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La contaminacion de aguas con hidrocarburos es un problema medioambiental que
ocasiona dafios ecologicos de gran importancia con un efecto negativo en diferentes
ambitos (salud, agricultura, pesca...etc.), y por ello provoca un interés y preocupacion
a nivel cientifico, social y de las autoridades. Una de las principales fuentes de
contaminacion por hidrocarburos son los derrames o vertidos, accidentales o
intencionados; sin embargo, existen otras fuentes de contaminacién mayor, debido a

una mayor persistencia y frecuencia, como por €j. los efluentes locales e industriales.

En esta investigacion el objetivo ha sido tratar aguas contaminadas con hidrocarburos
procedentes de unas instalaciones de almacenamiento, transporte y distribucién de

hidrocarburos y productos petroliferos.

Para ello se disefiaron biorreactores en los que se instalaron materiales absorbentes
en su interior. Asi, el tratamiento del agua se fundamentdé en un proceso de
biorremediacion de los hidrocarburos por parte de las bacterias presentes en el agua,
dicha degradaciéon bacteriana se plante6 como el resultado de combinar la
biodegradacion realizada por la microbiota presente en el agua del contaminante
disuelto en ella con la degradacion realizada por la poblacion microbiana adherida al
material absorbente de los hidrocarburos que quedaban retenidos en los mismos. Se
estudio la microbiota presente en el agua y adherida a los soportes mediante técnicas
microbioldgicas, la formacion de biopelicula por microscopia electronica de barrido, y
la evolucion del contenido en hidrocarburos por gravimetria y cromatografia de

gases/espectrometria de masas.

El disefio experimental consisti6 fundamentalmente en un escalado partiendo de
ensayos a escala de laboratorio hasta la instalacion de una planta piloto. En los
primeros ensayos, se seleccionaron una serie de materiales absorbentes fabricados
en fibra de polipropileno (Pafio Sentec® y Cordon Sentec®) y corcho granulado
(Corksorb® 01025 y Corksorb® 03025) y se alojaron en microcosmos de 1 litro de
capacidad. En ellos se estudié la capacidad de estos materiales de promover en su
superficie la formacién de una biopelicula degradadora empleando en primer lugar una
cepa con capacidad de adherencia conocida, Pseudoalteromonas elyakovii, para
posteriormente comprobar dicha capacidad con la microbiota autéctona del
emplazamiento contaminado. A partir de los resultados de dichos ensayos se descarto
el corcho hidrdfilo Corksorb® 03025.

En una segunda etapa de ensayo, se disefiaron dos biorreactores de flujo horizontal y
vertical, en los que del mismo modo se instalaron materiales absorbentes que

retuviesen parte de los hidrocarburos presentes en agua. Se distinguieron dos fases

w
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dentro de los ensayos, la primera de ellas denominada “fase de tratamiento” en la que
se hizo pasar el agua a través del material absorbente promoviendo la degradacién
bacteriana de los hidrocarburos en el propio agua y la retencién de los mismos en los
soportes absorbentes; en una segunda fase, “fase de biodegradacion”, se estudio la
degradaciéon microbiana por parte de los microorganismos adheridos de los
hidrocarburos absorbidos a los soportes. Los resultados mostraron en primer lugar la
necesidad de redisefar el biorreactor de flujo horizontal para futuras investigaciones,
ya que la instalacion de las distintas unidades absorbentes en diferentes posiciones
favorecié una desigual adhesion microbiana y absorcion, y posterior biodegradacion de
los hidrocarburos retenidos. En cambio el disefio del biorreactor de flujo vertical, en el
cual el material absorbente ocupaba la seccion de paso de agua en su totalidad,
favorecio tanto la adherencia microbiana como la retencién y degradacién por parte de
la microbiota adherida. A partir de los resultados de esta bateria de ensayos se
determind que el sistema constituido por el biorreactor de flujo vertical empleando el
material absorbente Pafio Sentec® era el sistema de tratamiento de aguas

contaminadas con hidrocarburos mas eficaz.

En base a estos ultimos resultados, se realizé un nuevo ensayo con este sistema
tratando un mayor volumen de agua con una mayor carga de hidrocarburos,

obteniendo nuevamente resultados satisfactorios.

Por otro lado, a partir de las cepas identificadas dentro de la microbiota adherida a los
soportes absorbentes, se seleccionaron 5 bacterias y se realizaron ensayos de
degradacion de hidrocarburos empleando cada una de ellas de forma individual. Los
ensayos mostraron que Unicamente Brevundimonas diminuta mostr6 una capacidad

de degradacién en detrimento de las cuatro cepas restantes.

Finalmente, la Ultima etapa del escalado consistié en la instalacion y puesta en marcha
de una planta piloto basada en el sistema de flujo vertical mencionado anteriormente.
El disefio de la planta estaba constituido por cuatro biorreactores, dos de ellos con
aireacion adicional y dos sin ella, trabajando cada dos a distinto caudal. En esta planta
se diferencid al igual que en los ensayos anteriores la fase de tratamiento y
biorremediacion. Los ensayos en planta mostraron nuevamente la eficiencia del

sistema en el tratamiento de aguas contaminadas con hidrocarburos.

Por tanto, se puede concluir que se ha conseguido desarrollar un sistema que emplea
materiales bio-absorbentes para el tratamiento de aguas contaminadas con
hidrocarburos, cuya eficacia viene avalada por los resultados obtenidos en este trabajo

de investigacion.



Hydrocarbon polluted waters is an environmental problem which causes serious
ecological damage as well as having a negative effect on different areas (health,
agriculture, fishing etc.). For this reason, it attracts interest and is a cause for concern
not only for the scientific community, but also on a social and political level. One of the
main sources of hydrocarbon contamination are spills or dumping, both accidental and
intentional. However, there exist other larger sources of pollution due to increased

persistency and frequency, for example, local and industrial effluents.

The aim of this research was to treat hydrocarbon polluted waters originating from

hydrocarbons and oil product storage, transport and distribution facilities.

For this, bioreactors were designed inside of which absorbent materials were placed.
This way, the treatment of the water was based on a hydrocarbon bioremediation
process by the bacteria present in the water; said bacterial degradation was the result
of combining the biodegradation carried out by the microbiota present in the water, in
which the contaminant was dissolved, with the degradation carried out by the microbial
population adhered to the absorbent material of the hydrocarbons that were held by
these. The microbiota present in the water and adhered to the surfaces via
microbiological techniques was studied, as was the formation of biofilm using scanning
electron microscopy, and the evolution of the content in hydrocarbons using gravimetry

and gas chromatography/ mass spectrometry.

The experimental design essentially consisted of a scale-up system from a laboratory
scaled tests to the installation of a pilot plant. In the first tests, a series of absorbent
materials made with polypropylene fibre (Pad Sentec® and Barrier Sentec®) and
granulated cork (Corksorb® 01025 and Corksorb® 03025) were selected. These were
then placed in microcosms with one-litre capacity. In these, the ability of these
materials to promote the formation of a degrading biofilm on a surface was studied
using firstly a strain whose adhesion capacity was known, Pseudoalteromonas
elyakovii, and subsequently said capacity was checked with the indigenous microbiota

to the polluted site. Corksorb® 03025 was ruled out on the basis of said tests.

In a second test phase, two horizontal and vertical flow setting bioreactors were
designed, inside of which absorbent materials that would retain part of the
hydrocarbons present in the water were installed. There were two phases in the tests.
The first one was called the “treatment phase”. In this one, the water was passed
through an absorbent material promoting bacterial degradation of the hydrocarbons in
the actual water and their retention on the absorbent surfaces. In the second, the

“biodegradation phase”, the microbial degradation by the adhered microorganisms of
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the hydrocarbons sorbed by the surfaces was studied. Firstly, the results highlighted
the need for the horizontal flow setting bioreactor to be redesigned in future studies, as
the placement of the different absorbent units in different positions favoured an unequal
microbial adhesion and absorption and subsequent biodegradation of the retained
hydrocarbons. On the other hand, the design of the vertical flow setting bioreactor, in
which the absorbent material took up the entire section through which the water
passed, favoured both microbial adhesion and the retention and degradation by the
attached microbiota. On the basis of this battery of tests it was ascertained that the
system made up of the vertical flow setting bioreactor using the absorbent material Pad

Sentec® was the most effective for the treatment of hydrocarbon polluted waters.

Based on these last results, a new test was carried out with this system treating a
greater volume of water with a greater load of hydrocarbons, again obtaining

satisfactory results.

On the other hand, from the strains identified in the microbiota attached to the
absorbent surfaces, 5 bacteria were selected and hydrocarbon degradation tests were
carried out using each of them individually. The tests showed that only Brevundimonas

diminuta displayed degradation ability at the expense of the other four strains.

Finally, in the last stage of the scale-up process, the pilot plant based on the above-
mentioned vertical flow setting system was installed and started functioning. The
design of the plant was made up of four bioreactors, two of which had additional
aeration, the other two did not, each pair working at different flow rates. In this plant, as
was the case with the tests, there were two different phases: the treatment and the
bioremediation phases. The plant tests displayed again the effectiveness of the system

in the treatment of hydrocarbon polluted waters.

It can therefore be concluded that a system which uses bio-absorbent materials for the
treatment of hydrocarbon polluted waters was developed, whose effectiveness has

been proven by the results obtained in this research.
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1.1 Hidrocarburos.

Los hidrocarburos, segun la RAE, son “compuestos resultantes de la combinacion del

carbono con el hidrogeno”.

Los hidrocarburos se pueden clasificar en hidrocarburos de cadena abierta o de

cadena cerrada;
- Hidrocarburos de cadena abierta:

- Saturados: Son moléculas unidas mediante enlaces simples y se denominan
alcanos. Su férmula general es C,H,n.2, siendo n el nUmero de atomos de
carbono. Se subdividen en alcanos lineales, o ramificados en el caso de que un
atomo de hidrégeno sea sustituido por un grupo funcional llamado grupo alquilo
(Harayama et al., 1999). Estos compuestos también son denominados como

parafinas (Harayama et al., 2004).
» Ejemplo: Decano, CH;-(CH,)s-CH3

- Insaturados: Son moléculas formadas por atomos unidos por enlaces dobles,
denomindndose alquenos (C.H,,), 0 por enlaces triples, en cuyo caso se
denominan alquinos (C,H,,,). También pueden presentar ramificaciones
(Nolan, 2010).

» Ejemplo: 2-Buteno, CH3-CH=CH-CHj3
» Ejemplo: 1-Butino, CHs;-CH,-C=CH
- Hidrocarburos de cadena cerrada:
- Aliciclicos: Se subdividen en saturados e insaturados

Saturados: Poseen uno o0 varios esqueletos de carbono formado
exclusivamente por atomos de carbono unidos entre si mediante enlaces
simple. Se denominan cicloalcanos o alcanos ciclicos. Su férmula general es
C.H2n (Harayama et al., 1999). Estos compuestos también son denominados

como naftenos (Harayama et al., 2004).

» Ejemplo: Ciclohexano

o



- Insaturados: Presentan en su estructura al menos un enlace doble, en el caso
de los cicloalquenos (C,H,,.»), 0 un enlace triple (C,H2n4), denomindndose

cicloalquinos.

> Ejemplo: Ciclopenteno @

/
» Ejemplo: Ciclohexino

- Arométicos: También denominados bencénicos, poseen al menos un anillo
aromatico formado por 6 atomos de carbono unidos por tres enlaces simples y

tres dobles enlaces alternos (Harayama et al., 1999).
» Ejemplo: Benceno

Dentro de los hidrocarburos aromaticos, destacar los hidrocarburos aromaticos

policiclicos (PAH), formados por dos 0 mas anillos aromaticos.
» Ejemplo: Naftaleno

Son subproductos de la combustion incompleta de combustibles fosiles,
biomasa y de actividades antropogénicas. Se presentan como sélidos
incoloros, blancos / amarillo palido con baja solubilidad en agua, puntos de
fusion y ebullicién altos y baja presion de vapor, y son omnipresentes en el
medioambiente. Los PAH presentan una elevada toxicidad, de hecho son
clasificados como contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (USEPA). Ademas son mutagénicos y
carcinogenos. (Haritash and Kaushik, 2009; Pandey et al., 2016; Zhang et al.,
2016).

El nimero de anillos arométicos influye en las propiedades quimicas del
hidrocarburo. Por lo general, un aumento en el tamafio y angularidad del PAH

resulta en un aumento de su hidrofobicidad y estabilidad electroquimica, lo que



contribuye a disminuir su solubilidad en agua y aumentar su persistencia
(Haritash and Kaushik, 2009; Pandey et al., 2016).

Por ejemplo, el naftaleno es el mas simple con dos anillos y es el mas soluble
de los PAH Por otra parte, el benzopireno, un PAH tipico de alto peso
molecular con cinco anillos, es uno de los PAH mas recalcitrantes y téxicos
(Pandey et al., 2016).

La presencia de los PAH en muy distintos habitat naturales, la resistencia a la
biodegradacion, el potencial de bioacumulacién y la actividad carcinogénica
han hecho que exista una gran preocupacion ambiental y sanitaria hacia estos
compuestos (Haritash and Kaushik, 2009), lo que ha determinado grandes

esfuerzos cientificos en su biorremediacion.

Tabla 1. Clasificaciéon de hidrocarburos.

CLASIFICACION DE HIDROCARBUROS |

Hidrocarburos de cadena cerrada

Saturados Formados por - Alcanos:
enlaces simples Propano, Butano, Pentano...etc.
Insaturados Poseen dobles - Alquenos:

o triples enlaces 1-Buteno, 2-Penteno...etc.
- Algquinos

- Propino, 1-Butino...etc.

Hidrocarburos de cadena cerrada

Saturados Formados por - Cicloalcanos:

enlaces simples Ciclopentano, Ciclohexano...etc.
Insaturados Poseen dobles - Cicloalquenos:

o triples enlaces Ciclopenteno, 1,3Ciclohexadieno...etc.

- Cicloalquinos:

Ciclopropino, Ciclobutino...etc.

Aromaticos @ Poseen al - Monoaromaticos: Benceno, Fenol
men n anill L s
enosunaniiio Aromaticos Policiclicos (PAH):

romati
aromatico Naftaleno, Fenantreno.



El petréleo puede definirse como un liquido viscoso, bituminoso de origen natural
formado por una mezcla de compuestos organicos, en su mayoria hidrocarburos.
Actualmente se conocen mas de 200 hidrocarburos que forman parte del petréleo
(Avandeeva et al., 2014).

El petréleo consiste fundamentalmente en una mezcla de compuestos no acuosos e
hidréfobos, en su mayoria hidrocarburos aromaticos y alifaticos saturados, ademas de
resinas (piridinas, quinoleinas, carbazoles, sulféxidos y amidas) y asfaltenos (fenoles,
acidos grados, cetonas, ésteres y forfirinas) en menor proporcion. (Ganesh Kumar et
al., 2014; Grace Liu et al., 2011).

A diferencia de las fracciones aromaticas y saturadas, resinas y asfaltenos, contienen
compuestos polares distintos a los hidrocarburos y son las fracciones mas pesadas del
petréleo. En su composicion figuran, ademas de carbono e hidrégeno, nitrégeno,
azufre y oxigeno. La estructura quimica de las resinas y asfaltenos es muy compleja
(Harayama et al., 1999). En términos generales podemos decir que los asfaltenos son
compuestos formados por una gran cantidad de anillos aroméaticos unidos entre si por
cadenas parafinicas, solubles en solventes aromaticos e insolubles en alcanos
saturados de cadena corta. Las resinas son compuestos poliaromaticos similares a los
asfaltenos pero de menor peso molecular y caracterizados por relacion cadenas

parafinicas/anillos aromaticos mas alta.

El petroleo es un compuesto organico que se extrae de la corteza terrestre y se
transporta a diferentes partes del mundo fundamentalmente mediante oleoductos y
buques cisterna. El producto sin refinar se denomina crudo. En la refineria, el petréleo
crudo se separa en fracciones ligeras (de gases de refineria y de gasolina), fracciones
intermedias (queroseno y gasoleo), y fracciones pesadas (fueldleo ligero, fueldleo

pesado y asfalto) (Rodriguez-Trigo et al., 2007).

La composicion de los hidrocarburos del petréleo varia ampliamente, y cada
componente tiene diferentes propiedades fisico-quimicas (viscosidad, solubilidad y
capacidad de absorcién, biodisponibilidad o toxicidad) (McGenity et al., 2012). No
obstante, los hidrocarburos del petréleo son los componentes mas peligrosos del

mismo debido a su riesgo medioambiental y para la salud humana (Ros et al., 2014).

Los hidrocarburos son considerados como contaminantes persistentes debido a su
naturaleza recalcitrante a la biodegradacién, su bioacumulacion en el medio ambiente

y sus efectos nocivos para la salud al exponerse a ellos (Ganesh Kumar et al., 2014).



1.2 Propiedades de los hidrocarburos.

Existen un gran nimero de propiedades de los hidrocarburos a tener en cuenta, como
son los limites superior e inferior de inflamabilidad, volatilidad, viscosidad, etc. No
obstante, considerando las caracteristicas de nuestro estudio nos referiremos solo a
los que afectan a su biodisponibilidad y degradabilidad. En este sentido, en lo que
respecta a la disponibilidad de los hidrocarburos para ser degradados, destacar la
solubilidad, que representa la capacidad que tiene una sustancia para disolverse en un
determinado medio. La solubilidad en agua viene condicionada por la estructura
molecular de la sustancia, siendo mas insoluble cuanto mayor es la cadena
hidrocarbonada de la molécula, cuanto menor es el numero de grupos funcionales
polares (con oxigeno o nitrdgeno), cuanto mayor es el grado de sustitucion de
hidrégenos por Cl en el caso de organoclorados y cuanto mayor es el nimero de
anillos aromaticos en el caso de PAH. A igualdad de peso molecular, los hidrocarburos
aromaticos son mas solubles en agua que los alifaticos, hasta 4 veces mayor, por lo

gue se suelen encontrar en mayor concentracion en el agua (Vieira et al., 2007).

En cuanto a la polaridad, destacar que los hidrocarburos son moléculas apolares o
débilmente polares (en el caso de los aromaticos), por lo que tienen poca afinidad por
el agua y por tanto son dificilmente degradables por los microorganismos de ésta.
Ademds tienen mayor afinidad a medios apolares, por lo que tienden a adsorberse a

éstos.

Finalmente, otra propiedad que destacaremos y a la que se haré referencia mas
adelante, la biodisponibilidad, puede ser definida como la fraccién de una molécula
gue esta disponible para una conversion biolégica (Guo et al., 2016). Viene
determinada fundamentalmente por la solubilidad de la sustancia, y hay que
considerar que el uso de surfactantes aumenta la biodisponibilidad de la misma

favoreciento la formacion de emulsiones estables (Chen et al., 2013).

La importancia de la solubilidad radica en que para que una sustancia esté disponible
para los microorganismos, y asi poder degradarla biolégicamente, ha de ser soluble en
agua o, al menos, poderse dispersar en ella (emulsionar) mediante el uso de

surfactantes ya mencionados (Calvo et al., 2009; Christofi and Ivshina, 2002).

Como se acaba de sefialar, los hidrocarburos alifaticos son poco solubles en agua; en
otras palabras, destacar que la hidrofobicidad que caracteriza a los hidrocarburos

alifaticos limita su biodisponibilidad (Pasumarthi et al., 2014).



1.3 Contaminacion de aguas por hidrocarburos.

La conservacion del medio ambiente en aguas marinas y continentales es objeto de
preocupacion desde hace afios. Existen diversos factores tanto antropogénicos como
climéaticos que han provocado cambios en los mismos y en los recursos que provienen
de ellos (Coll et al., 2016).

Centrandonos en los factores antropogénicos, destacar la contaminacion de aguas por
hidrocarburos, problema medioambiental que afecta a los ecosistemas acuéticos, a las
especies que habitan en ellos, asi como a los productos que se obtienen de los
mismos. Por ello, esta contaminacién supone un riesgo para el medioambiente y para
la salud humana, por lo que existe una elevada concienciacién a nivel social, cientifico

y de las autoridades por atajar este problema (Soliman et al., 2014).

Los vertidos suponen una amenaza para el medioambiente que, a dia de hoy, no
parece que vaya a desaparecer a corto plazo a pesar de que se toman medidas
preventivas para minimizar su efecto (Al-Majed et al. 2012). La demanda de petréleo
se ha visto incrementada en las ultimas décadas debido al crecimiento poblacional y a
la industrializacion (Abbasian et al., 2016), factores estos que determinan que la
problematica generada no parezca de facil resolucion. Ademas hay que considerar
gue no solo se trata de un problema medioambiental y para la salud, sino que también
afecta a otros sectores de la sociedad como el turismo, la pesca o la acuicultura (Cirer-
Costa, 2015)

Una de las principales fuentes de contaminacion por hidrocarburos son los derrames o
vertidos, accidentales o intencionados, cuyo nimero se esta incrementando en los
ultimos afios debido al aumento del transporte y prospecciones petroliferas en aguas
oceanicas (Bao et al., 2014). En los ultimos afios, han tenido lugar diversos accidentes
de gran magnitud y repercusion, como el hundimiento en 2002 del buque “Prestige” a
130 millas de las costas gallegas y a una profundidad de 3500m; el vertido, de 77.000
toneladas de crudo, afect6 a 300km de la costa noroeste de Espafia y parte de la
francesa (de la Huz et al., 2005). Fuera de nuestro pais, la explosién en 2010 de la
plataforma petrolifera “Deepwater Horizon” en el Golfo de México supuso la liberacion
en aguas marinas de 4,9 millones de barriles de petréleo a una profundidad de 1500m

durante 85 dias aproximadamente (Liu et al., 2012).

Sin embargo, existen otras fuentes de contaminacién de ecosistemas acuaticos que
suponen una amenaza mayor, debido a una mayor persistencia y frecuencia, como por
ejemplo los efluentes locales e industriales, las instalaciones de almacenamiento de

petréleo maritimas y costeras, la quema de residuos...etc. (Silva-Castro et al., 2013).



Por otro lado, en 2003, el Centro Nacional de Investigaciones de los Estados Unidos
de América (National Research Council) dividié los derrames de crudo en cuatro
categorias; filtraciones naturales, extraccion/produccion, consumo y transporte. Segun
este organismo, mas del 60% del crudo presente en masas de agua proviene de
filtraciones naturales de origen geoldgico, en los que la accion humana no influye
(Ramseur, 2007).

La persistencia de los hidrocarburos en el medioambiente depende de sus
propiedades fisicoquimicas. Cuantos mas compleja es su estructura, mas halogenados
y més hidréfobos son, mayor tendencia tienen a acumularse en sedimentos y

asociarse a particulas de éstos (Perelo, 2010).

Cuando un derrame llega a una masa de agua, deja de existir como una mezcla de
componentes y sufre una serie de procesos fisicoquimicos y microbiolégicos, como se

observa en la figura 1 (Kleindienst et al., 2015)
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Figura 1. Procesos ocurridos en una masa de agua tras un derrame (Kleindienst et al., 2015).

El destino del derrame depende de las condiciones meteorologicas asi como de la
composicion del mismo. El impacto ambiental se agrava al llegar a zonas costeras o
riberas, donde puede provocar la muerte masiva de especies por diversas vias, como
la ingesta de crudo o la pérdida de propiedades hidrofobicas de la piel o de las plumas
de las aves, lo que les provoca la muerte por hipotermia, por citar algunos ejemplos
(McGenity et al., 2012).

Los efectos de la contaminacion por hidrocarburos sobre los seres vivos puede
clasificarse en tres categorias: Efectos directos letales (impiden la respiracion o

modifican la resistencia térmica, como en el caso de las aves mencionado



anteriormente, provocando la muerte), efectos directos subletales (se producen tras la
ingestion de los hidrocarburos provocando alteraciones genéticas, bioquimicas o
fisioldégicas que reducen la supervivencia y eficacia biolodgica) o indirectos (provocando
cambios en los ecosistemas que derivan en modificaciones de las estructuras de las

comunidades biolégicas y de la red de interacciones existentes) (MAPAMA, 2017).

Los hidrocarburos pueden entrar dentro de la cadena alimentaria, lo que supone un
riesgo de intoxicacion para todos los miembros de la misma, incluida la poblacién

humana, como se ha mencionado anteriormente (Dellagnezze et al., 2014).

En lo que respecta a acuicultura y pesca, la presencia de hidrocarburos en el mar
puede provocar la disminucion y hasta la pérdida de ciertas especies de peces,
mariscos y otros organismos que no tienen la capacidad de degradarlos, utilizarlos o
reciclarlos (Rodriguez-Chaves et al., 2014). En el ambito del turismo, obviamente el
hecho de que un derrame se produzca préximo a una zona de gran afluencia turistica
supone un perjuicio econémico ante el descenso de la afluencia de visitantes
(Rekadwad and Khobragade, 2015).

1.4 Métodos de remediacion: Fisico-quimicos.

Tradicionalmente los métodos que se han empleado para la eliminacién de
hidrocarburos han sido fisicos y en ocasiones quimicos. Sin embargo, aungque son
métodos de eficacia contrastada, rara vez son totalmente efectivos (Rdling et al.,
2002).

Entre los métodos fisico-quimicos destacan entre otros el uso de barreras y skimmers,
la quema in situ de crudo en agua, o el uso de dispersantes. El problema de estas
técnicas son sus limitaciones y que en general son poco respetuosas con el medio
ambiente (Al-Majed et al. 2012; Yoo et al., 2012).

El uso de barreras y skimmers presenta la ventaja de que no supone ningun dafio
medioambiental (Castro et al., 2010). Las barreras concentran, contienen o desvian el
contaminante, mientras que la recuperacion del mismo se hace mediante el uso de
bombas o skimmers (Muttin, 2008). La limitacion de estos mecanismos es que las
barreras sélo son eficaces en condiciones de agua tranquila con poco viento o pocas
corrientes, ademas de que la tasa de recuperacion viene influenciada por la
viscosidad, temperatura y espesor del derrame (Al-Majed et al. 2012; Broje and Keller,
2007).

La quema de crudo en agua in situ permite eliminar entre 100 y 300 toneladas a la

hora, pero la generacién de una gran cantidad de humo (que da lugar a una “lluvia de



crudo”), la generacién de residuos viscosos y la emisién de gases téxico limitan esta
practica (Al-Majed et al., 2012).

Como ya se ha destacado, la solubilidad de los hidrocarburos en agua es baja y la
degradacion biologica de los mismos se produce en la interfase entre estos
compuestos y el agua. Los dispersantes son tensioactivos que reducen la tension
interfacial de dicha interfase facilita la dilucién de los hidrocarburos y por tanto su
biodisponibilidad y biodegradacién (Personna et al., 2014; Zhao et al., 2015). Sin
embargo la limitacion del uso de éstos es que su coste es elevado y que contienen

compuestos toxicos para la flora y fauna acuética (USDA, 2008).

1.4.1 Absorbentes v adsorbentes.

Otro método fisico que se ha empleado desde afios para el tratamiento de aguas con
hidrocarburos es el uso de absorbentes, elementos que absorben el hidrocarburo, y
que posteriormente hay que gestionar como residuo. Su uso es generalmente mas
costoso que los procedimientos mecanicos convencionales excepto para los derrames
de petrdleo pequefios. Los absorbentes generalmente tienen que ser esparcidos y
recuperados a mano, limitando asi el area que puede ser limpiada por este proceso
(USDA, 2008), con la problemética afiadida de que posteriormente se genera un
residuo cuya gestion tiene un elevado coste tanto a nivel técnico como econdémico.
(ITOPF., 2014).

Dentro de los absorbentes se distinguen los materiales inorganicos, caracterizados por
ser materiales minerales baratos, de elevada densidad y de grano fino, ya sean
naturales o procesados, y por tener una baja capacidad de retencion de solidos, por lo
que liberan parte del material absorbido mientras se van hundiendo. Son materiales
peligrosos y dificiles de manejar. Como ejemplos, la vermiculita, vidrio volcanico o
cenizas tratadas mediante diversos métodos (Al-Majed et al. 2012; Gobierno de
Canarias, 2005).

También se distinguen los absorbentes orgénicos. En primer lugar, los orgénicos
naturales, cuyas principales limitaciones son que su capacidad de absorcion es
moderada, algunos de ellos tienden a hundirse y cuando se emplean sueltos son
dificilmente recuperables, pero presentan la ventaja de que son biodegradables. Como
ejemplos podemos citar el corcho o la turba (Gobierno de Canarias, 2005). En cuanto
a los organicos sintéticos, decir que son los mas empleados y consisten en materiales
organicos sintetizados de manera artificial, como por ejemplo la fibra de poliuretano o

de polipropileno; estan disponibles en mdultiples configuraciones (rollos, pafios...etc.),



tienen una elevada capacidad de absorcién y aunque no son biodegradables, son

medioambientalmente seguros. (Al-Majed et al. 2012; Gobierno de Canarias, 2005).

Por otro lado, hay autores que hacen referencia al proceso de adsorcibn como uno de
los mejores métodos para la eliminacion de contaminantes en agua, especialmente
para aquellos que son dificilmente biodegradables. Un adsorbente se define como un
material que atrae y retiene en su superficie iones, &omos o moléculas. Aunque se
trata de una tecnologia que data de 1814, en la actualidad existen plantas de
tratamiento de aguas que emplean esta técnica, que se caracteriza por su simplicidad
en cuanto a instalacion, operacion, y su relativo bajo coste. Existen una gran variedad
de materiales adsorbentes como el carbdn activo, las zeolitas, silice o arcillas
(Bhatnagar, 2012; USDA, 2008).

Esta técnica se emplea para recuperar hidrocarburos de efluentes quimicos y
petroquimicos, y se precisa de adsorbentes con elevada superficie especifica y una

considerable vida util (Hussein and Muthanna, 2016)

En bibliografia se puede observar que hay autores que emplean el término “sorbent”
para hacer referencia a la adsorcion, y otros en cambio se refieren al proceso de
absorcion. De hecho también se ha encontrado que se emplea el término “absorbente”
a materiales o productos oleofilicos e hidrofébicos, es decir que absorben y/o
adsorben productos oleosos y repelen el agua (Gobierno de Canarias, 2005; USDA,
2008). De aqui en adelante, el término absorbente hara referencia a un material con
capacidad de absorcion y/o adsorcion y los ejemplos mencionados anteriormente
seran aplicables tanto a adsorbentes como a absorbentes, tal y como se muestra en la
tabla 2.



Tabla 2. Tipos de materiales absorbentes.

TIPO DE ABSORBENTE

Organicos Sintéticos

Orgéanicos Naturales

Inorganicos

EJEMPLOS

Espuma de
Poliuretano

Fibra de Polietileno

Fibra de Polipropileno

Poliestireno en polvo
Tejidos de

Poliéster/Algodon

Corcho

Turba

Paja

Hierba

Cafia de azucar
Semillas de algoddn
Espigas de maiz
Serrin

Fibra de celulosa
Lana

Vermiculita

Vidrio volcanico
Cenizas volcanicas
Tierra de diatomeas
Perlita

Tizas

Lana de vidrio

CARACTERISTICAS

- Absorben hasta el 90% de
su volumen o hasta 25% de
Su peso.

- Comercializados en distintas
configuraciones (mantas,

rollos, pafios...etc.).

- No biodegradables, pero
ambientalmente seguros

(inertes).

- Absorben 5-10 veces su
peso.

- Biodegradables.

- Tendencia a hundirse.

- Liberan material absorbido al

hundirse.

- Si se emplean sueltos son

dificilmente recuperables.

- Absorben 3-6 veces su peso.

- Material ha de ser molido de

grano fino (desventaja).

- Pueden ser abrasivos.
Dificiles y peligrosos de

manejar.

Entre los ejemplos citados en la tabla 2, destacar el corcho, absorbente natural y
econdmico del cual se obtienen subproductos como el corcho en polvo o los granulos
de corcho que son ampliamente empleados como absorbentes de hidrocarburos en
agua (Pintor et al., 2012; Vilar et al., 2012), y la fibra de polipropileno, material sintético



de gran capacidad de absorcion, disponible en multiples configuraciones y de gran

resistencia fisica y quimica (Wei et al., 2003).

