método es relativa porque,
presupone que los microorganismos presentes en el suelo tienen la capaci-
dad de degradar los contaminantes derramados. Con frecuencia se recure
a la Bioaumentacion y Bioestimulacion para garantizar el éxito de este tipo
de trabajos (Figura 4.30).
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Figura 4.30. Esquema del tratamiento por Bioventing

Por los pozos de recuperacion se extraen los contaminantes y se los al-
macena en recipientes adecuados. Esta metodologia requiere un control
eficiente de los vapores y gases que se eliminan para evitar la contamina-
cion atmosférica y los riesgos para la seguridad del personal operativo y
ambiente circundante (Maroto y Rogel, 2000).

Es la tecnologia de mayor uso para el tratamiento de la zona vadosa de
suelos contaminados por hidrocarburos (Reisinger et al., 1995). Por las
bombas de inyeccion, se bombea vapor de agua que estimula la salida de
las fracciones volatiles de los hidrocarburos (COVs), los mismos que son
succionados por la bomba de succion y son conducidos a un sistema de
tratamiento donde los gases NH,, H,S, CO, R-S y fracciones livianas de los
hidrocarburos, son neutralizados, para evitar la migracion de la contamina-
cion a la atmosfera. Una vez que han dejado de generarse COVs, las bom-
bas se emplean para el bombeo de oxigeno, para estimular la generacién
de condiciones aerobicas y reducir la generacién de gases peligrosos.
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Los sistemas pueden contar con bombas de inyeccidon dedicadas para la
inyeccion de nutrientes y fluido microbiano y agua cuando las mediciones
del tensiometro ubicado en el interior de los pozos asi lo determinan.

Al igual que en las metodologias antes analizadas, se realiza un control
del avance de la descontaminacién, por tomas de alicuotas periédicas y
su andlisis en un laboratorio especializado, Adicionalmente se ejecuta un
control de UFCs, nutrientes y los demas parametros de proceso que in-
ciden sobre la biorremediacion. Adicionalmente los espacios dedicados a
Bioventing deben contar con pozos de control de migracion de lixiviados al
nivel freatico. Una estrategia empleada para evitar la migracion de los con-
taminantes al nivel freético es la inyeccion de grasa vegetal y su saturacion
bajo la burbuja de contaminacion (Figura 4.31).

TRAMOUE GRASA TRANOUE GRASA

:' BOMBA BOMBA

BURBUJA CONTAMNINAMNTE POZO INYECCION

POEC INYECCICHM

CAPADE GRASA

Figura 4.31. Saturacion con grasa para evitar contaminacion de aguas subterraneas
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A pesar de la inyeccién de oxigeno, se producen condiciones anaerébicas
gue generan gases peligrosos. Bajo condiciones anaerdbicas ocurren las
siguientes reacciones:

+ CO,—-CH, Metano génesis

+ SO%*,—-H,S Reduccion de sulfatos

+ Fe* — Fe* Reduccion de hierro

* MnO, — Mn* Reduccion de manganeso
* NO, —N, Reduccion de nitratos

Los sistemas también cuentan con pozos de recuperacion, donde debido
al vacio generado, el contaminante liquido se desplaza al interior del pozo
y se almacena en la superficie del agua, con ayuda de una bomba se suc-
ciona el hidrocarburo; de esta forma se recupera la mayor parte del conta-
minante; tal como se detalla en la siguiente metodologia.

El objetivo principal del Bioventing, es la recuperacion del contaminante,
no la biorremediacién. Tan solo el remanente que queda impregnado en los
poros del suelo, son sometidos a biorremediacion.

Consiste en la construccion de pozos de recuperacion de contaminantes,
pozos de inyeccion de vapor de agua con agentes lavantes o desengrasan-
tes, pozos de inyeccion de aire, pozos de inyeccion de nutrientes y microor-
ganismos y pozos de control de niveles freaticos.

El Bioflushing, consiste en operaciones de lavado de los suelos contami-
nados con agentes desengrasantes para recuperar la mayor cantidad de
contaminante, y posterior lavado con fluido microbiano con capacidad para
degradar los contaminantes presentes en los suelos en tratamiento; de
esta forma se recupera el residuo se almacena en recipientes adecuados.

Una alternativa es la inyeccion de vapor de agua para estimular la evacua-
cion del contaminante remanente (en caso de ser hidrocarburo) por evapo-
racion o por separacion en la columna de agua. Esta tarea puede hacerse
también por inyeccion de agua caliente con un agente de lavado idoneo
para el contaminante. Una vez recuperado la mayor cantidad posible del
contaminante, se procede en forma simultanea a inyectar fluido microbiano
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y solucién nutritiva para estimular la biodegradacion. Finalmente se debera
inyectar en forma periddica aire para garantizar las condiciones aerobicas
del proceso.

Los biorreactores son equipos donde se efectla la transformacion biol6gi-
ca, de un sustrato especifico y el crecimiento celular, de los microorganis-
mos empleados en su transformacion. Este tipo de equipos se emplean en
condiciones de laboratorio para la reproduccion masiva de los microorga-
nismos necesarios para los trabajos de biorremediacion ambiental.

No existen experiencias de biorreactores donde se ejecute trabajos de bio-
rremediacion a gran escala, debido a las dificultades tecnolégicas y operati-
vas que implica remediar suelos contaminados, en biorreactores; peor aun
de corte o ripios de perforacion.

El uso de biorreactores en la biorremediacién de suelos, cortes, ripios y se-
dimentos contaminados enfrenta una serie de problemas entre los cuales
podemos mencionar:

* Los procesos abrasivos de estos materiales sobre la estructura
del biorreactor.

» Su alta densidad y viscosidad exige el consumo de grandes can-
tidades de energia.

* Los niveles de ruido son elevados,

» El peso de los biorreactores es elevado por cuanto deben cons-
truirse con acero inoxidable de al menos 8-10 mm factor que
incide sobre sus costos.

* Los biorreactores deben ser disefiados para ser esterilizados y
mantener la esterilidad durante su operacion, esterilizar un equi-
po tan grande presenta grandes dificultades operativas, aunque
existen sistemas abiertos como diques, fosas y demas obras
civiles de gran escala empleadas comunmente para sistemas
de tratamiento de aguas u otras aplicaciones en las que no es
necesario mantener poblaciones puras.
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Figura 4.32. Biorreactor para biorremediacion

La Figura 4.32 muestra un esquema de un biorreactor que puede ser em-
pleado para el tratamiento masivo de residuos de distinta naturaleza, al
igual que los biorreactores empleados en la produccién masiva de microor-
ganismos, dispone de los siguientes componentes:

» Barreras fisicas que garantizan la contencién biolégica (filtros, em-
paques, sellos, trampas de vapor, etc.);

» Sistema de transferencia de oxigeno (difusores de gases e impulso-
res);

» Sistema de transferencia de energia calorifica o calor para esteriliza-
cion y/o enfriamiento (chaqueta o serpentin);

» Sistema de transferencia de momento para mantener la homogenei-
dad (impulsores, deflectores y difusores de gases);

» Puertos para la inoculacién, la toma de muestra, la adicion de reacti-
vos (nutrientes, antiespumante, base, acido) y la insercion de dispo-
sitivos y sensores de medicion;

* Mirillas y equipo de seguridad (valvulas de alivio, discos de ruptura).
Ademas, los biorreactores tienen multiples conexiones a instrumen-
tacion y equipo de medicién para control.
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Los biorreactores pueden ser anaerobios si es que los microorganismos
empleados en un proceso son anaerobios. En Ecuador su empleo en bio-
rremediacion ambiental a gran escala es nulo.

La fitorremediacion es una técnica emergente de Biorremediacion que se
ha mostrado efectiva para el tratamiento de una amplia gama de residuos
y contaminantes organicos e inorganicos. Los sistemas de fitorremediacion
emulan a los sistemas naturales (humedales) en el tratamiento de aguas
residuales de distinta fuente. En los ultimos afnos se emplea la fitorreme-
diacion para el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos,
metales pesados, pesticidas, explosivos, etc., ademas de suelos que han
pasado por una etapa previa de lavado o tratamiento bioldgico (Belimov et
al., 2005).

Segun Merkl et al., (2004), la fitorremediacién es una tecnologia in situ no
destructiva y de bajo costo, basada en la estimulacién de microorganismos
degradadores autdctonos. Dentro de las técnicas de restauracion de suelos
afectados por la contaminacion, la fitorremediacion ha adquirido auge por
ser un procedimiento pasivo, estéticamente agradable, util para remediar
simultdneamente una gran variedad de contaminantes (Frick et al., 1999).

En la fitorremediacion, las plantas y sus microorganismos o enzimas aso-
ciadas, en conjunto con técnicas agrondmicas, realizan la degradacion, la
rizo remediacion, fitoadsorcion, fitoextraccion, fitoacumulacion, intercambio
radicular, mineralizacién, y fito evaporacion de contaminantes (Bruns-Na-
gel, et al., 2000). La fitorremediacién presenta ventajas econdémicas, técni-
cas y ambientales, superiores a las técnicas tradicionales de remediacion
fisicas, quimicas, y técnicas de remediacion térmica. Sin embargo, la fito-
rremediacion, presenta limitaciones que impiden que esta técnica sea am-
pliamente explotada. Entre las desventajas podemos nombrar a:

» La necesidad de grandes espacios para su ejecucion. Para el caso
de aguas residuales 2m?/ habitante.

» Evaluacién ambiental y de riesgo de que alguna de las plantas em-
pleadas se convierta en plaga.

 La falta de investigacion cientifica y técnica, para la Bioprospeccion
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de plantas idéneas para la biorremediacion y el conocimiento de su
fisiologia y ciclo reproductivo.

» La falta de regulaciones por parte de la autoridad competente para
el uso y comercializacion de estas plantas.

» La aceptacion del publico, como metodologia ecoeficiente.

Con frecuencia, las plantas se utilizan para evaluar la toxicidad de los xe-
nobidticos ambientales, mediante la cuantificacion de su absorcién en la
planta o la observacion de sintomas de su presencia. Pese a que aun se
conoce poco sobre los efectos negativos o positivos de las raices, sobre
la biodisponibilidad de los contaminantes, la fitorremediaciéon se muestra
como una tecnologia de amplias posibilidades en la descontaminacion am-
biental.

4.6.1. Procesos de fitorremediacion

Los mecanismos bioquimicos que posibilitan el empleo de las plantas en
el tratamiento de contaminantes ambientales son muy variados; cada uno
presenta un potencial para degradar contaminantes especificos, tal como
podemos verlo en la tabla 4.2, donde se detallan sus caracteristicas.

a) Fitoextraccion. - Las plantas que tienen su biomasa por encima del
suelo de tamafo considerable y que se cosechan varias veces por
temporada son los mejores candidatos para para eliminar elementos
toxicos, por Fito extraccion. Estas plantas, acumulan elementos toxi-
cos en el orden de 2-5% en peso seco dentro de sus tejidos (Brown
et al., 1995).

Para Chaney et al., (1995) la capacidad de una especie de planta
para fitorremediar con éxito un sitio contaminado con metales de-
pende de la cantidad de metales que puede ser acumulado en la
parte aérea de las plantas, de la tasa de crecimiento de la planta en
cuestion, y de la densidad de siembra.

La fitoextraccion debe considerarse como una tecnologia de largo
plazo, que puede requerir de varios ciclos de cultivo para reducir la
concentracion de los contaminantes a niveles aceptables. El tiempo
requerido para su eliminacion, depende de la concentracién y tipo
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b)

d)
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de contaminante(s), de la duracion del periodo de crecimiento y de
la eficiencia de remocion de la especie utilizada y puede tomar entre
uno y 20 afos (Vara Prasad y de Oliveira Freitas, 2003).

Para mejorar el proceso de fitoextraccion, la biodisponibilidad del
contaminante hacia las raices puede facilitarse a través de la adicion
de agentes acidificantes, fertilizantes o quelantes (Vara Prasad y de
Oliveira Freitas, 2003).

Biosorcidn. - es otra forma de Fito extraccion, que emplea materia-
les biolégicos (no necesariamente en todos los organismos vivos),
entre los que podemos mencionar a varios grupos de algas que tie-
nen paredes celulares con alta capacidad de adsorcion de metales
pesados (Kim et al., 1995; Wilson MW y Edyvean RG, 1995). Al-
gunas especies de plantas con flores pueden actuar como biosor-
bentes muy eficientes, un ejemplo de estas es hediondilla (Larrea
tridentata) que es empleado como material filtrante, tiene una alta
capacidad para eliminar Cu (Gardea -Torresdey et al., 1996).

Rizofiltracion, es el empleo de plantas cuyas raices, que tienen la
capacidad de absorber y precipitar los contaminantes del agua. Las
plantas mas eficientes son las herbaceas, que tienen raices que se
regeneran rapidamente y tienen gran area superficial. La Rizo fil-
tracién funciona mejor, cuando contaminantes estan presentes en
bajas concentraciones y en grandes volumenes de efluente. Algunas
plantas son capaces de concentrar metales toxicos, sobre una base
de peso en seco, a valores que van desde 131 hasta 563 veces su
concentracion en la fuente contaminante (Kumar et al., 1995).

Fitoestabilizacién, es el uso de plantas para estabilizar el sitio de
las posibles vias de migracion, incluso si las plantas eliminan fisica-
mente poco o nada contaminantes, son Utiles como agentes de Fito
estabilizacidén siempre que toleren y se desarrollen en sitios contami-
nados. Esta capacidad depende de la tolerancia de las plantas a los
contaminantes. Con el propdsito de maximizar la capacidad de Fito
estabilizacién, se afiaden enmiendas organicas al suelo y con ello se
promueve el crecimiento exuberante de las plantas.
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e) Fitoimmovilizacién — que es la reduccion de la “disponibilidad” de
los metales en el suelo, mediante adsorcién o absorcién, y la preci-

pitacion o quelacion en las raices o en la rizosfera.

La tabla 4.2, ilustra el proceso de fitorremediacion involucrado y el tipo de

contaminante tratado.

Tabla 4.2. Procesos de fitorremediacién (Goluvev, 2011)

TIPO

Fitoextraccion

Rizofiltracion

Fitoestabilizacion

Fitoestimulacion

Fitovolatilizacion

Fitodegradacién

PROCESO INVOLUCRADO

Concentraciéon de contaminantes
en la parte aérea de la planta

Absorcién radicular, concentracion
y precipitacion de contaminantes
de efluentes liquidos.

Reduccion de la movilidad de los
contaminantes por plantas toleran-
tes.

Estimulacién del crecimiento mi-
crobiano con exudados radicula-
res

Captaciéon y modificacion de con-
taminantes y su liberacién a la at-
masfera por transpiracion

Captaciéon, almacenamiento vy
degradacion de contaminantes y
generacion de metabolitos menos
toxicos.

CONTAMINACION TRATADA

Aguas contaminadas con Cd,
Ni, Co, Cr, Hg, Pb, Se, Zn, etc.

Aguas contaminadas con Cd,
Ni, Co, Cr, Hg, Pb, Se, Zn,
is6topos radioactivos y com-
puestos fendlicos

Lagunas de desechos mineros,
aguas residuales, con com-
puestos fendlicos y clorados

Hidrocarburos vy derivados,
HAPs, benceno, tolueno, atra-
zina, aguas residuales agrope-
cuarias.

Aguas residuales agropecua-
rias, solventes clorados Hg, Se.

Aguas residuales agropecua-
rias, explosivos, residuos clo-
rados, pesticidas, fosfatos, ni-
tritos

4.6.2. Fitorremediacion de metales pesados

La contaminacion ambiental por metales pesados es muy comun, en espe-
cial en los ultimos afios, gracias al incremento en la produccion de bienes
y servicios (en especial tecnologicos) que emplean como materias primas
a estos elementos, o que simplemente son productos derivados de otros
procesos productivos (mineria, hidrocarburos). La lucha contra la contami-
nacion por metales pesados enfrenta serios problemas, debido a la alta to-
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xicidad de estos metales sobre los ecosistemas. Los factores que influyen
en la movilizacién de metales pesados en el suelo segun Sauquillo et al.,
(2003), son:

» Caracteristicas del suelo: pH, potencial redox, composicion idnica de
la solucion del suelo, capacidad de cambio, presencia de carbona-
tos, materia organica, textura; naturaleza de la contaminacion.

» Origen de los metales y forma de deposicion y

» Condiciones medioambientales: acidificacion, cambios en las condi-
ciones redox, variacion de temperatura y humedad.

La aplicacion de las tecnologias de fitorremediacidn de suelos contamina-
dos por metales como As, Cd, Cu, Pb y Zn, cuyos efectos negativos se ven
agravados por la acidificacion del suelo causada por la oxidacion de los
sulfuros metalicos, permite la Fitoextraccion, esto es, la acumulacion de los
metales en las partes cosechables de las plantas y su eliminacion del me-
dio. En la fitorremediacion activa, se ejecuta la introduccién de enmiendas
organicas que contribuyen a disminuir las formas disponibles de Zn, Cd,
Fe y Mn en el suelo, debido a los cambios en el pH, tal como ocurre con el
aporte de sales inorganicas (principalmente fésforo) con el estiércol, y a la
transformacién de la materia organica (Clemente et al., 2006).

A) Especies vegetales empleadas en la fitorremediacion de metales
pesados

La especie Brassica juncea, es capaz de acumular Zn y, en especial,
Pb gracias a la habilidad de las raices y/o los microorganismos asocia-
dos para impedir el movimiento de los contaminantes en el suelo y su
transferencia a la parte aérea de la planta. Los mecanismos involucra-
dos incluyen la precipitacion de los contaminantes en formas insolubles
en el suelo y su acumulacion en las vacuolas de las raices (ver tabla
4.3).
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Tabla 4.3. Plantas con capacidad de acumular metales pesados (Mc Intyre,
2004) A=acumulador, H= hyperacumulador, P= precipitador y T= tolerante

Nombre
cientifico

Nombre co-
mun

Origen y carac-
teristicas

Plantas acuaticas de humedales

Azolla folicu-
loides

Acopa mon-
nieri
Eichhornia
crassipes

Hydrilla verti-
cillata

Lemna minor
Pistia stra-

tioes

Salvnia mo-
lesta

Spirodela
polyrhiza

Vallisneria
americana

Helecho Africa, flotante
acuatico
Hisopo de India, emergente
agua
Jacinto de Planta tropical
agua
Hydrilla Sudeste asiatico
Lenteja de Norte América
agua
Lechuga de Estados Unidos
agua
Helecho .

At India
acuatico
Lenteja de Norte América

agua gigante

Europa y norte

Hierba cinta de Africa

Plantas cultivadas

Brassica jun-
cea

Heliantus an-
nuus

Mostaza india

Giradol

Plantas terrestres

Agostis caltel-
lana

Thlapsi
caerulescens

Anthyrium
yokoscense

Pasto aleman | Portugal

Pennicres

. Europa
alpino
Helecho Japoén

Elementos

Elemento y grado
de acumulacién

Cu?, NiA, Mn#, PbA

Cd ", CrH, Cut, Hg,
PbA

Cd™", CrA, Cu?, HgH,
Pb* Zn

Cd", CrA, HH, PbH
CdH, Cuf, PbH, ZnA
CdT, CrH, Cu, Hg"

Cr#, Ni*, PbH, Zn*

Cd", CrH, NiH, PbH,
ZnA

Cd", Cr#, Cu®, Pb"

Cd#, Cr#, Cu®, Ni*,
Pb*, U4 Zn"

Cs*, Pb", SrH, U"

AlA, AsH Mn#, PbA,
ZnA

Cd", Co", CrA, Cu™,
NiH, Pb*", ZnH

Cd*, Cu*, Pb", Zn*

Segun Chen et al., (2001), las plantas que pueden tolerar, absorber y trans-
locar altos niveles de ciertos metales, recibe el nombre de hiperacumulado-
ras (mas de 0.1% de Ni, Co, Cu, Cry Pb 0 1% de Zn en peso seco de sus
hojas. Las primeras plantas hiperacumuladoras identificadas pertenecen a
las familias Brasssicaceae y Fabaceae.
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Los pastos son especies que se adaptan a una amplia variedad de con-
diciones edéficas y climaticas (Singh et al. 2003), razén por la cual, son
el género mas adecuado para la fitorremediaciéon de formas organicas e
inorganicas de metales. En las Asteraceae se ha reportado la tolerancia al
plomo en Sonchus oleraceus. La especie Thlaspi caurulencens de suelos
contaminados con zinc y cadmio, logra eliminar mas de 8 mg/Kg de cadmio
y 200 mg/Kg de zinc, representado estos valores el 43 y 7 % de estos me-
tales en un suelo agricola, respectivamente (Lombi et al., 2001).

El girasol (Helianthus annuus L.) (figura 4.33) es una especie que absorbe
metales pesados acumulandolos mas en sus raices que en sus brotes; se
caracteriza por ser hiper acumuladores de Cd, Zn, Pb y elementos radiac-
tivos por fitoextraccion (Christie et al., 2004). De igual forma, otros autores
han identificado la capacidad para la fitoextraccion de un complejo de me-
tales de suelos contaminados, en el maiz y girasol (Baldantoni et al., 2014).

Figura 4.33. Helianthus annuus (girasol)
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B. Especies utilizadas en fitorremediacion de aguas residuales

Las especies de Juncos Scirpus sp se utilizan principalmente en humeda-
les artificiales de flujo subsuperficial, el papel principal de los Scirpus en los
humedales es el de actuar de filtro, potenciando los mecanismos de sedi-
mentacion-separacion (Reyes-Luz et al., 2011). Su productividad es baja
en relacién con las eneas o los carrizos; aproximadamente es de 5-12 t m/
ha/afo, repartida practicamente a partes iguales entre la biomasa aérea y
la subterranea. Los contenidos en N y P de parte aérea y parte subterranea
son, respectivamente del orden de 1.6% Ny 0.12% P,y 1.2% N y 0.18%
P. Poseen baja tolerancia a la inundacion permanente, su aportacién a la
remocién de nutrientes es baja.

En Ecuador se los emplea para la remocion de P en plantaciones floricolas,
asi como en sistemas de tratamiento de aguas residuales organicas (ca-
males, mercados). También se los ha empleado en el tratamiento de suelos
contaminado con hidrocarburos, en el distrito amazdnico (Derrame, Linea
de flujo pozo Shushuqui 13)%

Phragmites australis, el carrizo, es una planta empleada en el tratamiento
de aguas no contaminadas, asi como en aguas contaminadas de naturale-
za orgénica, alcalina o salina. En aguas no contaminadas su crecimiento es
mayor, pero en esos medios resulta frecuentemente desplazado por otras
especies mas competitivas. Debido a su alta tolerancia a la contaminacion,
desplaza muy eficazmente a otras especies, y se propaga rapidamente,
razon por la que muestran potencial de convertirse en una especie inva-
siva no deseable. Su expansion se relaciona con el incremento en la con-
taminacion mineral de las aguas (especialmente, nitratos), y el aumento
de su salinidad. Este factor es fundamental considerar, para eliminar las
condiciones que facultan su expansion fuera del area de tratamiento; en
consecuencia, se debe considerar en el Estudio de Impacto Ambiental de
la implementacién de humedales artificiales para el tratamiento de aguas
residuales (Wetzel, 2001).

La eficiencia de remocién de P puede llegar hasta el 90%. En cuanto a
su tolerancia a la contaminacién, soportan bien los niveles normales de

% Estudio realizado por la Universidad Técnica del Norte para el PRAS del Ministerio del
Ambiente. 2010.
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contaminacién organica de las aguas residuales domésticas, siendo mas
eficientes en la remocion de N y P, que Typha latifolia (Curt, 2011). En el
Ecuador se ha empleado exitosamente Phragmites australis, en el sistema
de tratamiento de aguas residuales de la ciudad y el camal de Shushufindy,
construido por el Dr. Ronald Lavigne con financiamiento del Banco Mundial
y el Consejo Provincial de Sucumbios; de igual forma en el Proyecto de vi-
vienda COVIPRO del Consejo Provincial de Pichincha, en Santo Domingo
de los Colorados.

Typha spp. Typha se emplea ampliamente en sistemas de tratamiento de
aguas residuales domésticas de flujo superficial, aprovechando su condi-
cion de haldfita (planta sumergida), optimizando el papel filtrante de su sis-
tema radicular. Los resultados de diferentes experiencias indican que, en
comparacién con otras plantas utilizadas para tratamiento de aguas (Scir-
pus validus y Juncus effusus, entre otras) las eneas son las plantas mas
utilizadas para tratamiento secundario (remocion de materia organica) y
terciario (remocion de N y P) en climas templados. Su eficacia dependera
de los factores condicionantes del crecimiento de las plantas como la tem-
peratura y la radiacion. Las eneas, en medios naturales y en humedales
artificiales, son plantas altamente productivas hasta 13 kg de biomasa total
(aérea + sumergida, materia seca) por m?y afo. Las extracciones se esti-
man en funcién de los contenidos de nutrientes en las distintas fracciones
de la planta; pueden llegar a ser del orden de 180 g N/m? y 27 g P/ m2.
(Wetzel, 2001).

Eichhornia crassipes, El jacinto de agua se utiliza en sistemas acuaticos
de tratamiento de aguas residuales domeésticas de climas calidos, siendo el
principal pardmetro de disefio la carga organica. En estos sistemas, la pro-
fundidad recomendada para los estanques de tratamiento es del orden de
1 metro, a fin de que toda el agua bafie el sistema radicular de las plantas.

En tratamientos secundarios no aireados la carga tipica de DBO, esta en
el intervalo de 40-80 kg/ha/dia. También puede aplicarse como tratamiento
terciario para la remocién de nitrogeno y fosforo. Su eficacia dependera
del grado de cobertura alcanzado, es decir, de su rendimiento en biomasa.
Eichhornia crassipes, es una planta muy productiva, que en condiciones
apropiadas alcanza rendimientos medios cercanos a 100 t de materia seca
por hectarea y afno, pero hay citas de incluso a 154 t/ha/afo. El contenido
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medio en nitrogeno y fésforo de la planta se puede estimar en 4% y 0.4%,
respectivamente, por lo que potencialmente se podrian eliminar del influen-
te del orden de 2000-6000 y 300-600 kg de nitrégeno y fosforo, respecti-
vamente, por ha y afio (Jayaweera, M. W., & Kasturiarachchi, J. C. 2004).
También es eficaz para la remocion de solidos en suspension, y es utilizado
para corregir los problemas derivados del desarrollo incontrolado de algas
de las lagunas de oxidacion.

Lemna spp. (Lenteja de agua). Las lentejas de agua se pueden utilizar
en sistemas acuaticos de tratamiento de aguas residuales, de modo se-
mejante a la aplicacion de los jacintos de agua. Estos sistemas suelen de-
sarrollarse para el tratamiento de efluentes de lagunas facultativas, ya que
permiten reducir eficazmente la concentracion de algas del efluente, a con-
secuencia del efecto de sombreo creado por la cobertura de la lamina de
agua. En Estados Unidos se han llevado a cabo eficazmente instalaciones
de tratamiento de influentes de alta carga contaminante (420 mg/L de DBO,
y 364 mg/L de sdlidos en suspensidén) con Lemnaceae (Leblebici, Z., &
Aksoy, A. 2011). En relacion con la remocion de nutrientes hay que indicar
que el cuerpo vegetativo de las Lemnaceae tiene un alto contenido en ni-
trogeno total (4.6% de media y 7% maximo, sobre peso seco), por lo que, si
se obtiene una alta productividad en biomasa y se retira del medio acuatico
periddicamente, pueden removerse del agua cantidades significativas de
nitrogeno (Wetzel, 2001).

Con respecto al fosforo, hay que indicar que el contenido medio en la bioma-
sa de Lemnaceae es del orden del 0.8%; la remocién de este contaminante
dependera igualmente de la productividad del sistema. Aproximadamente,
un metro cuadrado de superficie de ldmina de agua cubierta con Lemna
equivale a 25 g de peso seco de biomasa. Suponiendo que se mantenga
un ritmo de colonizacién de que cada 4 dias se duplique la superficie, se
podria remover del sistema mediante la cosecha periddica de la biomasa
producida en la mitad de la superficie 1.16 g de Ny 0.2 g de P cada cuatro
dias (Verma, R., & Suthar, S. 2014).

C. Fitorremediacién de suelos

Los suelos contaminados son ecosistemas complejos; que requieren de
la seleccion de una combinacién apropiada de planta-microorganismo, de
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la interaccion entre los componentes del suelo, de la optimizacién de la
productividad de las comunidades microbianas que influyen positiva o ne-
gativamente sobre la eficacia de la fitorremediacion y de las condiciones
ambientales del sitio sometido a fitorremediacion (Liu, C., et al 2020). Adi-
cionalmente desempefia un rol importante el acondicionamiento de los sue-
los a tratar mediante la adicion de tamices moleculares y fuentes solubles
de nutrientes.

Entre los microorganismos del suelo, los microorganismos relacionados a
la rizosfera proporcionan un enlace directo entre el suelo y las raices y des-
empefan un importante papel en la fitoextraccidén y Fitoestabilizacion de
suelos contaminados. Teniendo en cuenta que los microorganismos aso-
ciados al sistema radicular vegetal son simbiontes especificos, se debe
prestar atencion especial a los mecanismos de como estos estan involu-
crados en la absorcién y el transporte metales pesados en las plantas y
a la tolerancia de las plantas a los metales (Chen et al., 2003; Gohre y
Paszkowski, 2006).

En la fitorremediacién, la seleccidn de las especies de plantas apropiadas
es el primer paso para una fitoextraccion exitosa de metales pesados, en
especial del Cd, varias fuentes evidencian la acumulacién de Cd en los bro-
tes; sin embargo, desde el punto de vista ambiental, es mas importante la
capacidad de remocion total (Cd g/planta), ya que la planta puede acumular
altas concentraciones de este metal. Sin embargo, la concentracién de Cd
biodisponible en el suelo no es una constante y disminuye con el tiempo
(Vig, K., et al 2003). Esto hace evidente la necesidad de realizar mas estu-
dios para determinar los cambios en biodisponibilidad de los metales, bajo
condiciones ambientales en constante cambio y la influencia de distintos
tipos de suelos, tal como ocurre en las distintas regiones del Ecuador.

Marismas: Son ecosistemas hiumedos con plantas herbaceas que crecen
sobre el agua marina o una mezcla de agua dulce y marina (salobre), sue-
len estar asociados a estuarios. La sal influye en la dinamica de la vegeta-
cion del Pantano del ecosistema estuarino y retiene eficazmente metales
antropogeénicos liberados en el sistema. Las plantas vasculares de maris-
mas son determinantes en la dinamica del ecosistema estuarino, influyen
fuertemente los procesos de acumulacion y retencién de metales pesados,
en los tejidos vegetales y por sobre todo en el sistema radicular, la tempo-
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rada de crecimiento a partir de los sedimentos (Li, X., et al 2014) Por esta
razon las plantas vasculares pueden actuar como sumideros temporales
para los metales pesados.

Debido a la liberacién de oxigeno y compuestos organicos de la rizosfera
de las plantas de marismas, la biogeoquimica de los sedimentos se modifi-
ca sustancialmente, asi como la especiacion de metales y su biodisponibili-
dad. En consecuencia, la captacion o liberacion de metales pesados varia,
en especial por la senescencia y la generacion de tejidos narcotizados,
con la consecuente re-entrada de los metales para al ambiente circundante
en una forma quimica diferente de la absorcién (Koop-Jakobsen, K., et al
2018). Adicionalmente, el ciclo biogeoquimico de la comunidad microbiana
gue habita en la rizosfera, la descomposicién de materia organica y los vin-
culos que esta establece con los metales pesados, el proceso se mejora
0 se retrasa y se reinicia. Por todos estos fendmenos las marismas son
ecosistemas ideales para estudiar la fitorremediacion y sus posibilidades
de aplicacion en otras areas contaminadas (Cacador y Duarte, 2011).

El fitotratamiento de suelos contaminados con metales pesados, es hasta
el momento, la opciébn comercial mas viable, de menor costo en compara-
cion con el tratamiento quimico, sin embargo, existe preocupaciéon por la
ulterior liberacion de especies metalicas solubles al suelo y su posterior
lixiviacion a las aguas subterraneas (Khan, N., & Bano, A. 2018). No obs-
tante, la persistencia de quelantes biodegradables en el suelo saneado es
otro motivo de preocupacion. Estas preocupaciones se justifican por su
amplio empleo masivo en Fitomineria, durante la fitorremediacién de un
sitio contaminado con metales, el comportamiento eventual de los agentes
guelantes depende de la concentracion del metal y de la posible interac-
cion entre los metales y quelantes. Indudablemente que existen muchos
factores que considerar y estudiar para asegurarse de que la utilizacion de
fitorremediacion para la limpieza de suelos contaminados no termine en la
creacion de otro problema (Ismail, 2011).

D. Fitorremediacion de residuos mineros
En la fitorremediacién de residuos mineros se han empleado dos especies:

Cattails (typha) y turba (Sphagnum) (Kadlec et al., 2000; Witthar, 1993;).
Ambas especies se caracterizan por ser tolerantes al &cido y por prosperar
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bajo una variedad de condiciones ambientales. Typha es de facil propaga-
cion, produce gran biomasa puede crecer en aguas con concentraciones
del hierro de hasta 100 mg/Il. Existe en la mayoria de los sistemas de hu-
medales con densidades de la planta de 0,5 a 1,0 por pie cuadrado en la
mayoria de los humedales (Witthar, 1993). Esta versatilidad y resistencia,
junto con su capacidad de fijar el hierro y el manganeso por adsorcion, le
hacen una excelente opcidn vegetativa para remediar el drenaje de acido
de la mineria.

Estudios realizados en Sphagnum muestran la influencia significativa del
pH en la eliminacién de los metales (Witthar, 1993). Los estudios muestran
gue el empleo de Sphagnum es desventajoso debido a que el pH es dificil
de mantener (Kadlec et al., 2000), en virtud de los cambios de acidez, es
susceptible a acumular Fe, reacciona negativamente a los cambios en la
carga de sedimentos, al clima, a la quimica del agua, a la profundidad y
velocidad de flujo “ (Witthar, 1993), razén por la que Sphagnum es menos
viable al uso del Thypa. (Gamonal, 2010).

Para la ejecuciéon de investigaciones de tratamiento de suelos mediante
fitorremediacion, las pruebas de microcosmos resultan de gran ayuda por
ser un puente entre la teoria de laboratorio y la realidad de campo (Fraser,
1999). Segun autores como Cuadrado, 2009; Merini y Giulietti 2009, la pre-
sencia de los cuatro elementos: suelo, planta, microflora y contaminante,
convierte al microcosmos en un sistema experimental util para determinar
el papel de los factores bioticos y abidticos en un proceso de fitorremedia-
cion, asi como sus interacciones.

En relacidon con los microorganismos asociados a plantas empleadas en
fitorremediacion, la mayoria de los aislados no han sido aun identificados,
sin embargo, se han caracterizado a cepas bacterianas pertenecientes a
los géneros Azotobacter, Azospirillum, Klebsiella, Clostridium, Methanococ-
cus, bacterias de vida libre fijadoras de nitrdgeno, asociadas a plantas que
crecen en humedales naturales, de igual forma cepas bacterianas solubili-
zadoras de fosfatos (Reyes-Luz et al., 2010).

En la degradacion de pesticidas, se han identificado especies bacterianas

como Micrococcus sp. cepa SC 1204, M. sigmoidal. M. luteus, aisladas
del agua de un humedal empleado en tratamiento de aguas residuales
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agricolas; estas cepas han mostrado su capacidad para degradar aceta-
miprid (ACE), bajo condiciones optimizadas a escala de laboratorio, hasta
un 69,84%, con mayor efecto degradador después de 24 h a 40°C, en pre-
sencia de 70 mg L-1 de concentracién inicial de ACE (Kanijilal, et al., 2015).

Los taxones como A proteobacteria (Desulfobacteraceae, Desulfovibrio-
naceae, y Desulfobulbaceae), y Clostridios, peptococcaceae, y las cepas
de los géneros Desulfotomaculum y Desulfosporosinus, son capaces de
degradar sulfatos y tolueno (Winderl et al., 2010). Estas bacterias son las
mas abundantes de la zona andxica de la rizosfera, son Grampositivas,
formadoras de esporas, anaerobios obligados con una amplia capacidad
metabdlica (Paredes et al., 2005).

La capacidad para degradar pesticidas clorados identificada en la clase
clostridio, ha sido confirmada por varios autores (Lauga et al., 2013), en es-
pecial lindano y DDT, bajo condiciones anaerdbicas (Bao et al., 2012). Una
segunda clase bacteriana de importancia en la degradacion de pesticidas
es Actinobacteria, que posee especies tanto anaerdbicas facultativas como
aerobicas (Fuentes et al., 2010). Un sin numero de estudios demuestran la
importancia del metabolismo de las poblaciones bacterianas Grampositivas
en zonas anodxicas en el metabolismo de pesticidas clorados (Elsayed et
al., 2015).

Son sistemas, que emulan los pantanos o humedales naturales en el trata-
miento de aguas residuales industriales, negras y lixiviados. Estan disefia-
dos para imitar los procesos que ocurren en los pantanos naturales. Utilizan
plantas y suelos propios de pantanos naturales. Emplean microorganismos
asociados a las plantas para el tratamiento de aguas.

El tratamiento tiene tres componentes basicos:
1. Remocion de sélidos.

2. Tratamiento biolégico.
3. Deshidratacion de lodos organicos
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La remocion de sélidos se produce en tanques de sedimentacion de hormi-
gon armado, con capacidad variable que depende del volumen de aguas a
tratar y del tipo de aguas residuales (Moreira, F. D., & Dias, E. H. O. 2020).
Los tanques retienen alrededor del 65% de los sélidos suspendidos que
posteriormente se trataran en los reed beds. El 35% restante es retenido en
la fase piedra arena, en las lineas de distribucién.

El tratamiento biologico se produce gracias a la participacion de bacterias
asociadas a las plantas de pantano, quienes les proveen de oxigeno a
través de sus raices. La degradacion aerObica coexiste con la anaerobica
a corta distancia de las raices. Las plantas absorben materiales por sus
raices y los utilizan para el crecimiento y almacenamiento en raices, tallos,
hojas).

La degradacion biologica ocurre en dos lechos: Uno de lijado y otro de pu-
lido. Los tiempos de retencion requeridos se mantienen y controlan en una
caja de salida disefiada para proveer rangos de carga variable desde cero
hasta uno. Los procesos bioquimicos que se operan en el microambiente
radicular son:

Oxidacién carbonacea
CH,O0+0,—-CO,+H,0

Nitrificacion

COHNS+ O,+ bact + Nutrientes —CO,+ NH, + C.H.O,N
C,H,O,N + bacteria—5CO,+ 2H,0O + NH,+ Energia
2NH,+ 40,—3H,0 + NO,+ NO,

NH, * +1.50, —»2H* +NO,- +H,O

NO, - +0.50, —NO,-

NH, + +20,—NO, +2H+ +H,0

La deshidratacion de lodos organicos se produce en lechos de junquillos
(Reed Beds). Los lechos de secado se construyen a continuacién de los
decantadores y pueden almacenar materia solida. Los liquidos que se pro-
ducen caen al fondo y por gravedad entran al sistema de tratamiento (Ste-
fanakis et al., 2014).
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C,H,,0, »3CH,COOH+H, ¥ Acido acético
C,H,,0, »2CH,CHOHCOOH+H, %2 Acido lactico
C,H,0, —2CO, + 2C,H.OH %2 Etanol

En la segunda etapa los productos son transformados por via anaerobia
(Stefanakis et al., 2014)

CH,COOH + H,SO, —2CO, +2H,0+H.S
CH,COOH+ 4H,— 2CH, +2H,0

4.7.1. Tipos de humedales

Los humedales pueden clasificarse en funcién del objetivo para el cual
son disefiados.

* Humedales artificiales para el control de inundaciones: Estos siste-
mas de humedales se construyen para recibir la escorrentia superficial
durante eventos de inundacion (Tsihrintzis et al., 1998), reduciendo asi
el volumen de aguas pluviales que llegan al sistema de alcantarillado y
a las plantas de tratamiento.

Segun Shutes et al., (2010), estos sistemas pueden contribuir a la Gestién
integral del Agua Urbana, incrementado la capacidad de reciclar el volumen
de agua almacenada.

 Humedales artificiales para el tratamiento de aguas residuales: El
propoésito de estos humedales es, recibir y tratar las aguas residuales
de diversos tipos, basado en los procesos de tratamiento de origen na-
tural. Estos humedales se clasifican a su vez en funcion del tipo de flujo
del agua a través del sistema de tratamiento y del tipo de vegetacion
empleada. En funcion del flujo, existen dos sistemas (Vymazal, 2007;
Kadlec, 2009).

A. Humedales flujo superficial de agua libre, en HFSL, el agua fluye
lentamente por encima de un medio filtrante, creando asi una super-
ficie de agua libre con una profundidad de columna de agua por lo
general de unos pocos centimetros.
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B. Humedales del flujo subsuperficial. En HFSS, el agua fluye dentro de
unsustratoporoso;estoesnoexisteespejodeagualibre. Dependiendode
la direccion de la trayectoria de flujo, HFSS puede subdividirse en de
flujo horizontal (HFSSH) o de flujo vertical (HFSSV).

En dependencia de las caracteristicas de crecimiento de la vegetacion, se
distinguen:

a) Humedales de plantas flotantes (HPF) (Figura 4.34)

b) Humedales con macrofitas Emergente (HME) y
¢) Humedales con macréfitas Sumergidos (HMS) (Figura 4.35)

FLANTA FLOTANTE

AGUA EN TRATAMIENTO

Figura 4.34. Esquema humedal con plantas flotantes

Segun Vymazal et al., (1998); los sistemas los humedales para tratamiento
de aguas se construyen con especies de macrofitas emergentes enraiza-
das.
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Figura 4.35. Esquema de humedal con plantas sumergidas
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4.7.1.1. Humedales artificiales de flujo superficial libre

El uso de los sistemas HFSL es mas comun en América del Norte, donde
se los utiliza casi exclusivamente para el tratamiento de aguas residuales
municipales (Kadlec, 2009). Los sistemas HFSL disponen de canales poco
profundos o cuencas, con fondos impermeabilizados con geotextil o arcilla,
para evitar la infiltracion de aguas residuales a los niveles freaticos.

