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Resumen y Abstract IX

Resumen

En Colombia los atentados contra la infraestructura petrolera empezaron en los afios 80
y contindan en la actualidad, lo que ha generado dafios en el medio ambiente y en la
salud humana. En la presente investigaciébn se evalio la biodegradacion de los
Hidrocarburos Totales del Petréleo (HTP) en condiciones anaerobias de un suelo de la
vereda Silvania, Putumayo. En la investigacibn se evaluaron dos tecnologias,
bioestimulacion y biorremediacion, ademés se contd con un tratamiento de control y un
tratamiento de atenuacion natural. El tratamiento de bioaumentacion se dividio en:
Bioaumentacion (B) y Bioaumentacién con surfactante (BS) ambos tratamientos poseen
un 10% (p/p) de compost para aumentar la densidad bacteriana y al ultimo se le agregé
el surfactante Tween 80 cuya concentracion fue de una vez la concentracién micelar
critica (CMC). Por otra parte se cuenta con tres tratamientos de bioestimulacion,
Bioestimulacion (BE), Bioestimulacion con surfactante (BES) y Bioestimulacién con
surfactante y D-Limoneno (BESL), estos tratamientos cuentan con la adicion de
nutrientes como Nitrégeno y Fdésforo que fue determinada mediante el método de
McCarthy y enmiendas como melaza y leonardita. Después de 90 dias la degradacién de
HTP fueron de 53,8% 57,7% 65,4% 69,2% 75,9% 76,9% y 76,9% para los tratamientos
Control, Bioaumentacién, Bioaumentacion con surfactante, Bioestimulacion,
Bioestimulacion con surfactante y Bioestimulacion con surfactante y D-Limoneno
respectivamente.

Palabras clave: Petréleo, Biorremediacion en condiciones anaerobias, HTP, Suelo,
surfactante.



X Gestion de un proceso de biorremediacion bacteriana de suelo contaminado con
crudo en condiciones anaerdbica

Abstract

In Colombia, the attacks against the oil infrastructure began in 1980 and continue today,
these attacks cause damage to the environment and human health. In the present
investigation, the biodegradation of Total Petroleum Hydrocarbon (TPH) was assessed in
anaerobic conditions of a soil come from Silvania, Putumayo. In the research, two
technologies, biostimulation and bioremediation were assessed, as well as a control
treatment and a natural attenuation treatment. The bioaugmentation treatment was
divided into: Bioaugmentation (B) and surfactant bioaugmentation (BS) both treatments
have a 10% (w/w) of composting to increase the bacterial density and the last was added
the surfactant Tween 80 whose concentration was at once the critical micelle
concentration (CMC). On the other hand there are three biostimulation treatments,
Biostimulation (BE), Biostimulation with surfactant (BES) and Biostimulation with
surfactant and D-Limonene (BESL), these treatments have the addition of nutrients such
as Nitrogen and Phosphorus that were determined by McCarty's method and
amendments such as molasses and leonardite. After 90 days the degradation of TPH
were of 53.8% 57.7% 65.4% 69.2% 75.9% 76.9% and 76.9% for the treatments Control,
Bioaugmentation, Bioaugmentation with surfactant, Biostimulation, Biostimulation with
surfactant and Biostimulation with surfactant and D-Limonene respectively.

Keywords: Oil, anaerobic bioremediation, TPH, Soil, Surfactant
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Introduccion

En el afio 1970 se creia que el suelo tenia una capacidad de autodepuracion casi infinita
motivo por el cual no se hablaba de contaminacion de suelos, sin embargo en el afio
1972 se clasificé al suelo como un recuso limitado y con facilidad de destruirse por lo que
debe ser protegido. A través del tiempo las acciones tomadas para la proteccion del
suelo aumentaron, en la Cumbre de Rio "se reconoci6 la importancia de la proteccion del
suelo y de sus usos potencial en el contexto de desarrollo sostenible" (Silva Arroyave &
Correa Restrepo, 2009), en 1994 la Convencidn de las Naciones Unidas establecié como
objetivo "evitar y reducir la degradacién del suelo" (Silva Arroyave & Correa Restrepo,
2009). En Colombia uno de los contaminantes sobresalientes son los hidrocarburos, los
cuales han causado contaminacion tanto en el suelo como en fuentes hidricas afectado a
la poblacion aledafia. La contaminacion por hidrocarburos en la mayoria de los casos se
da por fuentes antrdpicas entre las que se encuentran atentados contra oleoductos,
pozos, lineas de trasferencia, equipos de produccién, mantenimiento y transporte de
crudo (Ecopetrol. S.A, 2015a), ademas de la instalaciéon de valvulas ilicitas y residuos
provenientes de la refinacion del petréleo (Ecopetrol. S.A, 2015b).

Los hidrocarburos tienen una baja solubilidad en agua y son altamente hidrofébicos por lo
cual se adhieren a las particulas del suelo ademas de ser persistentes en el medio
ambiente (B. V. Chang, Chang, & Yuan, 2003; Li, Wong, Wang, & Tam, 2015). Algunos
hidrocarburos presentan propiedades cancerigenas, mutagénicas o son posibles
desruptores endocrinos, disminuyen el crecimiento e interfieren con el desarrollo normal
de flora y fauna (Kauppi, Sinkkonen, & Romantschuk, 2011; Li, Wong, & Tam, 2010), por
este motivo la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) ha
clasificado a los Hidrocarburos Aromaticos Policicliclos (HAP) como contaminantes
prioritarios (Wu et al., 2016). En Colombia, el Ministerio de Ambiente Desarrollo
Sostenible ha establecido que los hidrocarburos son compuestos téxicos (Ministerio de
Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial & Colombia, 2007). La resolucion 1170 de
1997 del DAMA dicta normas que pretenden disminuir los vertimientos de hidrocarburos
al suelo sin embargo a nivel general la legislacion que regula el vertimiento de
compuestos toxico al suelo en esta pais es poco estricta.

Una alternativa para la descontaminacion de suelos es la biorremediacion, la cual es una
tecnologia eficiente, amigable con el medio ambiente y econdémica en comparacién con
los métodos fisicos y quimicos. Alrededor del mundo se han aplicado tratamientos de
bioestimulacion y bioaumentacion para tratar suelos contaminados con hidrocarburos
obteniendo diferentes porcentajes de biodegradacion segun las condiciones. La



2 Capitulo 1

bioestimulacion se caracteriza por modificar el ambiente debido a la adicién de nutrientes
con lo que se evade las limitaciones metabolicas de las comunidades microbianas (Wu
et al., 2016). Nutrientes como nitrégeno, fésforo y aceptores de electrones son
empleados para estimular la velocidad de degradacion del contaminante (Hatzikioseyian,
2010). Ademas de la adicién de enmiendas como melaza, surfactantes como el Tween
80, solubilizantes como D-Limoneno y Leonardita los cuales actlan como co-sustrato,
aumentar la biodisponibilidad del contaminante y mejorar las condiciones fisicoquimicas
del suelo respectivamente. Por otro lado la bioaumentacion consiste en aumentar la
biomasa de la poblacion bacterial (Xu & Lu, 2010) mediante la inoculacion de
microorganismos al6ctonos para mejorar la biodegradacion de los contaminantes
(Hatzikioseyian, 2010; Wu et al.,, 2016). La introduccién de microorganismos no
reemplaza la poblacion microbiana autéctona (Hatzikioseyian, 2010).

El objetivo de esta investigacion se centrd en evaluar el efecto del surfactante Tween 80
en la degradacion de HTP en los tratamientos de bioestimulacion y bioaumentacion de
suelos contaminado con crudo en condiciones anaerobias. Se uso un disefio estadistico
completamente al azar con un factor y 7 niveles que corresponden a los tratamientos
Control (C), Atenuacion Natural (AT), Bioaumentacion (B), Bioaumentacion con
surfactante (BS), Bioestimulacién (BE), Bioestimulacion con surfactante (BES) y
Bioestimulacion con surfactante y D-limoneno (BESL). La dosificaciébn de nutrientes en
los tratamientos de bioestimulacion fue realizada mediante el método de McCarty. En los
tratamientos de Bioaumentacién se agreg6 el 10% de compost con el fin de no diluir los
hidrocarburos en el suelo contaminado. La duraciéon de los tratamientos fue de 90 dias.
Se realizé la caracterizacion fisicoquimica del suelo y cuantificaron los HTP en todos los
tratamientos al inicio y al final de los tratamientos. El crecimiento de bacterias
heterétrofas e hidrocarburoclastas fue realizado cada 7 dias al igual que los parametros
como potencial redox, potencial de hidrogeno y conductividad eléctrica. Adicional a esto
se realizé un patrén de emision de gases generados en el proceso de biorremediacion en
condiciones anaerobias. Se encontrd que la adicion de nutrientes, enmienda y compost
mejoraron el porcentaje de biodegradacion de HTP en contraste con el tratamiento de
Atenuacion Natural e investigaciones previas.

El primer capitulo de la presente investigacion contiene el planteamiento del problema en
donde se da a conocer el impacto que tienen el crudo en el medio ambiente, las fuentes
de contaminacion y la posible solucién. Ademas se mencionan el objetivo general, los
objetivos especificos, la pregunta de investigacion y la hipétesis de esta investigacién. En
el segundo capitulo se presentan los antecedentes relacionados con la biorremediacion
de diferentes hidrocarburos en condiciones. En el tercer capitulo se describe el marco
tedrico que se relaciona con el proceso de biorremediacion, variables que intervienen en
el proceso y las caracteristicas de las enmiendas a utilizar. En el cuarto capitulo se
presenta la metodologia usada en la ejecucion de la investigacion. En el quinto capitulo
da a conocer la discusion y los resultados obtenidos en el proceso de biorremediacion
teniendo en cuenta los analisis estadisticos. En el Ultimo capitulo se presentan las
conclusiones y recomendaciones de esta investigacion.



1.Antecedentes

En el presente capitulo se presenta unaa revisién sobre de trabajos previos en el tema de
la biorremediacion de sistemas anaerobios de suelos y sedimentos llevados a cabo a
escala de laboratorio.

DellAnno, Beolchini, Rocchetti, Luna, & Danovaro (2012) investigaron el cambio en la
abundancia y biodiversidad de los microorganismos durante pruebas de biorremediacion
y la degradacién de hidrocarburos totales del petréleo. Se estudié la evolucién del
ecosistema microbiano. La investigacion se realizé en sedimentos marinos contaminados
con hidrocarburos en condiciones anaerobias a 20°C y 35°C durante 60 dias. Se agregé
lactosa y acetato de sodio como donantes de electrones. Se encontré que los mejores
resultados se presentaron a 35°C. La concentracion de hidrocarburos totales del petréleo
(HTP) con adicion de acetato se redujo de 1125+125 ug/g a 646+71 ug/g mientras que en
la muestra con lactosa la reduccion fue de 1100+25 ug/g a 628+60 ug/g. Beolchini,
Rocchetti, Regoli, & DellAnno (2010) estudiaron el proceso de biorremediacion en
sedimentos marinos, sin embargo, estos se encontraban contaminados con
hidrocarburos alifaticos e hidrocarburos aromaticos poli ciclicos (HAP), la concentracion
de estos fue de 500 + 20 ug/g vy 6.1+ 0.1 ug/g respectivamente. Se aplicaron tres
tratamientos, al primero se le adicioné sulfato de amonio (NH,4),SO, y fosfato di potasico
K,HPO, como nutrientes, al segundo tratamiento se le adicion6 arena y al tercero una
combinaciéon de nutrientes y arena. Los mejores resultados se vieron en el tercer
tratamiento con una remocioén de hidrocarburos alifaticos e hidrocarburos poli ciclicos
cerca del 75%. Coates, Woodward, Allen, Philp, & Lovley (1997) investigaron la
biodegradacion de HAP en sedimentos marinos, especificamente naftaleno, fenantreno,
metilnafataleno, fluoreno y fluoranteno, encontrando que estos fueron degradados
rapidamente a diéxido de carbono. Coates, Anderson, & Lovley (1996) estudiaron la
biodegradacién de HAP en sedimentos marinos bajo condiciones sulfato reducidas con
una duracién de 70 dias. Se determind que las velocidades de degradacion estaban
relacionadas con la concentracion de hidrocarburos. El naftaleno y fenantreno fueron
oxidados a CO, y ademas se descubrié que el benceno no era oxidado inmediatamente a
CO..