1.5 Métodos de remediacion: Biorremediacion.

Los métodos fisicoquimicos tienen una efectividad limitada y pueden resultar poco
economicos ante el reto que supone la remediacion de hidrocarburos, ya sea ante
episodios de contaminacion eventuales como ante vertidos que se producen de forma
regular. Debido a ello, es necesario recurrir a procesos naturales como la

biorremediacién (Roling et al., 2002 ; Vieira et al., 2007).

La biorremediacion es un proceso bioldgico por el cual son eliminados la mayor parte
de los hidrocarburos presentes en el medioambiente, que se basa en la capacidad
metabdlica de los microorganismos para transformar o mineralizar los contaminantes
organicos en sustancias menos nocivas y no peligrosas, que luego se integran en
ciclos biogeoquimicos naturales (Margesin and Schinner, 2001; McGenity et al., 2012).
Se trata de un complejo proceso, que se aplica tanto al tratamiento de suelos como de
aguas contaminadas, en el que estan implicados una gran cantidad y variedad de
microorganismos que emplean los hidrocarburos como fuente de carbono y energia,
por lo que a dia de hoy, se postula como uno de los procesos mas importantes en la
eliminacion de hidrocarburos del medioambiente. Estos microorganismos deben ser
autéctonos del area contaminada (Dellagnezze et al., 2014; Guibert et al.,, 2012;
Pandey et al., 2016).

Numerosos autores han estudiado y demostrado la capacidad de degradacién de los
microorganismos, presentando esta técnica como una prometedora alternativa a los
tradicionales métodos fisico-quimicos (Beolchini et al., 2010; Diaz et al., 2000;
Rodrigues et al., 2015; Sherafatmand and Ng, 2015; Townsend et al., 2004)

La biorremediacion es una tecnologia de remediacién de hidrocarburos no destructiva,
respetuosa con el medioambiente, econdmica y eficaz en cuanto a su tratamiento,
aunque no siempre viable desde el punto de vista logistico, que intenta acelerar la
biodegradacion natural de los contaminantes optimizando las condiciones que influyen

en dicho proceso (Lv et al., 2016; Margesin and Schinner, 2001; Zamani et al., 2014).

Para comprender el alcance y las vias de la biorremediacion de hidrocarburos es
esencial comprender primero las propiedades del contaminante en cuestién
(composicién, concentracion, estado fisico...etc.), los factores que influyen en la tasa
de biodegradacion, asi como los mecanismos de degradacion llevados a cabo por los

microorganismos (Varjani, 2017).



A la hora de evaluar el avance del proceso de degradacion biolégica o grado de
biorremediacibn de un contaminante, existen indicadores de biodegradacion
ampliamente usados desde hace tiempo. Destacar las relaciones pristano/fitano, c17
(heptadecano)/pristano y ¢18 (octadecano)/fitano como los méas empleados
(Dellagnezze et al., 2014; Ten Haven et al., 1988).

15.1 Factores gue influyen en la biodegradacion.

La tasa de biorremediacion viene determinada fundamentalmente por las
caracteristicas del contaminante y por el tipo de microorganismos presentes en el
emplazamiento contaminado (Hassanshahian et al., 2013). No obstante existen una
serie de factores que influyen en que el proceso se desarrolle con mayor o menor

efectividad.
- Factores fisico-quimicos.
- Composicion del vertido o fuente de contaminacion.

La composicion del agente contaminante influye como no podia ser de otra forma en la
eficiencia o rapidez del proceso de biorremediacion. En el caso de la contaminacién
por hidrocarburos, la composicién del crudo o cualquier otro vertido, influye en la
composicion de la poblacion bacteriana. Asi, en funcién del tipo de hidrocarburo, la

biodegradacion serd mas o menos viable (Sugiura et al., 1996).

En general, los alcanos de cadena intermedia (C10-C20) son los que se degradan mas
facilmente, mientras que los policiclicos aromaticos (PAH) suelen ser dificiimente
biodegradables. Asi, la degradacién biolégica de las fracciones del crudo comienza
degradando las fracciones alifaticas y las arométicas mas ligeras, mientras que el
resto de fracciones aromaticas, junto con resinas y asfaltenos son consideradas
recalcitrantes y unicamente consiguen ser eliminadas en condiciones Optimas en las
gue se alcanzan elevadas tasas de biodegradacion; en ocasiones es necesario el uso
previo de biosurfactantes y bioemulgentes (Hassanshahian et al., 2013; Leahy and
Colwell, 1990; Ward et al., 2003)

De este modo, en general la biodegradabilidad de los componentes del petréleo
decrece en el siguiente orden: Alcanos > Alcanos de cadena ramificada > Alquenos
ramificados > Aromaticos ramificados de bajo peso molecular > Monoaromaticos >

Cicloalcanos > PAHs > Asfaltenos (Tyagi et al., 2011).



- Estado fisico de los hidrocarburos.

Cuando se produce un vertido, como consecuencia del viento o de las olas se forman
emulsiones de crudo en el agua. La dispersion de hidrocarburos en la columna de
agua en forma de emulsiones de aceite en agua aumenta la superficie del producto y
por lo tanto su disponibilidad para el ataque microbiano. En cambio grandes masas de
hidrocarburos tienen baja relacion area/volumen por lo que la tasa de degradacion es

menor (Leahy and Colwell, 1990).
- Concentracion.

La tasa de degradacion de la mayoria de compuestos organicos es proporcional a la
concentracion del mismo, aunque en el caso de los hidrocarburos aromaticos de peso
molecular mayor las tasas de biodegradacion estan relacionadas con la solubilidad del
compuesto (Leahy and Colwell, 1990). Los hidrocarburos suponen una fuente de
carbono y energia para los microorganismos, pero también en ocasiones resultan
téxicos, reduciendo la diversidad y abundancia bacteriana, que también se ven

alteradas por las condiciones ambientales (Jung et al., 2014).
- Oxigeno.

La biodisponibilidad de oxigeno influye notablemente en la tasa de biodegradacién de
hidrocarburos (Personna et al., 2014). La importancia de la disponibilidad de oxigeno
radica en el hecho de que la via aerdbica, la cual se describe mas adelante, es la
estrategia més efectiva para la degradacion de hidrocarburos (Abbasian et al., 2015;
Varjani, 2017). Normalmente en las capas superiores de las columnas de agua marina,
asi como en masas de agua dulce no suele haber problema de disponibilidad de

oxigeno (Leahy and Colwell, 1990).
- Temperatura.

La temperatura influye de manera notable en la tasa de biorremediacion,
fundamentalmente por su influencia sobre la actividad enzimatica y sobre la naturaleza
del contaminante. Un descenso de la temperatura supone una menor actividad
enzimatica, y por tanto una menor tasa de biodegradacion. Ademéas una temperatura
baja implica mayor viscosidad del contaminante, asi como una menor volatilidad de los
alcanos de cadena corta y una mayor solubilidad de éstos, retrasando el inicio del
proceso de biodegradacion. Por tanto una mayor temperatura favorece la degradacion
biolégica de los hidrocarburos, siempre que no se superen los 40°C, temperatura a

partir de la cual la toxicidad del hidrocarburo aumenta (Salleh et al., 2003).



- pH.

Las tasas de degradacion mas elevadas se producen en condiciones de pH cercanas
a la neutralidad, mientras que en condiciones de pH extremos tienen una influencia
negativa en las tasas de degradacion. En ambientes acidos la biodegradacion suele
ser llevada a cabo por hongos, que normalmente son mas tolerantes a valores bajos
de pH, al igual que les sucede a las bacterias alcaléfilas en el caso opuesto, en

ambientes alcalinos (Salleh et al., 2003).
- Nutrientes.

La presencia de nutrientes, fundamentalmente nitrégeno y fésforo, es fundamental
para que se lleve a cabo la degradacion microbiana de hidrocarburos contaminantes,
ya que la ausencia de ellos representa un factor limitante del proceso. Sin embargo,
una elevada concentracion de nutrientes también inhibe el proceso de degradacion,
fundamentalmente por la descompensacion de la relacion NPK (Nitrégeno, Fosforo y
Potasio) (Das and Chandran, 2010). Por ello hay que encontrar la concentracion y la
seleccion de nutrientes adecuada, como demuestran algunas investigaciones ya
realizadas (Nikolopoulou et al., 2013; Liebeg and Cutright, 1999).

- Salinidad.

La influencia que puede ejercer la salinidad en la biodegradacion de hidrocarburos
realmente puede deberse a la influencia sobre la actividad microbiana, ya que en
ocasiones la actividad de determinadas bacterias se ve reducida en ambientes
hipersalinos (Salleh et al., 2003).

- Presiéon Hidrostatica.

Del mismo modo que la salinidad, la presién influye en la actividad microbiana y por
tanto en la degradacion biolégica llevada a cabo por dichos microorganismos
(Margesin and Schinner, 2001).

- Factores bioldgicos.

Varios son los factores que explican la eficacia de las técnicas de biorremediacion en
la degradacion de los hidrocarburos contaminantes. Entre ellos destacar la
biodegradabilidad de la mayoria de las fracciones de hidrocarburos presentes en
crudos y sus derivados, la capacidad biodegradadora de la microbiota autéctona del
emplazamiento contaminado, la versatilidad metabdlica y capacidad de adaptacion a
las variaciones ambientales de estas poblaciones microbianas, o el enriquecimiento de
las poblaciones degradadoras tras la llegada del contaminante. Sin embargo, en

numerosas ocasiones los procesos de biorremediacién se ven limitados por la poca



diversidad de la microbiota autoctona del emplazamiento contaminado o por la
escasez de microorganismos con sustrato especifico para degradar diferentes

hidrocarburos en dicho emplazamiento (Calvo et al., 2008; Varjani, 2017).

15.2 Estrategias de biorremediacion.

Existen dos estrategias de biorremediacion, la bioestimulacion y el bioaumento. La
primera de ellas, la bioestimulacién, consiste en la adicion de nutrientes, como
nitrégeno o fésforo, para incentivar el crecimiento de la microbiota autéctona del
emplazamiento contaminado y favorecer asi el proceso de biorremediacion
(Dellagnezze et al., 2014). Cuando se produce un episodio de contaminacion por
hidrocarburos como por ejemplo un vertido, se incrementa la relacion entre el carbono
y el nitrégeno (C:N), y el carbono y el fésforo (C:P), limitando el proceso de
biodegradacion. Por otro lado hay que destacar que tanto ambientes marinos como
humedales de agua dulce se caracterizan por carencia de nutrientes. Por tanto, esta
adicion de nutrientes favorece la degradacién biolégica de hidrocarburos (Das and
Chandran, 2010; Mohajeri et al., 2010).

Otras alternativas en la estrategia de bioestimulacién para degradar sustancias
hidréfobas es la adicién de sustancias con capacidad biosurfactante o bioemulgente.
Se trata de sustancias sintetizadas por microorganismos que aumentan la solubilidad y
por tanto la biodisponibilidad de los hidrocarburos reduciendo la tension interfacial

entre éste y el agua o emulsionandolos (Calvo et al., 2009).

Por otro lado, el bioaumento consiste en inocular microorganismos degradadores en el
ecosistema contaminado, ya sean autéctonos o aléctonos, contemplando incluso la
inoculacion de microorganismos modificados genéticamente. Algunos autores
recomiendan el bioaumento Unicamente en casos en los que la bioestimulacion no
haya resultado exitosa. Y es que existe controversia sobre si esta técnica es adecuada
o no, fundamentalmente por como influye el in6culo en la poblacién bacteriana ya
existente debido a episodios de depredacion o competencia, asi como por las
limitaciones que imponen las condiciones fisicoquimicas del emplazamiento y del
contaminante. (El Fantroussi and Agathos, 2005; Mrozik and Piotrowska-Seget, 2010;
Wu et al., 2016).



1.5.3 Rutas de biodegradacion.

Aunque existen una gran diversidad de microorganismos con capacidad para degradar
hidrocarburos y en numerosos estudios se han aislado de ecosistemas contaminados,
existe poca informacion relativa a los mecanismos de degradacion que estos emplean
(Tanase et al., 2013; Van Hamme et al., 2003).

El proceso de biodegradacion incluye una serie de etapas en las que se emplean
diferentes enzimas. Los hidrocarburos pueden ser metabolizados por diferentes
microorganismos 0 por consorcios formados por cepas bacterianas pertenecientes al
mismo o a diferentes géneros, bien para obtener energia o para incorporarlos como
biomasa celular. Los microorganismos tienen mayor tendencia por degradar
hidrocarburos alifaticos que aromaticos, fundamentalmente por la mayor
biodisponibilidad de los primeros. Asi, los hidrocarburos méas sencillos pueden ser
degradados por una amplia variedad de microorganismos, mientras que solo unos
pocos son capaces de degradar los compuestos mas complejos como PAHS, resinas y

asfaltenos (Varjani, 2017).

Las rutas de degradacion son llevadas a cabo mediante sistemas enzimaticos
especificos. Este proceso de degradacidn bioldgica se inicia bien mediante la fijacion
de las células microbianas al sustrato, o] bien produciendo

biosurfactantes/bioemulgentes, biopolimeros, disolventes y acidos (Varjani, 2017).
- Degradacion aerodbica de hidrocarburos alifaticos.

Los hidrocarburos alifaticos, dentro de la fracciéon saturada, se dividen en alcanos
lineales, ramificados y cicloalcanos. A su vez, dentro de los alcanos lineales, se ha de
distinguir entre gaseosos (menos de 8 atomos de carbono), los denominados de bajo
peso molecular (C8-C16), de medio peso molecular (C17-C28) y de elevado peso
molecular (>C28). Como ya se ha mencionado anteriormente, los de menor peso
molecular son los mas facilmente degradables y medida que aumenta el peso
molecular y la estructura es mas completa, la biodegradacién es mas compleja, pero
es cierto que alcanos de hasta 44 atomos de carbono pueden ser biodegradados.
Ademads, las ramificaciones interfieren en el proceso de biodegradacién inhibiendo el
atague microbiano y los cicloalcanos son especialmente resistentes a la
biodegradacion. En lo referente a la fraccion insaturada, decir que los alquenos debido
a la alta reactividad del doble enlace son méas susceptibles a ser degradados que
alcanos y aromaticos, pero cuanto mas insaturada es la cadena hidrocarbonada mas

dificil es que se produzca la degradacion biolégica (Abbasian et al., 2015; Atlas, 1981).



La degradacion de los hidrocarburos alifaticos por parte de microorganismos se inicia
mediante una oxidacion de un grupo metilo terminal del mismo, obteniéndose un
hidrocarburo con un grupo alcohol siendo asi una molécula méas reactiva y empleando
para ello una enzima alcano monooxigenasa. A continuacién, el alcohol resultante se
oxida mediante la enzima deshidrogenasa (alcohol deshidrogenasa) a aldehido, que a
su vez se oxida a &cido graso mediante otra enzima deshidrogenasa (aldehido
deshidrogenasa). Este &cido graso puede entrar en un proceso de B-oxidacion
oxidandose a acetilcoenzima-A, que es incorporada al ciclo de Krebs (Abbasian et al.,
2015; Atlas, 1981).

La ruta de degradacion de ramificados y ciclicos, a pesar de ser mas recalcitrantes por
su mayor insolubilidad y/o mayor toxicidad, existen microorganismos con capacidad de
degradarlos biolégicamente y en general sigue las mismas etapas que en los alcanos.
En el caso de hidrocarburos alifaticos insaturados la oxidacion inicial puede producirse
sobre el doble enlace generandose un anillo epoxido mediante un proceso de
epoxidacion (Abbasian et al., 2015; Atlas, 1981).
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Figura 2. Esquema de la degradacion aerobica de hidrocarburos alifaticos (Abbasian et al.,
2015).

- Degradacion aerodbica de hidrocarburos arométicos.

La ruta de degradacion biolégica en el caso de hidrocarburos arométicos se inicia con
la oxidacion del hidrocarburo a un compuesto “cis-dihydrodiol”, mediante la ruptura del
anillo aromatico incorporando dos &tomos de oxigeno empleando para ello la enzima
dioxigenasa; la oxidacion del anillo aromético es la etapa limitante del proceso de
degradacion de estos compuestos. Una vez perdida la aromaticidad, se produce una
nueva oxidacion a catecol, y de ahi existen dos rutas de degradacion que dan lugar a
diferentes acidos (&cido succinico, fumarico, pirtvico y acético) junto con aldehido y
acetilcoenzima-A, que son empleados por los microorganismos para la sintesis celular

de sus constituyentes y la obtencién de energia para ello (Juhasz and Naidu, 2000).
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- Degradacion anaerobica de hidrocarburos alifaticos.

En el proceso de degradacion anaerdbica de hidrocarburos existe un aceptor de
electrones distinto al O,. En el caso de la degradacion anaerdbica se produce la
adicion de fumarato produciendo bencil succinato, que tras una serie de reacciones
(oxidaciones, reducciones...etc.) da lugar a compuestos empleados como fuente de

carbono y energia por los microorganismos (Widdel and Rabus, 2001).
- Degradacion anaerdbica de hidrocarburos aromaticos.

En el caso de hidrocarburos aromaticos, la ruta de degradacién mejor caracterizada es
la del tolueno, en la que la adicién de fumarato mediante la enzima bencilsuccinato
sintetasa da lugar a bencil succinato, que tras una serie de B-oxidaciones se convierte
en bencilcoenzima-A. Tras una serie de reducciones se obtiene acetilcoenzima-A
(Van Hamme et al., 2003).
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Figura 4. Esquema de la degradacién anaerdbica de hidrocarburos alifaticos y aromaticos
(Widdel and Rabus, 2001).
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Como ya se ha expuesto, los agentes que llevan a cabo el proceso de biorremediacion
son los microorganismos presentes en el emplazamiento contaminado. A partir de
algunos ensayos realizados se ha concluido que el proceso de biorremediacién
conduce a un aumento de la abundancia bacteriana del suelo debido a la presencia de
nutrientes, acompafiado de una disminucién de la diversidad microbiana ya que
Unicamente sobreviven aquellas especies capaces de adaptarse a dicho
emplazamiento contaminado. El proceso de biorremediacion también conduce a
cambios estructurales y funcionales en las comunidades microbianas (Ros et al.,
2014).

En aguas contaminadas con hidrocarburos las comunidades cambian y constan de
multitud de especies coexistentes, debido al uso compartido de recursos y es que el
petréleo crudo consiste en una variedad de hidrocarburos quimicamente distintos, que
requieren mecanismos especificos para la activacion y degradacién. Los
microorganismos rara vez actlUan de forma aislada, por lo que hay que considerar
consorcios microbianos como agentes de degradacion y las interacciones entre sus
miembros (McGenity et al., 2012).

En las dltimas décadas el conocimiento acerca de la ecologia, la fisiologia, la
bioguimica y la genética de los microorganismos degradadores de hidrocarburos ha
avanzado de forma considerable. Existe una amplia variedad de microorganismos,
incluyendo algas, bacterias, hongos y levaduras, que tienen la capacidad de degradar
los hidrocarburos. Sin embargo, la comunidad bacteriana juega un papel fundamental
en la biorremediacion de la contaminacién por hidrocarburos debido a una mayor

versatilidad (Ganesh Kumar et al., 2014).

En lo que respecta a las bacterias, Das and Chandran (2010) indicaron que los
géneros Gordonia, Brevibacterium, Aeromicrobium, Dietzia, Burkholderia, vy
Mycobacterium son los principales géneros responsables de la biodegradacién de
hidrocarburos; ademas sefialaron que los géneros Arthrobacter, Burkholderia,
Mycobacterium, Pseudomonas, Sphingomonas, y Rhodococcus eran los principales
géneros involucrados en la degradacion bioldégica de hidrocarburos aromaticos,

mientras que destacaron al género Acinetobacter en el caso de alcanos lineales.

En la tabla 3 se recogen las especies degradadoras recogidas por Pandey et al.,
(2016).



Tabla 3. Especies bacterianas degradadoras de hidrocarburos (Pandey et al., 2016).

HIDROCARBUROS ESPECIES

Alcanos Pseudomonas sp., Bacillus sp., Acinetobacter
calcoaceticus, Micrococcus sp., Candida Antarctica,
Nocardia erythroplis, Ochrobactrum sp., Acinetobacter
sp., Serratia marcescens, Candida tropicalis, Alcaligene

sodorans, Arthrobacter sp. y Rhodococcus sp.

Monoarométicos Brevibacillus sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp., B.
stereothermophilus, Vibrio sp., Corynebacterium sp.,

Ochrobactrum sp. y Achromobacter sp

PHA Alcaligenes odorans, Sphingomonas paucimobilis,
Achromobacter sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas
sp., Mycobacterium flavescens, Rhodococcus sp.,
Arthrobacter sp. ,Bacillus sp., Burkholderia cepacia y
Xanthomonas sp.

También hay que destacar la competencia entre bacterias, por lo que el hecho de que
aunque una bacteria predomine en presencia de una determinada fraccion de
hidrocarburos la presencia de otra hace que esta desaparezca. Podriamos citar el
trabajo de McKew et al.,, (2007) en microcosmos que contenian agua marina
adicionada de un determinado hidrocarburo y comprobaron que la presencia de
pristano produjo un enriquecimiento selectivo de Alcanivorax sp., y Cycloclasticus sp.,
mientras que la adicion de alcanos C12-C32 originaba un incremento de
Thalassolituus sp. Resulta por tanto evidente que la presencia de un determinado

hidrocarburo determina cambios significativos en las comunidades microbianas.

En el caso de la degradacién fungica, segun Pandey et al., (2016) la degradacion de
los PAHs puede ser llevada a cabo por dos grupos de hongos, hongos no ligninoliticos
(Chrysosporium  pannorum, Cunninghamella elegans y Aspergillus niger) vy
ligninoliticos (Pleurotus ostreatus y Antrodia vaillantii). También las algas tienen la
capacidad de degradar hidrocarburos arométicos policiclicos, como en el caso de las
especies Chlorella vulgaris 0 Scenedesmus platydiscus.

Por su parte Das and Chandran (2010) destacaron como géneros fungicos
degradadores de hidrocarburos Amorphoteca, Neosartorya, Talaromyces y Graphium.
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Finalmente dentro de este apartado destacar que en estudios anteriores realizados por
el grupo de investigacion de Microbiologia ambiental RNM270, se aislo la cepa
Pseudoalteromonas elyakovii W18, a partir de agua de mar extraida de fondo marino
(4000 m de profundidad) en las proximidades del hundimiento del petrolero Prestige
(Rodriguez-Calvo et al., 2017), y que se caracteriza por su capacidad de adherencia y

formacion de biopeliculas.

1.6 Procesos de biopeliculas microbianas.

El uso de microorganismos autoctonos en estado plancténico presentan la desventaja
de que los microorganismos son diluidos en la masa de agua por lo que la opcion mas
favorable es inmovilizarlos/adherirlos a un soporte (Radwan et al., 2002). Los
microorganismos inmovilizados mantienen sus funciones bioldgicas con mayor
estabilidad lo que hace que la eficacia de sus actividad celular se vea incrementada

(Juarez-Jiménez et al., 2012).

El estilo de vida bacteriana mas extendido es aquel en el que las bacterias viven
adheridas a una superficie determinada formando una comunidad denominada
biopelicula (Costerton et al., 1995). Una biopelicula se define como un conjunto de
células microbianas inmovilizadas en una matriz polimérica, constituida por
exopolisacaridos formados por las propias células, asociado a una superficie o
interfase bidtica o abidtica. Dicha biopelicula actia como un ecosistema independiente

extremadamente complejo (Davies et al., 1998; Percival et al., 2011).

Debido a la variedad de biopeliculas en cuanto a estructura y composicion definidas
fundamentalmente por las condiciones ambientales, también a la variedad de las
distintas superficies sobre las cuales se puede formar ésta, y a la complejidad del
sistema en si, no se puede definir un “Modelo de biopelicula” como tal, aunque si se

ha determinado el proceso de formacién de la misma (Percival et al., 2011):
1. Formacién de una pelicula acondicionadora.

Los microorganismos no se adhieren directamente a una superficie o sustrato, Si no
gue ésta previamente es acondicionada, de modo que en medio acuaticos esta
formada fundamentalmente por exopolisacaridos, ademas de glucoproteinas y
compuestos humicos. El papel que la pelicula acondicionadora determina en el
desarrollo de la biopelicula es su capacidad para modificar las propiedades fisico-
gquimicas del sustrato, ademas de proporcionar una fuente concentrada de nutrientes e
importantes oligoelementos. Las caracteristicas de la superficie influyen notablemente,
de modo que las superficies mas rugosas, hidréfobas y no polares, con presencia de

fimbrias y flagelos favorecen la adhesion microbiana. Es importante sefialar que las



peliculas acondicionadoras pueden realmente inhibir en lugar de promover la adhesion

de ciertas bacterias (Percival et al., 2011).

2. Acercamiento de los microorganismos a las proximidades y adhesion a la

superficie.

El transporte de células microbianas y nutrientes a una superficie se logra

generalmente mediante una serie de procesos dindmicos de fluidos bien establecidos.

El proceso de adhesion se inicia con una adhesion reversible (o unién débil), seguida
de una adhesion ya irreversible (o unién permanente); El grado de adhesién depende
fundamentalmente del microorganismo en cuestién, ademds de la distancia de éste a
la superficie y de las ya citadas propiedades de la misma como la presencia de

exopolisacaridos, hidrofobicidad...etc. (Percival et al., 2011).
3. Formacion de la biopelicula.

Tras el proceso de adhesion se produce el crecimiento microbiano, la formacion de
microcolonias y el “reclutamiento” de microorganismos adicionales. El crecimiento
microbiano se debe a la produccion y acumulacion de polimeros extracelulares o
exopolisacaridos (EPS). A medida que crece el nUmero de microorganismos y la
cantidad de matriz extracelular, se van agregando otras células, crece el espesor de la
biopelicula y se forman canales a través de los que circula agua, oxigeno, nutrientes y
otras sustancias. Debido a la complejidad de la estructura de la biopelicula se
producen ambientes diferenciales donde varian las condiciones de pH, oxigeno y
nutrientes, de modo que se produce una especializacion de la poblacién en cada uno

de ellos.

Los microorganismos pueden crear condiciones favorables a otros tipos de
microorganismos, estableciéndose una relacién de cooperacion entre ellos que les
protege de perturbaciones externas, mejorando su supervivencia y adaptacion
(Percival et al., 2011).

4. Fase de dispersion.

En esta fase parte de los microorganismos adheridos a la superficie se separan de la
misma. Algunos autores han categorizado esta separacibn en erosion,
desprendimiento y abrasion. Se ha demostrado que existen diversos factores que
influyen en este proceso como el pH o la temperatura, y que el grado de influencia en
esta fase, y el desarrollo de esta fase en si es especifico de cada microorganismo
(Percival et al., 2011).
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Figura 5. Esquema del proceso de formacién de la biopelicula (Vasudevan, 2014).

Hay que destacar que los microorganismos que forman una biopelicula poseen una
mayor eficiencia degradadora. Ademas las células de una biopelicula tienen mejores
posibilidades de adaptacion y supervivencia (especialmente durante periodos de
estrés), ya que estdn protegidas dentro de la matriz, suponiendo una ventaja
considerable respecto a los microorganismos planctonicos; la formacion de una
biopelicula protege a los microorganismos de distintos factores ambientales como
puede ser la desecacion o la radiacion solar, ademas de permitir un mayor control del

proceso de biodegradacion (Al-Kharusi et al., 2016; Chandran and Das, 2011).

El uso de microorganismos inmovilizados ha sido ampliamente estudiado para la
degradacion de un gran numero de sustancias toxicas y en numerosos ambitos y
aplicaciones. Se ha demostrado la eficacia de los sistemas de tratamiento de aguas y
efluentes industriales utilizando microorganismos inmovilizados (Calderon et al., 2013;
Chandran and Das, 2011; Leyva-Diaz et al.,, 2015; Radwan et al., 2002). En
consecuencia, la inmovilizacion de la biomasa puede ser un método eficaz para

retener microorganismos degradadores, tales como degradadores de hidrocarburos.



1.7 Exopolisacaridos.

Los polisacaridos son biomoléculas complejas formadas por monosacéridos o
azucares simples unidos por enlaces glucosidicos. Cuando estas moléculas son
producidas por células bacterianas y se encuentran en la superficie de éstas, se
denominan exopolisacéridos o polisacaridos extracelulares (EPS), y pueden estar
asociadas a otras macromoléculas de dicha superficie o totalmente distribuidos por
ellas. Puede ser que se encuentren bien estructurados y unidos a las células,
polisacéridos capsulares, o formando estructuras menos rigidas que se disocian
facilmente en el medio, en cuyo caso se denominan “capas mucosas” (Sutherland,
1972) .

La presencia de EPS asociados a células bacterianas se reconoce por la formacién de
colonias mucosas en el crecimiento de los microorganismos en medio sélido o por el
aumento de la viscosidad del medio cuando se encuentran en un medio liquido. La
visualizacién de exopolisacaridos se puede realizar mediante técnicas de microscopia
tales como la Microscopia Electronica de Barrido (SEM) o la Microscopia Electrénica
de Transmision (TEM) (Uad, 2012).

En muchas ocasiones los microorganismos producen exopolisacéridos en respuesta a
amenazas 0 ataques que provienen del medio en el que habitan, por lo que se podria
decir que los EPS actlan como protectores de la propia bacteria. Asi, por ejemplo
debido a la capacidad de retencion de agua por su caracter hidrdfilo, los EPS protegen

a la célula de la desecacion (Martinez-Checa, 1999).

Debido al ambito de nuestro estudio de investigacion, es obligatorio destacar que los
EPS son esenciales como mecanismos de adhesién de biopeliculas ya que son el
componente fundamental de la matriz que conforman dicho ecosistema y llevan a cabo
numerosas funciones tales como asegurar la integridad estructural, la adherencia de la

superficie celular y la proteccion frente al estrés ambiental (Whiteley and Lee, 2015).

También hay que resaltar la capacidad bioemulgente de los EPS, que como ya hemos
visto antes aceleran el proceso de biodegradacion al aumentar la biodisponibilidad de
los contaminantes en agua, en este caso de los hidrocarburos, al estabilizar la

emulsién que forman los hidrocarburos en agua (Uad, 2012).

Toda esta informacidén pone de relevancia que los hidrocarburos son unos compuestos
complejos, dificilmente tratables y que suponen un problema medioambiental que es
necesario abordar y buscar soluciones que sean mas eficientes y respetuosas con el

medioambiente. Bajo esta premisa, el grupo de investigacion RNM270 de la



Universidad de Granada, al cual pertenezco, lleva afios investigando en esta materia

con resultados més que satisfactorios.

Esta investigacion, que en parte es una continuacion o tiene su origen en otras ya
realizadas, busca lograr desarrollar una tecnologia que suponga una solucion a dicho

problema y que satisfaga los objetivos que se plantean para dicha investigacion.



2. Objetivos






El objetivo principal de esta tesis doctoral es el desarrollo de un sistema de tratamiento
de aguas contaminadas con hidrocarburos, basado en el uso de materiales bio-
absorbentes, en el cual la eliminaciéon de dichos contaminantes sea consecuencia de

un proceso combinado de absorcion y biorremediacion.

El planteamiento de dicha tecnologia es tratar el agua haciéndola recircular a través de
soportes absorbentes que tengan capacidad de adherencia microbiana. De este modo,
la microbiota autéctona degradard en parte los hidrocarburos presentes en agua, asi
como los retenidos en los soportes al formar una biopelicula degradadora adherida a

la superficie de los mismos.
Para alcanzar estos objetivos se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Seleccionar materiales con alta capacidad de absorcién de hidrocarburos que
tengan la capacidad/propiedad de favorecer una adhesion microbiana en su

superficie.

2. Disefio y construccion de un biorreactor a escala de laboratorio adaptado a las
caracteristicas del material absorbente seleccionado, que permita el adecuado

tratamiento de efluentes contaminados con hidrocarburos.

3. Estudio de los procesos de biotransformacion de los hidrocarburos, tanto en el
agua a tratar por parte de la microbiota presente en el agua, como en los
materiales absorbentes una vez retenidos por parte de la poblacién microbiana
adherida. De este modo se verificara la capacidad degradadora de la poblacién
microbiana disuelta en agua y aquella que forma una biopelicula adherida a los

materiales absorbentes.

