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e establecieron métodos prdcticos para aislar, adaptar y propagar microorganismos biodegra-
dadores de fenol, obteniéndose 15 mezclas distintas de microorganismos capaces de eliminar el
B fenol contenido en aguas de deshidratacién de emulsiones inversas de hidrocarburos pesados,
'oguas de produccién y aguas agrias v residuales de la refinerfa de Barrancabermeja. En laboratorio y
planta piloto se logré la eliminacién de més del 95% del ferol de estas aguas en periodos de fiempo
que no superaron las 24 h. En abril de 1994 se implementé esta tecnologia en la planta de tratamienio
de aguas residuales del Complejo Industrial de Barrancabermeja, en sistema continuo con caudales
entre 16.000 y 32.000 m3d", convirtiendo piscinas de estabilizacién en biorreactores. Eficiencias cercanas
al 5% han side obienidas en condiciones controladas de acidez, direacidn y flujo. Esta tecnologia estd
siendo implementada en ofras refinerfas v campos de produccién de Ecopetrol.

Practical methods fo isolate, adapt and propagote phenol biodegradating microorganisms were
established. Fifteen different microorganism groups were obtained, capable of eliminating phenol con-
tained in production water, sour water and waste water from Barrancabermeja ‘s refinery, and dehydration _
water from heavy oil-in-water emulsions. Elimination efficiencies higher than 95% in periods of time
shorter than 24 h were achieved ot laboratory and pilot plant scales. A continuous systemn using this
technology was successfully implemented in April, 1994 for the treaiment of waste water from Colombia's
biggest refinery. Existing estabilizing pocls were converted into bicreactors capable of handling water
flow rates between 14,000 and 32.000 m3d"'. Efficiencies close to 95% have been obtained under
controlled acidity, aeration and flow rate conditions. This technology is being implemented in other
Ecopetrol refineries and production fields.
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El fenol y sus derivados estdn presentes en efluentes -

de muchos procesos industriales, tales como refinerias
de petréleo, plantas petroquimicas, plantas de coqui-
zacion, industrias de pléstico, plantas farmacéuticas e
industrias de resinas, entre otras. Algunos de los méto-
dos conocidos para el tratamiento de estos residuos
incluyen procesos de extraccién con solventes, ad-
sorcidn con carbdn activado o resinas, ultrafiliracion,
incineraci6n, oxidacion guimica y biodegradacion (Zilli
et al., 1989; Garcia-Portilla et al., 1989; Lanoueth,
1977, v Teixeira et al., 1991).

Los métodos tradicionales para tratar aguas fendlicas
son costosos para industrias que generan grandes
volimenes de aguas residuales, como es el caso de las
refinerias. Por esto es factible el uso de.procesos
microbiolégicos para eliminar estos compuestos de una
manera econdmica, limpia y eficiente (Galil er al.,
1988).

Durante el proceso de biodegradacion, ademis de
generarse gas carbonico, agua y otros compuestos
intermedios, se consigue un incremento en la biomasa
como consecuencia de la utilizacién del fenol como
fuente de carbono y energia.

Debido a su toxicidad, los compuestos fendlicos,
altin a bajas concentraciones (>200 gm-3), pueden
causar inhibicién del crecimiento microbiano en plantas
de tratamiento de aguas residuales (Hinteregger ef al.,
1992). Sin embargo, algunos microorganismos han sido
reportados como degradadores de fenol, entre ellos,
Pseudomonas sp., Alcaligenes sp., Rhodococcus sp.,
Sarcinas, Desulfovibrio sp., Micaplana sp., Acro-
mobacter sp., Bacillus sp. y algunos géneros de
Nocardia y Acinetobacter (Dvoracek et al., 1989;
Allsop et al., 1993; Vaishnav er al., 1989; Menke y
Rhem, 1992 y Gvozdyak et al., 1989).

En Colombia, la empresa estatal petrolera (Eco-
petrol) hace grandes esfuerzos para recuperar y
preservar el entorno donde opera, lo cual se refleja en
el desarrollo y puesta en marcha de programas y
proyectos que le han merecido un puesto de vanguardia
en la conservacién ambiental entre las empresas
industriales del pais.

