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Esta tecnologfa, denominada Asociaciones Microbianas Estratificadas, AME, se evalué a nivel de labo-

ratorio y a escala banco. En los ensayos realizados en microcosmos, las AME fueron capaces de inmo-
vilizar el metal, y esta capacidad se incrementé al adicionarse bacterias oxidadoras de azufre. El empleo de
biorreactores permitié valorar el efecto de: la concentracién de azufre reducido disponible, la longitud del
biorreactor, el patrén de flujo y el efecto del tiempo de residencia en la captura del metal. La composicién
elemental de los constituyentes sélidos, la localizacién y naturaleza de los depésitos de metal en el biorreactor
fueron determinados por microscopia electrénica. Este proceso tiene una eficiencia de remocién del bario
entre el 95-98% en concentraciones que van de los 8 a 50 gm-3 . La captura del metal esté dada por fenéme-
nos de biosorcién y por la formacién de complejos de baja solubilidad como es el sulfato de bario.

S e presenta el desarrollo de una técnica para la remocién biolégica de bario de aguas de produccién.

This work shows the development of a technique for biological removal of barium from production waters. This
technology, called stratified microbial associations (SMA), was evaluated at laboratory and bench scale levels.
Removal capacity of this metal was demostrated by microcosmos and bioreactor assay. The role of reduced
sulfur availability, residence time, flow pattern and bioreactor size were also evaluated. Elemental composition
of the solid constituents, localization and nature of the metal deposits in the bioreactor were determined by
electron microscopy. This process has an efficiency of 95%-98% of barium removal with concentrations
between 8 and 50 gm-3. Metal capture is mainly due to biosorption and the formation of low solubility com-
plexes such as barium sulphate.

Palabras claves: aguas de produccién, bario, AME, bacterias oxidadoras de sulfuros.

* A quien debe ser enviada la correspondencia
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INTRODUCCION

Entre los diversos efluentes generados en la industria
petrolera, se encuentran las aguas de produccion, que
son mezclas complejas de materiales organicos ¢
morganicos, suspendidos y disueltos, cuya composicion
varia con el origen y el tiempo de explotacion del
yacimiento al cual pertenecen. Dentro de dichos
componentes se encuentra ¢l bario, metal pesado cuya
concentracion en estos efluentes puede exceder los
limites permisibles exigidos por la legislacion vigente,
constituyéndose en un problema de gran importancia
ambiental (Ministerio de Salud, 1983, 1984 y OMS,
1990).

En el tratamiento de aguas de produccion, las
técnicas fisico-quimicas convencionales para la
remocion de metales pesados son poco efectivas y de
baja competitividad econoémica, dada la complejidad
de la matriz y los grandes volumenes que deben ser
tratados (Hansen y Davies, 1994).

Por otro lado, los procesos biologicos para el trata-
miento de aguas de produccion va dirigido a la dismi-
nucion de la carga organica del efluente, pero no hacen
¢nfasis en la captura de cationes pesados presentes en
la solucion (Smith ez al.,1994 y Volesky y Hocan,1995).
Sin embargo, algunas técnicas bioldgicas no conven-
cionales utilizadas para el tratamiento de corrientes de
desecho, como las tierras humedas (“wet land™) y las
Asociaciones Microbianas Estratificadas, AME, son
promisorias en la remocion de metales pesados de es-
tos efluentes (Bender y Phillips, 1994 y Rodriguez et
al., 1994).

En general, las AME se definen como comunidades
microbianas heterogeneas que se organizan en forma
laminar. Se caracterizan por su alta diversidad y
resistencia, y son capaces de proliferar en aguas de
produccion mejorando su calidad ambiental. Dentro
de los microorganismos que integran la asociacion se
encuentran cianobacterias, bacterias sulfurosas colo-
readas (BSC) y no coloreadas (BSNC) y varios tipos
de bacterias heterotrofas (Bender y Phillips, 1994 y
Vatcharapijan ez al., 1994).

Este trabajo, utilizando como modelo la remocion
de bario, muestra la utilizacion de la técnica AME en
la eliminacion de metales pesados de corrientes de
producciéon. Esta aplicacion es una innovacidon
biotecnoldgica y una excelente herramienta para ser

utilizada en las dos formas probables de disposicion
final de las aguas de produccion: vertimiento en super-
ficie y reinyeccion.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La secuencia experimental, que permitid el
planteamiento y la utilizacion de las AME como una
alternativa viable para la remocion de bario de las aguas
de produccion, se ejecuto en varias etapas. Todos los
ensayos se realizaron por duplicado y mostraron una
alta reproducibilidad en los resultados.