4. Seleccion de microorganismos con capacidad de degradacion de

hidrocarburos.

5. Escalado del sistema a nivel de planta piloto y establecimiento de las
condiciones operacionales que permitan el correcto funcionamiento de la

tecnologia.






3. Materiales y metodos
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3.1 Muestras de Agua

Las muestras de agua utilizadas en nuestro estudio, procedieron de la empresa CLH,
Compafiia Logistica de Hidrocarburos, ubicada en el puerto de Motril (Granada)
(Figura 6). CLH es una empresa espafiola dedicada al almacenamiento, transporte y
distribucion de hidrocarburos y productos petroliferos. Como consecuencia de su
actividad en sus instalaciones se generan unas aguas residuales contaminadas con
hidrocarburos, debido a la condensacion que se produce en los tanques de
almacenamiento de producto (Figura 7), a la limpieza de barcos que transportan
combustibles por via maritima o al agua de lluvia que al caer en las instalaciones de la
compaiiia arrastran los hidrocarburos. Destacar que los tanques de almacenamiento
son unos depoésitos cilindricos fabricados en acero al carbono donde queda

almacenado el producto que llega via maritima, con un diametro de 20 o 30m y una

altura de 18m.
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Figura 7. Vista de los depositos de almacenamiento de las instalaciones de CLH en Motril
(Granada).

Las aguas mencionadas tienen como destino comun, un depdsito recolector

denominado “API” (Figura 8), que actia como sistema de separacion de la mezcla
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hidrocarburo-agua. Este depdsito/sistema API, con unas dimensiones de 6x4x3,8m y
una capacidad de 91,2m° posee una cinta o skimmer que recoge y extrae la capa
superior de hidrocarburos generada durante el proceso de decantacion. No obstante
este método no determina la depuracion completa del agua y ademas se genera un
residuo solido cuya gestion supone un elevado coste.

Figura 8. Vista general del depdsito “API"(A). Detalle del skimmer instalado en el mismo (B).

Para realizar nuestro estudio se tomaron muestras de agua en recipientes de 25L de
capacidad. La procedencia de dichas aguas fue tanto de la purga de los tanques de
almacenamiento ya mencionados tomando el agua del paquete de purga (camara de
acero inoxidable asociada a los mismos que recoge el agua de condensacion
purgada), como del propio depésito API, tomando el agua a partir de la conduccion de
entrada o de salida del mismo. Una vez recogidas las muestras, se transportaron a las
instalaciones del instituto del Agua de la Universidad de Granada para su posterior
almacenamiento a 4°C en ausencia de luz. En la posterior descripcion de los ensayos

se indica la procedencia del agua empleada en cada uno de ellos.

3.2 Soportes absorbentes.

Los soportes absorbentes empleados en este estudio de investigacion se
seleccionaron atendiendo a su capacidad de absorcion. Los materiales seleccionados

como soportes fueron:

- Soportes de corcho. CorkSorb®.

Los soportes de corcho CorkSorb® son absorbentes 100% natural y biodegradables,
empleados en restauracion de sistemas acuaticos contaminados con hidrocarburos,
que una vez utilizados pueden ser retirados del agua tratada y sometidos a procesos
de biorremediacion. En nuestro caso, este tipo de soportes fue suministrado por la
empresa ADENSA S.A. Especificamente, en nuestro estudio se utilizaron dos soportes
de corcho CorkSorb® 01025 y CorkSorb® 03025, cuyas caracteristicas técnicas se

detallan en la tabla 4.



El soporte CorkSorb® 01025, es un absorbente hidréfobo con textura granular que
consiste en corcho con capacidad de absorcion de aceites, hidrocarburos y
disolventes sin absorber agua. En nuestro estudio se emple6 en ocasiones alojado en
una malla o en tejido inerte, de forma que pudieran ser manipulados los soportes de

forma mas idénea.

El soporte CorkSorb® 03025 es un material absorbente hidrofilo que consiste en

granulos de corcho que absorben los aceites, hidrocarburos, disolventes y agua.

Tabla 4. Caracteristicas técnicas de los soportes absorbentes Corksorb®.

SOPORTES DE CORCHO. CORKSORB®

SOPORTE CorkSorb® 01025 CorkSorb® 03025

CARACTERISTICAS
TECNICAS

Embalaje: Bolsa papel 25 | (1,5
kg - 2,0 kg) o paquete con 4
“almohadas” de 100g de corcho
granulado.

Capacidad de absorcion: 9,43 |
de aceite/kg de absorbente, 17,3

Embalaje:'BoIsa papel 25 |
(5,3 kg — 9,2 kg) de corcho
granulado.

Capacidad de absorcion:
20,1l de aceite/kg de
absorbente, 12 I/bolsa.

I/bolsa.
olsa Densidad: 230 - 350 kg/m

Densidad: 60 - 70 kg/m® )
Granulometria: 0,5-1 mm

Granulometria: 0,5 - 3 mm

- Soportes de fibra de polipropileno.

Los absorbentes “Oilsorb” de la empresa Sentec S.L., son un medio eficaz y
econdmico para la contencién y recuperacion de vertidos de aceites y combustibles
sobre tierra 0 agua dada su facilidad de manejo y su elevada absorcién. En nuestro
estudio se aplicaron dos tipos de estos absorbentes, cuyas caracteristicas técnicas se

detallan en la tabla 5.

El soporte Pafio Sentec® tiene una presentacion en forma de almohadillas
cuadrangulares hechas de fibra de polipropileno o de rollo desenrollable. Sus
caracteristicas hacen al mismo ideales para recoger pérdidas de lubricantes de
maquinas, liquidos refrigerantes, fluidos hidraulicos, fluidos de corte en la industria del

metal, derrames de hidrocarburos sobre tierra o agua, etc. El Rollo Sentec® tiene una



presentacion cilindrica en el que el material queda enrollado y se emplea a escala

planta piloto.

El soporte Corddn Sentec® esta construido como barreras de fibra de polipropileno

recubiertas de tela. Desde un punto de vista general estos absorbentes se han venido

utilizando para grandes derrames de hidrocarburos evitando la extension del vertido y

la contaminacién de zonas sensibles.

Tabla 5. Caracteristicas técnicas de los soportes absorbentes Sentec®.

SOPORTES DE FIBRA DE POLIPROPILENO. SENTEC®

SOPORTE

Pafo/Rollo Sentec®

Cordén Sentec®

CARACTERISTICAS
TECNICAS

Embalaje: Paquete de 20

pafios de 40 x 52cm o de 1
rollo de 100cm x 42m

Capacidad de absorcién: 150 —
200L (dependiendo del
combustible).

Composicion: polipropileno:
99,7 %, pigmento azul: 0,3 %.

Peso seco: 175 g/m?.

Embalaje: Cada paquete
contiene 10 cordones de 125 x
7,5cm de didmetro. Peso del
paquete: 4,5 kg

Capacidad de absorcion: 30 —
40L (dependiendo del
combustible).

Composicion: polipropileno: 99,5
%, pigmento azul: 0,5 %.




3.3 Andlisis de laboratorio.

3.3.1 Toma y conservacion de muestras.

Las muestras de agua fueron tomadas en frascos de vidrio de 1L de capacidad y

fueron conservadas en condiciones de oscuridad a 4°C (Guifiez et al., 2017).

Las muestras de material absorbente o “soporte” se conservaron también en frascos
de vidrio y en condiciones de oscuridad a 4°C. A la hora de tomar una muestra de
dicho frasco para cualquier analisis se hizo por el método de “mezcla perfecta”,
homogeneizando el material absorbente de forma que las muestras fuesen lo més

representativas posibles.

3.3.2 Andlisis microbiol6gicos.

El recuento de microorganismos heterétrofos presentes en el agua y adheridos al
soporte se realizd6 mediante la técnica de siembra en placas de 0,1 ml de diluciones
seriadas (1/10) en solucién salina al 0,9%, en medio TSB 1/10, Oxoid®, (Caldo de
Tripticasa Soja) adicionado de 14 g de Agar (Difco) como agente solidificante Las
placas se incubaron a 30°C durante 24 horas. Todos los andlisis se realizaron por

triplicado para poder realizar el andlisis estadistico de los resultados.

Destacar que a la hora de realizar la diluciones seriadas cuando se realizaba el
analisis microbioldgico a los soportes, los tubos de solucién salina fueron sonicados
durante 10minutos en un bafio modelo Ultrasons-H (JP Selecta®©). Con objeto de
conocer la cantidad exacta de muestra se calcul6 el peso seco de las mismas,
seleccionando tres muestras de 1g aprox., y secandolas a 105°C durante 24h y
volviéndolas a pesar; por diferencia de gravimetria se calculé el % de humedad de las

muestras.

3.3.3 Andlisis fisico-quimicos.

- Gravimetria

El andlisis de hidrocarburos totales (TPH) se determind por gravimetria segun la
norma EPA 8015. La extraccion de hidrocarburos en agua se realiz6 empleando 100
ml de agua contaminada y 100ml de hexano/acetona (1:1) en matraces enlenmeyer de
500ml. Los matraces se agitaron a 70 rpm durante 1 hora en un agitador orbital AOS-
0 (A & E Lab®©), tras lo cual se dejo decantar la mezcla durante 1 hora en embudos de
decantacidon de 1L para separar las fases (Figura 9). La fase acuosa se desechd y la
fase del disolvente se filtré a través de papel de celulosa, recogiéndose el filtrado en
matraz redondo de 500ml. Los matraces se llevaron al rotavapor para eliminar el

disolvente, a 90 rpm (modelo Laborota 4000 efficient -Heidolph©-). Una vez eliminado



el disolvente se dejaron secar los balones, se pesaron, y la diferencia de pesada

respecto al peso de cada bal6n corresponde a la cantidad de TPH.

Por su parte, la extraccion de los hidrocarburos absorbidos en los soportes se hizo del
mismo modo que en el caso del agua, empleando 10 g de soporte y con la salvedad
de que una vez agitados los matraces se sometieron a sonicacion durante 10 minutos
en un bafio modelo Ultrasons-H (JP Selecta®©). Con objeto de conocer la cantidad
exacta de muestra se calculd el peso seco de las muestras, seleccionando tres
muestras de 1g aprox., y secandolas a 105°C durante 24h y volviéndolas a pesar; por
diferencia de gravimetria se célculo el % de humedad de las muestras. Todos los
andlisis se realizaron por triplicado para poder realizar el analisis estadistico de los

resultados.

Figura 9. Extraccion de hidrocarburos.

- Cromatografia Gases-Espesctrometria de masas.

Una vez extraidos los hidrocarburos, segun lo descrito anteriormente, las muestras
fueron diluidas en 20ml de cloroformo para posteriormente determinar las fracciones
de hidrocarburos presentes en un cromatografo de gases HP 5890 Serie Il (Hewlett
Packard®©), con una columna capilar (30 m x 0,32 mm |.D.) y helio como gas portador
a 1,6 ml/min. Las determinaciones se realizaron con una velocidad de calentamiento
de 4°C/min hasta una temperatura de 310°C. Cada fraccion de hidrocarburos fue
detectada usando un detector Selectivo de masa HP 5973 (Hewlett Packard©) en
modo SCAN (barrido), los resultados obtenidos se compararon con un sistema de
datos HP Chemstation que posee una libreria Wiley 275 con aproximadamente
270.000 espectros de masa (EPA. 1996). Todos los andlisis se realizaron por triplicado
para poder realizar el andlisis estadistico de los resultados.



Figura 10. Cromatografo de gases — Espectrometro de masas.

3.34 Estudios de Microscopia Electrénica (SEM).

Las muestras de soporte para su examen mediante microscopia electrénica fueron
conservadas en condiciones de frio (4°C) inmersas en una solucion fijadora de PBS al
2.5% en glutaraldehido hasta su analisis. Previamente, se llevd a cabo un
procedimiento para su correcta preparacion que consistié en la eliminacion del liquido
fijador que contenia la muestra y la posterior adicion de un nuevo mililitro de la
solucion fijadora. Este proceso se repiti6 dos veces con un margen de 20 minutos
entre ambas. Finalmente las muestras fueron analizadas en el servicio de microscopia
electronica de la Facultad de Farmacia y del Centro de Instrumentacion Cientifica de la

Universidad de Granada.

3.4 Ensayos de adherencia microbiana

Estos ensayos se llevaron a cabo con objeto de determinar la capacidad de
adherencia o adhesion microbiana por parte de los soportes absorbentes
seleccionados. Para ello se realizaron cuatro ensayos diferentes que fueron
denominados como |, Il, Ill y IV. En los ensayos | y Il se emple6é una cepa aislada
previamente por el grupo de investigacion de Microbiologia ambiental RNM270 a
partir de agua de mar extraida en las proximidades del hundimiento del petrolero
“Prestige” y de conocida capacidad de adherencia y formacion de biopelicula,
Pseudoalteromonas elyakovii W18 (Rodriguez-Calvo et al., 2017). En los ensayos Il y
IV se evaluaron estas propiedades de los soportes empleando la microbiota autéctona

del agua contaminada.

Para estos ensayos se disefiaron microcosmos de 1L de capacidad con 400 ml de

medio de cultivo y el volumen equivalente a 200ml de soporte absorbente (Figura 11).

Ensayos de adherencia microbiana  Fnsayos de absorcion v biodegradacion Ensayos a escala planta piloto
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Figura 11. Microcosmos empleados en los ensayos de adherencia. A) CorkSorb® 03025 B)
CorkSorb® 01025 C) Corddn Sentec® D) Pafio Sentec®.

341 Ensayos con la cepa bacteria Pseudoalteromonas elyakovii W18

(Ensayos | y II).

Para la realizacion de estos dos ensayos de adherencia de microorganismos a los
soportes objeto de estudio, se empled la cepa Pseudoalteromonas elyakovii W18,
aislada en nuestro laboratorio a partir de agua de mar extraida de fondo marino (4000
m de profundidad) en las proximidades del hundimiento del petrolero “Prestige”
(Rodriguez-Calvo et al., 2017).

En el ensayo | se empled el medio de cultivo LB (Sezonov et al., 2007), rico en
nutrientes, al 3% de sales cuya composicion es la siguiente: peptona 10 g, extracto de

levadura 5 g y 1 L de solucién stock de sales al 3% (Rodriguez-Valera et al., 1981).

En el ensayo Il se empleo el medio BH (Deziel et al., 1996), el cual fue empleado para
el aislamiento de microorganismos degradadores de hidrocarburos en medio minimo,
con la siguiente composicién: MgS0O4-7H20 0.2 g, K2HPO4 1 g, CaCl2:2H20 0.02 g,
NH4NO3-6H20 1 g, FeCI3 0.05 g, agua destilada 1 L y agar 20 g.

Los microcosmos fueron inoculados con 10 ml de un cultivo de 18h de
Pseudoalteromonas elyakovii W18, procediéndose con posterioridad a su incubacion a
la temperatura de 28°C en agitacién a 100 rpm durante 7 dias.

Los tiempos de muestreo se realizaron en los dias 0, 1, 2 y 7. Las muestras se
tomaron y conservaron tal y como se describe en el apartado “2.3.1. Toma y
conservacion de muestras”. En el transcurso de los ensayos se determind el
crecimiento de P. elyakovii tanto en suspensién como adherido al soporte asi como el
estudio de la adhesién microbiana a la superficie del material absorbente mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM). Todos los ensayos se realizaron por

triplicado para poder realizar el analisis estadistico de los resultados.
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3.4.2 Ensayos con la microbiota autdctona del emplazamiento contaminado

(Ensayos Il y V).

En los ensayos Ill Ay IV A se emple6 en los microcosmos agua procedente de las
instalaciones de la planta de CLH en Motril (Granada), en lugar de medio de cultivo
inoculado con la cepa W18. De esta forma se pudo estudiar la adhesion de la
microbiota autdctona de dicha agua contaminada. Igualmente se realiz6 un ensayo
que denominamos IV B en el que el agua real procedente de las instalaciones de CLH

fue artificialmente contaminada con un 10% (v/v) de diesel.

Como en los ensayos | y 1l se utilizaron microcosmos de 1L de capacidad con 400ml
de agua contaminada y el volumen equivalente a 200ml de soporte; en este caso se
emplearon Unicamente los soportes CorkSorb® 01025 y Pafio Sentec®. Los
microcosmos se incubaron a la temperatura de 28°C en agitaciéon a 100 rpm durante
20 dias.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado para poder realizar el analisis
estadistico de los resultados. Los tiempos de muestreo se realizaronalos 0, 1, 2, 7, 14
y 20 diasenelensayo lllyalos 0, 2,5, 7, 14 y 20 dias en el ensayo IV. Las muestras
se tomaron y conservaron tal y como se describe en el apartado “2.3.1. Toma y
conservacion de muestras”. Se llevd a cabo el andlisis de la microbiota autéctona (en
suspension y adherida al soporte), asi como el estudio de la adhesion microbiana a la
superficie del material absorbente mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).
Ademas, en el ensayo IVA y IVB, se realiz6 el analisis de TPH (Hidrocarburos totales
del Petréleo) por gravimetria y de las distintas fracciones de hidrocarburos por

cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC/MS).

3.5 Ensayos de absorcién y biodegradacion de hidrocarburos.

En este grupo de ensayos acometimos una serie de experimentos que podemos
denominar de eliminacion y/o absorcion de hidrocarburos, en la que el agua a tratar es
recirculada y entra en contacto con el material absorbente; de esta forma parte de los
hidrocarburos son degradados por las bacterias presentes en el agua y parte quedan
absorbidos los hidrocarburos en dichos soportes. Posteriormente existe una segunda
fase de biodegradacién en la que se estudid la biodegradacién de los hidrocarburos
absorbidos sobre los soportes por parte de microorganismos adheridos a los mismos.

Estos ensayos fueron denominados V, VI, VII, VIII, IX y X.
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3.5.1 Fase de tratamiento.

En esta primera fase de los ensayos se emplearon dos tipos de biorreactores. El
primero de ellos, un biorreactor de flujo horizontal, consistente en un prisma
rectangular que se construy0 en metacrilato con unas dimensiones de
0.5x0.3x0.345m. y un volumen dutil de 39,4L. El agua a tratar (50L) se recircul6 de
acuerdo con el esquema especificado en la figura 12. El sistema asi construido

permitio albergar hasta 6 unidades soportes en posicion vertical.

Material
absorbente

Salida
de agua == S

—

—_— — = -
Entrada
de agua

Figura 12. Esquema de funcionamiento del biorreactor de flujo horizontal.

El segundo sistema utilizado, fue un biorreactor de flujo vertical de 1L de capacidad en
cuyo interior se alojo el material absorbente. De igual modo que en el caso anterior el
agua a tratar (25L) entré por la parte inferior y salid por la parte superior dentro de un
circuito cerrado de recirculacion tras entrar en contacto con el material absorbente. Un

esquema del sistema se muestra en la figura 13.

— —
==

Salida ]’

de agua
Material
absorbente
= 7
— ——

Entrada
de agua

Figura 13. Esquema de funcionamiento del biorreactor de flujo vertical.
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En los ensayos V y VI se emplearon soportes de Pafio Sentec®. En el ensayo V se
trabajo con dos biorreactores de flujo horizontal a dos caudales diferentes (18 y 36 I/h)
y empleando en cada caso 3 soportes absorbentes de Pafio Sentec®. En el ensayo VI
solo se trabajé con un biorreactor de flujo vertical a 36 I/h y empleando 6 soportes
absorbentes de Pafio Sentec®. Estos ensayos tuvieron una duracion de 72 y 48 horas
respectivamente (Figura 14).

Figura 14. Biorreactores empleados en los ensayos V (A) y VI (B).

Por otro lado, en el ensayo VIl se emplearon 4 soportes absorbentes de Pafio
Sentec®, también a 36 I/h, en el biorreactor de flujo horizontal. También en este
ensayo VIl se estudi6 la absorcién de hidrocarburos empleando un biorreactor de flujo
vertical en cuyo interior se coloc6 el material absorbente CorkSorb® 01025 alojado en

una malla a mitad de altura. Este ensayo tuvo una duracion de 7 dias (Figura 15).

Figura 15. Biorreactores empleados en el ensayo VII. Flujo horizontal (A) y vertical (B).

Finalmente en los ensayos VIII, IX y X se emplearon respectivamente el soporte
absorbente CorkSorb® 01025 en ambos biorreactores (3 almohadas en el reactor de
flujo horizontal y una malla en el reactor de flujo vertical), el soporte Cordon Sentec®
también en ambos biorreactores, y el soporte Pafio Sentec® Unicamente en el
biorreactor de flujo vertical. En todos estos ensayos el periodo de estudio tuvo una
duracion de 7 dias (Figuras 16, 17 y 18).
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Figura 18. Biorreactor empleado en el ensayo X. Flujo vertical.

Los biorreactores seleccionados, el material absorbente empleado y las condiciones
de operacion se resumen en la tabla 6. Las muestras se tomaron y conservaron tal y

como se describe en el apartado “2.3.1. Toma y conservacion de muestras”.
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Tabla 6. Caracteristicas operacionales utilizadas en los experimentos V-XI. Fase de tratamiento

MATERIAL ABSORBENTE EMPLEADO TIEMPO DE CAUDAL
ENSAYO ENSAYO EMPLEADO
(1) BIORREACTOR de flujo | (2) BIORREACTOR de flujo o
horizontal vertical (dias) (I/h)
Q;:=18
\Y 3xPafio Sentec® (X2) (24g) 3
Q1,=36
W 6xPafio Sentec® (24g) 2 Q=36
Q=36
Vil 4xPafio Sentec® (24g) 20 g CorkSorb® 01025 7
Q,=18
Q=36
Vil 3x 100g CorkSorb® 01025 20 g CorkSorb® 01025 7
Q2:18
Q;=36
IX 6 x 60g Corddn Sentec® 40 g Corddn Sentec® 7
Q2:18
X 1 x Pafio Sentec® (36g) 7 Q=18

En los ensayos V y VI, con una duracion de 72 y 48 horas respectivamente, los

andlisis del agua tratada en los biorreactores se realizaron transcurridas 0, 12, 24 y

48h, ademas de a las 72h en el caso del ensayo V, mientras que en los soportes

absorbentes presentes en los biorreactores se realizaron analisis transcurridos 24 y

48h de funcionamiento, ademas de a las 72h en el caso del ensayo V. Hay que

destacar que el “tiempo inicial” corresponde a la concentracién de hidrocarburos en el

agua de entrada, mientras que el “tiempo 0” corresponde a la concentracion tras el

primer ciclo de recirculacion.

Especificamente los analisis llevados a cabo en las muestras de agua y soporte

fueron:

o Evolucion de la microbiota bacteriana en el agua tratada a lo largo de las 72/48

horas de tratamiento mediante la determinacion del n° de microorganismos

cultivables (recuento en placa).

0 Determinacion del n°® de microorganismos adheridos al soporte transcurridas

24h y 48h, ademas de a las 72h en el caso del ensayo V, mediante la

determinacion del n® de microorganismos cultivables (recuento en placa).
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o Evolucion de la variacion de TPH por gravimetria en el agua tratada a lo largo

de las 72/48 horas de tratamiento.

o Cuantificacion gravimétrica de los TPH absorbidos a los soportes transcurridas

24hy 48h, ademas de a las 72h en el caso del ensayo V.

o Determinacion por cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS),
de la variacion de las distintas fracciones de hidrocarburos en el agua tratada a

lo largo de las 72/48 horas de tratamiento.

o Determinacion, por GC/MS de la concentracion de las distintas fracciones de
hidrocarburos en los soportes transcurridas 24h y 48h, ademas de a las 72h en

el caso del ensayo V.

o Estudio de la microbiota bacteriana adherida al material absorbente por

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

El ensayo VII tuvo una duracion de 7 dias. Los muestreos se realizaron a los tiempos
0,1, 2,3y 7 dias en el caso del agua a tratar, y a los 1, 3y 7 dias en el caso del
material absorbente alojado en el biorreactor de flujo horizontal. En el caso del material
absorbente localizado en el biorreactor de flujo vertical, solo se pudo realizar un
muestreo al final del tratamiento (7 dias) ya que debido a la configuracion de dicho

equipo no fue posible muestrear en el transcurso del ensayo.

También destacar que de nuevo el “tiempo inicial” corresponde a la concentracion de
hidrocarburos en el agua de entrada, mientras que el “tiempo 0” corresponde a la
concentracion tras el primer ciclo de recirculacion. Como en los ensayos anteriores, las

determinaciones realizadas fueron:

o Evolucion de la microbiota bacteriana en el agua tratada durante los 7 dias de
tratamiento mediante la determinacion del n°® de microorganismos cultivables

(recuento en placa).

o Determinaciéon del n° de microorganismos adheridos al soporte mediante la
determinacion del n°® de microorganismos cultivables (recuento en placa) en el
transcurso y al final del tratamiento en el caso de los soportes empleados en el
biorreactor “pecera”; en el caso del soporte absorbente empleado en el

biorreactor “columna” Ginicamente al final del tratamiento.

o Evolucion de la variacion de TPH por gravimetria en el agua tratada durante los

7 dias de tratamiento.
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o Cuantificacion gravimétrica de los TPH absorbidos a los soportes en el
transcurso y al final del tratamiento en el caso de los soportes empleados en el
biorreactor “pecera”; en el caso del soporte absorbente empleado en el

biorreactor “columna” Ginicamente al final del tratamiento.

o Determinacion por cromatografia de gases/espectrometria de masas GC/MS,
de la variacién de las distintas fracciones de hidrocarburos en el agua tratada

durante el tratamiento.

o Determinacion, por GC/MS de la concentracién de las distintas fracciones de
hidrocarburos en los soportes en el transcurso y al final del tratamiento en el
caso de los soportes empleados en el biorreactor “pecera”; en el caso del
soporte absorbente empleado en el biorreactor “columna” Unicamente al final

del tratamiento.

o Estudio de la microbiota bacteriana adherida al material absorbente por

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

Finalmente en los ensayos VIII-X, también con una duracién de 7 dias, los muestreos
se realizaron a los tiempos 0, 1, 3y 7 dias en el caso del agua a tratar, y al final del
ensayo a los 7 dias en el caso del material absorbente, tanto en el caso del soporte
empleado en el biorreactor con flujo horizontal como en el caso del alojado en el
biorreactor con flujo vertical. Hay que destacar que los analisis realizados al material
absorbente solo se pudieron realizar al final del tratamiento ya que debido al formato
de los soportes (almohadas de corcho y el propio Cordén Sentec®) empleados en los

biorreactores no se podia muestrear en el transcurso del ensayo.

Nuevamente destacar que el “tiempo inicial” corresponde a la concentracion de
hidrocarburos en el agua de entrada, mientras que el “tiempo 0" corresponde a la

concentracion tras el primer ciclo de recirculacion.
En estos ensayos se llevaron a cabo las siguientes determinaciones:

o Evolucion de la microbiota bacteriana en el agua tratada a lo largo de los 7 dias
de tratamiento mediante la determinacion del n° de microorganismos

cultivables (recuento en placa).

0 Determinacion del n°® de microorganismos adheridos al soporte al final del
tratamiento mediante la determinacion del n°® de microorganismos cultivables

(recuento en placa).
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o0 Evolucion de la variacion de TPH por gravimetria en el agua tratada a lo largo

de los 7 dias de tratamiento.

o Cuantificacion gravimétrica de los TPH absorbidos a los soportes al final del

tratamiento.

o Determinacion, por cromatografia de gases/espectrometria de masas GC/MS,
de la variacion de las distintas fracciones de hidrocarburos en el agua tratada a

lo largo de los 7 dias de tratamiento.

o Determinacién, por GC/MS de la concentracion de las distintas fracciones de

hidrocarburos en los soportes al final del tratamiento.

3.5.2 Fase de biorremediacion.

Una vez finalizada la fase de tratamiento de las aguas procedentes de CLH, se
procedi6 a la extraccion de los materiales absorbentes, depositdndose los mismos en
depositos estériles con humedad controlada, con el objetivo de estudiar la posible
biodegradacion de los hidrocarburos absorbidos por parte de la biopelicula microbiana

formada durante la fase de tratamiento.

Para llevar a cabo el mencionado estudio de biodegradaciéon los soportes se
instalaron en microcosmos de 500 y 1000 ml de capacidad a temperatura ambiente
durante varios meses, en funcién de la disponibilidad de soporte, manteniendo un nivel
adecuado de humedad, entre el 50 y 80% recomendado por otros autores (Calvo et
al., 2009) mediante riegos periodicos (Figura 19). Bajo estas condiciones se determind
el nidmero de microorganismos mediante la técnica de recuento en placa y la
concentracion de hidrocarburos por gravimetria (TPH) y por GC/SM (fracciones de
hidrocarburos) para determinar si se producia una disminucion de la concentracién de
los mismos debido a una degradacién biologica por parte de la microbiota adherida a

los soportes.
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Figura 19. Fases de biorremediacion de los ensayos VIII, IX y X.

La fase de biorremediacion se llevd a cabo en los ensayos VIII, IX y X con una
duracion de 5 a 10 meses (Ensayos VIl y IX: 8 meses. Ensayo X: 5 meses). Se
tomaron muestras a distintos tiempos para llevar a cabo los siguientes analisis y

determinaciones:

o Determinacién del nimero de bacterias adheridas al soporte mediante la
determinacion del numero unidades formadoras de colonias (recuento en

placa).
o Cuantificacién gravimétrica de los TPH por absorbidos a los soportes.

o Determinacién, por GC/MS de la concentracion de las distintas fracciones de

hidrocarburos en los soportes al final del tratamiento.

o Estudio de la microbiota bacteriana adherida al material absorbente por
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).
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3.6 Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos.

Tal y como se ha indicado, en la fase de biodegradacion que acaba de ser descrita se
cuantific6 el numero de microorganismos adheridos a los soportes, y esta
cuantificacién se realiz6 por la técnica de recuento en placa de microorganismos
viables. A partir de las placas de cultivo y atendiendo a la morfologia colonial, se
seleccionaron una serie de microorganismos con objeto de obtener una coleccién de
cepas bacterianas para la construccion de futuros consorcios microbianos

degradadores de hidrocarburos.

Un total de 10 cepas bacterianas fueron finalmente seleccionadas para su
identificacion taxondmica, las cuales fueron posteriormente reaisladas para garantizar

su pureza en medio TSA.

Para ello se procedio a su clasificacion genética en las instalaciones del Laboratorio de
Técnicas Instrumentales de la Universidad de Ledn. En primer lugar se aislé6 DNA de
cada cepa bacteriana y seguidamente se procedié a amplificar la region de interés
(fragmento de unos 1100 pb del gen rDNA 16S). Posteriormente se purificé el
amplicén y finalmente se procedié a su secuenciacion en ambos sentidos. Una vez

obtenidas las secuencias se realiz6 el contig de ambas secuencias.

Para la identificacién de las bacterias, se introdujeron las secuencias en la base de
datos GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nim.nih.gov) con el programa BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

Una vez identificadas y con el objetivo de establecer posibles consorcios bacterianos
con la capacidad de degradar hidrocarburos, se procedié a realizar una serie de
ensayos de biodegradacion de diesel con dichos microorganismos previamente
seleccionados. Para ello en cada ensayo se inocularon 6 matraces con 100ml de
medio de cultivo BH (Figura 20), y a tres de ellos se les adicion6 un 1% de diesel,
previamente esterilizado empleando filtros de 0.22um “PTFE Sterile Syringe Filter”
MBL®. Todos fueron inoculados al 1% con una las cepas aisladas e identificadas y se
incubaron durante 7 dias a 140rpm a 30°C. Ademas se prepararon otros 3 matraces

solamente con medio de cultivo BH y diesel al 1% como control.
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Figura 20. Matraces con medio BH empleados para la blsqueda de microorganismos
degradadores de hidrocarburos.