Para eliminar el impacto negativo sobre los
ecosistemas acudticos ocasionados por el vertimiento
de aguas asociadas a los procesos de transporte,
refinacion y produccion de petrdleo, Ecopetrol a través
del Instituto Colombiano del Petréleo (ICP) y del
Complejo Industrial de Barrancabermeja (CIB), lleva

Caracterizacion ||
aguas fandlicas  |L e e
T ./__/"'_ ila x
-~ biodegradacién
Oltencian de : 1 . @8 superior :
microarganismas al gt
2 el 8| \4\,@4 NO
¥
Alslamiento 5 G s W T r—
migrobiolégico Reducir tiempa ! 1L IE s
e de proceso H biomasa para el
¥ L | siguiente ensayg
| Dlzefia de grupos de £ ¥
rricroorganismos J; r\_ij [ Martenga el mismo |
T AR R EET n a
de proceso
. e Hepseto: |
Adaptacidn de | <l

e ey
microorganismeos L dTiempo da "

. : 5 NO s
& aguas agrias 3 biodegradacion ;. h)
o : ... disminuye? /,ﬁd} e
TS — W
i h S 3
Ensayos de : -
hindegradacion ‘__'\j

i Muestreo

Cuanti
fanal y biomasa
TSI TR

Cuantificacion
de fenal

Optimizar tiempos de
microorganismos de ||

Analisis parcial

da rasultados £ -
N i
- = Andlisis de i
<,/ ¢Fenal ™. 8l resultados

disminuya? Tt ¢._,_:,
Escalado
industrial

Descartar biomasa

Figura 1. Metodologia experimental

a cabo estudics de investigacién de procesos
biotecnoldgicos, con el fin de hallar las mejores
condiciones técnicas y econdmicas factibles para lograr
lIa degradacién biolégica de los compuestos fenélicos
de estos efluentes industriales (Diaz v Grosso, 1993).

En abril de 1994 se implementé la tecnologia de
biodegradacién de fenoles en la planta de tratamiento
de aguas residuales (PTAR) del CIB, la cual tiene un
caudal que oscila entre 16.000 y 32.000 m3d-!, y
entrega un efluente dentro de los limites exigidos por
las entidades ambientales colombianas, en condiciones
controladas de acidez, aireacion y flujo. Esta tecnologia
estd siendo extendida a otros distritos de Ecopetrol como
la refineria de Cartagena y los campos de produccion,

Este trabajo se llevd a cabo en dos fases: estudios
de laboratorio y planta piloto, los cuales se reaiizaron
en los laboratorios de reologia, biotecnologia y plantas

CT&F - Ciencig, Tecnalogio y Future - Val. 1 Nom. T Dic. 1995




BIODEGRADACION DE FENOLES EN AGUAS RESIDUALES

piloto del ICP, y escalado del proceso a nivel industrial,
el caal se realiza actualmente en la planta de trata-
miento de aguas residuales (PTAR) del CIB vy,
préximamente, en el sistema de tratamiento de aguas
residuales de la refineria de Cartagena. La Figura 1
presenta un diagrama esquemidtico de la metodologia
empleada. :

Caracterizacién de corrientes fendlicas

-En esta etapa del proyecto se analizaron corrientes
fenélicas asociadas al transporte, refinacién y
produccién de petréleo, tales como aguas agrias y
residuales del CIB, aguas de deshidratacién generadas
en el transporte de emulsiones inversas de hidrocarburos
pesados y aguas de produccién. La concentracién de
fenoles oscil6 entre 1 y 500 gm-3. La composicion
quimica de estas corrientes es variable, puesto que
depende de la naturaleza del hidrocarburo y método
de tratamiento de las emulsiones, del yacimiento y del
funcionamiento de las diferentes plantas de proceso.
En la:Tabla 1 se presenta la composicién promedio de
los efluentes evaluados.

Seleccién y adaptacion de microorganismos
Por métodos convencionales, se aislaron microor-
ganismos. provenientes de lodos de plantas de tra-
tamiento de aguas residuales domésticas, lodos aceitosos
de refineria y aguas fendlicas. Se utilizaron los
- microorganismos aislados como indculo inicial para la
degradacion de fenol. ' '

La adaptacién se llevé a cabo utilizando un medio
de cultivo enriquecido y volimenes crecientes de aguas
fenélicas, haSta obtenmer un crecimiento satisfactorio
en un medio que contenia 100% de aguas fendlicas y
algunas sales minerales. De esta forma se obtuvieron
microorganismos capaces de metabolizar compuestos
fenélicos. Estos microorganismos fueron aislados,
identificados y posteriormente agrupados, de acuerdo
con un disefio faciorial, en 15 mezclas diferentes, todas
con buen potencial biodegradador. El recuento’ de
microorganismos se hizo por los métodos de unidades
formadoras de colonias y del peso seco.