El trabajo incluyo pruebas de remocién de bario
utilizando las AME en microcosmos y biorreactores.
Se evaluo el efecto del tiempo de residencia, el efecto
de la longitud del biorreactor y la determinacion de la
localizacion y naturaleza de los depositos de metal por
microscopia electronica. La eficiencia de la remocion
de bario se determino por la disminucién en la
concentracion del metal en la solucion. Esta fue medi-
da por espectrofotometria de absorcion atémica y por
colorimetria (Hawes, 1985). Los sulfatos fueron de-
terminados turbidimétricamente (Norma ASTM D516-
90).

Asociaciones microbianas estratificadas, AME.

Las AME, empleadas en la realizacion de este tra-
bajo, fueron conformadas utilizando cultivos mixtos de
clanobacterias, bacterias oxidadoras de sulfuro colo-
readas y no coloreadas, obtenidas por enriquecimiento
selectivo de muestras de aguas de produccion, proce-
dentes del Distrito de Produccion El Centro-Ecopetrol
de Barrancabermeja.

Biorreactores.

En la proliferacion de la biomasa y en la realizacion
de los ensayos a escala banco, se emplearon tres tipos
de biorreactores continuos. El material de empaque
fue el siguiente (% en peso seco): carbon mineral 15%,
arena 6%-7%, grava 75% y recortes de material vegetal,
3%-4%. Estos fueron inoculados con los microorga-
nismos que conforman las AME y puestos en opera-
cion después de seis semanas de crecimiento.

Los tipos de biorreactores utilizados fueron los
siguientes (Figura 1):

Modelo 1: Biorreactor de lecho empacado de una
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sola etapa. Se utilizo para el cultivo de los microorga-
nismos. Dimensiones: relacion largo/ancho 1,5, altura
0,12 m .

Modelo 2: Biorreactor de empaquetamiento alter-
nado multictapas en cascada. Dimensiones relacion
largo/ancho 2,6, altura 0,19 m, areca del tapete
microbiano 0,23 m2.

Modelo 3: Biorreactor empacado en forma
secuencial para tener regiones de flujo con empaque y
sin empaque en una sola direccion. Relacion largo/
ancho 3.5, altura 0,1 m, area del tapete microbiano
0,23 m2.

Tipos de agua de produccion.

Se seleccionaron dos tipos de aguas de produccion:
una de concentracion alta de bario 45-50 gm-3 y otra
de concentracion baja 8-15 gm-3 . Las concentracio-
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nes iniciales de sulfatos en estas aguas oscilaban entre
los 20 gm-3 y los 80 gm-3.

Utilizacion de las AME en microcosmos.

Se evalud la contribucion individual y sinérgica de
las AME, las bacterias sulfurosas no coloreadas (BSNC)
y de la adicion de una fuente de azufre reducido en la
precipitacion y acumulacion de bario y la produccion
de sulfatos, se realizo un disefio experimental, el cual
incluyo ocho tratamientos. Estos fueron:

Tratamiento

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

AME + + + o+
Tiosulfato + 4+ - -+ +
BSNC + - + - 4+ - +

(+) Adicién; (-) No adicién

Se utilizaron recortes de 3 cm? de la asociacion,
crecidos hasta la madurez (cuatro semanas), los cuales
se colocaron en vasos de precipitado con 100 cm3 de
agua de produccion. Se adicionaron 2 cm3 de BSNC
en una concentracion de 48x10 células por cm3. La
concentracion final de azufre reducido en el ensayo
fue de 100 gm-3, lograda mediante adicion de un pa-
tron de tiosulfato de sodio de 1.000 gm-3.

Los tratamientos de las muestras, T1-T8, fueron
incubados en camara iluminada durante 24 horas, en
agitacion longitudinal (150 ciclos). Al final de la
incubacion, el volumen total de agua fue filtrado al vacio
utilizando membranas de 0,45 um . Las muestras fue-
ron preservadas con un mililitro de acido nitrico y re-
frigeradas, para posteriormente evaluar su contenido
de bario y de sulfatos.

Empleo de biorreactores en el tratamiento de
diferentes aguas de produccion.