Los tiempos de muestreo se realizaron en los dias 0, 2, 4 y 7 dias. Se estudio la
degradacion de dicho diesel por parte de la bacteria en los matraces que contenian
diesel, para lo cual se cuantificaron los TPH por gravimetria al inicio y al final del
ensayo, asi como las diferentes fracciones por GC/MS. Ademas, se estudio el
crecimiento microbiano en presencia y ausencia de diesel mediante la técnica de
recuento en placa para observar el comportamiento de la cepa en cuestién en un

ambiente contaminado.
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3.7 Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical.

Este ensayo se realiz6 con la finalidad de verificar la eficacia del sistema formado por
el biorreactor de flujo vertical y el Pafio Sentec® como material absorbente,
procediéndose para ello a recircular periédicamente cantidades de agua contaminada

con una carga elevada de hidrocarburos a través del mismo de forma discontinua.

De este modo se traté un volumen de agua (20L aprox.) haciéndolo pasar por el
material absorbente durante 8 ciclos de recirculacion y con un caudal de 18L/h. Al
finalizar se analizé el agua tratada. A continuacién se procedio a tratar otro volumen de
agua similar en las mismas condiciones. De esta forma se pretendié comprobar la

eficacia de la fase de tratamiento.

Una vez finalizada esta fase, se procedi6 a extraer el material absorbente y a alojarlo
en un contenedor estéril bajo condiciones controladas, para dar paso a la fase de
biodegradacion, cuya metodologia fue descrita anteriormente en el apartado de
“ensayos de absorcion y biodegradaciéon”. De esta forma se pretendié comprobar la
eficacia del material absorbente Pafio Sentec® como material en el que se produce

una degradacién bioldgica de los hidrocarburos absorbidos.

Las muestras se tomaron y conservaron tal y como se describe en el apartado “2.3.1.
Toma y conservacion de muestras”. En este estudio se analiz6 el contenido de
hidrocarburos en agua asi como los hidrocarburos absorbidos en el soporte y la
degradacion bioldgica de los mismos mediante la cuantificacion por gravimetria de los

TPH y de las distintas fracciones por GC/MS.
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3.8 Ensayos a escala planta piloto.

Figura 21. Vista general de la Planta Piloto en instalaciones de CLH en Motril (Granada).

En la ultima fase de este estudio se realizd el escalado del proceso a nivel de planta
piloto (Fig. 21). Esta planta consta de 4 columnas de flujo vertical (Fig. 22) para tratar
aguas contaminadas con hidrocarburos en las instalaciones de la empresa CLH en
Motril. Las columnas fueron fabricadas en acero inoxidable (Norma ATEX) y con unas
dimensiones de 1,65 x 0,5 m. En su interior se instalé el material absorbente en el
interior de una reja metalica que posibilitaba la facil introducciéon y manejo del material
(Fig. 23). Ademas se habilitaron puntos de muestreo a la entrada y a la salida asi
como un difusor para introducir aireacion en dos de ellas, con el objeto de establecer
dos columnas oxicas y dos anoxicas. El material absorbente seleccionado fue fibra de

polipropileno en forma de rollo suministrado por la empresa SENTEC S.L.
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Figura 22. Seccién de columna. Planta Piloto en instalaciones de CLH en Motril (Granada).

Figura 23. Material absorbente empleado. Planta Piloto en instalaciones de CLH en Motril
(Granada).

La entrada de caudal se situ6 en la parte inferior de la columna, de modo que el flujo
en las columnas fue en todas ellas ascendente atravesando de forma homogénea el
material absorbente, donde quedan adheridos los microorganismos del agua y

absorbidos los hidrocarburos.

Para completar la planta se instalaron dos bombas para impulsar el agua desde la
balsa API hasta las columnas, una con un caudal de trabajo de 0-3 L/min (para las
columnas 1y 2) y otra con un caudal de 0-10 L/min (para las columnas 3 y 4). Asi
mismo, se instalaron una serie de véalvulas para redirigir el paso de flujo en funcion de
las condiciones de trabajo, asi como caudalimetros y mandmetros y un panel de
control para controlar las condiciones de operacion. Ademas las columnas 2 y 4

contaron con una entrada de aireacion adicional y una sonda de oxigeno.
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De este modo quedd instalada la planta piloto con 4 columnas (Figura 24), dos que
operaron con un caudal de 3 L/min y dos con un caudal de 10 L/min, y en cada caso
una con aireacion y otra sin ella. Por ultimo, las conducciones de la instalacion se
disefiaron de forma que tanto las dos columnas sin aireacion como las dos que
trabajan con aireacién pudiesen operar de forma independiente; de esta forma se
podra recircular el agua tantas veces como se desee a mayor y menor caudal de flujo
de forma independiente bajo ambas condiciones. Asi, se puede evaluar como influye
el caudal en el tratamiento del agua problema, empleando aireacion y sin ella. El
diagrama de flujo de toda instalacién se muestra en la figura 25.

Figura 24. Vista de los 4 biorreactores instalados. Planta Piloto en instalaciones de CLH en
Motril (Granada).
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Figura 25. Diagrama de flujo. Planta Piloto en instalaciones de CLH en Motril (Granada).



Los ensayos se realizaron alternando bajo y alto caudal, ausencia y presencia de
suministro de oxigeno. Se llenaron los tanques y se establecieron circuitos cerrados de
recirculacion. Se establecieron 8 ciclos de recirculacion, y se procedio de forma similar
a la que se describe en los ensayos que en dichos ensayos de laboratorio: se
recircul6 el agua a tratar, se analiz6 una vez finalizados los 8 ciclos, y en caso de que
dicho agua se encontrase libre de hidrocarburos (o con un contenido suficientemente
bajo), se procedi6 a tratar otro volumen de agua equivalente al volumen util del tanque
en las mismas condiciones. En caso contrario, se volvio a recircular ese mismo

volumen de agua.

Una vez finalizada esta fase, cuando los materiales absorbentes no tuvieron mas
capacidad de absorcion, se procedi6 a extraerlos (Figura 26A) y alojarlos en
recipientes para dar paso a la fase de biorremediacion (Figura 26B), siguiendo la
metodologia descrita para esta fase en el apartado “2.5.2. Fase de biorremediacion”

de los ensayos de absorcién y biodegradacion de hidrocarburos.

Figura 26. Extraccion del material absorbente (A). Fase de biorremediaciéon (B). Planta Piloto
en instalaciones de CLH en Motril (Granada).

Las muestras se tomaron y conservaron tal y como se describe en el apartado “2.3.1.
Toma y conservacion de muestras”. Posteriormente se determind el contenido en
hidrocarburos del agua por gravimetria, para cuantificar los TPH, y por cromatografia
de gases/espectrometria de masas (GC/MS) para cuantificar las distintas fracciones, y
se emplearon las mismas técnicas para estudiar la degradacion biolégica de los
hidrocarburos absorbidos en los soportes cuantificando el contenido de hidrocarburos

en los mismos.
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3.9 Andlisis estadistico.

Se realiz6 un Andlisis de Varianza Bifactorial para medir la adherencia microbiana a
los soportes en los procesos de tratamiento de agua contaminadas con hidrocarburos
comparado con la poblacion microbiana en suspension. Para este andlisis se
consideraron como factores el tiempo de ensayo y medio/soporte de crecimiento. Por
otro lado se realiz6 un Andlisis de Varianza Unifactorial para comparar la absorcién

entre diferentes soportes, considerandose como factor el tipo de material.

Para evaluar la distribucién normal de los datos se usé la prueba de doble via de
Shapiro-Wilk. En caso de que las pruebas no pasaran la distribucion normal, se
procedi6 a realizar un analisis por rangos con p<0.001. Una vez establecida la
diferencia de medias se procedié a realizar la prueba paramétrica de Tukey para
establecer diferencia significativa (p<0.05). Se utilizé el programa SigmaPlot 12 con

un 95% de nivel de confianza.



4 Resultados






4.1 Ensayos de adherencia microbiana.

Como se ha mencionado anteriormente en el apartado de materiales y métodos, los
ensayos de adherencia microbiana, denominados I, Il, lll y IV, se realizaron con objeto
de comprobar la capacidad de adherencia de los soportes absorbentes que se

seleccionaron al comienzo de esta investigacion.

4.1.1 Ensayos 1 y Il.

- Ensayo I.

Tanto en el ensayo | realizado en medio LB, como en el ensayo |l realizado en medio
BH, se empled el recuento microbiano en el medio y adherido al soporte como
herramienta para estudiar la adherencia microbiana a cada uno de los mismos.
Comparando la poblacién microbiana presente en el medio de cultivo y la adherida al
material absorbente se puede afirmar que dichos materiales tenian capacidad de
adherir microorganismos a su superficie/estructura y desarrollar asi una biopelicula. En
las figuras 27 y 28 se muestra ambos crecimientos microbianos empleando cada uno
de los materiales absorbentes seleccionados en medio LB (Ensayo [): CorkSorb®
01025, CorkSorb® 03025, Pafio Sentec® y Cordén Sentec®.
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Figura 27. Evolucion del nimero de microorganismos de Pseudoalteromonas elyakovii W18 en
suspension (expresado en Log (UFC/ml medio)) y adheridos al soporte (expresado en Log
(UFC/ml soporte)) en medio LB con los soportes Corksorb® 01025 (A) y Corksorb® 03025 (B).

Ensayo I. (*) Existen diferencias significativas entre poblacion en suspension y adherida al
soporte.
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Figura 28. Evolucién del nimero de microorganismos de Pseudoalteromonas elyakovii W18 en
suspension (expresado en Log (UFC/ml medio)) y adheridos al soporte (expresado en Log
(UFC/ml soporte)) en medio LB con los soportes Pafio Sentec® (A) y Cordén Sentec® (B).
Ensayo I. (*) Existen diferencias significativas entre poblacion en suspension y adherida al
soporte.

En el ensayo realizado en el medio LB se observo en general un buen crecimiento
microbiano tanto en microorganismos adheridos al soporte como en microorganismos
en suspension. En todas las experiencias la concentracién de los microorganismos
adheridos al material absorbente fue similar o incluso superior que en el caso de los

microorganismos en suspension (Figuras 27 y 28).

Sin embargo el comportamiento fue diferente segun el soporte objeto de estudio. En el
caso de los soportes CorkSorb®, en el caso del corcho hidrofobo (CorkSorb® 01025)
hubo un crecimiento de la poblacion microbiana en suspension y adherida, alcanzando
valores alrededor de 7,7 Log (UFC/ml) al final del ensayo (7 dias). De igual modo
ocurrié en el caso del corcho hidréfilo (CorkSorb® 03025), aunque en este caso los
valores de Log (UFC/ml) son menores y por tanto se produce un crecimiento
microbiano menor, pudiéndose sugerir un menor grado de colonizacién del soporte
(Figura 27).

En el caso del soporte CorkSorb® 01025, en el dia 2 se observa la mejor relacion
soporte/medio. En el soporte CorkSorb® 03025 la biopelicula parece méas estable,
siendo la mejor relacion soporte/medio a tiempo 7 dias. Sin embargo el crecimiento fue

menor que en el soporte CorkSorb® 01025.

Respecto a los soportes de fibra de polipropileno, hubo un evidente aumento de la
poblacion microbiana adherida al soporte en el transcurso del ensayo, tal como
muestra la figura 28. Empleando el soporte absorbente Pafio Sentec® se alcanzé un
valor cercano a 8 Log (UFC/ml) en el medio de cultivo y proximo a 7,5 Log (UFC/ml)
en el soporte absorbente en el caso de la microbiota adherida. En el caso del Cordon

Sentec® se observa un comportamiento similar con un valor cercano a 7,5 Log
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(UFC/ml) en el soporte absorbente en el caso de la microbiota adherida, aunque la

poblacién microbiana en suspension se mantuvo en torno a 6,2 Log (UFC/ml).

El hecho de que los valores de Log (UFC/mI) fueran tan elevados tanto en suspensién
como adherido al soporte pudo deberse al elevado contenido en nutrientes del medio
de cultivo LB, por lo que los resultados obtenidos pudieron no ser concluyentes, por lo
gue se repiti6 el ensayo con un medio de cultivo con un menor contenido en

nutrientes, el medio BH (Ensayo II).

En las imagenes de Microscopia Electronica de Barrido se observa la elevada
poblacién bacteriana adherida a los soportes, aunque es evidente una menor
colonizacion del soporte absorbente CorkSorb® 03025. Como hemos indicado

anteriormente estos resultados pueden ser consecuencia de la elevada concentracién

de nutrientes del medio de cultivo LB (Figuras 29 y 30).

Figura 29. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie de los soportes
Corksorb® 01025 (A) y Corksorb® 03025 (B). Ensayo I.

Figura 30. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie de los soportes
Pafio Sentec® (A) y Corddn Sentec® (B). Ensayo I.
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- Ensayo Il

En el ensayo Il en el caso de los dos soportes de corcho Corksorb®, la adherencia de
microorganismos a dichos soportes fue muy diferente en cada uno de los dos casos,
tal y como se observa en la Figura 31. La adherencia al soporte hidréfobo CorkSorb®
01025 fue incrementandose con el transcurso del ensayo, siguiendo la misma

tendencia que el crecimiento microbiano en el medio de cultivo.

Por su parte la adherencia al soporte hidréfilo CorkSorb® 03025 fue moderada durante
los 2 primeros dias de ensayo, tras los cuales se observa una disminucién de los
microorganismos adheridos al soporte, lo que podria sugerir un desprendimiento de la
biopelicula formada. En el caso del soporte hidréfobo CorkSorb® 01025 se alcanzan
valores de Log (UFC/ml) muy superiores a los del soporte hidréfilo, llegando a un valor

maximo cercano a 6 Log (UFC/ml).
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Figura 31. Evolucion del nimero de microorganismos de Pseudoalteromonas elyakovii W18 en
suspension (expresado en Log (UFC/ml medio)) y adheridos al soporte (expresado en Log
(UFC/ml soporte)) en medio BH con los soportes Corksorb® 01025 (A) y Corksorb® 03025 (B).
Ensayo Il. (*) Existen diferencias significativas entre poblacion en suspension y adherida al
soporte.

Por su parte, los soportes de fibra de polipropileno si mostraron un comportamiento
bastante similar en lo que se refiere a adherencia de microorganismos en ambos
casos. El crecimiento microbiano tanto en el medio de cultivo como en la adhesion a
los soportes Pafio Sentec® y Corddn Sentec® fue muy similar y se alcanzaron valores
de Log (UFC/ml) muy proximos a 7 y 6,5 respectivamente al final de este ensayo |, tal

y como se puede observar en la figura 32.

Los resultados obtenidos empleando los soportes de fibra de polipropileno indican que,
al igual que en el medio de cultivo rico en nutrientes LB, estos soportes presentan
buenas caracteristicas de adhesién con independencia de las caracteristicas

nutricionales del medio de cultivo utilizado.
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Figura 32. Evolucion del nimero de microorganismos de Pseudoalteromonas elyakovii W18 en
suspension (expresado en Log (UFC/ml medio)) y adheridos al soporte (expresado en Log
(UFC/ml soporte)) en medio BH con los soportes Pafio Sentec® (A) y Corddn Sentec® (B).
Ensayo Il. (*) Existen diferencias significativas entre poblacion en suspension y adherida al
soporte.

Los resultados de los ensayos de adherencia de la cepa Pseudoalteromonas elyakovii
W18 a los distintos soportes objeto de estudio reflejan el alto grado de eficacia de
dichos soportes en cuanto a adhesién y crecimiento microbiano en los mismos
alcanzandose valores de Log (UFC/ml) considerablemente elevados durante el

transcurso de los ensayo, a excepcion del soporte CorkSorb® 03025.

Las imagenes de Microscopia Electronica de Barrido del ensayo Il muestran una

menor adherencia microbiana a los soportes que en el caso del ensayo | y ademas

muestran la poca capacidad de adherencia del soporte absorbente CorkSorb® 03025
(Figuras 33y 34).

Figura 33. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie de los soportes
Corksorb® 01025 (A) y Corksorb® 03025 (B). Ensayo Il.
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Figura 34. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie de los soportes
Pafio Sentec® (A) y Corddn Sentec® (B). Ensayo Il.

4.1.2 Ensayo lIl.

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos | y Il, fueron seleccionados dos de
los cuatro soportes para comprobar la capacidad de adherencia, en este caso, de la
microbiota autéctona del emplazamiento contaminado: los soportes CorkSorb® 01025
y Pafio Sentec®.

Una vez mas, en ambos casos se observé un crecimiento microbiano adherido al
soporte absorbente superior al crecimiento microbiano en suspension. En el caso del
soporte CorkSorb® 01025 esta poblacion microbiana adherida crecié en la primera
fase del ensayo, dicho crecimiento se ralentiz6 a partir de los 2 dias de ensayo y
alcanzé un valor maximo a los 14 dias de ensayo con un valor cercano a 5 Log
(UFC/ml). A partir de aqui comenz6 a descender, quizds por un leve desprendimiento
de la biopelicula originada, siendo algo inferior a la poblacién en suspension al final del
ensayo. En el caso del soporte Pafio Sentec®, la poblacion de microorganismos
adheridos al soporte crecié hasta alcanzar su maxima concentracion transcurridos 7
dias de ensayo, (concentracion superior a 5,5 Log (UFC/ml)), produciéndose también
un leve desprendimiento a partir de ahi pero manteniéndose en valores superiores a

los correspondientes al soporte CorkSorb® 01025 (Figura 35).
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Figura 35. Evolucion del numero de microorganismos de la microbiota autdctona del
emplazamiento contaminado en suspension (expresado en Log (UFC/ml agua)) y adheridos al
soporte (expresado en Log (UFC/ml soporte)) con los soportes Corksorb® 01025 (A) y Pafio
Sentec® (B). Ensayo lll. (*) Existen diferencias significativas entre poblacion en suspension y
adherida al soporte.

En la figura 36 se compara la respuesta de la poblacién microbiana en presencia y en
ausencia de un soporte absorbente. Como se puede observar, en el caso de ambos
soportes su presencia no afectd a la poblacion microbiana en suspension, dado que la
concentracién microbiana en el control negativo alcanza practicamente el mismo valor

de Log (UFC/ml) que empleando CorkSorb® 01025 y Pafio Sentec®.
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Figura 36. Evolucion del numero de microorganismos de la microbiota autdctona del
emplazamiento contaminado en suspension en ausencia (control negativo) y en presencia de
los soportes Corksorb® 01025 y Pafio Sentec®, expresado en Log (UFC/ml agua). Ensayo Il

Finalmente, las imagenes de SEM muestran la adhesion microbiana a la superficie de
ambos soportes, CorkSorb® 01025 y Pafio Sentec® (Figuras 37 y 38).
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Figura 37. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie del soporte
Corksorb® 01025. Ensayo .

Figura 38. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie del soporte Pafio
Sentec®. Ensayo lll.

4.1.3 Ensayo IVA.

En este ensayo IVA, en el que se empled un agua con un contenido moderado (en
torno a 10.000ppm TPH) de hidrocarburos, se observdé nuevamente una poblacion
microbiana adherida al soporte superior a la poblacion en suspension en ambos casos.
Ademas en el caso del Pafio Sentec®, la poblacion adherida es muy superior a la que
hay en suspension, es decir el proceso de adhesién se produce con una elevada
efectividad, y de hecho la poblacién microbiana en el medio alcanza valores similares
de Log (UFC/ml) a los alcanzados en el control negativo o en ausencia de soporte
absorbente (Figura 39). Ademas destacar que la adhesion al soporte Pafio Sentec® es
superior a la que se produce en el ensayo lll, realizado en agua con un contenido en
hidrocarburos bajo, y que se produce un desprendimiento de la microbiota adherida a
t14.

En el caso del soporte CorkSorb® 01025, tanto la poblacion adherida como la

poblacién presente en el medio es ligeramente superior a la existente en el ensayo llI,
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y siguié el mismo patrén de comportamiento, con una poblacién adherida ligeramente

inferior a la presente en suspension transcurridos 20 dias de ensayo.
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Figura 39. Evolucion del numero de microorganismos de la microbiota autdctona del
emplazamiento contaminado en suspension (expresado en Log (UFC/ml agua)) y adheridos al
soporte (expresado en Log (UFC/ml soporte)) con los soportes Corksorb® 01025 (A) y Pafio
Sentec® (B), asi como en ausencia de los mismos (Control Negativo, expresado en Log
(UFC/ml agua). Ensayo IVA. (*) Existen diferencias significativas entre poblacién en suspensién
y adherida al soporte.

En cuanto al andlisis de las distintas concentraciones de hidrocarburos, la figura 40
muestra la evolucion de los TPH al comienzo y al terminar el ensayo, y las figuras 41y
42 muestran como disminuyen las distintas fracciones en el agua al final del ensayo y
como aumenta la concentracion de las mismas ya que parte de ellos quedan

absorbidos en ambos soportes, aunque de forma moderada.
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Figura 40. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) y absorbidos a los soportes
Corksorb® 01025 y Pafio Sentec® (mg/L agua tratada) a tiempo inicial y final. Ensayo IVA. (*)
Existen diferencias significativas entre la absorcion al soporte Corksorb® 01025 y al Pafio
Sentec®.

Ensayos de adherencia microbiana  Fnsayos de absorcion v biodegradacion Ensayos a escala planta piloto

Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical



82

5000 500

4000 A 400 B
3000
£ e 300
2 o
2000 2 500
1000 100
0 0‘—‘—.—'. ‘ e
o N o o o o o o & N S
v D O 'S & O o S o o o & 3 o &
S A I R S S ¢ & & &
RS PO NS S S ESA NG AR N S &
3 oo ) < LIRS ¥
3 & v
& Aﬁp
Qé“ B Tiempo Inicial 6® B Tiempo Inicia
&
B Tiempo Final B Tiempo Final

Figura 41. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) (A) y
absorbidas al soporte Corksorb® 01025 (mg/L agua tratada) (B) a tiempo inicial y final. Ensayo
IVA.
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Figura 42. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) (A) y
absorbidas al soporte Pafio Sentec® (mg/L agua tratada) (B) a tiempo inicial y final. Ensayo
IVA.

En las tablas 7 y 8 se recogen los indicadores de biodegradacion existentes en agua y
en ambos soportes. Estos son la relacion entre fitano y pristano, ¢17 y pristano, y c18
y fitano, y la disminucién de los valores de dichas relaciones son indicadores de la
existencia de un proceso de biodegradacién. En el caso del microcosmos con corcho
Corksorb® 01025, destaca la reduccion de la relacion entre c18 y fitano en casi un
40%, asi como en el soporte Pafio Sentec® se observa la disminucién en gran medida

de las relaciones pristano/ fitano y c18/fitano (Tablas 7 y 8).
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Tabla 7. Indicadores de biodegradacién en agua y en soporte Corksorb® 01025 a tiempo inicial
y final (ND - No Detectado). Ensayo IVA.

Agua Soporte
Tiempo Inicial Tiempo Final Tiempo Inicial Tiempo Final
Relacién Pristano/Fitano 1,343 1,302 ND 1,354
Relacién C17/Pristano ND 1,189 ND 0,976
Relacion C18/Fitano 2,054 1,315 ND g2

INDICADORES

Tabla 8. Indicadores de biodegradacion en agua y en soporte Pafio Sentec® a tiempo inicial y
final (ND - No Detectado). Ensayo IVA.

Agua Soporte

Tiempo Inicial Tiempo Final Tiempo Inicial Tiempo Final
Relacién Pristano/Fitano 1,153 ND 2,132 0,352
Relacién C17/Pristano 1,497 ND 1,171 1,776
Relacién C18/Fitano 1,260 ND 2,819 0,586

INDICADORES

Finalmente, las imagenes SEM (Figuras 43 y 44) respaldan una vez mas los
resultados mostrados anteriormente en lo referente a adhesion microbiana; de hecho
se puede observar en la figura 43B la huella que dejan las bacterias en la superficie al
desprenderse.

R —

Figura 43. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie del soporte
Corksorb® 01025. Ensayo IVA.

Figura 44. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie del soporte Pafio
Sentec®. Ensayo IVA.
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414 Ensayo IVB.

Finalmente, los resultados obtenidos en el ensayo IVB, donde el contenido en
hidrocarburos en agua era elevado (en torno a 20.000ppm TPH) ya que se adiciono
diesel al agua empleada para el ensayo IVA, se muestran en las figuras 45, 46, 47 y
48. En el caso del CorkSorb® 01025 nuevamente las poblaciones microbianas son
superiores a las del Ensayo IVA donde el contenido en hidrocarburos del agua a tratar

era moderado.

En el caso del Pafio Sentec®, la poblacion microbiana adherida es superior a la del
ensayo IVA y por consiguiente muy superior a la del ensayo Ill. Ademas destacar que
el incremento de la poblacion microbiana adherida al soporte Pafio Sentec® se
produce en una fase de ensayo mas avanzada (al final del ensayo) que en el ensayo

IVA, donde el maximo valor de Log (UFC/mI) se alcanza a t14. (Figura 45).
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Figura 45. Evolucion del numero de microorganismos de la microbiota autéctona del
emplazamiento contaminado en suspension (expresado en Log (UFC/ml agua)) y adheridos al
soporte (expresado en Log (UFC/ml soporte)) con los soportes Corksorb® 01025 (A) y Pafio
Sentec® (B), asi como en ausencia de los mismos (Control Negativo, expresado en Log
(UFC/ml agua). Ensayo IVB. (*) Existen diferencias significativas entre poblacion en suspension
y adherida al soporte.

La evolucién de la concentracion de los TPH empleando ambos soportes en el ensayo
IVB se representa en la figura 46, donde se observa como los hidrocarburos de forma
clara son eliminados del agua contaminada, en parte debido a una degradacién en el
propio agua, y en parte debido a que quedan absorbidos en el soporte. Las figuras 47
y 48 muestran la evolucién de las fracciones de hidrocarburos en presencia de ambos
soportes, y muestran la gran capacidad de absorcion y concentracion de las mismas
por parte de los absorbentes CorkSorb® 01025 y Pafio Sentec®, quedando el agua

practicamente libre de hidrocarburos al finalizar el ensayo IVB.

Ensayos de adherencia microbiana  Fnsayos de absorcion v biodegradacion Ensayos a escala planta piloto

BUsqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical



25000 -

20000 -

15000 -
13
Q
Q

10000 -

] -
Agua (CorkSorb® Soporte Agua (Pafio Soporte Pafio

01025) CorkSorb® 01025 Sentec®) Sentec®

M Tiempo Inicial ™ Tiempo Final

Figura 46. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) y absorbidos a los soportes
Corksorb® 01025 y Pafio Sentec® (mg/L agua tratada) a tiempo inicial y final. Ensayo IVB. (*)
Existen diferencias significativas entre la absorcion al soporte Corksorb® 01025 y al Pafio
Sentec®.
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Figura 47. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) (A) y
absorbidas al soporte Corksorb® 01025 (mg/L agua tratada) (B) a tiempo inicial y final. Ensayo
IVB.

5000 2500
4000 A 2000 B
3000 g 1500
£ 8
2 2000 1000
1000 500
0 0
Q N & o o o $ P X
A N A I A S & & & E
O & LS AN R Y T SO
& & & NG & S @ X
Ry &
& &
Qg,@ ® Tiempo Inicial ng‘\ ® Tiempo Inicial
= Tiempo Final ™ Tiempo Final

Figura 48. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) (A) y
absorbidas al soporte Pafio Sentec® (mg/L agua tratada) (B) a tiempo inicial y final. Ensayo
IVB.
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En cuanto a los indicadores de biodegradacion (Tablas 9 y 10), destacar la reduccion

de la relacion pristano/fitano en el pafio Sentec® en mas de un 50%.

Tabla 9. Indicadores de biodegradacion en agua y en soporte Corksorb® 01025 a tiempo inicial
y final (ND - No Detectado). Ensayo IVB.

Agua Soporte

Tiempo Inicial Tiempo Final Tiempo Inicial Tiempo Final
Relacién Pristano/Fitano 1,178 1,256 0,734 1,801
Relacién C17/Pristano ND 1,858 2,852 1,091
Relacion C18/Fitano 1,339 1,851 1,596 2,550

INDICADORES

Tabla 10. Indicadores de biodegradacién en agua y en soporte Pafio Sentec® a tiempo inicial y
final (ND - No Detectado). Ensayo IVB.

Agua Soporte
Tiempo Inicial Tiempo Final Tiempo Inicial Tiempo Final
Relacién Pristano/Fitano 1,267 1,361 1,420 0,558
Relacién C17/Pristano 1,381 1,170 1,572 2,774
Relacién C18/Fitano 1,532 1,472 ND 1,565

INDICADORES

Finalmente, las figuras 49 y 50 de Microscopia Electronica de Barrido muestran la
poblacion bacteriana adherida a la superficie de los soportes empleados.

Figura 49. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie del soporte
Corksorb® 01025. Ensayo IVB.

Figura 50. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie del soporte Pafio
Sentec®. Ensayo IVB.

Ensayos de adherencia microbiana  Fnsayos de absorcion v biodegradacion Ensayos a escala planta piloto

Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical



Los resultados de estos 4 ensayos mostraron en primer lugar que el soporte de corcho
hidrofilo CorkSorb® 03025 no es un material absorbente adecuado para adherir a su
superficie microorganismos. Ademas quedd demostrado la tendencia de la microbiota
autéctona del agua contaminada con hidrocarburos a adherirse a la superficie de los
soportes para formar una biopelicula, la cual aumenta su estabilidad a medida que
aumenta la concentracion de hidrocarburos, como en el caso del absorbente
CorkSorb® 01025, donde la biopelicula se desprende en tiempos mas avanzados del
ensayo segun aumenta la concentracion de hidrocarburos en agua. Finalmente
destacar el buen comportamiento de los soportes CorkSorb® 01025 y Pafio Sentec®
como absorbentes de hidrocarburos y como materiales con capacidad de adhesion de

microorganismos para formar biopeliculas.
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4.2 Ensayos de absorciéon y biodegradacion

42.1 Ensayo V.

El ensayo V, tal y como se describe en el apartado “2.5. Ensayos de absorcion y
biodegradacion de hidrocarburos”, se llevé a cabo en dos biorreactores de flujo
horizontal empleando tres soportes Pafio Sentec® equidistantes entre ellos y
trabajando a dos caudales diferentes, Q;;=18 L/h y Q1,=36 L/h durante 72h. Los pafios
fueron denominados 1, 2 y 3, en funcién de su colocacion a partir de la entrada de

caudal.

Como se observa en la figura 51, en el agua procedente de la planta de CLH en Motril,
gue se mantuvo en recirculaciéon en cada uno de los biorreactores, la microbiota se
mantuvo estable durante las 72 horas de incubacién. No se observaron diferencias

significativas entre ambos caudales.
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Figura 51. Evolucion del numero de microorganismos de la microbiota autoctona del
emplazamiento contaminado en suspension (expresado en Log (UFC/ml agua)) en ambos
biorreactores empleando tres soportes Pafio Sentec®. Ensayo V.

Resultados similares se observaron en la cuantificacion de los microorganismos
adheridos al Paio Sentec® (Figura 52). Indicar que la microbiota se mantuvo estable y
que hubo una buena adherencia a los soportes absorbentes, encontrandose al finalizar
el ensayo una poblacion microbiana adherida a los mismos algo inferior que en
suspension en el agua en el caso del primer reactor, y similar en el caso del segundo
en el que se empleaba un caudal superior. En el biorreactor 1 (Q1;=18L/h) se
alcanzaron valores comprendidos entre 4,8 y 5 Log (UFC/ml), mientras que en el
biorreactor 2 (Q1,=36L/h) se alcanzaron valores ligeramente superiores, entre 5y 5,5

Log (UFC/mI) al finalizar el ensayo.
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Figura 52. Evolucién del nimero de microorganismos en suspension (expresado en Log
(UFC/ml agua)) y adheridos a los soportes (expresado en Log (UFC/ml soporte)) de la
microbiota autéctona del emplazamiento contaminado en los biorreactores 1 (A) y 2 (B)
empleando tres soportes Pafio Sentec®. Ensayo V. (*) Existen diferencias significativas entre
poblacion en suspension y adherida a los soporte.