Coates, Anderson, Woodward, Phillips, & Lovley (1996) estudiaron la degradacion bajo
condiciones anaerobias en sedimentos marinos con adicién de Hierro (llIl). Se determiné
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gue en estas condiciones no se favorecia la biodegradacion y que esta puede tener
mejores resultados bajo condiciones sulfatos reducidas. Boopathy (2003a) investigé la
biodegradacion de diésel en condiciones anaerobias en sedimentos recogidos en
humedales. Se realiz6 en una mezcla de aceptores de electrones donde se tuvo un
biodegradacion del 99%, en condiciones sulfato reducidas un 62%, un 43 % bajo
condiciones metanogénicas y 40% en condiciones nitratos reducidos. B. V. Chang et al
(2003) estudiaron dos muestras de lodo, uno local y otro proveniente de la actividad
petroquimica, las cuales estaban contaminadas con HAP. Las condiciones de
degradacién que se probaron en este estudio fueron sulfato reducido, metanogénicas y
nitrato reducidas, obteniéndose velocidades de degradacién mayor en el orden expuesto.

Li et al (2010) realizaron una investigacién en sedimentos de manglar contaminados con
HAP, especificamente fluoreno, fenantreno, fluorantreno y pireno bajo dos condiciones,
sin oxigeno y con una baja concentracién de este, donde se realiz6 una inoculacién con
bacterias degradadoras en las dos condiciones. Se encontr6 que la mayor
biodegradacion fue en la muestra inoculada. La presencia de hierro (lll) no mejoré la
biodegradacion de manera significativa, ademas se hallé que la biodegradacion de los
HAP estuvo en los rangos de 4% a 15% y que los hidrocarburos de bajo peso molecular
como fluoreno y fenantreno tuvieron una biodegradacion mas rapida que las moléculas
de alto peso molecular como fluorantreno y pireno, esta biodegradacion se vio optimizada
bajo condiciones de bajo oxigeno. Li et al (2015) bajo condiciones similes a las anteriores
y variando el aceptor de electrones a bicarbonato de sodio (NaHCO3) obtuvieron
resultados similares a los anteriores. Li, Zhou, Wong, & Tam (2009) en sedimentos de
manglar contaminados con HAP especificamente fluoreno, fenantreno, fluorantreno y
pireno en presencia de aceptores de electrones y en condiciones de ausencia de oxigeno
y poco contenido del mismo. Se investigé la influencia de la profundidad sobre la
biodegradacion. Al final del proceso de biorremediacion se encontré que en bajas
condiciones de oxigeno el porcentaje de biodegradacion fue del 33% para el fluoreno,
24% para el fenantreno, 22% para el fluorantreno y 17% para el pireno. Mientras que en
condiciones sin oxigeno los resultados fueron los siguientes: 24% para el fluoreno, 23%
para el fenantreno, 12% para el fluorantreno y 10% para el pireno. B.-V. Chang, Chang, &
Yuan (2008) investigaron la biodegradacion de HAP, concretamente fenantreno y pireno
en sedimentos de manglar. Se tomaron cinco muestras a las cuales se adicion6 acetato,
lactato, piruvato, cloruro de sodio, celulosa o hierro cero valente, donde se encontré que
todas optimizaban el proceso de biodegradacion. Ademés, se determind que la
inoculacion de las muestras favorecia la biodegradacion de HAP. También pudo
observarse que la velocidad de degradacion del fenantreno fue mayor a la del pireno,
esto debido a su mayor peso molecular.

Scherr, Nahold, Lantschbauer, & Loibner (2011) investigaron la biorremediacion en
suelos. En este estudio se proponen la aplicacién secuencial de donadores de electrones
con el fin de degradar compuestos como percloroetano, dicloroetano y cloruro de vinilo.
Después de 35 dias, se observo una degradacion del 99.9% del percloroetano, mientras
gue el dicloroetano se degrad6 completamente en 15 dias, lo que demuestra la eficiencia
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de la aplicacion secuencial de donadores de electrones ya que estos aceleran la
transferencia de electrones y facilita la reaccion redox. Boopathy (2003b) se investigo la
biodegradacion de diésel nimero 2 en condiciones anaerobias mediante el uso de
reactores de suspension. Se evalud la biodegradacién del hidrocarburo por bacterias
metanogénicas, sulfato- nitrato reduccion y con una mezcla de aceptores de electrones.
Se encontrd que después de 290 dias, la mayor biodegradacion se dio con la mezcla de
aceptores de electrones con un porcentaje de 80.5% seguida por las condiciones sulfato
reducidas con un 55%, luego un 50% de reduccion en condiciones nitrato reducidas, un
40% bajo condiciones metanogénicas y 27% para el control. Boopathy (2004) evalu6 la
biodegradacién de diésel nimero 2 en las siguientes condiciones anaerébicas: sulfato
reducidas, nitrégenos reducidos, metanogénicas y mezcla de aceptores de electrones
para un suelo contaminado en presencia de bacterias nativas. Donde los resultados
obtenidos fueron similares a los presentados en la investigacion anterior, encontrandose
una degradacion mayor con la mezcla de aceptores de electrones cuyo porcentaje de
degradacion llegé al 88%, seguidas de las condiciones sulfato reducidas con un 61%,
luego las nitrato reducidas con un porcentaje igual a 53% y finalmente en condiciones
metanogénicas con un 44%.

B. V. Chang, Shiung, & Yuan (2002) estudiaron muestras de suelo contaminado con HAP
a los que se les agreg6 nutrientes como acetato, lactato y piruvato mediante pulsos. Al
mismo tiempo estas muestras fueron inoculadas con bacterias extraidas de lodo
proveniente de una refineria con historial de contaminacién. Se encontraron que las
velocidades de degradacién en orden descendente se presentaban en las condiciones
sulfato reducido, metanogénicas y nitrato reducidas para los hidrocarburos fenantreno,
pireno, antraceno, fluoreno y acenapteno. Ambrosoli, Petruzzelli, Luis Minati, & Ajmone
Marsan (2005) observaron que la biodegradacién de HAP era favorecida por la adicion
de fuentes de carbono como glucosa y acetato que favorecen el co-metabolismo. DOU,
LIU, & HU (2008) al igual que en la investigacion anterior encontraron que la adicion de
acetato de sodio favorecia las velocidades de degradacion ademas de encontrar que la
concentracion de contaminante en la muestra presenta gran relevancia en la
biodegradacién y que a mayor concentracion la degradacién es mas lenta y puede
inhibirse. Grishchenkov et al (2000) también realizaron una investigacion en suelo
contaminado con alcanos e HAP, donde se obtuvo una degradacién que oscila entre el
20-25% de algunos alcanos y entre el 15-18% para HAP. En esta investigacion los
resultados de la biodegradacion no fueron tan altos como los mostrados anteriormente.

Chen, Barker, & Gui (2008) estudiaron la biodegradacién en una muestra de agua y
arena subterraneas a las cuales se las contamin6 con BTEX y dos cantidades de etanol.
Se encontré que la biodegradacion del benceno fue mas rapida en condiciones de hierro
reduccion pero teniendo en cuenta que el etilbenceno fue removido en condiciones
nitrato reducidas, este hidrocarburo pudo haber inhibido la biodegradacion de este.
(Siddique, Fedorak, & Foght (2006) realizaron un proceso de biodegradacion de n-
alcanos de bajo peso molecular bajo condiciones metanogénicas usando desechos
procedentes de la produccién de crudo (arenas bituminosas) en Canada. Se encontrd
gue bajo estas condiciones y después de 25 semanas, el primer hidrocarburo en
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biodegradarse fue el C10 llegando al 100% de degradacién, seguido del C8 con un 97%,
C7 con 74% y C6 con un 44%. Cai et al (2015) investigaron los procesos de
biorremediacién en agua contaminada, encontrandose que los primeros hidrocarburos en
biodegradarse fueron los n-alcanos lo cuales se biodegradaron en un 100% al igual que
los hidrocarburos mono arométicos lineales de cadena larga y estos se degradaron
preferencialmente que los HAP lo cual demuestra que la tasa de biodegradacion
disminuye con el aumento del nimero de carbono.

La biodegradacién de hidrocarburos en agua también ha sido estudiada, por ejemplo
(Folwell, McGenity, Price, Johnson, & Whitby (2016) tomaron una muestra de agua
producto del lavado de arenas bituminosas contaminadas con HAP y acido naftalénico en
condiciones metanogénicas y sulfato reducidas. Se encontré que el 2-metilnaftaleno al
final del proceso fue degradado en un 40% +7.89 en condiciones sulfato reducidas y en
un 25%=z 8.21 en condiciones metanogénicas. Bento, Camargo, Okeke, & Frankenberger,
William (2005) realizaron diferentes tratamientos de bioestimulacion, bioaumentacién y
atenuacion natural en dos suelos contaminados con diésel durante un periodo de doce
semanas, donde se analizaron las fracciones livianas y pesadas del diésel. En el primer
suelo se encontré que la velocidad de degradacion fue mas alta para las fracciones
livianas de los HTP obteniéndose una degradacién del 72% después de seis semanas
para el tratamiento de bioestimulacion. Para el segundo suelo se observé un aumento en
el porcentaje de degradacién a través del tiempo, en este suelo el mayor porcentaje de
degradaciéon se dio en el tratamiento de atenuacién natural llegando a un 47% en las
fracciones livianas.

Kauppi et al (2011) realizan una comparacion entre dos tratamientos de biorremediacion
correspondientes a bioestimulaciébn y bioaumentacién. El suelo tratado en esta
investigacion fue contaminado con diésel, posteriormente se almacend durante un afio en
donde se le suministré aire. Para el tratamiento de bioestimulacion los nutrientes
empleados fueron urea y urea metileno como fuente de nitrégeno, ademas de bifosfato
de sodio y fosfato acido como fuente de fésforo, también se adicionaron virutas de
madera como material de soporte y mejorar la aireacion en el suelo. Para la
bioaumentacion se procedi6é a aumentar la densidad bacterial encontrandose los mejores
resultados en el tratamiento de bioestimulacion con aireacion mientras que en el
tratamiento de bioaumentacién no se obtuvo una degradacion significativa. Llado,
Solanas, Lapuente, Borras, & Vifias (2012) también evaluaron dos procesos de
biorremediacién, bioestimulacion con nutrientes inorganicos, bioestimulacion con
biosurfactante, bioaumentacion con microorganismos degradadores de hidrocarburos y
bioaumentacion con hongos degradadores de hidrocarburos en un suelo contaminado
con aceite mineral. Los tratamientos se llevaron a cabo durante 200 dias donde se
observé un porcentaje de degradacion entre el 30% y el 50% en todos los tratamientos,
sin embargo el mayor porcentaje se obtuvo en el proceso de bioaumentacién con hongos
degradadores de hidrocarburos. Wu et al. (2016) emplearon tratamientos de
bioestimulacion y bioaumentacion esta vez en un suelo contaminado con crudo donde se
usaron (NH,),SO,y KH,PO,como fuentes de nitrogeno y fésforo respectivamente para el
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primer tratamiento y Acinobacter SZ-1 para el tratamiento de bioaumentacion. Se
encontré que después de 6 semanas, tiempo en que finaliz6 el experimento, el
porcentaje de degradacion fue de 60% para el tratamiento de bioestimulacion y de un
34% para el tratamiento de bioaumentacion. Xu & Lu (2010) encontraron resultados
similares a la anterior investigacion. Ellos trataron un suelo contaminado con crudo bajo
los tratamientos de bioestimulacion y bioaumentacién, donde encontraron eficiencias de
remocion del 26% para el tratamiento de bioestimulacion, 27% para el tratamiento de
bioaumentacion, 38% para el tratamiento de bioestimulacion mas material de soporte y
sin inmovilizacion de células y un 61% de remocién para el tratamiento de
bioaumentacion con material de soporte e inmovilizacién de células. Suja et al (2014)
realizaron tratamientos de bioestimulacién y bioaumentacion; en el primer tratamiento se
agreg6 NH4;NO3; como fuente de nitrégeno, Na,HPO, como fuente de fosforo y KH,PO,
como fuente de potasio para conseguir una relaciéon molar de 100:10:1:3 correspondiente
a C:N:P:K y en el segundo tratamiento se evaluaron tres consorcios microbianos (MC1,
MC2, MC3) por separado. Se encontr6 que a escala de laboratorio la degradacion de
todos los consorcios fue mayor al 80% mientras que a escala de campo dos consorcios
(MC2 y MC3) mostraron una degradacion superior al 90% y el consorcio MC1 present6
una degradacion del 72.94%. Los resultados muestran que la combinacion de nutrientes
con adicion del consorcio microbiano MC3 mejora la eficiencia de remocion.