Disponen de una capa de suelo de hasta 40 cm de espesor, donde los
macrofitas (generalmente emergentes, sumergidas o flotantes) se plantan.
El agua fluye horizontalmente a baja velocidad por encima de la capa de
suelo a lo largo del sistema, creando una profundidad columna de agua de
unos 20-40 cm (Vymazal et al., 2006) o incluso hasta 80 cm (Akratos et al.,
2006); por lo tanto, existe espejo de agua libre expuesto a la atmdsferay a
la luz solar parcial. Este es un factor negativo por cuanto permite la repro-
duccién de mosquitos y la generacion de malos olores. Estos humedales se
parecen mas a los humedales naturales y, por lo tanto, proporcionan mas
habitat a la vida silvestre (figura 4.36).

Paerdfibag
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Afluents

Hivel del agua

Sustralo parosa

Membrana

Figura 4.36. Humedal de flujo libre horizontal superficial

El nivel del agua sobre el humedal se mantiene con un nivel de control
de salida apropiada. El agua entra en contacto con los granos del suelo y
partes de las plantas, y los contaminantes presentes en ella son sometidos
a una serie de procesos fisicos, biologicos y quimicos, mediados por los
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microorganismos asociados a las plantas y los microorganismos presentes
en el sustrato poroso de los lechos del humedal.

Estoshumedaleshanmostradoeficienciaenlaeliminacionsoélidossuspendido
(SS) y de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO,). Adicionalmente la eli-
minacion de nitrogeno (N), patdogenos y otros contaminantes, como meta-
les pesados; es alta, mientras que la eliminacion del fésforo (P) es limitado
(Kotti et al., 2010; Tsihrintzis y Gikas, 2010). La concentracion del oxigeno
disuelto (OD) en la columna de agua, varia de alta (cerca de la superficie)
a cero (en la parte inferior).

Las aplicaciones tipicas de HFSL incluyen, el tratamiento avanzado de
efluentes secundarios y el tratamiento de aguas pluviales. Con frecuencia,
antes del tratamiento de aguas residuales crudas, estan equipados con un
sistema de pretratamiento, ademas requieren una superficie de tratamiento
mayor que otros tipos de humedales y su eficiencia depende de las carac-
teristicas de las aguas residuales y del area especifica de contacto ofrecida
por el medio poroso y las raices de las plantas del humedal (Wetlands,
2000; Kotti et al, 2010).

4.7.1.2 Humedales de flujo horizontal subsuperficial

Los humedales de flujo horizontal superficial (HFHS), son lechos de grava
o tierra plantados con cafias comunes. El agua fluye horizontalmente a lo
largo del lecho debajo de la superficie del sustrato a través de los poros del
medio filtrante y de las raices de las plantas. Al no existir espejo de agua,
no se desarrollan mosquitos, ni se generan malos olores. El medio filtrante
es una mezcla de arena y grava, cuyo espesor varia entre 30 y 80 cm (Cri-
tes, 1988; Crites et al, 2006; Akratos y Tsihrintzis, 2007), al igual que el sis-
tema anterior el fondo del lecho esta impermeabilizado con geomembrana.
El piso del lecho tiene una pendiente equivalente del 1-3%, que garantiza
la direccionalidad del movimiento de los liquidos (Figura 4.37).

El agua se mantiene bajo la superficie a unos 5-15 cm de profundidad, el
afluente se distribuye en forma uniforme a través de tuberia de PVC perfo-
rada dispuesta en forma de espina de pescado a lo largo y ancho de todo
el lecho. En Ecuador se ha construido humedales con niveles de agua a 30
cm de la superficie y un espesor total del lecho filtrante de 80 cm.
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Figura 4.37. Humedal de flujo horizontal subsuperficial

Este tipo de humedales presentan costos de inversidbn mayores a los ante-
riores. Son eficaces en el tratamiento de aguas residuales municipales. El
material poroso y el biofiltro formado por las raices de las plantas estimulan
la formacién de la biopelicula, encargada de la degradacion de los conta-
minantes y los SS por via anaerobia, en tanto que el N y P se eliminan por
via anaerobia en los niveles mas profundos de los lechos (Stefanakis et al.,
2011).

Segun investigaciones las mejoras en la eficiencia de esos sistemas de
tratamiento, han permitido la recirculacién del efluente y el uso de las aguas
residuales tratadas en la alimentacion (Stefanakis y Tsihrintzis, 2009); esta
posibilidad es vital para sitios donde el agua dulce es escaza y los costes
de produccién y conduccion son elevados.

4.7.1.3. Humedales de flujo vertical subsuperficial

Estos humedales, fueron desarrollados inicialmente, como una etapa in-
termedia después de un tanque séptico anaerobico y antes de un HFHS.
Este tipo de humedales a diferencia de HFHS, tiene altos valores de CTO
(capacidad de transferencia de oxigeno), valores que amplifican el nitroge-
no amoniacal (Cooper, 1999). Adicionalmente los HFVSS, requieren areas
mas pequefias (hasta 2m?/hab), en comparacion de los sistemas HFSL,
gue requieren de 5-10 m?/hab, en dependencia de las caracteristicas de las
aguas a tratar.
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Este tipo de humedales han sido construidos en Dinamarca, Austria, Ale-
mania, Francia y el Reino Unido, pero también en los Estados Unidos, (Da-
vis et al., 1995), de igual forma en Colombia y Ecuador en la Provincia
de Sucumbios ciudad de Shushufindy. Los lechos, se llenan con capas
de material pétreo, cuya granulometria incrementa con la profundidad. La
profundidad del lecho varia entre 0,45 a 1,20 m., la pendiente de 1-2% del
fondo permite la recogida de agua tratada y el drenaje fuera de la unidad.
Al igual que en los otros sistemas el fondo del lecho esta cubierta por una
geomembrana o puede estar hecho de hormigén armado (Figura 4.38).

Tengues repulsdor de
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Figura 4.38. Humedal de flujo horizontal subsuperficial

La planta empleada con preferencia en este tipo de humedales es Phrag-
mites australis, y los medios porosos empleados en Francia, son de granu-
lometria diferente siendo mas gruesa en los primeros (lechos de lijado), y
mas fino en los segundos lechos (lechos de pulido) en comparacion con el
disefio comun en otros paises europeos y los Estados Unidos (Molle et al.,
2005). Igual caracteristica presentan los lechos de los sistemas construidos
en Ecuador.

4.7.1.4. Humedales hibridos (HH)

Los sistemas hibridos son combinaciones de diferentes tipos de humedales
destinadas a mejorar la eficiencia global (Vymazal, 2011), de los humeda-
les. El problema de los HFS de valores bajos de CTO, que generan una
baja tasa de nitrificacion, puede ser compensado con HH que son mas
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eficaz en la nitrificacion (por su superior CTO). Las combinaciones mas
comunes implementadas son:

(a) una etapa con unidades de HFVSS seguidos por unidades de HFSL en
serie y (b) una Etapa HFSL seguido por unidades de FHVSS.

La primera combinacion, es disefiada para proporcionar buenas condicio-
nes oxidativas (nitrificacion) para el nitrégeno de amoniaco. En el sistema
de HFSL que sigue, las formas oxidadas de nitrégeno se transforman por
desnitrificacion, también se elimina la materia organica y sélidos solubles
(Cooper, 2001). Variantes de esta combinacion incluyen varias unidades de
HFVSS que funcionan en paralelo, seguido por una tercera etapa de dos o
tres unidades de HFSL (Vymazal, 2005). Varios otros autores han realiza-
do un sin numero de combinaciones, con diferente nimero de etapas, con
distintos medios filtrantes, para distintos tipos de aguas (Ovel et al, 2007;
Molle et al., 2008; Melian et al., 2010; Wen et al., 2012).

En la segunda combinacion, el sistema HFSL, se coloca primero para eli-
minar MO y SS, y posteriormente el sistema HFVSS para la desnitrificacion
(Xinshan et al., 2010). Debido al incremento de la concentracion de nitrato
en el efluente, este tiene que ser recirculado de nuevo al pretratamiento
(tanque de sedimentacion), con el fin de lograr una mayor eliminacion total
de nitrégeno (Cui et al., 2006; Masi et al., 2007).

Existen combinaciones que emplean de 1-4 etapas de tratamiento en serie,
para aguas de uso doméstico (Gaboutloeloe et al., 2009; Seo et al., 2008).
Estos sistemas se han estudiado en zanjas hidroponicas con diferentes
profundidades (Ren et al., 2011), con un reactor anaerébico para el trata-
miento de aguas residuales domésticas (Singh et al., 2009), con filtros de
escoria de acero para el tratamiento de aguas residuales lacteas (Lee et
al., 2010).

4.7.1.5. Humedales de tratamiento flotante
Este sistema conocido como “islas flotantes” (Figura 4.39), representan un
nuevo desarrollo en la construcciéon de humedales. Por sus caracteristi-

cas, son una combinacion los HFS y HFVSS vy sistemas de lechos (Van
de Moortel et al., 2010). La diferencia basica con los anteriores es que las
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plantas no estan establecidas en medios porosos o el suelo, sino en un
elemento que flota sobre el agua (Tanner y Headley, 2011).

BLAS FLOTANTES

AGLAA EN TRATAMIENTD

Figura 4.39. Humedales con islas flotantes

La plataforma de sustentacion vegetal esta hecha de plastico, material que
soporta la carga hidraulica y los factores ambientales. Las plantas flotantes
desarrollan un extenso y denso sistema de raices debajo de la platafor-
ma y dentro del agua. (De Stefani et al., 2011). En el sistema radicular se
desarrolla el biofilm que degrada los contaminantes y la planta toma los
nutrientes necesarios para su crecimiento directamente de la columna de
agua (Xin et al., 2012).

Este tipo de humedales se han aplicado para el tratamiento de aguas plu-
viales (Headley y Tanner, 2012), aguas residuales domésticas (Van de
Moortel et al., 2010), aguas residuales agricolas y municipales (De Stefani
etal., 2011), aguas de rio y de lagos (Hubbard, 2010), y aguas eutrofizadas
(Zhao et al, 2012).

4.8.2. Disefio y construccién

Cada sistema de tratamiento debe ser disefiado para un residuo liquido es-
pecifico, por lo general incluye la impermeabilizacién del fondo y taludes de
los lechos. EI empleo de un sistema de capas de material poroso filtrante
con granulometria creciente, sobre el cual crecen plantas de pantano. El
sistema reticular (biofiltro) formado por las raices de las plantas, que pro-
veen de oxigeno para el desarrollo microbiano que ejecuta la degradacion
de contaminantes.
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El empleo de tuberias valvulas y accesorios que permiten el ingreso, salida
y caudal de flujo de las aguas en tratamiento. Debido a que la arena, gra-
va, el material de impermeabilizacion, tuberias, valvulas y accesorios de
PVC, son virtualmente indestructibles, la vida de los SBS es teéricamente
infinita. Los humedales de flujo subsuperficial también son conocidos como
Pantanos secos artificiales (PSA) o Biofiltros de lecho sumergido (BLS),
trabajan bajo condiciones adversas en ambientes extremadamente frios y
calurosos.

4.8.2.1. Ventajas

Los PSA o BLS, presentan un sin nimero de ventajas ambientales, econo-
micas y operativas

Ventajas ambientales

a) No generan malos olores, debido a que los procesos bioquimicos de
degradacion son aerobicos; sus productos son CO,, H,O, NO,, etc.

b) No existe espejo de agua libre, razon por la cual, no generan mos-
quitos y enfermedades propagadas por estos vectores.

c) Presentan altos rendimientos de tratamiento, hasta el 98% del DBO,

d) Posibilidad de reutilizar las aguas en otras actividades (agricola, pis-
cicultura, lavado, etc.)

e) En su construccidén se utilizan materiales naturales (grava, arena,
piedras, plantas)

f) Se adapta a cualquier relieve del terreno.

g) El area del pantano puede ser utilizada para recreacion.

Ventajas operativas

QD

Muy poca o ninguna energia eléctrica.

No necesita bombeo, trabaja por gravedad

Poco personal de mantenimiento y operacion.

Su construccion es modular.

Un incremento de volumen de aguas residuales a tratar se cubre
con la construccion de un nuevo médulo.

O

O Q

O
N— N N N N
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Ventajas econdmicas

a) Bajos costos operativos.

b) No requiere quimicos.

c) Las plantas que crecen sobre el pantano pueden tener valor econo-
mico (albahaca).

d) Costo de metro cubico tratado con reduccién anual.

4.8.2.2. Materiales de construccion

Desde el punto de vista econdmico y ambiental, la construccion de los PSA
0 BLS, presentan ventajas Unicas, por cuanto la mayoria de los materiales
empleados son de facil acceso, de costos medios y de alta durabilidad.
Exceptuando la tuberia de PVC y la geomembrana, todos son materiales
naturales. Los materiales empleados en los sistemas construidos en Ecua-
dor son: Arena (30cm), tuberia de distribucién de 20 cm. Grava de 5/8, (10
cm.), Grava de %, (10cm.), Piedra bola (30 cm.), tuberia de recoleccién de
315mm y Arcilla roja impermeabilizante (25cm), o geomembrana.

4.8.2.3. Parametros de disefo

Para el disefio se debe consideran a los humedales como biorreactores que
trabajan por flujo de pistdn, observando la ley de Darcy a través de un medio
poroso. Los parametros de disefio que se deben tomar en cuenta son:

e Calculo del area necesaria.

» Profundidad del humedal.

* Pendiente.

e Sustrato.

* Relacion, largo — ancho

En el dimensionamiento de los humedales, los valores de SS <DBO, <ni-
trogeno <fésforo son fundamentales y tiene que guardar la relacion definida
para garantizar la eliminacién efectiva de los diversos contaminantes (Kad-
lec y Knight, 1996). En el disefio se puede considerar los parametros de
volumen y el de area (Wallace y Knight., 2006), al considerar el volumen,
es necesario emplear el tiempo de retencién hidraulica como garantia de
eficiencia del tratamiento, al considerar el area se debe aplicar un modelo
k-C * (Economopoulou y Tsihrintzis, 2004).
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Para Humedales de flujo horizontal libre

e Calculo del area superficial

El célculo del area superficial se realiza en funcién al parametro conta-
minante que se desea disminuir o remover, generalmente los disefios se
realizan para disminucion de la DBO.. El area superficial se calcula a través
de la ecuacion.

In [(Co - C*)/C i- C*)] = -kAlq (Ec.1)
Donde Co = Concentracion afluente (mg/l)

Ci = concentracion efluente (mg/l)

C* = Concentracion de fondo (mg/l)

kA = Constante de velocidad superficial de primer (m/d)
g = Tasa de carga hidraulica (m/d)

La carga hidraulica, también puede ser expresada por:

q=Q/A (Ec.2)
Donde, Q = caudal medio de aguas residuales (m3/d)

A = Area del humedal (m?)

Combinando las dos ecuaciones, el area del humedal puede ser calculada
como:

A=QIn[(Ci-C¥*)/Co-C*)]/kA (Ec.3)

La constante kA es dependiente de la temperatura (Kadlec, 1994):
kA = k20 029 (Ec.4)

Donde, k20 = constante de velocidad superficial de primer orden a
20 ° C (m/d)

© = coeficiente de temperatura para la constante de velocidad

La ecuacion puede tener la forma siguiente:
QLN (Ec.5)

KT+hey

Donde:

Q= caudal de disefio del humedal (m?®dia)

AS =
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C= concentracion efluente (mg/l)

Co= concentracion afluente (mg/l)

KT= Constante de reaccion de primer orden dependiente de la tem-
peratura (d?)

h= profundidad del humedal (m)

n= porosidad del medio granular (porcentaje expresado en fraccion)

La constante de reaccion de primer orden se calcula mediante la Ecuacion:

KT =1,104*1,06 ™20 (Ec.6)
Donde:
T2= temperatura del agua (°C)

La profundidad del humedal generalmente varia de 0,3 a 1 m (valor usual
0,6m), con una pendiente de 0,1 a 1%, siendo el valor usual de 0,5%.

« Ancho

Para calcular el ancho del humedal consideramos la ley de Darcy, para flujo
en medio poroso.

=_¢ Ec.7
€= s (Ec.7)

Donde:

Ac= area vertical en m?

Q= caudal medio en m?/s

Ks= Conductividad hidraulica (m/s)

S = pendiente (m/m)

El ancho del humedal (m) se determina en funcién al area vertical y
la profundidad del nivel de agua a tratar.

w=% (Ec.8)

* El largo del humedal se determina en funcion al ancho y al area
superficial como se muestra en la ecuacion.
L= (EC.9)
Donde:
As= Area superficial del humedal (m2)
W= ancho del humedal (m)
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* Larelacion largo-ancho (L/A):
Mientras mayor es la relacién largo-ancho se tiene mejor depuracion de
las aguas, pero se pueden presentar problemas de flujos preferenciales,
presencia de agua sobre el lecho de grava y otros. Para evitar esto, se re-
comienda una relacion; largo —anchode: 2a1,3a1y4a.

» Sustrato o medio filtrante:

Es el medio donde crecen las plantas, los microorganismos y se realizan
los principales procesos de depuracién. Para el disefio se recomienda uti-
lizar grava con menos de 30 mm (3/4”) de didmetro que parece ser la que
funciona mejor. Mayores didmetros, incrementan la velocidad del paso del
agua y la produccioén de turbulencias impidiendo el cumplimiento de la ley
de Darcy. Diametros menores en cambio, reducen la velocidad del paso de
agua y originan zonas con presencia de agua en la superficie y flujos prefe-
renciales, pero tienen la ventaja de proporcionar una mayor area superficial
para la actividad microbiana y la adsorcion.

Los suelos empleados como sustrato poroso son arcillas, para adsorber
metales pesados, fosfatos, etcétera; sin embargo, estos presentan el in-
conveniente de la reduccion de la velocidad de paso del agua.

En la tabla 4.4, se muestran los materiales empleados en la construccion de
humedales. Antes del inicio del diseiio se recomienda realizar pruebas de
conductividad y porosidad del substrato (grava), de esta manera se selec-
ciona el sustrato adecuado. Se recomienda multiplicar el valor de la conduc-
tividad por 1/3 o bien por 0.1 (10%) para evitar problemas de atascamiento
por acumulacion de lodos, raices y otros. Con relacion a la uniformidad del
material este debe tener un coeficiente de uniformidad entre 1y 6.

Tabla 4.4. Materiales empleados en la construccion de humedales de flujo
horizontal

Tamano efectivo | Conductividad hidrauli-

Tipo de material Porosidad, n %

D10 (mm) ca, Ks (m3/m2/d)
Arena gruesa 2 100-1.000 28-32
Arena gravosa 8 500-5.000 30-35
Grava fina 16 1.000-10.000 35-38
Grava media 32 10.000-50.000 36-40
Roca gruesa 128 50.000-250.000 38-45
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En la tabla 4.5., se muestra un resumen de los principales parametros de
disefio de los humedales subsuperficiales de flujo horizontal.

Tabla 4.5. Parametros de disefio de un humedal de flujo horizontal (Delga-
dillo, 2010)

Pardmetros Unidad Intervalo Valor usual
girzrlnfg de retencion hi- dias 4-15 7
Profundidad del agua m 0.1-0.8 0.6
Area m2/heq 2,5-5
Carga organica gDBO,/mdia 3-7,5 <11
Carga organica kgDBO,/heq.dia <70
Carga hidraulica m3/m2. dia 0,1-0,2

Caracteristicas constructivas
Grava ingreso salida mm 50-100 50
3-6
Grava media mm 5-10 19
6-12
Coeficiente uniformidad 3-5 <5
Profundidad del medio m 0,70-1,5 0,7
Pendiente % 0-1 0,5
Relacion largo ancho 2:1-7:1 3:1
Drenaje
;gben’a perforada tama- pulgada 3.4 4
Distribucién del agua
Tuberia perforada- canal pulgada 2-4 3

Para Humedales subsuperficiales de flujo vertical
Los célculos de disefio de este tipo de humedales se basan en el nUmero

de usuarios (poblacion). El agua se aplica, a través de unas tuberias que se
colocan encima del lecho de grava o arena. Para un mejor funcionamiento
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de estos humedales, se debe considerar siempre en el disefio, la construc-
cion de dos humedales para que operen en paralelo, es decir, que cada
humedal tenga un periodo de reposo y un periodo de aplicacién de agua.
El periodo de reposo 6ptimo es que por cada periodo de alimentacion se
tenga dos periodos de reposo.

Generalmente se emplean dos tipos de lechos uno de lijado y otro de puli-
do, pudiendo en funcion del volumen de agua a tratar y de sus caracteristi-
cas (DBO,, SS, etc.), disponer de varios lechos de lijado y varios lechos de
pulido, trabajando en paralelo o en forma secuencial.

La tuberia de distribucién del agua a tratar se dispone a 30 cm bajo el nivel
superior del lecho. La tuberia est4 perforada y dispuesta en forma de es-
pinazo de pez. Cubriendo toda el area operativa del lecho del humedal. La
tuberia de recoleccion (evacuacién) del agua que ha pasado por el biofiltro,
se dispone en la base del lecho, en medio del material pétreo de mayor
diametro (piedra bola).

Esta tuberia al igual que la tuberia de distribucion tiene la forma de espina
de pez, con tubos respiradores que salen hasta la superficie del lecho a lo
largo del perimetro (Figura 4.39 y 4.40).

Figura 4.39. Distribucién de la tuberia. A) y B) Tuberia de evacuacién de hume-
dales construidos en Ecuador

Fotos de Ronald Lavigne

Adicionalmente cada tubo respirador dispone de tapones, para evitar el
ingreso de aguas lluvias o basura.
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Los tubos de respiracion se emplean para oxigenar los lechos y realizar
trabajos de limpieza y mantenimiento de la tuberia del humedal.

Figura 4.41. Tuberia de distribucion y humedal para aguas residuales en Shushufindy
Ecuador

Fotos de Ronald Lavigne

Para evitar que el nivel de agua supere la altura de la tuberia de distribu-
cion, los lechos disponen de tanque reguladores de caudal, con un sifon
gue libera el exceso de agua de los lechos y conduce el agua al siguiente
lecho de tratamiento.
Para el disefio de este tipo de humedales se deben calcular:

» El &rea necesaria.

* Profundidad del humedal.

* Pendiente.

e Sustrato.

e Calculo del area necesaria

El célculo del area del humedal se realiza en funcion de la poblacién equi-
valente y del régimen de tratamiento del humedal primario o secundario.

La poblacién equivalente se puede expresar en funcion de la carga organi-
ca biodegradable, en términos de demanda bioldgica de oxigeno (DBO,),
de 60 g de oxigeno por dia. La carga contaminante de las aguas grises vie-
ne determinada por la suma de los habitantes (usuarios) de las industrias
asentadas en el municipio y que vierten a la red de colectores municipales.

3
Poblacitn equivalente _DB{]E(¥) *Caudal '[mT_}
(hab) 60822 hab

(Ec.9)
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El humedal trabaja como tratamiento primario cuando se aplica aguas re-
siduales pretratadas, es decir, aguas que fueron sometidas a un pretrata-
miento fisico (rejillas de desbaste y desarenador).

El humedal trabaja como tratamiento secundario, cuando las aguas resi-
duales a aplicarse al humedal ya recibieron un tratamiento primario, en un
tanque séptico, reactor UASB, IMHOFF, lagunas anaerobias, u otro méto-
do. Para ambos casos existen ecuaciones que determinan las areas super-
ficiales de los humedales.

* Humedal como tratamiento primario
1,2 m?/ P para sistemas de alcantarillado separativo
1,5 m? / P para sistemas de alcantarillado unitario.

As = i (Ec.10)

THA
* Humedal como tratamiento secundario
0,8 m? / Hab, para sistemas de alcantarillado separativo
1,0 m? / hab, para sistemas de alcantarillado unitario

Segun Crites et al., (2000) el area se calcula en base en la tasa hidraulica
de aplicacion.

La tasa hidraulica de aplicacion se calcula con la ecuacion
TCH

THA = F (Ec.11)
Donde:
Q = caudal m¥/dia
THA= Tasa hidraulica de aplicacién (mm/dosis)
TCH= Tasa de carga hidraulica (mm/dia)
F = Frecuencia de dosificacion (dosis/dia)

* Profundidad del humedal
La profundidad del humedal suele ser de unos 60 a 80 cm. El agua fluira a
través del medio poroso y se recogera en una red de tuberias de drenaje
situada en el fondo del lecho.
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* Pendiente
La pendiente de la superficie del humedal es plana (0%), este debe ser rea-
lizado con mucho cuidado para evitar que se formen charcos de agua sobre
la superficie. La pendiente del fondo o lecho del humedal varia de 0.5 a 2%
pero generalmente se utiliza una pendiente ligera del 1%.

e Sustrato
El sustrato estd conformado por varias capas de material segun el tipo de
uso que se le dara al humedal (tratamiento primario o secundario) como se
observa en la tabla 4.6.

Tabla 4.6. Caracteristicas del sustrato para disefio de humedales verticales

Capa Tratamiento primario Tratamiento secundario

h>30cm grava fina, diametro h>30cm de arena fina, diametro

Capa superficial efectivo de 2-10 mm. efectivo de 25 a 40mm.

h de 10 a 15 cm grava fina dia- h 10-20 cm de grava fina, dia-

Intermedia metro efectivo 5 a 20 mm. metro efectivo de 3 a 10 mm.
Drenaie h de 10 cm, grava de diametro  h de 10 cm, grava de diametro
| efectivo de 20 a 40 mm. efectivo de 20 a 40 mm.
H= altura

Para el disefio de este tipo de humedales se requieren las siguientes con-
diciones. Para humedales que funcionaran como tratamiento primario: coe-
ficiente de uniformidad menor a 5; el caudal de aplicacion del agua residual
debe ser mayor al caudal de infiltracion; el agua residual contiene particulas
suspendidas, por ende, la conductividad hidraulica se reduce, teniéndose
la expresion en la ecuacion.

K, =0,6"K, (Ec.12)
De la misma forma el calculo del caudal de infiltracidn se muestra en la
ecuacion.

Q,=A.K *3600 (Ec.13)
Para humedales que funcionaran como tratamiento secundario la condicion

es que el caudal de aplicacion sea mayor al caudal de infiltracion y la férmu-
la del caudal de infiltracion se reduce a:
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Q,=A K *3600 (Ec.14)

Donde:

Qi= caudal de infiltracion (m?h)

As= area superficial (m?)

Ks= conductividad hidraulica (m/s)
En la tabla 4.7., se muestra las principales caracteristicas de los sustratos
empleados para el disefio y construccién de humedales verticales.

Tabla 4.7. Materiales empleados en el disefio y construccién de humedales
verticales

Conductividad hidréaulica, ks

Tipos Tamario efectivo D, (mm) (m¥m?/d)
Arena gruesa 100-1.000
Arena gravosa 500-5.000
Grava fina 16 1.000-10.000
Grava media 32 10.000-50.000
Roca gruesa 128 50.000-250.000

La Unica condicion de estos humedales es mantener una simetria rectan-
gular o cuadrada, que la superficie del humedal tenga una pendiente de
0%. Las principales caracteristicas de estos humedales se muestran en la

tabla 4.8.

Tabla 4.8. Parametros de disefio de un humedal de flujo vertical (Delgadillo,
2010)

Parametros Unidad Intervalo Valor usual
Medio filtrante

Arena fina lavada (se- mm 0,25-0,75 0,35

cundario)

Grava fina (primario) mm 2.00-8,00 2-5mm

Profundidad cm 45-90 60

Coeficiente de uniformi- % 3-6 <4

dad

Porcentaje de finos % 2-5 <4
<4 <4

Drenaje
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Tuberia perforada

Tamafio Pulg 3-4 4
Pendiente % 0,1 0,5
Grava drenaje mm 20-40 40

Distribucion de agua

Diametro de tuberia pulg 1-2 15
Distancia entre tuberias m 0,5-1,2 0,6
Orificio distribucién mm 3-8 6

Distancia entre orificios m 0,5-2 0,6

Parametros de disefio

Carga hidraulica I/m2*d 40-60
- 50<0,005
Carga organica kgDBO,/m?. d 0,0025- 0,01
Dosificacion
Frecuencia Veces/d 4-24 12
Volumen orificio I/orif.*dosis 0,6-1,1 0,9
Tiempo aplicacion minutos 2-15 5

Ademas del disefio hidraulico, se tiene que considerar el disefio de las
tuberias de aplicacion de agua, potencia de bomba, el disefio de la red de
tuberias de drenaje, tiempo de operacion y aplicacion de las aguas residua-
les al humedal.

Desde el punto de vista profesional, vemos a la fitorremediacién como una
de las técnicas que mayor desarrollo recibiran en el futuro, no solo por su
versatilidad en cuanto a la capacidad para degradar una amplia gama de
contaminantes ambientales, sino también por la gran diversidad genética
de organismos fotosintéticos cuyo metabolismo ofrece ventajas evolutivas
frente al trabajo frecuentemente aislado de cepas bacterianas o fungicas.
La capacidad para establecer nexos de cooperacion simbidtica incrementa
en gran medida sus potencialidades.

Para Ecuador, poseedor de toda la gama de pisos climaticos y una enorme
biodiversidad genética asociada, la fitorremediacion abre un campo promi-
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sorio, que no solo permitira resolver los problemas de contaminacién am-
biental que le aquejan, sino que también, le permitiran brindar soluciones
ecoldgicas a las ciudades agobiadas por la falta de espacios publicos y de
recreacion. El disefio paisajistico y de conservacion ambiental de los hu-
medales artificiales, ofrece a las ciudades espacios de sano esparcimiento
y saneamiento ambiental, permitiendo recuperar las aguas residuales para
otros usos productivos, regeneracion y revegetacion urbana, a mas de la-
bores de riego y recreacion.
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CAPITULOV

CINETICA DE LA BIORREMEDIACION Y BALANCE DE MASAS

Todo trabajo de Biorremediacion que pretenda el éxito debe ejecutar estu-
dios preliminares de cinética microbiana en condiciones laboratorio, cuyos
resultados son de importancia, para:

a)

b)

d)

f)

Definir las tasas de crecimiento de las cepas individuales emplea-
das o del consorcio microbiano en su conjunto.

Definir las condiciones Optimas de crecimiento de las cepas o del
consorcio.

Determinar los tiempos de tratamiento, basados en el tiempo de
vida media del residuo a tratar. Este valor permite estimar el tiempo
necesario de tratamiento en condiciones de campo, que es aproxi-
mado ya que no se factible controlar todos los parametros en condi-
ciones de ambientales.

Calcular la tasa de degradacién (eliminacion de contaminantes) de
las cepas individuales o del consorcio empleado; esto es la cantidad
de contaminante en mg/kg/dia.

Determinar la eficiencia del sistema de tratamiento implementado
en porcentaje.

Determinar la tasa de consumo de nutrientes, necesarios para ga-
rantizar una buena tasa de degradacion de contaminantes.

Para la comprension de este capitulo, es necesario refrescar nuestra me-
moria con contenidos vistos en el curso de microbiologia universitario, que
nos sefiala la dinamica de crecimiento microbiano en condiciones de labo-

ratorio.
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La dinamica de crecimiento microbiano describe una curva caracteristica,
que evidencia el crecimiento de su poblacién (numero de células) en el
tiempo. En la ilustracion 5.1 se distinguen la curva tipica de crecimiento
microbiano, donde se resaltan varios segmentos: Lag Fase (1), Fase de
crecimiento logaritmico (2), Fase de crecimiento estacionario (3) y Fase de
muerte (4).

Lag Fase (1). - Esta fase se caracteriza por un crecimiento nulo o casi
nulo de los microorganismos, quienes se hallan en una fase de alta activi-
dad metabdlica de sintesis de materiales de construccién (biomoléculas)
y especialmente enzimas que le permitirdn iniciar la fase de crecimiento
exponencial. Esta fase puede durar desde una hora hasta varios dias en
dependencia del tipo de microorganismo, de las condiciones del cultivo y
de la disponibilidad de nutrientes. Lag fase, constituye un periodo de adap-
tacion de los microorganismos al medio de cultivo.

En condiciones ambientales, donde no existen las condiciones ideales para
el crecimiento microbiano, los microorganismos se hallan en lag fase, su
namero es muy reducido, desde unas pocas células, hasta varios cientos
(Figura 5.1). El numero de microorganismos y su variedad, depende de la
disponibilidad de nutrientes, humedad y condiciones fisico quimicas ade-
cuadas, en el medio natural. Asi en suelos ricos en materia organica el
namero y diversidad microbiana es abundante en relacion con los suelos
arenosos, quienes se caracterizan por su bajo contenido de materia orga-
nica, sequedad y poca capacidad de retenciéon. El nimero de microorga-
nisos propios de cada suelo, se denomina “poblacién ecolégica”, que
graficamente corresponde al punto de corte de la seccion 1 de la curva de
crecimiento, sobre la vertical N (numero de microorganismos).
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Ln UFCs

>

Tiempo

Figura 5.1. Curva de crecimiento bacteriano ideal (Tortora et al., 2010)

Fase crecimiento exponencial (2). - En la fase de crecimiento exponen-
cial, los microorganismos se reproducen con gran velocidad (tasa de cre-
cimiento microbiano), su dinamica se corresponde con el incremento de
la actividad fermentativa, que emplea el sustrato presente en el medio de
cultivo en forma directamente proporcional. Este crecimiento exponencial
se caracteriza por que el nimero de microorganismos que se reproducen
es infinitamente mayor al numero de microorganismos que mueren, la can-
tidad de productos y toxinas, derivadas del metabolismo es pequefia, como
para inhibir su crecimiento. Cada microorganismo se caracteriza por su
tasa de crecimiento microbiano.

Fase de crecimiento estacionario (3). - En esta fase el nimero de células
gue se duplican se iguala al niumero de células que mueren, el crecimien-
to microbiano llega a ser una constante, el mismo que se mantiene hasta
cuando se empiezan acumular los productos del metabolismo y sus toxinas
gue ejercen efectos inhibitorios sobre el crecimiento microbiano y los nu-
trientes del medio se agotan. En trabajos de biorremediacion, es necesario
crear las condiciones para que la fase estacionaria sea la mas prolongada,
esto se logra mediante la adicion continua de nutrientes que compensan
las pérdidas y la extraccion de los productos (toxinas) del sistema de tra-
tamiento. En la practica, en trabajos de biorremediacion se emplean con-
sorcios microbianos que incluyen a bacterias y a hongos, cada una de las
cuales describe su propia curva de crecimiento, (ver la Figura 5.2), la estra-
tegia; es lograr que las curvas se acoplen en tal forma que la curva de cre-
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cimiento global sea lo mas cercana a la ideal y que la fase de crecimiento
estacionaria sea lo mas prolongada posible.

A Curvas de crecimiento de tres sepa microbianas de un consorcio

biano

1ICro

to m

en

Creci

>

Tiempo en dias

Figura 5.2. Acoplamiento de curvas de crecimiento de un consorcio microbiano

Los consorcios microbianos deben ser elaborados tomando en cuenta este
principio, que el producto del metabolismo de la cepa A sea el sustrato de
la cepa B y asi sucesivamente. Con frecuencia en trabajos de biorremedia-
cion de hidrocarburos, los microorganismos empleados en la fase primera
son los hongos, en especial si el contenido de HAPs es abundante.

Fase de muerte (4). - En esta fase el numero de células que muere excede
grandemente al nimero de células que se duplican, la cantidad de nutrien-
tes disminuye drasticamente y los productos del metabolismo (toxinas) se
han acumulado llegando a ser inhibitorias. Esta etapa puede durar varios
dias hasta el agotamiento total del sustrato sujeto de degradacion. La po-
blacion de los microorganismos llega a ser la misma que existia antes del
inicio de los trabajos de biorremediacidon (poblacion ecolégica natural del
medio especifico).

Entre los parametros cinéticos que se deben determinar podemos citar:

Tasa de crecimiento microbiano, tasa de biodegradacion, tiempo de vida
media del residuo, eficiencia.
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Esto es el numero de células o unidades formadoras de colonia en funcion
del tiempo. La ecuacién mas empleada para su determinacion es:

K - LnN, = LnN, )

-1
Ddnde: LnN, es el logaritmo del numero de colonias (células), medidas en
el tiempo t,. LnN_, es el logaritmo del nimero de colonias medidas enelt y
K, es la constante de crecimiento especifico de la bacteria o del consorcio
empleado.

En la determinacion de este parametro se debe considerar el nimero de
células presentes a las cuatro horas después de la inoculacion en las celdas
experimentales (N,). La cantidad de UFCs, a las 24 horas de la siembra
(N,). En la tabla 5.1, se ilustra los tiempos de duplicacion y y__ (h?), de
algunos microorganismos obtenidos en laboratorio (Crueger, 1993).

Tabla 5.1. Tasa de crecimiento de algunas cepas en glucosa

TIEMPO DE DUPLICACION

ORGANISMO T°C Hyay (HY) H)
Aspergillus niger 30 0,20 3,46
20 0,090 7,72
. . 25 0,148 4,68
Aspergillus nidulans
30 0,215 3,23
37 0,360 1,96
Penicillum Chrysogenum 25 0,123 5,65
Mucor hiemalis 25 0,17 4,1
Fusarium ovanaceum 25 0,18 3,8
Fusarium graminearum 30 0,28 2,48
Verticillium agaricinum 25 0,24 2,9
. . 25 0,41 1,7
Geotrichum candidum
30 0,61 11
Neurospora sitophila 30 0,40 1,73

De los datos de la tabla 5.1, se evidencia que a temperatura es un factor
gue incide sobre la tasa de crecimiento, asi lo demuestran los valores es-
tablecidos para Aspergillus nidulans. Sobre la tasa de crecimiento también
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incide la estructura (complejidad) del sustrato empleado en calidad de fuen-
te de carbono, tal como se muestra en la tabla 5.2.

Tabla 5.2. Influencia de la longitud de la cadena del sustrato sobre la tasa
de crecimiento (Crueger, 1993).

SUSTRATO gg'\éELE(c):([))SEAUNIDADES Mo '(rl_I|I)EMPO DE DUPLICACION
Glucosa 1 0,28 2,48
Maltosa 2 0,22 3,15
Maltotriosa 3 0,18 3,85

Es la cantidad en gramos de contaminante que se eliminan por dia. La tasa
de biodegradacién se debe calcular con ayuda de la formula modificada de
Monod, que considera al proceso de biorremediacion como una reaccion
de primer orden (Rittmann et al., 2001).

LnCo _ mMax.Bo — 1 (2)
C Y*t
Cuya férmula simplificada es:

LnCo
c

= kt (3)

Dénde: In, es el logaritmo natural de la concentracion inicial del contami-
nante Co, C, es la concentracion final del contaminante, k, es la constante
de crecimiento especifica y t es el tiempo transcurrido.

Pendiente = Y2-Y1 / X, =X, 6

InCo
C

= t2/t1 (4)
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El célculo del tiempo de vida media no es factible si no se disponen de los
célculos anteriores (Rittman et al., 2007). Su determinacién es importante
para saber el tiempo que se demora un contaminante (o contaminantes) en
ser degradados por la bacteria o consorcio microbiano especifico. Sefiala
el tiempo necesario para que la mitad de los contaminantes presentes en el
sistema sean eliminados.

t=-In (0.5)/k

Con este valor es facil estimar el tiempo necesario para el tratamiento de
los contaminantes objeto de estudio y en consecuencia los costos.

Con fines practicos la eficiencia se determina en porcentaje de material
descontaminado con relacion al volumen de material inicial que ingreso al
tratamiento. Este pardmetro se estima a partir de los datos obtenidos de los
analisis de laboratorio, considerando el valor inicial y el final. Cada sistema
de tratamiento y consorcio microbiano (cepa individual) se caracteriza por
una eficiencia especifica, que depende de las condiciones del tratamiento
y del tipo de contaminante a tratar. Con la férmula de Kanijilal, et al., (2015)

C2x100 Co—Cf

Co

E

6 E = 100x (

Donde C,, Co son la concentracion final e inicial del contaminante. Co y Cf
las concentraciones inicial y final de contaminante.

Es la relacion de células producidas a sustrato consumido. Los coeficientes
no son constantes, por cuanto dependen de parametros biolégicos (X, M)
y de parametros quimicos (pO,, relacion C/N y contenido de P del medio).

dX/dt=-Y dS/dt 6
Ys= Biomasa (g)/ Consumo de sustrato (g)

Los coeficientes de rendimiento pueden ser diferenciados para cada com-
ponente.
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YSC°2= Mol CO, formado/ Mol de Sustancia consumida

Se puede calcular el rendimiento de la utilizacion del substrato en funcién
de la cantidad de substrato afiadido al cultivo, o en funcion de la cantidad
de carbono presente en ese substrato (por ejemplo). Asimismo, podemos
calcular la cantidad de biomasa total (gramos de células, por ejemplo) o
de carbono presente en las células (aproximadamente el 50% de la masa
celular corresponde a carbono).

Haciendo las transformaciones sobre la formula que relaciona la variacion
de biomasa con la de substrato, llegamos a la definicién de un nuevo con-
cepto denominado tasa especifica de consumo de substrato por el organis-
mo (Yegorov, 2000).

dN ds 1 diN _ Ys 1
—=. Y5 — —_—=. - =
dt dt N dt dt N
p=Ys gs

La tasa especifica de consumo de substrato la podemos considerar la “ve-
locidad” con la que el organismo consume el substrato. Evidentemente,
cuanto mayor sea la tasa de consumo mayor sera la velocidad de creci-
miento (M). Asimismo, cuanto mayor sea el rendimiento del substrato con-
sumido, también mayor sera la tasa de crecimiento.