En cuanto al andlisis de la concentracion hidrocarburos en agua (TPH) se observo que
en el agua tratada en el reactor con el caudal bajo Qi;, no hubo una disminucién
significativa al final del tratamiento (Figura 53); en el caso del caudal elevado Q;, se
produjo una disminucion de TPH moderada de un 53,8%.
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Figura 53. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del Ensayo V en
los biorreactores 1 (A) y 2 (B) empleando tres soportes Pafio Sentec®. Ensayo V.

Hay que destacar que la mayor parte de las fracciones de hidrocarburos ven reducida
su concentracion hasta niveles no detectables, siendo méas acusada dicha reduccion a
caudal de 36L/h (se produce transcurridas 24h) que a caudal de 18 L/h (se produce
transcurridas 48h).
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Figura 54. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) en
el transcurso del Ensayo V en los biorreactores 1 (A) y 2 (B) empleando tres soportes Pafio
Sentec®. Ensayo V.

Destacar que se estudiaron los indices de biodegradacion en el agua (pristano/fitano,
cl7 (heptadecano)/pristano, y c18 (octadecano)/fitano) y teniendo en cuenta que el
pristano no se detectd en ningun tiempo de muestreo y que el fitano Unicamente fue

detectado a tiempo inicial, ninguno de ellos fue representativo.

Finalmente, con respecto a la absorcién de hidrocarburos por parte de los materiales
absorbentes, destacar que el sistema formado por tres soportes absorbentes Pafio
Sentec® retiene en mayor medida cuando el caudal de operacién es mayor, tal y como
se observa en la figura 55 (22,46 mg/L agua tratada a caudal bajo frente a 44,22 mg/L
a caudal alto transcurridas 72h). En la figura 56 se muestra como en cada uno de los
pafios se produjo dicha absorcion, siendo superior en el Ultimo Pafio Sentec® a 18L/h;
en el biorreactor 2 (caudal de trabajo 36L/h), durante las primeras 48h la absorcion se
produjo en mayor medida en los dos primeros soportes absorbentes, siendo

ligeramente superior en el tercero y ultimo a las 72h.
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Figura 55. Concentracion de hidrocarburos absorbidos a los soportes (mg/L agua tratada) en el
transcurso del Ensayo V en los biorreactores 1 (A) y 2 (B) empleando tres soportes Pafio
Sentec®. Ensayo V.
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Q,,=18L/h, 48h
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Figura 56. Porcentaje de absorcion de hidrocarburos en cada uno de los soportes absorbentes
(azul Pafio Sentec®1, rojo Pafio Sentec®2 y verde Pafio Sentec®3) transcurridas 24, 48 y 72h,
en los biorreactores 1 (Q1;=18L/h) y 2 (Q1,=36L/h) en el transcurso del Ensayo V empleando
tres soportes Pafio Sentec®. Ensayo V.

Atendiendo a las diferentes fracciones de hidrocarburos, en el biorreactor 1
(Q11=18L/h) la retencién de la mayor parte de las fracciones se produce en el tercer y

Ultimo soporte absorbente Pafio Sentec® (Figura 57).
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Figura 57. Concentracién de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas a los soportes
(mg/L agua tratada) transcurridas 24 (A), 48 (B) y 72h (C), en el biorreactor 1 (Q1,=18L/h) en el
transcurso del Ensayo V empleando tres soportes Pafio Sentec®. Ensayo V.

El porcentaje de absorcién de cada uno de los soportes absorbentes Pafio Sentec®
para cada una de las fracciones queda reflejado en las tablas 11-13, siendo
nuevamente mayoritaria la absorcion en el dltimo soporte absorbente, principalmente a
las 24 y 48h.

Tabla 11. Concentracion de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridas 24h en el biorreactor 1 (Q;=18L/h) en el transcurso del
Ensayo V empleando tres soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado). Ensayo V.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®1 % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3
€10-c20 6,021 22,30% 31,82% 45,88%
c20-c40 3,308 16,68% 23,53% 59,79%
Ramificados y ciclicos 0,758 0,00% 9,86% 90,14%
Fitano 0,508 16,66% 33,80% 49,55%
Pristano ND ND ND ND
Aromaticos 0,393 23,10% 21,51% 55,40%
Alquenos 1,770 0,00% 5,61% 94,39%
Pregnanos 1,971 8,26% 41,84% 49,89%
HAHNFETT ND ND ND ND
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Tabla 12. Concentracién de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridas 48h en el biorreactor 1 (Q,=18L/h) en el transcurso del
Ensayo V empleando tres soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado). Ensayo V.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®1 % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3
c10-c20 6,191 27,18% 32,32% 40,50%
c20-c40 2,818 38,82% 30,88% 30,30%
Ramificados y ciclicos 0,185 0,00% 39,01% 60,99%
Fitano 0,379 25,89% 30,73% 43,38%
Pristano ND ND ND ND
Aromaticos ND ND ND ND
Alquenos 0,524 53,94% 10,55% 35,51%
Pregnanos 0,815 11,77% 24,06% 64,17%
HAHNFETT ND ND ND ND

Tabla 13. Concentracion de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridas 72h en el biorreactor 1 (Q,=18L/h) en el transcurso del
Ensayo V empleando tres soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado). Ensayo V.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®1 % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3
c10-c20 3,633 25,39% 32,49% 42,12%
c20-c40 1,836 25,92% 37,99% 36,10%
Ramificados y ciclicos ND ND ND ND
Fitano 0,214 26,08% 30,25% 43,67%
Pristano ND ND ND ND
Aromiaticos ND ND ND ND
Alguenos 1,015 40,17% 28,89% 30,94%
Pregnanos 0,083 40,33% 27,93% 31,74%
HAHNFETT ND ND ND ND

De igual modo en la figura 58 y en las tablas 14-15 se exponen los resultados
obtenidos en el biorreactor 2 con un caudal de 36 L/h, observandose que las
fracciones siguen el mismo patron que los TPH, ya que se produce una mayor

absorcion en el primer soporte, fundamentalmente a las 24 y 48h.
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Figura 58. Concentracién de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas a los soportes
(mg/L agua tratada) transcurridas 24 (A), 48 (B) y 72h (C), en el biorreactor 2 (Q1,=36L/h) en el
transcurso del Ensayo V empleando tres soportes Pafio Sentec®. Ensayo V.

Tabla 14. Concentracion de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcion de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridas 24h en el biorreactor 2 (Q;,=36L/h) en el transcurso del
Ensayo V empleando tres soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado). Ensayo V.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®1 % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3
c10-c20 9,071 46,74% 17,61% 35,65%
c20-c40 3,800 55,79% 13,56% 30,65%
Ramificados y ciclicos 0,205 38,97% 30,44% 30,59%
Fitano 0,979 70,45% 7,93% 21,62%
Pristano ND ND ND ND
Aromaticos ND ND ND ND
Alquenos 0,734 44,93% 14,60% 40,46%
Pregnanos 1,617 54,93% 2,74% 42,33%
HAHNFETT ND ND ND ND
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Tabla 15. Concentracién de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridas 48h en el biorreactor 2 (Q,=36L/h) en el transcurso del
Ensayo V empleando tres soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado). Ensayo V.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®1 % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3
¢c10-c20 7,793 39,66% 26,78% 33,56%
c20-c40 3,543 37,57% 25,72% 36,71%
Ramificados y ciclicos 0,244 50,38% 24,55% 25,07%
Fitano 0,552 41,03% 26,43% 32,54%
Pristano ND ND ND ND
Aromaticos ND ND ND ND
Alquenos 0,355 23,89% 24,12% 51,98%
Pregnanos 1,476 38,31% 17,43% 44,26%
HAHNFETT ND ND ND ND

Tabla 16. Concentracién de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridas 72h en el biorreactor 2 (Q,=36L/h) en el transcurso del
Ensayo V empleando tres soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado). Ensayo V.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®1 % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3
c10-c20 8,867 27,73% 33,40% 38,88%
c20-c40 3,452 30,21% 33,99% 35,80%
Ramificados y ciclicos 0,641 49,05% 50,95% 0,00%
Fitano 0,521 28,71% 32,43% 38,86%
Pristano ND ND ND ND
Aromaticos 0,236 36,99% 63,01% 0,00%
Alquenos 1,123 20,42% 51,01% 28,57%
Pregnanos 1,050 19,60% 20,38% 60,03%
HAHNFETT ND ND ND ND

Por ultimo, la evolucién del indice de biodegradacién c18/fitano se muestra en la tabla
17, ya que al no detectar el pristano en ninguno de los materiales absorbentes, los

indices restantes no pudieron ser calculados.

Tabla 17. indices de biodegradacion en los soportes Pafio Sentec® transcurridas 24, 48 y 72h
en los biorreactores de flujo horizontal 1 (Q1;=18L/h) y 2 (Q1,=36L/h) (ND - No Detectado).
Ensayo V.

Pafio Sentec®
48h
Relacion C18/Fitano (Q,,) 1,537 1,490

Relacién C18/Fitano (Q;,) 1,364 1,308

INDICADORES
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A la vista de los resultados, se puede afirmar que es preferible trabajar con un caudal
elevado, ya que en el biorreactor 2 en el que se trabajo con un caudal de 36L/h hubo
una mayor adherencia microbiana a los soportes (Figura 52) asi como una mayor
eliminacion de hidrocarburos totales (TPH) y de las distintas fracciones de los mismos
del agua contaminada (Figuras 53 y 54), que en el caso del biorreactor 1 (caudal de
trabajo de 18 L/h) empleando la misma cantidad de material absorbente. Ademas, esta
mayor adherencia microbiana y eliminacion de hidrocarburos del agua correspondi6 a
una mayor presencia de hidrocarburos absorbidos en los soportes en el caso del
biorreactor 2 (Figura 55).

También sefalar que a un caudal menor parece que parte de los hidrocarburos
absorbidos volvieron al agua. Por otro lado también se observa que la absorcion se
produjo de forma desigual en los soportes absorbentes, y que al modificar el caudal de
trabajo esta distribucion también se vio modificada. Finalmente destacar que a mayor
caudal se observa como el indice c18/fitano disminuye con el transcurso del ensayo,

indicativo de la existencia de un proceso de biodegradacion (Tabla 17).

Finalmente, en la figura 59 se detalla la adhesion de los microorganismos procedentes
del emplazamiento contaminado al material absorbente Pafio Sentec® en dos

imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

Figura 59. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie del soporte Pafio
Sentec®. Ensayo V.
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4.2.2 Ensayo VI.

A partir de los resultados obtenidos en el ensayo V, se planificé este nuevo ensayo VI,

empleando un caudal de 36L/h y duplicando la cantidad de material absorbente.

El ensayo VI, tal y como se describe en el apartado “2.5. Ensayos de absorcion y
biodegradacién de hidrocarburos”, se llevo a cabo en un biorreactor de flujo horizontal
empleando seis soportes Paio Sentec®, equidistantes cada uno de ellos y trabajando
a un caudal de 36 L/h durante 48h. Los pafios fueron denominados 1, 2, 3, 4,5y 6

atendiendo a su posicion a partir de la entrada de caudal.

Como se observa en la figura 60, en el agua procedente de la planta de CLH en Motril,
gue se mantuvo en recirculacion en el biorreactor, la microbiota se mantuvo estable
dentro del margen de 5,5 a 6,5 Log (UFC/mIl) durante las 48 horas de incubacion,
observandose un descenso de la misma con el transcurso del ensayo debido a la

adherencia microbiana a cada uno de los soportes absorbentes.

Se puede observar en dicha gréfica que, al igual que en ensayos anteriores, en el caso
de los soportes la poblacion microbiana adherida fue similar o ligeramente inferior a la
que se encuentra en suspension. Ademas, en los soportes colocados en las
posiciones centrales fue donde se encontré una mayor poblacién microbiana a las 24h,
con valores de Log (UFC/ml) similares a los de suspension en agua; a las 48 se
igualaron los valores de la poblacion adherida a los distintos soportes y los de la

poblacion en suspension (Figura 61).
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Figura 60. Evolucion del numero de microorganismos de la microbiota autdctona del
emplazamiento contaminado en suspension (expresado en Log (UFC/ml agua)) y adherida a
los soportes (expresado en Log (UFC/ml soporte)) en el biorreactor de flujo horizontal
empleando seis soportes Pafio Sentec®. Ensayo VI.
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Figura 61. Evolucién del nimero de microorganismos adheridos a los soportes de la microbiota
autoctona del emplazamiento contaminado (expresado en Log (UFC/ml soporte)) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando seis soportes Pafio Sentec®. Ensayo VI.

Respecto a la variacidon en la concentracion de hidrocarburos en términos de TPH
determinados por gravimetria, se observé que en el agua tratada en el biorreactor
hubo una disminucion significativa al final del tratamiento (Figura 62); en este ensayo
se produjo una disminucion en la concentracion de TPH de un 91,4%, superior a la
que se produjo en el ensayo anterior; hay que destacar que puede deberse ademas de
a una degradacion de los hidrocarburos en agua, a la existencia de una mayor
superficie de absorbente en este ensayo. De igual modo, las diferentes fracciones

vieron reducida su concentracion hasta niveles practicamente no detectables.
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Figura 62. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del Ensayo VI
(Q1=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis soportes Pafio Sentec®.
Ensayo VI.
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Figura 63. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) en
el transcurso del Ensayo VI (Q;=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis
soportes Pafio Sentec®. Ensayo VI.

Al igual que en el ensayo V, el calculo de los indices de biodegradacion no fue
relevante ya que a excepcion de tiempo inicial, en el resto de los tiempos de muestreo
ni fitano ni pristano fueron detectados por cromatografia.

Finalmente, en lo que respecta a la absorcion de hidrocarburos por parte de los
soportes absorbentes Pafio Sentec®, se observd una mayor retencion de
hidrocarburos totales (TPH) con el transcurso del ensayo (508,73 mg/L agua tratada
transcurridas 48h) (Figura 64), siendo mayor la absorcién en los soportes colocados

en las posiciones centrales (Figura 65).
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Figura 64. Concentracion de hidrocarburos absorbidos a los soportes (mg/L agua tratada) en el
transcurso del Ensayo VI (Q;=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis
soportes Pafio Sentec®. Ensayo VI.
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Figura 65. Porcentaje de absorcién de hidrocarburos en cada uno de los soportes absorbentes
(azul Pafio Sentec®1, rojo Pafio Sentec®2, verde Pafio Sentec®3, morado Pafio Sentec®4,
celeste Pafio Sentec®5 y naranja Pafio Sentec®6) transcurridas 24 (A) y 48h (B), en el

transcurso del Ensayo VI (Q;=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis
soportes Pafio Sentec®. Ensayo VI.

6,32%
B

En lo que respecta a las fracciones de hidrocarburos absorbidas, en la figura 66 se
observa de igual forma que en la grafica 64, una mayor absorcion a las 48h de ensayo
y en mayor proporcion en los soportes instalados en las posiciones centrales (Tablas
18-19).
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Figura 66. Concentracién de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas a los soportes
(mg/L agua tratada) transcurridas 24h (A) y 48h (B) en el transcurso del Ensayo VI (Q;=36L/h)
en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis soportes Pafio Sentec®. Ensayo VI.

Tabla 18. Concentracion de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcion de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridas 24h en el transcurso del Ensayo VI (Q;=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando seis soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado).
Ensayo VI.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®1 % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3 % Pafio Sentec®4 % Pafio Sentec®5 % Pafio Sentec®6

€10-c20 64,150 14,40% 6,02% 27,42% 41,98% 10,18% 0,00%
€20-c40 19,645 13,30% 2,06% 33,54% 42,38% 8,71% 0,00%
Ramificados y 1,548 64,71% 6,96% 0,00% 24,43% 3,90% 0,00%

ciclicos

Fitano 2,384 0,00% 0,00% 41,03% 58,97% 0,00% 0,00%
Pristano ND ND ND ND ND ND ND
Aromaticos 0,496 0,00% 0,00% 84,62% 0,00% 0,00% 15,38%
Alquenos ND ND ND ND ND ND ND
Pregnanos 31,715 14,54% 1,96% 30,11% 42,20% 11,20% 0,00%
HAHNFETT ND ND ND ND ND ND ND
Ensayos de adherencia microbiana Ensayos de absorcion y biodegradacion Ensayos a escala planta piloto
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Tabla 19. Concentracién de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridas 48h en el transcurso del Ensayo VI (Q;=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando seis soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado).
Ensayo VI.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®1 % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3 % Pafio Sentec®4 % Pafio Sentec®5 % Pafio Sentec®6

c10-c20 126,765 9,46% 5,70% 45,00% 20,75% 8,80% 10,29%
c20-c40 44,457 9,24% 5,21% 45,72% 23,64% 8,17% 8,02%
Ramificados
ciclicos v 1,818 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 50,53% 49,47%
Fitano 6,347 9,96% 0,00% 51,77% 26,50% 11,78% 0,00%
Pristano ND ND ND ND ND ND ND
Aromaticos 7,960 10,64% 10,23% 36,41% 24,45% 0,00% 18,28%
Alquenos ND ND ND ND ND ND ND
Pregnanos 59,109 8,44% 4,38% 41,59% 22,77% 13,49% 9,33%
HAHNFETT ND ND ND ND ND ND ND

Tabla 20. indices de biodegradacion en los soportes Pafio Sentec® transcurridas 24 y 48 h
empleando el biorreactor de flujo horizontal. Ensayo VI.

Pafio Sentec®
24h 48h

INDICADORES

Relacién C18/Fitano

Finalmente, en la figura 67 se exponen dos imadgenes SEM en las que se muestra
como se produce la adhesién microbiana al material absorbente Pafio Sentec®.

Figura 67. Imagenes SEM. Detalle de las bacterias adheridas a la superficie del soporte Pafio
Sentec®. Ensayo VI.
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Por tanto, a partir de los resultados del ensayo VI, podemos afirmar que la absorcién al
material absorbente varia en funcién de la posicién de este, y que existe una mayor
adhesion microbiana en los que hay una mayor retencion (Figura 60). Ademas, si
comparamos los ensayos V y VI, vemos que en éste Ultimo la concentracion de
hidrocarburos al inicio fue superior, lo cual resultd en una mayor poblacién microbiana
adherida y a una mayor absorcién de hidrocarburos, hecho en el que también influyé
una mayor cantidad de material absorbente. Respecto a los indices de
biodegradacion, nuevamente se muestra Unicamente la relacion entre octadecano y
fitano (Tabla 20) ya que el pristano no fue detectado, y se observa una disminucién de

dicha relacién evidenciando la existencia de una degradacién microbiana.

42.3 Ensayo VII.

Considerando los resultados obtenidos en los ensayos V y VI, se decidio llevar a cabo
este ensayo empleando un biorreactor de flujo horizontal, con cuatro soportes Pafio
Sentec®, y uno de flujo vertical alojando en su interior el material absorbente corcho
CorkSorb® 01025 (corcho hidrofobo), ya empleado con anterioridad en los ensayos de
adherencia microbiana en microcosmos. Ademas se establecidé un tiempo de

operacion de 7 dias.

El ensayo VII, tal y como se describe en el apartado “2.5. Ensayos de absorcién y
biodegradacion de hidrocarburos”, se llevd a cabo en un biorreactor de flujo horizontal
empleando cuatro soportes Pafio Sentec® equidistantes entre ellos y trabajando a un
caudal de 36 L/h durante 7dias. Los pafios fueron denominados 1, 2, 3, y 4 por su
posicion a partir de la entrada de caudal. Por otro lado, en el biorreactor de flujo
vertical se introdujeron 20g de corcho CorkSorb® 01025 alojado en una malla, con un
caudal de 18 L/h durante 7dias.

En primer lugar, haciendo referencia al crecimiento microbiano, en el caso del
biorreactor de flujo horizontal la microbiota adherida fue similar o algo inferior a la
microbiota en suspension, como se observa en la figura 68, que se mantuvo en el
primer caso entre 6 y 6,5 Log (UFC/ml) y en el segundo entre 6 y 7 Log (UFC/ml)

durante los 7 dias de ensayo.

Ensayos de adherencia microbiana Ensayos de absorcion y biodegradacion Ensayos a escala planta piloto
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Figura 68. Evolucién del nimero de microorganismos en suspension (expresado en Log
(UFC/ml agua)) y adheridos a los soportes (expresado en Log (UFC/ml soporte)) de la
microbiota autdctona del emplazamiento contaminado en el biorreactor de flujo horizontal
empleando cuatro soportes Pafio Sentec®. Ensayo VII. (*) Existen diferencias significativas
entre poblacién en suspension y adherida a los soportes Pafio Sentec® 2 y 3.

Empleando el biorreactor de flujo vertical, la microbiota en suspension mostré una
tendencia ascendente alcanzando valores cercanos a 8 Log (UFC/ml) al final de los 7
dias de ensayo, alcanzando 7 Log (UFC/ml) la microbiota adherida al corcho
CorkSorb® 01025 (Figura 69).
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Figura 69. Evolucién del nimero de microorganismos en suspension (expresado en Log
(UFC/ml agua)) y valor final de los mismos adheridos a los soportes (expresado en Log
(UFC/ml soporte)), procedentes de la microbiota autéctona del emplazamiento contaminado en
el biorreactor de flujo vertical empleando Corcho CorkSorb®. Ensayo VII. (*) Existen diferencias
significativas entre poblacién en suspension y adherida al soporte.

En cuanto al anadlisis de hidrocarburos, los resultados por gravimetria mostraron una
reduccion de un 91,9% en cuanto al contenido de hidrocarburos totales TPH en agua,
similar al % de reduccion del ensayo anterior (Figura 70). Centrandonos en las
distintas fracciones de hidrocarburos, la figura 71 muestra que no se produce una

reduccion de las mismas hasta niveles no detectables.
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Figura 70. Concentracion de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del Ensayo VI
(Q1=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando cuatro soportes Pafio Sentec®.
Ensayo VII.
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Figura 71. Evolucién de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) en
el transcurso del Ensayo VIl (Q;=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando cuatro
soportes Pafio Sentec®. Ensayo VII.

Al igual que en los ensayos V y VI, la reduccién del contenido en hidrocarburos en
agua en el transcurso del ensayo hizo que ni fitano ni pristano se encontrasen en una
concentracion suficiente para ser detectada, por lo que los indices de biodegradacion
no pudieron ser calculados.

En el caso de los hidrocarburos absorbidos a los soportes absorbentes, se observa en
la figura 72 un incremento de la cantidad absorbida con el transcurso del ensayo
(118,06 mg/L agua tratada transcurridos 7 dias) y una absorcion desigual dependiendo
de la posiciébn del material absorbente, siendo superior durante el ensayo en las
posiciones finales y al final del mismo en el soporte colocado en la Ultima posicion
(Figura 73). Este patrén de comportamiento también se observa al analizar las

diferentes fracciones de hidrocarburos (Figura 74; Tablas 21-23).
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Figura 72. Concentracion de hidrocarburos absorbidos a los soportes (mg/L agua tratada) en el
transcurso del Ensayo VIl (Q:=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando cuatro
soportes Pafio Sentec®. Ensayo VII.

Q,=36L/h, 1d A Q,=36L/h, 3d B
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Figura 73. Porcentaje de absorcién de hidrocarburos en cada uno de los soportes absorbentes
(azul Pafio Sentec®2, rojo Pafio Sentec®3, verde Pafio Sentec®4, morado Pafio Sentec®5)
transcurridos 1 dia (A), 3 dias (B) y 7 dias (C), en el transcurso del Ensayo VIl (Q,=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando cuatro soportes Pafio Sentec®. Ensayo VII.
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Figura 74. Concentracién de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas a los soportes
(mg/L agua tratada) transcurridos 1 dia (A), 3 dias (B) y 7 dias (c) en el transcurso del Ensayo
VIl (Q1=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando cuatro soportes Pafio Sentec®.
Ensayo VII.

Tabla 21. Concentracion de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
& porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurrido 1 dia en el transcurso del Ensayo VIl (Q;=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando cuatro soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado).

Ensayo VII.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3 % Pafio Sentec®4 % Pafio Sentec®5
¢c10-c20 13,021 23,95% 35,55% 20,12% 20,38%
c20-c40 2,497 27,91% 27,93% 17,55% 26,61%
Ramificados

amifl v 1,181 3,91% 35,71% 37,56% 22,82%
ciclicos
Fitano 1,380 38,81% 19,84% 20,65% 20,70%
Pristano 1,385 26,52% 25,29% 22,52% 25,67%
Aromaticos 0,656 9,68% 35,94% 23,69% 30,69%
Alquenos 5,384 26,28% 31,92% 21,51% 20,30%
Pregnanos 7,276 29,00% 22,63% 21,71% 26,66%
HAHNFETT ND ND ND ND ND
Ensayos de adherencia microbiana Ensayos de absorcion y biodegradacion Ensayos a escala planta piloto
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Tabla 22. Concentracién de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridos 3 dias en el transcurso del Ensayo VII (Q;=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando cuatro soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado).
Ensayo VII.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3 % Pafio Sentec®4 % Pafio Sentec®5

¢10-c20 27,093 18,91% 25,87% 27,47% 27,75%
c20-c40 4,639 17,63% 27,45% 25,68% 29,24%
R,arTuflcados i 3,877 1,54% 56,64% 39,11% 2,72%
ciclicos

Fitano 2,209 16,56% 30,86% 27,08% 25,50%
Pristano 2,614 17,55% 28,40% 27,50% 26,56%
Aromaticos 0,990 34,02% 22,25% 17,53% 26,20%
Alquenos 9,175 25,02% 15,81% 22,67% 36,50%
Pregnanos 10,162 14,23% 27,44% 32,94% 25,40%
HAHNFETT ND ND ND ND ND

Tabla 23. Concentracion de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridos 7 dias en el transcurso del Ensayo VII (Q;=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando cuatro soportes Pafio Sentec® (ND - No Detectado).
Ensayo VII.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Pafio Sentec®2 % Pafio Sentec®3 % Pafio Sentec®4 % Pafio Sentec®5

c10-c20 24,849 13,29% 26,39% 25,63% 34,69%
c20-c40 5,854 35,84% 20,93% 18,09% 25,14%
Ramificados y 4,770 28,27% 3,73% 15,94% 52,05%
ciclicos

Fitano 2,027 18,72% 23,28% 25,13% 32,87%
Pristano 2,358 18,84% 22,89% 24,52% 33,76%
Aromaticos ND ND ND ND ND
Alquenos 8,491 13,31% 31,17% 35,23% 20,28%
Pregnanos 11,595 15,44% 26,67% 21,41% 36,48%
HAHNFETT ND ND ND ND ND

En este caso debido a la presencia de fitano y pristano los tres indices de
biodegradacion fueron calculados y se observa un ligero ascenso de los mismos con el
transcurso del ensayo, por lo que no evidencian la existencia de un proceso de
biodegradacion (Tabla 24).

Tabla 24. indices de biodegradacion en los soportes Pafio Sentec® transcurridos 1, 3y 7 dias
empleando el biorreactor de flujo horizontal. Ensayo VII.

Pafo Sentec®
3d
Relacién Pristano/Fitano 1,003 1,184 1,163
Relacién C17/Pristano 0,956 1,111 1,282
Relacién C18/Fitano 1,011 1,150 1,281

INDICADORES
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En el caso del biorreactor de flujo vertical, en primer lugar destacar una eliminacién del
90,3% TPH transcurridos los 7 dias de ensayo, y ademdas una reduccion de todas las
fracciones de hidrocarburos transcurridos 2 dias hasta concentraciones no detectables
por el cromatografo de gases/espectrémetro de masas (Figuras 75 y 76). La no
deteccion de fitano y pristano no permite el calculo de los indices de biodegradacion.
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Figura 75. Concentracion de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del Ensayo VI
(Q.=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Corcho Corksorb®. Ensayo
VII.
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Figura 76. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) en
el transcurso del Ensayo VII (Q2=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte
Corcho Corksorb®. Ensayo VII.

Respecto a los hidrocarburos retenidos, se contabilizé una absorcion por parte del
soporte absorbente corcho CorkSorb® 01025 de 212,54 mg/L agua tratada
transcurridos los 7 dias de ensayo. Respecto a las fracciones de hidrocarburos, en la
figura 77 se expone la concentracion de las distintas fracciones absorbidas por el
material absorbente. Indicar también que la no deteccidén de pristano hizo que solo

fuese calculado el indice de biodegradacién c18/fitano con un valor de 1,785.
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Figura 77. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
(mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias en el transcurso del Ensayo VIl (Q,=18L/h) en el
biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Corcho Corksorb®. Ensayo VII.

Al finalizar este ensayo VI, y teniendo en cuenta los resultados de los ensayos V y VI,
se puede afirmar que tanto la adhesion microbiana como la absorcion de
hidrocarburos en el soporte absorbente Pafio Sentec® en funcion de la posicion en la
que se ubigue el mismo; se observé una tendencia a una mayor absorcion en las
posiciones centrales en el transcurso de los ensayos, y en las finales al finalizar los

mismos.

Ademas, en este Ultimo ensayo se constaté la eficacia del soporte absorbente corcho
CorkSorb® 01025 en término de adhesibn microbiana y de absorcion de

hidrocarburos, asi como la eficiencia de la configuracién de flujo vertical.
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42.4 Ensayo VIII.

a) Fase de tratamiento

El ensayo VI, tal y como se describe en el apartado “2.5. Ensayos de absorcion y
biodegradacion de hidrocarburos”, se realiz6 empleando ambos biorreactores (de flujo
horizontal y vertical) y como material absorbente corcho CorkSorb® 01025. En el
reactor de flujo horizontal se colocaron tres soportes consistentes en un tejido inerte
que alojaba en su interior 100g de corcho hidréfobo granulado, equidistantes entre
ellos y que se denominaron 1, 2 y 3 en funcion de su posicion desde la entrada de
caudal. En el biorreactor de flujo vertical se alojaron 20g de dicho material absorbente

en una malla en el interior de la columna.

En el andlisis microbiolégico se observé en primer lugar que al final del tratamiento la
concentracion de microorganismos adheridos era superior en el biorreactor de flujo
vertical (Figura 78). Ademas nuevamente en la posicion central en el biorreactor de

flujo horizontal se encontré la mayor poblacidn microbiana adherida al material

absorbente.
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Figura 78. Evolucién del nimero de microorganismos en suspension (expresado en Log
(UFC/ml agua)) y valor final de los mismos adheridos a los soportes (expresado en Log
(UFC/ml soporte)), procedentes de la microbiota autéctona del emplazamiento contaminado en
el biorreactor de flujo horizontal (A) y en el biorreactor de flujo vertical (B) empleando corcho
Corksorb®. Ensayo VIII. (*) Existen diferencias significativas entre la poblacion en suspension y
la adherida a los soportes, entre la adherida al soporte 1 y la adherida al soporte 2, y entre la
adherida al soporte 2 y la adherida al soporte 3.

En cuanto al andlisis de hidrocarburos en agua, la determinacion de TPH por
gravimetria en el caso del biorreactor de flujo horizontal demostré que se produce una
reduccion del contenido de TPH en el agua de un 98,5%, de forma que tras 7 dias de
ensayo queda constatada la degradacion de hidrocarburos producida en agua y a su
vez la elevada capacidad de absorcion del soporte corcho Corksorb© 01025 (Figura
79). En la figura 79A se representan las concentraciones de hidrocarburos en agua a

distintos tiempo del ensayo, correspondiendo al tiempo inicial la concentracion en el
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agua de entrada y al tiempo O la concentracién tras el primer ciclo de recirculacion.
Hay que destacar que esta retencién/degradacion tuvo lugar a tiempo O (tras un ciclo
de recirculacion) casi en su totalidad, tal y como se observa en la figura 79A. También
destacar que en esta configuracion (flujo horizontal) parte de los hidrocarburos se

soltaron del soporte transcurridos los 7 dias del ensayo (Figura 79B).
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Figura 79. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del Ensayo VIl
empleando el biorreactor de flujo horizontal con tres soportes Corcho Corksorb® (Q.=36L/h).
Ensayo VIII.