Jiang et al (2016) realizaron una investigacion en dos suelos (A y B) contaminados con
hidrocarburos, las concentraciones fueron de 22700 mg/kg y 31500 mg/kg
respectivamente. Se emplearon tratamientos de bioestimulacion y un tratamiento
conjunto de bioestimulacion. En el primero de ellos se afiadié nitrato de amonio y orto
fosfato de potasio. En la bioaumentacion se us6 Pseudomona sp y Klebsiella sp. En el
tratamiento de bioestimulacién en el suelo A se obtuvo una degradacion de 84% y 91%
para las fracciones alifaticas y aromaticas respectivamente. En el tratamiento combinado
se tuvieron porcentajes de degradacion de 75% y 93% para las fracciones ya
mencionadas. En el suelo B el tratamiento de bioestimulaciéon obtuvo una degradacion de
92% y 93% para las fracciones alifaticas y aromaticas respectivamente. En el tratamiento
combinado se tuvieron porcentajes de degradacion de 94% y 92% para las fracciones ya
mencionadas. Nikolopoulou et al (2013) realizan tratamientos de bioestimulacion y
bioaumentacion con microorganismos autoctonos en agua de mar durante 60 dias. Se
adiciond un fertilizante lipofilico combinado con un biosurfactante para mejorar el proceso
de biorremediacién. Se aplicaron 3 tratamientos de bioestimulaciéon: agua de mar +
crudo, agua de mar + crudo + KNO;3; y K,;HPO, (NPK) y agua de mar + crudo + acido
arico, lecitina y biosurfactante (ULR). Se aplicaron 3 tratamientos de bioaumentacion
autéctona: agua de mar + crudo + KNO;3; y K,HPO, + microorganismos autoctonos pre
adaptados. (NPKM), gua de mar + crudo + KNO; y K,HPO, + biosurfactante +
microorganismos autoctonos pre adaptados (NPKMR) y agua de mar + crudo + &cido
arico + lecitina+ biosurfactante + microorganismos autoctonos pre adaptados. (ULRM).
Se determin6 que la adicion de biosurfactante incrementa la biodisponibilidad del
hidrocarburo, pero la actividad microbiana sigue limitada por la escasez de nutrientes. La
adicion de biosurfactante aceleré la biodegradacion en los tratamientos con
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bioaumentacion autéctona, (ULRM y NPKMR) y el tratamiento de bioestimulacion (ULR).
Hickey, Gordon, Dobson, Kelly, & Doyle (2007) evaluaron la degradacion de fluorantreno
empleando dos surfactantes, Tween 80 y JBR en presencia de pseudomonas. Se
encontré que ambos surfactantes mejoraron la degradacion del HAP. Se determiné que
la pseudomona fue capaz de usar los surfactantes como sustratos para el crecimiento. El
surfactante JBR aumenté la desorcién del fluorantreno de la matriz del suelo y la
velocidad de degradacién. Manresa, Solanas, Sabate, Vifias, & Abalos (2004) evaluaron
el efecto de un biosurfactante en la biodegradacién de hidrocarburos. Se empleé un
consorcio microbiano en la investigacion. Se encontré que la adiciébn de biosurfactante
acelerd la biodegradacion de los hidrocarburos de un 32% a un 61% en 10 dias de
incubacién. En las fracciones alifaticas la biodegradacion incrementé de 16% a 70% y en
los HAP de 9% a 44%.

Atagana, Haynes, & Wallis (2003) investigaron el efecto de 5 surfactantes, Arkopal-N-
060, Arkopal-N-080, Arkopal-N-100, Hosaf-541-KS y Tween-80 en un suelo contaminado
con creosota. La contaminacion inicial del suelo era de 250.000 mg/ kg. La concentracion
de los surfactantes fue de 0.01, 0.1, 0.35, 0.5 y 1.0 % (v/v). Se observé gque ninguna
concentracion inhibié el crecimiento de microorganismo. Los mejores resultados se
encontraron a la concentracién de 0.5% en el siguiente orden, Arkopal-N-060, Hosaf-541-
KS, Arkopal-N-080, Tween-80 y Arkopal-N-100. Chu & Kwan, (2003) evaluaron la
desorcion que producen tres surfactantes (Brij 35, Tween 80, Sodium Dodecyl Sulfate
(SDS)) junto con tres solventes organicos (acetona, trietilamina, escualeno) en tres
suelos con caracteristicas de desorcion diferentes. El suelo contiene 4,4 -diclorobifenil
(DCB). La mejora en el proceso puede ser debido a la mejor disolucion de contaminante
en el solvente y a la formacion de micelas. Se encontré que la mezcla de acetona con
cualquiera de los tres surfactantes mejora la extraccion de DCB de 15 — 25% comparado
con el uso de los surfactantes solos. En la combinaciébn de acetona con los tres
surfactantes se encontraron mejores resultados se dieron con la mezcla de acetona y Brij
35 con rangos de 14 a 18% de desorcién. En la combinacién de trietilamina con los tres
surfactantes se encontraron mejores resultados se dieron con Brij. Se observé que el
porcentaje de recobro de DCB es inversamente proporcional al contenido de carbono
organico en el suelo. Se encontrd que el contenido de carbono orgénico en el suelo es
muy importante, al igual que la polaridad del solvente. Si la polaridad del solvente es muy
baja se crean emulsiones estables. Lee, Kang, & Do (2005) lavaron en un suelo
contaminado con diésel con sorbitan monooleate. La prueba se hizo a escala piloto con
dimensiones de 4m * 4m * 4m. El suelo tiene una composicién heterogénea. Se encontrd
gue la concentracion de HTP fue 200 veces mas alta en el lavado con la mezcla de
surfactante que la realizada con agua. La concentracion de HTP en el suelo era de
20.000 mg/kg. Se evaluaron tres combustibles, gasolina, diésel y querosene en
diferentes porcentajes de surfactante de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0%. Se encontrd que la masa de
HTP removida con el surfactante fue 75 veces mayor que la removida solo con agua.

Khalladi, Benhabiles, Bentahar, & Moulai-mostefa (2009) evaluaron el proceso de lavado
de un suelo contaminado con diésel usando un surfactante idénico, Sodium Dodecyl
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Sulfate (SDS). Se determind que se necesita un tiempo de contacto para que el
surfactante sea eficiente. En el proceso se removi6 el 97% de diésel. Liu, Jacobson, &
Luthy (1995) evaluaron la biodisponibilidad de naftaleno y su degradacion con
microorganismo. La evaluacién se realiza en desechos y suelo. Se emplearon dos
surfactantes no iénicos, Brij 30 y Triton X-100. Se encontré6 las concentraciones
superiores a la concentracién micelar critica no es toxica para las bacterias y que la
presencia de micelas no inhibe la mineralizacion del naftaleno. Se encontr6 no hay
diferencias estructurales en las bacterias que crecieron en presencia de surfactante y las
gue no lo hicieron. Se encontré que el surfactante Brij 30 fue biodegradado junto con el
naftaleno mientras el surfactante Triton X-100 no se degradé. Kim, Park, & Kim (2001)
investigaron el efecto de tres surfactantes no iénicos, Triton X-100, Tween 80 y Brij 30,
en la biodegradacion de HAP, naftaleno y fenantreno, en fase acuosa y en lodo. Se
determiné que debajo de la concentracién critica micelar los surfactantes existen como
monomeros y no contribuyen a la solubilizacicon de los HAP y que encima de la
concentracion critica micelar los surfactantes forman micelas y mejoran la solubilidad de
HAP. Se encontr6 que el surfactante mas biodegradable fue Brij 30 y que no mostrd
inhibicién para el crecimiento de bacterias a una concentracién de 1.5 g/l. Se determiné
gue el surfactante Tween 80 no presenta efectos toxicos para los microorganismos. Se
determiné que el surfactante Brij 30 fue usado como fuente de carbono para las
bacterias. Se estableci6 que el naftaleno y el fenantreno fueron completamente
degradados. Zhang & Zhu (2012) investigaron la sorcién y la biodegradacion de pireno
por parte de la bacteria Klebsiella oxytoca PYR-1 en presencia de un surfactante no
i6nico, Tween 80. Se encontré que el surfactante promueve la sorcién, remocion y
biodegradacion de pireno. En la concentracion critica micelar del surfactante se dieron
los mejores resultados de biodegradacion. La mejora fue del 22.4%.






2.Planteamiento del problema

En este capitulo se presenta el problema a investigar y se da a conocer los objetivos e
hipétesis que se desarrollaran a lo largo de la investigacion.

El crudo es una mezcla multicomponente formada principalmente de hidrocarburos entre
ellos hidrocarburos alifaticos e hidrocarburos aromaticos poli ciclicos (HAP). Estos son
compuestos organicos constituidos por anillos aromaticos (Mastandrea et al., 2005), son
moléculas grandes y por su estructura son dificiles de romper ya que poseen una alta
resonancia. Los hidrocarburos poseen una baja solubilidad y son altamente hidrofébicos
por lo cual se adhieren a las particulas del suelo, plumas, pelaje y escamas y son
persistentes en el medio ambiente (B. V. Chang et al., 2003; Li et al., 2015). Algunos de
estos hidrocarburos presentan propiedades cancerigenas, mutagénicas o son posibles
desruptores endocrinos, ademas disminuyen el crecimiento e interfieren con el desarrollo
normal de flora y fauna (Kauppi et al., 2011; Li et al., 2010), por esto Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) ha clasificado a los HAP como
contaminantes prioritarios (Wu et al., 2016). En Colombia, el Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible ha establecido que los hidrocarburos son compuestos toxicos
(Ministerio de Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial & Colombia, 2007).