Ensayos de biodegradacion

Para efectuar los ensayos de biodegradaci6n, las
aguas fenolicas se complementaron con sales minerales,
de tal forma que la tinica fuente de carbono la aportd el
fenol. El pH inicial del medio se ajustd a siete mediante
adicién de acido fosférico. Como preindeulo se utilizo
el mismo medio en un volumen que no excedid el 10%
del volumen total del ensayo, incubado a 305 K (32°C)
durante dos dias. La concentracién inicial de micro-
organismos se mantuvo en un valor de 103 micro-
organismos por mililitro. El proceso se realizé a una
temperatura de 305 K (32°C) con suministro de aire
(1.300 ¢cm3min-1). '

El control del proceso se hizo cuantificando el
contenido de fenol en las aguas, antes y después del

proceso de biodegradacién. Se utilizd el método de la
4-aminoantipirina (APHA et al., 1992).

- Tabla 1. Caracdterizacién de corrientes fendlicas

Fenoles totales (gm-3) 300 - 500 20-180 15-30 0,7-2,5
B e 2R B
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Para mejorar la eficiencia de biodegradacién, los

cultivos estuvieron sujetos a ensayos sucesivos de

aclimatacién usando como inéculo la biomasa prove-
niente del ensayo precedente, logrando asi reducir
significativamente los tiempos de proceso.

Escalado del proceso

Inicialmente se realizaron ensayos en el laboratorio
utilizando volimenes pequefios (entre 100 cm3 y 500
cm3); los cuales se incrementaron gradualmente a
medida que se obtenjan resultados satisfactorios en cada
una de las pruebas. El proceso se evalu6 en sistemas
cerrados, semicontinuos y continuos, en biorreactores
agitados permanentemente, utilizando volimenes de
500 cm3,.3.000 cm3, 0,18 m3, 3 m3 y 10 m3 para
finalizar con el escalado industrial en biorreactores de
25.000 ma3.

Influencia del tipo de microorganismo

Los microorganismos seleccionados para conformar
las diferentes mezclas fueron ajustando su metabolismo

durante la etapa de adaptacién, y aumentaron
progresivamente la velocidad de desaparicion de fenol,
hasta obtener el consumo total en. tiempos cercanos a
24 h, con la mayoria de las mezclas evaluadas.

Los grupos conformados fueron mds eficientes que
cada uno de los microorganismos individualmente,
como se puede ver en la Figura 2, 1o que demuestra un
efecto sinérgico entre los diferentes microorganismos.

Influencia de la adaptacion de los
microorganismos a las agnas fendlicas

Una vez se seleccionaron y conformaron las dife-
rentes mezclas de microorganismos, se llevo a cabo el
proceso de adaptacién a aguas agrias de refinerfa
comenzando con tiempos de proceso de siete dias hasta
lograr reducciones de fenol significativas en periodos
de nueve horas. La temperatura de los ensayos s¢ man-
tavo en 303 K y el pH inicial del medio en 7.

La Figura 3 muestra el resultado del proceso de
adaptacién de los microorganismos parcialmente
adaptados a aguas agrias. Se puede observar un aumento
progresivo en la velocidad de biodegradacién a medida
que transcurren las diferentes etapas, hasta lograrse el

100

Biodegradacién de fenol (%)

|'A B - Cc D

E | ‘ Grupo X Grupo Y Grupo Z

Cultivos puros

Cultivos mezclados

Microorganismo

Figura 2. Ffecto del uso de microorganismos puros y en mezcla, sobre la biodégrcdocién de fenoles en oguas agrias.
Concentracion inicial de fenol, 380 gm-3; Tiempo de proceso, 24 h; Temperatura, 303 K.
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Figura 3. Proceso de adaptacién de microorganismos a aguas agrias de refinerfa.
Concentraciédn inicial de fenol, 437 gm-3; Tiempo de proceso, 7 d; Temperaiura, 303 K.

consumo de la totalidad del fenol en siete dias de
proceso. La composicion de los medios utilizados y las
condiciones de operacion fueron las mismas para todos
los ensayos realizados.