En el caso del biorreactor de flujo vertical se observa que se redujo el contenido de
hidrocarburos en agua en un 97,5%, de forma que nuevamente quedd constatada la
elevada capacidad de absorcién del soporte Corcho Corksorb© 01025 y la capacidad
de eliminacion del sistema (Figura 80), dado que en esta configuracion dicha
eliminacién también tuvo lugar tras el primer ciclo de recirculacion (Figura 80A); en el 111
caso de la configuracion en flujo vertical los hidrocarburos absorbidos no se soltaron.
Este hecho, junto con una mayor concentracién microbiana adherida al soporte que en
el caso del biorreactor de flujo horizontal sugiriere que la configuracion de flujo vertical
puede ser mas eficaz para la formacion de la biopelicula y para la retencion de

hidrocarburos.

200
A B

=N
; - En Ea
s . 0 T T T _—
0 1 3 7

In cial [ 1 3 7
Tiempo [dias) Tiempo (dias)

pRIm

Figura 80. Concentracion de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del Ensayo VIII a
tiempo inicial (A), 0, 1, 3 y 7 dias (B) empleando el biorreactor de flujo vertical con el soporte
Corcho Corksorb® (Q,=18L/h). Ensayo VIII.

Los resultados de cromatografia de gases/espectrometria de masas confirmaron las
afirmaciones realizadas con los resultados de gravimetria, ya que se observa un
descenso considerable de todas las fracciones de hidrocarburos, siendo incluso mas

acusado en el caso del biorreactor de flujo vertical (Figuras 81 y 82).
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Figura 81. Evolucién de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) en
el transcurso del Ensayo VIII (Q;=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando tres
soportes Corcho Corksorb®. Ensayo VIII.
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Figura 82. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) en
el transcurso del Ensayo VIII (Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte
Corcho Corksorb®. Ensayo VIII.

En cuanto a los indices de biodegradacion, destacar la evolucion del indice c18/fitano
en el biorreactor de flujo horizontal, que permanece constante e incluso disminuye
ligeramente, lo que podria indicar que existe un proceso de biodegradacion, aunque
no de forma evidente. En el biorreactor de flujo vertical, debido a la elevada tasa de
retencion/eliminacién de los hidrocarburos en agua, no se detectaron fitano ni pristano,
por lo que no se pudieron calcular dichos indices.

Tabla 25. indices de biodegradacion en agua empleando el biorreactor de flujo horizontal
(ND - No Detectado). Ensayo VIII.

INDICADORES

T inicial
Relacién Pristano/Fitano ND

1,25+0,01

Relacién C17/Pristano 1,2+0,1 ND 0,89+0,01 ND ND
Relacién C18/Fitano 1,0+0,2 1,0+0,3 0,9+0,1 ND 0,9+0,1
Ensayos de adherencia microbiana Ensayos de absorcion y biodegradacion Ensayos a escala planta piloto
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Tabla 26. indices de biodegradacion en agua empleando el biorreactor de flujo vertical
(ND - No Detectado). Ensayo VIII.

INDICADORES

T inicial
Relacién Pristano/Fitano 1,30+0,01
Relacién C17/Pristano 1,06+0,01 ND ND ND ND
Relacién C18/Fitano 1,29+0,35 ND ND ND ND

En cuanto a la retencién de hidrocarburos, en el biorreactor de flujo horizontal se
cuantificaron 447,23 mg/L agua tratada, empleando 300g de corcho hidréfobo, y en el

biorreactor de flujo vertical 64,40 mg/L agua tratada empleando 20g de corcho.

En el caso del biorreactor de flujo horizontal, la figura 83 muestra el % de absorcion de
hidrocarburos de cada uno de los soportes absorbentes Corksorb® 01025. Por su
parte la figura 84 muestra las fracciones absorbidas por el sistema y la tabla 27 el %
de absorcion de las distintas fracciones por cada uno de los soportes. En ambas
figuras y en la tabla se observa una mayor absorcién en el primer soporte, ya que
debido a sus dimensiones “bloquea” el flujo de entrada y se produce la mayor parte de

la retencion de hidrocarburos en el mismo.

Q,=36L/h, 7 dias

Figura 83. Porcentaje de absorcién de hidrocarburos en cada uno de los soportes absorbentes
(azul Corcho Corksorb®1, rojo Corcho Corksorb®2, verde Corcho Corksorb®3) transcurridos
los 7 dias de ensayo, en el transcurso del Ensayo VIII (Q;=36L/h) en el biorreactor de flujo
horizontal empleando tres soportes Corcho Corksorb®. Ensayo VIII.
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Figura 84. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas a los soportes
(mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias en el transcurso del Ensayo VIII (Q;=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando tres soportes Corcho Corksorb®. Ensayo VIIl.

Tabla 27. Concentracion de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridos 7 dias en el transcurso del Ensayo VIII (Q;=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando tres soportes Corcho Corksorb® (ND - No Detectado).
Ensayo VIII.

FRACCIONES mg/L absorbidos % Corcho Corksorb®1 % Corcho Corksorb®2 % Corcho Corksorb®3

¢10-c20 133,338 85,26% 8,58% 6,17%
€20-c40 20,869 79,51% 17,89% 2,61%
z,i?c';'scados i 2,801 79,47% 3,57% 16,96%
Fitano 10,956 76,63% 8,61% 14,76%
Pristano 11,251 88,86% 11,14% 0,00%
Arométicos 1,892 100,00% 0,00% 0,00%
Alquenos 1,814 0,00% 100,00% 0,00%
Pregnanos 28,600 67,00% 9,14% 23,86%
HAHNFETT ND ND ND ND

En el caso del biorreactor de flujo vertical la concentracion de las fracciones

absorbidas al material absorbente se muestran en la figura 85.
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Figura 85. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
(mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias en el transcurso del Ensayo VIII (Q2=18L/h) en el
biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Corcho Corksorb®. Ensayo VIIl.
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b) Fase de biorremediacion

Tal y como se describe en el apartado “2.5. Ensayos de absorcion y biodegradacion de
hidrocarburos”, se extrajo el material absorbente y se alojaron durante 8 meses los
soportes absorbentes del biorreactor de flujo horizontal y el absorbente del biorreactor
de flujo vertical en un vaso de precipitado.

Durante la fase de biorremediacion se cuantificé el n® de microorganismos adheridos a
los soportes al finalizar el ensayo y transcurridos 1 y 4 meses en la fase de
biorremediacion (Figura 86). En todos los casos se detectd un incremento en la
concentracién de microorganismos, excepto en el soporte procedente del biorreactor
de flujo vertical, donde la poblacién microbiana se mantuvo en valores de Log UFC

similares a los alcanzados al finalizar la fase de ensayo, alrededor de 7,5-8,0 Log

(UFC/m).
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Figura 86. Evolucion del numero de microorganismos de la microbiota autoctona del
emplazamiento contaminado adheridos a los soportes Corcho Corksorb® (expresado en Log
(UFC/ml soporte)) en los biorreactores de flujo horizontal y vertical, al finalizar el ensayo VIII (7
dias) y transcurridos 1 y 4 meses en la fase de biorremediacién. Ensayo VIIl.

Respecto a los hidrocarburos absorbidos al soporte Corcho Corksorb®, se cuantificé la
concentracion de hidrocarburos totales (TPH) durante los 8 meses de la fase de
biorremediacién empleando el biorreactor de flujo horizontal; si comparamos los
resultados por gravimetria de las muestras a tiempo 7 dias (final del ensayo) con los
de la fase de biorremediacion, se demostr6é que se produjo una biorremediacion eficaz
de los hidrocarburos absorbidos Unicamente en el soporte 1 del biorreactor de flujo
horizontal (Figuras 87 y 88).
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Figura 87. Concentracion de hidrocarburos absorbidos a los soportes (mg/L agua tratada) en el
transcurso del Ensayo VIII (Q;=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando tres
soportes Corcho Corksorb® al final de la fase de tratamiento (7 dias) y transcurridos 1, 4 y 8
meses de la fase de biorremediacion. Ensayo VIII. (*) Existen diferencias significativas entre los
hidrocarburos absorbidos al soporte 1 y los absorbidos al soporte 2, asi como entre los
absorbidos al soporte 1 y al soporte 3.

Transcurridos 8 meses desde el final del ensayo, en el biorreactor de flujo vertical no
se observo un proceso de biorremediacion eficaz (Figura 88), ya que el contenido en

hidrocarburos no fue inferior al correspondiente al final del ensayo.
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Figura 88. Concentracion de hidrocarburos absorbidos a los soportes (mg/L agua tratada) en el
transcurso del Ensayo VIII (Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte
Corcho Corksorb® al final de la fase de tratamiento (7 dias) y transcurridos 1, 4 y 8 meses de la
fase de biorremediacion. Ensayo VIII.

En cuanto a los resultados por cromatografia, en primer lugar destacar que en el caso
del biorreactor de flujo horizontal en el primer soporte, que es donde al finalizar la fase
de tratamiento se produjo la mayor parte de la retencion de hidrocarburos, se produjo
una biodegradacion eficaz unicamente de las fracciones ¢10-c20, c20-c40 y
aromaticos (Figura 89).
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Figura 89. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Corcho Corksorb®1 (mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias (A) en el transcurso del Ensayo
VIl (Q1=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando tres soportes Corcho Corksorb®,
y transcurridos 1 mes (B), 4 meses (C) y 8 meses (D) en la fase de biorremediacién. Ensayo
VIII.

El indicador c17/pristano en el soporte Corcho Corksorb®1 se mantuvo relativamente
estable hasta los 4 meses, a partir del cual descendi6 hasta no detectar heptadecano
en el octavo mes, lo que indica la posible existencia de un proceso de biodegradacion
durante esos meses. Por su parte el indice c18/fitano si descendié considerablemente
desde el final del ensayo hasta el 4 mes, lo cual respalda la existencia de dicho
proceso de biodegradacion (Tabla 28).

Tabla 28. indices de biodegradacion en el soporte Corcho Corksorb®1 transcurridos 7 dias en
el transcurso del Ensayo VIII (Q;=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando tres

soportes Corcho Corksorb®, y transcurridos 1 mes, 4 meses y 8 meses en la fase de
biorremediacion (ND - No Detectado). Ensayo VIII.

Corcho Corksorb®1

7 dias 1 mes 4 meses 8 meses

Relacidn Pristano/Fitano 1,2+0,3 1,1£0,2 1,4+0,1 1,27+0,01
Relacién C17/Pristano 0,910,1 0,8210,01 0,86%0,01 ND
Relacién C18/Fitano 1,3+0,3 1,1+0,2 0,78+0,4 ND

INDICADORES

Finalmente en el caso del biorreactor de flujo vertical, se observd que se produjo la
biodegradacion de las fracciones c10-c20, c20-c40 e hidrocarburos aroméaticos (Figura
90).
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Figura 90. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Corcho Corksorb® (mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias (A) en el transcurso del Ensayo VIII
(Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Corcho Corksorb®, y
transcurridos 1 mes (B), 4 meses (C) y 8 meses (D) en la fase de biorremediacion. Ensayo VIII.

En el soporte Corcho Corksorb® empleado en el biorreactor de flujo vertical los tres
indicadores de biodegradacion mostraron un descenso considerable transcurrido el
primer mes evidenciando un proceso de biodegradacion (Tabla 29).

Tabla 29. indices de biodegradacion en el soporte Corcho Corksorb® transcurridos 7 dias en el
transcurso del Ensayo VIII (Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical, y transcurridos 1 mes 4
meses y 8 meses en la fase de biorremediacion (ND - No Detectado). Ensayo VIII.

Corcho Corksorb®

INDICADORES

1 mes 4 meses 8 meses

Relacidn Pristano/Fitano 1,56+0,01 0,910,1
Relacién C17/Pristano 0,68+0,01 0,6+0,1 ND ND
Relacién C18/Fitano 1,1+0,2 0,86%0,01 ND ND
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4.2.5 Ensayo IX.

a) Fase de tratamiento

El ensayo IX, tal y como se describe en el apartado “2.5. Ensayos de absorcion y
biodegradacion de hidrocarburos”, se realiz6 empleando ambos biorreactores (de flujo
horizontal y vertical) y como material absorbente Cordén Sentec®. En el biorreactor de
flujo horizontal se colocaron seis soportes con un contenido de 60g de fibra de
polipropileno, equidistantes entre ellos y que se denominaron 1, 2 'y 3 en funcion de su
posicién desde la entrada de caudal, y A o B en funcién de estar situados a la derecha
(en el lateral donde se situaba la entrada de flujo) o a la izquierda. En el biorreactor de

flujo vertical se alojaron 40g de dicho material absorbente en el interior de la columna.

En el analisis microbiolégico se observé una concentracion de microorganismos
adheridos superior a la concentracion en suspension en el biorreactor de flujo
horizontal y similar en el biorreactor de flujo vertical, y ademas una poblacién adherida
al Corddn Sentec® similar en ambos biorreactores (Figura 91). También destacar que
en los seis soportes absorbentes del biorreactor horizontal la concentracién microbiana

adherida present6 valores similares de Log (UFC/mI).

JN i B %

Log (UFC)
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Log (UFC)
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Figura 91. Evolucién del nimero de microorganismos en suspension (expresado en Log
(UFC/ml agua)) y valor final de los mismos adheridos a los soportes (expresado en Log
(UFC/ml soporte)), procedentes de la microbiota autdéctona del emplazamiento contaminado en
el biorreactor de flujo horizontal (A) y en el biorreactor de flujo vertical (B) empleando corcho
Cordén Sentec®. Ensayo IX. (*) Existen diferencias significativas entre la poblacién en
suspension y la adherida a los soportes.

En cuanto al analisis de hidrocarburos en agua, en la figura 92A se observa que se
redujo el contenido inicial en un 85,5%, de forma que en este caso también quedo
constatada la elevada capacidad de eliminacion de hidrocarburos del sistema y de
absorcion del soporte Cordon Sentec® (Figuras 92A y 92B). Hay que destacar que
esta eliminacion tuvo lugar a tiempo O (tras un ciclo de recirculacidn), pero también
destacar que en esta configuracion (flujo horizontal) parte de los hidrocarburos se
soltaron del soporte transcurridos los 7 dias del ensayo (Figura 92B), como ocurrié en

el ensayo anterior.
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Figura 92. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del Ensayo IX
empleando el biorreactor de flujo horizontal con seis soportes Corddén Sentec® (Q,=36L/h).
Ensayo IX.

En el caso del biorreactor de flujo vertical se observa que se redujo el contenido de
hidrocarburos en agua en un 94,5% tras 7 dias de tratamiento y que los hidrocarburos

que quedaron retenidos no se desprendieron (Figura 93).
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Figura 93. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del Ensayo IX
empleando el biorreactor de flujo vertical con el soporte Cordén Sentec® (Q,=18L/h). Ensayo
IX.

Los resultados de cromatografia de gases/espectrometria de masas confirmaron las
afirmaciones realizadas con los resultados de gravimetria. En el caso del biorreactor
de flujo horizontal, se observé un descenso considerable de todas las fracciones de
hidrocarburos a partir del primer ciclo de recirculacién, aunque es cierto que a los 7
dias se detecté una concentracién de dichas fracciones debido al “desprendimiento”
de los hidrocarburos de los soportes Cordén Sentec® (Figura 94). En el biorreactor de
flujo vertical no se detect6 ninguna fraccion excepto en “tiempo inicial”, por lo que en
este aspecto nuevamente queda constatada la elevada capacidad de absorcion del
soporte Cordon Sentec® y la eficacia del sistema de flujo vertical (Figura 95). Debido a
esta reduccion en el caso del flujo vertical, al igual que en el ensayo VIII no fue posible
analizar la evolucion en el ensayo de ningun indice de biodegradacion, mientras que
en el caso del flujo horizontal el indice c18/fitano no evidencié una degradacion eficaz
(Tablas 30y 31).
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Figura 94. Evolucién de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) en
el transcurso del Ensayo I1X (Q:=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis
soportes Cord6n Sentec®. Ensayo IX.
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Figura 95. Evolucién de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) en
el transcurso del Ensayo 1X (Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte
Corddén Sentec®. Ensayo IX.

Tabla 30. indices de biodegradacion en agua empleando el biorreactor de flujo horizontal
(ND - No Detectado). Ensayo IX.

INDICADORES

T inicial
Relacién Pristano/Fitano 1,2+0,2 ND ND ND
Relacién C17/Pristano 0,91+0,03 ND ND ND 1,440,1
Relacién C18/Fitano 1,4+0,2 1,00,2 0,90,1 0,9+0,2 1,5+0,1

Tabla 31. indices de biodegradacion en agua empleando el biorreactor de flujo vertical
(ND - No Detectado). Ensayo IX.

INDICADORES o
T inicial

Relacién Pristano/Fitano
Relacién C17/Pristano
Relacién C18/Fitano
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En cuanto a la retencién de hidrocarburos, en el biorreactor de flujo horizontal se
cuantificaron 418,60 mg/L agua tratada, empleando 360g de fibra de polipropileno, y
en el biorreactor de flujo vertical 109,40 mg/L agua tratada empleando 40g del material

absorbente.

En el caso del biorreactor de flujo horizontal, la figura 96 muestra el % de absorcion de
cada uno de los soportes absorbentes Corddén Sentec®; la figura 97 muestra las
fracciones absorbidas por el sistema y la tabla 32 el % de absorcion de las distintas
fracciones por cada uno de los soportes, observandose una mayor retencién en las

posiciones centrales al igual que en el ensayo VIII.

Q,=36L/h, 7 dias

Figura 96. Porcentaje de absorcion de hidrocarburos en cada uno de los soportes absorbentes
(azul Corddn Sentec®1A, rojo Corddn Sentec®1B, verde Corddn Sentec®2A, morado Cordén
Sentec®2B, celeste Cordén Sentec®3A, naranja Cordén Sentec®3B) transcurridos los 7 dias
de ensayo, en el transcurso del Ensayo IX (Q;=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal
empleando seis soportes Cordén Sentec®. Ensayo IX.
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Figura 97. Concentracién de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas a los soportes
(mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias en el transcurso del Ensayo IX (Q;=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando seis soportes Cordon Sentec®. Ensayo IX.
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Tabla 32. Concentracién de las distintas fracciones absorbidas (mg/L agua tratada) y
porcentaje de absorcién de las distintas fracciones de hidrocarburos en cada uno de los
soportes absorbentes transcurridos 7 dias en el transcurso del Ensayo IX (Q,=36L/h) en el
biorreactor de flujo horizontal empleando seis soportes Corddén Sentec® (ND - No Detectado).
Ensayo IX.

FRACCIONES  mg/L absorbidos % Cordén Sentec®1A % Corddn Sentec®1B % Cordén Sentec®2A % Corddn Sentec®2B % Corddn Sentec®3A % Cordén Sentec®3B

c10-20 115,628 2,79% 17,08% 18,28% 34,83% 13,39% 13,62%
€20-c40 24,558 6,67% 13,30% 7,79% 44,23% 16,95% 11,06%
Ramificad

Cl,i?c'o'sca By 24,167 38,27% 15,63% 15,57% 19,47% 9,25% 1,82%
Fitano 9,411 0,00% 24,50% 17,91% 23,87% 17,60% 16,13%
Pristano 7,088 0,00% 0,00% 30,87% 44,56% 0,00% 24,57%
Arométicos 3,004 0,00% 0,00% 1,55% 98,45% 0,00% 0,00%
Alquenos 11,398 0,00% 40,80% 3,47% 30,61% 15,73% 9,40%
Pregnanos 10,671 0,00% 0,00% 24,69% 50,74% 5,12% 19,46%
HAHNFETT ND ND ND ND ND ND ND

En el caso del biorreactor de flujo vertical la concentracion de las fracciones

absorbidas al material absorbente se muestran en la figura 98.
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Figura 98. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
(mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias en el transcurso del Ensayo IX (Q,=18L/h) en el
biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Cordén Sentec®. Ensayo IX.

b) Fase de biorremediacién

Tal y como se describe en el apartado “2.5. Ensayos de absorcion y biodegradacion de
hidrocarburos”, se extrajo el material absorbente de ambos biorreactores y se alojé

durante 8 meses en un vaso de precipitado.

Durante la fase de biorremediacion se cuantificé el n° de microorganismos adheridos
al soporte al finalizar el ensayo y transcurridos 1 y 4 meses en la fase de
biorremediacion (Figura 99). En todos los soportes instalados en el biorreactor de flujo
horizontal se observd que la concentracidbn microbiana se mantuvo relativamente
constante, con valores entre 6 y 7 Log (UFC/ml). En el caso del biorreactor de flujo
vertical, si se constatd un incremento considerable de la concentracion microbiana al
Corddn Sentec® durante la fase de biorremediacién alcanzando un valor préximo a

8,1 Log (UFC/ml).
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Figura 99. Evolucion del numero de microorganismos de la microbiota autéctona del
emplazamiento contaminado adheridos a los soportes Cordén Sentec® (expresado en Log
(UFC/ml soporte)) en los biorreactores de flujo horizontal y vertical, al finalizar el ensayo VIII (7
dias) y transcurridos 1 y 4 meses en la fase de biorremediacion. Ensayo IX.

Respecto a los hidrocarburos absorbidos al soporte Cordon Sentec®, se cuantifico la
concentracion de hidrocarburos totales (TPH) durante los 4 primeros meses de la fase
de biorremediacion empleando el biorreactor de flujo horizontal. Observando los
resultados procedentes del estudio por gravimetria, se observa una biodegradacién en
los soportes que retuvieron mayor cantidad al final del ensayo 1X (Cordon Sentec® 2A
y 2B), mientras que en el resto no se observé tal proceso ya que la concentracion
inicial no era muy elevada (Figura 100). Resaltar que, tal y como se observa en la
figura 102, a los 8 meses solo se estudi6 el soporte 2A ya que por cromatografia a los
4 meses solo se detectaron hidrocarburos en dicho soporte, por lo que no se

cuantificaron los TPH del resto de soportes absorbentes.
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Figura 100. Concentracién de hidrocarburos absorbidos a los soportes (mg/L agua tratada) en
el transcurso del Ensayo I1X (Q:=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis
soportes Cordon Sentec® al final de la fase de tratamiento (7 dias) y transcurridos 1, 4 y 8
meses de la fase de biorremediacion. Ensayo IX.
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En el caso del biorreactor de flujo vertical, transcurridos 8 meses desde el final del
ensayo no se observo un proceso de biorremediacion eficaz (Figura 101), ya que no
se produjo un descenso considerable del contenido en hidrocarburos totales retenidos
al final del ensayo IX.
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Figura 101. Concentracién de hidrocarburos absorbidos a los soportes (mg/L agua tratada) en
el transcurso del Ensayo I1X (Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte
Cordén Sentec® al final de la fase de tratamiento (7 dias) y transcurridos 1, 4 y 8 meses de la
fase de biorremediacion. Ensayo IX.

En cuanto a los resultados por cromatografia, al igual que en el ensayo VI, se analizé
la evolucion del contenido en hidrocarburos en la fase de biodegradacion de aquellos
soportes donde se produjo la retencion de la mayor parte de los hidrocarburos en la
fase de tratamiento. De este modo, en el soporte Cordon Sentec®2A se produjo una
biodegradacion eficaz a partir de los 4 primeros meses (Figura 102) y en el soporte
Corddn Sentec®2B donde al finalizar la fase de tratamiento se produjo la mayor parte
de la retencion de hidrocarburos empleando el biorreactor de flujo horizontal, se
produjo una biodegradacion eficaz de todas las fracciones de hidrocarburos entre el

primer y el cuarto mes (Figura 103).
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Figura 102. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Cordoén Sentec®2A (mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias (A) en el transcurso del Ensayo 1X
(Q:=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis soportes Cordon Sentec®, y
transcurridos 1 mes (B) y 4 meses (C) en la fase de biorremediacion. Ensayo IX.

50 12

10 B

40

30

ppm
ppm

20

10

o N M O ®©
070.

Figura 103. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Cordoén Sentec®2B (mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias (A) en el transcurso del Ensayo 1X
(Q1=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis soportes Cordon Sentec®, y
transcurridos 1 mes (B) en la fase de biorremediacién. Ensayo IX.

Tras 8 meses de biodegradacion, no se detect6 ninguna fraccién de hidrocarburos en
el soporte Cordon Sentec®2A, al igual que tras 4 meses en el soporte Cordén
Sentec®2B.

En lo referente a los indices de biodegradacién asociados a ambos soportes, en el
caso del soporte 2A, el indice c18/fitano muestra claramente la existencia de una
biodegradacion; en el caso del soporte 2B, este mismo indice no puede ser detectado
debido a que no se detecta la presencia de octadecano transcurrido un mes, mientras
que si se detecta fitano, lo que es indicativo de una degradacion bacteriana (Tablas 33
y 34).
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Tabla 33. indices de biodegradacion en el soporte Cordon Sentec®2A transcurridos 7 dias en
el transcurso del Ensayo I1X (Q:=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis
soportes Corcho Corksorb®, y transcurridos 1 mes, 4 meses y 8 meses en la fase de
biorremediacion (ND - No Detectado). Ensayo IX.

Corddn Sentec®2A
7 dias 1 mes 4 meses

Relacion Pristano/Fitano 1,31+0,1 1,240,2 ND
Relacién C17/Pristano 0,8+0,1 0,7+0,1 ND ND
Relacién C18/Fitano 1,340,2 0,9+0,1 0,43+0,01 ND

INDICADORES

8 meses

Tabla 34. indices de biodegradacion en el soporte Cordon Sentec®2B transcurridos 7 dias en
el transcurso del Ensayo 1X (Q:=36L/h) en el biorreactor de flujo horizontal empleando seis
soportes Corcho Corksorb®, y transcurridos 1 mes, 4 meses y 8 meses en la fase de
biorremediacion (ND - No Detectado). Ensayo IX.

Corddén Sentec®2B
7 dias 1 mes 4 meses 8 meses
Relacioén Pristano/Fitano 1,4+0,1
Relacién C17/Pristano 1,5+0,2 ND ND ND
Relacién C18/Fitano 1,5+0,1 ND ND ND

INDICADORES

Finalmente en el caso del biorreactor de flujo vertical, se observé que durante los 4
primeros meses no hubo evidencia de degradacion de las distintas fracciones de
hidrocarburos (Figura 104). Sin embargo transcurridos 8 meses no se detectaron
fracciones por cromatografia de gases/espectrometria de masas, por lo que estos

resultados si evidencian un proceso de biorremediacion.
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Figura 104. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Corddn Sentec® (mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias (A) en el transcurso del Ensayo 1X
(Q.=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Cordén Sentec®, y
transcurridos 1 mes (B) y 4 meses (C) en la fase de biorremediacion. Ensayo IX.

Tabla 35. indices de biodegradacion en el soporte Cordén Sentec® transcurridos 7 dias en el
transcurso del Ensayo IX (Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical, y transcurridos 1 mes 4
meses y 8 meses en la fase de biorremediacién (ND - No Detectado). Ensayo IX.

Corddn Sentec®
1 mes 4 meses
Relacidn Pristano/Fitano 1,2+0,1 1,18+0,02 0,9+0,1
Relacién C17/Pristano 1,3+0,1 0,9+0,2 1,1+0,2 ND
Relacién C18/Fitano 1,4%0,2 1,1+0,2 0,710,3 ND

INDICADORES

8 meses

La tabla 35 muestra un descenso evidente del indice c18/fitano, lo cual vuelve a
mostrar la accidon degradadora por parte de la poblacion microbiana adherida al

soporte Cordén Sentec®.

Por tanto los resultados del ensayo IX sugieren de nuevo la configuracién de flujo
vertical como la mejor opcion en cuanto a una absorcion de hidrocarburos combinada
con una buena adherencia microbiana. Sin embargo, los resultados gravimétricos
indican que en el soporte absorbente Cordén Sentec® no se produce un proceso de

biorremediacion eficaz.
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4.2.6 Ensayo X.

a) Fase de tratamiento

El ensayo X, tal y como se describe en el apartado “2.5. Ensayos de absorcion y
biodegradacién de hidrocarburos”, se realiz6 empleando el biorreactor de flujo vertical

y alojando en su interior una unidad de material absorbente Pafio Sentec® (369).

En el andlisis microbiolégico se observd, al igual que en los ensayos anteriores
realizados en biorreactor de flujo vertical, una concentracion microbiana adherida al
soporte absorbente proxima a la concentracion microbiana en suspension en el agua

contaminada a tratar (Figura 105).
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Figura 105. Evolucién del numero de microorganismos en suspension (expresado en Log
(UFC/ml agua)) y valor final de los mismos adheridos a los soportes (expresado en Log
(UFC/ml soporte)), procedentes de la microbiota autéctona del emplazamiento contaminado en
el biorreactor de flujo vertical empleando Pafio Sentec®. Ensayo X. (*) Existen diferencias
significativas entre la poblacién en suspension y la adherida al soporte.

Respecto al andlisis de hidrocarburos en la fase de tratamiento, en el transcurso del
ensayo se redujo el contenido en hidrocarburos en un 92,6%, y la mayor parte de la
eliminacion tuvo lugar durante la primera recirculacién (tiempo 0), tal y como muestra
la Figura 106 donde quedan representados los resultados por gravimetria. Ademas, la
configuracién del biorreactor de flujo vertical permiti6 que los hidrocarburos
permaneciesen absorbidos sin desprenderse, como en ensayos anteriores. Los
resultados de cromatografia de gases/espectrometria de masas confirman estas
afirmaciones. Se demuestra que la reduccion de las diferentes fracciones de
hidrocarburos fue practicamente total, ya que el equipo de cromatografia no detectd

ninguna de ellas a lo largo del ensayo (Figura 107).
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Figura 106. Concentracion de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del Ensayo X
empleando el biorreactor de flujo vertical con el soporte Pafio Sentec® (Q,=18L/h). Ensayo X.
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Figura 107. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L)
en el transcurso del Ensayo X (Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el
soporte Pafio Sentec®. Ensayo X.

En cuanto a la retencién de hidrocarburos en el soporte absorbente Pafio Sentec®, en

el biorreactor de flujo vertical se cuantificaron 53,18 mg/L agua tratada, empleando

36g. de fibra de polipropileno. Las concentraciones de las fracciones absorbidas al

material absorbente se muestran en la figura 108.
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Figura 108. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
(mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias en el transcurso del Ensayo X (Q,=18L/h) en el
biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Pafio Sentec®. Ensayo X.
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Tabla 36. indices de biodegradacion en agua empleando el biorreactor de flujo vertical
(ND - No Detectado). Ensayo X.

INDICADORES

T inicial

Relacién Pristano/Fitano 1,310,2
Relacién C17/Pristano 0,7+0,1 ND ND ND ND
Relacién C18/Fitano 1,1+0,1 ND ND ND ND

b) Fase de biorremediacién

Tal y como se describe en el apartado “2.5. Ensayos de absorcion y biodegradacion de
hidrocarburos”, se extrajo el material absorbente del biorreactor de flujo vertical y se
aloj6 durante 5 meses en un vaso de precipitado.

Durante la fase de biorremediacion se cuantificé el n° de microorganismos adheridos
al soporte (Figura 109), observandose un valor ligeramente superior a la concentracién
existente a los 7 dias del ensayo transcurridos los 5 meses, lo que sugiere que los
microorganismos que se habian adherido durante la fase de tratamiento formaban una

biopelicula estable y tolerante a elevadas concentraciones de hidrocarburos.
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Figura 109. Evolucién del ndmero de microorganismos de la microbiota autéctona del
emplazamiento contaminado adheridos al soporte Pafio Sentec® (expresado en Log (UFC/ml
soporte)) en el biorreactor de flujo vertical, al finalizar el ensayo X (7 dias) y transcurridos 1, 3,
4y 5 meses en la fase de biorremediacion. Ensayo X.

Los resultados procedentes del estudio por gravimetria y por cromatografia de
gases/espectrometria de masas evidenciaron la existencia de un proceso de
biorremediacién de hidrocarburos por parte de los microorganismos adheridos al
soporte Pafio Sentec®, lograndose una biodegradacion superior al 70% en eliminacién
de TPH (Figura 110).
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Figura 110. Concentracién de hidrocarburos absorbidos a los soportes (mg/L agua tratada) en
el transcurso del Ensayo X (Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte
Pafio Sentec® al final de la fase de tratamiento (7 dias) y transcurridos 1, 4 y 6 meses de la
fase de biorremediacion. Ensayo VIII.