El balance de materia es el concepto de mayor importancia en la ingenieria
de disefio para procesos biotecnolégicos a gran escala, en especial para
trabajos de biorremediacion de campo. Para una cantidad dada de sustrato
(contaminante), es necesario determinar la cantidad de productos quimicos
necesarios para cubrir las necesidades de energia, nutrientes y el entorno
de los microorganismos, a mas de estimar la cantidad de productos gene-
rados.

Las ecuaciones quimicas equilibradas se basan en el concepto de este-
quiometria, sin embargo, en Biorremediacion, es necesario considerar una
serie de complicaciones generadas por las reacciones microbianas, que
hacen complicada su estequiometria y la imposibilidad de controlar los fac-
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tores ambientales. Entre los aspectos de consideracién podemos mencio-

nar:

254

Las reacciones microbianas suponen la oxidacién o reduccion si-
multdnea de méas de dos sustratos, este es el caso de los residuos
ambientales que constituyen una mezcla compleja de sustancias de
muy variada naturaleza quimica.

Los microorganismos trabajan en posta, durante la biorremediacion
de contaminantes, los productos constituyen la materia prima de la
siguiente reaccion quimica mediada por otra cepa de microorganis-
mos.

Los microorganismos captan la energia liberada en las reacciones
guimicas precedentes, para incrementar su actividad. Por esta razon,
debemos tomar en cuenta las reacciones energéticas, asi como su
equilibrio para elementos, electrones y carga.

Los factores ambientales como: temperatura, humedad pH, conduc-
tividad, inciden grandemente sobre el proceso de biorremediaciéon
y sobre el balance de materia. Por esta razon, el balance de masas
establecido en la tabla 2 del Ministerio de Ambiente y Agua, no tiene
sentido para un programa de Biorremediacion a nivel de meso cos-
mos 0 macrocosmos (en condiciones de campo).

Por otro lado, el escalado de los procesos de micro a meso y ma-
crocosmos no son confiables, por el hecho de que no se pueden
controlar los factores ambientales al gusto del experimentador, en
consecuencia, la determinacion del balance de masas es irreal.

En todo caso el balance de masas aproximado solo se podra hacer
una vez que se cuente con la caracterizacion especifica del residuo
(férmula del residuo y bacteriana) y tendra el caracter de aproximado,
orientador (Figura 5.3.)
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C02, N2

ESTABILIZACION Lodos TRSET fg'l'%\g O | sustrato DISPOSICION

“IN SITU” Estabilizados| Tratados | FINAL

ESTABILIZADOS | oo o
Y
T Aguas tratadas
Tamices Nutrientes Lixiviados ——p TRATAMIENTO
moleculares Microorganismos

Figura 5.3. Balance de masas
» Para procesos anaerébicos

C,H,0,+(n—a/4—b/2 H,0 = (n/2 — a/8 + b/4) CO, +(n/2 + a/8 —4) CH,

» Para procesos aerdbicos (Rittmann et al. 2007).

CHON+(2n+0,5a-15¢c-b)/20,—-nCO, + cNH, + a-3c/2 H,0

Para ilustrar el desarrollo del balance de masas, empleamos, la ecuacion
presentada en 1956 por Porges, Jasewicz y Hoover, para la biodegrada-
cion de la caseina.

C,H,,O,N, + 30, -C.H O,N + NH, + 3CO, + H,O*

Caseina células bacterianas

Peso formula 184 +26  — 113+ 17 + 132 + 18
>=280 >=280

La férmula empirica de la ecuacion representa al contenido total de protei-

na contenida en la caseina, férmula obtenida por analisis elemental a partir
de su porcentaje en la muestra seca.
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De igual forma se establece la formula de las células bacterianas. Aunque
estos contienen muchos mas elementos la ecuacion estructurada con estos
cuatro elementos, constituye una buena aproximacion para establecer la
estequiometria de una reaccién. Sin embargo, considerando la necesidad
gue tiene los microorganismos de otros elementos, es bueno conocer que
el P representa aproximadamente el 2% del peso seco organico de las bac-
terias, mientras que el N representa en promedio el 12% (Rittmann, 2001).

Este parametro tiene importancia técnica, por cuanto, pone en evidencia el
conocimiento del especialista en Biorremediacion del proceso estequiome-
trico de las reacciones Bioquimicas. Los calculos de cinética son una herra-
mienta valiosa para demostrar técnicamente la ejecucion real de un trabajo
de remediacion y Biorremediacién, independientemente de la metodologia
implementada. Permite superar los problemas ligados a usos de patentes
y de secretos industriales empresariales, porque independientemente de la
metodologia los parametros sujetos a control y su valides son de caracter
universal. A manera de ejemplo se presentan las formulas empiricas celu-
lares, empleadas para proceso biotecnolégicos, en la tabla 5.3.

Tabla 5.3. Formulas empiricas de células procariotas (Pidello, A. 2014).

Fornjyla ,Peso COD/ %N Sustrato y condiciones de
empirica formula peso entorno
C,H,N 113 1,42 12 Caseina, anaerobio
C,H,,ON 174 1,33 8 Acetato, N amoniacal, aerobio
C,H,.O.N 217 1,40 6 Acetato N nitrato, aerobio
C,H,,O.N 218 1,43 6 Acetato N nitrato, aerobio
CugHy, O, N 129 1,26 11 Acetato metanogénico
C,-H,;ON 112 1,38 13 Octanoato, metanogénico
C,eH; O, N 130 1,21 11 Glicina, metanogeénico
C,H;,0;,, N 134 1,16 10 Leucina, metanogénico
C,, Hss0,.,N 105 1,20 13 Caldo nutriente, metanogénico
C,,,Hgs0,.:N 124 1,35 13 Glucosa, metanogénico
C5’3H9,102,5N 127 1,41 11 Almidén metanogénico
C,H,O,N 114 1,47 12 Bacterias, acetato aerobio
CH;,5,0,,6,N 95 1,99 15 Bacterias, no definido
C,H,O,N 102 1,33 14 Bacterias, no definido
CpH O N 04 1,57 15 Acetobacter ztra]irggenes, no de-
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C H_O N 108 1,43 13 Klebsiella aerogenes, glicerol

454! 177011705 p=0,1h
Klebsiella aerogenes, glicerol

C,11;H;1,,0,.76N 100 1,39 14 u=0,85h
C4,1GH801’25N 92 1,67 14 Escherichia coli, no definido
C...H, O, N 95 1,37 15 Escherichia coli, no definido

3’85° 6’69 — 1'78

Para la realizacion de trabajos de Biorremediacién ambiental, que garan-
ticen el uso de microorganismos autoctonos, en consonancia con la le-
gislacion ambiental ecuatoriana, es necesario que los microorganismos se
aislen del sustrato (in situ) sujeto a tratamiento, empleando técnicas estan-
dares de microbiologia, que son rutinarias.

Las cepas aisladas deben ser sometidas a pruebas de degradacion de con-
taminantes, por cuanto, no todos los microorganismos aislados tienen la
capacidad de emplear los contaminantes como fuente de carbono, en con-
secuencia, metabolizarlos. Del conjunto de microorganismos aislados, tan
solo un pequefio grupo seré el elegido para los trabajos posteriores de Bio-
rremediacién de los contaminantes en estudio. Esos trabajos se realizan
en condiciones de laboratorio, bajo condiciones controladas. Con las cepas
gue manifestaron la capacidad de metabolizar el sustrato, se organiza un
consorcio para ser empleado en forma conjunta en los trabajos de biorre-
mediacion de campo. A manera de ejemplo, ponemos a consideracion del
lector un modelo de protocolo de pruebas solicitado por la autoridad am-
biental ecuatoriana.

El Protocolo esta estructurado de las siguientes partes:
5.11.1 Resumen ejecutivo (asi lo estipula el documento oficial)
El tratamiento de suelos contaminados, lodos residuales aceitosos, mate-

rial vegetal contaminado con hidrocarburo, procedentes de estaciones de
servicio, gasolineras, plantas industriales, empresas de servicios petrole-
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ros, derrames seran recibidas en las instalaciones de la empresa gestora
ambiental.

Cada residuo sera analizado para su caracterizacién siguiendo un progra-
ma de muestreo y una cadena de custodia acorde a la normativa ambiental
del ramo. Los analisis se realizaran en un laboratorio certificado de expe-
riencia.

En base a los resultados se definira la metodologia de tratamiento, los mi-
croorganismos, los materiales a emplear y el tamafio de la muestra. Las
pruebas de biorremediacién para los residuos ante mencionados se efec-
tuaran en condiciones de meso cosmos. Para el establecimiento especifico
de la cinética microbiana se realizaran pruebas paralelas de microcosmos.

Estrategias fundamentales de nuestros sistemas de tratamiento son:

» Empleo de tamices moleculares.

* Empleo de compuestos organominerales, como activadores microbia-
nos.

* Empleo de microorganismos autoctonos aislados de la misma fuente
de residuos.

* Empleo de cosustratos organicos en calidad de fuentes alternativas
de carbono.

 Control de todos los parametros de proceso.

» Tratamiento de todos los efluentes.

 Procesos totalmente aerobicos.

» Observancia de estrictas normas de Bioseguridad para laboratorio y
campo (Gualoto, 2008).

Las metodologias de tratamiento pueden ser:

e Landfarming; en plataforma cubierta, en piscina, a campo abierto.
» Compostaje aerdbico.

» Pila venteada.

* Bioventing.

» Pila estatica.

» Fitorremediacion
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Todas estas combinadas con adsorcion, encapsulamiento, quelacion, com-
plexacion y biomineralizacion.

5.11.2 Caracterizacion de los residuos a tratar

Las caracteristicas de los lodos residuales aceitosos, suelos contaminados y
materia vegetal contaminado, puede efectuarse mediante la toma de mues-
tras representativas de los mismos y su analisis quimico en laboratorios
certificados, bajo técnicas y procedimientos estandarizados definidos en el
Reglamento 1215 para las Operaciones Hidrocarburiferas en el Ecuador.

Los parametros principales de analisis son:

 TPHs; en ppm.

* HAPs; en ppm

* Pb; en mg/kg;

* Ni; en mg/kg;

* Cd; en mg/kg,

* V;enmglkg

* Humedad en %%

5.11.3 Materiales y métodos
Materiales

Los materiales para emplearse en las pruebas y en los trabajos de biorre-
mediacion en condiciones de campo son:

» Tamices moleculares.

» Materiales esponjantes o estructurantes.

» Cosustratos.

* Microbianos autoctonos.

* Compuestos organominerales (Pinos, 2010).

Las cantidades de cada uno de ellos dependen de las caracteristicas de los
residuos a tratar, principalmente de:

% Esto es solo uno de los posibles parametros a medir, su variedad dependera del tipo de
contaminante y del tipo del uso de suelo.
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» Concentracion de contaminantes.

 Tipo de contaminantes.

Humedad de los residuos

Plasticidad (propiedades mecanicas, estado fisico).

Relacion de componentes de los sistemas experimentales

Las variantes sugeridas por el Ministerio de Ambiente y Agua del Ecuador
no tienen lugar para el caso de trabajos de biorremediacion, especifica-
mente los literales B, C y D. El disefio experimental para biorremediacién
se plantea variando las variables del proceso, lo mas frecuente es la varia-
cion en la proporcién de tamices moleculares, materiales estructurantes,
cosustratos y materia organica (Tabla 5.4.). Para condiciones de microcos-
mos (laboratorio), donde se controlan todas las condiciones ambientales se
acostumbra a variar, los parametros de proceso, tales como: T, pH, Hume-
dad, conductividad, O,, nutrientes, etc.

Tabla 5.4. Formulas empiricas de células procariotas

VARIANTE VARIANTE VARIANTE
COMPONENTE | TESTIGO PRINCIPAL*
1 2 3
Residuos (m?) X X X X X
Tamices (Kg) - 2nkg/xmé, %n kg/xmé, Yankg/xms, nkg/xm?
Material estruc- i N 3 1 3 3 3
turante (kg). Lomkg/xm3, s mkg/xm3, 2mkg/xm3, mkg/xm3,
Materia organi- - Y4 ykg/xm?® 2ykg/xm? Yaykg/xm? ykg/xm?
ca (kg)
Microorganis- - Z litros/xm?. Z litros/xm?. Z litros/xmd, z “trSS/
mos (litros) Xmé,

*Las cantidades de la muestra principal se definen en base a la experiencia
acumulada de trabajos realizados en dependencia del tipo y estado de re-
siduos a tratar y su concentracion.

Dénde:

X= Cantidad de residuo a tratar en m3.
n= Cantidad de tamices moleculares en kg.
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m= Cantidad de materiales estructurantes en kg.
y= Cantidad de materia organica en kg.
z= cantidad de microorganismos en litros.

Las pruebas de biorremediacion se efectian a escala de laboratorio y méaxi-
mo a escala de mesocosmos con cantidades no superiores a dos metros

clbicos de residuos.

Labores culturales

Los programas de biorremediacibn no emplean combustibles de ningun
tipo, al contrario, degradan los residuos de hidrocarburos presentes en los
residuos.

* La humectacion de los lodos en tratamiento puede efectuarse con
Biol procedente de biodigestores de granjas porcinas o vacunas, has-
ta lograr una humedad relativa total del 40-50%.

» La adicion de cosustratos (Bioestimulacion), se realiza cada vez que
los analisis determinen la falta de nutrientes especificos.

» La bioaumentacion (adicion de microorganismos), se efectua cuando
el conteo de UFCs descienda de 1x10%.

» Aireacion, por volteo manual o mecanico (excavadora).

» Control de lixiviados y su tratamiento o recirculacion.

Descripcion de la metodologia

El tratamiento de los lodos aceitosos inicia con su caracterizacion, ejecuta-
da por el cliente o por la Gestora ambiental.

Se observa una cadena de custodia que permite asegurar la calidad de las
muestras y la representatividad de la muestra tomada.?’

Luego de transportar los residuos a las instalaciones del Gestor ambiental,
se procede de la siguiente manera:

» Estabilizacion. Se efectia con tamices moleculares y materiales es-
tructurantes. Esto les da maniobrabilidad, adicionalmente se extraen
de la fase soluble a metales presentes mediante adsorcidn por parte
de los tamices moleculares.

27 Metodologia desarrollada por Miguel Gualoto; 2005.
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» Deshidratacién. El exceso de humedad de elimina por deshidratacion
de los lodos estabilizados. Los lixiviados se almacenan y se recircu-
lan o se tratan quimica o biolégicamente en dependencia de la dispo-
nibilidad de recursos.

¢ Maduracion. Se deja reposar los lodos deshidratados durante dos
semanas para que el sistema se estabilice y los microorganismos
autéctonos se adapten a las nuevas condiciones. En esta etapa se
inician los primeros procesos naturales de biooxidacion.

» Adicion de nutrientes. Se adicionan los nutrientes conforme a lo esta-
blecido en el protocolo de pruebas. Los nutrientes pueden ser de ori-
gen organico (Bioles, estiércol, residuos vegetales, frutas), o mineral
(abonos sintéticos).

» Adicion de microorganismos. Los microorganismos aislados e identi-
ficados en la fuente de residuos se reproducen en medios organicos
de bajo costo y se adicionan a los residuos en tratamiento a razén de
5-12 litros/m3.

» Control de parametros de proceso. Los pardmetros sujetos a control
durante el proceso de biorremediacion son:

Ufcs

Temperatura
Humedad
Conductividad
Aireacion

N, P, K.

Control de lixiviados

O O 0O O O o ©o

* Muestreo y analisis. Amas de la muestra de partida realizada in situ,
se efectuaran al menos tres muestras mas para obtener una curva de
degradacion satisfactoria, que permita determinar la eficiencia de la
metodologia de tratamiento.

Diagrama de flujo de operaciones unitarias.?

El diagrama de operaciones unitarias muestra la relacion de dependencia
de cada una de ellas y las distintas alternativas de uso e implementacion.

28 Metodologia desarrollada por el autor.
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Interpretacién de resultados

La interpretacion de los datos permitira procesar los resultados y calcular
los parametros cinéticos del proceso de biorremediacion, los mismos que
se compararan con los resultados de las pruebas de microcosmos.

Analizamos estos parametros empleando como ejemplo el estudio del
tratamiento bioldgico de lodos residuales industriales de la planta de
AYMESA, ejecutado por el autor. Los datos que se emplearan son par-
te de ese trabajo?°.

Tasa de crecimiento especifica (Rittmann, 2001)

Luego de realizadas las siembras, a las 4 horas se ejecuta el primer conteo,
obteniéndose un total de 370 UFCs y a las 24 horas un total de 0,82x10°U-
FCs.

Se emplea el promedio las siembras de las diluciones 101,102 y 103, ex-
presado en 10°.

_ LnN, —LnN,
t2 _tl

K
K, =1n0,82x10°—1In 370/ 24- 4
K,= 13,64-5,91/20
K, =7,8487/20
K, = 0,39/dia (Cabrera. 2011)

Conteo de Ufcs

Datos de trabajos ejecutados a manera de ejemplo de calculo.

FECHA Tiempo (dias) Ufcs Ln UFCs
03/10/2008 0 370 0,00
08/10/2008 10 8200000 10,0061417
23/10/2008 20 7400000 9,90348755
01/11/2008 30 40100000 11,5933839
28/11/2008 40 88500000 12,3850101
04/12/2008 50 172700000 13,0535635
17/01/2009 60 185800000 13,1266784

2 Trabajo ejecutado en el afio 2009 por Cabrera R & Gualoto M.
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31/01/2009 70 167800000 13,0247803
05/02/2009 80 191800000 13,1584607
15/02/2009 90 128900000 12,7610445

Tasa crecimiento de Ufc
14,00
12,00 T
LN 10,00 —
8,00
6,00 .
4,00 {
2,00 {
0,00 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9§ 10

i ————,

Tiempo en dias (1= 10)
Figura 5.4. Curva de crecimiento

Constante de biodegradacion

LnCo B mMax.B
C Y*t

-k

Datos de calculo de la constante de degradacién de TPHs.

Tiempo (dias) InCo/C TPH ppm
0 0,00 32,88
30 0,48 20,27
60 0,53 19,22
90 1,03 11,73

Cinética de primer orden In Co/C = kt

In 32,88 / 20,27 = 0,48
In 32,88 /19,22 = 0,53
In 32,88 /11,73 = 1,03

Pendiente =Y -Y, / X,— X,
K=1,03-0,48/1-90

K=0,55/89
K= 0,0061
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Este valor sefiala que cada dia desaparece 0,0061 partes de contaminante.

Tiempo de vida

Se Calcula mediante la ecuacién 1=~ c (Gamazo et al., 2005)
t=-In (0.5)/0,0061 K*Ln
t= 0.693/0,0061
t= 113,6 /dia

Cabe sefialar que los lodos industriales de AYMESA no tienen problemas con
los TPHSs, sin embargo, la metodologia se muestra eficiente para degradarlos.
El tiempo de vida media seria de 3,7 meses.

Rendimiento

De los resultados obtenidos en el sistema de tratamiento biologico de los
lodos industriales se establece que el rendimiento del sistema es 64,32%, en
90 dias de pruebas

TPHs
35,000

ppm 30,000 \
25,000
20,000 —
15,000 S
10,000
5,000
0,000

Tiempo de muestreo (dias)

Figura 5.5. Tasa de crecimiento
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Igual procedimiento para HAPs y fenoles.
5.11.4 Disposicion final

Una vez que los parametros de los residuos en tratamiento sean menores a
los limites establecidos en la legislacion ambiental vigente, se procedera a:

1. Evacuar en un relleno sanitario en calidad de material de cobertu-
ra.

2. Disponer en una escombrera.

Depositar en areas y espacios de regeneracion urbana.

4. Disponerlos en suelos erosionados para su recuperacion.

w

Para la determinacion de la concentracion de metales pesados, sugerimos
su andlisis en los lixiviados, por cuanto la metodologia propuesta se sus-
tenta en la adsorcion de estos por tamices moleculares, en tanto que la
legislacion exige métodos extractivos.

En el caso de los TPHs consideramos empelar la metodologia de croma-
tografia de flama de ionizacién, que hace distincién entre enlaces C-C de
materia organica introducida para la biorremediacién y los enlaces C-C de
hidrocarburos sujetos a degradacion.

5.11.5 Emisiones del proceso

Las metodologias de tratamiento bioldgico son aerdbicas, en consecuen-
cia, las Unicas emisiones gaseosas don: Vapor de agua, CO, y N,. De igual
forma se generaran lixiviados, los mismos que seran sometidos a trata-
miento quimico o bioldgico en dependencia de su cantidad y calidad.

No existen descargas de efluentes o residuos generados en el proceso,
gue no sean tratados, tanto las aguas como los lixiviados generados seran
tratados y descargados dentro de los limites de concentracion establecidos
en la legislacion ambiental del ramo. Las metodologias de analisis son las
establecidas en los cuerpos legales ambientales del Ecuador y cominmen-
te empleadas en trabajos similares.
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5.11.6 Balance de masas

Las pruebas de biorremediacion en condiciones de meso cosmos, se efec-
tuan bajo condiciones ambientales, cuyas variaciones no se las puede con-
trolar, en consecuencia, la determinacién del balance de masas es irreal.
Solo si las pruebas de hacen en condiciones de microcosmos se pueden
controlar todos los procesos y hacer un balance de masas especifico.

Por otro lado, el escalado de los procesos de micro a meso y macrocosmos
no son confiables, aunque constituyen una guia de cémo se efectuaran los
trabajos en condiciones de campo. El esquema del balance de masas para
biorremediacion se presenta a continuacion:

H:0

Ho m/ N {va:} Biomasa

= TRATAMIENTO
Residuos 5 L A »| DERESIDUOS _|
para tratar T T

Sustratos

Tamic Mat, L

N, Lixiviados
COs

Figura 5.5. Balance de masas
Para procesos anaerobicos
C H,O, +(n—a/4-b/2) H,O — (n/2 —al8 + b/4) CO, +(n/2 + a/8 —4) CH,
Para procesos aerobicos

CHON_+(2n+0,5a-1,5c-b)/20,—-nCO, + cNH, + a-3c/2 H,0
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CRONOGRAMA DE PRUEBAS

. MES
Actividad

Muestreo
Analisis laboratorio

x
x
x
x

Transporte de resi-
duos

Estabilizacion

Deshidratacion X | X
Maduracién

Adicién de nutrientes

Adicién de microor-
ganismos

Control de parame-
tros

Labores culturales X X |[X |X |[X |X |X |X X X |X
Muestreos

Control/tratamiento
de efluentes

Interpretacion de re-
sultados/cinética

Disposicion final X

Con frecuencia los funcionarios del MAE (Ministerio del Ambiente de Ecua-
dor) requieren la presentacién de un diagrama de flujo de las operaciones
unitarias a implementarse en un trabajo de biorremediacion, cuyo modelo
se adjunta (figura 5.3).

Para finalizar el presente capitulo, es necesario sefialar la relevancia que
estos calculos tienen para la validacion de un trabajo de biorremediacién,
en especial durante trabajos de peritaje ambiental.

Los célculos de tasa de crecimiento microbiana, tasa de degradacion, efi-
ciencia y tiempo de vida media son una sugerencia personal a la autoridad
competente. Personalmente siempre adjunto estos parametros en los infor-
mes, independientemente de si la autoridad lo solicita 0 no. Su célculo permi-
te evidenciar matematicamente que los datos levantados y presentados en
el informe, tienen concordancia plena con la cinética del proceso, con la fisio-
logia de los microorganismos, que es influenciada por los factores ambienta-
les, que han sido controlados y generados por la empresa remediadora.
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BIORREMEDIACION

| ESTABILIZACION |

DESHIRATACIN
|

MADURACION

1
TENDIDG

BIOESTIMULACION I. p b
[ _
| | v

BIOAUMENTACION |

T | QuiMICO | | BIOLOGICO | | RELLENO |
F ! F 3

LABORES +
CULTURALES

[ 1
T B [owsomer
PARAMETRO |:

I
MUESTRED REGENERACIO CONTROL
NURBANA EROSION

¥ ANALISIS

PRODUCTO —{ SUSTRATOS H EVACUACION

i

Figura 5.6: Diagrama de flujo de operaciones unitarias
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CAPITULO VI

BIOSEGURIDAD Y SALUD OCUPACIONAL

La seguridad bioldgica, o bioseguridad, es un componente importante de la
seguridad ambiental y esté referida a los riesgos a que se encuentran ex-
puestas las personas, equipos, instalaciones y ambiente, cuando se mani-
pulan microorganismos o sus productos a gran escala. Los riesgos pueden
ir desde las alteraciones en el equilibrio natural de los ecosistemas, efectos
nocivos en la salud e incluso a provocar la muerte. EI empleo de técnicas
microbioldgicas apropiadas y el uso correcto del equipo de bioseguridad
por parte del personal bien adiestrado siguen siendo son los pilares de la
bioseguridad en el laboratorio. Asi otro componente importante de la segu-
ridad biolégica es el empleo de los mecanismos de contencion fisica, tal
como lo estipula el manual de Bioseguridad de la OPS/OMS que involucra
a

* Normas y procedimientos.
» Equipos de proteccion personal, colectiva y ambiental.
 Disefio de instalaciones

El desarrollo de la Biotecnologia y la ampliacion de sus campos de apli-
caciéon, han permitido su empleo eficaz en procesos de remediacion am-
biental, donde se emplean en forma masiva y extensiva microorganismos
especializados en la degradacién de contaminantes especificos que son
la fuente de carbono organico para su metabolismo. Muchas de las cepas
microbianas empleadas en dichos trabajos son introducidas, e incluso pa-
tégenas para el hombre, como es el caso de Pseudomona aeruginosa,
Mucor sp; sin embargo no se puede prescindir de su uso debido a su
alta eficiencia en la degradacion de hidrocarburos, por esta razon se hace
necesaria la asunciéon de normas estrictas de bioseguridad para su aisla-
miento, reproduccion y aplicacién a gran escala; cuyo caracter supera las
exigencias de bioseguridad recomendadas para el manejo y reproduccién
de otros tipos de microorganismos.

Son innumerables las fuentes de consulta en cuanto a normativas de Bio-
seguridad para laboratorios de microbiologia, hospitales, manejo de resi-
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duos infecciosos e industria alimenticia; sin embargo, informacién técnica
de Bioseguridad ambiental, para trabajos de remediacion a gran escala, no
existen. Esto motiva a desarrollar el presente material de bioseguridad para
garantizar la seguridad de las operaciones de biorremediacion, que abarca
las fases de laboratorio y campo.

El presente material constituye una adaptacion de las normativas basicas
sugeridas por la OPS/OMS, a la realidad operativa y ambiental de los tra-
bajos de biorremediacion en el campo; normativa que esta sujeta a ratifi-
cacién, mejora, modificacion y validacion. Ademas, detalla las normas a
seguir durante los procesos de aislamiento, identificacion, transporte, utili-
zacion y liberacién de los microorganismos a fin de disminuir los riesgos de
contaminacion bioldgica y garantizar la seguridad del personal, instalacio-
nes y ambiente.

La necesidad de disponer de una normativa eficiente de Bioseguridad cre-
ce, con el desarrollo de organismos modificados genéticamente para tra-
bajos de remediacién ambiental. En la actualidad, Ecuador no cuenta con
normativas explicitas para el aislamiento, identificacidn, reproduccion y em-
pleo masivo de microorganismos autdctonos, exdgenos y genéticamente
modificados, en trabajos de campo a gran escala. La ausencia de mecanis-
mos de control, protocolos de empleo de microorganismos, perfiles micro-
bianos de cepas idoneas para biorremediacion, de laboratorios y personal
capacitado para el control del empleo y proliferacién de microorganismos
propios y exdégenos por parte del organismo de control, hacen prioritaria la
necesidad de contar con un manual de Bioseguridad, que se constituya en
una herramienta eficiente, oportuna y practica para la ejecucion de trabajos
de remediacién ambiental a pequefia, mediana y gran escala.

Cabe recalcar que la biorremediacion es un término relativamente nuevo,
que se acufo por primera vez en la década de los 80’s, cuando los cien-
tificos observaron que era posible aplicar estrategias de remediacion que
fuesen biologicas, basadas en la capacidad de los microorganismos de
realizar procesos degradativos. De la capacidad intrinseca que posee la
naturaleza de superar algunos desequilibrios originados en sus ecosiste-
mas surge la biorremediacion, como una nueva tecnologia que emplea ele-
mentos bioldgicos, microorganismos o plantas, para eliminar contaminan-
tes especificos.
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Debido al enorme interés surgido por la Biorremediacion y sus potenciales
aplicaciones, en muchas partes del mundo al igual que en nuestro pais, se
han fundado compariias dedicadas a la gestion bioldgica de residuos, no
obstante, la legislacion y los mecanismos de control por parte del estado,
van rezagadas sensiblemente y no acompafian al desarrollo de técnicas,
procedimientos y metodologias de biorremediacion, con instrumentos de
evaluacion técnica, validacion, comprobacion y Bioseguridad. Estos instru-
mentos son necesarios para sistematizar los trabajos y generar sistemas
integrados de técnicas y procedimientos eficientes y seguros desde el pun-
to de vista ambiental, social, y econémico.

Desde 1983 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconoce que la
seguridad y, en particular, la seguridad biologica son importantes cuestio-
nes de interés internacional, por lo que publicé la primera edicién del Ma-
nual de bioseguridad en el laboratorio. Alentando a los paises a aceptar y
aplicar conceptos basicos en materia de seguridad biolégica y a elaborar
cbdigos nacionales de practicas para la manipulacion sin riesgo de microor-
ganismos patdégenos en los laboratorios que se encuentran dentro de sus
fronteras nacionales. Desde 1983, muchos paises han seguido la orienta-
cion especializada que se ofrece en el manual para elaborar esos codigos
de précticas.

En 1993 se publicé una segunda edicion del manual y en el 2005 se publicé
una tercera edicion donde la OMS sigue proporcionando liderazgo inter-
nacional en materia de bioseguridad al abordar aspectos de la seguridad
y la proteccion biologica que se plantean en el nuevo milenio, incluyendo
las tecnologias de ADN recombinante (Organizacion Mundial de la Salud,
2005).

A nivel internacional se encuentran los manuales de bioseguridad para la-
boratorios de la OMS, sin embargo, contindan siendo generales y lo que
se pretende con este material es contar con procedimientos totalmente es-
pecificos para biorremediacion, tanto para los procedimientos a nivel de
laboratorio como para aquellos realizados en el campo.
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En la literatura nacional, no existe ninguna referencia a un manual de
Bioseguridad para trabajos de Biorremediacion ambiental, peor aun
en la web, donde proliferan los manuales de bioseguridad aplicada a
hospitales laboratorios farmaceéuticos, industria alimenticia, laboratorios de
microbiologia, camales y otras dependencias publicas y privadas. En su
mayoria tratan sobre el manejo de residuos infecciosos y restos anatdmico-
patoldgicos (Abbott, 1995; Garrity, 2007)

Nuestra busqueda de un modelo de Manual de Bioseguridad para trabajos
de Biorremediacion ha sido infructuosa y frente a nosotros se presenta un
reto de gran envergadura, que esperamos superar con trabajo, iniciativa y
consulta multilateral, que nos permita cometer el minimo de errores y nos
deje grandes aprendizajes. Aspiramos a que la presente propuesta de Ma-
nual de Bioseguridad pueda ser sometida al escrutinio de especialistas, or-
ganismos de control y publico en general, para que con sus conocimientos,
ideas y recomendaciones se perfeccione y se constituya en una herramienta
versatil, eficiente y segura para todo tipo de trabajo de Biorremediacién am-
biental, que se ejecute dentro y fuera del territorio nacional (Andina, 2003).

Es importante recalcar, ademas, la importancia que tiene la preservacion
de la Naturaleza, siendo esta el pilar de las politicas internas de nuestro
pais, la constitucion ecuatoriana en algunos de sus articulos menciona el
derecho de los ecuatorianos a vivir en un ecosistema equilibrado y sano, y
reconoce ademas a la Naturaleza como un sujeto de ley dandole el dere-
cho de ser defendida y confiriéndole garantias para su preservacion. Esto
invita a investigadores de la nacion a desarrollar tecnologias dirigidas al
control, preservacion y recuperacion de todo ambiente que de alguna forma
ha sido afectado por actividades humanas.

La normativa de Bioseguridad surge de la necesidad de implementar medi-
das que eliminen o reduzcan al minimo los riesgos de afectacion a equipos,
instalaciones, personal y ambiente de la manipulacién microorganismos y/o
sus derivados, en actividades de investigacion, produccién industrial, modi-
ficacion genética y aplicacion en trabajos de campo dirigidas a la descon-
taminacion de espacios degradados por las actividades humanas (Biorre-
mediacion).
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La Constitucion de la Republica del Ecuador, vigente a partir de Julio del
2008, alberga dentro de sus mandatos, el mandato cuidado de preservar
la naturaleza, salud y bienestar de los trabajadores; no obstante, no existe
una legislacion especifica de Bioseguridad para el desarrollo de la Biotec-
nologia ambiental a escala de laboratorio y campo, pero aun, para la mani-
pulacién genética de microorganismos con potencial ecoldégico ambiental y
de interés econémico comercial.

La constitucidon de la Republica del Ecuador en su Articulo décimo recono-
ce a la naturaleza como sujeto de ley, gozando de derechos de bienestar y
proteccion, Art. 10 “Las personas, comunidades, pueblos, nacionalidades y
colectivos son titulares y gozaran de los derechos garantizados en la Cons-
titucion y en los instrumentos internacionales. La naturaleza sera sujeto de
aquellos derechos que le reconozca la Constitucion”.

Conjuntamente, en su articulo 27, la constitucién, especifica “El derecho
a vivir en un ambiente sano, ecolégicamente equilibrado, libre de conta-
minacion y en armonia con la naturaleza”. La legislacién ecuatoriana, de
tendencia ecologista, dedica el capitulo séptimo a establecer los derechos
de la naturaleza, especificados en sus articulos 71 al 74.

La ley de gestion Ambiental puesta en vigencia desde 1999, establece en el
Capitulo Il “De la evaluacién de impacto ambiental y del control ambiental”
en el Art. 20 establece la exigencia de la licencia Ambiental previa para toda
actividad que implique riesgo ambiental, que va en conformidad con lo que
dicta la Ley Forestal y de Conservacién de Areas Naturales y Vida silvestre
en su Art. 27 “La utilizacién con fines cientificos de los bosques estatales
requerira Unicamente la autorizacion o licencia otorgada por el Ministerio
del Ambiente”. Esta ley también estipula el control de ingreso a areas pro-
tegidas, y su sancion de incumplimiento en sus articulos 72 y 84.

“Art. 72.- En las unidades del patrimonio de areas naturales del Estado,
qgue el Ministerio del Ambiente determine, se controlara el ingreso del
publico y sus actividades, incluyendo la investigacion cientifica. En los
reglamentos se fijaran las tarifas de ingresos y servicios y los demas
requisitos que fueren necesarios”.

“Art. 84.- Quien ingrese sin la debida autorizacién al patrimonio de areas
naturales del Estado, o realice actividades contraviniendo las disposi-
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ciones reglamentarias pertinentes, sera sancionado administrativamente
con multa equivalente de uno a tres salarios minimos vitales generales”.

De igual manera el Ecuador cuenta con un libro de legislacién Secundaria
del Ministerio de Ambiente, quienes en su titulo Il del libro IV mencionan:

“Art. 8.- Los proyectos deberan contener la siguiente informacion:

Nombre del proyecto

« Area precisa donde se llevara a cabo la investigacion

 Justificaciéon

* Objetivos

» Técnicas de observacion

« Sitios de muestreo y toma de muestras

« Justificacion de la cantidad de especies y especimenes a colectarse

* Tipos de manipulacion

» Tipo de marcas

» Métodos de transporte de los especimenes

» Museo o herbario en el cual se depositaran los duplicados.

» Tipo y forma de manejo del habitat

* Materiales y equipos

» Resultados esperados

* Impactos ambientales potenciales del proyecto

» Hoja de vida de los investigadores principales

» Cronograma de trabajo, incluyendo fecha de entrega de los infor-
mes parciales, cuando la investigacion tiene mas de un afio de du-
racion, y del informe final

“Art. 9.- Ademas del proyecto, los requisitos que deben cumplir tanto in-
vestigadores nacionales como extranjeros, para realizar actividades de
investigacion con el recurso flora y fauna silvestre son los siguientes:

a) Solicitud del investigador dirigida al director del Distrito Regional co-
rrespondiente, conteniendo datos generales como nhombres comple-
tos, nimero de cédula de identidad, pasaporte, domicilio y objetivos
de la investigacion.

b) Aceptacion del compromiso de entregar al Ministerio del Ambiente
dos copias en formato impreso, disquete o disco compacto de los re-
sultados de la investigacion, en idioma castellano. Para los estudios
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d)

de tesis de licenciatura, doctorados u otros titulos profesionales, de

investigadores nacionales, se debera entregar el informe final de los

resultados correspondientes. Adicionalmente, el investigador debera
entregar una copia de los resultados de su trabajo, a cada una de las

Areas Protegidas o Distritos Regionales donde se realizé la inves-

tigacion. La falta en la entrega de los resultados finales o informes

parciales de avance sera causa suficiente para que el investigador no
pueda continuar sus actividades de investigacion en el pais.

Los investigadores extranjeros no residentes en el Ecuador, adicio-

nalmente a los requisitos anteriormente sefialados presentaran la si-

guiente documentacion:

* Compromiso de incorporar a un investigador ecuatoriano quien ac-
tuard como contraparte nacional en el proyecto de investigacion en
todas sus fases.

» Carta de auspicio al investigador, conferida por una universidad,
escuela politécnica o institucién de investigacion de su pais, de
reconocida trayectoria en la investigacion del recurso silvestre.

» Certificacion de auspicio al investigador, otorgada por una univer-
sidad, escuela politécnica o institucion de investigacion nacional
de reconocida trayectoria en la investigacion del recurso silvestre,
gue tendra responsabilidad por el cumplimiento de los compromi-
sos asumidos por el investigador.

El investigador se compromete entregar al Ministerio del Ambiente el

registro de las especies objeto de su investigacion, en formato digital,

incluyendo la localizacion exacta de los especimenes observados o

colectados, con las coordenadas geograficas y otra informacion se-

gun el formato de la base de datos del Ministerio del Ambiente.

En cuanto a la salud y proteccion de los trabajadores la constitucion tam-
bién ofrece garantias, como en su Art. 33, donde menciona que el trabaja-
dor tiene derecho a un trabajo saludable. Existen otras instancias legales
mas especificas que protegen la salud y seguridad del trabajador.

El reglamento de seguridad y salud de los trabajadores y mejoramiento del
ambiente de trabajo en su capitulo V “Medio Ambiente y riesgos labores por
factores Fisicos, Quimicos y Biologicos” En sus articulos 53 al 68 concier-
tan garantias de seguridad para el desempefio de distintas actividades de
los trabajadores.
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Otra instancia que vela por la seguridad es el Instrumento Andino de Segu-
ridad y Salud en el Trabajo. En su capitulo Il “Gestion de la seguridad y sa-
lud en los centros de trabajo obligaciones de los empleadores”, el articulo
11, literales a, b, c, d, e, f, g, h, i, k; donde menciona que en toda instancia
de debe precautelar la seguridad en el desarrollo de las actividades de
los trabajadores. Los articulos 12 y 14, por su parte reiteran las responsa-
bilidades de los empleadores para garantizar la seguridad y salud de los
trabajadores.

Si bien existe informacion abundante sobre la bioseguridad en trabajos de
laboratorio a nivel mundial y regional, nada existe de Bioseguridad en traba-
jos de biorremediacién de campo, en forma escrita, peor aun documentos
oficiales aprobados. En el Ecuador ni siquiera el Ministerio del Ambiente,
dispone de un listado formal de microorganismos idoneos para biorreme-
diacion

Presenta varios componentes:
6.3.1. Control de vehiculos

Se establecera en el area de influencia del proyecto dos areas para esta-
cionamiento de vehiculos:

Parqueadero A: sera ubicado en la parte baja aledafa al area de trata-
miento (o bioensayo). En esta solo ingresaran vehiculos asignados por el
proyecto para la movilizacion de muestras equipos y personal técnico, la
cual debera cumplir con todas las normas de seguridad establecidas en el
capitulo 2.

Parqueadero B: Sera ubicado en la parte junto a la caseta de control, a este
espacio solo ingresaran los vehiculos del personal administrativo, visitas,
técnicos y autoridades que visiten el proyecto. La zona designada para este
fin debera cumplir con todas las normas de seguridad para la movilizacion
de vehiculos, establecida en la Ley organica de transporte terrestre y se-
guridad vial.
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6.3.2. Operadores de la estacion de trabajo

» Aplicar las normas de Bioseguridad estandar.

» Utilizar el EPP dentro del area de las unidades experimentales.

* No ingerir alimentos ni bebidas durante las operaciones en la estacion
experimental.

» Recogerse el cabello con gorro de cirugia para Mujeres y caballeros con
pelo largo.

* En lo posible sujetarse a un horario especifico de ingesta de alimentos,
en los espacios destinados para el efecto dentro del Campamento, pre-
vio al aseo y desinfeccién de manos y rostro.

» Lavar y desinfectar las herramientas empleadas después de un dia de
trabajo en la estacion en el sitio destinado para tal efecto.

» Antes de la aplicacién del consorcio bacteriano, se hara sonar una alar-
ma para que todo el personal permanezca dentro de sus puestos fuera
de las inmediaciones de las unidades de tratamiento.

» Durante los trabajos de aplicacion del consorcio microbiano y nutriente,
el personal de plataforma empleara el equipo de proteccion tipo esca-
fandra.

» Para evitar la diseminacion de microgotas de pool microbiano, la esta-
cion debera contar con un sistema de cortinas de plastico, las mismas
gue se bajaran durante su aplicacion.

* Al entrar y salir de las unidades de tratamiento, se debera limpiar el
calzado en un paso de seguridad liquido para la eliminacion de contami-
nantes en el calzado.