Se puede encontrar hidrocarburos en el suelo producto de fuentes antrépicas entre las
gue se encuentran atentados contra oleoductos, pozos, lineas de trasferencia, equipos
de produccién, mantenimiento y transporte de crudo (Ecopetrol. S.A, 2015a), ademas de
la instalacion de valvulas ilicitas y residuos provenientes de la refinacion del petréleo
(Ecopetrol. S.A, 2015b). De acuerdo a la revista e+, los atentados contra la
infraestructura petrolera empezaron en los afios 80, y para el 2015 el niumero de
atentados superan los 2.500 (Ecopetrol. S.A, 2015c). En un articulo de la misma revista
se dice “Las valvulas ilicitas, que alimentan el negocio del narcotrafico se han convertido
en un problema tan grave como el de las voladuras por atentados. Parches negros de
crudo sobre la vegetacion y los rios manchan el paisaje de esta zona del Pacifico
narifiense.”(Ecopetrol. S.A, 2015d) Estas fuentes de contaminacion antropicas afectan la
salud humana y el medio ambiente. En este caso se habla puntualmente del suelo, el
cual es un proveedor de servicios ambientales como la generacion de alimentos y
produccion de biomasa, almacenaje de minerales, materia organica y agua, filtracion de
aguas subterrdneas, es hébitat y reserva genética, entorno fisico y cultural para la
humanidad y es fuente de materia prima (Silva Arroyave & Correa Restrepo, 2009).
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Para eliminar este tipo de compuestos del suelo ha surgido la biorremediacion como un
tratamiento efectivo, econdmico y versétil (Jiang et al., 2016; Nikolopoulou et al., 2013;
Xu & Lu, 2010). La biorremediacion en condiciones anaerébicas es eficaz a la hora de
remover HAP ya que puede romper su compleja estructura.

2.1. Preguntadeinvestigacion

., Como varia la concentracion de contaminantes recalcitrantes mediante la
incorporacion de un surfactante a la biorremediacién de suelo contaminado con
crudo en tratamientos de bioestimulacion y bioaumentacibn en condiciones
anaerdbicas?

2.2. Objetivo general

Gestionar la biorremediacion de un suelo contaminado con crudo de petréleo
adicionando surfactante para dos tecnologias de bioestimulo y bioaumentacion.

2.3. Objetivos especificos

Determinar las fracciones de crudo presentes en el suelo antes del proceso de
biorremediacion.

Identificar las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo empleado en el proceso
de biorremediacion.

Monitorear la concentracion de contaminantes recalcitrantes en los tratamientos
con adicion de surfactante a lo largo del proceso de biorremediacion.

Monitorear la concentracion de contaminantes recalcitrantes en los diferentes
tratamientos sin adicion de surfactante a lo largo del proceso de biorremediacién
Disefiar un protocolo de gestion para suelos contaminados con crudo en
condiciones anaerobias.

2.4. Hipotesis

La adicion de surfactante en todos los tratamientos (bioestimulacién y
bioaumentacion) aumenta la tasa de biodegradacion obteniéndose menores
concentraciones de contaminantes recalcitrantes al final del proceso de
biorremediacion.
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2.5. Alcances

En la presente investigacion se pretende evaluar el porcentaje de degradacion los
tratamientos de bioestimulacion y bioaumentacién con y sin surfactante en suelo
contaminado con crudo en condiciones anaerdbias.

2.6. Justificacion

A pesar de que la economia colombiana no se basa Unicamente en la industria petrolera,
esta si construye un pilar importante para la economia ya que ocupa los primeros
lugares en la generacion de divisas (Aconcha et al.,2010). De acuerdo con el Ministerio
de Minas y Energia las principales regiones petroleras son Los Llanos Orientales y el
Magdalena, sin embargo no solo los Unicos lugares donde hay pozos productores o
atraviesan oleoductos. El departamento del Putumayo cuanta con 9 pozos productores
donde el crudo producido es recolectado y llevado hacia el Oleoducto TransAndino cuyo
destino final se encuentra en el puerto de Tumaco-Narifio.

Histéricamente el departamento del Putumayo ha sido uno de los mas golpeados por la
violencia. Grupos armados como las FARC y AUC delinquian en el departamento, estos
grupos al margen de la ley ocasionaron un sin numero de atentados contra la
infraestructura petrolera generando impactos ambientales negativos que no solo afecta a
medio fisico y bidtico sino también al medio social.

El petréleo es una mezcla de diferentes hidrocarburos entre los que se encuentran los
hidrocarburos arométicos poli ciclicos (HAP) los cuales tienen propiedades cancerigenas,
mutagénicas o0 son posibles desruptores endocrinos, disminuyen el crecimiento e
interfieren con el desarrollo normal de flora y fauna (Kauppi et al., 2011; Li et al., 2010)
por tal motivo la EPA los ha considerado como contaminantes prioritarios (Wu et al.,
2016), ademas por sus propiedades fisicas los hidrocarburos se adhieren a las particulas
del suelo, pelaje, plumas y escamas de los animales. Dado a los impactos negativos que
tienen los derrames de hidrocarburos en el ambiente es necesario implementar
tecnologias que permitan reducir los impactos en las zonas afectadas. Una de las
tecnologias que se vienen aplicando sitios contaminados es la biorremediacion, la cual
ha demostrado ser eficiente y presentar bajo costo comparada tratamientos fisicos y
quimicos (Jiang et al., 2016; Nikolopoulou et al., 2013; Xu & Lu, 2010). Dentro de la
biorremediacion se pueden encontrar tratamientos de bioestimulacion y bioaumentacion
(DellAnno et al., 2012), ambos tratamientos han reportado en la literatura altos
porcentajes de biodegradacion de hidrocarburos. Debido a la naturaleza hidrofébica de
los hidrocarburos, estos tienden a adherirse a la matriz de suelo por lo cual se han
realizado diversos estudios con surfactantes que ayuden a solubilizar y a aumentar la
biodisponibilidad de los mimos (Hickey et al., 2007).
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3.Marco teorico

En este capitulo se presentan los conceptos tedricos asociados la investigacién que
presentan mayor relevancia y sirven para entender los fendmenos que ocurren durante el
proceso de biorremediacion.

3.1. El suelo

"El suelo puede ser definido como un cuerpo natural, engendrado de una mezcla variable
minerales rotos y erosionados y el deterioro de materia organica que cubre la Tierra en
una capa y que puede suministrar soporte mecénico y sustento para las plantas cuando
contiene cantidades apropiadas de aire y agua " (Lyon & Buckman, 1943). La formacién
del suelo se da por procesos pedogenéticos donde intervienen el clima, material parental,
organismos, relieve y tiempo; a estos se les denomina Factores Formadores de Suelo
(Izquierdo Romero, 2013; Jaramillo, 2002; Lladé Fernandez, 2012).

3.1.1. Clima

Los componentes climaticos que mas incidencia presentan en la evolucion del suelo son
la precipitacién, la temperatura y el viento, este ultimo en la medida que condicione los
procesos de evaporacion del agua. Tanto la temperatura como la precipitacion influyen
en gran medida en la alteracién y transformacion de los compuestos minerales. Las
temperaturas bajas favorecen la meteorizacion fisica mientras las temperaturas altas
favorecen la meteorizacién quimica. Por su parte el flujo de agua puede movilizar o
eliminar componentes del suelo (Jaramillo, 2002).

Material parental

El material parental del suelo se compone por las materiales que dan origen al suelo, el
material parental puede estar formado por saprolitos o sedimentos no consolidados de
cualquier procedencia y composicion. El material parental puede originarse a partir de las
rocas de la corteza terrestre y pueden clasificarse dentro de tres grupos: igneas,
metamorficas y sedimentarias (Jaramillo, 2002).

Rocas igneas: Las rocas igneas se forman por la dindAmica del magma, esto se
puede dar por enfriamiento o por fragmentacion. Las condiciones de enfriamiento
determinan la textura de la roca y la fragmentacion comprende los procesos de
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transformacion del liqguido con burbujas de gas dispersas, un gas con gotas liquidas
dispersas o particulas de sélido aisladas. De acuerdo a las condiciones de presion y
temperatura de solidificacion de la roca se pueden clasificar en Rocas intrusivas o
pluténicas, Rocas extrusivas y Rocas hipoabisales. El primer subgrupo de rocas igneas
se solidifica a grandes profundidades y altas temperaturas lo que favorece la formacion
cristales grandes y bien definidos que ocupan todo el espacio disponible, esto se da
debido a los cambios graduales en el proceso de enfriamiento. El segundo subgrupo se
solidifica en la superficie terrestre lo que genera un enfriamiento rapido limitando la
formacion de cristales. El tercer subgrupo de rocas igneas se solidifican en condiciones
intermedias de profundidad en donde algunos minerales se encuentran bien definidos
mientras otros no alcanzan a desarrollarse (Jaramillo, 2002).

Rocas Sedimentarias: Las rocas sedimentarias se forman por sedimentos no
consolidados mediante litificacion. Los sedimentos pueden ser productos de fragmentos
de rocas erosionadas o de la precipitacion de compuestos quimicos o restos organicos.
De acuerdo a la textura las rocas sedimentarias se pueden clasificar como rocas
clasticas o rocas no clasticas. Las rocas clasticas se forman a partir de rocas 0 mineras
preexistentes, este tipo de rocas presenta estratificacion la cual depende de las
condiciones de estratificacibn. Las rocas no clasticas se producen debido a la
precipitacion de productos quimicos o por acumulacion de residuos de
organismos(Jaramillo, 2002).

Rocas metamarficas: Las rocas metamoérficas se originan a partir de rocas
preexistentes que han sido sometidas a altas presiones o temperatura y la accién de
fluidos quimicamente activos. Estos procesos causan alteracion en las estructuras de las
minerales originales produciendo un reordenamiento o segregacion (Jaramillo, 2002).Los
sedimentos no consolidados se pueden clasificar de acuerdo al tamafio de particula en
bloque, piedra, grava, gravilla, arena muy gruesa, arena gruesa, arena media, arena fina,
arena muy fina, limo y arcilla (Jaramillo, 2002).

3.1.2. Organismos

La unidad bésica de un organismo es la célula y es donde se llevan procesos quimicos
gue configuran el metabolismo, hacen parte de este el anabolismo y el catabolismo, en el
primero de ellos se sintetizan compuesto necesarios para el crecimiento, desarrollo y
mantenimiento de la célula mientras que en el segundo se produce ruptura de
biomoléculas en compuestos mas simples con el fin de liberar energia (Jaramillo, 2002).

Segun la fuente de energia que utilizan los organismos estos se puede agrupar en
fototrofos, litografos y organétrofos, los primeros usa la luz como fuente de energia, los
segundos obtienen la energia a partir de la oxidacion de compuestos inorganicos y el
tercer grupo obtienen energia a partir de la oxidacién de compuestos orgénicos. De
acuerdo a la fuente de carbono que usan los organismos se pueden agrupar en
autotrofos, estos emplean el dioxido de carbono y en heterétrofos que emplean
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compuestos organicos preformados con el fin de obtener el carbono requerido. Otra
forma de agrupar los organismos es segln la posibilidad de subsistir en precia de
oxigeno, de acuerdo a esto los organismos se pueden agrupar en aerdbicos son los
cuales requieren oxigeno para vivir, anaerébicos son aquellos que no requieren oxigeno
para vivir, microarofilos son aquellos que crecen mejor en bajas concentraciones de
oxigeno y anaeroébicos facultativos los cuales son activos en condiciones anaerdbicas o
aerobicas (Jaramillo, 2002).

3.1.3. Relieve

El relieve puede considerarse como el conjunto de formas que se encuentran en la
superficie terrestre. "Las formas y las dinamicas del relieve se definen en un entorno
donde confluyen influencias climaticas y geoldgicas". ElI agua corriente y lluevo, la
gravedad, el viento, el hielo, el oleaje, algunos organismos se denominan Agentes
Modeladores del Relieve ya que son capaces de trasportar, depositar y desprender
material del terreno mientras que los procesos moldeadores del terreno son la
meteorizacion, remocion, transporte y depositacion.

La clasificacion de los tipos de relieve se da de acuerdo a las escalas entre los que se
tiene Megarrelieve que se refiere al relieve global o de escala continental, Macrorrelieve o
relieves regionales, Mesorrelieves o relieves locales, Microrrelieve y
Nanorrelieve(Jaramillo, 2002).