Se determind la funcionalidad de las AME en la
captura y precipitacion de bario en biorreactores, cuando
se utilizan diferentes tipos de aguas de produccion.
Simultaneamente, se determin6 la incidencia del patron
de circulacion del flujo de agua en el interior del siste-
ma.
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Cada uno de los tipos de agua de produccion eva-
luados se trato en los biorreactores tipo dos y tres en
forma separada. En todos los casos, ¢l agua de pro-
duccidn fue suplementada con 100 gm-3 de NayS,05
y 50 gm-3 de NH4Cl. El tiempo de residencia fue de
30 horas y el tratamiento se efectud durante 10 dias,
en cada uno de los cuales se tomaron muestras para
analisis de bario y de sulfatos.

Efecto del tiempo de residencia en la captura de
bario en sistemas continuos.

La unica variable de este disefio experimental fue
el tiempo de residencia. Se utilizaron cuatro niveles:
30,24, 18 y 12h . Los ensayos fueron realizados en el
biorreactor 3, utilizando agua de produccion de con-
centracion alta de bario suplementada con 100 gm-3
de tiosulfato de sodio y 50 gm-3 de cloruro de amonio.
Las velocidades de los flujos empleados variaron entre
10y 20 cm3/min .

Efecto de la longitud del biorreactor en la captura
de bario.

Se tomaron cuatro muestras en diferentes puntos
en los cuales no habia material de empaque a lo largo
del biorreactor. Las distancias utilizadas fueron: 0,125 m,
0,625my 0,875 m.

Los ensayos se realizaron en el biorreactor 3. Las
condiciones de operacion restantes fueron idénticas a
las descritas en el disefio anterior.

Microscopia electronica.

Con ¢l fin de determinar ¢l sitio y naturaleza de la
formacion de depositos de bario procedente de la so-
lucién, se tomaron muestras para SEM, Scaning
Electronic Microscopy, acoplado con una sonda EDX,
Electron Dispersive. La modalidad de backscatter se
utilizo para determinar zonas de alta densidad electro-
nica donde se acumulan de preferencia los elementos
pesados. Las muestras fueron tomadas del biorreactor
2. Se incluyeron soportes colonizados y materiales
biologicos de diferentes puntos de la columna de agua.

El procesamiento de las muestras incluyo la deshi-
dratacion en concentraciones crecientes de etanol y
secado por punto critico, y la posterior observacion en
un microscopio electronico Cambridge Instrument
Stereoscan 240.

RESULTADOS Y DISCUSION

Utilizacion de las AME en microcosmos.

Los resultados de la Figura 2 muestran que las AME
son capaces de inmovilizar ¢l bario (T4), y esta facul-
tad se optimiza por la bioaumentacion con BSNC
lograndose una remocioén del 95% (T1y T2).

El in6culo de BSNC fue capaz de oxidar el tiosulfato
y precipitar el bario (T5). Esto confirma que los
microorganismos utilizan una fuente de energia que,
en este caso, la proporciona el tiosulfato. Se genera la
siguiente reaccion (Jorgensen, 1988 y Kelly, 1988):

bacterias

Na,SO, + H,S0, + Ba**—— BaSO,

La alta solubilidad del tiosulfato hace que esté dis-
ponible para las bacterias y se logre la oxidacion y
produccion de concentraciones elevadas de sulfatos,
los cuales reaccionan con el bario de la solucion y lo
precipitan.

La acumulacion del bario y otros metales dentro de
la asociacion, no es el resultado unicamente de la for-
macion de compuestos de baja solubilidad, como
sulfatos, sino también del atrapamiento del metal por
diferencias de carga entre el metal en solucién y la
pared celular de la biomasa (Volesky y Hocan, 1995).
Este caso puede apreciarse en el tratamiento, donde se
emplearon recortes de las AME y BSNC sin adicionar-
le ninguna fuente de azufre y con el que se logra, hasta
en un 84%, la inmovilizacion del metal (T3).

Eficiencia de las AME en diferentes tipos de agua
de produccion y diferentes patrones de flujo.

Los niveles de remocion de bario alcanzados con
este experimento se muestran en las Figuras 3y 4. En
la Tabla 1 se observan los resultados obtenidos en la
bioproduccion endégena de sulfatos, los cuales resul-
tan efectivos en la remocion de bario de altas concen-
traciones (Figura 4).