» Dejar los EPP dentro del espacio destinado al tratamiento. Por ningun
concepto el personal podra salir del lugar ocupando la indumentaria de
proteccion personal.

6.3.3. Visitas

» Cualquier funcionario que desee realizar inspecciones o visitas debera
solicitar una cita previa, con la finalidad de brindar las seguridades nece-
sarias durante su inspeccion.

» Asistir a la induccién de seguridad

» El personal no autorizado, no podra ingresar bajo ningan precepto a las
unidades operativas de la instalacion.

» Se implementara sefialética de prohibiciéon de ingreso al area para per-
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sonal no autorizado.

 Identificar el simbolo de riesgo biolégico y mantenerse alejado de las
zonas delimitadas.

* No ingerir alimentos durante la inspeccion

6.3.4. Gestion de equipos de proteccién personal

Cuando los riesgos no se puedan evitar o no se puedan limitar en forma
eficiente por medios técnicos de proteccion colectiva o medidas y procedi-
mientos organizacionales del trabajo, durante ensayos de tratamiento bio-
l6gico, se deberd proporcionar a sus trabajadores equipos de proteccion
individual adecuados para el desempeio de sus funciones y velar por el
uso efectivo de los mismos.

En este contexto el personal de QHSE, debe garantizar la disponibilidad de
equipos de proteccion personal, en cantidad y calidad necesarias, para las
operaciones en la estacion de tratamiento y laboratorio y para situaciones
de riesgo inusuales (visita de funcionarios, estudiantes, prensa, etc.)

El bodegaje de dichos equipos se realizara en un sitio claramente sefalado
de la estacion. Los equipos deben mantenerse secos y limpios; bajo inven-
tario en bodega, no solo los nuevos, sino también los que estan en uso,
en reparacion o mantenimiento y dafados (desechados). Se dispondra de
alternativas de equipos en marcas, calidad y precio, esto viabilizara su ad-
quisicion en caso de que los equipos en uso, no respondan a las especifi-
caciones de seguridad esperadas.

Los equipos de proteccion individual proporcionaran una proteccién eficaz
frente a los riesgos que motivan su uso, Sin generar u ocasionar por si mis-
mos riesgos adicionales ni molestias. Por esta razon los EPP deben:

* Responder a las condiciones existentes en el lugar de trabajo.

» Adecuarse a las caracteristicas anatoémicas, fisioldgicas y el estado de
salud del trabajador.

» Adecuarse al usuario, tras los ajustes necesarios. En el caso de que exis-
tan riesgos multiples que exijan la utilizacion simultdnea de varios equipos
de proteccion individual, éstos deberdn ser compatibles entre si y mante-
ner su eficacia en relacion con el riesgo o riesgos correspondientes.
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6.3.5. Gestion de los Equipos de Proteccion Individual (EPP)
frente al riesgo bioldgico

Antes de la implantacion de una prenda de proteccion individual frente a
una determinada situacion de riesgo, debe tenerse en cuenta una serie de
aspectos para que la utilizacion de dicha proteccion sea lo mas acertada
posible (Leslie,1996; Kiely, 2003).

Eleccion de equipos adecuados

Para la eleccién de equipos adecuados, se debe establecer el grado de
proteccion necesario, para diferentes situaciones de riesgo y el grado de
proteccion que ofrecen los distintos equipos frente a estas situaciones. En
este contexto, se debe verificar la disponibilidad de esos equipos en el mer-
cado, con el fin de garantizar su compra, mantener una reserva o a su vez,
buscar otros que rednan los niveles de seguridad exigidas. Los trabajado-
res y sus representantes deben ser consultados antes de la adquisicion de
EEP nuevos. La practica indica que la aceptacién de un modelo determi-
nado por parte del usuario es fundamental para garantizar su uso posterior
(SIMONDS, 1996).

Los equipos de proteccion personal se clasifican en:

Proteccion a la Cabeza

Los elementos de proteccion a la cabeza, se refiere a cubiertas de seguri-
dad que proveen proteccion contra casos de impactos, penetracion de ob-
jetos que caen sobre la cabeza, asi como también pueden proteger contra

choques eléctricos y quemaduras o adhesion de particulas al cabello.

» Se contara con cofias (para laboratorio) y cascos de seguridad (para
campo)

Proteccion de ojos
Todos los trabajadores que ejecuten operaciones que generan riesgo para

los ojos, deberan disponer de un equipo de proteccion apropiada. Para
trabajos con cultivos microbianos en laboratorio y campo se requiere gafas
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protectoras, de igual forma para quienes emplean sustancias quimicas co-
rrosivas o similares, Las gafas seran fabricadas de material blando que se

ajuste a la cara, resistente al ataque de dichas sustancias.

Proteccion Respiratoria

Figura 5.1 mascarillas

Los equipos de proteccion respiratoria reducen la entrada de microorganis-
mos y aerosoles bioldgicos por las vias respiratorias. Los microorganismos
pueden ingresar a las vias respiratorias asociados a gotas de fluidos bio-
l6gicos o particulas, por esta razén se debe elegir equipos de proteccion
frente a particulas.

Para trabajos de laboratorio con cultivos debera emplearse mascarillas
N95 6 N100, 3M con carbdn activado (mascarilla autofiltrante), que brindan
proteccion respiratoria contra microorganismos que se transmiten por ae-
rosoles.
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De igual forma en el campo en forma conjunta con overoles (-ISO 22611),
resistentes a la penetracion de aerosoles que contienen bacterias. Las mas-
carillas autofiltrantes para particulas FFP3 es la que ofrece la eficacia de
filtracion mas elevada (superior al 98%, factor de proteccion nominal 50)%.

El uso inadecuado del respirador puede ocasionar una sobre exposicion a
los contaminantes provocando enfermedades e incluso la muerte. En la es-
tacion se contara con los siguientes protectores respiratorios: Mascarillas
desechables y Mascarillas con filtro de carbono.

Proteccién Facial

Figura 5.2 proteccién rostro

Para la proteccion del rostro se emplea pantallas faciales transparentes
para reducir la contaminacion en la zona frontal de la cara y cuello o para
proteger el rostro contra impactos de particula, salpicaduras de gotas que
pueden llegar a los ojos 0 a otras zonas del rostro. La pantalla facial se co-
loca por encima de las gafas panoramicas y mascarilla.

Estas pantallas deben usarse tanto en trabajos de laboratorio como en tra-
bajos de campo durante la aplicacion de microorganismos a los sistemas
de tratamiento.

30 https://www.interempresas.net/Proteccion-laboral/Articulos/212159-Equipos-de-protec-
cion-frente-al-riesgo-biologico.html
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Proteccion de Pies y Piernas

-

Figura 5.3 botas de caucho

El calzado de seguridad debe proteger las extremidades de los trabajado-
res contra riesgos de humedad, sustancias o superficies calientes, contra
superficies asperas, contra pisadas sobre objetos filosos y agudos y contra
caida de objetos, asi mismo debe proteger contra el riesgo eléctrico. Las
Botas de caucho con punta de acero son una eleccién adecuada.

Las botas de caucho son adecuadas para los trabajos de campo en pla-
taforma de tratamiento, pueden lavarse y desinfectarse facilmente, deben
usarse en forma conjunta con overoles. Para el laboratorio, se recomienda
un calzado comodo bajo cubierto con sobre bota desechable.

Proteccién de manos

Para los trabajos de laboratorio con microorganismos se contara con guan-
tes desechables de latex. Guantes de nitrilo para trabajos de aplicacion de
microorganismos, operacion, limpieza y mantenimiento de la plataforma de
tratamiento. En caso de necesidad se contard con guantes disefiados para
altas, y bajas temperaturas, asi como contra descargas eléctricas.
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Figura 5.4. tipos de guantes a) para bajas temperaturas, b) guantes de nitrilo

6.3.6 Normalizacion Interna de uso

Para la correcta utilizacion de los EPP adquiridos interesa, ademas de se-
guir las instrucciones contenidas en el folleto informativo, entregado por la
casa proveedora del equipo, (pasaporte del producto); establecer un pro-
cedimiento normalizado de uso, que informe de manera clara y concreta
sobre los siguientes aspectos:

* Zonas o tipo de operaciones en que debe utilizarse

e Instrucciones sobre su correcto uso

» Limitaciones de uso, en caso de que las hubiera

* Instrucciones de almacenamiento

* Instrucciones de limpieza

» Instrucciones de esterilizacion de indumentaria, semanal.

» Instrucciones de conservacion

* Fecha o plazo de caducidad del EPP o de sus componentes
« Criterios, si los hubiere, de deteccion del final de su vida util

Las normas generales de uso de elementos barrera en Plantas de trata-
miento bioldgico de residuos, se describen en la tabla 6.1.
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Tabla 6.1. Normas generales de utilizacion de los elementos de barrera en
las operaciones de la Plataforma de remediacion (Estacion experimental)

Equipos de Proteccion Personal Riesgo identificado
EPP

Contacto con residuos

Solidos, lixiviados o percolados
Contacto con particulas de polvo
Aerosoles o salpicaduras liquidos
Contacto con polvo, aerosoles
salpicaduras

En dependencia de la actividad,
Delantales, overoles, botas.

Guantes
Proteccion ocular
Mascarilla

Ropa de proteccién

6.3.7. Adquisicion y distribucion

Los EPP deben ajustarse a las caracteristicas anatdmicas de cada trabaja-
dor, factor que ha de considerarse en el momento de su adquisicion. A su
vez, cada usuario debe ser informado e instruido sobre las caracteristicas
y uso de este, ademas ser responsable del mantenimiento y conservacion
del equipo que se le entrega. Esto es posible si la asignacion de los equipos
es personalizada y se establece un mecanismo de seguimiento y control.
En caso de que algunos equipos deban utilizarse por varias personas a
la vez, deberan tomarse las medidas necesarias para que no origine pro-
blemas de salud o de higiene a los distintos trabajadores. Cuando esto no
pueda garantizarse, se sustituiran aquellas partes de este que sean nece-
sarias, como seria el caso del grupo D de la tabla 6.2.

Tabla 6.2. Clasificacion de equipos de proteccidén considerando el caracter
personalizado o no de su utilizaciéon

CLASE EPP
A Desechables Guantes de un solo uso.
B Reutilizables de asignacion personal | Gafas, mascarillas autofiltrantes y ba-
tas.
C Reutilizables e intercambiables con | Equipos de uso especifico y esporadi-
control general co. Su intercambio no representa un

riesgo para la salud: delantales, man-
diles, pantallas faciales.
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D Reutilizables e intercambiables con | Equipos de uso especifico y espora-
control especifico dico. Su intercambio puede represen-

tar un riesgo para la salud: mascaras,

equipos autbnomos y semiautébnomos.

» Los equipos de uso general (como los guantes de latex): se distribuiran
por todas las unidades de la Estacion, una vez que se hallen en uso, se
consideraran asignados de forma personalizada.

» Gafas de seguridad: se recomienda su asignacion personalizada a todo
el personal de la planta, disponiéndose siempre de un excedente para
el personal eventual. Es importante que quede claramente establecida
la proteccién que ofrecen.

» Viseras, delantales y ropa de proteccién especifica: suelen tener un uso
frecuente en los trabajos de campo, en la desinfeccion de materiales
equipos y autos. Por esta razén se debera disponerse de un stock sufi-
ciente en un almacén centralizado y su asignacion tendra caracter per-
sonal.

* Equipos de proteccidn respiratoria: tendran siempre una asignacion
personalizada. Las mascarillas autofiltrantes desechables se guardaran
en un almaceén centralizado; pero conforme vayan solicitandose se con-
sideraran de uso personalizado.

6.3.8. Supervision e implantacion

Es necesaria la intervencion del Comité de Bioseguridad en todo el proce-
so, desde su eleccion hasta la correcta utilizacion y posterior mantenimien-
to de los EPP.

La implantacién satisfactoria de un programa de gestion de equipos de pro-
teccion individual en una planta de tratamiento biolégica de residuos debe
considerar, los siguientes aspectos:

* Mantenimiento de un stock minimo de todos los EPP, ya que cuan-
do se requiere su utilizaciéon no se puede recurrir a otro sistema de
proteccion.

 Facilitar una formacioén e informacién en materia de uso adecuado
de EPP a todo el personal sujeto a riesgo bioldgico. Para ello se
realizaran actividades formativas e informativas en las que se daran
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a conocer los diferentes equipos disponibles, tanto de uso persona-
lizado como colectivo y ambienta, la obligatoriedad de utilizacion,
recomendaciones y mantenimiento de estos.

Todo el personal debera conocer y disponer por escrito de un docu-
mento en el cual se indique el nimero y tipo de equipos disponibles,
ademas de los que se entreguen personalmente, las situaciones y
operaciones en las que es obligatorio su uso, las condiciones de uti-
lizacion y mantenimiento, el lugar de almacenamiento y todos aque-
llos procedimientos necesarios para su gestion.

Los equipos deben entregarse con acuse de recibo, adjuntando por
escrito las instrucciones de utilizacion cuando se considere necesa-
rio.

A fin de aumentar la eficacia en el uso de estos equipos en especial
cuando el usuario no es un profesional experto (por ejemplo, perso-
nal en practicas, estudiantes, personal nuevo), es necesario que, en
los diferentes ambientes de la Planta de tratamiento, existan recor-
datorios escritos y sefalizacion.

La capacitacion e informacion, del personal expuesto a riesgo bio-
I6gico quien debe distinguir claramente entre los equipos de protec-
cion individual y los equipos de proteccion colectiva (ambiental).

Los equipos de proteccion ambiental son para empleo en condiciones de
campo, esto es fuera de laboratorio, en estaciones de tratamiento, areas
conexas y operaciones in situ a campo abierto (Kiely,2003; Niven, 1997;
Storch,1998).

Pantallas de duchas: En caso de emplear duchas, para la aplicacion
del fluido microbiano, estas dispondran de pantallas de plastico ple-
gables, que limiten la diseminacion del fluido microbiano nebulizado.
Laminas de plastico: Otra alternativa es el empleo de laminas de
plastico, con orificio de entrada para las duchas. El plastico debera
cubrir el area operativa (plataforma, surco o pila) y sera retirado, la-
vado y desinfectado una vez concluida la aplicacion microbiana, para
las operaciones de mezclado.

Equipo de control de derrames: En los trabajos de remediacion am-
biental, son frecuentes los derrames (micro y macro), para su control
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eficiente se emplearan: bombas, recipientes de recogida, materiales
adsorbentes, barreras, estabilizantes, trampas de grasa y equipos
de tratamiento de aguas portatil. Cada uno de ellos contara con un
manual de operaciones, mantenimiento y limpieza.

Sistemas de ventilacion. Para operaciones en plataforma cubierta,
es probable la necesidad de emplear ventiladores del area operativa.
El ventilador debe garantizar la renovacion del aire de plataforma. Si
los trabajos se ejecutan en instalaciones cerradas, la salida del aire
sera controlada por filtros especializados para retener COVs, mate-
rial particulado o aerosoles microbianos.

Equipos para tratamiento de efluentes: Las operaciones de trata-
miento de residuos generan lixiviados que requieren un tratamiento.
En operaciones de campo abierto en especial en zonas de alta plu-
viosidad el volumen de aguas a tratar es considerable, para evitar
gue estas abandonen la zona de tratamiento llevando contaminantes
y microorganismos a zonas aledafias y esteros, debe ser tratada con
ayuda de un equipo portatil de tratamiento quimico convencional.

Adicionalmente, para asegurar al maximo la reduccion de posibles riesgos
ambientales, las plataformas de tratamiento (Compostaje, landfarming),
deberan contar con:

Bermas perimetrales, que impidan la salida del agua de escorren-
tia, fuera de la zona de tratamiento.

Fosas perimetrales, que eviten la entrada de aguas de escorrentia
procedente de areas aledafias a la zona de tratamiento.
Impermeabilizacion de la base con geomembrana o arcilla sellada
con bentonita, para evitar la lixiviacion de contaminantes y microor-
ganismos a los niveles freaticos.

Siempre que sea posible, dispondran de una cubierta tipo inverna-
dero o liner, para evitar los efectos negativos de las lluvias y viento.
Dispondran de equipos de bombeo (aguas lluvias, lixiviados). Siste-
ma de introduccion automatica de microorganismos (duchas, goteo,
aspersion). Materiales adsorbentes para control de derrames y mi-
croderrames. Sustancias desinfectantes para materiales, equipos y
herramientas, asi como para el personal operativo.

En latabla 6.3. se muestra la relacion entre la actividad de trabajo, el riesgo
biolégico y los equipos de proteccion recomendados.
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Tabla 6.3. Protecciones recomendadas en funcidn de las areas de trabajo
y el riesgo bioldgico existente

AREA DE TRABAJOy
ACTIVIDAD

Control de entrada de
vehiculos

Descarga de residuos,
lixiviados

Tendido y estabilizacion

Almacenamiento

Tratamiento

Adicién de pool micro-
biano

Adicion de nutrientes
(bioles)

Aireacién y mezclado

Muestreo

Control de parametros
de proceso.

Operadores de excava-
dora

Supervisores de segu-
ridad

Tratamiento de aguas y
lixiviados

RIESGO BIOLOGICO

Derrames, formacion de
aerosoles, inhalacién

Derrames, formacion de
aerosoles, inhalacién, sal-
picaduras.

Derrames, formacion de
aerosoles

Inhalacién de aerosoles y
polvo

Salpicaduras, derrames y
lixiviados

Inhalacién de aerosoles y
polvo
Salpicaduras

Inhalacién de aerosoles,
salpicaduras. Derrames

Inhalacién de aerosoles,
salpicaduras. Derrames

Generacion de vapores,
aerosoles e inhalacion.
Salpicaduras

Inhalacién de aerosoles y
vapores

Inhalacién de aerosoles y
vapores

Inhalacién de aerosoles y
polvo
Salpicaduras

Inhalacién de aerosoles y
polvo
Salpicaduras, derrames

Riesgo de pinchazos o
cortes.

Inhalacién de aerosoles y
polvo

Salpicaduras

PROTECCION RECOMENDADA

Uso de mascarilla, gafas y
guantes

Ropa de trabajo, Uso de masca-
rilla, gafas y guantes

Uso de mascarilla, gafas y
guantes

Gafas protectoras herméticas
y mascarilla, o preferiblemente
pantallas de seguridad, ropa de
trabajo

Gafas protectoras herméticas
y mascarilla, o preferiblemente
pantallas de seguridad. Protec-
tor auricular

Traje tipo escafandra
Traje tipo escafandra

Overol, guantes, mascarilla,
gorro y gafas de seguridad

Mascarilla, gorro, guantes y ga-
fas de seguridad

Mascarilla, gorro, guantes y ga-
fas de seguridad

Gafas protectoras herméticas
y mascarilla, o preferiblemente
pantallas de seguridad. Protec-
tor auricular. Ropa de trabajo.

gafas protectoras herméticas

y mascarilla, o preferiblemente
pantallas de seguridad, ropa de
trabajo

Utilizar doble guante

gafas protectoras herméticas
y mascarilla, o preferiblemente
pantallas de seguridad

ropa de trabajo
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Inhalacién de aerosolesy | gafas protectoras herméticas

L, polvo y mascarilla, o preferiblemente
Evacuacion de lodos del . .
. Salpicaduras pantallas de seguridad
tratamiento de aguas . . .
Riesgo de pinchazos o Utilizar doble guante
cortes. Ropa de trabajo
Salpicaduras Inhalacién de | gafas protectoras herméticas
. . aerosoles y polvo y mascarilla, o preferiblemente
Operaciones de limpie- . ; .
. . Riesgo de pinchazos o pantallas de seguridad
za y desinfeccion I
cortes. Utilizar doble guante

Ropa de trabajo

Derrames, formacion de gafas protectoras herméticas
aerosoles, inhalacion y mascarilla, o preferiblemente
pantallas de seguridad

Bafios, sanitarios y ves- | Caidas, cortes, pinchazos | Utilizar doble guante

Salida de vehiculos,
desinfeccion

tidores Ingestion accidental Uso de mascarilla
- Riesgo de pinchazos o Minimizar el uso de corto pun-
Oficinas
cortes zantes
Ingestion accidental Lavado de manos
Comedor Riesgo de pinchazos o Ingreso restringido para perso-
cortes nal con equipo contaminado.
Ingestion accidental Utilizar doble guante
Talleres de manteni- Caidas, cortes, pinchazos | Calzado de seguridad antides-
miento lizante

Uso de mascarilla

Inhalacién de aerosolesy | Uso de mascarilla, gafas, casco
polvo de seguridad.

Salpicaduras, ingestion

accidental

Visitantes

Las normas a observarse en los trabajos de laboratorio, pueden tomar-
se del libro MANUAL DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO Tercera
edicion ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD (OMS, 2005).

En las estaciones de tratamiento debera adoptarse un sistema de iden-
tificacion y separacion del material infeccioso y sus recipientes. Para el
efecto, se seguiran las normas nacionales e internacionales y se tendran
en cuenta las siguientes categorias:

* Desechos no contaminados (no infecciosos) que puedan reutili-

zarse, reciclarse o eliminarse como si fueran «basura» en general.
* Objetos cortantes y punzantes contaminados (infecciosos): agu-
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jas hipodérmicas, bisturis, cuchillas, vidrio roto; se recogeran siem-
pre en recipientes a prueba de perforacion dotados de tapaderas y
seran tratados como material infeccioso (generalmente originados
en el laboratorio)

Material contaminado destinado al tratamiento en autoclave que
después pueda lavarse y volverse a utilizar o reciclarse (laborato-
rio).

Material contaminado destinado al tratamiento en autoclave y a la
eliminacién (materiales generados en plataforma de tratamiento).
Material contaminado destinado a la incineracion directa (mate-
riales generados en plataforma de tratamiento).

Para la eliminacion de basuras, se emplearan las Normas internacionales
por medio de bolsas de colores:

Color verde: desechos ordinarios, inertes, no peligrosos, biodegra-
dables

Color rojo: Desechos que implique riesgo bioldgico (generados en
laboratorio y plataforma)

Color gris: Domeésticos, Reciclables, vidrio, chatarra, plastico, papel
y cartdn (generados en las areas administrativas del Campamento).

6.6.1. Recipientes para muestras

Los recipientes para muestras de suelos, sedimentos y materiales
contaminados con hidrocarburos deben ser de vidrio color ambar.
Comunmente se utilizan sobres de papel de aluminio, que se in-
troducen dentro de fundas con cierre etiquetadas. No se admiten
recipientes de plastico por cuanto alteran los resultados de TPHs y
HAPs.

Los recipientes para muestras bioldgicas pueden ser de vidrio o,
preferiblemente, de plastico esterilizados.

Deben ser fuertes y no permitir fugas cuando la tapa o el tapén es-
tén correctamente colocados.

En el exterior del recipiente no debe quedar ninglin material.

Los recipientes han de estar correctamente rotulados para facilitar
su identificacion.
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6.6.2.

6.6.3.

296

Los formularios de la muestra no se colocaran alrededor de los reci-
pientes, sino por separado, en sobres impermeables.

Transporte de muestras dentro de la instalacion

Para evitar fugas o derrames accidentales, utilizar envases/emba-
lajes secundarios (por ejemplo, cajas) equipados con gradillas, de
modo que los recipientes que contienen las muestras se mantengan
en posicion vertical.

Los envases/embalajes secundarios pueden ser de metal o de plas-
tico, pero deben poderse tratar en autoclave o ser resistentes a la
accion de agentes desinfectantes quimicos.

Las muestras deben transportarse bajo refrigeracion (4°C), con ayu-
da de geles. jNo usar bolsas de hielo!

Las muestras contaran con la cadena de custodia correspondiente,
gue asegure la integridad de las mismas durante el transporte desde
el campamento de tratamiento, hasta el laboratorio certificado elegi-
do para su andlisis.

Las muestras deberan ser entregadas en el laboratorio en un plazo
maximo de 24 horas, para evitar alteraciones sensibles, que gene-
ren resultados adversos.

Recepcidén de las muestras

La recepcion de muestras de material bioldgico se debera sujetar
a las especificaciones técnicas de Bioseguridad disenadas por el
laboratorio.

Si el nimero de muestras de residuos o sustratos para tratamiento
es elevado, el laboratorio deberé disponer de un refrigerador dedi-
cado para su almacenamiento temporal, mientras se van evacuando
las primeras.

La entrega de muestras se efectuara en la recepcion del laboratorio,
con toda la informacion de la procedencia, tipo, cantidad, ubicacion,
responsable, hora y fecha de muestreo (cadena de custodia).

El personal técnico de laboratorio seré el encargado de recibir las
muestras, por ningun concepto personal no autorizado podra ingre-
sar al laboratorio con las muestras de estudio.
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6.6.4. Apertura de los envases/embalajes

El personal que recibe y desempaqueta las muestras debe conocer
los riesgos para la salud que entrafia su actividad y debe estar capa-
citado para adoptar precauciones

Se dispondra de desinfectantes, materiales adsorbentes y de limpie-
za en caso de ocurrir derrames.

Las practicas y los procedimientos basicos de contencion del nivel
de bioseguridad 2 deben ser el requisito minimo para la manipula-
cion de muestras.

Cada cultivo antes de ser identificado debe ser tratado como minimo
dentro del grupo de riesgo 2. El personal del laboratorio debe usar el
EPP completo.

Todos los recipientes (tubos, cajas petri, etc.) que contengan cultivos
microbianos deben llevar etiquetas bien claras con el nombre cien-
tifico del contenido, la fecha de almacenamiento y el nombre de la
persona que los cultivd y almaceno.

Cualquier cultivo que no se encuentre debidamente identificado sera
autoclavado.

Se debe trabajar con cada cultivo por separado para evitar contami-
nacion cruzada entre los cultivos que se tenga en el laboratorio.

A fin de garantizar una carga microbiana durante la siembra se em-
plearan asas microbiologicas de un diametro de 2—-3 mm con un ani-
llo completamente cerrado. Los mangos no deben tener mas de 6 cm
de longitud para reducir la vibracién al minimo.

Una vez utilizada el asa bacteriolégica debe ser correctamente este-
rilizada con el mechero bunsen incluido el mango.

Una vez inoculada la caja petri se debe cubrir sus bordes con Para-
film y colocarla con el medio, boca abajo en la incubadora.

Para el caso de tubos, después de inocularlos ademas de esterilizar
el asa, se esteriliza la boca del tubo y para colocarlos en la incubado-
ra se puede usar gradillas o envases resistentes al calor.
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6.7.1

6.7.2

Preparacion de pool microbiano

Las medidas de Bioseguridad a aplicarse dependeran del tipo de mi-
croorganismo, segun los grupos de riesgo de la OPS/OMS.

Las pruebas de compatibilidad y antagonismo deben realizarse con
antelacion a la preparaciéon del pool, en tal forma que se optimicen
materiales, reactivos y tiempo operativo.

En la preparacion del pool microbiano, el personal empleara el EPP
completo y todas las operaciones se efectuaran dentro de la camara
de flujo laminar.

Una vez preparado el pool, identificarlo creando un codigo en el cual
estén contenidos los nombres de los microorganismos, ademas del
codigo se debe anotar en la etiqueta la fecha de preparacion y el
nombre del encargado.

Una vez terminado el trabajo con el pool se debe desinfectar las me-
sas de trabajo y equipos utilizados.

Se debe llevar un registro donde consten todos los pools microbianos
preparados, los microorganismos que los integra, la fecha en la que
fueron preparados y cualquier particularidad de este.

Transporte de pool microbiano

Esta operacion es necesaria cuando las zonas en tratamiento estan aleja-
das del laboratorio (trabajo a campo abierto). Para garantizar la seguridad
del personal, equipo empleado y el ambiente, se consideraran las siguien-
tes normas:
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Transporte de Vacuum. Se empleara cuando no se dispongan de
tanques de propagacion in situ, en tal forma que el Vacuum hara
la descarga directa del pool microbiano con ayuda de inyectores,
duchas u otras de las alternativas de aplicacion.

Transporte en tanque biorreactor (1000 litros). Esta alternativa
se empleara cuando la zona de tratamiento cuenta con tanques de
propagacion. Una vez en el sitio, el pool se bombeara con ayuda
de una bomba de inmersion de 1HP, evitando en lo posible el con-
tacto directo del personal con el pool.

Bombeo del pool en plataforma. Para trabajos en plataforma
dentro del Campamento Base, el pool sera bombeado en circuito
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cerrado desde el laboratorio hasta los tanques de propagacion,
empleando el sistema de circulacion instalado. La mejor alterativa
es la aplicacion del pool microbiano por gravedad.

Para el transporte del pool, los vehiculos deberan cumplir con los siguien-
tes requisitos:

El vehiculo debera contar con los permisos correspondientes para
la realizacion de dichos trabajos.

Deberé portar el simbolo de riesgo biolégico a los costados y parte
trasera del tanque.

La ruta y horario de transportacion, deberé contar con la aprobacion
del organismo de control.

Los vehiculos deberan contar con materiales y herramientas para el
control de posibles derrames o fugas durante el transporte.

Las operaciones de transporte seran monitoreadas por radio. En
lo posible los vehiculos contaran con un sistema de GPS, para su
ubicacion y asistencia oportunas.

Los vehiculos seran acomparfiados por una camioneta con personal
de seguridad, quienes velaran porque las rutas estén expeditas y no
exista contratiempos.

El personal implicado en las operaciones de transporte debera em-
plear el EPP, compuesto de:

a) Casco se seguridad + cofia.

b) Mascarilla

c) Overol.

d) Delantal impermeable.

e) Botas de caucho.

f) Guantes de vinilo.

g) Pantalla facial

6.7.3 Descarga en tanques

Para las operaciones de descarga, se deberan emplear mangueras
y tuberias de union rapida.

La descarga empezara una vez que todas las tuberias estén per-
fectamente ensambladas y verificado el estado funcional de llaves,
valvulas y compuertas.
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El personal encargado del transporte del pool sera quien realice la
descarga.

En caso de derrames, el personal dispondra de suficiente cantidad
de material desinfectante, adsorbente, estabilizante y herramientas
para su control y retiro.

Si el pool se derrama sobre la ropa de proteccion, terminar la des-
carga y cambiarse y desinfectar el equipo en conformidad con el
protocolo aprobado.

6.7.4 Aplicacion del pool en unidades de tratamiento

El personal encargado de la aplicacion del pool en las unidades de
tratamiento debe utilizar el equipo de proteccién personal (traje tipo
escafandra), independientemente de la metodologia de aplicacién.
Emplear todas las barreras disponibles para evitar la diseminacion
del pool nebulizado (ver barreras).

Delimitar con cinta de seguridad el &rea de aplicacion.

Emplear una sefal audible de prevencidén unos minutos antes de la
aplicacion del pool.

Mantener el control de todos los efluentes de la plataforma de trata-
miento durante la aplicacion.

No comer, beber ni fumar, durante los trabajos de aplicacion y den-
tro del area de tratamiento.

6.8.1 Lixiviados

300

Para el control de lixiviados de debe construir canales perimetrales
en las plataformas de almacenamiento, tratamiento, espacios en
tratamiento al aire libre.

Se cuantificara el volumen de lixiviados generados y se empleara
como un indicador de la calidad y velocidad del proceso de biorre-
mediacion (en plataforma).

En operaciones de campo abierto los lixiviados se controlaran me-
diante pozos de control construidos en la zona de mayor pendiente
del area de tratamiento (Landfarming).
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Todos los lixiviados seran bombeados a la planta de tratamiento de
aguas residuales.

6.8.2 Microorganismos

Laboratorio (World Health Organization, 2005).

Se debe realizar un control de las cepas aisladas en el laboratorio,
cambiandolas de medio de cultivo peridodicamente y observaciones
al microscopio.

De igual forma se debe realizar el mismo control de las cepas con los
consorcios o pools que proceden de las plataformas de tratamiento.

Campo

Se deben realizar conteos periddicos de microorganismos en areas
aledafas a las plataformas o zonas de tratamiento, con el propdsito
de verificar la presencia de fugas o derrames (contaminacion micro-
biana).

Las aguas y lixiviados de las zonas de tratamiento son portadoras de
microorganismos, los mismos que deberan monitorearse en forma
mensual, para su evaluacion, eliminacion y control.

El control de microorganismos degradadores empleados en la biorre-
mediacién debe realizarse cada semana, independientemente de la
metodologia de tratamiento usada.

6.8.3 Monitoreo de residuos

Los residuos generados en las operaciones del Campamento base (plata-
formas de almacenamiento, tratamiento, oficinas, areas administrativas y
recreacionales), seran cuantificados periddicamente (trimestralmente), con
el proposito de generar metodologias y procedimientos para su reduccion
y manejo integral (Brunklaus, 2008; Tchobanoglous, 1998). Se identificara
el area operativa de mayor generacion y la operacion unitaria responsable,
con el propésito de introducir mejoras operativas, que tiendan a reducir su
cantidad.
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6.8.4 Monitoreo del tratamiento de aguas

Las operaciones de tratamiento de aguas se monitorearan trimestralmente,
para corregir falencias operativas, mejorar los parametros de calidad de las
aguas Y lixiviados tratados. Se revisara semanalmente el sistema de conduc-
cioén de aguas residuales y toda infraestructura anexa que garantice la inte-
gridad del sistema de tratamiento. Trimestralmente se evaluara la calidad de
las aguas que se descargan, mediante la toma de muestras y su envio para
analisis a un laboratorio certificado independiente, cuyos resultados seran
reportados al organismo de control, en cuanto a su calidad microbiolégica.

6.8.5 Monitoreo del tratamiento biolégico de residuos

El monitoreo de los parametros de tratamiento biol6gico es una actividad
rutinaria detallada en el manual de operaciones; sin embargo, para fines de
control de la autoridad competente, el proceso de tratamiento de evaluara
mensualmente, sus resultados se incorporaran en el reporte al cliente y a los
organismos de control.

El personal de seguridad monitoreara permanentemente la observancia de
las normativas de Bioseguridad durante todas las operaciones de tratamien-
to en campo y en plataforma cubierta del Campamento Base. Emitira un
informe mensual con las novedades.

Toda instalacion, donde se manipulen agentes biolégicos en forma de culti-
VOS puros, extractos, derivados y residuos, requieren la implementacion de
un Comité de Bioseguridad que se encargue de disefar los procesos, nor-
mativas y seleccionar los equipos idéneos que garanticen la seguridad del
personal frente a la exposicion accidental de agentes biolégicos, potencial-
mente infecciosos.

Las plantas de tratamiento biolégico de residuos, donde se emplean consi-
derables volumenes de cultivo microbiano, materia organica (bioles), restos
de cultivos, residuos domeésticos y estiércol, portadores de microorganismos
potencialmente patégenos; deben en forma obligatoria conformar un Comité
de Bioseguridad.
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El Comité de Seguridad Bioldgica, agrupa por regla general a personal téc-
nico multidisciplinario: ambientalistas, microbidlogos, médicos, ingenieros
guimicos, epidemiologos, ingenieros electrénicos, mecanicos entre otros.
Considerando la especificidad de las labores de la Planta de tratamiento
biolégico, se sugiere la siguiente composicion.

6.9.1 Conformacion

El Comité de Bioseguridad se integrara de la siguiente manera:

Gerente de Operaciones

Gerente de QHSE (Quality Health Security and Environment)
Técnico de laboratorio

Supervisores

6.9.2 Funciones

Revision periddica y actualizacion del Programa de Seguridad Bio-
l6gica de la Planta.

Capacitacion permanente y actualizada del personal propio y aje-
no, en temas de Seguridad Biologica.

Evaluar riesgos biolégicos de la introduccién de cambios operati-
vos en la Planta.

Seleccionar, adquirir y dotar equipos de proteccion al personal de
la Planta.

Determinar cambios de las sustancias utilizadas en calidad de des-
infectantes, desodorizantes, en caso de que su accion no sea efi-
ciente.

Organizar un programa de inmunizaciones para el personal de la
Planta.

Evaluar el nivel de riesgo de las operaciones unitaria de la platafor-
ma y desarrollar la normativa adicional correspondiente en caso de
no hallarse en el presente manual.

Vigilancia médica integral del personal de la planta de tratamiento.
Llevar un registro de frecuencia de incidencia de enfermedades,
digestivas, respiratorias, de la piel y otras atribuibles a las opera-
ciones.

Establecer las Politicas de Bioseguridad de la Planta.
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En la tabla 6.4, se definen los aspectos de capacitacion requeridos para el
personal en las plataformas de tratamiento biolégico.

Tabla 6.4. Temas de capacitacién al personal operativo

CAPACITACION DE  BIOEGURIDAD MEDIDA EQUIPO
SEGURIDAD EN
Transporte De consorcio microbiano. Refrigeracion cooler 4°C
De muestras para andlisis. | Sello de seguridad
De control, de UFCs. Equipos de seguridad personal
De desinfeccion vehicular. | (EPP)
De area de recepcién Guia MAE
Ruta- horario/kit limpieza
Propagacion m/o en tanques EPP completo

Pantalla facial
Desinfeccion de frascos
Fundas ziplock / sellado cooler

Aplicacion m/o en unidades experi- | Aplicacion por goteo, por grave-
mentales dad.
EPP.

Permatex para sellado.
Limpieza y desinfeccion.
Herramientas
Kit de limpieza.
Volteo y aireacion Semanal Manual o mecani- | EPP

zada Desinfeccion de calzado
Limpieza y desinfeccion de herra-
mientas y materiales
Kit de limpieza

Control de parame- | T, Conductividad, Humedad, | EPP
tros de proceso pH, nutrientes Equipos de medicion.
Reactivos
Limpieza y desinfeccion de equi-
pos.
Recipientes para infecciosos.

1. Abbott, L. (1995). The use and effects of glutaraldehyde: a review. Oc-
cupational health; a journal for occupational health nurses, 47(7), 238-
239.

2. Andina, C. (2003). Decision 584: Sustitucion de la Decisidén 547, Instru-
mento Andino de Seguridad y Salud en el Trabajo. Guayaquil, Ecuador:
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Sistema de Informacién sobre Comercio Exterior, Organizacion de los
Estados Americanos. Recuperado de: http://www. sice. oas. org/trade/
junac/decisiones/DEC584s. asp.

3. Brunklaus, B. (2008). Organising matters for the environment: Environ-
mental studies of housing management and buildings. Chalmers Uni-
versity of Technology.

4. Del Ecuador, A. C. (2008). Constitucion de la Republica del Ecuador,
Ultima modificacién: 12 de marzo de 2020.

5. en el Laboratorio, M. D. B. (2005). Organizacion Mundial de la Sa-
lud. OMS. Tercera Edicion. Ginebra.

6. Garrity, G. (2007). Bergey’s Manual® of Systematic Bacteriology: Volu-
me 2: The Proteobacteria, Part B: The Gammaproteobacteria (Vol. 2).
Springer Science & Business Media.

7. Kiely, G., & Veza, J. M. (2003). Ingenieria Ambiental: Fundamentos,
entornos, tecnologias y sistemas de gestion (No. 620.8 K5.). Bogota:
McGraw-Hill.

8. Leslie, G. B. (1996). The toxicologic importance of formaldehyde and
glutaraldehyde in the hospital environment. Indoor and Built Environ-
ment, 5(3), 132-137.

9. Niven, K. J., Cherrie, J. W., & Spencer, J. (1997). Estimation of exposu-
re from spilled glutaraldehyde solutions in a hospital setting. The Annals
of occupational hygiene, 41(6), 691-698.

10.SIMONDS, G. (1996). La seguridad industrial. Ediciones KLM.

11. Storch de Gracia, J. M. (1998). Manual de seguridad industrial en plan-
tas quimicas y petroleras: fundamentos, evaluacion de riesgos y dise-
fio. Editorial Alfa y omega México.

12.Tchobanoglous, G. (1998). Gestion integral de residuos sdlidos: volu-
men 1. Mexico. Mc Graw Hill.

13. TEXTO UNIFICADO DE LEGISLACION SECUNDARIA DE MEDIO AM-
BIENTE. Decreto Ejecutivo 3516. Registro Oficial Edicion Especial 2 de
31-mar.-2003. Ultima modificacién: 29-mar.-2017. Estado: Reformado

14.World Health Organization. (2005). Manual de bioseguridad en el labo-
ratorio. Ginebra: Orgnizacién Mundial de la Salud.

15. https://www.interempresas.net/Proteccion-laboral/Articu-
los/212159-Equipos-de-proteccion-frente-al-riesgo-biologico.html
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CAPITULO VII

ESTUDIO DE CASOS

Con frecuencia la bibliografia especializada en la tematica, cita trabajos de
biorremediacion ejecutados en Europa, Asia o los Estados Unidos. Un 90 %
de las citas bibliograficas corresponden a investigaciones de microcosmos
y mesocosmos realizadas en condiciones de laboratorio, el 10% restante
recoge informacion muy general sobre trabajos ejecutados en campo, sin
ofrecer detalles de cdmo se ejecutaron, las dificultades operativas, tecnolo-
gicas y logisticas que se presentaron. En consecuencia, los programas de
remediacion ambiental a gran escala que se implementan en América La-
tina tienen pocas referencias técnicas de como ejecutarlas exitosamente,
empleando una u otra técnica de Biorremediacion. Especial preocupacion
reviste, la falta de informacion en relacién con las medidas de Bioseguridad
empleadas en dichos trabajos.

El presente capitulo recoge las experiencias de biorremediacion ejecutadas
por nuestros profesionales en el Ecuador, en el sector hidrocarburifero e
industrial que constituyen un aporte al conocimiento practico de como eje-
cutar trabajos de biorremediacién de campo. Con seguridad el lector podra
decir que se pudieron hacer mejor las cosas, incluso hallaran errores en la
concepcion de estos, sin embargo; y pese a las limitaciones de experiencia
y conocimientos teoricos, resultaron exitosos, porque permitieron cumplir
con los objetivos planteados por los clientes.

Es necesario recalcar que las experiencias que se discutiran en este ca-
pitulo no fueron planteadas previamente como trabajos de investigacion
cientifica, es mas, ni siquiera estuvo en nuestras mentes la posibilidad de
escribirlas, ni presentarlas en ponencias académicas.