3.1.4. Tiempo

"La edad del suelo se limita al tiempo durante el cual han actuado los procesos
pedogenéticos(Jaramillo, 2002)". Para definir la edad del suelo se debe tener en cuenta
la edad de las rocas que corresponde al periodo en el cual fueron formadas, esta edad es
mucho mayor a la edad del suelo. La edad del material parental dependiendo si es un
saprolito su edad es mucho menor a la edad de la roca original, si corresponde a un
sedimento su edad concierne a la edad del depdsito (Jaramillo, 2002). La edad del
relieve generalmente posee mayor edad que el eso, sin embargo Porta et al (1994) dice
gue el tiempo cero de la pedogénesis es el momento en el cual se formd la superficie
geomorfolégica y que sobre esta evoluciona el suelo, luego estos tendrian la misma
edad, segun Jaramillo (2002) "se puede tener geoformas mas jovenes que los suelos que
hay en ellas".

El suelo es un elemento dinamico y es la interfaz entre la atmdsfera, litosfera, biosfera e
hidrosfera; es un lugar de constante intercambio de materia y energia lo que lo hace de
vital importancia para ciclos biogeoquimicos (Arrieta Ramirez, 2011). Ademas provee
diversos servicios ambientales como generacion de alimento y produccion de biomasa,
almacenaje de materia organica, agua y sustancias quimicas, filtracion de aguas
subterraneas y transformacion, habitat y reserva genética, entorno fisico y cultural para la
humanidad y fuente de materia prima (Silva Arroyave & Correa Restrepo, 2009).
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El suelo estd conformado por particulas minerales, materia organica, organismos vivos,
agua y aire, los cuales se encuentran en equilibrio dinamico (Izquierdo Romero, 2013;
Llad6 Fernandez, 2012). En el suelo se pueden distinguir tres fases: liquida, sélida y
gaseosa, las cuales se encuentran en diferentes proporciones dando lugar a diversos
tipos de suelo (Lladé Fernandez, 2012). La evolucion del suelo ha dado como resultado
la formacion de perfiles en donde se puede distinguir estratos horizontales llamados
horizontes los cuales poseen diferentes caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas
(Arrieta Ramirez, 2011).

3.2. Petréleo crudo

El petréleo se forma a partir de la degradacién de la materia organica en condiciones
anaerobicas, alta temperatura, presion elevada y largos periodos de tiempo. El petroleo
es una mezcla de compuestos organicos que se comportan de manera diferente de
acuerdo a los rangos de temperatura y presién que se encuentren. Pueden estar en
estado gaseoso, liquido, sélido o en una combinacién de los tres (Ahmend, 2006).

3.2.1. Definiciéon quimica

Desde un punto de vista quimico el petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos
naturales que se encuentran en diferentes proporciones (Ahmend, 2006; Paramo Carrillo,
1992), los cuales presentan contenido de sustancias organicas e inorganicas conocidas
como contaminantes del petréleo por las propiedades que le brindan, entre estas se
encuentran el azufre, oxigeno, nitrégeno y trazas de metales como vanadio, hierro y
niquel (Paramo Carrillo, 1992; Schlumberger Qilfield, 2016).

Composicién quimica
Hidrocarburos

Los hidrocarburos son el principal componente de los crudos y su porcentaje varia entre
el 90% y el 99%, el porcentaje restante esta constituido por los contaminantes(Paramo
Carrillo, 1992). Los hidrocarburos son compuestos orgénicos naturales o sintéticos que
constan solo de atomos de carbono e hidrégeno (Paramo Carrillo, 1992; Turner, 2002).
Los enlaces que poseen las moléculas de hidrocarburos son enteramente no polares, lo
gue les proporciona su falta de polaridad lo que les hace insolubles en agua aunque se
disuelven bien en solventes no polares tales como el cloruro de carbono (Turner, 2002).

Clasificacion

Los hidrocarburos presentan gran variacion en comportamiento como en estructura, entre
ellos se encuentran los hidrocarburos alifaticos que estdn compuestos por cadenas
restas de atomos de carbono, en los hidrocarburos ciclicos los atomos de carbono
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forman anillos mientras que los hidrocarburos aromaticos poseen en su estructura el
anillo de benceno (Paramo Carrillo, 1992). Los hidrocarburos se pueden clasificar en
varios grupos con caracteristicas quimicas similares como se muestra a continuacién en
la Figura 3-1.

Figura 3-1 Hidrocarburos alifaticos y aromaticos

Alifaticos

Ciclicos

Cadena abierta

‘ Saturados ‘ Insaturados Saturados ‘ Insaturados ‘
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L Alquenos y f
Alcanos Cicloalcanos Cicloalquinos
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Bencénicos

Aromaticos

(Paramo Carrillo, 1992)

Alcanos o parafinicos: Son hidrocarburos lineales saturados que pueden estar
ramificados o no, estos se caracterizan por los enlaces sencillos en su estructura y
poseen como formula general CH,,.», para nombrar estos hidrocarburos se usan prefijos
que indican el nimero de carbonos en la molécula y el sufijo ANO (Paramo Carrillo,
1992). Se tiene que los cuatro primeros miembros de estos hidrocarburos se encuentran
en estado gaseoso a condiciones ambiente, del pentano al hexadecano se presentan
como liquido a estas mismas condiciones mientras que a partir del hexadecano son
semi-solidos o soélidos (Paramo Carrillo, 1992). Estos hidrocarburos por ser saturados
son quimicamente inertes ante la mayoria de reactivos, estos poseen dos reacciones
importantes como son la oxidacion y la halogenacion bajo condiciones intensas de luz
solar o condiciones de luz ultra violeta (Paramo Carrillo, 1992).

Ciclo-alcanos ciclo-parafinicos: Son hidrocarburos ciclicos saturados que pueden estar
ramificados o0 no, estos se caracterizan por los enlaces sencillos en su estructura y
poseen como formula general C,H,,, para nombrar estos hidrocarburos se usan los
mismo nombres que en los hidrocarburos alcanos con igual nUmero de carbonos pero
anteponiendo la palabra Ciclo y el sufijo ANO (Paramo Carrillo, 1992). Los dos primeros
miembros son gases a condiciones ambientales, Cs al C;s son liquidos bajo estas
condiciones y a partir de estos son sdlidos (Paramo Carrillo, 1992). Estos hidrocarburos
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son muy estables aunque reaccionan de mas facilmente que los alcanos, estos lo hacen
por sustitucibn o por adicion de acuerdo a las condiciones de la reaccién o los
catalizadores empleados (Paramo Catrrillo, 1992).

Alguenos u oleofinicos: Son hidrocarburos lineales insaturados que pueden estar
ramificados o no, estos se caracterizan por los enlaces dobles entre dos carbones
contiguos y poseen como férmula general C.,H,,, para nombrar estos hidrocarburos se
usan prefijos que indican el nUmero de carbonos en la molécula y el sufijo ENO (Paramo
Carrillo, 1992). Se tiene que los tres primeros miembros de estos hidrocarburos se
encuentran en estado gaseoso a condiciones ambiente, del Cs al C;5 se presentan como
liquido a estas mismas condiciones y a partir de aqui se presentan como sélidos (Paramo
Carrillo, 1992). El punto de ebullicion de estos hidrocarburos es ligeramente mayor al del
alcano con el mismo numero de carbonos sin embargo el punto de fusién baja
considerablemente con respecto a los alcanos (Paramo Carrillo, 1992). Los Alquenos son
muy reactivos debido a la presencia de doble enlace en su estructura, estos reaccionan
facilmente con oxidantes fuertes y pueden formar glicoles o compuestos halogenados
ademas se polimerizan bajo condiciones especiales de presién, temperatura vy
catalizadores.

Aromaticos: Estos hidrocarburos estan constituidos por benceno y sus derivados, se
caracterizan por ser altamente insaturados con algunas propiedades fisicas y quimicas
diferentes a los anteriores hidrocarburos ciclicos (Paramo Carrillo, 1992). La gran
mayoria de estos hidrocarburos son liquidos a condiciones ambientales, ellos poseen un
alto poder disolvente de grasas, resinas, asfaltos y fibras textiles (Paramo Carrillo, 1992).
Los hidrocarburos aromaticos son muy reactivos quimicamente dada su condicién de
insaturacion (Paramo Carrillo, 1992). Los principales miembros de este tipo de
hidrocarburos son el benceno, tolueno, xileno, etil-benceno, naftaleno, antraceno y
fenantreno (Paramo Carrillo, 1992).

3.2.2. Definicion fisica

Desde un punto de vista fisico el petréleo se considera como un liquido inmiscible en
agua, menos denso que la misma, visco y con propiedades como olor, color varian
dependiendo de la era geoldgica en que fueron formados (Paramo Carrillo, 1992;
Schlumberger Oilfield, 2016). Se sabe que crudos formados en el terciario y mas
recientes presentan color oscuro (negro) y poseen mal olor mientras que los crudos mas
antiguos o cretécicos presentan colores claros, entre verdes, anaranjados 0 rojizos y son
inodoros (Paramo Carrillo, 1992).

3.3. Biorremediacion

La biorremediacion es una tecnologia que emplea el potencial de microorganismos y
plantas para degradar contaminantes y transformarlos a formas menos tdxicas o
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mineralizarlos (Arrieta Ramirez, 2011) con el fin de restaurar o rehabilitar sitios que han
sido contaminados. Esta es una alternativa a los tratamientos fisico-quimicos dado que
ha mostrado ser eficiente y econémica (Dinwiddie, Terry, & Chen, 2014; Jiang et al.,
2016; Xu & Lu, 2010). En ambientes contaminados con hidrocarburos la biorremediacién
ha resultado ser efectiva, presentar una relacion costo-beneficio alto y es aplicable a
areas extensas (Bento et al., 2005; Jiang et al., 2016).

Las técnicas de biorremediacién son aplicables en medio ambientes capaces de sostener
vida. Los microorganismos solo atacan el contaminante si estan disponibles compuestos
gue les ayuden a generar energia y nuevas ceélulas.

La biorremediacion segin Xu & Lu (2010) puede dividirse en dos estrategias que son
biorremediacion in-situ y biorremediacion ex-situ.

3.3.1. Biorremediacion in-situ

En esta estrategia de biorremediacion los tratamientos biolégicos son aplicados sin
remover el suelo o0 agua subterranea contaminada como ejemplo de esta estrategia se
tiene el bioventeo y barreras permeables entre otras (Hatzikioseyian, 2010; Xu & Lu,
2010).

3.3.2. Biorremediacion ex-situ

En esta estrategia de biorremediacion el suelo y/o el agua subterrdnea contaminada es
removida de su lugar original para luego ser arado, agitado o mezclado antes de aplicar
los tratamientos bioldgicos como ejemplo de esta estrategia se tiene el land farming y
biopilas entre otras (Hatzikioseyian, 2010; Xu & Lu, 2010). Segun Wu et al (2016) existen
dos tecnologias de biorremediacién: bioaumentacién y bioestimulacion.

Bioestimulacion

En la bioestimulacion hay una modificacién del ambiente por la adicion de nutrientes para
evadir las limitaciones metabdlicas de las comunidades microbianas autéctonas (Wu et
al., 2016). Nutrientes como nitrégeno, fésforo y aceptores de electrones son empleados
para estimular la velocidad de degradacion del contaminante (Hatzikioseyian, 2010). Los
nutrientes empleados en la bioestimulacion son frecuentemente solubles en agua como
las sales minerales, urea, amonio anhidro y muchos fertilizantes inorgénicos; la ventaja
del uso de nutrientes inorganicos sobre fertilizantes orgénicos es la eliminacion de
competencia por la fuente de carbono (Hatzikioseyian, 2010). Los nutrientes pueden ser
esparcidos mediante spray o extendidos en forma granular (Hatzikioseyian, 2010). En la
bioestimulacion se debe determinar el potencial de los microorganismos autéctonos para
degradar el contaminante presente y valorar los factores limitantes para que sean
controlados (Gomez Jovel, 2009).
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Bioaumentacion

La bioaumentacion consiste en aumentar la biomasa de la poblacion bacterial (Xu & Lu,
2010) mediante la inoculacibn de microorganismos aléctonos para mejorar la
biodegradacion de los contaminantes (Hatzikioseyian, 2010; Wu et al., 2016). La
introduccion de microorganismos no reemplaza la poblacion microbiana autoctona
(Hatzikioseyian, 2010).Segun Suja et al (2014) se refiere la poblacién microbiana
autoctona debido a que estan adaptados y aclimatados a las condiciones propias del
lugar.