En la primera etapa se logré una reduccién del
contenido de fenoles cercana al 10%-: con la mayoria
de las mezclas ensayadas, excepto para ¢l grupo 1 que
demostr6é una rdpida adaptacién. En la segunda etapa
que consistié en el uso de parte de la biomasa de la
primera etapa de 'adapgacién, se logré incrementar la
biodegradacién acumulada en un 25%, destacdndose
nuevamente el grupo 1 y una respuesta ripida de la
mezcla 2 de microorganismos. En la teicera etapa se
logra una degradacién promedio del 80% con todos
los grupos. Las siguientes etapas de adaptacién con-
dujeron a la degradacién de la totalidad del fenol
suministrado en siete dias de proceso.

La Tabla 2 contiene los resultados finales del uso
de microorganismos aclimatados previamente a aguas
agrias, los cuales continuaron con el proceso de
adaptacién, hasta lograrse una reduccién en los tiempos

CT&F : Ciencia, Tecnologfa y Futuro - Vel 1 Nom. | Dic. 1995

de proceso hasta de siete veces la inicial. Los ensayos
evaluados a un tiempo de 24 h, muestran como nueve
de los 15 grupos microbianos consumieron la totalidad
del fenol; 10% ensayos a un tiempo de nueve horas
mostraron resultados altamente satisfactorios, y se
obtuvieron remociones superiores al 90% con la
mayoria de los grupos evaluados.

Influencia de la fuente de res.iduo fenolico

La concentracién inicial de fenoles, y de otros
contaminan{es presentes en las aguas residuales tratadas,
influye substancialmente en la velocidad de biode-
gradacion de todos los microorganismos ensayados.
Concentraciones altas de fenol como las encontradas
en las agnas agrias, son reducidas en tiempos cercanos
a nueve horas, por microorganismos adaptados (Tabla
2).

La Figura 4 presenta la biodegradacién combinada
de tensoactivos tipo dodecil benceno sulfonato y
fenoles, encontrados en aguas de deshidratacién de
emulsicnes de hidrocarburos pesados en agua. Se
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Tabla 2. Efecto del proceso de aclimatacién de microorganismos sobre el tiempo de biodegradacién de fenoles en
: ' aguas agrias - CIB

Concentracién inicial de fenol, 430 gm-3; Temperatura, 303 K
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Figura 4. Biodegradacién de fenoles y tensoactivos en aguas de deshidratacién de emulsiones de combustéles
Concentracién inicial de fenol, 11,05 gm-3; Concentracién de tensoactive lineal, 3.478,5 gm-3; Tiempe de proceso, 7 d;
Temperatura, 303 K

Fenol
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conformaron 12 mezclas de microorganismos capaces
de consumir ambos sustratos simultineamente,
obteniéndose reducciones superiores al 90% del fenol
y de cerca-del 65% de los tensoactivos, en siete dias de
proceso. .. '

Aguas de produccién con contenidos de fenoles
menores de 2 gm-3 (Figura 5) alcanzaron biodegra-
daciones superiores al 75% con la mayorfa de las
mezclas de microorganismos evaluadas, en periodos
de tiempo de cinco horas y mds del 95% en 24 h,
cumpliendo con los requerimientos ambientales
colombianos (0,2 gm-3). La relativa baja velocidad de
biodegradacién alcanzada se debe a la presencia de
fenoles sustituidos, los cuales fueron asimilados més
lentamente por estos microorganismos. Ademas, desde
el punto de vista cinético, la remocién de cantidades
elevadas de fenol ocurre a mayor velocidad que cuando
se desean remover cantidades pequefias, como las que
se presentan en estas aguas.

Debido a los grandes volimenes manejados por la
planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) del
Complejo Industrial de Barrancabermeja y a las altas

100

temperaturas presentes (313 K) fue necesario adaptar
los microorganismos a condiciones de trabajo mds
severas (altas temperaturas y sin adicion de nutrientes).
La Figura 6 muestra cémo la mayorfa de los grupos de
microorganismos una vez adaptados, lograron
consumos de fenoles cercanos al 98% con tiempos de
proceso de 15 h.

