Seguimiento “exsitu” de la biorremediacion de lodos
con crudo de castilla, caso Rio Torca
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Resumen

La problematica ambiental por los vertimien-
tos de hidrocarburos y sus derivados a nivel
nacional e internacional ha causado graves
impactos ambientales. Para atenuar este pro-
blema, se presentan alternativas de biorreme-
diacién. Se escogieron las técnicas de atenua-
cion natural y bioestimulacion para hacer un
estudio ex situ del comportamiento de los
microorganismos, tomando una muestra de
lodo del canal en el rio Torca, en la Autopista
Norte con calle 205, el cual se vio afectado
con el vertimiento de crudo de castilla. Igual-
mente, se realizé una propuesta de atencion
de este tipo de eventos.

1 Mavco teorico.

Las fuentes de vertidos de crudo y derivados,
en la mayor parte de los casos, proviene de un
derrame accidental producido en la superficie
o directamente en el subsuelo. Los hidrocar-
buros y algunos de sus principales aditivos
son detectables en el subsuelo en cantidades
incluso de partes por billén (ppb). Dividimos
los hidrocarburos en alifdticos y aromaticos.
Los aromaticos son los que mds problemas
medioambientales causan, especialmente dos
familias: PAH o HAP (hidrocarburos aroma-
ticos policiclicos), y los BTEX (benceno, to-
lueno etilbenceno y xilenos) (Speight, 2001).

Frente a la recuperacion del terreno una vez
afectado por un vertido, las actuaciones co-
rrectoras pueden dividirse en tres alternativas
principales (Boulding, 2003): eliminacién de
los contaminantes, aislamiento de la contami-
nacion y traslado de la contaminacién a un

contaminados

vertedero. Una vez realizada una aproxima-
cion general, se puede acudir al uso de técni-
cas de biorremediacion, teniendo como base
que los hidrocarburos de mayor degradacion
son los alifiticos (y entre ellos los lineales),
seguidos por los aromaticos y los asfaltenos.

La biorremediacién se puede definir como
un grupo de tratamientos contra la contami-
nacion de un medio que aplican sistemas bio-
légicos para catalizar la destruccion o trans-
formacién de compuestos quimicos en otros
menos toxicos (Gonzalez y Rojas, 2009).

Desde un punto de vista metodolégico,
existen tres conceptos importantes:

Atenuacion natural o biorremediacion intrinseca:
llevada a cabo por microorganismos autocto-
nos, del medio afectado (Watanabe, 2001). Es-
tos utilizan su potencial enzimdtico para mine-
ralizar (biodegradar completamente hasta CO,
los compuestos orgdnicos o bien simplemente
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degradarlos hasta productos intermedios, en un
ambiente aerobio o anaerobio). La capacidad
intrinseca de asimilacién de un medio depende
de las habilidades metabolicas de los microrganis-
mos nativos, del tipo de contaminante y légica-
mente de la geoquimica y la hidrogeologia en
la zona.

Bioestimulacion: existe variedad de técnicas
para aplicar la bioestimulacién. Una prime-
ra division se puede hacer entre practicas in
situ (adicidn de nutrientes) y técnicas ex situ
(landfarming, biopilas, biorreactores, etc.)
(Atlas y Unterman, 1999). En muchos casos
es suficiente anadir aceptores de electrones
(oxigeno, nitratos, €tc.), aunque en otros se
podria requerir la adiciéon de nutrientes o
ajustes de pH.

Bioanmentacion: es la utilizacién de microor-
ganismos especializados y exdgenos al medio
con el fin de optimizar la remediacion (Atlas
y Unterman, 1999). Esta técnica puede ser
apropiada para proyectos ex situ, especialmen-
te en lo que se refiere a la utilizacién de con-
sorcios especializados (Vinas et dl., 2002).

2 Metodologin

El pasado 23 de Febrero de 2012,
en la cuidad de Bogota, se genero
un derrame de crudo de castilla en
la calle 170 con carrera 12, prove-
niente de un tanque de una cantera
abandonada con nombre Calican-
to*. El crudo se filtro al sistema de
aguas lluvias y luego llegd al hu-
medal Torca. Para evitar que este
siguiese contaminando el humedal,
se construyé un tambre y una ba-
rricada sobre el ancho del canal. El
protocolo que se puso en marcha
para manejar materiales peligrosos,
en este caso, el crudo de castilla, fue:
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la contenciodn, la extraccién del residuo, la re-
cuperacion del medio y la disposicion final
del combustible, considerado contaminante y
peligroso. El primer trabajo que adelant6 el
grupo de materiales peligrosos fue revisar que
no estuvieran concentrados vapores en el sis-
tema de alcantarillado, y como resultado no
se marcé ningun tipo de riesgo.