El éxito de la inoculacidon depende de factores como: 1) la poblacion de microorganismos
de ser capaz de sobrevivir y crecer en el nuevo ambiente, 2) los microorganismos deben
retener su capacidad degradativa en el nuevo ambiente, 3) los microorganismos deben
tener contacto con el contaminante, 4) nutrientes, donadores, aceptores de electrones
deben estar disponibles para el crecimiento y que la poblacién de microorganismos
puede degradar el contaminante (Hatzikioseyian, 2010). Segun Hatzikioseyian (2010)
“desafortunadamente los microorganismos que son eficientes en condiciones de
laboratorio no lidian bien en el mundo real”.

Atenuacidén natural

La atenuacion natural ocurre sin la intervencion humana, sin la mejora en procesos
fisicos, quimicos o biolégicos. Esta depende de procesos naturales para degradar o
disminuir los contaminantes presentes en suelo o agua subterrdnea. La presencia de
nutrientes, aceptores de electrones, biodisponibilidad del contaminante y la presencia de
microorganismos son factores que afectan los resultados obtenidos en la atenuacion
natural (Arrieta Ramirez, 2011; Hatzikioseyian, 2010).

La atenuacion natural limita la migracion del contaminante, reduce la masa, la toxicidad,
la movilidad, el volumen o la concentracion del mismo en el suelo o agua subterranea
pero es necesario un proceso de monitoreo constante (Hatzikioseyian, 2010).

3.4. Surfactante

Los surfactantes se caracterizan por tener en su molécula grupos hidrofilicos o polares e
hidrofébicos 0 no polares (Atagana et al., 2003; Lee et al., 2005), los cuales se
encuentran unidos por un enlace covalente (Galaz Montoya, 2007). El surfactante en el
medio tiende a ubicarse en la interfase de los fluidos (Galaz Montoya, 2007; Morales
Quintana, 2007; Orantes Gomez, 2002), reduciendo la tension superficial del medio en el
gue se encuentren disueltos y disminuyendo la tension interfacial si el sistema donde se
encuentran es multifasico (Galaz Montoya, 2007), por lo cual incrementan la solubilidad
y/o movilidad de compuestos hidrofobicos en el agua (Orantes Gomez, 2002).
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La clasificacion de los surfactantes se da de acuerdo a la naturaleza del grupo hidrofilico
en ionicos y no idnicos (Galaz Montoya, 2007; Morales Quintana, 2007), los cuales
pueden ser anféteros, catidnicos, aniénicos o zwitterionic (Miller, Mdbius, & Fainerman,
2001). En los surfactantes no iénicos el grupo hidrofilico no se disocia por lo tanto no
posee carga eléctrica en una solucion acuosa (Galaz Montoya, 2007; Miller et al., 2001),
sin embargo poseen naturaleza polar (Orantes Gomez, 2002). La principal parte de los
surfactantes no ionicos puede estar clasificada como alcoholes, ésteres, poli éteres y sus
combinaciones. La importancia radica en la alta producciéon que poseen ademas de ser
los mas diversos con respecto a las propiedades y estructura (Miller et al., 2001). Los
surfactantes anionicos poseen el grupo hidrofilico cargado negativamente, tienen alta
formacion de espuma, capacidad de dispersién, sensibilidad a la dureza del agua y
desnaturalizaciéon de proteinas (Miller et al., 2001) por estas caracteristicas los
detergentes aniénicos son ampliamente utilizados en sistemas detergentes ademas de
ser no téxicos (Orantes Gomez, 2002). Los surfactantes catibnicos poseen una carga
positiva en el grupo hidrofilico (Galaz Montoya, 2007; Morales Quintana, 2007). De
acuerdo con la estructura quimica esos pueden subdividirse en alquil aminas, alquil
aminasetoxiladas, alquil imidazolinas y cuaternarias; el principal uso de estos
surfactantes es como germicida (Orantes Gémez, 2002).

En los surfactantes anféteros el grupo hidrofilico puede cargase positiva o negativamente
de acuerdo a las caracteristicas del medio, estos poseen carga positiva en ambientes
acidos y poseen carga negativa en ambientes basicos (Morales Quintana, 2007). Los
surfactantes zwitterionicos tienen propiedades anibénicas o catidnicas independientes del
pH del medio (Miller et al., 2001) estos surfactantes exhiben baja toxicidad, muestran alta
estabilidad en las espumas y alta resistencia a la dureza del agua al igual que alta
degradacién por oxidacion (Mahajan & Sharma, 2011). Los surfactantes zwitterionicos
han sido empleados en estudios bioldgicos por su capacidad de solubilizar las
membranas de las proteinas (Mahajan & Sharma, 2011). Estos surfactantes se usan
combinados con aniénicos o catiénicos en muchos productos (Mahajan & Sharma, 2011).
Generalmente los surfactantes ibnicos son mas téxicos para los microorganismos que los
no ionicos (Atagana et al., 2003).

Una propiedad importante de los surfactantes es la Concentracion Micelar Critica (CMC),
a esta concentracion las moléculas del surfactante se agrupan para formas estructuras
llamadas micelas; antes de la CMC los surfactantes se encuentran como mondémeros
adsorbidos en la interfase (Galaz Montoya, 2007; Lee et al.,, 2005; Morales Quintana,
2007; Orantes Gomez, 2002). El tamafio de las micelas es pequefio, comprendida en
unas pocas decenas de nanémetros (Hummel, 2000). Las micelas se componen por una
parte interior no polar donde se distribuyen los compuesto organicos y una exterior polar
gue brinda alta solubilidad en el agua (Hummel, 2000; Orantes Gomez, 2002).
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3.5. Leonardita

La leonardita esta compuesta por lignitos altamente oxidados los cuales son una
subclase de sustancias humicas, estos lignitos contiene tres fracciones de sustancias
hamicas entre las que se encuentran las huminas, acidos himicos y &cidos fulvicos,
ademas poseer material mineral dependiendo de su pureza (Lipczynska-kochany &
Kochany, 2008). Las sustancias huamicas son una fraccién importante en la materia
organica del suelo y la cual tiene influencia positiva sobre la fertilidad, el incremento de
disponibilidad de nutrientes (Ratanaprommanee & Shutsrirung, 2013).

Tabla 3-1

Ficha técnica de Leonardita

Compuesto Concentracién (g/L)

Oxido de potasio 68,5
Carbono del extracto himico 50,0
total

Carbono de acidos himicos 45,0
Carbono de acidos fulvicos 5,0
Sdlidos insolubles 22,6
Sodio soluble en agua 0,15

Nota: Tomado de (Trejos Delgado, 2017)

Bratkova, Nikolova, Chakalov, & Rilski (2012) encontraron que las sustancias hamicas
liberan nutrientes para las plantas de manera lenta, aumentan el intercambio catiénico,
genera un efecto tampdn en el suelo, interactia con iones téxicos y con compuestos
xenobiétocos. Las condiciones del suelo mejoran a largo plazo ya que la leonardita
incrementa la produccién de enzimas (Turgay, Erdogan, & Karaca, 2010).

3.6. Melaza

La melaza es una fuente de carbono usada como co-sustrato en procesos de
biorremediacién ya que mas del 60% de su composicion esta formada por sacarosa y
diferentes azlUcares ademas de contener, vitaminas, minerales y aminoacidos que en
conjunto aumentan la actividad bacteriana (Prada Vasquez, 2016).
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Tabla 3-2

Composicién de la melaza de cafia de azlcar

Componentes Constituyentes Contenido (p/p)
Materia seca 78
Proteinas 3
Azlcares reductores 3-5
Componentes mayores L Sacargsa 60-63
Sustancia disueltas (diferentes azucares) 4-8
Agua 16
Grasas 0,40
Cenizas 9
Calcio 0,74
. ) Magnesio 0,35
Contenido de minerales Fésforo 0.08
Potasio 3,67
Glicina 0,10
Leucina 0,01
Contenido de aminoacidos Lisina 0,01
Treonina 0,06
Valina 0,02
Colina 600 ppm
Niacina 48,86 ppm
Contenido de vitaminas Acido-Ffantpténico 42,90 ppm
Piridoxina 44 ppm
Ribloflavina 4,40 ppm
Tiamina 0,88 ppm

Nota: Tomado de (Fajardo Castillo & Sarmiento Forero, 2007)

3.7. Compost

"La FAO define como compost a la mezcla de materia organica en descomposicion en
condiciones aerébicas que se emplea para mejorar la estructura del suelo y proporcionar
nutrientes" (Roman, Martinez, & Pantoja, 2013). Para asegurar la calidad del compost se
deben garantizar el complimiento de fases para su elaboracion entre las que se
encuentran la fase mesdfila, la fase termdfila, fase de enfriamiento y fase de maduracion
(Roméan et al.,, 2013). EI compost por ser un agente de esponjamiento mejorara la
aireacion del suelo y el transporte de nutrientes. Segun Terrén (1992) la materia organica
del compost le da las siguientes propiedades quimicas al suelo: Aumento del poder
tampon, regulador de pH, aumento de capacidad de cambio catiénico, forma quelatos,
mantiene reservas de nitrégeno. En la Tabla 3-3 se muestra la composicidon del compost
maduro empleado en los tratamientos de biorremediacion.
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Tabla 3-3
Composicién del compost

Componente Composicion

Arena 76%
Limo 16%
Arcilla 8%
Clase Franco Arenoso
Materia organica 18,3 mg/kg
Fésforo 358 mg/kg
Nitratos 51 mg/kg
Amonio 34%

Nota: Tomado de (Trejos Delgado, 2017)

3.8. Factores que intervienen en la biorremediacion

3.8.1. Textura

De acuerdo con Gisbert Blanquer, Ibafiez Asensio, & Moreno Ramén (2010) la textural
del suelo se define como "el porcentaje en peso de las particulas menores a 2 mm de
diametro, arena, arcilla y limo, existentes en los horizontes del suelo". Se debe tener en
cuenta que la textural del suelo varia de un horizonte a otro, con lo que se convierte en
una caracteristica de los mismos. Cada una de las particulas posee caracteristicas
fisicas y quimicas diferentes lo que afecta en propiedades del suelo como la aireacion,
movimiento del agua, retencion de humedad, liberacién de iones, disponibilidad de
nutrientes, contenido de materia organica y resistencia al cambio del pH (Jaramillo, 2002;
Kogbara, Ayotamuno, Worlu, & Fubara-Manuel, 2015). Ademas se ha encontrado una
correlacion positiva entre el contenido de arcilla y la riqgueza bacterial al igual que indices
de diversidad (Naveed et al., 2016).

3.8.2. Humedad

La humedad es la cantidad de agua que posee un suelo y estd determinada por la
textura, contenido de materia organica y del arreglo que presente el medio fisico, por lo
tanto se ha encontrado que el contenido de agua es linealmente proporcional al
contenido de arcilla o materia organica presente en un suelo (Jaramillo, 2002).