Ahora que tenemos el privilegio de ser docentes en la academia, vemos la
necesidad de ponerlos por escrito y compartir nuestra modesta experiencia
con estudiantes, profesionales, especialistas y aficionados que se intere-
san por la tematica de la biorremediacién.

308



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente”

Los lodos de perforacion de la empresa lodera Qmax Ecuador son de
base agua, y tienen como agente inhibidor de arcillas al KNO,; razon por
la que los cortes y ripios de perforacion, poseen altos contenidos de ni-
tratos, que alcanzan valores superiores a 45.000ppm, factor que los hace
toéxicos y no adecuados para su libre disposicion ambiental; no solo por
los nitratos sino también por la gran cantidad de otros componentes que
le dan alta toxicidad (Caenn, 2017) para la biodiversidad del suelo y agua.

En cumplimiento a sus politicas ambientales de explotacion petrolera,
Qmax Ecuador en el 2000, emprende un programa de investigacion, diri-
gida a eliminar los altos niveles de nitratos en los cortes y ripios generados
en la perforacién de pozos petroleros. Este programa fue aprobado por
la DINAPA (Direccion de Proteccion Ambiental del Ministerio de Energia
y Minas), se ejecuto en tres afios. En el primero; se realizaron estudios
basicos de laboratorio, dirigidos a aislar los microorganismos adecuados
para la eliminacién de nitratos y de otros contaminantes presentes en los
ripios y cortes de perforacion. Adicionalmente se ejecutaron pruebas de
definicion de la relacion 6ptima de Biosoil®'/cortes, que garanticen una
adecuada estabilizacion.

Los resultados fueron presentados a la DINAPA y aprobados para su im-
plementacién en campo en el afio 2003. En la ejecucién participd la em-
presa DISCAL, que fabricé el producto BIOSOIL, empleado en la estabili-
zacion de los cortes y ripios de perforacion como una estrategia previa al
tratamiento bioldgico, para captar, inmovilizar los contaminantes, adsor-
ber metales pesados, regular su pH, conductividad y humedad.

BIOSOIL, es una mezcla compleja de tamices moleculares, activadores
organominerales, aceptores alternativos de electrones, fuente de mi-
croelementos necesarios para la actividad enzimatica microbiana, y nu-
trientes.

31 Biosoil, producto disefiado para la estabilizacién de cortes y ripios de perforacién, produ-
cido por DISCAL SA, con aprobaciéon de Qmax Ecuador.
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Los cortes y ripios generados en el taladro, luego del proceso de dewa-
tering, fueron transportados a las piscinas de landfarming® en el pozo
Fanny 18B3 de Tarapoa, Provincia de Sucumbios- Ecuador. La estabiliza-
cion de los cortes se efectud en las piscinas de la zona de tratamiento a
razon de 2 sacos de 50kg/m? de cortes y ripios de perforacion. La mezcla
se realiz6 con ayuda de una retroexcavadora 320, adecuada para las di-
mensiones de las piscinas.

+ Desnitrificacion

La desnitrificacion es un proceso metabdlico que emplea nitrato en cali-
dad de aceptor de electrones, bajo condiciones anaerdbicas, (aunque no
siempre). Los nitratos se reducen hasta nitrogeno molecular, pasando por
nitritos, éxido nitrico y 6xido nitroso. Entre los microorganismos capaces de
reducir nitratos estan: Alcaliigenes, Paracoccus, Pseudomonas, Thiobaci-
llus, Rhizobium y Thiosphaera. Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis,
Pseudomonas stutzeri, Acinetobacter sp, Propionibacterium sp, Peptoes-
treptococcus sp, Sthaphylococcus coagulasa negativa, Corynebacterium
sp, Clostridium sp y Actinomyces sp (de Mesa, 2006) segun el siguiente
esquema:

NO, Nitrato reductasa— NO," Nitrito reductasa— NO, 6xido nitrico re-
ductasa—

N,O oxido nitrosos reductasa — N, (Pepper, 2011).
NO, +5H, + 2H*® N, + 6H,0 AG°® =-888 KJ/8e

Para llevar a cabo la desnitrificacién estos microorganismos pueden em-
plear fuentes de carbono adecuadas de facil asimilacibn como metanol,
etanol, glucosa, acetato, acido aspartico y acido férmico, entre otros, de
igual forma, pueden servir compuestos como hidrocarburos, materia orga-
nica compleja, glicol, compuestos aromaticos y celulosa®.

Sin embargo, los hidrocarburos pueden ser limitantes en el proceso de des-
nitrificacion, razon por la que es desfavorable su presencia en los cortes y

32 Denominamos a la metodologia empleada, landfarming en piscina, por cuanto se repiten
todas las labores caracteristicas de esta metodologia.
33 Biosoil posee en su formulacién acido citrico.
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ripios de perforacion. La tasa de desnitrificacion incrementa en presencia
de S inorgéanico resultando ser mejor el tiosulfato, después el sulfhidrico y
por ultimo el azufre elemental (Cardoso, 2006).

S,0,2+ 16 NO,; +0.2H,0 ® 2 SO,* + 0.8N, + 0.4 H" AG®'=-765.7 kJ/
reaccion

El producto empleado para la estabilizacion de los cortes y ripios de perfo-
racion posee como fuente de S, lignosulfonato de calcio.

Microorganismos anaerobios facultativos utilizan la desnitrificacion porque
el nitrato, tiene un bajo potencial de reduccion. Muchas bacterias desnitrifi-
cadoras pueden también utilizar el hierro férrico (Fe®*") y algunos compues-
tos organicos como receptores de electrones (Zumft, 1997). Biosoil dispone
de una fuente de sulfato férrico.

La desnitrificacion como proceso natural, puede emplear un sustrato oxida-
ble de naturaleza organica o inorganica, en calidad de fuente de energia,
por lo que la desnitrificacion puede llevarse a cabo tanto por bacterias he-
terotrofas como autétrofas.

Reduccioén fermentativa del nitrito (Pepper, 2011).
NO, — NO,— NH,

La reduccion fermentativa del nitrito es realizada por especies microbianas
como: enterobacter, Escherichia, Bacillus, Micrococcus, Vibrio, Clostridium.

Reduccién desasimilatoria de nitrato
NOs'—> NOZ'—> NO — NZO — N2

En tanto que la reduccion desasimilatoria de nitrato es realizado por espe-
cies de los géneros Bacillus, Pseudomonas, Hyphomicrobium, Spirillum,
Moraxella, Thiobacillus.

7.1.1. Objetivos de Qmax-Ecuador

Remediar los cortes y ripios de perforacién con altas concentraciones de
nitratos, para su disposicion segura en el ambiente.
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7.1.2. Objetivos de los trabajos previos

» Aislar los microorganismos adecuados para la eliminacion de nitra-
tos y otros contaminantes ambientales, presentes en los ripios y cor-
tes de perforacion.

» Establecer la relacion 6ptima, kg., Biosoil/m?® de cortes, que garanti-
ce la estabilizacién completa de los residuos a tratar.

* Ejecutar pruebas de mesocosmos en laboratorio para determinar la
efectividad de la propuesta de desnitrificacion bioldgica.

7.1.3. Ejecucion de los trabajos

Para la ejecucion de los trabajos se realizaron una serie de actividades
previas que nos permitieran afrontar con éxito el reto planteado por el clien-
te. Entre las actividades realizadas estan, la revisidon bibliografica sobre la
tematica, la adquisicion de materiales y equipos, la definicion de protocolos
de laboratorio y campo y la definicion de las normativas de bioseguridad a
emplearse en cada una de las etapas. La recopilacion bibliografica, se rea-
lizo en articulos cientificos y materiales escritos, libros monografias, fuen-
tes de internet, documentacioén oficial del Ministerio del Ambiente.

7.1.4. Aislamiento e identificaciéon de cepas bacterianas

* Muestreo de corte y ripios: Para el efecto se tomaron tres alicuotas
(1kg) de los cortes y ripios de perforacion, impregnados con lodos base
agua, cuyo agente inhibidor es el nitrato de potasio. Las muestras con-
tienen cortes de superficie, parte media y profunda, cuyas caracteris-
ticas son distintas no solo por la distinta composicion de los lodos de
perforacion empleados, sino también, por la naturaleza distinta de las
capas geoldgicas, de las cuales se han extraido. Estos materiales estu-
vieron almacenados en el Campo Bermejo (Sucumbios), durante nueve
meses a la intemperie (figura 7.1.1).
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Figura 7.1.1. Campos petroleros del distrito amazoénico

» Aislamiento e identificacion de cepas: Los microorganismos se ais-
laron de las muestras tomadas en el campo Bermejo, para el efecto
se utilizd Agar nitrato; y para demostrar la reduccién de nitratos por las
bacterias aisladas, se utilizé Caldo nitrato. Para el mantenimiento de las
cepas bacterianas aisladas, se utilizé Agar nutritivo (AN-Merck), y para
la preparacion del inéculo se utilizé Caldo Soya tripticasa Merck. La
identificacién de las bacterias se realiz6 la prueba de Gram y se empled
el reactivo de GRIESS-ILOSVAY y Zinc en polvo, para la identificacidon
de microorganismos reductores de nitrato.

Para evaluar la capacidad de degradar nitratos presentes en los cortes
y ripios de perforacion, se emplearon celdas de plastico con capacidad
para 10kg. Los cortes tenian una concentracion inicial de 45.000ppm.
Se emplearon tres variantes de concentracion de Biosoil 0,5 - 0,25 y
0,125 kg / 10kg de cortes y ripios. Cada una con tres repeticiones, con
un testigo por cada variante, para un total de 17 celdas experimentales.

Se inyectaron en cada unidad experimental un volumen de consorcio
microbiano de 15ml/u con una concentracion de UFCs de 1.8x108 segun
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McFarland. Las muestras fueron incubadas bajo 37°C, durante 21 dias,
periodo de tiempo en el cual, se tomaron siete muestras para el analisis
de nitratos presentes. Cada celda fue cubierta con plastico de polietile-
no, para generar las condiciones anaerdbicas necesarias.

e Control de parametros: La temperatura se mantuvo contante a 37°C,
durante todo el proceso, la humedad del sistema se mantuvo al 60%.
El control de UFCs, se realiz6 por siete veces, en las mismas fechas de
toma de muestras para analisis de nitratos, adicionalmente se midio el
pH y la conductividad de las alicuotas. La determinacion de nitratos se
ejecutd, por el método del acido cromotrépico hach, 1999.

7.1.5 Resultados de Qmax-Ecuador

Las bacterias aisladas fueron identificadas con ayuda de baterias bioqui-
micas API: Pseudomonas stutzeri, Bacillus licheniformis. Pseudomonas
fluorescens, Acinetobacter sp. Pseudomonas stutzeri, es una bacteria des-
nitrificante no fluorescente ampliamente distribuida en el ambiente, se ha
propuesto como organismo modelo para estudios de desnitrificacion. P.
stutzeri pertenece al grupo de Gamma Proteobacterias, sus células tienen
forma bastonada, 1 a 3 um de longitud y 0.5 uym de ancho, y tienen un solo
flagelo polar. Presentan una tincién de Gram negativa, pruebas positivas de
catalasa y oxidasa, y un metabolismo estrictamente respiratorio. Pueden
crecer en almidon y maltosa y tienen una reaccion negativa en las pruebas
de hidrdlisis de arginina dihidrolasa y glucdgeno (Lalucat et al., 2006).

Bacillus licheniformis es una bacteria de tipo Gram positiva, habita en agua
y en suelo, forma esporas. Es un bacilo anaerobio facultativo, Representa
una bacteria de importancia industrial debido al uso comercial y agricola de
algunos de sus productos extracelulares utilizados para la produccién de
enzimas, antibidticos y productos quimicos (Veith et al., 2004). Los conteos
presentaron los siguientes resultados Tabla 7.1.1.
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TIEMPO (horas) 0,5 Kg/UFC 0,25 kg/UFC 0,125 kg/UFC

Al A2 A3 T B1 B2 B3 T c1 c2 c3 T

4 56 52 57 12 48 2 45 9 2 40 3 7
24 650 657 648 1 520 538 532 7 490 498 512 6
72 1368 974 1256 13 960 760 830 8 746 756 724 8
144 1934 1580 1600 10 1156 1430 1014 8 980 1010 974 6
216 2380 1740 2140 12 1637 1650 1760 10 1116 1240 1016 7
288 2600 2080 2400 1 2125 2000 2000 7 1254 1364 1120 6
360 2632 3280 3100 1 2240 2042 1980 7 1625 1628 1482 7
432 3580 3562 3428 13 2204 2011 2012 1804 1710 1690 6
404 3621 3649 3713 16 2100 2084 2016 12 1820 1790 1812 10

Pseudomonas fluorescens es un bacilo Gram negativo, sapréfito, habita en
el suelo y agua. Bacteria que puede crecer aerébicamente, pose flagelos
polares, pigmento fluorescente, puede crecer en un medio mineral con NH,*

y NO, (Rich et al., 2003).

Acinetobacter sp. Las especies de Acinetobacter se encuentran amplia-
mente diseminadas en la naturaleza, siendo el agua y el suelo sus princi-
pales nichos ecoldgicos. Son bacilos cortos Gram negativos (1.5 a 2.5 por
1.0 a 1.5p), son inmoviles y no forman esporas (Bergogne-Bérézin, 1996).

Con los valores logaritmicos se construyeron las curvas de crecimiento mi-
crobiano de cada variante experimental (figura 7.1.2).
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Figura 7.1.2. Curvas de crecimiento microbiano de las unidades experi-
mentales a, b, c. T-testigo

» Tasade crecimiento del consorcio empleado

#:

InN2 — InN1

t2 —tl

p=1In (3621)-In (56) / 21-1
p=8,19- 4,03/20
p=0,208/dia

» Degradacion de nitratos

Se realizaron un total de nueve analisis de concentracion de nitratos en las
celdas experimentales, los mismos que presentaron los siguientes resulta-
dos Tabla 7.1.2.

Tabla 7.1.2. Descenso de la concentracion de nitratos en las unidades ex-
perimentales

TIEMPO 0,5Kg 0,25 kg 0,125 kg
Alppm A2 ppm A3 ppm T1 ppm Bl ppm B2 ppm B3 ppm T2 ppm Clppm C2 ppm C3 ppm T3 ppm

4 45000 45000 45000 45000] 45000 45000 45000 45000 45000 45000 45000 45000
24 12400 12680 13120 44938 28600 27430 28312 44860 37940 38240 38600 44912
72| 10100, 9740 9230 44900 21480 22022 21750 44600 30140 31210 32000 44800
144 8400 8100 7984 44870 18640 18320 18112] 42100 24200 23000 25700 44710
216 4650 8200 8452] 43800 11800 12000 11900 44000 15780 15000 15400 44620
288 3128 5840 5130 43100] 9432] 8980 9024 43999 13500 11980 12600 44320
360 1270 2700] 1830 42700 6348 6238 6113 43910 7960 8260 8480 44010
432 980 870 920 42310 3987 4012] 4322] 43890 7122] 7312] 7200 44100
404] 700) 810) 720) 42000 2340 2120 2280 43800) 6500 6200 6380 44000
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En la figura 7.1.3, se muestra las curvas de descenso de la concentracion
de nitraros promedio comparativas de las unidades experimentales.

REDUCCION DE NO3 COMPARATIVO
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Figura 7.1.3. Curvas comparativas de descenso de nitratos

Como es conocido, la concentracion del sustrato varia en forma inversamen-
te proporcional al crecimiento microbiano. Para evidenciar esta correspon-
diente se construyeron las curvas de cada unidad experimental (figura 7.1.4).

Crecimiento Vs Nitratos A Crecimiento Vs nitratos B
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Figura 7.1.3. Curvas de crecimiento microbiano Vs descenso de la con-
centracion de nitratos
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Los valores de concentracion de nitratos en los testigos varian en forma no
significativa en apenas 400-800 ppm, a expensas de la atenuacién natural.

» Tasade degradacion de nitratos
Lnto _ mMaxBo _ .. |os resultados de célculo se muestran en la tabla 7.1.3.

[ ¥t

Tabla 7.1.3. Variacion de InCo/C en las unidades experimentales

A B C
InCo/C InCo/C InCo/C
0,0 0,0 0,0
1,26 0,47 0,16
1,54 0,73 0,37
1,71 0,90 0,62
1,85 1,33 1,07
2,26 1,59 1,27
3,15 1,98 1,70
3,89 2,39 1,83
4,10 3,00 1,96

K=Y,-Y, I X,— X,

K=4,10-1,26/20

K,= 0,142 ppm/dia
K,= 0,126 ppm/dia
K= 0,090 ppm/dia

TALA DEDEERADACION COMPARATIVA

4 =00

&,000 -

_ﬂr
Lh e /

2, 3
2 15 / —_—
E— e / ) o gl LR ]
z i e

1,200

o /

0%

1 1 B : &

Figura 7.1.4. Tasa de degradacién comparativa
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En la figura 7.1.4, puede observarse las curvas de degradacion compa-
rativas.

* Tiempo de vida media
t =—In (0,5)/k

T,=-In (0,5) /0,142
T,=0,69/0,142

T,= 4,88 dias.

T,= 5,5 dias
T.=7,70 dias

Las mediciones de T, pH y conductividad en todas las unidades experimen-
tales vario de la siguiente manera:

Temperatura, fue de 37°C, La conductividad varié entre 0,98 y 1,46 mS/cm,
en cuanto al pH, vario entre 5,7 y 7,8. La humedad varia entre 47 y 60%.

+ FEficiencia

Cfx100
Yy———
Co

Las eficiencias calculadas para las unidades experimentales son de:

Y= 700 x 100/45000
Y, = 98,35%
Y,=95,01%
Y = 85,87%

7.1.6. Analisis de resultados de Qmax-Ecuador

El consorcio empleado presenta una tasa de crecimiento u de 0,208 UFC/
dia, valor que en comparacion con datos tedéricos de cultivos microbianos
bajo condiciones controladas son relativamente buenos, asi para la des-
nitrificacion se muestran valores de p 0,7 (Rittmann y Garrada de Roda,
2001). Segun otros estudios las tasas llegan hasta valores de 0,95, para la
eliminacion de NO, de aguas residuales (Dapena).
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En relacion con la tasa de desnitrificacion, todas las variantes experimen-
tales cumplen el objetivo de disminuir la concentracion de nitratos en los
cortes y ripios de perforacion, sin embargo, la variante A presenta la mayor
tasa de degradacién de nitratos K=0,142ppm/dia, para la variante B 0,126
ppm/dia y para C un valor de 0,090ppm/dia.

El tiempo de vida media calculado para las celdas experimentales es de
4.8 dias para la variante A. La variante B 5,5 dias y la variante C 7,7dias.
Esto significa que para la eliminacion de NO,, hasta niveles equivalentes
a los encontrados en suelos abonados (239ppm), en la variante A, se re-
quieren un total de 43,2 dias. Para B 49,5 dias y para C 69,3 dias. Estudios
de nutricion edafica con estiércol, muestran concentraciones de NO, en el
suelo de 239 ppm (Salazar-Sosa, 2009), los tubérculos de papa analizados
muestran concentraciones de nitratos de 175 mg/kg, cuyo valor es admisi-
ble ya que la concentracion de nitrato maxima permisible es de 350 mg/kg
en tubérculos frescos, segun la norma de la CE (Comision Europea).

Al trazar las curvas de crecimiento y de descenso de la concentracion de
nitratos, solo la variante A cumple con el modelo tedrico, a partir del dia 18.
En B las curvas se encuentran solo al final del experimento y en C, estas
no se encuentran, sin embargo, las tres cumplen con la relacion de inver-
samente proporcional.

La eficiencia de las tres variantes experimentales es alta, en especial en la
primera con un 98,35%, para la variante B 95,01% y para la variante C una
eficiencia de 85,87%.

* Analisis estadistico de Qmax-Ecuador

El andlisis estadistico muestra que no existen diferencias significativas en-
tre las tres variantes, por cuanto el valor p es igual a 0,27, que es mayor a
0,05; para un nivel de confianza del 95% (tabla 7.1.4).

Como se comprendera, el trabajo se ejecutd con el objetivo fue degradar los
nitratos presentes en los cortes en el menor tiempo posible, con el menor
costo. Como estadisticamente no existen diferencias significativas, para la
fase de campo se escogio a relacion de componentes que menos costos
operativos genera.
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Tabla 7.1.4. Andlisis estadistico

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1l 9 90984,6667 10109,4074 188185780
Columna 2 9 146854 16317,1111 189407440
Columna 3 9 188568 20952 206875492

ANALISIS DE VARIANZA

1de las variana de cuadraados de libertlio de los cua. F Probabilidad /alor critico para F
Entre grupos 532738783 2 266369392 1,36723858  0,273952052 3,402826105
Dentro de lo 4675749700 24 194822904

Total 5208488483 26

* Pruebas de inocuidad de cortes para cultivos

Una interrogante de relevancia planteada por la investigacién fue, ¢ pueden
los cortes y ripios de perforacién tratados, sustentar vida y ser empleados
en calidad de sustrato para siembra de especies forestales, decorativas y
el restablecimiento de espacios afectados por erosion?

En condiciones de laboratorio, se realizaron siembras de plantas de ciclo
corto tales como Raphanus sativus (rabano), Daucus carota (zanahoria),
y Solanum Lycopersicum (tomate). Las semillas se hidrataron durante 24
horas, a 27°C, se sembraron 30 semillas de cada especie. El porcentaje de
germinacion fue del 85%. EI 78% superd los primeros 15 dias de crecimien-
to y un 48,5% llego6 a la madurez.

Con estos resultados, se planificé una modificacion en la formulacién de
BIOSOIL, para las pruebas de campo, que consistio en:

» Cambiar el componente leonardita, por Humatos (sales de aci-
dos humicos y fulvicos de Na y K), en la misma concentracion
establecida para la leonardita.

» Efectuar pruebas con distintas concentraciones de humatos (1.5,
2.0, 2.5, 3.0 veces mas).

* Someter a landfarming, lodos con estas nuevas formulaciones.
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Efectuar pruebas aisladas de solubilidad de humatos, con el pro-
posito de determinar la solubilidad de estos y obtener soluciones
concentradas.

Investigar la estabilidad y la variacion de las propiedades fisicas
en el tiempo y bajo la accion de factores como temperatura y luz.

7.1.7 Fase de campo Bloque Tarapoa

Bloque Tarapoa: Se ubica en la provincia de Sucumbios, noreste de la
Cuenca Oriente, al norte por los campos Cuyabeno y Sanshauari, al sur
por el Bloque 15 (Indillana) y Bloque 12 (Eden-Yuturi), al este por la reserva
faunistica Cuyabeno y al oeste por el Campo Shushufindi. En el Bloque
Tarapoa (Tabla 7.1.5), se encuentran varios campos petroleros, uno de los
cuales es el Capo Fanny.

Tabla 7.1.5. Campos petroleros del Bloque Tarapoa

No | Campos Situacion

1 Aleluya Cerrado

2 Alice Productor/inyector
3 Anne Inyector

4 Chorongo Productor

5 Dorine Productor/inyector
6 Fanny Productor/inyector
7 Isabel Inyector

8 Joan Cerrado

9 Mahogany Cerrado

10 Mariann4A Productor/inyector
11 Mariann Productor/inyector
12 Shirley Productor/inyector
13 Sonia Productor/inyector
14 Tarapoa Productor/inyector
15 Tarapoa Sur Productor/inyector
16 Tucén Productor/inyector
17 Esperanza Productor

Fuente: Departamento de Ingenieria de Exploracion y Desarrollo. Andes
Petroleum Ecuador Ltd.
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El trabajo de campo se realizé en el Pozo Fanny 18B3. EI Campo Fanny
se encuentra en el centro del Bloque Tarapoa y al sur del campo Dorine. El
Pozo Fanny 18B3, se encuentra a 6,82km de la ciudad de Tarapoa (Figura

71.5.). Los trabajos se ejecutaron en una zona

parcialmente inundada,

previamente adquirida por ENCANA, para la implementacién del proyecto.
Para el emplazamiento del area de tratamiento se procedio con el secado
de la zona inundada, con delimitacion del &rea operativa y adecuacion de
una plataforma donde se ubicarian el laboratorio y los tanques de repro-
duccién microbiana, asi como los contenedores para el almacenamiento de
materias primas, herramientas y accesorios.
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Figura 7.1.5. Ubicacion geografica del campo Fanny

Fuente: Departamento de Ingenieria de Exploracion y Desarrollo. Andes Petro-

leum Ecuador Ltd.

» Actividades de esta etapa

Acondicionamiento del area operativa

El acondicionamiento inicid, con el levantamiento de linea base ambiental,
para el estudio de impacto ambiental y su aprobacién por parte de la DINA-

PA.
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Posteriormente se desarrollé el desbroce, limpieza y desecacion del area
inundada. Una de las principales acciones fue la delimitacion del area ope-
rativa y la construccion de la via de acceso adecuada al tipo de vehiculos
y carga.

CONSTRUCCION DE LAS CELDAS

Las celdas se construyeron con las siguientes dimensiones: 50m de largo,
8 m de ancho y 4m de profundidad. La inclinacién de las paredes fue de
75°, cada celda dispuso de una berma perimetral de 50cm de alto y de
50cm de ancho. Las bermas fueron construidas de arcilla compacta y se-
llada con bentonita. De igual forma las paredes y el fondo de las celdas de
tratamiento fueron selladas con bentonita.

Se construyeron un total de cinco piscinas. Las dimensiones de las piscinas
corresponden a la longitud del brazo del retroexcavador 320, que realizé la
mezcla periddica de los cortes y ripios en tratamiento. En el capitulo IV de
metodologias de tratamiento se detallan las caracteristicas de disefio de
las celdas para a metodologia de Landfarming en piscina.

CONSTRUCCION DEL LABORATORIO Y TANQUES DE REPRODUC-
CION MICROBIANA

El laboratorio fue montado en un camper laboratorio adecuado para las
actividades de produccién del consorcio microbiano y analisis de los para-
metros de proceso a ser monitoreados en forma periédica. Se instalaron
tres tanques de 700 bbl para la reproduccion masiva de microorganismos,
los cuales en circuito cerrado se transportaron hasta los tanques desde el
tanque Biorreactor de 1m?3, ubicado dentro de laboratorio.

Para la proliferacion del consorcio microbiano se empleé una mezcla de
melaza, glicerina, y almidén. Cada celda de tratamiento recibié 15L de flui-
do microbiano por m3de cortes y ripios de perforaciéon. Este volumen de
fluido se aplico tres veces durante el tiempo de tratamiento que duro en
promedio 62 dias. Considerando la capacidad de almacenamiento de cada
celda 1600 m3, se requiri6 la produccién de 72.000 L por piscina. Para el to-
tal de las cinco celdas se produjeron 360.000 L. Considerando que un barril
representa 158,99 | y que la capacidad de os tanques fue de 700 bbl, por
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tanque se pudo almacenar y producir 11.1239 L de fluido bacteriano, para
un total de 333.879 L por los tres tanques.

APLICACION DE FLUIDO MICROBIANO A LAS CELDAS DE TRATA-
MIENTO

Con ayuda de un medidor de caudal, y por gravedad se aplicé el fluido
microbiano a las celdas de tratamiento en el volumen determinado por m3.
Para el efecto, cada celda contd con una tuberia perimetral de dos pulga-
das (ubicada en la base de la berma perimetral, para evitar dafios durante
el trabajo de la retroexcavadora), cada 12 m., se instalaron acoples rapidos
gue permitieron conectar mangueras, a través de las cuales se producia la
adicion del fluido microbiano a las celdas de tratamiento. Con la retroexca-
vadora 320, se efectud la mezcla uniforme del fluido con los cortes y ripios
de perforacion.

MEZCLA Y CONTROL DE PARAMETROS DE PROCESO

La mezcla se realizé cada 48 horas, a medida que se adicionaban los cor-
tes a las celdas. Los parametros monitoreados fueron: T, humedad conduc-
tividad, UFC y pH.

La humedad se control6 con ayuda de una retorta de 50g y se mantuvo
dentro del rango de los 60-70%. Este parametro se midi6 cada 72 horas al
igual que el resto de los parametros. La temperatura promedio fue de 21°C,
conductividad de 1,32 mS/cm y el pH de 7,6.

Debido a la adicién periddica de microorganismos (para compensar el au-
mento de cortes y ripios), el numero de UFCs, se mantuvo en valores entre
0,87- 1,2 x10° UFC.

El control de la concentracion de NO,, se monitore6 por cuatro veces du-
rante el tiempo de tratamiento, empleando muestreos por la metodologia
de cuarteo de cada celda y su analisis correspondiente por Método del aci-
do crémico (Hach, 1999). En promedio la concentracion segura de NO,, en
las celdas de tratamiento; se lograron en 60-62 dias.
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CONTROL DE LIXIVIADOS

Para el control de lixiviados, se construyeron pozos de control, siguiendo la
pendiente de la zona y el estudio radio eléctrico de la zona operativa, a una
distancia de 12 metros de las celdas. El control se efectu6 cada cuatro dias.
De cada pozo se tomaron muestras perioddicas de las aguas en las que se
monitorearon, parametros tales como:

» Parametros fisicos. Aspecto, pH, Potencial redox, Conductividad, color,
turbiedad, temperatura, olor.

» Constituyentes organicos. Compuestos organicos, fenoles, DQO, COT,
acidos volatiles, Taninos, ligninas, N- organico, solubles en éter (grasa y
aceite), sustancias activas al azul de metileno.

» Constituyentes inorganicos. Sélidos en suspension, soélidos totales di-
sueltos, solidos volatiles solubles, sdlidos volatiles disueltos, cloruros,
sulfatos, fosfatos, alcalinidad/ acidez, nitratos y nitritos, amoniaco, sodio,
potasio, calcio, magnesio, dureza, metales pesados, selenio y arsénico.

+ Biologicos. DBO,, microorganismos y coliformes.

EVACUACION DE RIPIOS Y CORTES TRATADOS

Una vez que la concentracion de nitratos en los ripios y cortes se reducia
hasta limites seguros, se procedio con la evacuacién de los cortes y ripios
a una zona de disposicion final, dentro del area operativa.

Los cortes se compactaron en capas de 60 cm, conformando terrazas, has-
ta alcanzar una altura de 3,5 m. Las terrazas fueron forestadas con espe-
cies como, Cedrelinga cateniformis (Chuncho), Caryodendron orinocensis
(mani de arbol), Croton lechleri (sangre de drago), Clarisia racemosa (moral
boba), Tabebuia chrysantha (guayacan) Brosimun utile (sande), Trattinickia
glaziovii (copal), Jacaranda copaia (jacaranda), Schizolobium parahybum
(pachaco), Parkia nitida (guarango), Swietenia macrophylla (caoba) y Ca-
rapa guianensis (tangare).

Para proteger la superficie de la erosion se sembrd Arachis pintoi (mani
forrajero), segun fuentes bibliograficas el mani forrajero, contribuye a: rapi-
da degradacién de hojarasca, estimulo de diversidad biolégica del suelo y
mejora la materia organica del suelo (Jgrgensen, 1999).
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» Control de otros aspectos de relevancia para el proceso

Con el propésito de garantizar la estabilidad en las celdas de tratamiento,
se puso a un técnico de la empresa en el taladro, para controlar el proceso
de dewatering (control del porcentaje de humedad de los cortes y ripios),
pH (separacion de los cortes y ripios afectados por las tareas de cementa-
cion, que poseen pH cercanos a 13), presencia de hidrocarburos (separa-
cion de esos cortes y ripios para ser tratados en una celda exclusiva). Para
el efecto se asigno un espacio exclusivo, donde se trataron los materiales
bajo condiciones aerdbicas, mediante la técnica de compostaje, en pilas
cubiertas.

Los cortes mesclados con cemento se emplearon en el adecentamiento
de los caminos de la zona operativa, agregando una mezcla de arena y
cemento para su tendido y fraguado en los caminos. El porcentaje de este
tipo de materiales fue relativamente bajo y no superé el 1,7%.

Otro aspecto para considerar fue la presencia de bloques de material poli-
mérico coagulado (de poliaminas y poliamidas, que son componentes del
lodo de perforacién), que incrementaron sustancialmente la cantidad de
nitrdgeno a ser degradado. Estas aglomeraciones generaron incrementos
localizados del pH, por la generacion de NH,, siendo necesaria la adicion
periddica de Biosoil, para la captacion del amoniaco y su retencion en for-
ma de NH,".

Las frecuentes lluvias de la zona motivaron el bombeo continuo de las
aguas acumuladas en las celdas, para evitar el derrame de estas a los es-
pacios aledafios. Con ayuda de bombas de diésel de 2,5 HP, las aguas se
bombearon a una piscina impermeabilizada con geomembrana construida
en forma continua a las celdas de tratamiento, para su acumulacion, trata-
miento y posterior evacuacién al estero aledafio a la zona operativa.

* Normativas de seguridad y Bioseguridad
En la practica ambiental de Ecuador, no existian a la fecha experiencias
previas de trabajos similares, en consecuencia, ni la autoridad competente

de entonces (aun en la actualidad), ni la empresa operadora, contaban
con una guia de Bioseguridad para este tipo de trabajos a gran escala.
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Toda la informacién existente de bioseguridad se aplica a laboratorios de
microbiologia, centros biomédicos y hospitalarios. Tuvimos que adaptar la
normativa existente a nuestras necesidades de campo. Parte de esa vision
se presenta en el capitulo VI, del presente libro.

A més de las normativas de seguridad industrial y salud ocupacional vigen-
tes en las instalaciones de ENCANA?34, se tuvo que implementar normativas
adicionales de Bioseguridad, aplicables a todo el personal que ingresara
al area operativa en Fanny 18B3. Durante la ejecucion de los trabajos de
remediacion, no se presentd ningln caso de contaminaciéon u enfermedad
laboral asociada a la Biorremediacion. Los trabajos de remediacion de cor-
tes y ripios de perforacion con lodos base agua y KNO,, como agente inhi-
bidor de arcillas, se prolongaron durante varios afios, hasta la compra de la
empresa ENCANA por parte de la empresa china Andes Petroleum.

7.1.8 Resultados de Bloque Tarapoa:

La concentracion de nitratos se redujo hasta niveles seguros en 60 dias
como promedio. ENCANA, pudo eliminar la necesidad de compra o arren-
damiento de tierras para el confinamiento de cortes y ripios de perforacion
en piscinas y redujo los costos de inyeccion de estos en la formacion. El
tratamiento de cortes y ripios permitié la transformacién de estos, en mate-
riales aptos para actividades de reconformacion del paisaje, cubertura de
rellenos sanitarios, base y subbase de carreteras, recuperacion de suelos
afectados por erosion.

Los cortes tratados se emplearon como sustrato para:

» La siembra de especies forestales, propias de la zona, de interés
econémico y ambiental.

* Reduccion del impacto ambiental de la gestion y disposicion final de
los cortes y ripios de perforacién y control exhaustivo de todos los
efluentes del proceso de tratamiento.

* Generacién de una alternativa de gestién y disposicion final de cortes
y ripios de perforacion, sustentable econdmica y ambiental, que me-
jora de la imagen empresarial, como empresa verde.

34 Manual de seguridad y salud ocupacional de ENCANA
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Los servicios de mantenimiento, reparacion y limpieza de tuberia y he-
rramienta de perforacion, asentados en el Distrito amazonico, especifica-
mente en la ciudad de EI Coca, generan residuos complejos que repre-
sentan un peligro potencial para la salud y el ambiente. Componentes de
dichos residuos son: los aceites de corte (taladrinas), aceites y grasas
lubricantes, diésel, gasolina, pinturas, sustancias anticorrosivas, cortes
de perforacion, crudo, 6xidos metélicos, detergentes.

Por iniciativa de la empresa involucrada, se inicio (en noviembre del 2004),
un programa de investigacion para implementar un sistema Integral de
Residuos Industriales generados y acumulados en las operaciones de la
empresa, en tal forma que sus emisiones cumplan los pardmetros de la
legislacion ambiental vigente.

La caracterizacion inicial de los lodos residuales mostré concentraciones
de 97.372,54 TPHs, Pb 778,00 mg/kg; Ni 502,32 mg/kg; Cd 7,20 mg/kg,
y V 3,10 mg/kg. Para su tratamiento se implementé un sistema de Biorre-
mediacion de Landfarming en plataforma cubierta, que permitié en diez
meses degradar los contaminantes hasta niveles seguros. Para validar
los resultados obtenidos se realizaron analisis en los lixiviados con imper-
meabilizacion en la base y sin ella, cuyos resultados confirmaron la efec-
tividad del sistema de tratamiento. En base a estos resultados la empresa
gestiond las ISO 14000 para sus servicios, ademas gand un premio de
calidad ambiental entre todas las filiales a nivel mundial.

Los lodos residuales aceitosos son una mezcla compleja de contaminan-
tes, que se generan en una gran cantidad de procesos como: Tanques de
almacenamiento de crudo, combustéleo, gaséleo. Plantas de tratamiento
de efluentes, en talleres de mantenimiento de vehiculos, lavadoras y vul-
canizadoras. En empresas de servicios petroleros: mantenimiento, repa-
racion y limpieza de tuberia y herramientas de perforacion. Talleres de
mantenimiento de maquinaria industrial.
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Los lodos aceitosos industriales se caracterizan por ser pastosos y de
baja densidad, Insolubles en agua; con alto porcentaje de humedad (fi-
gura 7.2.1) y alto contenido de contaminantes ambientales recalcitrantes;
fuerte olor desagradable (COVs). Estan compuestos por, parafinas, as-
faltenos, agua y material inorganico compuesto por metales pesados y
arenas (silicatos) (Gualoto, 2014).

Landfarming en plataforma. Metodologia de tratamiento biologico de resi-
duos, que se diferencia del sistema de Landfarming tradicional, en que los
residuos no se aplican al suelo, sino que se los tienden en una plataforma
de hormigon, estabilizados con tamices moleculares, material estructu-
rante y materia organica (de rechazo), en la que se ejecutan las operacio-
nes unitarias caracteristicas de Landfarming.®*® La estabilizacion, cambia
las propiedades mecanicas de los residuos, le brindan maniobrabilidad y
evita la migracion de sus componentes al entorno circundante.

7.2.1. Introduccion caso de estudio dos

Por mas de 30 afios las actividades petroleras en el Ecuador han cons-
tituido la fuente de financiamiento mas importante del presupuesto del
estado. Es innegable su importancia en la economia nacional y en los
cambios operados en el desarrollo de las fuerzas productivas, sin embar-
go, también ha generado graves problemas de contaminaciéon ambiental,
pérdida irreversible de especies animales y vegetales, deterioro de las
fuentes de agua y un agresivo proceso de aculturacion de sus comunida-
des nativas.

En este contexto, las actividades de las empresas de servicios petroleros
son muy variadas, asi como los residuos que estos generan y los impac-
tos negativos sobre el ambiente. Este es el caso de las empresas dedica-
das a la prestaciéon de servicios de lavado, mantenimiento, reparacion y
venta de tuberia y maquinaria de perforacion, acantonadas en el distrito
amazonico ecuatoriano, especificamente en la ciudad de El Coca. Una
caracterizacion preliminar de sus residuos nos permitié identificar una
amplia gama de residuos, entre los cuales podemos mencionar: guaipes,
ljadoras, amoladoras, electrodos, lijas, viruta metalica, restos de pintu-
ras, lacas, sustancias anticorrosivas, grasas lubricantes, aceites, diésel,

3% Definicion planteada por el autor
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kerosene, petréleo, cortes de perforacion, 6xidos, aceites de corte (tala-
drinas), guantes, aguas residuales.®

Las taladrinas son emulsiones de aceite y agua. Esta emulsion tiene una
concentracién variable con valores proximos al 5% de aceite y el 95% de
agua, es un producto empleado mayoritariamente en la industria del me-
canizado metalico por sus propiedades lubricantes y refrigerantes. Las
taladrinas optimizan las condiciones fisicoquimicas de la zona de contac-
to entre metales reduciendo la friccion y, con ello, facilitando el acabado
de la superficie metalica y alargando la vida util de la herramienta. Ade-
maés, las taladrinas previenen el sobrecalentamiento de las piezas y la
maquinaria, evacua la viruta resultante y evita el 6xido.

Las taladrinas pueden tener efectos muy negativos sobre el ambiente,
por ser contaminantes que generan riesgos para la salud del operario.
Pueden ocasionar bajo ciertas condiciones efectos negativos sobre la
secuencia de produccién. Son el motivo de costos considerables gastos
de adquisicion, almacenamiento, mantenimiento y eliminacion de resi-
duos.

Son varios los componentes que generan alto riesgo y son considerados
peligrosos, segun El Programa Nacional de Toxicologia USA, 2016, la
dietamina y derivados; Nitrito sodico, alquilfenoles y acido cresilico. Pa-
rafinas cloradas y Biocidas como: Desinfectantes y biocidas en general,
conservantes, pesticidas y otros productos biologicos (PROYECTO Fit-
tema Antena de transferencia de tecnologia)

La vieja practica de emplear una mezcla de diésel con gasolina para
eliminar los restos de crudo de la tuberia y maquinaria de perforacion ha
sido la principal causa de la contaminacion de los suelos y aguas utiliza-
das en las operaciones de lavado. Tanto las aguas, asi como la mezcla
compleja de residuos antes mencionados, no recibian tratamiento ni una
gestion adecuada, y se evacuaban libremente a los patios, alcantarillas
o rellenos municipales. Ante la creciente presion social y la necesidad de
proteger la salud ocupacional de los trabajadores, se emprendioé con un
proyecto de Gestién Integral de Residuos Industriales, cuya parte culmi-
nante fue, la implementacion de un sistema de tratamiento biolégico de

3% Estudio de Impacto Ambiental de las operaciones de Weatherford Ecuador. 2003.
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residuos industriales (lodos), mediante Landfarming en plataforma cu-
bierta, construida dentro de las instalaciones de la empresa objeto de
estudio.