Para la toma de muestras, inicialmente se
realizé6 una inspeccion visual (fotografias,
verificaciéon del vertido), seguida de la toma
de una muestra (2,5 kg) de lodos, agua y pe-
tréleo que se sometié a una caracterizacion
quimica y microbioldgica. Esta fue trasladada
hasta el laboratorio de la Facultad de Inge-
nierfa Ambiental de la Universidad Antonio
Narino, ubicada en la sede sur y preservada en
refrigeracién (4°c).

Para la parte microbiolégica, se utilizaron
medios de cultivo como: TSA, agar-agar,
potato dextrose agar, y sustancias quimicas
como: nitrato de amonio, pirofosfato y po-
tasio de hidrogeno.
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Los tratamientos implementados fue-
ron atenuacién natural (adicién de 100 ml
de agua destilada) y bioestimulaciéon (adi-
cion de 100 ml de agua destilada, nitrato
de amonio al 0,3%, potasio de hidrogeno
(K,HPO,) al 0,5%, y dihidrogenofostato de
potasio (KH,PO,) al 0,07%). El proceso de
adicion de aguas y nutrientes se realiza cada
siete dfas, durante dos meses. Para la prepa-
racién de los medios de cultivo se siguieron
los siguientes pasos: peso del medio cultivo
y mezcla con aguas estériles, esterilizacion
(temperatura 121°c, a una atmosfera de pre-
si6n y 20 minutos de duracidn).

Para las diluciones, tomamos un tubo
estéril con 10 ml de pirofosfato estéril, le
agregamos 1 gr de lodo contaminado (tubo
muestra) y sometemos al vortex por cinco
minutos a 5000 rpm. Este procedimiento
se realiza en dos tubos de toma de muestra;
cada uno se marca con bioestimulacién y el
otro con atenuacion natural. Preparamos 20
tubos Eppendort en una gradilla, los mar-
camos con bioestimulacién (10) y con ate-
nuacién natural (10). En el tubo 0 se agrega

1000 wl del tubo muestra marca-
do con bioestimulacién y en los
otros nueve tubos se ponen 900
ul de agua destilada estéril. En
este proceso se utiliza la micro-
pipeta (100-1000 microlitros,
lo que garantiza la medida en
microlitros) y se usan las puntas
azules. Dilucion 1: en este proce-
dimiento utilizamos las micropi-
petas para este volumen (10-200
microlitros); de la muestra BO
tomamos con la puntas amarillas
100 ul y se agregan a la muestra
1; de la muestra 1 se sacan 100
ul y se agregan a la muestra 2,
realizando este mismo procedi-
miento para todas las demds di-
luciones. Las puntas utilizadas se
cambian en cada paso para evi-
tar la contaminacién. En la cabina de flujo
laminar se alistan las cajas de Petri estériles
en fila, se toma el TSA estéril y se vierten
20 ml aproximadamente en cada una de las
cajas. Se toma el potato y el medio sintético
y se realiza exactamente el procedimiento del
proceso anterior. Para la siembra se toma de
cada uno de los medios de cultivo. Las placas
se dividen en dos partes iguales, para poder
realizar la siembra de cada una de las dilucio-
nes, la atenuacidn natural y la bioestimula-
cioén (10 placas para cada uno).

3 Resultados

El anilisis quimico del crudo de castilla fue
realizado en los laboratorios del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional
(IBUN), en dos periodos, en el inicio del ex-
perimento y al final, para poder observar los
cambios en la degradacion del hidrocarburo.
Para el tratamiento de bioestimulacion, se
observa cémo los vértices de los hidrocarbu-
ros que estdn en la muestra inicial (cromato-
grama superior) son altos, en tanto en el cro-



matograma inferior se puede observar que la
mayoria de estos picos han desaparecido o
decrecido. Ello se atribuye al efecto degrada-
dor de los microorganismos presentes en el
tratamiento. Esta degradacién ocurre princi-
palmente en los hidrocarburos mds solubles
(alcanos vy cicloalcanos).

Para el caso de atenuacién natural tene-
mos dos cromatogramas que corresponden
igualmente a los dos periodos de analisis del
crudo, sin embargo, en este caso podemos
observar como los picos son iguales, lo cual
se atribuye a que el proceso de atenuacion
requiere de un mayor tiempo para lograr la
degradacion de los hidrocarburos y a que
las condiciones climdticas que favorecen un
mayor indice de gradacién son las de calor
€XCes1vo.

Para el caso de crecimiento microbiano,
se observa en la grifica un mejor comporta-
miento en el tratamiento de bioestimulacion
desde la semana 1 hasta la semana 6 (de 43
UFC se pasé a 90x10° UFC), en tanto que
para el tratamiento de atenuacion natural se
mantuvo constante (20x10° UFC) a través
del tiempo.

4 Protocolos

El protocolo propuesto en esta investigacion
estd orientado hacia la evaluacién de riesgos
ambientales ocasionados por vertimientos en
rios urbanos, ya que es la técnica que propor-
ciona las herramientas para identificar y ca-
lificar los problemas ambientales, ademds de
ser la base metodoldgica que fundamenta las
estrategias de reduccién de riesgos para la sa-

lud publica.