Una cantidad adecuada de agua en la matriz del suelo permite el movimiento de
nutrientes través del mismo y de los microorganismos que viven en él ya que estos
requieren un medio acuoso para llevar a cabo el metabolismo (Prada Vasquez, 2016;
Trejos Delgado, 2017). La humedad del suelo tiene alto impacto en la solubilidad y el pH
ademas de relacionarse directamente con la aireacién, una alta humedad promueve el
desarrollo de zonas anaerobias (Eweis, Ergas, Chang, & Schroeder, 2002).
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3.8.3. Potencial de Hidrégeno

El pH es la propiedad del suelo que establece el grado de acidez o de alcalinidad y
afecta propiedades fisicas, quimicas y biolégicas (Jaramillo, 2002). Se ha encontrado que
los microorganismos exhiben un crecimiento maximo en pH entre 6 y 8; condiciones
acidas o alcalinas inhiben la actividad microbiolégica (Eweis et al., 2002) ya que se
hidrolizan algunos componentes microbianos o0 se presenta desnaturalizacién de las
enzimas (Atlas & Bartha, 2002).

3.8.4. Potencial redox

"Numerosas reacciones enzimaticas son reacciones de oxidacion-reduccion en las que
un compuesto es oxidado y el otro es reducido, la capacidad de un organismo para llevar
a cabo esas reacciones depende del estado de oxidacién-reduccion del ambiente" (Atlas
& Bartha, 2002).

El potencial redox esta constituido por la porcion de componentes oxidados en relacion a
los componentes reducidos. Ambientes que acepten electrones de un electrodo normal
de hidrégeno a una media-cédula tiene un potencial redox positivo y cualquier ambiente
gue done electrones posee un potencial redox negativo. Los ambientes con potenciales
redox positivos y altos favorecen ambientes de oxidacién mientras que los ambientes con
un potencial redox negativo y bajo indican ambientes fuertemente reducidos. Los
microorganismos aerobios estrictos son metabolicamente activos en valores redox
positivos mientras que los anaerobios estrictos son metabdlicamente activos en valores
negativos y los anaerobios facultativos son activos en un amplio rango de potencial redox
(Atlas & Bartha, 2002).

3.8.5. Temperatura

Los microorganismos poseen temperaturas Optimas de crecimiento en donde presentan
tasas de reproduccion y crecimiento elevadas, por tal motivo es un factor a tener en
cuenta en los procesos de biorremediacion (Atlas & Bartha, 2002). Se sabe que la
bacterias presentes en el suelo son mesofilas (Trejos Delgado, 2017) y por ende el rango
de temperatura en el cual crecen oscila entre 20 y 40 °C (Atlas & Bartha, 2002).

3.8.6. Disponibilidad de nutrientes

El nitrdgeno se encuentra presente en nutrientes inorganicos como el amonio, nitrato y
nitrito y es necesario para la sintesis de proteinas (Atlas & Bartha, 2002). Se sabe que
algunos microorganismos utilizan nitrito como aceptor final de electrones en las vias
metabdlicas respiratorias, en ese caso se produce desnitrificacién en la cual se libre
nitrégeno gaseoso (Atlas & Bartha, 2002).
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El fésforo es necesario para la formacion de acidos nucleicos, la generacion de ATP, la
sintesis de fosfolipidos y hace parte de la membrana celular aunque una concentracion
elevada puede inhibir el crecimiento microbiano (Atlas & Bartha, 2002; Prada Vasquez,
2016). Los suelos generalemnte poseen un contenido de fésforo bajo debido a la baja
solubilidad ya que este precipita en presencia de cationes como Ca+2, Mg+2 y Fe+3 en
pH desde neutro hasta alcalino (Prada Vasquez, 2016). El fésforo se presenta en el suelo
de forma orgénica en los acidos humicos y de forma inorganica en combinaciéon con
Hierro, Aluminio y Calcio (Prada Vasquez, 2016).

3.8.7. Aceptor y donador de electrones

En la respiracion microbiana se obtiene la energia necesaria para que los
microorganismos desarrollen sus funciones vitales. "Mediante la respiracién, los
electrones son transferidos desde un donante a un aceptor a través de un transportador
biolégico de electrones, produciendo energia quimica, la cual es almacenada en
moléculas de trifosfato de adenosina (ATP)" (Prada Vasquez, 2016). En los procesos de
biorremediacion el contaminante o cofactores pueden actuar como donador de
electrones, mientras que el aceptor de electrones depende si el proceso es aerobio o
anaerobio (Prada Vasquez, 2016). En los procesos anaerobios los aceptores de
electrones pueden ser nitrato o sulfato (Trejos Delgado, 2017).



4.Metodologia

En el presente capitulo se presenta la metodologia que se llevé a cabo durante la
investigacion ademas de los pasos seguidos en la ejecucion del proceso de
biorremediacién y los procesos evaluados. Se presentan también los equipos empleados
y los analisis estadisticos. La propuesta de investigacion se llevé acabo en el Laboratorio
del grupo de Investigacion de Biorremediacibn y Desarrollo Tecnolégico de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin. Las pruebas analiticas para cuantificar
la concentracion de hidrocarburos y su composicién en las muestras se realizaron en el
Laboratorio de Andlisis Instrumental de la Universidad Nacional de Colombia.

Figura 4-1 Metodologia de trabajo

Recoleccién de suelo contaminado en la Vereda Silvania.

A

Pretratamiento de la muestra de suelo (secado al sol)

Caracterizacion fisicoquimica y microbiol6gica del suelo.

Montaje de tratamientos a escala de laboratorio.

Seguimiento de parametros fisicoquimicos.

Medicion de hidrocarburos en los tratamientos.

\A

Formulacion del modelo de gestién ambiental.
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4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Disefio de experimentos

Se emplea un disefio experimental ANOVA de un factor y siete niveles correspondientes
a los tratamientos de control (C), atenuacion natural (AT), bioestimulacion (BE),
bioestimulacion con surfactante (BES), bioaumentacion (B), bioaumentacion con
surfactante (BS) y bioestimulacion con surfactante y D-limoneno (BESL). Cada uno de los
tratamientos cuenta con tres réplicas. Se realiza una comparacién entre la medias para
determinar la diferencia significativa a partir de la prueba Scheffé.

Tabla 4-1
Disefio de experimento
NGmero Nivel de tratamiento
experimento C AT B BS BE BES BESL
[HTP]; Xil Xil Xil Xil Xil Xil Xil
(HTP] XfLXf  XfL,Xf2,X  Xf1,Xf2,X  Xf1,Xf2,X  Xf1,Xf2,X  Xf1,Xf2,X  Xf1,Xf2,X
2,Xf3 f3 f3 f3 f3 f3 f3

Nota: Elaboracién propia

Donde: X: factor medible (Concentracion de TPH en suelo)
i: estado inicial
f: estado final

4.1.2. Equipos y Reactivos

Medidor multiparamétro portatil modelo: HQ40d de pH, conductividad, potencial redox,
Ro-tap, Cabina de flujo laminar horizontal Isocide modelo SPD-4AS2, plancha de
calentamiento marca Velp Scientifica, balanza analitica APX-.203, horno de secado
marca Memmert y autoclave modelo 25X-, SENose.

La urea (CH4N,O) de grado comercial marca PQP se usa como fuente de nitrégeno en
los tratamientos de bioestimulacion, el fosfato de potasio dibasico K,HPO, marca Merck
se usa como fuente de fosforo en los tratamientos de bioestimulacion, Black diamond de
marca NARPES se usa como fuente de potasio, acidos humicos y fllvicos en los
tratamientos de bioestimulacion, nitrato de potasio KNO3; marca Chemi como aceptor de
electrones, la melaza empleada en los tratamientos de bioestimulacién se adquirié de
Tierragro. Para el recuento en placa de bacterias heterotrofas se emplea Nutrient Agar
Difco™ y para el recuento de bacterias hidrocarburoclastas se emplea Agar
Bacterioldgico N°1 marca Oxoid.

Para determinar el contenido de carbono organico se emplean dicromato de potasio
(K2Cr,07) marca Carlo Erba, acido sulfarico (H,SO,4) J.T Baker y sacarosa J. T Baker.
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Para la determinacion del fésforo total se emplea &cido clorhidrico HCI marca Merck
grado industrial, cloruro estannoso dihidratado marca Merck, Fluoruto de amonio marca
Merck, molibdato de amonio (NH4)sMo0-0,4 Merck grado industrial.

4.1.3. Recoleccidon de muestra del suelo contaminado

El suelo usado para esta investigacibn se recolect6 en la Vereda Silvania del
departamento del Putumayo. La finca se encuentra en poder de una familia de la zona
gue ha sido afectada por los derrames de hidrocarburo procedentes del Oleoducto
TransAndino. Se realiz6 un muestreo aleatorio y siguiendo los pardmetros establecidos
por el manual de Enviromental Protection Agency (EPA, 1991).

4.1.4. Pretratamiento de la muestra de suelo

El suelo fue sometido a secado mediante radiacién solar y posteriormente triturado ya
gue contenia gran cantidad de agua y terrones en su estructura. El suelo seco y triturado
fue llevado a un tamafio de particula de dos milimetros para homogeneizar la muestra.
Para garantizar el tamafio de particula se usé una malla 20 U.S. STD. Sieve y el equipo
Ro-tap.

4.1.5. Caracterizacion de la muestra de suelo

La caracterizacion fisicoquimica de la muestra de suelo se llevé a cabo en el Laboratorio
de Suelos de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin. La caracterizacion se
realiz6 a una muestra de suelo sin ningun tratamiento de biorremediacion y a una
muestra de suelo correspondiente al tratamiento de biorremediacibn con mayor
porcentaje de degradaciébn de hidrocarburos. En la Tabla 4-2 se muestran las
propiedades fisicoquimicas y la técnica empleada.

Tabla 4-2
Propiedades fisicoquimicas
Prueba experimental Técnica analitica

Potencial de Hidrégeno Método de dilucién (Jackson,1964)
Materia organica Walkey Black (Walkey & Black,1934)
Suma de cationes intercambiables Acetato de amonio
Fosforo toral Bray Il (Bray & Kurtz, 1945)
Nitr6geno total Nitrégeno Kendall (Jackson,1964)
Contenido de nitrato Sulfato de Aluminio
Contenido de nitrégeno amoniacal Método de Nessler (Nessler,1999)
Densidad real Método del picnémetro (Aguilera,1989)
Textura Bouyoucos
Humedad Método del Horno (Jackson,1964)

Nota: Modificado de Informe de Laboratorio No. 49441
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4.1.6. Montaje a escala de laboratorio

Para el montaje a escala de laboratorio se emplearon bandejas con tapa para evitar la
entrada de aire a los microcosmos. A cada bandeja se le adicion6 dos kilogramos de
suelo, se mantuvo una humedad del 59% y se empled el nitrato de potasio como aceptor
de electrones. En la Tabla 4-3 se listan los tratamientos de biorremediacion evaluados.

Tabla 4-3
Tratamientos de biorremediacion evaluados a escala de laboratorio

Tratamientos Nombre Especificaciones
Control C Suelo con crudo mas acido clorhidrico
Atenuacion Natural AT Suelo con crudo
Bioaumentacion B Suelo con crudo mas compost
Bioaumentacion con surfactante BS Suelo con crudo mas compost y Tween 80
Bioestimulacion BE Suelo con crudo mas melaza y leonardita
Bioestimulacién con surfactante BES Suelo con crudo mas melaza, leonardita y

Tween 80

Bioestimulacion con surfactante BESL  Suelo con crudo mas melaza, leonardita, D-
y D-limoneno limoneno y Tween 80

Nota: Elaboracién propia

Mediante conteo en caja Petri se determind que el contenido de bacterias en el compost

108UFC
es de 1,8 x

, cantidad para aumentar el nimero de bacterias en los tratamientos de

Bioaumentacion, a estos tratamientos se adicion6 el 10% para no diluir los HTP
presentes en las muestras. La relacion de Carbono, Nitrégeno, Foésforo para los
tratamientos de Bioestimulacién se realiz6 mediante el método de McCarty como se
muestra en el siguiente numeral.