El patron de flujo utilizado en este sistema permite
generar gradientes redox similares a los reportados por
Gemerden (1993). En esta clase de sistemas la conser-
vacion de gradientes de potenciales redox que facilitan
la sedimentacion de las diferentes formas de azufre,
hacen efectiva la remocion de metales como sulfuros
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Figura 2. Utilizacién de las AME en microcosmos. Remocién de bario.
El tiempo de exposicion fue de 24 h, la concentracién inicial de bario fue 45,2 gm-3. (+) Adicién, ( - ) No adicién, AME
recortes maduros de asociaciones microbianas estratificadas, BSNC adicién de inéculo bacterias oxidadoras de
sulfuros, NayS,0O3. La concentracién final de tiosulfato de sodio fue 100 gmS
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Figura 3. Remocién de bario en los biorreactores 2 y 3, utilizando agua con
una baja concentracién de metal. La concentracién inicial de bario fue de 8,1 gm™
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Figura 4 Remocién de bario en los biorreactores 2 y 3, utilizando agua con una alta
concentracién del metal. La concentracién inicial de bario fue de 54,9 gm™.

Tabla 1. Produccién de sulfatos en los biorreactores 2 y 3, utilizando diferentes tipos de agua de produccién

CONCENTRACION DE SULFATOS (gm?)
Agua de produccion. Concentracion de metal
Dia Concentracion baja Concentracion alta
Biorreactor 2 Biorreactor 3 Biorreactor 2 Biorreactor 3

1 85,3 211 32,2 790

2 95,0 290 41,3 982,5

3 72,0 1.090 36,0 797,5

4 59,5 1.538 400,0 945

5 57,5 1.550 30,0 9425

6 57,5 1.725 48,3 781,8

7 68,2 1.510 61,3 947

8 86,6 1.790 282,5 620
Control 8,1 16,8 54,9 17

o sulfatos metalicos. Este caso ocurre con el bario
que precipita como sulfato de bario.

En consecuencia, ¢l flujo horizontal, como el pre-
sentado en el biorreactor 3, favorece el establecimien-
to de zonas oxidantes en el extremo superficial de la
asociacion, y de zonas reductoras en la parte media y
profunda del crecimiento de la asociacion. De esta
manera, el bario s¢ acumula como sulfato en forma

40

preferencial en las zonas oxidantes, mientras que en
las zonas reductoras se estarian formando sulfuros
enddgenos, para su posterior transformacion en sulfatos
en las zonas oxidantes (Gemerden, 1993).

Un modelo que relacione cuantitativamente la
concentracion de bario soluble y la concentracion de
sulfatos producidos, esta determinado por otros iones
presentes en el sistema, por lo cual, cada tipo de agua
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de produccion se convierte en un caso particular. Ade-
mas, el balance de masa esta determinado por la pre-
sencia de formas de sulfato en los diferentes soportes,
la cuantificacion del azufre reducido que esta presen-
te en ¢l agua tratada y el suministrado como nutriente.

Adicionalmente, se debe tener en cuenta que la
composicion del agua modifica el tipo y la concentra-
cion de microorganismos presentes en la asociacion.
Asi, una concentracion de azufre reducido, entre 50-
100 gm-3, estimula las bacterias oxidadoras de sulfuros
y, por consiguiente, la produccion enddgena de sulfatos
y el atrapamiento de bario. Por otro lado, si disminuye
la concentracion de azufre reducido, disminuyen tam-
bién la poblacion de microorganismos oxidadores de
sulfuros y la eficiencia en la precipitacion del metal.

Efecto del tiempo de residencia en la captura de
bario en sistemas continuos.

Los resultados obtenidos en estos ensayos indican
que el sistema amortigua eficazmente cambios en los
flujos de entrada de agua, sin detectarse disminucion
en el atrapamiento de bario, ni en la capacidad filtrante
(Figura 5). Tampoco se detectdo una disminucion
sustancial en la oxidacion de fuentes reducidas de
azufre, y se mantuvieron los sulfatos biogénicos en el
rango de 530-790 gm-3, en el caso del tiempo de resi-
dencia de 12 h (Tabla 2).

105

En un sistema de tratamiento de aguas basado en
la utilizacion de las AME, el tiempo de residencia en
el cual la remocidn de bario es efectiva muestra una
relacion directa entre la superficie y el volumen del
reactor. De esta manera, al incrementar la relacion
superficie expuesta / volumen del reactor, es posible
reducir el tiempo de residencia. Este hecho se debe a
que las reacciones de circulacién del C, S, Ny P, son
dependientes de la fijacion de carbono por via
fotosintética. Por lo tanto, la eficiencia con que se
realicen estas reacciones depende, en gran medida,
de la superficie expuesta a la luz solar (Alexander,
1980 y Gemerden, 1993).