En lo que respecta a la degradacion de las fracciones, destacar que transcurrido un
mes se produjo la degradaciéon de alcanos lineales (c10-20 y c20-40), y en menor
medida, de los hidrocarburos ramificados y alquenos entre otros. Por el contrario los
hidrocarburos aromaticos, pristano y fitano se mantiene en valores similares (Figura
111). Transcurridos dos meses del ensayo de biorremediacion, y en los sucesivos
andlisis posteriores, las concentraciones de las distintas fracciones de hidrocarburos
no fueron detectadas por el cromatdgrafo de gases/espectrometro de masas, por lo
gue se considera que se produjo una degradacién biolégica practicamente total de
todas las fracciones.

Figura 111. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Pafio Sentec® (mg/L agua tratada) transcurridos 7 dias (A) en el transcurso del Ensayo X
(Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Pafio Sentec®, y
transcurrido 1 mes (B) en la fase de biorremediacién. Ensayo X.
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Tabla 37. indices de biodegradacion en el soporte Pafio Sentec® transcurridos 7 dias en el
transcurso del Ensayo X (Q,=18L/h) en el biorreactor de flujo vertical, y transcurridos 1 mes 4
meses y 8 meses en la fase de biorremediacién (ND - No Detectado). Ensayo X

INDICADORES

Relacidn Pristano/Fitano 2,0+0,4
Relacién C17/Pristano 0,710,1

1 mes
2,61+0,03
ND ND ND

Pafio Sentec®
4 meses

8 meses

Relacién C18/Fitano 1,3+0,3 0,43+0,1 ND ND

La tabla 37 muestra la existencia de un proceso de degradacién microbiana a través

de la disminucién del indice c18/fitano.

Todos estos resultados muestran que el sistema de flujo vertical presenta una gran

eficacia en el tratamiento de aguas contaminada con hidrocarburos y que el material

absorbente Pafio Sentec® permite el desarrollo de un proceso de biorremediacion

eficaz. Dichas afirmaciones se desarrollaran mas detalladamente en el capitulo de

Discusion.

Ensayos de adherencia microbiana

Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburas

Ensayos de absorcion y biodegradacion

Ensayos a escala planta piloto

Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical

133



134

4.3 Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos.

Tal y como se expone en el apartado “2.6. Busqueda de microorganismos
degradadores de hidrocarburos”, estos ensayos fueron realizados con el fin de
encontrar una serie de cepas bacterianas candidatas a formar parte de un consorcio

microbiano degradador de hidrocarburos.

Para ello a partir de las placas de cultivo de la fase de biodegradacion de los ensayos
VIII, IX y X, se aislaron una serie de cepas, aquellas que se encontraron con mayor
frecuencia, y se procedié a su identificacion: Brevibacterium casei, Brevundimonas
diminuta, Brevundimonas vesicularis, Citricoccus zhacaiensis, Gulosibacter
molinativorax, Kocuria gwangalliensis, Micrococcus aloeverae, Microbacterium

paraoxydans, Microbacterium phyllosphaerae y Microbacterium sp.

Una vez identificadas, se procedié a realizar ensayos de biodegradabilidad con las 5
cepas mas frecuentemente encontradas: Brevundimonas diminuta, Citricoccus
zhacaiensis, Gulosibacter molinativorax, Kocuria gwangalliensis y Micrococcus
aloeverae. Previamente se ensayO el control negativo solamente con diesel y se

observé una degradacion del mismo de un 25% en el medio de cultivo BH.

Los ensayos con las cepas mostraron un comportamiento muy diferentes entre ellas,
tanto en cuanto a crecimiento microbiano como a degradacion de hidrocarburos.
Respecto al crecimiento en presencia de diésel, Brevundimonas diminuta fue la Gnica
gue mostré un crecimiento a lo largo del ensayo tanto en presencia de diésel como en

ausencia del mismo (Figura 112).
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Figura 112. Evolucién del ndmero de microorganismos de Brevundimonas diminuta en
suspension (expresado en Log (UFC/mI medio)) en presencia y ausencia de diésel. Busqueda
de microorganismos degradadores de hidrocarburos.
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Por su parte, Citricoccus zhacaiensis y Micrococcus aloeverae mostraron un
comportamiento similar en ambos casos, no se vieron afectadas por la presencia de
diésel en ningun sentido, pero no mostraron un crecimiento durante el transcurso del

ensayo (Figura 113).
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Figura 113. Evolucion del nimero de microorganismos de Citricoccus zhacaiensis (A) y
Micrococcus aloeverae (B) en suspensién (expresado en Log (UFC/ml medio)) en presencia y
ausencia de diésel. Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos.

Finalmente, la concentracion de microorganismos de Gulosibacter molinativorax y
Kocuria gwangalliensis fue inferior en los casos en los que habia presencia de diésel
en el medio de cultivo, y por tanto la presencia de hidrocarburos influyé negativamente

en su crecimiento (Figura 114).
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Figura 114. Evolucién del nimero de microorganismos de Gulosibacter molinativorax (A) y
Kocuria gwangalliensis (B) en suspension (expresado en Log (UFC/ml medio)) en presencia y
ausencia de diésel. Blsqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos.

Por otro lado, la concentracion de hidrocarburos totales TPH por gravimetria al final de
cada uno de los ensayos determin6 que a excepcibn de la cepa Kocuria
gwangalliensis, en todos los casos se redujo dicha concentracidn transcurridos los 7
dias de ensayos (Figura 115). Sin embargo, considerando que el diésel empleado
sufre una degradacion en medio BH transcurridos 7 dias de un 25% (control), la Unica
cepa que podriamos considerar verdaderamente como degradadora seria nuevamente
Brevundimonas diminuta, y en menor medida Gulosibacter molinativorax y

Micrococcus aloeverae.
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Figura 115. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) al inicio y al final de los distintos
ensayos adicionando diesel sin in6culo (control) e inoculando las cepas Brevundimonas
diminuta, Citricoccus zhacaiensis, Gulosibacter molinativorax, Kocuria gwangalliensis y
Micrococcus aloeverae. Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos.
(*) Existen diferencias significativas entre las reducciones de TPH en cada uno de los casos.

En cuanto a las fracciones de hidrocarburos al inicio y final de los ensayos, la mayor
parte de las fracciones apenas sufren degradacion alguna con el paso del tiempo en
medio BH (Figura 116) y unicamente Brevundimonas diminuta degrada las fracciones
de hidrocarburos presentes en el medio de cultivo (Figuras 117-119).
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Figura 116 Evolucién de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) al
inicio y al final del ensayo sin inéculo (control). Busqueda de microorganismos degradadores de
hidrocarburos.
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Figura 117. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) al
inicio y al final del ensayo empleando Brevundimonas diminuta. Busqueda de microorganismos
degradadores de hidrocarburos.
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Figura 118. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) al
inicio y al final del ensayo empleando Citricoccus zhacaiensis (A) y Micrococcus aloeverae (B).
Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos.
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Figura 119. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L) al
inicio y al final del ensayo empleando Gulosibacter molinativorax (A) y Kocuria gwangalliensis
(B). Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos.

Ensayos de adherencia microbiana Ensayos de absorcion y biodegradacion Ensayos a escala planta piloto

Busqueda de microorganismos degradadores de hidrocarburos  Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical

137



138

Finalmente, se estudiaron los indices de biodegradacién en cada uno de los ensayos
de biodegradabilidad. En el caso de Citricoccus zhacaiensis, Gulosibacter
molinativorax y Micrococcus aloeverae no pudieron calcularse ya que durante el
ensayo ni fitano ni pristano fueron detectados por cromatografia de gases. En el caso
de Kocuria gwangalliensis al inicio tampoco se detectd, por lo que no fue relevante el
estudio de los mismos. Sin embargo, si se pudo comparar el indice de biodegradacién
cl8/fitano en ausencia de indculo (control) e inoculando Brevundimonas diminuta,
disminuyendo dicho indice en éste Ultimo caso mientras que en el ensayo sin bacteria
se mantuvo estable, lo cual demuestra la degradacioén realizada por dicha bacteria en
el ensayo.

Tabla 38. indices de biodegradacion en ausencia de indculo (control) e inoculando

Brevundimonas diminuta (ND - No Detectado). Busqueda de microorganismos degradadores
de hidrocarburos.

Control Brevundimonas diminuta
Tiempo Inicial Tiempo Final Tiempo Inicial Tiempo Final
Relacidn Pristano/Fitano ND ND ND ND
Relacién C17/Pristano ND ND ND ND
Relacién C18/Fitano 1,802 1,940,1 2,610,5 2,0+1,0

INDICADORES

Por tanto, a la vista de los resultados mostrados, Brevundimonas diminuta parece ser
la Unica cepa que podria formar parte de un consorcio degradador de hidrocarburos en

las condiciones de ensayo planteadas.
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4.4 Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical

a) Fase de tratamiento

Este ensayo, tal y como se describe en el apartado “2.7. Ensayo de eficacia del
sistema de flujo vertical”, se realizd con objeto de determinar la eficacia del material
absorbente Pafio Sentec©, empleando para ello el reactor de flujo vertical, para tratar
aguas contaminadas con hidrocarburos. La duracion de esta fase de tratamiento fue

de un mes, considerando ensayos analiticas y tratamiento de resultados.

Esta fase se llevd a cabo en dos etapas. En la primera etapa se tratdé una cantidad de
20 L de agua contaminada con hidrocarburos con una concentracion de TPH de
16.013,33 mg/L obteniendo una concentracion de hidrocarburos a la salida de 820,00
mg/L sin necesidad de realizar ninguna recirculacion. No obstante, teniendo en cuenta
los resultados por gravimetria se obtuvieron a posteriori, en el ensayo se establecieron
8 ciclos de recirculacion, tras los cuales la concentracion del agua tratada fue de 33,33
mg/L. Los resultados por cromatografia de gases/espectrometria de masas

demostraron también la eficacia del sistema tras el primer ciclo (Figuras 120 y 121).
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Figura 120. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso de la primera
etapa del “Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical” empleando el biorreactor de flujo
vertical empleando el soporte Pafio Sentec® (Q,=18L/h). Ensayo de eficacia del sistema de
flujo vertical.
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Figura 121. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L)
en el transcurso de la primera etapa del “Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical”
empleando el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Pafio Sentec® (Q,=18L/h).
Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical.

Los indices de biodegradacion no evidenciaron la existencia de un proceso de
biodegradacion ya que no descendieron los indices analizados hasta los 8 ciclos
donde ninguna fraccion fue detectada. Bien es cierto que el tiempo de ensayo fue muy

breve.

Tabla 39. indices de biodegradacién en agua en la primera etapa (ND - No Detectado). Ensayo
de eficacia del sistema de flujo vertical.

Primera etapa
Entrada 1 ciclo recirculacion

INDICADORES

8 ciclos recirculacion

Relacién Pristano/Fitano 1,4+0,1 1,5+0,2 ND
Relacién C17/Pristano 2,1+0,2 2,240,1 ND
Relacién C18/Fitano 2,3%0,1 2,2+0,1 ND

En la segunda etapa, se empled el mismo soporte que en la primera etapa y se
trataron 22L de agua con una concentracion de hidrocarburos de 83.396,67 mg/L. En
esta segunda fase se estableci6 nuevamente un circuito de circulacion cerrado y tras
los 8 ciclos de recirculaciéon la concentracion de hidrocarburos descendié hasta 126,7
mg/L. Se decidié duplicar el nimero de recirculaciones (16 ciclos), después de los
cuales los hidrocarburos habian sido retirados del agua pasando a una concentracion
de 93,3 mg/L. Por ultimo, y para asegurarnos de que la concentracion de
hidrocarburos no aumentase de nuevo se recirculé otros 4 ciclos (20 ciclos) tras los
cuales se obtuvo una concentracion de hidrocarburos en el agua 45,0 mg/L. En este
caso la concentracion de las fracciones tras los 8 ciclos de recirculacion fue

practicamente indetectable por el equipo (Figuras 122 y 123).
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Figura 122. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso de la segunda
etapa del “Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical” (A) y durante las distintas muestras
tomadas a la salida (B) empleando el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Pafio
Sentec® (Q,=18L/h). Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical.
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Figura 123. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L)
en el transcurso de la segunda etapa del “Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical”
empleando el biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Pafio Sentec® (Q,=18L/h).
Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical.

En la segunda etapa tampoco se observa un proceso de biodegradacion, solamente
de retencion fisica, a la vista de la evolucion de los indicadores (Tabla 40).

Tabla 40. indices de biodegradacién en agua en la primera etapa (ND - No Detectado). Ensayo
de eficacia del sistema de flujo vertical.

Segunda etapa
Entrada 8 ciclos recirculaciéon 12 ciclos recirculaciéon 16/20 ciclos recirculacién
Relacién Pristano/Fitano ND ND 1,1+0,1 ND
Relacién C17/Pristano ND ND 2,2+0,03 ND
Relacién C18/Fitano 3,5+0,1 ND 1,940,1 ND

INDICADORES
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b) Fase de biorremediacion

Tras esto se estudio la degradacion de los hidrocarburos absorbidos en el soporte.
Resaltar que parte de los hidrocarburos que habia presente en agua fueron
degradados por la poblacion bacteriana, asi como los absorbidos en los hidrocarburos,
teniendo en cuenta que la duracion de la fase de tratamiento fue de aproximadamente
un mes. En cuanto al contenido en hidrocarburos totales, TPH, analizado por
gravimetria, se observa un descenso acusado durante los 5 primeros meses, tras los
cuales la disminucion del contenido de hidrocarburos absorbidos comienza a

ralentizarse tal y como representa la asintota de la figura 124.
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Figura 124. Concentracién de hidrocarburos absorbidos al soporte (mg/L agua tratada) al
finalizar la segunda etapa del “Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical” empleando el
biorreactor de flujo vertical empleando el soporte Pafio Sentec® (Q,=18L/h) y transcurridos 1,
2,3,5,6, 7y 8 meses de la fase de biorremediaciéon. Ensayo de eficacia del sistema de flujo
vertical.

En cuanto a las distintas fracciones de hidrocarburos al finalizar, las fraccion c¢10-c20
incrementd su concentracién en los tres primeros meses y a partir del quinto volvié a
su valor inicial llegado el octavo mes, mientras que ¢20-c40 mantuvo su valor hasta el
quinto mes que comenzd a descender. La concentracion de ramificados y ciclicos
descendié hasta concentraciones no detectables a partir del quinto mes, al igual que
los alquenos a partir del primer mes. Los preghanos también incrementaron su
concentracion en los primeros tres meses y a partir del quinto descendié su

concentracion hasta valores iniciales (Figuras 125y 126).
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Figura 125. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
(mg/L agua tratada) al finalizar la segunda etapa del “Ensayo de eficacia del sistema de flujo
vertical” empleando el biorreactor de flujo vertical con el soporte Pafio Sentec® (Q,=18L/h) y
transcurridos 1 (A), 2 y 3 meses (B) de la fase de biorremediacion. Ensayo de eficacia del
sistema de flujo vertical.
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Figura 126. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
(mg/L agua tratada) transcurridos 5, 6 (A), 7 y 8 meses (B) de la fase de biorremediacion.
Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical.

En lo referente a los indices de biodegradacion, a partir del quinto mes se observé un
descenso tanto del indice pristano fitano, como del cl18/fitano. Destacar que en los
analisis realizados en el quinto y séptimo mes no fueron detectados ni fitano ni
pristano, por lo que los indices no pudieron ser calculados.

Tabla 41. indices de biodegradacion en el soporte Pafio Sentec® al finalizar la segunda etapa

del “Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical” y transcurridos 1 - 8 meses de la fase de
biorremediacion (ND - No Detectado). Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical.

Pafio Sentec®

Final Ensayo 1 mes 2 meses 3 meses

Relacién Pristano/Fitano ND 0,9+0,3 2,6+1,8
Relacién C17/Pristano ND 2,7+1,3 ND

Relacién C18/Fitano 2,210,4 2,611,4 4,7+2,3

INDICADORES

Pafio Sentec®

5 meses 6 meses 7 meses 8 meses

Relacién Pristano/Fitano 2,1+1,6 ND 1,3+0,1
Relacién C17/Pristano ND ND ND

Relacién C18/Fitano 1,7+0,8 ND 1,3+0,4

INDICADORES
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Por tanto, en este “Ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical” se testdé que con el
material absorbente Pafio Sentec® (36g) se pudieron tratar dos volimenes de mas de
20 L de agua contaminada con hidrocarburos con una carga superior a 16.000 y
83.000 mg TPH/L agua; tras esto en el propio soporte se produjo una biodegradacion

de los hidrocarburos absorbidos por parte de la microbiota autéctona de dicho agua.
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4.5 Ensayos a escala planta piloto

a) Fase de tratamiento

Estos ensayos, tal y como se describe en el apartado “2.8. Ensayos a escala de planta
piloto”, se realizaron en la planta piloto ubicada en las instalaciones de la empresa
CLH en Motril consistente en 4 biorreactores de flujo vertical por los cuales se recirculd
el agua a tratar y en cuyo interior se alojo una unidad del material absorbente Rollo
Sentec®©.

El principal ensayo realizado en la planta piloto se llevé a cabo en los 4 biorreactores.
Inicialmente, en base a los resultados obtenidos en los ensayos de absorcion y
biodegradacion, se plantearon 8 ciclos de recirculacion; no obstante se realizd otro
muestreo con un mayor numero de ciclos. Asi, en los biorreactores n° 1 y 2
(Q1=180L/h, sin/con adicion de oxigeno) se tomd una muestra a los 8 ciclos y otra a
los 18; en el caso de los biorreactores n°® 3 y 4 (Q,=780L/h, sin/con adicién de

oxigeno), se tomd muestra a los 8 y a los 54 ciclos de recirculacion.

En cuanto a la evolucion en el contenido en TPH, en los biorreactores n°® 1y 2 la
concentracion a la entrada fue de 86.530ppm y se observé un descenso considerable
de dicha concentracién tras los 8 ciclos de recirculacién, alcanzandose una
concentracion de 25.933,33 y 9.196,67 ppm respectivamente (descenso de un 70% y
un 90%). Tras 18 ciclos, la concentracion se situ6 en 1.813,33 y 950 ppm
respectivamente (descenso de un 98% y 99%) (Figura 127).

140000 140000

A

100000 - 100000 -

120000 120000

80000 - 80000 -

ppm
ppm

60000 - 60000 -

40000 40000

20000 - - 20000 -
‘ ‘ ‘ 0 i

0

ENTRADA SALIDA SALIDA INLET SALIDA SALIDA
(8 cicLOS (18 cicLos (8 cicLOS (18 cicLoS
RECIRCULACION) RECIRCULACION) RECIRCULACION) RECIRCULACION)

Figura 127. Concentracién de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del ensayo en
planta piloto empleando el biorreactor n° 1 (A)/ n°® 2 (B) de flujo vertical empleando el soporte
Rollo Sentec® (Q;=180L/h). Ensayos a escala planta piloto.

En cuanto a las fracciones de hidrocarburos, en ambos casos el descenso de las
mismas fue mas que evidente tras 8 ciclos de recirculacion, y mucho més acusado tras
18 ciclos (Figura 128). En los biorreactores en los que se opero a caudal Q;=180L/h, la
eliminacién de hidrocarburos en los que respecta a TPH y a las distintas fracciones fue

ligeramente mas eficaz con adicion de oxigeno, en el biorreactor n°2.
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Figura 128. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L)
en el transcurso del ensayo en planta piloto empleando el biorreactor n® 1 (A)/ n° 2 (B) de flujo
vertical empleando el soporte Rollo Sentec® (Q;=180L/h). Ensayos a escala planta piloto.

En los biorreactores a caudal elevado (biorreactores n°3 y 4) la concentracién a la
entrada fue de 69.077,67 ppm, y tras 8 ciclos de recirculacién el descenso en TPH fue
cercano al 92% y 97% con una concentracion de 5.226,67 y 1.606,67 ppm. Tras 54
ciclos de recirculacion la concentracion del agua fue de 920,00 y 1.293,33 ppm,
suponiendo un descenso del 99% y 98% (Figura 129).
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Figura 129. Concentracion de hidrocarburos en agua (mg/L) en el transcurso del ensayo en
planta piloto empleando el biorreactor n° 3 (A)/ n°® 4 (B) de flujo vertical empleando el soporte
Rollo Sentec® (Q,=780L/h). Ensayos a escala planta piloto.

En el caso del caudal elevado (Q,=780L/h) se obtuvieron resultados similares con y sin
adicion de oxigeno (Figura 130).
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Figura 130. Evolucion de la concentracion de las fracciones de hidrocarburos en agua (mg/L)
en el transcurso del ensayo en planta piloto empleando el biorreactor n® 3 (A)/ n° 4 (B) de flujo
vertical empleando el soporte Rollo Sentec® (Q,=780L/h). Ensayos a escala planta piloto.

b) Fase de biorremediacion

Tras finalizar la fase de tratamiento, se extrajeron los soportes absorbentes Rollo
Sentec© para dar paso a la fase de biorremediacion. Dicho estudio se realiz6 para
cada material absorbente, tanto en lo que se refiere a TPH como a las fracciones de
hidrocarburos. También se calcularon los indices de biodegradacion, y la no presencia
de pristano en ninguno de los soportes (a excepcion del soporte del biorreactor 1 a los
5 meses y del biorreactor 2 a los 4 y 5 meses) hizo que solo se considerase el indice
c18/fitano. 147
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En el material absorbente extraido del biorreactor 1, en el que la recirculacion se
realiz6 a caudal Q;=180L/h, el andlisis por gravimetria (TPH) y el indice de
biodegradacion cl18/fitano mostraron que se produjo una ligera degradacion de los
hidrocarburos absorbidos. Bien es cierto que no hubo una reduccion evidente de las
fracciones de hidrocarburos transcurridos los 5 meses de la fase de biorremediacion
(Figuras 131-132; tabla 42).
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Figura 131. Concentracion de hidrocarburos absorbidos al soporte Rollo Sentec® (mg/L agua
tratada) empleado en el biorreactor n°l (Q;=180L/h sin adicion de oxigeno) en la fase de
tratamiento del “Ensayo a escala planta piloto”, transcurridos 2, 3, 4 y 5 meses de la fase de
biorremediacién. Ensayo a escala planta piloto.
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Figura 132. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Rollo Sentec® (mg/L agua tratada) empleado en el biorreactor n°1 (Q;=180L/h sin adicion de
oxigeno) en la fase de tratamiento del “Ensayo a escala planta piloto”, transcurridos 2, 3, 4y 5
meses de la fase de biorremediacion. Ensayo a escala planta piloto.

Tabla 42. indices de biodegradacion en el soporte Rollo Sentec® empleado en el biorreactor
n°l (Q,=180L/h sin adicion de oxigeno) en la fase de tratamiento del “Ensayo a escala planta
piloto”, transcurridos 2, 3, 4 y 5 meses de la fase de biorremediacion (ND - No Detectado).
Ensayo a escala planta piloto.

®
INDICADORES Rollo Sentec

3 meses 4 meses
Relacién Pristano/Fitano ND ND 0,6+0,2
Relacién C17/Pristano ND ND ND

Relacién C18/Fitano ND 1,96+0,05 1,6+0,1
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En el material absorbente extraido del biorreactor 2, en este caso con aireacion, tanto
el contenido en TPH como de fracciones se vieron reducidos al final de la fase de
biorremediacion, y la evolucion del indice c18/fitano mostro una de forma moderada un

degradacion microbiana (Figura 133-134; tabla 43).
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Figura 133. Concentracion de hidrocarburos absorbidos al soporte Rollo Sentec® (mg/L agua
tratada) empleado en el biorreactor n°2 (Q;=180L/h con adicién de oxigeno) en la fase de
tratamiento del “Ensayo a escala planta piloto”, transcurridos 2, 3, 4 y 5 meses de la fase de
biorremediacion. Ensayo a escala planta piloto.
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Figura 134. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Rollo Sentec® (mg/L agua tratada) empleado en el biorreactor n°2 (Q;=180L/h con adicién de
oxigeno) en la fase de tratamiento del “Ensayo a escala planta piloto”, transcurridos 2, 3, 4y 5
meses de la fase de biorremediacion. Ensayo a escala planta piloto.

Tabla 43. indices de biodegradacion en el soporte Rollo Sentec® empleado en el biorreactor
n°2 (Q;=180L/h con adicion de oxigeno) en la fase de tratamiento del “Ensayo a escala planta
piloto”, transcurridos 2, 3, 4 y 5 meses de la fase de biorremediacion (ND - No Detectado).
Ensayo a escala planta piloto.

Rollo Sentec®
2 meses 3 meses 4 meses 5 meses

Relacién Pristano/Fitano ND ND 1,2+0,1 1,1+0,2
Relacién C17/Pristano ND ND 1,940,1 1,9+0,1
Relacion C18/Fitano 2,310,5 2,60,7 2,0£0,2 1,88+0,04

INDICADORES
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Por su parte, en el biorreactor con caudal de trabajo Q,=780L/h sin aireacion, el
biorreactor 3, también se aprecié una degradacién de hidrocarburos en cuanto a TPH
y al indice c18/fitano, aunque las fraccion c10-c20 aument6 su concentracion de forma
considerable (Figuras 135-136; tabla 44).
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Figura 135. Concentracion de hidrocarburos absorbidos al soporte Rollo Sentec® (mg/L agua
tratada) empleado en el biorreactor n°3 (Q,=780L/h sin adicion de oxigeno) en la fase de
tratamiento del “Ensayo a escala planta piloto”, transcurridos 2, 3, 4 y 5 meses de la fase de
biorremediacion. Ensayo a escala planta piloto.
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Figura 136. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Rollo Sentec® (mg/L agua tratada) empleado en el biorreactor n°3 (Q,=780L/h sin adicion de
oxigeno) en la fase de tratamiento del “Ensayo a escala planta piloto”, transcurridos 2, 3, 4y 5
meses de la fase de biorremediacion. Ensayo a escala planta piloto.

Tabla 44. indices de biodegradacion en el soporte Rollo Sentec® empleado en el biorreactor
n°3 (Q,=780L/h sin adicion de oxigeno) en la fase de tratamiento del “Ensayo a escala planta
piloto”, transcurridos 2, 3, 4 y 5 meses de la fase de biorremediacion (ND - No Detectado).
Ensayo a escala planta piloto.

Rollo Sentec®
2 meses 3 meses 4 meses 5 meses
Relacion Pristano/Fitano ND ND ND
Relacion C17/Pristano ND ND ND
Relacion C18/Fitano ND 2,8+1,3 1,8+0,6

INDICADORES
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Por dltimo, en el biorreactor 4 en el que si se empled aireacion adicional, no se
observd que se produjese una degradacion microbiana, al menos tras 5 meses de
biodegradaciéon de los materiales absorbentes. Ser4 necesario analizar tanto el
contenido en TPH y fracciones en una fase mas avanzada del proceso, asi como el
estudio del indice c18/fitano. (Figuras 137-138; tabla 45).
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Figura 137. Concentracion de hidrocarburos absorbidos al soporte Rollo Sentec® (mg/L agua
tratada) empleado en el biorreactor n°4 (Q,=780L/h con adicion de oxigeno) en la fase de
tratamiento del “Ensayo a escala planta piloto”, transcurridos 2, 3, 4 y 5 meses de la fase de
biorremediacion. Ensayo a escala planta piloto.
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Figura 138. Concentracion de las distintas fracciones de hidrocarburos absorbidas al soporte
Rollo Sentec® (mg/L agua tratada) empleado en el biorreactor n°4 (Q2=780L/h con adicién de
oxigeno) en la fase de tratamiento del “Ensayo a escala planta piloto”, transcurridos 2, 3,4y 5
meses de la fase de biorremediacion. Ensayo a escala planta piloto.
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Tabla 45. indices de biodegradacion en el soporte Rollo Sentec® empleado en el biorreactor
n°4 (Q2=780L/h con adicién de oxigeno) en la fase de tratamiento del “Ensayo a escala planta
piloto”, transcurridos 2, 3, 4 y 5 meses de la fase de biorremediacion (ND - No Detectado).
Ensayo a escala planta piloto.

Rollo Sentec®
2 meses 3 meses 4 meses 5 meses
Relacién Pristano/Fitano ND ND ND
Relacién C17/Pristano ND ND ND
Relacion C18/Fitano ND 1,6+0,2 1,7+0,3

INDICADORES

A la vista de los resultados expuestos, se puede afirmar que en dos de los cuatro
soportes empleados en el escalado a planta piloto si se evidenci6 la existencia de un
proceso de degradacion bacteriana, mientras que en dos de ellos no se aprecia. Esto
puede deberse a la cantidad de factores implicados en la obtencion de los resultados,
por lo que es conveniente continuar el estudio en fases mas avanzadas del proceso de

biodegradacion.
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5. Discusion
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Como ya se ha descrito a lo largo de este manuscrito, la finalidad de esta investigacion
fue el tratamiento de aguas con hidrocarburos combinando la retencion de
hidrocarburos por absorcion y la biodegradacion de los mismos mediante la accién de

la microbiota autéctona adherida a los soportes absorbentes empleados.

Existen autores que han descrito que ante un derrame la primera medida es el uso de
métodos fisicos y quimicos, pero que la biorremediacion es un método eficaz y

econdmico para la eliminacion de hidrocarburos en aguas (Bao et al., 2014)

Como ya hemos visto, los resultados de los ensayos de adherencia mostraron que la
poblacién microbiana presente en el agua tiende a adherirse a los materiales
absorbentes seleccionados con valores de Log(UFC/ml) muy proximos a los valores
correspondientes a la poblacién en suspension, e incluso en ocasiones superiores
como en el caso de los ensayos IVA y IVB empleando el soporte Pafio Sentec®; la
adherencia microbiana es la fase inicial de la formacion de una biopelicula y cualquier
superficie hidratada es propensa a que se produzca una adhesién microbiana sobre
ellas (Bakker et al., 2003; Vanysacker et al., 2013).

Los dos primeros ensayos se realizaron con la cepa Pseudoalteromonas elyakovii
W18. En primer lugar, el ensayo | se llevo a cabo utilizando un medio de cultivo rico en
nutrientes (medio LB) (Sezonov et al., 2007) en el que Pseudoalteromonas elyakovii
creci6o de forma Optima. Los resultados obtenidos mostraron la capacidad de los
soportes seleccionados para formar una biopelicula estable. Por otro lado al realizar el
ensayo Il en un medio de cultivo mas limitado en nutrientes (medio BH) (Deziel et al.,
1996), que se aproxima mas a las caracteristicas del agua a tratar se comprobd6 que la
eficacia de alguno de los soportes era menor; asi, en el ensayo Il se constaté que el
corcho hidrofilo no era un buen candidato como material en el que se produce una
adherencia microbiana, a la vista de los resultados en este ensayo Il, con una
poblacion microbiana adherida inferior a 4 Log (UFC/ml soporte). Sin embargo los
materiales absorbentes CorkSorb® 01025, Pafio Sentec® y Cordén Sentec® si
mostraron una buena adhesion microbiana con valores de alrededor de 6-7 Log
(UFC/ml soporte). En estudios anteriores ya queddé demostrada la capacidad de

adherencia y degradadora de dicha cepa (Uad, 2012; Rodriguez-Calvo et al., 2017).

Por este motivo se seleccionaron dos de ellos para los ensayos en los que se empled
agua procedente del emplazamiento contaminado, CorkSorb® 01025 y Pafio Sentec®
(uno de corcho y uno de fibra de polipropileno), y se estudié la adhesion de la
microbiota autéctona del emplazamiento contaminado. Asi, en los ensayos Il y IV se

observaron algunas diferencias de comportamiento entre ambos materiales
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absorbentes, fundamentalmente una mayor poblacién microbiana adherida al Pafio
Sentec® en lineas generales, y una mayor duracion de dicha adherencia en
detrimento del soporte CorkSorb® 01025, donde se produjo un desprendimiento de la
microbiota adherida a lo largo de los ensayos; a pesar de ello, en lineas generales
ambos mostraron un buen comportamiento en cuanto a adhesion microbiana, tal y
como habian destacado algunos autores con anterioridad. Albareda et al., (2008) y
Ferreira and Castro (2005), afirmaron que el corcho era un buen material para ser
empleado como soporte para formular inéculos de algunas bacterias; esta adhesién
también fue evidenciada por Bartowsky and Henschke (2008) que demostraron el
deterioro del corcho de botellas de vino debido a la adhesion bacteriana. Por su parte
Zhou et al., (2013), Jurecska et al., (2013) y Krivorot et al., (2011) destacaron a la fibra
de polipropileno como un material propenso a la formacion de una biopelicula en su

estructura.