De esta forma se obviaron una serie de trdmites, ante la autoridad ambien-
tal competente, municipalidad y organismos de control, para evacuar los
residuos, para su disposicion final en un relleno o para tratamiento en otro
espacio fuera de las instalaciones de la empresa. La decisién de implemen-
tar un sistema de tratamiento dentro de las instalaciones fue a todas luces
acertada, por cuanto no solo se logré el control y seguimiento efectivo del
tratamiento, sino que, la empresa fue galardonada internacionalmente por
su aportacion a la conservacion de ambiente y por ofertar a sus clientes un
servicio de calidad. Los objetivos planteados para la investigacion fueron:

7.2.2. Objetivo caso de estudio dos

Tratar residuos industriales hidrocarburiferos, mediante la metodologia de
Landfarming en plataforma cubierta in situ.

Los objetivos especificos fueron:

» Identificar los microorganismos capaces de biodegradar una mezcla
compleja de residuos industriales.

» Verificar la posibilidad de emplear residuos organicos de cocina como
fuente de nutrientes (cosustratos) para la biodegradacion de residuos
industriales.

7.2.3. Metodologia caso de estudio dos

Los trabajos dieron inicio el 21 de noviembre del 2004 y culminaron el 23 de
septiembre del 2005. Los lodos residuales obtenidos de las operaciones de
limpieza de canales perimetrales de las naves de trabajo, del tratamiento
de aguas residuales, del lavado de tuberia y herramienta de perforacion,
del sistema de anticorrosion (Chem plate), de lubricacion y pintura a mas
de soldadura, se deshidrataron inicialmente en camas metdlicas. La meto-
dologia empleada en el tratamiento de lodos residuales hidrocarburiferos
fue la de Landfarming en plataforma. Esquematicamente consiste en las
siguientes operaciones:
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» Estabilizacién

Los lodos residuales de las operaciones de limpieza de cisternas, canales
perimetrales de las naves de trabajo, tratamiento de aguas, plataforma de

lavado de tuberia, tiene una consistencia pastosa, con alto contenido de
humedad (figura 7.2.1.).
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Figura 7.2.1. Lodos residuales

La estabilizacion se realiz6 con ayuda de BIOSOIL, producto desarrollado
por el autor para estabilizacion de cortes, ripios y fluidos de perforacion.
Biosoil se adicion6 a razén de 1,5 sacos/ m? de lodos (los sacos de Biosoill
contienen 32kg). Adicionalmente se emplearon 3 kg/m® de cascarilla de
arroz para proveer estructura al lodo, también se adicionaron 2 kg/m? de
viruta, con el mismo propdsito de generar porosidad. Todos estos compo-
nentes fueron mezclados uniformemente y se dispusieron en recipientes de
metal para la siguiente etapa, la deshidrataciéon (Gualoto, 2003).
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* Deshidratacion

Los lodos estabilizados se dejaron a deshidratar durante 5 dias, en tanques
metalicos, (2,5 metros cubicos por tanque, (figura 7.2.2.), que disponian de
un orificio para la evacuacion de la humedad excedente, Los liquidos fue-
ron recolectados y enviados al sistema de tratamiento de agua construido
en la planta.

Figura 7.2.2. Tanques (camas) de deshidratacion

337



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente”
 Maduracién

A medida que se produce la deshidratacion se logra la maduracion del lodo,
esto es, el desarrollo y aclimatacion de la microflora presente en los resi-
duos, como predmbulo para el inicio del proceso natural de biodegradacion.
Adicionalmente, entre los residuos y el material estructurante y tamices mo-
leculares, ocurren reacciones de: Oxido-reduccion, adsorcion, absorcion,
guelacion, intercambio iGnico, neutralizacion, deshidratacion, formacién de
coloides, etc.

* Adicion de materia organica

Como en todo sistema de biorremediacion, fue necesario adicionar perio-
dicamente en calidad de nutrientes, en este trabajo se emplearon residuos
de cocina (restos de hortalizas, alimentos y en especial citricos). La canti-
dad de residuos finamente fragmentada (3-5 cm) fue adicionada a los resi-
duos a razén de 5kg /m3, con una frecuencia semanal. Del total de residuos
organicos aproximadamente el 60% era restos de citricos, en proceso de
degradacion (semifermentados).

* Adicion de tamiz molecular

Con el propdsito de encapsular los metales pesados presentes en los lo-
dos industriales que podrian inhibir la actividad bacteriana, se adicioné a la
mezcla estabilizada y tendida en la plataforma de Landfarming, medio saco
de zeolita (25kg) por m3de residuos. La adicién de zeolitas permitio tam-
bién reducir los malos olores generados por los residuos (Gualoto, 2002).

* Mezclay humectacion

Una vez concluida la maduracién de los residuos y después de haber adi-
cionado nutrientes, se procedié a humectar y mezclar en forma uniforme
todos los residuos. La humectacion se realizo inicialmente con agua limpia,
hasta lograr una humedad equivalente al 60%, mediada con ayuda de una
retorta del tipo empleado para el trabajo con corte de perforacion, para el
efecto se tomé 50g de la muestra y se sometid a calcinado en la retorta.
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» Control de pardmetros de proceso

Los parametros sujetos a control durante el tratamiento de los lodos in-
dustriales residuales fueron: pH, T, Conductividad, TPHs, humedad y otros
exigidos por la ley 1215. Para control interno, se monitoreo semanalmente
la temperatura, pH, conductividad y humedad. El control de los parametros
de proceso se realiz6 cada tres dias, sin embargo, los andlisis de TPHs y
metales pesados se realizaron cada mes y en algunos casos dos veces por
mes (ver tabla 7.2.1.). La temperatura se regulé mediante volteo manual, la
temperatura promedio del sistema de tratamiento fue de 35 °C, con maxi-
mos de 47°C y minimos de 28°C. De igual forma el volteo facilito el airea-
miento del sistema para garantizar las condiciones aerébicas del proceso
de biodegradacion.

+ Aislamiento microbiano

Un gramo de los lodos residuales se diluyé en 9ml de agua destilada y
mediante la metodologia de diluciones (Paulsen et al., 2014), se ejecutaron
siembras en placa, en medio de aguar nutritivo DIFCO. Las pruebas de de-
gradacion se hicieron en medio de agar nutritivo - petréleo (con 1200 ppm).

» Identificacion del pool microbiano

La identificacion morfolégica y bioquimica, se efectué con ayuda de un mi-
croscopio binocular y la prueba de Gram en tanto que la bioquimica me-
diante sistemas de identificacion de bacterias marca Liofilchem®, y el siste-
ma de identificacién STAF SYSTEM 18R.

» Construccién de la plataforma de landfarming

La plataforma de hormigén techada para el tratamiento bioldgico de los lo-
dos residuales; cont6 con un canal lateral para la evacuacion de los lixivia-
dos del proceso y dos tanques de 1 m3de capacidad para la recoleccion de
estos. También fue necesario adecentar toda el area destinada a Landfar-
ming, por cuanto por mas de 12 afios el espacio habia sido utilizado como
basurero del campamento y presentaba grandes cantidades de residuos y
elevados niveles de contaminacion. Asi se reemplazé una capa 1,5 metros
de espesor de un area de 92 m?, con material nuevo y limpio y sobre él se
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construyé la plataforma de Landfarming (figura 7.2.3.). Culminada la cons-
truccion de la plataforma se tendieron los lodos para realizar el tratamiento
biolégico, siguiendo la metodologia sefialada.

Figura 7.2.3. Plataforma de Landfarming

Durante el tratamiento se presentaron algunos problemas ligados al control
de los parametros de proceso, por cuanto el personal de apoyo encargado
de dichas labores no siempre cumplia los cronogramas de humectacion,
aireacion y adicion de nutrientes. Criticos fueron los meses de abril, mayo
y junio del 2005, donde las tasas de degradacion de TPHSs, se redujeron
drasticamente; a consecuencia de una sobre hidratacion del sistema, baja
de temperatura y generacion de condiciones anaerébicas; que posterior-
mente y gracias a un trabajo continuo se logro estabilizar y reiniciar el pro-
ceso bajo condiciones éptimas.

7.2.5. Resultados caso de estudio dos

CARACTERIZACION DE LOS LODOS ACEITOSOS

La caracterizacion de los residuos se realizdé en los laboratorios acredita-
dos de CORPLAB, de la ciudad de Quito. El informe muestra los siguientes

resultados:

» TPHs-97372,54 mg/kg
e Pb-778,00 mg/kg;
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* Ni- 502,32 mg/kg;
e Cd-7,20 mg/kg, y
e V-3,10 mg/kg

MICROORGANISMOS AISLADOS Y EMPLEADOS

El empleo de los sistemas de identificacion Liofilchem®, y el sistema de
identificacion STAF SYSTEM 18R. Permitio identificar con un porcentaje de
confiabilidad del 89%, las siguientes cepas:

* Pseudomona putida,

* Pseudomona aeruginosa,
* Bacillus sp,y

e Mucor sp.

REDUCCION DE TPHS Y METALES PESADOS

En 10 meses de tratamiento se logro reducir la concentracion de TPHs des-
de 97.372,54 ppm, hasta 3.765,76 ppm, valor que esta dentro de la norma
establecida en la ley 1215 para las Operaciones Hidrocarburiferas, para
suelos uso industrial de <4000 ppm (figura 7.2.4.). Los resultados globales
del trabajo se pueden visualizar en la tabla 7.2.1.

Si bien la Normativa 1215 para remediacion de suelos no exige la evalua-
cion de vanadio, a peticion del cliente se efectuaron mediciones de este
metal pesado.

Los metales pesados como el plomo variaron de 778 ppm hasta un valor de
502,32, que es ligeramente superior a la normativa ambiental, que estable-
ce valores de < 500ppm (figura 7.2.5.).

El Ni varié de 389 ppm hasta 98,01 ppm, que es menor al limite permitido
equivalente a < 100ppm (figura 7.2.6.).

El Cd a su vez vari6 de 7,20 a 1,78 ppm, valor que es menor al limite per-
mitido, equivalente a <10ppm (figura 7.2.7.). El vanadio 3,10 ppm, no sufrié
cambio alguno durante todo el proceso (segun la 1215 del RAHOE, de be
ser <1ppm).
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La tabla 7.2.1. muestra que los valores de TPHs descienden sensiblemen-
te, correspondiendo la mayor tasa de descenso a los cinco primeros meses
del proceso de tratamiento. Los resultados obtenidos del Ni y Pb muestran
un comportamiento inusual. La curva de descenso de la concentracion de
TPHs se observa en la figura 7.2.4.

Tabla 7.2.1. Resultados de analisis de TPHs en base a 1215 del RAHOE

Fecha TPHs Unidad Pb Ni Cd
21/11/2004 ppm 756,00 337 5,09
97.372,54
09/12/2004 71.207,47 ppm 778,00 270,00 7,06
30/01/2005 47.396,59 ppm 759,00 389,00 7,20
15/02/2005 35.282,36 ppm 710,00 350,00 3,43
07/03/2005 25.524,79 ppm 630,05 204,58 4,04
22/03/2005 24.595,67 ppm 712,00 288,90 4,68
06/04/2005 19.887,92 ppm 739,60 307,80 6,36
25/04/2005 15.596,00 ppm 635,00 373,90 3,54
16/05/2005 15.229,38 ppm 636,89 296,61 2,65
02/06/2005 14.562,03 ppm 661,00 160,83 5,76
21/06/2005 14.311,68 ppm 653,00 284,80 4,28
15/07/2005 8.654,12 ppm 610,02 142,02 3,15
08/08/2005 6.231,04 ppm 578,00 103,20 2,12
03/09/2005 3.765,76 ppm 502,32 98,01 1,78
Disminucion de TPHs Vs Tiempo
120.000,00
100.000,00
g 80.000,00
(=%
@ 60.000,00 _
E i Seriesl
" 40.000,00
20.000,00
0,00

1234567 8 91011121314
Figura 7.2.4. Variacion de TPHs vs tiempo (dias)
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La temperatura promedio del tratamiento oscilé entre 35 y 47°C, mientras
gue la humedad vario entre el 55 y el 60%.

Variacion de Pb
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t 400
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Figura 7.2.5. Variacién de Pb vs tiempo (dias)
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Figura 7.2.6. Variacion del Ni vs tiempo (dias)
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Variacion del Cd
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Figura 7.2.8. Variacion del Cd vs tiempo (dias)

Concentracion en ppm
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Para normalizar las curvas, empleandoos valores logaritmicos de las con-
centraciones obtenidas tenemos los siguientes graficos (figura 7.2.9.).

Variacion de la concentracion de
contaminantes Vs tiempo (dias)

14,0
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10,0 | :
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Figura 7.2.9. Variacion concentracion contaminnates vs tiempo (dias)
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TASA DE DEGRADACION DE TPHS (K)

ILnCo _ mMax. Bo
C Yt

Los calculos de la tasa de degradacion se muestran en la tabla 7.2.2.

=kt

Tabla 7.2.2. Céalculo de InCo/C

Fecha 1 2 3 4 5 6 7
InCo/C 0,0 0,313 0,720 1,015 1,339 1,376 | 1,588
Fecha 8 9 10 11 12 13 14
InCo/C 1,832 1,855 1,900 1,917 2,421 2,749 | 3,253

K=Y,-Y, I X,—X,
K= 0,00983 ppm/dia

El tiempo de vida media calculado de los TPHs
t =—In(0,5)/k

T=70,5 dias

La eficiencia en 10 meses de trataiento.
Y=96,13%

7.2.6. Andlisis y discusion de resultados caso de estudio dos

Las cepas identificadas se adicionaron al sistema de tratamiento una sola
vez, arazon de 1 litro/m3. No se estim6 necesaria la adicion continua de mi-
croorganismos (Bioaumentacion), por cuanto estos se hallaban presentes
en los residuos en tratamiento y ademas porque, las cepas de Penicillum y
Aspergillum se adicionaban semanalmente con los restos de citricos. Otra
razon para no reproducir masivamente las bacterias, en especial Pseu-
domona aeruginosa, es su patogenicidad para el hombre. Adicionalmente
en el tratamiento, se emplearon sepas de Mucor, Aspergillus y Penicillum,
obtenidas espontaneamente a partir de residuos.
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Las fuentes bibliograficas consultadas sobre residuos de taladrinas, sena-
lan la presencia natural del género Pseudomonas (Velmurugan et al., 2015).
La capacidad de Pseudomona putida para degradar hidrocarburos es bien
conocida asi lo certifican varios autores (Vinothini et al., 2015; Tahseen et
al., 2019) Mucor es una especie ampliamente empleada en la degradacién
de hidrocarburos, con altos rendimientos (Dirisu et al., 2018; Chukwura et
al., 2016; Nrior and Jirigwa, 2017).

Los resultados de la degradacion de TPHs, son buenos pese al tiempo
prolongado de tratamiento, que se debio a la falta de un seguimiento conti-
nuo del proceso, que motivo la incorporacion de un tesista de pregrado. Se
paso de 97.372,54 ppm a 3.765,76 ppm que es un valor inferior al limite de
concentracion establecido en la legislacion del ramo (1215 RAHOE), que
para suelos uso industrial, exije valores menores a 4.000 ppm.

El tiempo de vida media calculado del residuo es equivalente fue de 70,5
dias, esto sgnifica que para el décimo mes, se deberia contar con una con-
centracion residual de TPHs de 3.042,89 ppm, valor que es cercano al ob-
tenido mediante los calculos a partir de los analisis de laboratorio (3.765,76
ppm), con la diferencia que el calculo dice que para llegar a esa concentra-
cion, se requierne 352,5 dias, frente a los 300 dias practicos empleados.

En cuanto a los metales pesados, es necesario aclarar que, las metodo-
logias de andlisis empleadas en esos afios, eran extractivas. En vista que
la estrategia empleada de eliminacién de metales pesados fue la de ad-
sorcion, con el empleo de zeolita y tamices moleculares (Szostak, 1992)
resulté que aparentemente no se habia cumplido con uno de los objetivos
planteados en el trabajo para el cliente. Por esta razon, se realizaron ana-
lisis en los lixiviados, para evidenciar que la metodologia usada para meta-
les pesados era correcta y eficiente.

A peticidon de la autoridad competente (Direccién ambienta del Municipio
de El Coca- Orellana), se ejecutaron pruebas adicionales de lixiviacion
con y sin impermeabilizacidon de la base (Ay B, respectivamente) con siete
muestras de lodos tratados. Los resultados confirmaron nuestras espectati-
vas en relacion a la eficiencia de los tamices para retener metales pesados
(tabla 7.2.3)
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Tabla 7.2.3. Valores de pH, conductividad, TPHs y metales pesados en los

lixiviados
LIMITE LIMITE
PARAME- .
Unidad | Il 1l \Y \Y \Y! VIIl | PERMISI- = PERMISI-
TROS
BLEA BLE B
Potencial
o 7,71 7,56 | 8,08 7,77 | 8,08 | 853 | 7,49 6-9 4-12
Eléctrico
Conductivi-
o pS/cm 833 1295 | 977 981 486 1039 | 359 4000 8000
dad eléctrica
Bario Mg/L <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 <5 <10
Cadmio Mg/L 0,038 | 0,11 0,04 | 0,031 0,032 | 0,083 | 0,01 <0,05 <0,5
Cromo Total Mg/L <0,10 | <0,10 | <0,10 | <0,10 | <0,10 | <0,10 | <0,10 <1,0 <10
Vanadio Mg/L <0,40 | <0,40 | <0,40 | <0,40 @ <0,40 | <0,40 | <0,40 <0,2 <2
TPH Mg/L 1,18 0,24 0,38 | 0,34 0,24 0,16 @ 0,14 <1 <50

Esta vez el vanadio experimento variacion positiva y cumplié las exigencias
de la ley 1215. Sin embargo; los lodos residuales tratados, no pudieron
ser evacuados a un relleno sanitario como inicialmente se plante6; si no,
en jardineras que se construyeron dentro de las instalaciones de la planta
(figura 7.2.10.).

Figura 7.2.10. Jardinera construida para la evacuacion de lodos tratados
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Parte de los lodos residuales se depositaron en jardineras frente al casino
de la empresa y en ella se obtuvieron cosechas de sandias, tomates y pe-
pinillos (figura 7.2.11.).

Figura 7.2.11. Producto de jardinera a) Pepinillos del mercado y b) Sandia

Ante la preocupacion de que los metales pesados, pudieran haber acu-
mulado en ellos y a peticion de las autoridades ambientales municipales;
una muestra de pepinillos se envio al laboratorio para su andlisis. La tabla
7.2.4., muestra los resultados obtenidos.

Tabla 7.2.4. Resultados del analisis de pepinillos cultivados sobre lodos
tratados, (Lépez 2005)

Metales UNIDAD B377 (mercado) B378 (tratamiento)
Cadmio ppm <0,05 <0,05

Niquel ppm <0,45 <0,45

Plomo ppm <7,5 <7,5

7.2.7. Conclusiones caso estudio dos

Pseudomona putida, Pseudomona aeruginosa, Bacillus sp, Mucor sp, As-
pergillum sp. y Penicillum sp., son microorganismos idéneos para el trata-
miento de residuos industriales hidrocarburiferos.

Los residuos organicos derivados de las actividades domésticas de prepa-

racion de alimentos son un material idoneo en calidad de cosustrato, para
la remediacién de lodos residuales industriales aceitosos.
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Mucor Penicillum y Aspergillum capaces de romper moléculas aromaticas y
preparar el camino para las bacterias.

La técnica de Landfarming en Plataforma cubierta es idénea para la biorre-
mediacién de lodos industriales hidrocarburiferos.

No existen sintomas de toxicidad vegetal ni presencia de metales pesados
en las hortalizas en cantidades que puedan considerarse toxicas.

La cantidad de metales pesados encontrada no es superior a la cantidad de
esos metales en pepinillos comercializados en los mercados.

El proceso se puede acelerar mediante el aislamiento, produccion e intro-
duccion masiva de microorganismos (bioaumentacion).
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7.3.1. Antecedentes

Las operaciones de las plantas ensambladora de vehiculos en el Ecuador,
generan un conjunto complejo de residuos compuesto principalmente por
residuos de lacas, pinturas, anticorrosivos, grasas lubricantes, aceites, lo-
dos del tratamiento quimico de aguas residuales, herrumbre, detergentes y
esquirlas metalicas. La estrategia de gestion de dichos residuos ha sido por
muchos afnos, el confinamiento en vertederos municipales con altos riesgos
ambientales y la incineracion en cementeras, con altos costos operativos.

Una planta ensambladora de Quito Ecuador, aporté con sus lodos resi-
duales que constituyeron la materia prima del presente trabajo. La investi-
gacion se inicié en octubre del 2008 y culminé en febrero del 2009, con el
propésito de disponer de un procedimiento técnico metodoldgico eficiente,
para resolver el problema de los lodos industriales del sector automotriz.
Los lodos residuales investigados tenian una concentracion inicial de TPHs
32,88ppm; Ni 37,21 ppm; Pb 53,58 ppm; Zn 77,00 ppm, Cd 4,16 ppm; CN
0,015 ppm, Cr VI 0,081 y Cu 0,162 ppm. Se implementd un sistema de
Biorremediacién en bandejas de 10 kg (mesocosmos), que permitié en 90
dias degradar los contaminantes hasta niveles seguros. Para la eliminacién
de metales pesados, se emplearon tamices moleculares (Biosoil, puzolana,
zeolita), cuya idoneidad se prob6o mediante distintas combinaciones. Sus
resultados se incluyen en los calculos de cinética de la investigacion.

7.3.2. Introduccioén

El crecimiento del parque automotor en el Ecuador y en los paises de la
subregion ha sido vertiginoso, debido principalmente a la variada oferta de
vehiculos en calidad y precios, la lucha por los mercados ha estimulado
la baja en los costos y la ampliacion de facilidades para la adquisicion de
automotores nuevos o usados.

Ecuador no ha sido ajeno a esta tendencia, razén por la gue en ensamblaje

de autos se ha constituido en una importante fuente de recursos y motor
econdomico a nivel nacional. Sin embargo, su aporte dentro del producto
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interno bruto para el ano 2007 fue relativamente bajo (0,16%), debido en
gran medida al grado de comercializacion interna de equipos de transporte
importados.

Segun el Banco Central del Ecuador, el sector automotriz generé un valor
agregado de 36,2 millones de dolares para el 2007 (figura 7.3.1.), lo que
represent6 una tasa de crecimiento de 11,76% con respecto al 2006 (Ca-
rrillo, 2009).
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Fuente: Banco Central del Ecuador, Cuentas Nacionales Anuales

Figura 7. 3.1. Valor Agregado Bruto de la industria de fabricacion de equipos de trans-
porte en millones de délares y como porcentaje del PIB. 1993 — 2007

Por otro lado, este crecimiento del parque automotor también incrementa
el volumen de residuos generados en el proceso de ensamblaje vehicular.
La problematica se profundiza debido a la falta de metodologias ambien-
talmente eficientes que permitan la gestion segura de sus residuos. Por un
lado, esta la contaminacién ambiental y riesgos a la salud publica que pro-
ducen y, por otro lado, los elevados costos de su gestidon mediante confina-
miento o incineracién. En este contexto, la posibilidad de brindar al sector
automotriz una alternativa eficiente y de bajo costo para la gestion de sus
residuos, constituye una gran oportunidad para estimular la investigacion
biotecnoldgica, en busca de soluciones no solo para el sector automotriz,
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sino también de otras industrias afines cuyos residuos tienen caracteristi-
cas similares a las descritas.

La caracterizacion de los lodos de la planta de tratamiento de aguas resi-
duales de la ensambladora nos permitié conocer que los TPHs, no cons-
tituian un problema ambiental, por cuanto sus valores estaban muy por
debajo de los limites establecidos por la legislacion ambiental ecuatoriana.
Sin embargo, la concentracion de metales pesados constituia un problema
ambiental de consideracion, por cuanto sus valores superaban ampliamen-
te los limites de nuestra legislacion para el sector automotriz. Si tomamos
en cuenta la cantidad de lodos residuales generados por la empresa men-
sualmente, el problema se hace mayor ya que la ensambladora produce
320 toneladas mensuales.

El sistema de recoleccion municipal de residuos se niega a recibir los lodos
en el relleno sanitario, porque no existen fosas especializadas para confinar
dichos residuos. Incinerar los residuos resulta extremadamente costoso, a
razon de 750 USD/ tonelada, esto hace insostenible la incineracion y nece-
saria la busqueda de alternativas de gestion, eficientes y de menor costo.
Para el sector automotriz es fundamental el cumplir con el nuevo marco
legal establecido por la Ordenanza Ambiental 213 del DMQ, que obliga a
toda industria a tratar sus residuos antes de evacuarlos al ambiente.

7.3.3. Objetivos caso estudio tres

Demostrar que los lodos residuales del sector automotriz pueden ser trata-
dos eficientemente por métodos biolégicos.

Objetivos especificos caso estudio tres
» Identificar los microorganismos capaces de biodegradar una mezcla
compleja de residuos industriales.

» Demostrar la eficiencia de tamices moleculares para inmovilizar y en-
capsular metales pesados.
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7.3.4. Metodologia caso estudio tres

La metodologia empleada en el tratamiento de lodos residuales de la indus-
tria automotriz fue la de terrarios (bandejas). Esquematicamente consiste
en las siguientes operaciones (Gualoto, 2003).

* Preparacion de la muestra

 Estabilizacion

» Hidratacion

 Adicion de nutrientes

» Aislamiento e identificacion de microorganismos
* Adicion del pool microbiano

» Control de parametros de proceso

* Preparacion de la muestra

Figura 7.3.2. Celda experimental con lodos estabilizados
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Debido a que los lodos que salen de la planta de tratamiento de aguas re-
siduales poseen apenas un 12% humedad y de que los lodos acumulados
estaban practicamente secos, debimos romper los fragmentos con ayuda
de un martillo, en tal forma que se obtuvieran particulas finas aptas para
iniciar el trabajo de remediacion. Parte del material se trituré con ayuda
de un mortero de porcelana. Una vez triturados los lodos se sometieron a
estabilizacion.

» Disefio de las celdas experimentales

Las celdas empleadas para el tratamiento de suelos contaminados elegidas
fueron de plastico de 40 x 25 cm, un total de 12 (figura 7.3.2.), a las cuales
se les practicé perforaciones en la base para la evacuaciéon de lixiviados.
Las celdas se dispusieron en repisas con una inclinacion de dos grados,
para garantizar la evacuacion de los excedentes de humedad.

» Composicion de las celdas experimentales

Las bandejas experimentales contenian, lodos industriales homogeneiza-
dos y estabilizados con los materiales seleccionados, tales como: Biosoil,

puzolanas, zeolita, materia organica y pool microbiano (tabla 7.3.1.).

Tabla 7.3.1. Composicion de las celdas experimentales

Materia

Lodos Biosoil | Agua Puzolana Zeolita . M/o
Celda Orgénica

(kg) 9) (ml) 9) (9) K (ml)

(kg)

1 10 100 250 100 20 1 35
2 10 150 250 150 20 1 35
3 10 200 250 200 20 1 35
Tres repeticiones por variante
Control | 10 100 250 100 20 1 0
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Tres repeticiones y un testigo por variante, sin bacterias. En calidad de ma-
teria organica, se empleo residuos de citricos: naranja, liméon y mandarina,
fragmentados a un tamafio medio de 3-5 cm. Las operaciones unitarias
implementadas fueron las siguientes (Gualoto. 2002)

+ Estabilizacién

Inicialmente los lodos de la ensambladora fueron estabilizados en relacion
con el pH, que presentaba valores de 13. Para eso se empleo una solucion
1M de H,SO, en un volumen equivalente a 5 cm?para los 40 kg de lodos.
De esta forma se logré bajar el pH hasta 7,5. Posteriormente de adicioné
material esponjante, y tamices moleculares para encapsular metales pe-
sados presentes en la solucion del suelo y facilitar el tratamiento biolégico.
Todos los residuos deben ser previamente estabilizados antes de ser so-
metidos a degradacion, en especial los residuos peligrosos (La Grega et
al., 1998; Levin et al., 1997).

* Hidratacién

Los lodos industriales dispuestos en las bandejas se hidrataron con agua
destilada durante 72 horas, tiempo después del cual, los lodos disponian
de un nivel de humedad adecuado para el inicio de la biorremediacion,
equivalente al 56% de humedad (medido con ayuda de una retorta de 509).

e Adicién de nutrientes

En cada celda experimental se adiciono 1kg de residuos organicos vege-
tales compuestos de citricos desmenuzados para incrementar la superficie
de contacto y mejorar la asimilacion microbiana. La adicién de restos de
citricos permite incorporar al sistema de tratamiento ingentes cantidades
de Penicillum y Aspergillum, necesarios para las primeras etapas de biode-
gradacion de compuestos aromaticos presentes en los lodos residuales. La
adicion de NPK es una etapa importante asi lo asevera Eweis et al., (1999)

» Aislamiento e identificacion de microorganismos

Los residuos viejos, generalmente disponen de microorganismos autocto-
nos adaptados al medio y con capacidad de emplear los residuos en calidad
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de fuente de carbono, por esta razon realizamos siembras de los residuos
en busca de microorganismos, mediante la técnica de diluciones (Cappuc-
cino and Welsh, 2018). Con este propdsito se utilizd6 un medio de cultivo
compuesto de: Peptona de carne 5g, extracto de carne 3g; agar- agar 12 g
y NaCl 5 g (Difco agar). Veinte gramos de dicha mezcla se diluyeron en un
litro de agua destilada que posteriormente se esterilizd para en ella realizar
la siembra.

Las colonias encontradas se sometieron a identificacion morfolégica, y
pruebas bioquimicas basicas para su identificacion presuntiva. Para la
identificacién bioquimica se enviaron al laboratorio de la Pontificia Univer-
sidad Catolica CESAC.

* Preparacion del extracto de adaptacion

Se prepar6 una mezcla de lodos industriales, Biosoil, puzolana, zeolitas en
una proporcion similar a la variante 1, en agua destilada. Se dej6 reposar
durante 24 horas para obtener un extracto que contenga todos los com-
ponentes que tendran las celdas de tratamiento, en cantidades pequenias,
gue permita a los microorganismos adaptarse.

Posteriormente se sometié a autoclavado, para dejar reposar por otras 24
horas, con esta operacién se elimind la influencia de cualquier microorga-
nismo que estuviere presente en los componentes de la mezcla. Finalmen-
te se extrajo el sobrenadante y con él se elaboré el caldo de inoculacion,
adicionando melaza y humato +7plus con microelementos en calidad de
activador microbiano.

» Elaboracion del pool microbiano

Con las cepas aisladas, se prepard una suspension de 2x10® UFCs/ml,
tomando como referencia el nefelometro de Macfarlan. La suspension se
prepard en agua destilada. Todas las suspensiones se adicionan al caldo
de inoculacion. Seguidamente se procedio a la incubacion de la mezcla
durante 4 horas, en un termostato a 37°C, para lograr un tiempo de adap-
tacion y determinar el numero de UFCs iniciales.
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» Adicién del pool microbiano

En cada celda experimental se adicionaron, dos veces por mes en un vo-
lumen de 35 ml de pool microbiano, con ayuda de una pipeta estéril. Una
vez adicionado el pool, la bandeja se sometia a mezcla concienzuda, para
distribuir los microorganismos en todo el volumen de residuos.

» Control de pardmetros
Recuento microbiano: Los recuentos de UFCs en placa de agar nutritivo,

fueron efectuados desde el 3 de octubre del 2008 hasta 15 de febrero del
2009 por diez ocasiones.

Humedad y otros pardmetros: La humedad de las unidades experimentales
se midio en promedio dos veces por mes, al igual que la temperatura, pH,
conductividad

Nutrientes: Se adicioné nutrientes organicos (residuos de citricos), cada
15 dias, 1 kg por cada 10 kg de lodos. La humectacion se efectué con 300
ml de soluciones de humato 7plus al 0,01%, esta solucion aportdé con mi-
croelementos como; Mn, B, Cu, Co, Zn, Mo, Fe, a mas de silicio soluble.

Aireacion: Las condiciones aerobicas del sistema de tratamiento se lo-
graron mediante volteo manual de los lodos en tratamiento una vez por
semana.

Descenso de metales pesados Este parametro se monitore6 mediante ana-
lisis de adsorcion atomica en el laboratorio ambiental certificado Ancy de la
ciudad de Quito.

7.3.5. Resultados y discusién
Caracterizacion

La caracterizacion inicial de los residuos de la planta de tratamiento de
aguas industriales del sector automotriz se puede ver en la tabla 7.3.2.
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Tabla 7.3.2. Caracterizacion de los lodos residuales

PARAMETRO Ppm
Cd 4,160

Ni 37,210

Pb 53,580

Zn 77,000

Cu 0,162

Cr (VI) 0,081
Fenoles 0,012
TPHs 32,880

CN total 0,015

» Identificacion de microorganismos

Las colonias encontradas e identificadas fueron: Pseudomona putida,
Pseudomona sp, Bacillus cereus y Rhodococcus sp.

Adicionalmente en el tratamiento, se emplearon sepas de Aspergillum y
Penicillum y Mucor, obtenidas espontaneamente a partir de residuos de
citricos y pan en descomposicion, que se adicionaron al sistema de trata-
miento en calidad de nutrientes.

» Control de parametros

Temperatura. La temperatura vari6 ampliamente ya que las condiciones
ambientales de la ciudad de Quito no fueron favorables para el proceso, va-
ri6 de 8°C a 27°C. Pese a esta variacion significativa entre el dia y la noche
los indices de degradacién fueron buenos.

Conteo de UFCs. Los resultados de los conteos de UFCs de las unidades
experimentales se observa en la tabla 7.3.3 y en la figura 7.3.3., que mues-
tran las curvas de crecimiento.
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Tabla 7.3.3. Resultados del conteo de UFCs.

Tiempo | A In B In C In
(dias)
1 357,33 5,879 378,00 5,935 201,33 5,305
10 7406666,67 15,818 | 5.440.000,00 15,509 | 853.333,33 13,657
20 10073333,33 | 16,125 | 15.733.333,33 16,571 | 1.673.333,33 | 14,330
30 22006666,67 | 16,907 | 36.733.333,33 17,419 | 2.553.333,33 | 14,753
40 34953333,33 | 17,370 | 75.833.333,33 18,144 | 3.693.333,33 | 15,122
50 49900000,00 |17,726 4 122.566.666,67 | 18,624 | 5.306.666,67 | 15,484
60 65766666,67 | 18,002 | 137.400.000,00 | 18,738 | 5.883.333,33 | 15,588
70 75200000,00 | 18,136 | 140.733.333,33 | 18,762 | 6.266.666,67 | 15,651
80 84720000,00 | 18,255 | 152.333.333,33 | 18,842 6.674.466,67 | 15,714
90 91533333,33 | 18,332 | 120.433.333,33 | 18,607 | 6.946.666,67 | 15,754
Curvas de crecimiento comparativos
20,000
18,000
16,000 f-r"""—l—l'_ﬁ ——n
14,000
o 12,000 I}{ —=8
S 10,000 —ir—C
= 8,000 T1
6,000 T2
4,000 P
2,000 W
0,000
1 2 3 4 5 B 7 B 10

Figura 7.3.3. Curva de crecimiento comparativa

Las curvas de crecimiento son cercanas a las ideales en las tres variantes
experimentales, siendo la curva de la variante B la mejor.

TASA DE CRECIMIENTO DEL CONSORCIO.

Para el célculo de la tasa de crecimiento del consorcio, se empleo el conteo
a las 4h y las 24 horas de cultivo:
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i

u=In (365)-In (14) / 24-4

_ InN2 — InN1

t2 —tl

b= 0,019

Este valor es bajo en comparacion con la mayoria de los datos tedricos
que presentan valores cercanos a 0,7- 0,8 (Rittmann y Garralda de Roda,

2001).

VARIACION DE LA CONCENTRACION DE METALES PESADOS

Los analisis realizados en el laboratorio ambiental certificado presentaron
los siguientes resultados (tabla 7.3.4.).

Tabla 7.3.4. Variacion de la concentracion de metales pesados (se presen-

tan los valores promedio)

Tiempo

0

30
60
90

0

30
60
90

0

30
60
90

En las figuras 7.3.4; 7.3.5 y 7.3.6; se muestran las curvas de descenso de

A (ppm)
Cd

4,16
1,45
0,97
0,83

B (pm)
4,16
0,1

0,11
0,01

C (ppm)
4,16
3,24
2,98
3,16

Cu
0,162
0,154
0,121
0,09

0,162
0,03
0,05
0,01

0,162
0,142
0,138
0,136

Cr

0,081
0,075
0,078
0,081

0,81
0,05
0,05
0,05

0,081
0,081
0,081
0,081

la concentracion de contaminantes.
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Ni

37,21
28,68
37,21
37,21

37,21
15,51
10,7
9,75

37,21
37,14
26,98
18,24

Pb
53,58
32,64
18,72
3,78

53,58
7,26
0,4
0,4

53,58
43,67
39,92
32,65

Zn
77,0
68,13
51,16
49,35

77,0

53,68
41,68
30,33

77,0

54,21
43,28
55,22
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Figura 7.3.4. Curvas de descenso de la concentracion de Cd y Cu en las tres uni-
dades experimentales
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Figura 7.3.5. Curvas de descenso de la concentracion de Cr y Ni en las tres uni-
dades experimentales
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Figura 7.3.6. Curvas de descenso de la concentracion de Pb y Zn en las tres uni-
dades experimentales

Con todos los metales pesados, la variante B, muestra los mejores resul-
tados, en tanto que la variante C, muestra los resultados menos efectivos.
En relacion con el Pb, no existe diferencia significativa entre la celda expe-
rimental Ay B. En tanto que, con el Ni, no existen diferencias significativas
entre las tres celdas experimentales. Con el Cd, Cu, Cr; la celda B muestra
mejores resultados que las otras dos celdas.
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TASA DE DEGRADACION

Para el célculo de la tasa de eliminacién se emplea la ecuacién modificada
de Monod.

LnCo _ mMax.Bo

= = kt
[ F=t

Lnlo — Kt
=

K=Y,-Y, I X, X,

Los valores obtenidos se muestran en la figura 7.3.7.

K comparativo

0,035

0,03

0,025

0,02
mA

0,015 mB

0,01

0,005 I
0

cd Cu Cr Ni Pb Zn

-0,005

Figura 7.3.7. K comparativo de las unidades experimentales

Las tasas de eliminacion muestran que la celda A presenta para el Pb, una
tasa 0,024 ppm/dia, en tanto que, frente a los otros metales testeados, su
tasa K varia entre 0,006 y 0,003ppm/dia.

La variante experimental B, presenta valores de K elevados en Pb y Cd
(0,032 y 0,025 respectivamente), en tanto que, con Cu, Ni y Zn (0,012-
0,005 y 0,0064 ppm/dia respectivamente). Ninguna de las variantes se
mostré efectiva con el Cr.
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EFICIENCIA

Eficiencia comparativa en %

100

80

60

20 —

cd Cu cr Ni Ph n

Figura 7.3.8. Porcentajes de eficiencia comparativos

El calculo del Porcentaje de eficiencia (figura 7.3.8.), de la variante B, mues-
tra valores superiores al 90% con el Cd, Cuy Pb, con el Niy Zn entre 70 y
60% respectivamente, con apenas un 38% con el Cr. La variante A muestra
un 80% con Cd y 92% con el Pb, con el Cu 44% y 31% con el Zn y apenas
un 6% con el Cr, en tanto que con el Ni no muestra eficiencia alguna. La
variante experimental C, presenta un valor del 51% con el Ni, 39 con el Pb
y 28% con el Zn, en tanto que con Cd 24%, 16% con el Cu 'y 0% con el Cr.

EFECTIVIDAD DEL SISTEMA

El sistema de tratamiento es altamente efectivo para encapsular plomo
(99,2%), cadmio (99,7%), cianuro (93,3%), cobre (93,8%), niquel (73,79%),
zinc (60,6%) y cromo VI (38,27%). Los resultados, confirman la capacidad
de los tamices moleculares como las Zeolitas, puzolanas y Biosoil, para
adsorber metales pesados. (Erdem et al., 2004)

TPHs y fenoles.

En cuanto a TPHs y fenoles se obtuvieron los siguientes resultados
Considerando una cinética de primer orden

In Co/C = kt
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TPH: 32,880 (0 dias) - 20,27 (30 dias) - 19,22 (60 dias) - 11,73 (90 dias)

In 32,88 / 20,27 = 0,48
In 32,88 /19,22 = 0,53
In 32,88 /11,73 = 1,03

Pendiente =YY / X, =X,
K=1,03-0,48/1-90
K=0,55/89
K= 10,0061

Este valor sefiala que cada dia desaparece 0,0061 partes de contaminante.

El tiempo de vida media de estos residuos es:
t=-In (0.5) / 0,0061

t= 0.693/0,0061

t= 113,6 /dias

Cabe sefialar que los lodos industriales de la planta ensambladora no tie-
nen problemas con los TPHSs, sin embargo, la metodologia se muestra
eficiente para degradarlos. El tiempo de vida media seria de 3,7 meses.

La concentracion de TPHs varié en promedio de 32,88ppm hasta 11,73ppm.
Esto pone en evidencia la accion conjunta de los microorganismos aisla-
dos, Pseudomona putida, Pseudomona sp, Bacillus cereus y Rhodococ-
Cus sp., que segun varios autores son capaces de degradar hidrocarburos
(Soto et al, 1997)

Los valores de los fenoles practicamente no variaron en todas las celdas

experimentales y se mantuvo en 0,012 ppm. Los resultados del analisis
estadistico, se presenta en la tabla 7.3.5.