El personal encargado de atender este
tipo de eventos ambientales debe tener los
conocimientos bdsicos en temas como: vias
y tiempo de exposicion a los téxicos, proce-
so fisiolégico de los toxicos en el organismo

(metabolismo), efectos de los toxicos en el
Organismo y tratamientos primarios en caso
de intoxicacion.

Igualmente se debe determinar, en primera
instancia, el riego para la salud humana y pos-
teriormente para el ecosistema. Si los riesgos
existentes se caracterizan como no tolerables,
entonces se debe intervenir el sitio para re-
ducir o eliminar los niveles téxicos, mediante
la implementacién de un proceso de restau-
racion, remediacion o correccion ambiental.

El andlisis de los riesgos ambientales se rea-
liza para proteger la salud humana y la biota
de los peligros que puedan ocasionar la expo-
sicién a sustancias peligrosas presentes en el
medio ambiente. Este analisis es una técnica
multidisciplinaria que incluye ciencias como
la toxicologia, la epidemiologia, la ingenierfa,
la psicologia, la higiene industrial, la seguri-
dad ocupacional e industrial, la evaluacién del
impacto ambiental, entre otras.

Este andlisis conlleva el desarrollo de me-
todologfas técnicas, dentro de las cuales po-
demos sugerir:

* Identificacion del riego: se trata de esta-
blecer si existe peligro para la salud hu-
mana o para el ecosistema vy, de existir,
dimensionar su alcance toxicologico.



* Estimacion de ln exposicion: estudiar el gra-
do de contacto que pueda llegar a tener
el téxico con los humanos y con la biota.

* Descripcion de ln ruta de exposicion: se
debe estudiar la fuente, la posibilidad
de transformarse fisicamente (volatili-
zacion, precipitacion, entre otras), dis-
tribucion, transferencias a otros medios
(agua, suelo, subsuelo) y exposiciones
futuras.

De acuerdo a la informacién recolectada,
se debe empezar por desarrollar una metodo-
logia de trabajo que conlleve a la aplicacion
de técnicas de limpieza, para lo cual se debe
tener en cuenta:

 Caracterizacion del sitio.

* Aspectos legales y normativos.

* Disponibilidad de tecnologias adecuadas
para tratar el problema.

De esta manera, el proceso de limpiar el si-
tio afectado por el vertimiento debe estar jus-
tificado y disefado. Asi, se tendrd una vision
global del proyecto, el cual consta de:

* Una estimacién preliminar de la com-
plejidad del proyecto.

* Modelo conceptual, en donde se considere
la fuente de contaminacidn, rutas de expo-
sicién y receptores potenciales.

¢ Identificacién de informacion:

- Informacion necesaria.

- Forma de recolectar esta informacion.

* Actividades: modelaje sitio especificas.

- Identificacién fisiografica del sitio y
de las poblaciones humanas y bioticas
relacionadas con él.

- Andlisis técnica del tipo de remedia-
cién a implementar.

* Estudios de viabilidad técnica y econdmica.

* Definicion de las metas iniciales de restau-
racion.

* Aspectos legales.

* Aceptacion por las autoridades locales.
* Aceptacién por la comunidad.

En el caso de vertidos en rios urbanos, se
recomienda establecer métodos de contin-
gencia, para eliminar de manera manual la
mayor cantidad de contaminante posible, el
cual debe ser dispuesto en bolsas rojas como
residuo peligroso y como tal debe ser tratado.

Igualmente, se debe determinar qué tecno-
logia de limpieza se debe utilizar en el sitio de
acuerdo a sus caracteristicas, no solo topogra-
ficas, sino arqueoldgicas y urbanas. Normal-
mente se recomienda la implementacion de
tecnologias recientes, lo cual tiene el propdsi-
to de trabajar en la eliminacion de riegos para
la salud y en la conservacién de la calidad del
medio ambiente.

Las tecnologias de restauracion se clasifi-
can en dos grandes grupos:

o Técnicas tradicionales: inmovilizacion
por vitrificacién y cementacion en insta-
laciones de confinamiento e incineracion
de medios contaminados en hornos de
cremacion de residuos toxicos.

o Técnicas innovadoras:

- M¢étodos bioldgicos: biorrestauracion
(in situ de acuiferos subterrdneos, ex
situ de agua subterrdnea, ex situ de
suelo, fitorrestauracion, fitoextrac-
cién, rizofiltracion, fitodegradacion,
fitovolatilizacion), biorremediacion
(atenuacién natural, bioestimulacion,
bioaumentacion).

- M¢étodos quimicos: deshalogenacion,
polietilenglicol-potasa, deshalogena-
cion catalitica.

- Muros de tratamiento: barreras de
precipitacion, barreras de porcidn.

- Extraccion: enjuague del suclo in
sitn, lavado del suelo, extraccién con
disolventes.



- Técnicas de control: barreras imper-
meables, paredes con tortas filtrantes,
paredes de mortero o metdlicas.
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