Ademas, se observé que a medida que aumentaba la concentracion de hidrocarburos,
la poblacién microbiana se veia incrementada y la duracion de dicha adherencia era

mayor, produciéndose el desprendimiento en una fase mas prolongada del ensayo.

La adhesién microbiana, tanto de la microbiota presente en el agua contaminada como
por parte de la cepa Pseudoalteromonas elyakovii W18 quedo reflejada en las
imagenes de microscopia electrénica SEM, técnica empleada por humerosos autores
para el estudio y observacion de biopeliculas (Gonzalez-Ramirez et al., 2016;
Jurecska et al., 2013; Vyas et al., 2016).

Una vez constatada la adhesion microbiana, se procedid a estudiar la absorcién de
hidrocarburos en los materiales absorbentes que habian mostrado buena adhesion
microbiana a su superficie. Para ello se emplearon dos configuraciones de

biorreactores: de flujo horizontal y vertical.

En cuanto a las dos configuraciones, en el biorreactor de flujo horizontal se detect6
gue tanto la absorcién como la adhesion microbiana fueron diferentes en funcion de la
posicion en la que se colocase el material absorbente, debido a que las dimensiones
del biorreactor permitieron caminos preferenciales del agua. Asi, en el caso de los
pafios Sentec®, empleando un caudal de 36 L/h la mayor retencion se produjo en
aquellos ubicados en las posiciones centrales, ya que el flujo entrante por la parte
inferior desembocaba en esta zona; también se constatd que un mayor caudal
favorecia la adhesién microbiana y la absorcién de hidrocarburos en los materiales
absorbentes empleados, reduciéndose el contenido de hidrocarburos totales en agua

de forma considerable (reducciones de TPH superiores al 90%). También destacar



que los resultados obtenidos en el ensayo VIl realizado en el biorreactor de flujo

horizontal no fueron satisfactorios.

Del mismo modo ocurrié en el ensayo en el que se emplearon unidades de Cordon
Sentec®, produciéndose una absorcion mayoritaria en las posiciones centrales. En el
caso de las almohadas de corcho CorkSorb® 01025, debido a sus dimensiones gran
parte de los hidrocarburos quedaron absorbidos en el que estaba colocado en la
posicion 1, justo a la entrada del agua a tratar, ya que “taponaba” la entrada y todo el

flujo pasaba por dicho absorbente.

En el caso de del corcho CorkSorb® 01025 (Ensayo VIIl), cada gramo de absorbente
retuvo un promedio 1,49 mg TPH por litro de agua tratada en el biorreactor horizontal,
con una reduccion del contenido en agua del 98,5%; empleando un flujo vertical la
retencion superdé en mas de dos veces la obtenida en la configuracion anterior, con
una retencion de 3,22 mg TPH por litro de agua tratada y una con una reduccion de la
concentracion en agua del 97,5%. Bien es cierto que considerando el primer soporte
del reactor de flujo horizontal, la retencion fue de 3,69 mg TPH por litro de agua
tratada, del orden del de reactor de flujo vertical. También destacar que en el ensayo
VII empleando el biorreactor de flujo vertical, la retencién de cada gramo de soporte

CorkSorb® 01025 se situdé por encima de los 10 mg TPH por litro de agua tratada

Del mismo modo, empleando como material absorbente Cordon Sentec® (Ensayo 1X)
la retencion de cada gramo de soporte fue de 1,16 mg TPH por litro de agua tratada en
el biorreactor horizontal (reduccién del 85,5% TPH en agua) y de 2,73 mg TPH por litro
de agua tratada en el biorreactor vertical (reduccién del 94,5% TPH en agua).
Nuevamente, considerando la unidad de soporte con mayor retencion, ésta fue de 2,38
mg TPH por litro de agua tratada, del orden de la obtenida en el biorreactor de flujo

vertical.

Por dltimo, en los ensayos en los que se empled el soporte Pafio Sentec® la absorcion
en cada gramo de soporte en los biorreactores de flujo horizontal al finalizar cada uno
de los ensayos fue de 0,31 (Ensayo V (1)), 0,61 (Ensayo V (2)), 3,53 (Ensayo VI), y
1,23 (Ensayo VII) mg TPH por litro de agua tratada, en los que en el ensayo V
solamente a caudal elevado Q, se produjo una reduccién, de un 53,8%, y en los
ensayos VI y VIl se redujo en un 91,4% y 91,9% respectivamente el contenido de TPH
en agua. En el caso del biorreactor de flujo vertical la retencion se situé en 1,47 mg
TPH por litro de agua tratada, con una retencién del 92,6%. Si consideramos de forma
aislada los soportes en los que se produjo una mayor absorcion, en el ensayo V la

absorcion en el dltimo soporte fue de 0,36 (Q;=18L/h) y 0,70 (Q,=36L/h), en el ensayo

157



158

VI fue de 10,09 en la posicién central, y en el ensayo VIl fue de 1,74 mg TPH por litro
de agua tratada en la ultima posicion (absorcion por gramo de soporte). Se observa
gue la retencion en el ensayo VI fue la mayor, pero también es cierto que la cantidad
de material absorbente fue muy elevada, 6 unidades de Pafio Sentec®, que ocupaban
casi todo el biorreactor, por lo que guarda cierta similitud con la configuracion en flujo

vertical.

Estos resultados sugieren que una optimizacién en el disefio del biorreactor de flujo
horizontal podria aumentar su eficacia. En un estudio similar, en el que se trat6 el agua
contaminada mediante barreras reactivas permeables, se sefiala que hay que
considerar los flujo preferenciales del agua para lograr una retencion/absorcion
efectiva (Obiri-Nyarko et al., 2014). Por ello estos estudios serdn objeto de futuras

investigaciones.

Por el contrario, el biorreactor de flujo vertical, en el que el material absorbente
ocupaba todo el area de flujo, ya sea CorkSorb® 01025, Cordén Sentec® o Pafio
Sentec®, demostré ser una configuracibn mas eficaz, tanto en lo que se refiere a
adhesion microbiana como en lo que se refiere a retencion de hidrocarburos. El hecho
de que al recircular el agua en sentido ascendente, ésta atravesaba en su totalidad el
material absorbente hizo que se obtuviesen tasas de retencion similares o ligeramente

superiores a las obtenidas en el reactor de flujo horizontal y de forma mas homogénea.

Respecto a los materiales absorbentes empleados, tanto en bibliografia (Bazargan et
al., 2014) como en informaciéon proporcionada por el fabricante la absorcion del
producto comercial Corksorb® 01025 se sitia respectivamente entorno 10-8g de
contaminante por cada gramo de absorbente, muy superior a lo obtenido en los
ensayos realizados, que se situé alrededor de 0,1-0,2 g de contaminante por cada
gramo de absorbente en el caso del primer soporte del biorreactor de flujo horizontal y

en el instalado en el biorreactor de flujo vertical.

En cuanto a los materiales absorbentes de la casa comercial Sentec© S.L., no se
encontré bibliografia que mencionase dichos productos comerciales; respecto a la
informacién suministrada por el fabricante, la absorcién la sitian en mas de 15 veces

el peso de material absorbente tanto para Pafio Sentec® como para Cordon Sentec®.

Bayat et al. (2005) indicaron que la fibra de polipropileno tiene una capacidad de
absorcion de 7-9 veces su peso en funcion del tipo de fluido y contaminante, similar a
la encontrada en el caso del corcho granulado y muy superior a lo obtenido en los

ensayos realizados.



El hecho de que la cantidad de hidrocarburos absorbida en los materiales empleados
en los ensayos V-X, o al menos la detectada al muestrear/extraer el soporte
absorbente, estuviese por debajo de la capacidad tedrica de absorcion de dichos
materiales sugiere que desde que se produce la absorcion hasta que se analizan los

soportes se produce una degradacion de los mismos.

Ademas de los resultados por gravimetria de hidrocarburos totales, el analisis de las
distintas fracciones de hidrocarburos por cromatografia de gases y espectrometria de
masas, permitid constatar como mejor opcion la configuracion disefiada de flujo

vertical.

En los ensayos en los que se utilizd Pafio Sentec®, empleando una configuracion de
flujo horizontal fueron necesarias que transcurriesen entre 24 y 72h en el ensayo para
conseguir niveles no detectables de todas las fracciones de hidrocarburos; empleando
CorkSorb® 01025 y Corddén Sentec® no se consiguié reducir las fracciones de
hidrocarburos a niveles no detectables transcurridos 7 dias de ensayo. Sin embargo
con los tres soportes absorbentes en el biorreactor de flujo vertical, transcurrido
Unicamente un solo ciclo de recirculacion (t0) no se detectd fraccion alguna de
hidrocarburos, lo cual evidencié el buen funcionamiento y el alto grado de eficacia de

dicha configuracion.

También hay que destacar, como se ha mencionado en el capitulo de resultados, que
se observd que en los ensayos realizados empleando la configuracién de flujo
horizontal se produjeron episodios de desprendimiento de parte de los hidrocarburos,
observandose tanto en los resultados de TPH como de las fracciones que aparecian
en agua concentraciones ligeramente superiores a las de tiempos anteriores del
ensayo en cuestion. Este fendbmeno no se ha observado en ningun ensayo realizado
en el biorreactor de flujo vertical. Con vistas a futuros ensayos con una mayor duracion
y a escalas mayores (planta piloto, planta industrial...), no seria deseable que se
produjera este desprendimiento de hidrocarburos una vez retenidos en el material

absorbente.

Considerando la absorcion desigual, el hecho de que los soportes no alcanzaron su
capacidad méaxima de absorcion, y el desprendimiento de hidrocarburos seria
interesante profundizar en la optimizaciéon de la tecnologia de flujo horizontal.
Respecto a la tecnologia de flujo vertical, diversos autores han certificado la eficacia
de la tecnologia de filtros sumergidos para el tratamiento de aguas contaminadas de
diversa indole (Gomez et al., 2000; Gémez-Villalba et al., 2006; Moreno et al., 2005).

A pesar de que se podria incrementar la capacidad de absorcion de TPH, esta
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configuracién demostré una indiscutible eficacia en términos de absorcion de

hidrocarburos.

En cuanto a la adhesién microbiana, en primer lugar destacar que en los biorreactores
de flujo horizontal en los ensayos VIl y IX donde se emplearon como absorbentes el
CorkSorb® 01025 y Cordon Sentec® respectivamente, la adhesion microbiana en las
distintas unidades de material absorbente dentro del mismo reactor fue similar a pesar
de una mayor absorcion en determinados soportes. En los ensayos V-VII en los que
fue el Pafio Sentec® el material absorbente empleado, se evidencio la relacion entre la
absorcion y la adhesion. En los ensayos V (con ambos caudales) y VII donde la
absorcion de hidrocarburos a los distintos soporte fue similar (aunque ligeramente
superior en los soportes de las posiciones centrales), la adhesion microbiana también
fue similar. En cambio en el ensayo VI transcurridas 24h hubo una absorcion
mayoritaria en la unidad de soporte central y en ella se detecté una mayor poblacién
microbiana adherida. Al finalizar el ensayo la poblacion microbiana adherida a cada
uno de los soportes fue similar, observandose un crecimiento de la poblacion
microbiana adherida al soporte Pafio Sentec®2 desde las 24h de ensayo hasta
transcurridas 48h, soporte en el cual la retencion de hidrocarburos fue mayoritaria en
dichas 48h (47,54%).

Por otro lado, si comparamos la adhesién microbiana producida en una configuracién
de biorreactor y en otra empleando el mismo material absorbente, en el ensayo VIl
(CorkSorb® 01025) debido a una mayor concentracion de hidrocarburos retenidos en
el biorreactor de flujo vertical por gramo de soporte, la poblacion microbiana adherida
fue bastante superior en esta configuracion, mas de 1 Log (UFC/ml soporte) superior,
y del mismo orden que en el ensayo VIl en el que también se empled dicho soporte en

el biorreactor de flujo vertical.

En el ensayo IX (Cordon Sentec®) la poblacion microbiana si fue superior en el
biorreactor horizontal a pesar de que la concentracion de hidrocarburos absorbidos en

el biorreactor de flujo vertical fue bastante superior en éste.

En el ensayo X la poblacién microbiana adherida al soporte Pafio Sentec® se situd en
torno a 5,6 Log (UFC/ml soporte) en el biorreactor de flujo vertical, similar a la
encontrada en los soportes instalados en el biorreactor de flujo horizontal a pesar de
gque en esta algln ensayo de esta configuracién la concentracion de hidrocarburos

inicial era superior y en otros inferior.

Por tanto estos ensayos sugieren por lo general una relacion directa entre la absorcion

de hidrocarburos y la adhesién microbiana.



En 2006 Mel Rosenberg hizo una revision del método MATH, test de adhesion
microbiana a hidrocarburos promovido por €l y colaboradores 25 afos atrés; dichos
autores dieron por confirmada la adherencia de bacterias, degradadoras de
hidrocarburos o no, a dichos compuestos (Rosenberg, 2006; Rosenberg et al., 1980).
Otros autores hicieron referencia a dicho método y confirmaron dicha adherencia
(Abarian et al., 2016; Pruthi and Cameotra, 1997). Por tanto, debido a que los
materiales seleccionados mostraron una tendencia a la adhesidén microbiana, a la
adhesion microbiana a hidrocarburos, y a que la forma de vida microbiana mas
extendida es la biopelicula (Costerton et al., 1995), ante una mayor absorcion de

hidrocarburos es lo6gico que haya una mayor adhesion bacteriana.

En lo que se refiere a la degradacién microbiana, la disminucion de los indices de
biodegradacion c17/pristano y c18/fitano indican un proceso de biodegradacion ya que
las bacterias atacan antes a los alcanos lineales (c17-pristano y c18-fitano) que a los
isoprenos pristano y fitano, por lo que el hecho de la reduccion del valor de la relacion
entre ellos es indicativo de la accion microbiana (Asif et al., 2009; Shelton et al., 2016).
En la mayoria de los casos se hizo el seguimiento del indice c-18/fitano, que es el

indice mas ampliamente utilizado (Ortega Romero, 2012).

En los ensayos V, VI y VII, en los que solamente se llevd a cabo la fase de
tratamiento, los indices de biodegradacion fueron los que reflejaron la existencia o no
de un proceso de biorremediacion. A lo largo de los ensayos los indices de
biodegradacién en agua no pudieron determinarse fundamentalmente por la elevada
absorcion de las distintas fracciones de hidrocarburos; se presupone que se combina
un proceso de retencion fisica con uno de biodegradacion en agua, pero no se pudo
constatar en estos ensayos. En cambio en los soporte debido a la absorcion a los
mismos si se pudo calcular, y el indice cl8/fitano se redujo en un 40%
aproximadamente en los ensayos V (Q:,=36L/h) y VI; en el biorreactor 1 a caudal
Q1:=18 L/h en el ensayo V no se redujo dicho indice a lo largo del ensayo. Como ya se
ha sefalado, los resultados del ensayo VII en la configuracion de flujo horizontal no

fueron satisfactorios, y los indices de biodegradacion no disminuyeron.

Respecto a los ensayos VI, IX y X, en la fase de biodegradacion se observd, en
lineas generales, que la poblacion microbiana se mantuvo estable e incluso en
algunos casos hubo un ligero incremento de la misma coincidiendo con un descenso
en la concentracion de TPH absorbidos a alguno de los soportes. En los soportes
CorkSorb® 01025 empleados en el ensayo VIII se produjo un incremento de la
poblacion microbiana adherida al material absorbente en el caso del biorreactor

horizontal, manteniéndose estable en el caso del biorreactor vertical; bien es cierto que
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hay que tener en cuenta que al finalizar los ensayos, la poblacion en este Gltimo al
finalizar la fase de tratamiento era de entre 7,5-8 Log (UFC/ml), valor que alcanzé la
poblacién microbiana adheridas en el biorreactor de flujo horizontal tras 4 meses de
tratamiento. Este crecimiento microbiano solamente se vio acompafiado de una
reduccion del contenido en TPH en el caso del soporte corcho CorkSorb®1 del
biorreactor horizontal, que es donde se produjo la retencion mayoritaria (82,63%). En
éste se produjo una reduccion considerable de la fraccién de ¢10-c20 (que a su vez
era la que en mayor concentracion se encontraba), increment6 la concentracion de
fitano y pristano, mientras que el resto se mantuvo constante. En los otros dos
soportes no se observo degradacion de ninguna fraccion, aunque la concentracion de
las mismas era muy baja ya que en estos elementos la retencién fue minoritaria. En el
caso del reactor de flujo vertical, aunque en lineas generales la concentracion de TPH

no experiment6 una disminucion, la fraccién mayoritaria, c10-c20, si lo hizo.

En cuanto al soporte Corddn Sentec®, empleado en el ensayo IX, en los soportes del
biorreactor de flujo horizontal se mantiene practicamente estable, mientras que en el
soporte instalado en el biorreactor de flujo vertical la poblacion adherida crecié durante
los 4 primeros meses de la fase de biorremediacién. En los soportes en los que se
produjo una absorcidn mayoritaria nuevamente el contenido de hidrocarburos
absorbidos se vio reducida la concentracion de TPH absorbidos (los soportes situados
en las posiciones centrales 2A y 2B). En cuanto a las fracciones, en todos ellos en el
4° mes de la fase de biorremediacién la concentracibn de las mismas no fue
detectable a excepcion del soporte Corddn Sentec®2A, donde hubo que esperar al 8°
mes, donde tampoco se detectaron fracciones de hidrocarburos absorbidas en el
mismo. En el caso del soporte instalado en el biorreactor de flujo vertical también se
observo que entre el 4° y el 8° mes de biodegradacion la concentracion de las

fracciones se vio reducida hasta concentraciones no detectables.

Finalmente en el caso del Pafio Sentec® el nUmero de microorganismos adheridos no
se vio incrementado durante los 5 meses que duré la fase de biorremediacion, pero
tanto la concentracion de TPH como la de las fracciones disminuy6
considerablemente. La degradacion de los TPH se situd por encima de un 73%, y las
fracciones transcurrido el primer mes se situaron en concentraciones suficientemente
bajas como para no ser detectables por el cromatégrafo de gases/espectrometro de

masas.

En estos ensayos se observa que en lineas generales se produce un descenso de la
concentracion de los hidrocarburos totales o TPH adheridos a los soportes

absorbentes unido a una estabilidad microbiana o un ligero crecimiento microbiano.



La propia definicion de biorremediacion dada por algunos autores (Kensa, 1970; Singh
et al., 2014; Vidali, 2001) indica que la degradacion de las sustancias contaminantes
implica la promocion del crecimiento microbiano, concretamente de la microbiota
autoctona del emplazamiento contaminado. Los resultados de distintos ensayos
reforzaron dicha afirmacion, mostrando elevadas densidades de poblaciones
microbianas en presencia de crudo e hidrocarburos (Azizan et al., 2016; Crisafi et al.,
2016).

A partir de los resultados obtenidos se podria afirmar que Unicamente se puede
constatar una degradacion del contenido de hidrocarburos totales por parte de la
microbiota adherida cuando este alcanza valores superiores a 100ppm al finalizar la
fase de tratamiento del ensayo en cuestion; debido fundamentalmente al error
asociado a los resultados de los andlisis gravimétricos. Debido a ello, dicha afirmacién
se podria aplicar al estudio de la degradacion de las distintas fracciones, analizadas

por cromatografia de gases/espectrometria de masas.

Ademéas se observa que en el soporte Corksorb® 01025, material absorbente
consistente en corcho granulado, se produce Unicamente la degradacion de los
alcanos lineales (c10-c20 y c20-c40) y aromaticos al final de la fase de biodegradacion
(8 meses) Sin embargo, en el soporte Corddn Sentec®, material absorbente
consistente en fibra de polipropileno, se produce una degradacién de todas las
fracciones de hidrocarburos absorbidas a las unidades de material absorbente
instaladas tanto en el biorreactor de flujo horizontal como en el de flujo vertical
transcurridos 8 meses de biodegradacion. En el caso del otro material absorbente
compuesto de fibra de polipropileno, el Pafio Sentec®, también se observa como ya se
ha comentado que las concentraciones de las distintas fracciones de hidrocarburos
disminuyeron hasta concentraciones no detectables transcurrido el primer mes de

biodegradacion.

En la fase de biodegradacion, los alcanos lineales reducen su concentracion y/o se
degradan originando alcanos lineales de cadena mé&s corta o a hidrocarburos
ramificados (Abbasian et al., 2015). A su vez, los hidrocarburos aromaticos pasan a
catecol y tras diferentes etapas de degradacion originan &cidos (piruvato, anion de
acido piravico), los cuales fueron detectados en gran medida durante la fase de
biodegradacion (Juhasz and Naidu, 2000). También es cierto que los alcanos son
considerados por muchos autores como los hidrocarburos mas facilmente
biodegradables (Admon et al.,, 2001; Leahy and Colwell, 1990; Mishra et al., 2001,
Silva-Castro et al., 2016).
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En estos ensayos VIII, IX y X, como ya se ha comentado en el apartado “3.2 Ensayos
de absorcion y biodegradacion”, la retencion no fue del todo eficaz en los biorreactores
de flujo horizontal empleando corcho CorkSorb® y cordon Sentec® y no
desaparecieron del agua la mayor parte de las fracciones en agua en la fase de
tratamiento, y en este caso si se pudieron calcular los diferentes indices de
biodegradacién, pero ninguno de ellos experimentd un descenso que demostrase la
existencia de un proceso de biorremediacion; por su parte en el biorreactor de flujo
vertical la absorcion de las distintas fracciones al material absorbente instalado en
cada ensayo fue tal que no se detectaron en el agua transcurrido el primer ciclo de

recirculacion, por lo que no pudieron calcularse los indices mencionados.

En cambio los indices asociados al soporte si fueron calculados y analizados. En el
ensayo VI, (Corcho CorkSorb®) en los ambos reactores los tres indices
experimentaron un descenso, en el caso del biorreactor de flujo horizontal descendio
hasta el 8° mes, donde no se detectdé octadecano ni heptadecano, mientras que la
degradacion de estos compuestos hasta concentraciones no detectables en el
biorreactor de flujo vertical se produjo en el cuarto mes, por lo que la biodegradacién
fue mas eficaz en este Ultimo caso. En el ensayo I1X (Corddn Sentec®) el descenso de
los indices de biodegradacion si fue mas acusada en los soportes del biorreactor de
flujo horizontal que en el instalado en el de flujo vertical. En el ensayo X, el
heptadecano fue degradado hasta concentraciones no detectables en el primer mes,
mientras que el octadecano lo hizo en el cuarto, descendiendo de forma evidente el

indice c18/fitano desde el final del ensayo hasta dicho cuarto mes.

Considerando los resultados analizados, al finalizar los ensayos de absorcion y
biodegradacion la opcion que se consideré mas eficaz para el tratamiento de aguas
contaminadas con hidrocarburos fue el biorreactor de flujo vertical empleando como
material absorbente el soporte Pafio Sentec®, teniendo en cuenta la reduccién en el
contenido en TPH y de fracciones tanto por absorcion como debido a la degradacion,
la evolucion de los indices de biodegradacion, asi como por la facilidad para el manejo

y extraccion del soporte absorbente.

Por este motivo se realiz6 el ensayo de eficacia del sistema seleccionado, tratando un
mayor volumen de agua con una elevada carga de contaminante. En este ensayo la
eliminacion de hidrocarburos en agua se situé en ratios superiores al 99% tras 8 ciclos
de recirculacion, lo que evidencié la degradacion de los mismos por parte de la
microbiota presente en el agua. Ademas también se produjo una absorcion de
hidrocarburos en el soporte Pafio Sentec®, los cuales sufrieron un proceso de

biodegradacion, la cual comenzd a ralentizarse a partir del 5°-6° mes; el hecho de que



la degradacién se vaya ralentizando se ha observado en otros trabajos de
investigacion (Frutos et al., 2012). La evolucién de la concentracion de las distintas
fracciones de hidrocarburos nuevamente reflejé dicho proceso de degradacion
microbiana. Todo ello demuestra la eficacia del sistema biorreactor de flujo vertical
empleando como material absorbente el material absorbente Pafio Sentec®. Esta

eficacia fue el motivo del disefio de la instalacion a escala de planta piloto.

En cuanto a los ensayos de “busqueda de microorganismos degradadores de
hidrocarburos”, a partir de los resultados obtenidos cabe destacar la cepa
Brevundimonas diminuta como la Unica candidata entre las estudiadas a formar parte
de un hipotético consorcio microbiano degradador de hidrocarburos. Empleando dicha
cepa se redujo el contenido en TPH, asi como de la fraccién mayoritaria, los alcanos
lineales ¢10-c20. Ademas mostré un buen crecimiento en las condiciones en las que

se realiz6 el ensayo (Medio BH, 7 dias, 140rpm y 30°C).

El resto de cepas no mostraron un buen crecimiento ni degradaron de forma eficaz los
hidrocarburos presentes en el medio de cultivo, a pesar de ser bacterias aisladas a
partir de soporte absorbentes contaminados con hidrocarburos. Seria interesante
estudiar, en futuras investigaciones, si dichas bacterias de forma conjunta serian
capaces de degradar hidrocarburos, ya que de forma aislada no fueron capaces, a
excepcion de Brevundimonas diminuta y en las condiciones de ensayo. En diversas
publicaciones el investigador Yi-tang Chang destaco la capacidad degradadora de esta
cepa (Chang et al., 2015, 2007, 2014)

También se podria ensayar la degradacion de dichas cepas, por separado o de forma
conjunta, modificando las condiciones de ensayo; entre dichas modificaciones también
se plantea la encapsulacién de dichas cepas como técnica para la supervivencia e

inoculacion efectiva en emplazamientos contaminados concretos.

Finalmente, los resultados obtenidos en la planta piloto no hicieron otra cosa que
respaldar los resultados obtenidos y ya comentados en los ensayos a escala de
laboratorio. La eficacia de la fase de tratamiento y de la configuracion de flujo vertical
empleando como material absorbente el “Rollo Sentec®” se puso de manifiesto de
nuevo con reducciones del contenido de TPH en agua del 98%; cabe recordar que el
soporte “Rollo Sentec®” es un soporte de fibra de polipropileno exactamente igual que
el “Pafio Sentec®” pero de mayores dimensiones y con forma de “rollo” en vez de

rectangular.
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En cuanto a la fase de biodegradacion, en los absorbentes extraidos de los
biorreactores 2 y 3 la existencia de un proceso de degradacién bioldgica fue evidente,
debido a la disminucién de TPH y fracciones, asi como por la evolucién del indice
cl8/fitano. En el caso de los materiales extraidos de los biorreactores 1 y 4 dicha
evidencia no fue tal, quizds por algun error a la hora de muestrear o simplemente hay
gue esperar a un tiempo mas avanzado de la fase de biodegradacion para poder
constatar el hecho de que exista una biodegradacion de los hidrocarburos absorbidos

por parte de la microbiota adherida.

Por tanto, se puede afirmar que la tecnologia desarrollada es un sistema eficaz para el
tratamiento de aguas contaminadas con hidrocarburos combinando la absorcion y
biodegradacion de los mismos. No obstante serd necesario optimizar diversos

aspectos, ya mencionados con anterioridad a lo largo de este capitulo.
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6. Conclusiones
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Los materiales absorbentes seleccionados CorkSorb® 01025, Pafio Sentec® y
Cordon Sentec® mostraron una buena adherencia microbiana tanto por parte
de la cepa preseleccionada Pseudoalteromonas elyakovii como por parte de la

microbiota autéctona del agua contaminada.

La configuracion de flujo horizontal mostr6 una desigual absorcion de
hidrocarburos debido a la existencia de canales preferenciales del agua
provocados por el disefio de dicho biorreactor. En futuras investigaciones seria

interesante redisefiar dicha configuracion.

La configuracion de biorreactor de flujo vertical empleando como material
absorbente en su interior los materiales absorbentes mencionados mostré una
mayor eficiencia en cuanto a eliminacion de hidrocarburos, con tasas de
reduccién de TPH superiores al 90%, una eliminacion de todas las fracciones
de hidrocarburos transcurrido un solo ciclo de recirculacion y sin que se
produzca un desprendimiento de los mismos una vez absorbidos a los

soportes.

La tecnologia consistente en el biorreactor de flujo vertical empleando Pafio
Sentec® fue la que mostrd resultados mas satisfactorios, tanto en la fase de
tratamiento en la que se obtuvo una reduccién de TPH superior al 92% y una
eliminacion de todas las fracciones de hidrocarburos, como en la fase de
biodegradacién donde hubo una degradacion de los hidrocarburos absorbidos
hasta tal punto que transcurridos dos meses no se detectd ninguna fraccion de
hidrocarburos por cromatografia de gases/espectrometria de masas; la
disminucion del valor del indice cl8/fitano evidenci6 este proceso de

degradacion microbiana.

El ensayo de eficacia del sistema de flujo vertical demostrd la eficacia del

proceso para tratar aguas contaminadas con hidrocarburos.

La cepa Brevundimonas diminuta fue la Unica entre las seleccionadas que
mostré una capacidad de degradacién de hidrocarburos por si sola en las
condiciones ensayadas. En futuras investigaciones seria interesante estudiar la
capacidad de degradacion de las cepas seleccionadas conjuntamente, al

objeto de desarrollar consorcios

Los ensayos en planta piloto se desarrollaron de forma eficaz, obteniendo altos

porcentajes de eliminacion de hidrocarburos en agua. En cuanto a la
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biodegradacion de los hidrocarburos absorbidos, en dos de ellos se evidencié
la existencia de un proceso de degradacion microbiana, mientras que en otros
dos no. En fases més avanzadas del proceso de biodegradacion se verificara

la biodegradacién de los hidrocarburos retenidos.

La tecnologia desarrollada es un sistema eficaz para el tratamiento de aguas
contaminadas con hidrocarburos combinando la absorcion y biodegradacion de

los mismos



The selected sorbent materials CorkSorb® 01025, Pad Sentec® and Barrier
Sentec® displayed good microbial adherence/adhesion both with the pre-
selected strain, Pseudoalteromonas elyakovii, and with the autochthonous

microbiota in the polluted water.

The horizontal flow setting displayed unequal absorption of hydrocarbons due to
the existence of preferential water canals resulting from the design of said

bioreactor. In future research, it would be interesting to redesign said setting.

The bioreactor vertical flow setting, using the above-mentioned materials inside
as the absorbent material, displayed greater efficiency in the elimination of
hydrocarbons, with a TPH reduction ratio above 90%, an elimination of all the
hydrocarbons fractions after only one recirculation cycle and without

detachment of these ones from the absorbent surface.

The technology consisting of the vertical flow bioreactor using Pad Sentec®
showed the most satisfactory results, in the treatment phase in which a TPH
reduction of more than 92% was achieved and elimination of all hydrocarbon
fractions, as well as in the biodegradation phase in which there was
degradation of the absorbed hydrocarbons to such an extent that after two
months no fractions of hydrocarbons were detected with gas chromatography/
mass spectrometry; the value decrease in the c18/fitano index was evidence of

this microbial degradation proces.

The vertical flow system effectiveness assay showed the effectiveness of the

process in treating hydrocarbon polluted waters.

The strain Brevundimonas diminuta was the only one amongst those selected
that displayed hydrocarbons degradability by itself in the test conditions. In
future research, it would be interesting to study the degradability of the selected

strains together, with the aim of developing microbial consortia.

The pilot plant trials were carried out effectively, obtaining high percentages of
hydrocarbon elimination in water. Regarding biodegradation of absorbed
hydrocarbons, the existence of a microbial degradation process was reported in
two carriers, while in the other two it was not. In more advanced phases of the
bioremediation process the biodegradation of retained hydrocarbons will be

verified.
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8. The developed technology is an effective system for the treatment of
hydrocarbon polluted waters, combining both absorption and biodegradation

techniques.
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