366



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente”

Tabla 7.3.5. Andlisis estadistico

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varignzo
Columna 1 4 0,315 0,07875 38,25E-06
Columna 2 4 0,231 0,05775 0,00024
Columna 3 4 0,324 0,081 1]

ANALISIS DE VARIANZA

ren de las variocic  Suma de cuodrados Grados de libertad Promedio de los cuodrodos F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 0,0013155 2 0,00065775 7,941 0,010 4,256494729
Dentro de lo 0,0007455 9 8,28333E-05

Total 0,002061 11

De ella se desprende que si existe diferencias significativas entre los trata-
mientos por cuanto el valor de p es de 0,010, que es menor de 0,05 para un
nivel de confianza del 95%.

A B C
0,021) -0,00225
-0,02325

m | =

Hay diferencia entre el grupo Ay B
Hay diferencia entre el grupo By C

HUMEDAD

Para sistemas de biorremediacién los valores de humedad fluctuan entre
50 y 70%, en consecuencia, la humedad del sistema de tratamiento fue
ideal.

CONDUCTIVIDAD. La conductividad inicial en mS/cm en las unidades de
tratamiento vari6 moderadamente durante el tiempo de tratamiento de 0,67
a 0,32 mS/cm. Los valores de conductividad logrados durante el tratamien-
to fueron ideales para garantizar una buena tasa de biodegradacion de
contaminantes.

pH. Las variaciones del pH fueron leves. En todas las unidades se logro

establecer un pH ligeramente acido desde 6,5. Este valor esta dentro del
rango adecuado para garantizar una buena tasa de biodegradacion.
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7.3.6. Conclusiones

El empleo de tamices moleculares como la puzolana, zeolitas y Biosaill,
el proceso de adsorcion de los metales presentes en los lodos residua-
les industriales del sector automotriz, asi lo muestran los resultados de
las pruebas experimentales.

Pese a que los TPHSs, no constituian un problema para los lodos indus-
triales de la ensambladora, el sistema mostré su capacidad para degra-
dar residuos hidrocarburiferos.

La mejor variante experimental fue la B, con % de adsorcion de metales
superiores al 90% para Cd, Cu y Pb.

Las otras variantes experimentales presentaron eficiencia relativa en
comparacién de B, asi, A muestra un 80% con Cd y 92% con el Pb, pero
con el Ni no muestra eficiencia alguna.

La variante experimental C, fue la que presento porcentajes de eficien-
cia mas bajos en comparacién con las dos anteriores.

Los valores de pH, conductividad y humedad logrados en la investiga-
cion fueron los ideales.

Los resultados experimentales de laboratorio permiten concluir que se
cumplieron a cabalidad los objetivos planteados en la presente investi-
gacion.

7.3.7. Recomendaciones

* Ampliar la busqueda de fuentes alternativas de nutrientes, de bajo
costo y libre disponibilidad, tales como residuos de vegetales como:
palma, cafia, maiz, café, hortalizas y frutas.

» Probar la metodologia con lodos residual con mayor concentracion de
hidrocarburos.

* Realizar pruebas de usos de tamices en forma individual, para deter-
minar cual de los tamices usados, es el responsable de la eficiencia.
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7.4.1. Resumen

La ardua tarea de descontaminar zonas andinas afectadas por derrames
de hidrocarburos se ha visto afectada por la baja eficiencia de las cepas
microbianas empleadas en la biorremediacion, asi lo han mostrado los tra-
bajos de biorremediacioén realizados en la laguna de Papallacta, la misma
gue en la actualidad es un pasivo ambiental. Nuestro trabajo se direccioné
a la busqueda de microorganismos psicrotolerantes, con capacidad para
metabolizar hidrocarburos; de cuya existencia se conoce gracias a varios
estudios realizados en la Pampa Argentina y chilena (Mc Cormack y Fraile,
1997).

La busqueda se efectud en las zonas de carga y descarga de combustibles
de las estaciones cientificas Pedro Vicente Maldonado y Arturo Prat de la
Isla Greenwich y en la zona de almacenamiento de combustibles de la es-
tacion cientifica rusa Bellingshausen de la Isla King George, donde en los
afios 50 del siglo pasado se produjo un derrame considerable de bunquer.

Las muestras de suelos se tomaron a una profundidad de 25-30cm vy, a par-
tir de ellas, se prepararon siembras directas en medios de cultivo, median-
te diluciones. Las colonias que crecieron fueron transportadas al Ecuador
para su identificacion y caracterizacion. Luego de los trabajos de identifi-
cacion morfologica y bioquimica de los microorganismos encontrados, se
realizaron experiencias de degradacion de hidrocarburos con cada una de
las cepas encontradas. De las 33 cepas®, un total de 9 cepas mostraron
esta capacidad y con ellas se realizaron pruebas de biodegradacion de hi-
drocarburos en terrarios.

Las celdas de tratamiento fueron mantenidas en un cuarto frio a 4°C, para
recrear la temperatura cercana al promedio de verano de la zona de es-
tudio. La temperatura es un factor limitante de estos procesos, por lo que
resulta adecuado el uso de bacterias psicrotolerantes (Whyte et al., 2001).
Entre las cepas identificadas®® que se emplearon en la biorremediacion,

37 Informe Preliminar de la investigacion Aislamiento e identificacion de bacterias con capa-
cidad de degradar hidrocarburos. FUNDEMAR- UDLA. 2010. Pp: 32 PDF

% Es necesario reconfirmar los datos mediante estudios de ARNs16s, en un laboratorio
especializado.
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se puede mencionar a: Pseudomonas sp, Rhodococcus sp, Pseudomona
putida, Bacillus sp, Clostridium perfrigens, ¢Aspergillum niger?, Penicillum
Chrysogenum, ¢ Micrococcus antarticus?, y Sphingomonas sp, las cuales,
segun varias fuentes de consulta, han mostrado la capacidad de degradar
hidrocarburos (Shivaji et al., 1989; Logan et al., 2004; Liu et al., 2000; Arenz
et al., 2006). Se reprodujeron las cepas y se adicionaron a las celdas de
tratamiento, siguiendo la recomendacion de la biomagnificaciéon como la
estrategia mas efectiva (Coulon y Delille 2003, Cuningham Philp, 2000);
aunqgue otros consideran innecesaria la aplicacion de técnicas de biomag-
nificacion (Ruberto y Vazquez, 2004).

Los suelos de las celdas de tratamiento se desinfectaron térmicamente a
80°C durante 60 minutos, para estimular la evaporacion de COVs y eliminar
la microflora autéctona. Luego a cada celda se adicion6 una cantidad de
hidrocarburo de 18 grados APl (muestra obtenida de Petroecuador en el
2005), hasta lograr una concentracion de 5000 ppm de TPHS y 850 ppm
de HAPs.

7.4.2. Materiales y métodos

* Materiales
Los materiales empleados para las pruebas, a mas de medios de cultivo,
nutrientes minerales y materiales de microbiologia, fueron: suelos andinos,
antarticos, bandejas de plastico (terrarios), paletas de madera, atomizado-
res de plastico

» Métodos

Identificacion de microorganismos degradadores de hidrocarburos

Las bacterias aisladas se conservaron en TSB (Triptona Soya Agar) con
glicerol al 20% a -37°C, y los hongos filamentosos en AM (Agar Malta 2%)
a4°C.

Los microorganismos con capacidad para degradar hidrocarburos fueron

identificados mediante un medio enriquecido con 150 mg L-1 de crudo es-
terilizado y 10g de suelos antérticos. Los Erlenmeyer se incubaron en con-
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diciones 6ptimas a 4°C, pH 8,0, y la salinidad de 30 partes por mil durante
30 dias. Frascos que resultaron turbios dentro de dos semanas fueron con-
siderados como positivo. Los microorganismos disponibles en los frascos
positivos fueron aislados en medio agar marino (DIFCO, 2216), para ser
empleados en las pruebas experimentales de biodegradacion de hidrocar-
buros mediante terrarios.

La composicion de diferentes especies bacterianas fue evaluada por el mé-
todo de recuento en placa (ASM, 1981). La poblacion de cada bacteria
especifica se calcul6 teniendo en cuenta el porcentaje de las colonias y la
poblacién total de bacterias en el suelo (Figura 7.4.1.).

Figura 7.4.1. Trabajo con microrganismos de suelo antartico. A) toma de muestra de
suelo. B) trabajo de laboratorio en Base Maldonado (Antartica)

Medio de identificacion

La solucién nutritiva utilizada en las pruebas fue un medio sintético que
contiene los siguientes componentes en agua doblemente destilada:
KH,PO, (85 mg/L), K.HPO, (217,5mg/L), Na,HPO,.2H,O (334mg/L), NH,CI
(25mg/L), MgSO,.7H,O (22,5 mg/L), CaCl,(27,5 mg/L); FeCl,.6H,0 (0,25
mg/L), MnSO,.H,0 (0.0399 mg/L), H,BO, (0.0572 mg/L), ZnSO,.7H,0O
(0,0428 mg/L), (NH,)6Mo.0O,, (0.0347 mg/L), FeCIl..EDTA (0.1 mg/L) y ex-
tracto de levadura (0,15 mg/L) (Henry et al., 2008). El contenido de nu-
trientes e hidrocarburos en los suelos se determind cuantitativa y cualita-
tivamente como se describe en el método estandar del PNUMA (1992).
Mientras que los nutrientes del suelo (C, N, P) se evaluaron mediante el
uso de los métodos propuestos por Cleveland y Liptzin (2007).
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Preparacién de las unidades experimentales

La metodologia de tratamiento empleada fue la de terrario, en bandejas de
plastico de 20kg (un total de 10). Los suelos fueron tomados en las inme-
diaciones del nevado Antisana; y fueron limpiados de restos de materiales
organicos; se sometieron a tratamiento térmico durante 60 minutos a 80°C,
en un horno de mufla. Luego de su enfriamiento se tamizo6 para eliminar el
material pétreo e impurezas presentes con una malla 70 y se dispuso en las
bandejas experimentales.

A los suelos se adicioné crudo de 18 grados API disueltos en acetona, en
tal forma que los 20 kg de suelos estériles adquieran una concentracion de
5000ppm en TPHs y 850 ppm en HAPs, conforme al analisis inicial de la
composicion del crudo empleado.

Bioaumentacion. En cada una de las celdas experimentales, excepto la
testigo, los microorganismos se adicionaron con la solucion nutritiva antes
mencionada a razon de 15ml/kg, por tres ocasiones; al inicio a los 30, y 60
dias.

Bioestimulacién. Se efectu6 en forma periddica simultanea a la humecta-
cion, al efecto se emplearon sales de acidos humicos con siete microele-
mentos: Cu, Fe, Mn, Co, Mo, B y Zn, en solucién al 0,01%, cada 15 dias en
cantidades a razon de 50ml.

Control de pardmetros. Los parametros de control del proceso de bio-
rremediacion fueron: temperatura, pH, conductividad, humedad, aireacion,
control de UFCs. Se realizé un control rutinario de parametros de proceso
cada 72 horas.

Toma de muestras. Las muestras para analisis de laboratorio y compro-
bacion del avance del proceso de biodegradacion de hidrocarburos se rea-
lizaron cada 30 dias, a razon de 0,5 kg/celda, en sobres de papel aluminio
dentro de fundas con cierre hermético y enviadas a un laboratorio certifica-
do con la cadena de custodia correspondiente.
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Cinética del proceso

Tasa de degradacion. - Basados en experiencias personales decidimos
emplear la ecuacion modificada de Monod.

LnCo — mMax.Bo — kt (1)
C Y=t

Con la ayuda de esta ecuacioén se trazé una grafica de dependencia InCo/C
del tiempo, para las unidades experimentales. La constante K (tasa de bio-
degradacion), se determinara por la pendiente de la curva. Se determina-
ron también los tiempos de vida media de los TPHs y HAPs, la eficiencia
del tratamiento en % y la tasa de crecimiento para cada una de las cepas
empleadas. Las ecuaciones empleadas fueron:

Pendiente = Y2-Y1 / X2 — X1
Tasa de crecimiento especifica (2)

InN2-InN1
T t2-t1 (2)

Tiempo de vida media.
t=—In{0,5)/k (3)
7.4.3. Resultados caso cuatro

Tasa de crecimiento especifica

Las tasas de crecimiento especificas fueron bajas, si las comparamos con
las que normalmente se obtienen con cepas empleadas en biorremedia-
cion bajo condiciones ambientales similares a las del territorio ecuatoriano.
Segun datos bibliograficos (Ritman y McCarty, 2001), la tasa de crecimiento
especifico para Pseudomonas es de 0,7/dia. Los resultados obtenidos se
pueden analizar en la Tabla 7.4.1.
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Tabla 7.4.1. Tasa de crecimiento especifica

CEPAS 48 horas | 120 horas | Ln N1 Ln N2
Pseudomonas sp 32 160 3,40 5,07
Rhodococcus sp 21 92 3,04 4,52
Pseudomonas putida 25 112 3,21 4,71
Bacillus sp 15 63 2,70 413
Clostridium perfrigens 9 42 2,19 3,73
Aspergillus niger 41 85 3,71 4,44
Penicillum chrysofenum 63 154 4,14 5,03
Micrococcus antarticus 6 41 1,79 3,71
Sphingomonas sp 12 43 2,48 3,76
Testigo 3 3 1,09 1,09

1]
0,023
0,020
0,0208
0,019
0,021
0,010
0,012
0,026
0,017
0,00

Es probable, que las condiciones del sitio de experimentacion ejerzan in-
fluencia sobre dicha tasa, ademas de las condiciones del medio de cultivo,
que difiere en mucho de las condiciones en las cuales normalmente estos

microorganismos se reproducen (figura 7.4.2.).

Tasa de crecimiento comparativa p

0,03

0,025

0,02 -

0,015
\/1 \ "
0,01 L g \
0,005

Figura 7.4.2. Tasa de crecimiento microbiano comparativa

La cepa con mayor tasa de crecimiento especifica fue Micrococcus antar-
ticus y la de menos Sphingomonas sp. Las tasas bajas se explican por su

metabolismo lento, propio de microorganismos psicrofilos.

377



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente’

Control UFCs. Uno de los aspectos de importancia en trabajos de biorre-
mediacion es el control de UFCs, el mismo que debe mantenerse sobre
los 10° para garantizar una buena tasa de degradacion, si pensamos en
su potencial aplicacion en trabajos a gran escala, donde el tiempo de tra-
tamiento define los costos del proceso. Durante nuestro trabajo su com-
portamiento fue un poco irregular, logrando en la mayoria de las celdas
un crecimiento moderado. Los valores variaron entre 0,08x10° de Micro-
coccus antarticus y 3,7x10° de Rhodococcus sp. La figura 7.4.3. ilustra el
comportamiento de este parametro durante las pruebas en cada una de
las celdas experimentales.

- -
Ufc’s comparativo
16,00
14,00
=2
12,00
—r—1J3
10,00
| ]
=
£ 300
= )5
6,00 ——Ll5
4,00
U7
0 Ua
0,60

; ug
1 2 3 4 5

Figura 7.4.3. Curvas de crecimiento de las unidades experimentales

Disminucién de la concentracién de hidrocarburos

De cada celda experimental se tomaron 0,5 kg de muestra y se envia-
ron a un laboratorio certificado para el analisis correspondiente de TPHs
y HAPs, conforme a metodologias estandarizadas EPA 815D (DG-FID) y
EPA 8270D respectivamente.
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Tabla 7.4.2. Variaciéon de la concentracion de TPHs

Microorganismo

Pseudomona sp
Rhodococcus sp
Pseudomona putida
Bacillus sp

Clostridium perfrigens
Aspergillus niger
Penicillum chrysogenum
Micrococcus antarticus
Sphingomonas sp
Testigo

VARIACION DE TPHS

Muestras (ppm)

Celda q

U, 5000 4629
U, 5000 4896
U, 5000 4021
u, 5000 4729
U, 5000 4502
U, 5000 4679
U, 5000 4003
U, 5000 4867
U, 5000 4902
U 5000 5000

—

1]

3731
4662
3657
4119
4194
4510
3729
4622
4762
4910

v

2978
4132
2133
3027
3645
4467
2765
4139
4473
4890

Vv

2120
3700
1867
2630
3112
4230
2079
4002
4137
4870

La variacion de la concentracién de TPHs fue més pronunciada en la uni-
dad experimental de Pseudomona putida, con 3133ppm de 5000ppm; la
unidad experimental de menor disminucion fue la de Aspergillum niger, con
770ppm de 5000 ppm; en tanto que la unidad experimental de Rhodococ-
cus presenté la mayor disminucion de HAPs, con 772ppm de 850 ppm y la
celda de menor disminucién fue Bacillus sp con apenas 49ppm de 850ppm.

Mayores detalles se presentan en las tablas 7.4.2y 7.4.3.

Tabla 7.4.3. Variaciéon de la concentracion de HAPs

Microorganismo

Pseudomona sp
Rhodococcus sp
Pseudomona putida
Bacillus sp

Clostridium perfrigens
Aspergillus niger
Penicillum chrysogenum
Micrococcus antarticus
Sphingomonas sp
Testigo

VARIACION DE HAPS
Celda
|
850
850
850
850
850
850
850
850
850
850

w N =

N

© (o) ~ o

ccLccccceoccc

—

I

837
652
812
845
827
721
691
800
770
850

Muestras (ppm)

1]

819
387
779
832
814
413
396
784
625
847

798
105
721
812
802
156
138
726
251
844

720
78

720
801
798
94

97

710
112
840
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Tasa de biodegradacién de hidrocarburos

Tasa de degradacion de TPHs

La tasa se calculdo mediante la formula (1); la tasa mas elevada se obtuvo
en la unidad experimental U3 de Pseudomona putida, y la mas baja en la
unidad U8 de Micrococcus antarticus. La tabla 7.4.4. ilustra los valores ob-
tenidos en cada unidad experimental (figura 7.4.4.).

Tabla 7.4.4. Variacion de InCo/C TPHs

U1l In- U2 In- U3 In- U4 In- U5 In- U6 In- U7 In- U8 In- U9 In-
Co/C Co/C Co/C Co/C Co/C Co/C Col/C Co/C Co/C

0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,07 0,02 0,21 0,05 0,10 0,06 0,22 0,02 0,019
0.29 0,06 0,31 0,29 0,17 0,10 0,29 0,07 0,048
0,51 0,19 0,85 0,50 0,31 0,11 0,59 0,18 0,11
0,85 0,30 0,98 0,64 0,47 0,16 0,87 0,22 0,18

Los analisis fueron realizados por un laboratorio independiente en el trans-
curso de 120 dias (un total de cinco analisis por muestra).

Variacién comparativa de InCo/C

1,2 ——u1
—-—U2
—k— U3
U4
—=—U5
—a—U6
u7
U8

U9

1 2 3

F=%
un

Figura 7.4.4. Variacion de InCo/C de TPHs en el tiempo
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Tasas de degradacion de HAPs

De igual forma se establecié la relacién InCo/C, para HAPs; resultando la
de mayor valor la unidad U2 de Rhodococcus sp, y la de menor valor la
unidad U4 de Bacillus sp.

Tabla 7.4.5. Variacién LnCo/C HAPs

Ul In- U2 In- U3In- U4In- U5In- |U6In- |U7In- U8In- ' U9In-
Co/C Co/C Co/C Col/C Co/C Col/C Col/C Co/C Co/C

0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,015 0,26 0,045 |0,005 |0,027 0,16 0,20 0,06 0,09
0,037 0,78 0,087 0,022 0,043 0,72 0,76 0,08 0,30
0,063 2,09 0,164 0,045 0,058 1,69 1,81 0,15 1,21
0,160 2,38 0,165 0,059 0,073 |2,20 217 0,17 2,102

Detalles de cada unidad experimental se observan en latabla 7.4.5y en la
figura 7.4.5. correspondiente

Variacion comparativa de InCo/C HAPs

2,5
) —— Ul

2
—=—U2
Q15 A

g i —a— U
= - U4
0,5 // —%— U5
0 e S c— UG
1 2 3 4 5

Figura 7.4.5. Variacién de InCo/C de HAPs en el tiempo

Tiempo de vida media
El tiempo de vida media lo calculamos mediante la ecuacién (3). Los tiem-

pos de vida media de los hidrocarburos presentes en las muestras expe-
rimentales, son largos como era de esperarse, siendo para TPHs el valor
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mas alto de 821,4 dias para la celda U6 de Aspergillum niger y el mas bajo
de la unidad 106,6 dias de Pseudomona sp.

Los tiempos de vida media para HAPs son mas largos, estos resultados
concuerdan con los obtenidos en trabajos experimentales y de campo, eje-
cutados en condiciones de campo en el Distrito Amazédnico, donde la de-
gradacion de compuestos aromaticos requiere mayor tiempo (Pinos, 2010).
La celda con mayor tiempo de vida media para HAPs es U, de Clostridium
perfrigens con 1916,6 dias, en tanto que las de menor son U, de Rhodococ-
cus sp y U, de Aspergillum niger, con 40,58 dias respectivamente. La figura
7.4.6., ilustra la variacion comparativa de los tiempos de vida media para
TPHs y HAPs en cada una de las unidades experimentales.

Tiempos de vida media comparativos

para TPHs y HAPs

2000

1500 |\
';‘ _."I.l Il_
5 1000 —+—TPHs
- o ":/’\ ~—HAPs

500 A/ " S W .

..\‘-. A 4 1 \ \‘I. p/ I'".
0o LW """ | ¥ Y

1 2 3 4 5 66 7 8 9

Figura 7.4.6. Tiempos de vida media de las unidades experimentales para
TPHs y HAPs

Eficiencia

Con los resultados obtenidos en InCo/C, fue factible estimar la eficiencia
de las cepas empleadas en el tratamiento de HAPs y TPHs. Para TPHs
la cepa de mayor eficiencia resulté Pseudomona putida con 62% vy la de
menor Aspergillum niger, con el 15,40%. Para HAPs, la eficiencia cambion
de cepa, Rhodococcus alcanzé un 90,80% de eficiencia; en tanto que la
cepa Bacillus sp, obtuvo la menos eficiencia con el 5,76%. Ver detalles en
la tabla 7.4.6.
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Tabla 7.4.6. Eficiencia comparativa en porcentaje para TPHs y HAPs

MICROORGANISMO
Pseudomona sp
Rhodococcus sp
Pseudomona putida
Bacillus sp

Clostridium perfrigens
Aspergillus niger
Penicillum chrysogenum
Micrococcus antarticus

Sphingomonas sp

BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente’

TPHs %
57,60
26,00
62,60
47,40
37,76
15,40
58,42
19,96
2,60

Control de otros parametros de proceso

Temperatura

HAPs %
15,29
90,80
15,29
5,76
6,11
88,94
88,58
16,47
86,82

Para todos es conocida la importancia de la temperatura en la velocidad
de las reacciones bioquimicas; en este caso se crearon las condiciones de
cuarto frio (4°C), para garantizar la estabilidad de una temperatura adecua-
da para el trabajo de las cepas antarticas.

Variacion del pH

l‘-:-.—-‘l-._.._____ B
- e — ——— 4
- o e =
; — — T
p -‘-‘-"‘-\..'_'-..'4—"..-.-.-'-.‘

— B

L T——

Figura 7.4.7. Variacién de pH comparativo
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pH

En cuanto al pH, fue necesario cada 15 dias realizar una medicion de este
pardmetro, para controlar cambios bruscos y consecuentemente proble-
mas en el proceso de biorremediacion. Las variaciones de este parametro
se pueden apreciar en la figura 7.4.7. Los datos considerados en la grafica
corresponden a las fechas de muestreo de TPHs y HAPs.

Conductividad

La resistencia del medio es importante para el flujo de los iones y el trans-
curso de los procesos de 6xido-reduccion, que ocurren en el suelo, y para
la disponibilidad de ciertos nutrientes para los microorganismos. Las varia-
ciones de sus valores se ilustran en la tabla 7.4.7.

Tabla 7.4.7. Variacién de la conductividad en las unidades experimentales

CONDUCTIVIDAD MS/CM
Il ] v \%

MICROORGANISMO CELDA

Pseudomona sp U, 0,67 0,72 0,83 0,97 1,12
Rhodococcus sp U, 0,52 0,64 0,73 0,81 0,98
Pseudomona putida U, 1,06 1,11 1,23 1,29 1,35
Bacillus sp U, 0,64 0,72 0,87 0,91 0,76
Clostridium perfrigens U, 0,52 0,66 0,78 0,82 0,88
Aspergillus niger U, 0,49 0,53 0,62 0,77 0,92
Penicillum chrysogenum | U, 0,21 0,44 0,76 0,98 1,13
Micrococcus antarticus U, 0,43 0,77 0,54 0,69 0,93
Sphingomonas sp U, 0,32 0,47 0,85 0,91 1,02
Testigo U, 0,56 0,57 0,55 0,56 0,48
Humedad

Siendo la humedad un factor limitante en condiciones antarticas, se decidio
trabajar a una temperatura de 4°C, bajo la cual el agua estuviera disponible
para el metabolismo microbiano. Las variaciones de la humedad pueden
verse en la tabla 7.4.8. La humectacion se efectué con una solucion al
0,01% de humato7plus (sales de acidos humicos con siete microelemen-
tos; Cu, Mn, Mo, Co, Zn, B, Fe).
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Tabla 7.4.8. Variacion de la humedad en las unidades experimentales

MICROORGANISMO CELDA HUMEDAD %
I Il 1 v \Y
Pseudomona sp U, 60 56 62 48 51
Rhodococcus sp U, 60 61 53 57 54
Pseudomona putida U, 60 54 56 62 57
Bacillus sp u, 60 55 63 57 53
Clostridium perfrigens U, 60 63 41 53 44
Aspergillus niger U, 60 42 47 61 47
Penicillum chrysogenum | U, 60 61 49 43 45
Micrococcus antarticus U, 60 52 53 51 51
Sphingomonas sp U, 60 59 61 63 52
Testigo U, 60 61 62 59 58

7.4.4. Discusion
Tasa de crecimiento especifica

Las tasas de crecimiento especifico de las cepas investigadas son bajas.
Consideramos que puede ser una consecuencia propia de su metabolismo
0 quiza estan influenciadas por las condiciones del medio y el cambio de
las condiciones ambientales. Consideramos ampliar la base investigativa
para definir estos aspectos.

Control de UFCs

El nimero de microorganismos degradadores de hidrocarburos en suelos
virgenes polares a menudo esta bajo los limites de deteccidn, mientras que
10° degradadores de hidrocarburos g* se han detectado en los suelos con-
taminados en las aguas superficiales y capas subsuperficiales (Aislabie et
al., 2001; Rike et al., 2001).

Tomando en consideracion dicha fuente, estimamos que nuestros resulta-
dos, confirman dicha abundancia, pese que en alguna de las unidades ex-
perimentales su valor es igual a 10°%; seguramente debido a las condiciones
especiales que se han creado en las celdas experimentales.

385



BIORREMEDIACION AMBIENTAL

“Labiodiversidad al Servicio del Ambiente’
Tasa de biodegradacién de TPHs y HAPs

Si bien el género Pseudomona tiende a degradar hidrocarburos alifaticos
con mayor eficiencia (tal como lo demuestran sus tasas de degradacion),
también puede degradar una gama reducida de sustratos aromaticos, entre
los cuales se incluye PCB, pireno (Erikson et al., 2002).

Rhodococcus segun Whyte et al., (1999), produce biosurfactantes asocia-
dos a la superficie celular con actividad a bajas temperaturas, que se adhie-
ren directamente a los alcanos sélidos a baja temperatura, permitiendo su
degradacion. Nuestros resultados confirman una baja tasa de degradacion
de TPHs para Rhodococcus, en tanto que los resultados obtenidos para
HAPs confirman multiples referencias de trabajos experimentales y practi-
cos de biodegradacion de aromaticos con Rhodococcus en el Ecuador y el
mundo (Cabrera y Gualoto, 2008; Gualoto, 2008).

Sphingomonas aislado en la Antartida degrada numerosos componentes
de la fraccién aromatica del crudo, jet fuel y diesel (Baraniecki et al., 2002),
también utiliza muchos compuestos aromaticos para el crecimiento, inclu-
yendo, m-xileno naftaleno y sus derivados de metilo, fluoreno y fenantreno
(Filler y Snape, 2008). En nuestro trabajo este género presenta una baja
capacidad de degradacion para TPHs (863ppm de 5000pmm) y una consi-
derable capacidad para compuestos aromaticos con 738ppm de 850 ppm.
Las referencias bibliograficas existentes en cuanto a las tasas de biodegra-
dacién son escazas, en consecuencia, consideramos gue nuestros resulta-
dos pueden y deben ser confirmados con investigaciones mas precisas en
cuanto a las metodologias de analisis.

De nuestra experiencia de trabajo en el Ecuador, consideramos que la ele-
vada tasa de degradacién de HAPs, de Aspergillus niger, no es una nove-
dad, por cuanto la hemos empleado en la biorremediacion de sedimentos
de tanques de almacenamiento de combustibles, juntamente con el género
Penicillum; para las primeras etapas del proceso empleando como cosus-
tratos aceites esenciales de citricos, cuya estructura molecular es similar
al de los compuestos aromaticos de los sedimentos. De esto evidencian
los resultados obtenidos en nuestra investigacion donde Penicillum chry-
sogenum, presenta una elevada tasa de degradacion de HAPs (753 de
850ppm), en tanto que Aspergillus niger 756 de 850ppm.
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Tiempos de vida media

Los tiempos de vida media de los compuestos aromaticos son comunmen-
te largos debido a que muchos de sus componentes son recalcitrantes, esa
ha sido la dinamica observada a lo largo de varios trabajos en Biorreme-
diacion en el Ecuador, los resultados obtenidos en la investigacion Antar-
tica, confirman esa tendencia. Segun Balks Megan et al., (2002) el tiempo
necesario para establecer una importante degradacion de hidrocarburos
en suelos de la comunidad polar después de un derrame es desconocido.

Control de parametros

La temperatura es un factor de importancia para la biorremediacién, la de-
pendencia de la velocidad sigue un valor de Q.. Este valor es la relacion
entre la velocidad de primer orden constante a una temperatura especifica
para la constante de velocidad a una temperatura de 10 ° C mas baja (De-
lille et al., 2004).

Para nuestro caso, considerando las condiciones especiales de las prue-
bas, estas transcurrieron a la temperatura de 4°C de un cuarto frio, que per-
mitié al personal operativo e investigadores desarrollar su trabajo en forma
segura. Si bien en suelos templados, la degradacion bacteriana de hidro-
carburos tiene un 6ptimo alrededor de pH 7,0 a 7,8. Los suelos polares, sin
embargo, puede ser altamente alcalino (Aislabie y Fi.,ght 2008; Aislabie et
al., 1998; Whyte et al, 1998) Nuestro trabajo se desarroll6 con valores de
pH que variaron entre 5,8 y 7,8, aunque el pH inicial del suelo experimental
vario entre 8,0 y 8,2. Los resultados obtenidos muestran que los valores
de pH fueron adecuados para que se evidencie la capacidad degradadora
de hidrocarburos de los microorganismos investigados en mayor o menor
intensidad.

Segun algunas fuentes (Baraniecki et al., 2002), Sphingomonas crecen de
manera Optima en un medio bien tamponado con pH entre 6,0y 7,8, a pesar
de estar aislado del suelo Base Scott con pH> 9; para nuestro caso el suelo
de aislamiento tubo un pH de 8,3 y su crecimiento se dio bajo pH entre 7,3
y 7,8. En cuanto a la humedad de las unidades experimentales, conside-
ramos que la temperatura elegida para la realizacion de las pruebas fue
adecuada para garantizar el acceso de los microorganismos al agua, algo
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gue bajo condiciones ambientales de la Antartida no se produce, al menos
en la cantidad a la que tuvieron acceso los microorganismos investigados.

Las fuentes consultadas, nada dicen sobre la importancia de la conductivi-
dad del medio para el transcurso de la biorremediacion. De nuestra expe-
riencia en trabajos de biorremediacion de suelos contaminados con hidro-
carburos y descontaminacién de suelos agricolas, colegimos que valores
de conductividad eléctrica superiores a 1,7 mS/cm, reducen drasticamente
la movilidad de iones en la solucion del suelo, interrumpiendo y alterando
los potenciales de membranas de las bacterias y células vegetales. Consi-
deramos que los valores observados de conductividad fueron adecuados
entre 0,58 y 1,35mS/cm.

Anadlisis estadistico

La prueba de ANOVA. El analisis de varianza para un solo factor determina
que existe diferencia significativa en la degradacion de HAPs, por cuanto
el P valor es menos de 0,05, siendo equivalente a P 0,005. (tabla t.4.9.). La
prueba de Tukey sefala que existen diferencias entre los grupos U1-U,, en-
treelU,yU,, U,y U,. Entre el grupo U, con U,y U_, y entre el grupo U, y U..

7.4.5. Conclusiones caso cuatro

En nuestro trabajo experimental hemos recurrido a la medicion de la con-
centracion de TPHs y HAPs, por medios analiticos estandarizados aproba-
dos para el sector hidrocarburifero en el Ecuador, tal como se estila para
trabajos de biorremediacion a gran escala, las valoraciones de las pérdidas
de hidrocarburos mediadas por esta metodologia son confiables y consti-
tuyen parte de la documentacién de la biorremediacion de hidrocarburos
obligada para trabajos de este tipo.
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Tabla 7.3.13 Prueba de ANOVA

Andlisis de varianza de un factor HAPS
RESUMEMN

Grupos Cuento Suma Promedic Varionza
Columna 1 5 4024 BD4E 26297
Columna 2 5 2072 4144 113961
Columna 3 5 3582 764 32353
Calumna 4 5 4140 BIE 4435
Columna 5 5 41 8182 284,72
Columna & 5 2234 46,8 111983
Columna 7 5 2172 d3d 4 110433
Columna & 5 ABT0 T4 3238
Columna 9 3 2008 5216 105309

AMALISIS DE VARIANZA

Drigen de lax Suma de e e Promedio de Jos orobobilidag | 2" e pora
3 Yokt h, H
VERBEIONES cundrodos e —— i rados E o F
Entre grupos 13Ta746.0448 8 17164336 3.5814 QD050 2.21
Dentro de fos grupos 1BDET0E.2 36 SOLBE.37
Total 3181455, 344 a4

Sin embargo, consideramos que metodologias adicionales de medicién
pueden reconfirmar los datos obtenidos, tales como el uso de indicadores
como la abundancia de bacterias, la generacion de gas, la respiracion O,/
CO, (Ferguson et al, 2003a; Ferguson et al, 2003b; Walworth et al, 1997a;
Walworth et al, 1997b), cambios en la relacion ARN / ADN o el aumento de
productos intermedios de degradacion (Erikson et al., 2001; Whyte et al.,
1998).

Se puede ampliar la gama de parametros, incluyendo la mineralizacion,
con compuestos marcados isotopicamente, CO, y TPH, y las vias catabo-
licas en fase solida utilizando micro extraccion de cromatografia de gases
- espectrometria de masas y la reaccion en cadena de la polimerasa. To-
das estas tecnologias por ahora no son reales para nosotros, pero en un
futuro deberan formar parte de nuestro arsenal. Los resultados obtenidos,
muestran el potencial de las cepas empleadas para la biodegradacion de
hidrocarburos y las posibilidades de su empleo en la remediacion de zonas
andinas contaminadas con hidrocarburos, donde las cepas comunmente
empleadas han mostrado incapacidad.
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La eficiencia mostrada de microorganismos como Rhodococcus, Penicillum
y Aspergillum, para degrada HAPs, confirman resultados analogos, obteni-
dos en trabajos en nuestro territorio y en otras partes del mundo, a nivel de
laboratorio y a nivel de campo. La prueba confirmatoria de esta capacidad
debera efectuarse in situ en las inmediaciones de la Estacion Cientifica
Pedro Vicente Maldonado, donde como es natural habra que hacerse mo-
dificaciones sustanciales en cuanto a la disponibilidad de agua y el control
de parametros de proceso.
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7.5.1. Introduccioén

El presente trabajo, recoge la experiencia de biorremediacion de suelos
contaminados por el derrame de la linea de flujo del Pozo Shushuqui 13,
en el Campo Libertador, Provincia de Sucumbios, canton Lago Agrio, Pa-
rroquia Pacayacu. Latitud 0.059722 longitud -76.5831. Los trabajos se eje-
cutaron con la metodologia de pilas de compostaje en plataforma cubierta.
Se construyeron cuatro unidades experimentales cada una con seis repe-
ticiones. Las unidades Ue1 In situ 14,25 m3, Ue2 Guarumo, con 27,08 m?,
Ue3 Las Gradas, con 22,60 m*® y Ue4 Achiotillo, con 28, 18 m3.

La caracterizacién de los suelos a tratar mostr6 que la concentracion
de TPHs en las unidades experimentales fue de: In situ- 5.628,20ppm,
Guarumo 5.937,70 ppm, Las Gradas 64.644,80 ppm y Achiotillo con
50.628,60ppm. El tratamiento se prolong6 durante 150 dias, logrando el
descenso de la concentracion de TPHs hasta: 170,8 ppm In situ, 1.605,5
ppm Guarumo, 4.296,3 ppm, Las Gradas y 6.148,8 ppm en Achiotillo. En
los tratamientos se emplearon tamices moleculares tales como zeolitas y
puzolanas, ademas de material estructurante como la cascarilla de arroz,
gue contribuyeron a mejorar las caracteristicas fisicas y mecanicas de los
suelos y sedimentos a tratar, ademas de disminuir la humedad y generar
condiciones aerobicas.

En calidad de cosustrato, estimulante para el proceso de degradacion de
TPHSs, se emplearon residuos de citricos, materia vegetal triturada, que se
adicion6 mensualmente en una cantidad de 10 kg/m3. Con los residuos de
citricos, se aporté al sistema microorganismos que aportaron a la biorre-
mediacién, como Penicillum y Aspergillus. Se emplearon microorganismos
aislados de los suelos y sedientos contaminados que en pruebas de labo-
ratorio mostraron la capacidad para degradar hidrocarburos, tales como:
Pseudomona sp, Pseudomona putida, Bacillus cereus y Rhodococcus sp.

La metodologia empleada de compostaje en plataforma cubierta resulté

eficiente para la biorremediacion de suelos afectados por derrames de hi-
drocarburos, tomando en consideracion los factores ambientales del sitio,
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altas temperaturas, elevada humedad ambiental y en especial la elevada
pluviosidad (mas de 3.700mm/afo).

7.5.2. Antecedentes

Afines del 2008, el programa de Remediacion ambiental y social del Minis-
terio del Ambiente realiz6 un llamamiento abierto a la academia nacional,
para que presenten propuestas de remediacion ambiental para aguas su-
perficiales, subterraneas, suelos y sedimentos afectados por derrames de
hidrocarburos. En respuesta a esta invitacion la Universidad Técnica del
Norte UTN, presentd una propuesta de biorremediacion de suelos para el
Campo Libertador, siendo el derrame en la linea de flujo del pozo Shushu-
qui 13 el asignado para la ejecucion de la propuesta.

La propuesta de trabajo incluyo, el levantamiento de linea base ambiental,
la caracterizacion del componente social y la metodologia de tratamiento.
Para el efecto, se plantearon varias alternativas de remediacion, siendo
este estudio una de las variantes implementadas.

Los trabajos fueron ejecutados por CETA (Centro de Tecnologias Ambien-
tales), creado por el CTT (Centro de Transferencia de Tecnologias), de la
Universidad Técnica del Norte. El area de total tratada fue de 6 Ha, durante
11 meses.

7.5.3. Objetivo General

Tratar biolégicamente suelos contaminados con hidrocarburos, mediante el
empleo de cepas microbianas autéctonas, tamices moleculares y fuentes
de nutrientes alternativas de bajo costo.

7.5.4. Objetivos Especificos

» Evaluar la técnica de Compostaje para la remediacion de suelos con-
taminados con hidrocarburos procedentes del derrame de la Linea de
Flujo del Pozo Shushuqui 13.

» Determinar los parametros cinéticos del sistema de tratamiento.

e Realizar una propuesta de tratamiento global de suelos contaminados
con hidrocarburos del campo Shushuqui 13.
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7.5.5 Metodologia
Toma de Muestras

Las muestras se tomaron en el Campo Shushuqui, ubicado en las coorde-
nadas UTM: 323906 E, 1006445 N. Datum: WGS 84. Zona: 18 Sur, Elipsoi-
de WGS 84. La superficie sujeta a remediacion: 2 hectareas.

Para la caracterizacion de los suelos y sedimentos tratados en las distintas
unidades experimentales, se tomaron muestras compuestas a 15-30 y 60
cm de profundidad. Las muestras de la unida experimental In situ, ane-
gada, se tomaron com ayuda de un muestreador tipo “Core” (muestra no
alterada), mediante la construccion de zanjas que permitieron desecar el
sitio (figura 7.5.1).

Figura 7.5.1. Sistema de zanjas para desecar la zona anegada del derrame. a) zanjas,
b) disefio

Las muestras de las restantes unidades experimentales se tomaron de las
fosas encontradas (muestras compuestas de las paredes de las fosas a
30-70 y 1.5 m) a lo largo del estero de la zona de derrame (Figura 7.5.2.),
a una distancia promedio de 250 metros de la rivera. Para la representati-
vidad de las muestras se empled el método de cuarteo (Reddy, 2010). La
cantidad de suelos y sedimentos tomados de cada punto fue de 2 kg. Una
para el laboratorio, otra para conservacion como testigo en el laboratorio
universitario.
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Figura 7.5.2. Fosas encontradas a lo largo del estero

Metodologia de tratamiento

La metodologia, de tratamiento fue implementada en el tratamiento de lo-
dos residuales industriales aceitosos del sector de servicios petroleros, en
el Distrito amazonico (Gualoto, 2008).

Estabilizacion

Los suelos y sedimentos fueron estabilizados con la adicion de tamices
moleculares (zeolita y puzolanas), cascarilla de arroz (tabla 7.5.1.), que
generaron poro Yy, en consecuencia, las condiciones aerdbicas necesarias
para la biorremediacién, ademas de presentar la superficie necesaria para el
anidamiento de los microorganismos.