Efecto de la longitud del biorreactor en la captura
de bario.

En la Figura 6 aparecen los resultados obtenidos
del efecto que presenta la variacion de la longitud del
reactor en la produccion de sulfato y captura del ba-
rio. Puede observarse que a medida que aumenta la
longitud del reactor hay un incremento en la produc-
cion de sulfato y una disminucion del contenido de
bario. La concentracion inicial del metal fue de 60
gm-3, disminuyendo hasta 0,92 gm-3 a la salida del
reactor, con lo cual se alcanzd un 98% de remocion
del metal en el biorreactor estudiado, modelo 3.
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Figura 5. Valoracién del efecto del tiempo de residencia en la remocién de bario biorreactor 3
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Tabla 2. Valoracién del efecto del tiempo de residencia. producciéon de sulfatos.

CONCENTRACION DE SULFATOS (gm™)
i Tiempo de residencia
DIA 12 Horas 18 Horas 24 Horas 30 Horas

1 584 1280 656 790
2 647 1279 465 983
3 532 847 970 798
4 794 541 452 945
5 663 481 335 942

Este biorreactor puede ser modelado, de acuerdo
con los resultados, como un reactor continuo en que la
transformacion del tiosulfato en sulfato es funcion de
la longitud, permitiendo asi remociones de bario cer-
canos al 100%.

Microscopia electrénica.

Las muestras directas de la biomasa, incluidas den-
tro de las AME, mostraron fibras tubulares elongadas
que corresponden a cianobacterias. El entramado for-
mado por este tipo microbiano permite la adherencia
de bacterias y la filtracion de particulas.

Asi mismo, se observan bacterias de forma bacilar
que resultan mas claras y brillantes que el resto de la
muestra (Figura 7, microfotografia). Una imagen global

de la muestra a 709(X) revela como son filtrados los
solidos contenidos en el agua y luego depositados so-
bre la malla de microalgas. Por su mayor densidad
electronica, las particulas compuestas de elementos
mas pesados son observables con un mayor brillo. Esto
explica la tonalidad adquirida por algunas bacterias en
este sector de la muestra.

Al posicionar la sonda EDX sobre estas bacterias
se resuelve perfectamente un pico correspondiente al
elemento bario, y otro pico de idéntica altura pertene-
ciente al azufre. La concentracion de azufre basal de
las células (0,5%-1,5% en peso seco de cenizas segun
Grady y Lim, 1988) no se detecta en los analisis ele-
mentales de rutina utilizando EDX. De esta manera,
el azufre depositado en la superficie de las células es
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Figura 6. Efecto de la longitud del biorreactor. Resultados de los porcentajes
de remocién de bario y concentracién de bario y concentracién de sulfato
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Figura 7. Fotografia de microscopia electronica de las
AME, y la ubicacién de depdsito de bario

de origen exdgeno. Ademas, siendo el sulfato la forma
insoluble de bario mas frecuente, es factible que estos
dos elementos se acumulen proporcionalmente. Tam-
bién se detectaron picos de Fe, Ca y P. Estos resulta-
dos se obtuvieron luego de revisar un minimo de vein-
te campos por muestra.

CONCLUSIONES

Las AME remueven, en forma efectiva, el bario
de las aguas de produccion. Las remociones de
bario tienen una efectividad del 95% cuando se tra-
tan aguas de produccion con una alta y baja con-
centracion del metal. Esta remocion de metales
esta dada por procesos de biosorcion y por la for-
macion de complejos de baja solubilidad como
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sulfuros, sulfatos, carbonatos y polifosfatos.

El tiempo de residencia para una remocion eficaz
del metal, esta relacionado directamente entre la
superficie expuesta y el volumen del reactor. Para
las condiciones de operacion utilizadas en el
biorreactor 3, se determind que en los tiempos de
residencia utilizados, 18, 24 y 30 horas, se logran
remociones de bario superiores al 90%.

La concentracion de azufre reducido que ingresa
al sistema esta relacionada con la inmovilizacion
de bario. Concentraciones de 50 gm-3 de tiosulfato
lograron remociones mayores al 95% cuando el flujo
del agua era horizontal.
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