Escalado del proceso

Se realizaron ensayos de biodegradacién en un
biorreactor cerrado de 0,18 m3, con adicién de aire.
La Figura 7 presenta el proceso de adaptacion de una
de las mezclas de microorganismos a aguas agrias, con
un contenido inicial de fenol de 430 gm-3. El tiempo
de biodegradacion se redujo en cerca de 41 h, cuando
se realizaron ensayos sucesivos de aclimatacion.

Basandose en el flujo de aire, tiempo de residencia
y proporcién de nutrientes que se encontraron ade-
cuados en los ensayos en planta piloto, se procedié a
evaluar la eficiencia en biorreactores semicerrados
de 3 m3 y 10 m3 en el Complejo Industrial de Ba-
rrancabermeja. A estos niveles, el porcentaje de biode-

Biodegradacion de fenol (%)

1 2 3 4 5 8 7
Grupo de microorganismos

Figura 5.

8 El 10 1 i2 13 14 15

Biodegradacion de fencles en aguas de produccién de petréleo

Concentracién inicial de fenol, 1,44:gm-3; Tiempo de proceso, 5 h; Temperatura, 303 K
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Figura 6. Biodegradacién de fencles en aguas residuales PTAR
Concentracién inicial de fenol, 43,3 gm3; Tiempo de proceso, 15 h; Temperatura, 313 K
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Figura 7. Adaptacién de microorganismos o aguas agrios escala piloto (0,18 m3)
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Figura 8. Esquema general Planta de Tratamiento de aguas residuales PTAR - CIB
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Figura 9. Proceso de biodegraducién de fenoles a escala industrial PTAR - CIB
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gradacion y el crecimiento bacteriano se mantuvieron
en valores cercanos a los de los ensayos piloto, a pesar

de que la concentracion de oxigeno disuelto fue menor,

El escalado del proceso a nivel industrial se llevé a
cabo en la planta de tratamiento de aguas residuales
(PTAR) (Figura 8), en tres biorreactores aireados con
una capacidad total de 25.000 m3 que funcionaron como
sistemas cerrados y semicontinno durante la fase de
arranque del proceso. El tiempo de residencia oscild
entre 19 h y 38 h, la temperatura entre 309-313 K
(36-40°C), el pH entre 7 v 8,5, y la concentracion de
oxigeno disuelto se mantuvo en valores cercanos a 1
gm-3,

Durante la operacion normal de PTAR se manejan
flujos de agua entre 16.000 y 32.000 m3d-1. Mediante
el proceso de biodegradacién continua se obtiene una
reduccion en ¢l contenido de fenoles cercana al 95%,
entregando un efluente dentro de los limites exigidos
por las entidades ambientales colombianas (0,2 gm-3)
(Decreto 1594, 1989), en condiciones estables de flujo,
aireacion y acidez. La Figura 9 muestra los flujos
manejados y las concentraciones de fenol a la entrada
y salida.de los biorreactores en donde se realiza el
proceso de biodegradacion.

La tecnologfa de biodegradacién ha permitido la
depuracitén de agnas residuales industriales asociadas
a la actividad petrolera, resaltandose la aplicacién a
escala industrial que se realiza para el tratamiento de
la totalidad del agua producida en la mayor refineria
de Colombia.

@ En las aguas contaminadas con fenol, generadas en
procesos de refinacion, produccion y transporte de
hidrocarburos, se logré la biodegradacion total del
fenol en periodo$ inferiores a 24 h.

& Uno de los principales factores de éxito en el proceso
de biodegradacion de fenoles se basa en la técnica
de adaptacién de los microorganismos biotrans-
formadores al tipo de agua que se desea. tratar.

¢ La concentracién inicial y el tipo de fenol tuvieron
una marcada influencia sobre la eficiencia de bio-
degradacién. Concentraciones elevadas como la del
agua de refineria son reducidas rdpidamente, mien-
tras que a concentraciones bajas y en presencia de
fenoles sustituidos el proceso se hace mds lento.

# La conformacién adecuada de asociaciones micro-
bianas permite obtener biodegradaciones de fenol

14

mds eficientes que cuando se utilizan microor-
£anismos puros.

¢ La aplicacion indusirial del proceso de biodegra-
dacién en sistemas continuos ha permitido reducir
el contenido de fenoles en un 95 %, manejando flujos
hasta de 32.000 m3d-1,

@ Se recomienda realizar estudios de sensibilidad a
pH, exceso de aireacién, asi como técnicas para
establecer contacto entre microorganismos y aguas
por tratar, a través de lechos fluidizados.
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