Tabla 7.5.1. Relacion de materiales de estabilizacion

MATERIALESESTABILIZADORES YNidad el Uireel - Ui
saco/m? saco/m3 saco/m® | saco/m?®
Zeolita* 15 0,5 0,75 1,0
Puzolana™* 15 1,0 0,75 0,5
Cascarilla de arroz*** 15,0 kg 30 kg 20 kg 40 kg

Doénde: *Un saco de zeolita, 25kg, **Un saco de puzolana 50kg y *** un saco

de cascarilla 15kg.
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Deshidratacidon y maduracion

Los suelos y sedimentos estabilizados se transportaron al interior de las
unidades experimentales, para su deshidratacion durante 3 semanas. Durante
este tiempo ocurre un proceso que llamamos maduracion, en el cual ocurren
una serie de reacciones quimicas, de oxidacién, reduccion, neutralizacion,
adsorcion, regulacion del pH, quelacion y el proceso de adaptacion de los
microorganismos presentes en los suelos y sedimentos. Indudablemente
también se producen procesos de atenuaciéon natural (evaporacion), que
preparan el entorno para una biodegradacion masiva posterior, una vez que
se hayan generado las condiciones ideales para el proceso (figura 7.5.3).

Lageneracién de condiciones para el desarrollo microbiano, estan sugeridas
ampliamente por autores como Eweis y Ergas (1999).

Figura 7.5.3. a) Estabilizacion de suelos y b) sedimentos contaminados.

Tendido de suelos. sedimentos y conformacién de pilas

Terminada la deshidratacion y maduracion, los materiales fueron tendidos
en pilas, dentro de las unidades experimentales (figura 7,5.4), que contaron
con impermeabilizacion de la base con geomembrana. Un tanque de reco-
leccion de lixiviados y un espacio para la acumulacién de materia organica
en calidad de cosustrato (tabla 7.5.2).
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Figura 7.5.4. Conformacion de pilas. a) Tendido de material deshidratado b) construc-
cion de pilas dentro de las unidades experimentales

Tabla 7.5.2. Unidades experimentales dimensiones y volumen de suelos

Unidad experimental | Nombre Dimensiones  Area m? Volumen m?
Uel In situ 14 x 4 60 14,25
Ue2 Guarumo 17 x7 119 27,08
Ue3 Las Gradas 15x7 105 22,60
Ued Achiotillo 15x7 105 28,18
TOTAL 87,11

Adicién de nutrientes

En cada unidad experimental y en consecuencia en cada porcion (experimento
y sus repeticiones) se adiciond 10 kg de materia organica por cada metro
cubico de suelos contaminados (figura 7.5.5).
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Figura 7.5.5. Preparacion de materia organica para su adiccion a las unidades experi-
mentales.

Aislamiento e identificacion de microorganismos

El aislamiento de microorganismos fue ejecutado tomando 1g de cada
muestra y disolviendo en 2ml de agua salina (figura 7.5.6). A partir de esta
suspension inicial, se procedio a la siembra mediante la técnica de dilucio-
nes sucesivas.

Fotos 7.5.6. Aislamiento de microorganismos, en laboratorio de campo Pacayacu.
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Una vez seleccionada la diversidad morfolégica, se procedi6 a la obtencion
de cultivos puros, mediante siembras sucesivas en placa mediante la téc-
nica de agotamiento de estria. Seguidamente se sometieron a pruebas de
turbiedad (Cappuccino and Welsh 2018), en medio mineral (Bushnell Haas
Broth — Himedia) y como fuente unica de carbono se empled crudo recu-
perado de la zona de derrame. Las muestras que presentaron turbiedad
fueron consideradas positivas. La identificacion de las cepas se efectud
con ayuda del sistema Identificacion de BNNF Biochemical ID systems (Mi-
crogen).

Adicién del Pool Microbiano

En cada unidad experimental se adiciond el Pool Microbiano obtenido del
aislamiento In Situ de microorganismos autoctonos presentes en los suelos y
sedimentos contaminados del sector.

Cada unidad experimental recibié un tanque de 55 galones de pool por cuatro
ocasiones:

e Sabado 16 de enero de 2010
e Lunes 1 de febrero de 2010

* Viernes 26 de febrero de 2010
e Sabado 27 de marzo de 2010

Para las condiciones de campo, es necesario emplear un medio de
propagacion de bajo costo compuesto de: Un extracto de suelos contaminados
esterilizados, una fuente de carbono temporal; melaza, almidon de trigo y
maiz, a mas de sales de acidos humicos y fulvicos de Na y K (Humatos),
gue aportan microelementos necesarios para la activacién de los sistemas
enzimaticos microbianos Cu, Mn, Co, B, Fe, Zn, Mo (Humato 7 plus; producto
empleado en actividades floricolas en calidad de abono foliar).

Para la aplicacion se empled un sistema de riego por gravedad, el personal
empleo un equipo de seguridad impermeable que lo aislo del medio exterior
y garantizo su proteccion personal, siguiendo las Normas de Bioseguridad
personal y ambiental.
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Control de parametros

Humedad de los suelos en tratamiento, se efectu6 cada 72 h. Este parame-
tro se medi6 con ayuda de una retorta para cortes de perforacién de 50g
de capacidad, en la cual se evapora de la muestra toda el agua contenida,
gue se condensa y recoge en un recipiente graduado, que perite medir el
volumen del agua presente en porcentaje (Schlumberger), figura 7.5.7.

Figura 7.5.7. Retorta para lodos

Temperatura

La temperatura de las celdas en tratamiento se medio con ayuda de termé-
metros de varilla bimetalico. Estos termometros bimetalicos, con sonda de
penetracion de facil uso y alta resistencia. El vastago de acero inoxidable
de @6.35mm x 300mm, con un visor acrilico transparente y una tuerca de
ajuste de la calibracion en la parte trasera del dial. La medicion se efectud
cada 72 horas.

Conductividad y pH

Estos dos parametros fueron monitoreados cada 72h con ayuda de un
equipo portatil Metrohm 910 (figura 7.5.8).
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Figura 7.5.8. Preparacién del medio de propagacion y aplicacion del consorcio micro-
biano a las unidades experimentales.

Conteo de microorganismos

Se monitoredé mediante siembras en medio solido (Agar nutritivo) en placa,
semanalmente (Pepper y Gerba, 2005).

7.5.6 Resultados y discusién caso cinco
Los resultados de la caracterizacion inicial se observan en la tabla 7.5.3.

Tabla 7.5.3. Caracterizacion de suelos inicial

Parametros TPH's HAP's PLOMO NIQUEL CADMIO
(mg/kg) (mg/kg)  (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

LIMITES <2500 <2 <100 <50 <2

PERMISI-

BLES

UE#1 in situ | 5268.2 2.9 <8.80 <1.60 <0.30

UE#2 GUA- | 5937.7 2.08 17.83 <1.60 <0.30

RUMO

UE#3 LAS | 64644.8 67.69 18.43 <1.60 <0.30

UE#4 50628.6 11.81 21.44 <1.60 <0.30

ACHIOTI-

LLO
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Los analisis se ejecutaron en el laboratorio de la Facultad de Ingenieria
Minas y Petréleos de la Universidad Central del Ecuador. La identificacién
de los microorganismos genero los resultados que se muestran en la tabla
7.5.4.

Tabla 7.5.4. |dentificacion de microorganismos

Taxonomia | A B C D

Dominio Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria

Filo Proteobacteria Proteobacteria Firmicutes | Actinobacteria

Clase Gammaproteobacteria | Gammaproteo- Bacilli Actinomycetes
bacteria

Orden Pseudomonadales Pseudomona- Bacillales Corynebacteri-
dales neae

Familia Pseudomonadaceae Pseudomonada- | Bacillaceae | Nocardiaceae
ceae

Género Pseudomonas Pseudomonas Bacillus Rhodococcus

Especie P. sp P. putida B. cereus R. sp

Determinacién de p de crecimiento microbiano en las unidades expe-
rimentales.

Para calcular este parametro se realizo el conteo a las 4h de la siembra y
a las 24 h. Los conteos se muestran en la tabla 7.5.5. Las tasas de creci-

miento se muestran en la tabla 7.5.6.

Tabla 7.5.5. Conteo inicial de UFCs en las unidades experimentales

Ul - In Situ U2 - Guarumo U3 - Las Gradas U4 - Achotillo
Fecha

UFC In UFC In UFC In UFC In
UFC Inicial | 350 5,85 321 5,77 380 5,94 297 5,69

23/12/2009 | 899864,97 13,7 646934,28 13,3 237993,82 12,1 729416,36 13,5

B InN2 — InN1
K=" _n
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Ul
u2
u3
U4
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M

0,39/h

0,38/h
0,32/h
0,30/h

Como era de esperarse, los valores de las tasas de crecimiento microbiano
de las cuatro unidades experimentales son cercanos, por cuanto en todas

se emplea el mismo consorcio microbiano.

La tabla 7.5.7, recoge los datos del conteo de UFCs, en base a los cuales
se trazaron las curvas de crecimiento (figura 7.5.9).

Tabla 7.5.7. Conteo de UFCs

Fecha

UFC,

23/12/2009
03/03/2010
07/04/2010

04/05/2010

Ul
UFCs
350
8,9.10°
6,1.10°
6,4.10°

6,9.10°

In
5,58
13,71
13,33
13,38

13,45

U2
UFCs
321
6,4.10°
5,6.10°
3,6.10°

2,9.10°

In
5,77
13,38
13,24
12,80

12,58

U3
UFCs
380
2,3.10°
6,0.10°
5,6.10°

13,3.10°

In
5,94
12,19
13,31
13,24

14,1

U4
UFCs
297
8,9.10°
8,9.10°
8,9.10°

8,9.10°

Para normalizar las curvas recurrimos a los valores logaritmicos.

In
5,69
13,50
12,59
13,76

13,02

En todas las unidades experimentales se logré una curva de crecimiento
cercana a la ideal, muestra de eso son los valores de descenso de la con-
centracion de TPHs en cada unidad experimental (figura 7.5.9).
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Curvas de crecimiento comparativoes
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Figura 7.5.9. Curvas de crecimiento

Disminucién de la concentracion de TPHs.

Los resultados recibidos del laboratorio ambiental certificado de la Univer-
sidad Central del Ecuador se muestran en las tablas 7.5.8, 7.5.9; 7.5.10 y
7.5.11. Los analisis fueron ejecutados por un laboratorio independiente, por
cuanto; al ser los ejecutores de la remediacion; somos juez y parte; algo no
permitido por el marco juridico del Ecuador.

Tabla 7.5.8. Resultados de analisis de la unidad In situ

IN SITU

Parametros (ppm)
1 2 3 4

TPHs 5268,2 2709,09 1700,8 822,2
HAP’s 2,9 0,37 0,01 0,01
Plomo 8,8 8,8 8,8 8,8
Niquel 1,6 3,3 3,51 1,86
Cadmio 0,3 0,3 0,3 0,3
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Tabla 7.5.9. Resultados de analisis de la unidad Guarumos

GUARUMO

Parametros (ppm)

1 2 3 4
TPHs 5937,7 3464,38 2263,7 1605,5
HAP’s 2,08 0,48 0,48 0,01
Plomo 17,83 10,18 8,8 53
Niquel 1,6 3,3 2,66 2,04
Cadmio 0,3 0,3 0,3 0,3

Tabla 7.5.10. Resultados de andlisis de la unidad las Gradas

LAS GRADAS
Parametros (Ppm)

1 2 3 4
TPHs 64644,8 4994 1 4571,8 4296,30
HAP's 67,69 4,65 0,27 0,02
Plomo 18,43 11,12 10,13 6,3
Niquel 1,6 1,6 1,6 1,6
Cadmio 0,3 0,3 0,3 0,3

Tabla 7.5.11. Resultados de andlisis de la unidad Achotillo

ACHOTILLO
Parametros (ppm)

1 2 3 4
TPHs 50628,6 8818,95 8050,3 6148,80
HAP’s 11,81 0,41 0,01 0,01
Plomo 21,44 8,8 8,8 8,8
Niquel 1,6 4,3 2,96 1,97
Cadmio 0,3 0,3 0,3 0,3

En todas las unidades se observa un descenso en la concentracion de los
TPHSs, siendo esta mas pronunciada en las celdas de Las Gradas y Achio-
tillos cuyas concentraciones iniciales fueron de 64.644,8 y 50.628,6ppm
respectivamente (figura 7.35.). La figura 7.5.10, se muestra las curvas de
descenso comparativo de la concentracion de TPHs en todas las unidades
experimentales.
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Descenss comparative de la concentracis de TPHs
TO000.C0
000000
pleiee nby

E Anno0,0a

== lz2

1 30000,00 e L3

20000,00

1000000

Figura 7.5.10. Descenso de la concentracion de TPHs comparativo

Algo similar ocurre con la concentracion de HAPs (figura 7.5.11), en todas
las unidades experimentales, hasta niveles inferiores a los establecidos en
la normativa ambiental del ramo 1215 del RAHOE (>2ppm).
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Figura 7.5.11. Descenso de la concentracion de HAPs comparativo

Para evidenciar la correspondencia de la curva de crecimiento con la curva
de degradacién, se construye una grafica donde ambas curvas mantienen
una relacioén inversamente proporcional. A manera de ejemplo se muestra
la grafica de la Unidad Las Gradas (figura 7.5.12).
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Figura 7.5.12. Curva de crecimiento Vs curva de degradacion de TPHs

El género Pseudomona es capaz de degradar hidrocarburos aromaticos y
alifaticos en porcentajes de hasta un 37% (Chebbi et al., 2017). En el estu-
dio de Ramadass et al., (2018), se logra degradar hidrocarburos presentes
en suelos en concentraciones equivalentes a 39.000-41.000 ppm TPHs,
con excelentes resultados. Este y otros trabajos confirman la capacidad de
Pseudomona para degradar hidrocarburos y confirman los resultados.

Con relacion a Bacillus cereus, el estudio de Gao et al., (2018), muestra
porcentajes de degradacién de hidrocarburos del 12% en el dia 40; valores
que se incrementan a partir del dia 41 al dia 80, hasta el 27, en condiciones
de laboratorio. De igual forma el estudio de Bibi et al., (2018), muestra un
porcentaje de degradacion de hidrocarburos por parte de Bacillus cereus,
en pruebas que emplearon suelos contaminados con 1000ppm de TPHSs,
hasta 82.29%. De igual forma, Chaudhary et al., (2018), muestra para Rho-
dococcus sp, una eficiencia de degradacion de hidrocarburos equivalente
a 84% con una concentracion inicial de 1500 ppm TPHSs, en pruebas de
laboratorio.

Constante de degradacién

Los valores encontrados, muestran que las tasas de degradacion son pe-
quefas (tabla 7.5.12), siendo la unidad in situ la que presenta la mejor tasa
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de degradacion. Esto puede explicarse por el hecho de que los suelos de
esta unidad fueron evacuados de la zona anegada, donde la concentracion
de TPHSs fue baja (por su baja solubilidad en el agua), en comparacién con
las unidades Las Gradas y Achiotillo.

Tabla 7.5.12. Valores de la constante de degradacién comparativos

Unidad K ppm/dia
In situ 0,0209
Guarumos 0,0058
Las Gradas 0,0011
Achiotillo 0,0027

Tiempos de vida media
-1

t=————
k*ln(%')

El tiempo de vida media de la unidad in situ es de 13,96 dias, en tal virtud
para reducir la concentracion de TPHSs, hasta los limites establecidos en el
marco legal; de esta unidad se requieren 2,3 meses (tabla 7.5.13). Para la
unidad Guarumos es de 131,22 dias, siendo necesarios un total de 8,7 me-
ses. Para la unidad las gradas, se obtuvo un tiempo de vida media de 323,5
dias; para un total de 4,4 anos, en tanto que para Achiotillo 173,6 dias; pata
un tiempo total de tratamiento de 2,4 afnos.

Tabla 7.5.13. Valores de vida media comparativos

Unidad t-dias
In situ 13,92
Guarumos 131,22
Las Gradas 323,50
Achiotillo 173,60

Eficiencia

Los calculos muestran que todas las unidades experimentales, muestran
un alto porcentaje de eficiencia para el tratamiento de TPHs (Tabla 7.5.14),
mediante la técnica de compostaje, siendo la U, la mejor con, el 97,8% y la
de menor eficiencia la U, con 72,9%.
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Tabla 7.5.14. Valores de eficiencia en porcentaje

Unidad Cf * 100/Ci %

Ue, In situ 3,24 96,76
Ue, Guarumo 27,10 72,96
Ue, Las Gradas 6,65 93,35
Ue, Achiotillo 12,14 87,86

Metales pesados

Los analisis muestran que las muestras no presentan problemas con meta-
les pesados, por cuanto los limites establecidos en la legislacion 1215 del
RAHOE, para el Pb, Ni y Cd; son 100, 50 y 2 ppm respectivamente (tabla
7.5.15).

Tabla 7.5.15. Resultados del analisis de metales pesados

Pb ppm Norma
I I 1 \Y,
8,8 17,83 18,43 8,8
8,8 10,18 11,12 8,8 100
8,8 8,8 10,13 8,8
8,8 53 6,3 8,8
Ni ppm
1.6 1,6 1,6 1,6
3,3 3,3 1,6 4,3
3,51 2,66 1,6 2,96 >0
1,86 2,04 1,6 1,97
Cd ppm
0,3 0,3 0,3 0,3
0,3 0,3 0,3 0,3 )
0,3 0,3 0,3 0,3
0,3 0,3 0,3 0,3

Sin embargo, para el Pb, las pruebas resultan eficientes, por cuanto dis-
minuyen su concentracidn en el suelo (figura 7.5.13). Con relacion al Ni, el
comportamiento es irregular, algo que probablemente se deben a errores
de analisis. Con el Cd, no se observaron cambios, su valor 0,3 ppm fue
constante durante toda la investigacion.
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Figura 7.5.13. Variacion de la concentracién de Pb, comparativo

7.5.7. Conclusiones y recomendaciones caso cinco

Los resultados obtenidos en el estudio, nos perite afirmar que la metodo-
logia empleada fue adecuada para la biorremediacion de los suelos de la
linea de flujo del pozo Shushuqui 13.

Los parametros cinéticos del sistema de tratamiento muestran altas tasa
de crecimiento y de degradacion de hidrocarburos, en todas las variantes,
factor que atestigua en favor de la idoneidad de la metodologia y los mi-
croorganismos empleados.

Los resultados obtenidos, permitieron generar una propuesta integral de
biorremediacion de suelos, para el PRAS-MAE, la misma que se ejecutd en
11 meses y permitio remediar cerca de seis Ha.

No existen estudios reales de campo a gran escala, cuyos resultados pue-
dan ser comparados con los nuestros. La mayoria de las referencias son de
laboratorio a escala de mesocosmos.

Se recomienda incrementar la cantidad de tamices moleculares, para ob-

tener mejores tasas de estabilizacion, considerando que la esta estabiliza-
cion es condicion fundamental para la biorremediacion.
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7.6.1. Antecedentes

A peticion de la empresa TECP-Ecuador, en el afio 2003; el departamento
de proyectos ambientales de Oil Energy, realiz6 una visita técnica a las ins-
talaciones de la empresa en el Campo Bermejo, con el propdsito de evaluar
la posibilidad de ejecutar un trabajo de biorremediacion a los residuos de
los procesos de produccién de tanques de almacenamiento de combus-
tibles almacenados en las piscinas. La piscina de la cual se tomaron las
muestras tenia una capacidad de almacenamiento de 70 mé3.

En la piscina durante afios se dispusieron residuos de combustibles gasta-
dos (JP1, diésel y gasolina), restos de derrames de crudo, asfaltos, materia
organica y suelo contaminado. Con frecuencia se encontraron filtros de
combustibles, fragmentos de mangueras, guantes y otros materiales de
uso por parte del personal de la empresa.

Las muestras, se tomaron con un muestreador disefiado por nuestro equi-
po, que permitié6 tomar muestras de la parte superficial, media y profunda.
En concordancia con la cadena de custodia disefiada para el efecto, las
muestras fueron transportadas al laboratorio de Metalurgia extractiva de la
Escuela Politécnica Nacional del Ecuador, donde se efectuaron las pruebas
de tratabilidad de este tipo de residuos.

El informe final, fue entregado a la empresa TECP-Ecuador para su analisis
y sancion. La de gradacion de hidrocarburos al igual que otros residuos,
en especial los poliaromaticos considerados peligrosos, requiere un trata-
miento efectivo de alta eficiencia y bajo costo, una de estas metodologias,
es la biorremediacion (La Grega et al., 1998) y (Henry y Heinke, 1999) en
virtud de estas afirmaciones, nos planteamos la necesidad de evaluar la
posibilidad de biodegradar los residuos hidrocarburiferos de las piscinas de
TECP-Ecuador del campo Bermejo, con ayuda de microorganismos autéc-
tonos.
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7.6.2. Objetivo general caso seis

Evaluar la posibilidad de biodegradar residuos de piscinas de hidrocarbu-
ros, con microorganismos autoctonos.

7.6.3. Objetivos especificos caso seis

Obtener un consorcio microbiano aislado de los residuos, con ca-
pacidad para degradarlos.
Determinar los paradmetros cinéticos del proceso

7.6.4. Metodologia

A) Tomade muestras y conservacion. Las muestras de residuos de

B)

)

hidrocarburos de las piscinas, se tomo con ayuda de un muestrea-
dor de acero inoxidable, con una capacidad de 1,5 litros, de cierre
mecanico, disefiado por nuestro equipo. Tomando en cuenta las
dimensiones de la piscina (8 x 4 x 2,2), se tomaron 12 muestras, 4
de superficie (30cm), 4 de parte medio (90 cm) y 4 de profundidad
(1,8 m.). Las muestras se mezclaron y homogenizaron y de ellas
se tomaron dos de cinco kg, Adicionalmente se tomaron mues-
tras de suelo impregnado de crudo de las paredes de la piscina,
un total de 10, a partir de las cuales se obtuvieron dos muestras
compuestas de cinco. Las muestras fueron transportadas con re-
frigeracion (4-6°C).

Siembra de microorganismos. Las muestras se homogenizaron
y de cada una se tomaron 10 g (suelos); asi como también 10 mL
(liquidas). Las alicuotas se disolvieron en agua destilada y se pro-
cedio con la siembra mediante la técnica de diluciones, en medio
sélido de agar nutritivo (Difco), por duplicado. Las muestras se
cultivaron durante 48 horas bajo 27°C. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se efectud el conteo de UFCs de las placas y con la
identificacion de la diversidad morfolégica de colonias, asi como la
prueba de gram para las colonias seleccionadas.

Obtencion de cultivos puros. Esta fase se cumpli6 mediante
siembras consecutivas mediante la técnica de agotamiento de es-
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tria, una vez obtenida la conformacién microscépica de la pureza
de la cepa, se procedio a su multiplicacion en medio LB (Difco).

D) Disefio de las pruebas. Se emple6 una muestra liquida homoge-
nizada con tres repeticiones y una muestra sélida con tres repe-
ticiones, para un total de 8 unidades experimentales (2 testigos).
Las pruebas de degradacion se efectuaron durante 45 dias (Ver
disefio experimental tabla 7.6.1).

Tabla 7.6.1. Disefo experimental

Muestras liquidas Muestras solidas
ull ul.2 ulL.3 Us.1 Us.2 Us.3
Testigo Testigo

Las unidades experimentales contuvieron: 10L de residuos hidrocarburife-
ro, 150ml de consorcio microbiano con una concentracion de 0,8 x10° se-
gun McFarland 200 g de BIOSOIL®*® y 100ml de medio Buchnell Haas Broth,
en calidad de fuente de microelementos.

Las unidades experimentales en medio sélido: 10Kg de suelos, 300ml de
consorcio microbiano, 350g de BIOSOIL, 100 ml de medio Buchnell Haas
Broth. Las muestras liquidas se incubaron con agitacion y las muestras
sélidas se mezclaron periddicamente cada cinco dias.

E) Analisis de hidrocarburos. El analisis de la concentracion resi-
dual de hidrocarburos se realizd en un laboratorio certificado am-
biental (Gruntec), en conformidad con la metodologia de analisis
especificada en la normativa ambiental vigente del Ecuador.

F) Control de pardmetros de proceso. Los parametros de proceso
se monitorearon durante los 45 dias del tratamiento, cada cinco
dias. Los parametros monitoreados fueron: T, pH, conductividad
y humedad.

39 BIOSOIL, mezcla de tamices moleculares disefiada para el tratamiento de cortes y ripios
de perforacién.
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G) Determinacion de parametros cinéticos. Los parametros cinéticos
determinados fueron: Tasa de crecimiento microbiano (u), Tasa
de degradacién (k), Tiempo de vida media (t) y eficiencia en por-
centaje (Y) (Eweis et al., 1999). Las formulas empleadas fueron:

= w (1) Tasa de crecimiento

LnCo mMax.Bo

c = v k@ 1a5ade degradacion (Rittmann y Garralda,

2001)

K=Y2-Y1 /X2 - X1 (3) Pendiente

_ -1 (4)

~ kel ) Tiempo de vida media

Y= Cf* 100/Co (5) Eficiencia

H) Determinacién de metales pesados. Para el efecto se enviaran
muestras de los residuos en tratamiento al laboratorio GRUNTEC,
para su medicién, mediante adsorcion atomica.

7.6.5 Resultados y discusidn caso seis

A) Cepas identificadas

Las cepas seleccionadas (tabla 7.6.2), fueron identificadas mediante prue-
bas bioquimicas, de hidrolisis de hipurato, oxidasa, peroxidasa, 3 galacto-
sidasa, ureasa, Indol, nitratos, fermentacién de azucares, nitritos, hidrélisis

de gelatina, descarboxilasas, lipasa, utilizacion de citrato, utilizacion de Ma-
lonato, rojo de metilo, Voges-Proskauer (Bergey’s 1994).
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Tabla 7.6.2. Identificacion taxondmica de los microorganismos empleados

Taxonomia | X1 X7 X8 X11

Dominio Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria

Filo Proteobacteria Proteobacteria Firmicutes | Actinobacteria

Clase Gammaproteo- Gammaproteobac- | Bacilli Streptomyceta-
bacteria teria les

Orden Pseudomonada- | Pseudomonadales | Bacillales Streptomyce-
les neae

Familia Pseudomonada- | Pseudomonadaceae | Bacillaceae @ Stretomyceta-
ceae ceae

Género Pseudomonas Pseudomonas Bacillus Streptomyces

Especie P. sp P. aeruginosa B. subtilis | S.sp

La capacidad de Streptomyces spp, para degradar hidrocarburos es men-
cionada (Baoune et al., 2018; Pérez et al., 2010)

En el estudio de Kim et al., (2000), se confirma la capacidad del género
Bacillus y en especial de Bacillus subtilis degradar hidrocarburos presen-
tes en el agua marina. Por otro lado, Nwaogu et al., (2008) y el estudio de
Mukherjee and Bordoloi (2012), muestran el empleo de cepas de Bacillus
en la degradacion de hidrocarburos tanto del agua como del suelo. Una
cepa de Pseudomona aeruginosa, aislada de la rizosfera de una legumino-
sa, fue empleada para el tratamiento de un derrame de hidrocarburos en el
suelo (Mayz y Manzi. 2017), con una eficiencia de degradacién del 66, 70 y
95% en 45 dias. De igual forma Gao et al., (2017), muestran la capacidad
de Pseudomona aeruginosa para degradar asfaltenos en medio mineral.

Avalos y Padilla (2015), observaron la degradacion de petroleo Diesel-2
en agua de mar por P. aeruginosa en 5 dias a condiciones de laboratorio.
Palleroni et al., (2010) sefalan sobre el uso de un consorcio microbiano
integrado por P. aeruginosa en la degradacion de hidrocarburos. La cepa
Pseudomona sp. Es una de las cepas mas utilizadas en biorremediacién de
hidrocarburos (Kumar et al., 2008; Prabhu y Phale, 2003), en especial de
hidrocarburos alcanos y mono aromaticos (Salleh et al., 2003). El estudio
de Bracho et al., (2008), sefiala la capacidad de Pseudomonas stutzeri,
para crecer en presencia de dibenzotiofeno y degradarlo con fuentes adi-
cionales de nitrégeno y fosforo.
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El conteo de UFCs, en las unidades experimentales (tabla 7.6.3), se realizé
por 10 veces desde el 15 de junio del 2003 hasta el 15 de julio del 2003,

con los siguientes resultados.

Tabla 7.6.3. Ln de UFCs de las unidades experimentales

No Ln Uel.1 | Ln Uel.2  Ln Uel.3

0 6,1
1 14,5
2 19,5
3 18,1
4 16,0
5 14,9
6 15,2
7 13,8
8 131
9 17,3
10 17,9

6,1
14,5
20,2
16,8
19,8
20,4
13,7
12,9
17,2
17,2
16,3

6,1
14,8
14,9
15,2
20,8
16,4
15,9
14,8
17,9
18,4
18,1

Ln
UeS.1

6,1
14,9
14,8
14,9
15,9
15,6
15,4
14,8
15,4
18,4
17,7

Ln
UeS.2

6,1
15,0
19,5
15,2
20,4
19,8
14,7
14,8
17,7
17,7
17,9

Ln
UeS.3

6,1
14,9
19,1
14,6
15,2
13,1
13,1
13,3
13,7
16,6
16,0

Fecha

4h

15/06/03
20/06/03
24/06/03
26/06/03
28/06/03
02/07/03
04/07/03
09/07/03
11/07/03
15/07/03

Las curvas de crecimiento trazadas a partir de estos datos, muestran una
configuracion similar, tal como se observa en la figura 7.6.1.

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

In UFCs

Curva de crecimiento comparativo

7%3\./"

== Medio solido

5 &

a 9

10 11

== edio liquido

Figura 7.6.1. Curvas de crecimiento promedio, en medio liquido y sélido
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La tasa de crecimiento del consorcio empleado en medio liquido fue de:
p=0,19/h.

En tanto que la tasa de crecimiento del consorcio en medio sélido: u=0,20/h.
Estos valores son sustancialmente inferiores en comparacion a los valores
sugeridos en fuentes bibliograficas confiables determinan tasa de creci-
miento bacteriano maximas de 0.514/h para el género Pseudomona en me-
dio sintético (Bracho et al., 2004).

El estudio de Jiménez-Delgadillo et al., (2018), presenta un valor de p=
0,808 para el género Bacillus cultivada a 28°C, este valor es muy superior,
con la diferencia que es en cultivo exclusivo en ausencia de otra especie
microbiana. Los estudios citados, hacen referencia a las tasas de creci-
miento de especies individuales, aspecto que es necesario considera al
compararlo con el consorcio empleado en nuestro estudio.

C) Variacion de la concentracién de Hidrocarburos

La medicién de la concentracién de TPHs, se efectud por cinco ocasiones,
siendo los valores iniciales para la muestra liquida de 2500 ppm y para el
suelo de 63.366,3ppm. Transcurridos 45 dias de pruebas, se obtuvieron los

siguientes resultados (tabla 7.6.4).

Tabla 7.6.4. Disminucion de la concentracion de TPHs comparativa

422

Fecha Uel.lppm Uel.2ppm | Uel.3ppm Tlppm
04/06/2003 2500 2500 2500 2500
24/06/2003 2040,3 1860,3 1687,4 2412
01/07/2003 1475,1 956,1 1262,6 2364
08/07/2003 924,8 654,2 915,3 2280
18/07/2003 150,8 246,6 186 2130

Fecha UeS.1ppm UeS.2ppm | UeS.3ppm | T2ppm
04/06/2003 63.366,30 63.366,30 | 63.366,30 @ 63.366,30
24/06/2003 42600,12 37870,24 | 40298,71 | 62987,47
01/07/2003 19560,13 13452,69 | 2139256 @ 62237,12
08/07/2003 8332,27 7620,54 3271,35 | 61580,34
18/07/2003 3659,23 2987,13 756,31 61000,22
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El descenso de la concentracion de TPHs, en medio sélido es marcada en
todas las celdas experimentales siendo la mejor en la unidad experimental
3. Lafigura 7.6.2. muestra las curvas de descenso de TPHs de cada unidad
experimental en comparaciéon con la unidad testigo.

DESCENSO DE TPHs
70.000,00
§0.000,00

50.000,00
sl Up51

40.000,00
e 252

30.000,00 —,

TPHs ppm

20.000,00 s

10.000,00

0,00

Figura 7.6.2. Curva de degradacion de TPHs comparativa entre medio sélido

De igual forma sucede en las celdas experimentales en medio liquido.
Como se esperaba los valores de TPHs en los testigos de ambos medios
no vario sustancialmente, el ligero cambio, puede explicarse por efectos de
evaporacion y atenuacion natural (figura 7.6.3).

DESCENSO DE TPHs EN MEDIO

LIQUIDO

3000

2500
o
o 1500 s Uel2
=
0. - Uel3
= 1000

T1
500

0
1 2 3 4 3

Figura 7.6.3. Curva de degradacion de TPHs comparativa entre medio liquido
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D) Tasa de degradacion

Los datos calculados a partir de los informes de concentracion recibidos de
laboratorio muestran los siguientes resultados (tabla 7.6.5). Para el efecto

se emplearon las formulas 2 y 3.

Tabla 7.6.5. Variacion de LnCo/C de las celdas experimentales en medio

liquido y solido
Medio liquido InCo/C Medio sélido InCo/C
Fecha
Ue, Ue, Ue, Ue, Ue,
4/6/2003 0 0 0 0 0
24/6/2003 0,203 0,295 0,035 0,397 0,821
1/7/2003 0,527 0,961 0,683 1,175 1,549
8/7/2003 0,994 1.340 1,004 2,028 2,118
18/7/2003 2,808 2,316 2,598 2,851 3,054

En la construccién de la curva de InCo/C, se emplearon los valores prome-

dio de ambas muestras (figura 7.6.4)

Ue,
0

0,452
1,085
2,126

2,963

Variacién de InCo/C comparativo en medio
liquido y sélido

3,5

)
) e
1 >/ o

1 2 3 4 5

Figura 7.6.4. LnCo/C comparativa
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La tasa K de degradacion, calculada del promedio de los valores experi-
mentales, para las pruebas liquidas tienen un valor de K= 0,054 ppm/dia,
valor que es similar a K de las pruebas en medio sélido. Esto evidencia la
capacidad del consorcio para degradar hidrocarburos tanto en medio liqui-
do como en medo sélido.

E) Tiempo de vida media.

Los calculos muestran valores de 7,19 dias para el medio liquido y de 6,21
para medio solido. Para las celdas en medo liquido, el tiempo necesario
para llegar a los limites de descarga en cuerpos de agua, es de 20 ppm,
segun el LIBRO VI ANEXO 1, es de 50,33 dias. Nuestro tratamiento se pro-
longd durante 45 dias y logré un descenso hasta 195,5 ppm.

Para las unidades experimentales con suelo, el tiempo de vida media cal-
culado es de 6,20 dias, en consecuencia, para llegar a los limites de la
legislacién ambiental, que exigen valores inferiores a <4000 ppm, para sue-
los de uso industrial, se requieren 24,83 dias, y para suelo uso agricola
(<2000ppm), un total de 31 dias. Este tiempo necesario es aproximada-
mente el 50% del tiempo empleado en las pruebas, que fue de 45 dias.
Estos resultados muestran que los procesos de remediacién de hidrocar-
buros en suelos son mas eficientes que en medios liquidos, por cuanto las
bacterias encuentran una superficie adecuada en la cual formar la biopeli-
cula. Datos bibliograficos de biorremediacion de zonas costeras y esteros
contaminados con residuos petroleros hablan de un tiempo de tratamiento
aproximado de 800 dias, caso Exxon Valdés (McCammon, 2003).

F) Eficiencia

Ambos tratamientos presentan altos valores de eficiencia, y confirman la
capacidad de los microorganismos para degradar hidrocarburos, con 92,22
y 94,78% para medio liquido y sélido respectivamente.

G) Metales pesados

En base a los analisis de laboratorio las concentraciones de metales pesa-
dos variaron en conformidad con las tablas 7.6.6. y 7.6.7.
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Tabla 7.6.6. Variacion de Metales pesados en medio liquido

Pb Cd Ni
UelL1 Uel2 Uel3 UelL1l UelL2 Uel3 UelL1 Uel2 Uel3
3,20 3,20 3,20 1,90 1,90 1,90 3,20 3,20 3,20
2,80 2,92 2,34 1,14 1,32 1,05 2,57 2,64 2,81
1,10 1,87 1,02 0,89 0,92 0,62 1,53 1,72 2,09
0,63 0,95 0,15 0,27 0,33 0,15 0,92 112 1,32
0,10 0,23 0,07 0,04 0,12 0,09 0,60 0,97 0,78

Tabla 7.6.7. Variacion de Metales pesados en medio sélido

Pb Cd Ni
UeS1 UeS2 UeS3 UeS1 UeS2 UeS3 UeS1 UeS2 | UeS3
87,20 87,20 87,20 37,80 | 37,80 | 37,80 | 123,40 | 123,40 123,40
52,61 60,03 48,12 24,70 | 21,33 | 24,81 85,32 104,6 | 106,13
23,60 27,39 31,02 18,23 | 16,28 15,72 57,92 | 67,92 @ 82,65
1,70 5,68 2,45 2,70 3,45 1,14 35,20 | 40,35 | 32,41
0,50 0,38 0,07 0,50 0,64 0,27 27,00 | 38,42 | 17,21

La figura 7.6.5., muestra las curvas de descenso de la concentracion de
metales pesados en las celdas experimentales liquidas en tanto que la fi-
gura 7.6.6, en las muestras sdlidas.

Variacion de metales pesados en medio liquido

3,50
- NS
2,50 =\

2,00

\
Y -
e AN =
N \l\\\
PN

0,00

ppm

Figura 7.6.5. Variaciéon de metales pesados en muestras liquidas
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Segun le libro VI Anexo 1 de la Ley unificada Ambiental del Ecuador, para
descargas de aguas en un cuerpo receptor de agua dulce; los limites de
concentracion de metales son de: Pb 0,2 ppm, para el Cd 0,02ppm y para
el Ni 2ppm.

Las medias muestran para Pb 0,13ppm, Cd 0,08ppm y Ni 0,78ppm, en con-
secuencia, no se llegdé a cumplir con el limite para el Cd.

Variacidén de metales pesados en suelo

14000

13000

20,00 —i—F'h

pRm

——Cd

0,00

L 2 3 4 5

Figura 7.6.6. Variacién de metales pesados en muestras de suelo

Para los suelos uso agricola remediados, segun el reglamento 1215 para
las operaciones hidrocarburiferas en el Ecuador, los limites de Pb, 100ppm,
Cd 10ppm y Ni 100ppm.

El tratamiento muestra eficiencia para el Pb con valores finales promedios
0,32ppm, Cd 0,47ppm y Ni 27,54 ppm. Todos los resultados cumplen con
los limites de concentracion del marco legal.

H). Control de otros parametros

Conductividad. La conductividad inicial en uyS en las unidades de trata-
miento varié moderadamente durante el tiempo de tratamiento en cada una
de las unidades experimentales. En las unidades experimentales en medio
liquido vario de 36,4 a 41,49 uS/cm. En la unidad con suelo de 23,7 a 28,6
uS/cm.
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El pH. Las variaciones del pH fueron leves. En todas las unidades se logré
establecer un pH ligeramente acido desde 6,2 a 7,6. En todo caso la va-
riacion del pH no fue importante como para reducir la tasa de crecimiento
bacteriano o la tasa de degradacion de residuos.

Humedad. La humedad establecida en las unidades de tratamiento con
suelo vario entre 56% y 62%.

). Andlisis estadistico

Por cuanto las pruebas de degradacién de hidrocarburos con el consorcio
empleado, se realizé en dos medios diferentes, no comparables; no se rea-
liza ningan analisis estadistico.

7.6.6 Conclusiones caso seis

Los resultados permiten afirmar con seguridad, que la biorremediacion de
residuos de hidrocarburos almacenados en piscinas es factible con ayuda
de microorganismos autdctonos en conjunto con el empleo de tamices mo-
leculares (BIOSOIL).

Los aislamientos ejecutados, permitieron obtener un consorcio microbia-
no con capacidad para degradar hidrocarburos, compuesto: Pseudomona
aeruginosa, Pseudomona sp, Bacillus subtilis y Streptomyces spp.

Los parametros cinéticos calculados para el consorcio microbiano emplea-
do, p 0,19y 0,20/h, para la remediacion en medio liquido y suelo respecti-
vamente. La tasa de degradacion fue de similar en para ambos casos K=0,-
054ppm/dia Determinar los parametros cinéticos del proceso. Los tiempos
de vida media: 89,04 y 63,6 dias respectivamente. Mientras que la eficien-
cia en porcentaje alcanz6 92,2 y 94,7% respectivamente.

En relacidon con los metales pesados, el empleo de tamices moleculares
contenido en BIOSOIL, mostro ser efectivo para su eliminacion; asi lo mues-
tran los resultados de las pruebas en medio liquido y suelo. Solo con el Cd,
en medio liquido; no se cumplio con los limites de concentracidén permitidos
por la legislacion ambiental, de 0,02ppm, llegando a peas a 0,04ppm.
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Los tiempos de vida media calculados, muestran que es factible tratar este
tipo de residuos en tiempos adecuados y con bajo costo.

7.6.7 Recomendaciones

* Ejecutar una prueba piloto en condiciones locales, para afinar los
parametros cinéticos y definir los factores ambientales que podrian
ejercer influencia sobre el proceso de biorremediacion.

* Realizar pruebas complementarias con polimeros y emulsificantes
que permitan obtener una emulsiébn agua/crudo/bacterias/biosoil y
asegurar de esta manera el mayor contacto de la masa bacteriana
con los residuos.

e Buscar fuentes alternativas de microelementos, de menor costo y
buena eficiencia.

* Ejecutar los analisis de metales pesados en los lixiviados, por cuanto
el empleo de tamices moleculares permite la adsorcion de estos, y en
la metodologia recomendada en la 1215, es extractiva.

» Planificar una propuesta de trabajo, en condiciones de campo.
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