Tratamientos de biorremediacién

Control: Para evitar el crecimiento de microorganismos se adicioné &acido
clorhidrico al dos molar a los microcosmos.

Atenuacion natural: No se agreg6 ningun nutriente o fuente de carbono a los
microcosmos con suelo contaminado.

Bioaumentacion: Se adicion6 10% de compost a los microcosmos para
aumentar la densidad bacteriana.

Bioaumentacion con surfactante: Se adicioné 10% de compost y Tween 80 a
los microcosmos para aumentar la densidad bacteriana y solubilizar el hidrocarburo
adherido a la matriz del suelo respectivamente.
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Bioestimulacién: Se mantuvo una relacion C:N:P de 100:12:2 en los
tratamientos de bioestimulacién (BE,BES y BESL), se us6 urea como fuente de nitrdgeno
y poli fosfato de sodio como fuente de fésforo. En los tratamientos con Tween 80 (BES y
BESL) se afadid la concentraciébn micelar a cada microcosmos. El D-limoneno se
adicion6 de manera equivalente al surfactante. La leonardita se adicion6 al 3% (Turgay et
al., 2010).

4.1.7. Calculo dosificacion de nutrientes

Con el balance de masas se puede determinar la cantidad de nutrientes y aceptor de
electrones que necesitan los microorganismos y se obtiene una estimacién de la cantidad
de productos finales en el disefio de sistemas de tratamiento biol6gico. El balance de las
ecuaciones quimicas se basa en el concepto de estequiometria sin embargo algunas
caracteristicas de las reacciones microbianas como la oxidacion y reduccion de mas de
una especie, los roles de catalisis para la reaccion y los productos de la reaccién ademas
de las reacciones quimicas para la sintesis de células complican la estequiometria
(Rittmann & McCarty, 2001)

Para obtener una reaccion global es necesario conocer la reaccion de energia y reaccion
de sintesis de los microorganismos. Para conocer las reacciones anteriores se plantean
aproximaciones de reacciones medias (Rittmann & McCarty, 2001) con las siguientes
ecuaciones.

R, =R, — Ry Ecuacion 4-1
Ry =R, —Ry Ecuacion 4-2

Donde Re es la reaccion de energia, Ra es la semi-reaccion del aceptor de electrones,
Rd es la semi-reaccion del donador de electrones, Rs es la reaccion de sintesis y Rc es
la semi-reaccion de sintesis.

4.1.8. Cuantificacion y cualificacion de hidrocarburos
totales del petrdleo

El contenido de hidrocarburos totales se determind mediante una metodologia adaptada
del Estandar Métodos 5520F, junto con un perfil cromatogréafico obtenido por CG-MS
(Cromatografia de gases acoplado a masas). Los andlisis se realizaron en el Laboratorio
de Andlisis Instrumental de la Universidad Nacional de Colombia-Sede Medellin. En la
cuantificacion de los HTP se usaron viales de polipropileno de 50mL para centrifuga en
donde se deposité 1.0 g de suelo seco y se adicion6 2.5g de Na2S0O4 anhidro (Panreac
®). A continuacion se agregd a cada vial 5ml de diclorometano marca Chemi, grado
analitico y se llevo al vortex durante 90 segundos. Las muestras fueron centrifugadas en
un equipo Jouan serie MR22 a 7000 rpm durante 20 minutos. El proceso de lavado del
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suelo se repiti6 dos veces mas sobre el residuo sélido remanente hasta lograr un
volumen aproximado de 15 mL de sobrenadante. Se empled un rotaevaporador Heidolph
(Laborota 4003-control) operando a una temperatura de 40°C y una presion de 740
mmHg para separar el extracto organico del solvente. Este ultimo se resuspendié en 1.0
mL de diclorometano en viales de 1.5 mL marca Agilent ambar provistos de tapas
roscadas con tapon de teflén (Trejos Delgado, 2017).

En la cualificacion de los HTP se utilizé un cromatdgrafo marca Agilent serie 6890N con
un detector selectivo de masas Agilent 5973 Network y un inyector Agilent 7683. Se
empled una columna DB-TPH -123-1632 marca Agilent Technologies de 30m de longitud,
0.32mm de didmetro y una pelicula del empaque de 0.25um. Todas las muestras fueron
corridas bajo las siguientes condiciones: una temperatura inicial fue de 60°C durante 2
minutos, posteriormente la temperatura aument6 8°C por minuto hasta alcanzar los
300°C, manteniéndose alli por 8 minutos mas. La temperatura del inyector se mantuvo a
250°C; mientras que la temperatura del detector fue de 340°C; el gas de arrastre usado
fue hidrogeno trabajando a un flujo constante de 2.0 mL por minuto. La concentracion de
contaminante en las muestras fue identificada y cuantificada con un estandar que
contenia una mezcla de hidrocarburos alifaticos de C8-C40 (S-4149-500-MX, Chiron AS)
con un total de 35 analitos resuspendidos en disulfuro de carbono-diclorometano (3:1)
(Trejos Delgado, 2017)

4.1.9. Recuento en placa

Se realiz6 un conteo en placa propuesto por Sil Society of America, Inc. Y American
Society of Agronomy, Inc de Estados Unidos para todos los tratamientos de
biorremediacion a escala de laboratorio en donde se estudi6 el crecimiento de bacterias
heterétrofas e hidrocarburoclastas. Para el cultivo en placa de las bacterias heterétrofas
se us6 Agar nutritivo Difco™ cuya férmula aproximada es extracto de carne 3.0 g/L,
peptona 5.0 g/L y Agar 15 g/L. Para el cultivo en placa de las bacterias
hidrocarburoclastas se usé Agar bacteriologico N1 marca OXOID. El método permite el
recuento de una porcion de los microorganismos debido a que todos no pueden
replicarse mediante medios de cultivo tradicionales (Arrieta Ramirez, 2011; Gémez Jovel,
2009).

Se prepar6 una dilucibn de 1 gramo de suelo en 9 mililitros de agua destilada
previamente esterilizada, esta corresponde a la dilucién de 10, a continuacién se agit6
la mezcla durante 1 minuto y se tomaron 10 microlitros que se transfirieron a un nuevo
tubo de ensayo con 9,9 mililitros de agua destilada, corresponde a la dilucion 103,
finalmente se toman 1 mililitro de la ultima dilucion y se transfiere a un tubo de ensayo
con 9 mililitros de agua destilada dando origen a la dilucién 10 .Para las bacterias
heterétrofas se sembré una dilucion de 10 y para las bacterias hidrocarburoclastas una
dilucion de 10®, se empleé crudo diluido con hexano como fuente de carbono para las
bacterias hidrocarburoclastas. Se adiciondé 100 ul crudo después de inocular las cajas
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Petri. Todas las siembras se realizaron en profundidad. Las unidades formadoras de
colonias se calculan mediante la Ecuacion 4-3 (Fernandez Linares et al., 2000).

UFC E % Ecuacién 4-3
gs.s FDPxFH

Donde:

UFC/ g s. s. = Unidades formadoras de colonias / g de suelo seco.

NC= nlimero de colonias en una caja.

FD = factor de dilucién que corresponde a la dilucién de donde se tomo
la muestra con la que se inocula la caja (102 a 10™°).

V= volumen inoculado en la caja = 0.1 ml.

P = peso de la muestra himeda =1 g.

FH = factor de correccién de humedad (1-(%humedad/100)).

4.1.10. Potencial de Hidrégeno

El potencial de hidrogeno se determindé mediante dilucién conservando una relacion 1:10.
Para esto se peso dos gramos de suelo de cada uno de los microcosmos y se los llevé a
20 mililitros de agua destilada posteriormente se agité en un vértex durante 1 minuto, a
continuacion se midio el pH con un electrodo del equipo Hach Modelo HQ40d.

4.1.11. Potencial Redox

Para la determinacion del potencial redox se empleé un electrodo MTC10101 de la marca
Hach, este se introdujo directamente en los microcosmos como se recomienda en
(Kolmans & Vasquez, 1999).

4.1.12. Humedad

La humedad del suelo se calcul6 mediante la Ecuacién 4-4, para ello se pesé un crisol
vacio M,, el crisol con la muestra de suelo M, y la muestra se llevo al horno durante 24
horas a 105 °C, finalmente se peso el crisol con la muestra de suelo después del proceso
de secado M.

My — M Ecuacion 4-4
%H == 91
YoHumedad M, — M, 00
4.1.13. Patron de emision de gases

El patron de emisién de gases se emple6 como un indicativo de la actividad microbiana
en los tratamientos exceptuando el tratamiento control, para esto se empleé el dispositivo
SENose el cual consta de un microcontrolador y seis sensores, MQ-3, MQ-4, MQ-7, MQ-
135, MQ-136, MQ-137, usados en la deteccién de alcohol, metano, mondxido de
carbono, 6xidos de nitrdgeno, sulfuro de hidrégeno y amoniaco respectivamente. Los
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sensores estan ubicados en un recipiente hermético conectados a un cable de
alimentacion y un cable de datos. Los datos son enviados cada tres segundos al software
"Microplotter" (Pineda & Pérez, 2017). Microplotter recibe los datos leidos por los
sensores y procede a graficar y guardar un archivo de texto (Pineda & Pérez, 2017). El
software Microplotter guarda los datos en un archivo de texto donde los datos pueden ser
copiados y pegados en el programa Microsoft Excel. Los datos obtenidos con el
dispositivo SENose fueron agrupados por gases y graficados de acuerdo al tratamiento.
Las graficas presentadas corresponden a una de las tres réplicas realizadas.

Los sensores detectan concentraciones relativas de gas en términos del voltaje
generado, los valores del voltaje son leidos a continuaciéon por el microcontrolador, las
lecturas se presentan en el Microplotter en una escala adimensional (ADC) entre 0 y
1023 (Pineda & Pérez, 2017). El voltaje detectado por los sensores es proporcional a la
concentracion del gas presente en el ambiente, la sensibilidad de los sensores
empleados se muestra en la Tabla 4-4. Los datos son leidos por el microcontrolador
cada tres segundos.

Tabla 4-4

Sensibilidad de los sensores empleados en el dispositivo SENose

Sensor Sensibilidad

MQ-3 Alcohol

MQ-4 Metano

MQ-7 Monéxido de Carbono

MQ-135 Amoniaco, Oxidos de nitrégeno, Alcohol,
Benceno

MQ-136 Sulfuro de hidrégeno

MQ-137 Amoniaco

Nota: Elaboracién propia

La Figura 4-2 muestra la como esta conformado el dispositivo SENose vy la interface del
software microplotter.
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Figura 4-2 Imagen SENose e interface

(Pineda & Pérez, 2017)

Debido a que los microcosmos superan el tamafio de SENose se empled un dispositivo
de volumen definido para contener los gases presentes. La lectura con SENose se
realiza en dos fases consecutivas; en la primera SENose se introduce en el dispositivo de
volumen definido junto con el microcosmos y este toma datos durante dos minutos
aproximadamente, en la segunda fase se retira la tapa del microcosmos, se realiza una
estimulacion mecéanica del suelo (levantar una porcion de suelo con espatula) y de
SENose con el fin de liberar los gases en las muestras y exponer los sensores a los
gases liberados respectivamente. Una vez los gases y los sensores estan en contacto se
toma datos durante tres minutos aproximadamente. Las dos fases se hacen con el
objetivo de visualizar el cambio entre los gases presentes en el ambiente y los
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procedentes de los microcosmos como se muestra en la Figura 4-3.

Figura 4-3 Patrén de respiracion en suelo contaminado
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5.Analisis de resultados

En este capitulo se presentan los resultados de los diferentes analisis realizados en esta
investigacion como caracterizacion fisicoquimica del suelo, potencial redox, pH,
conductividad, crecimiento de bacterias heterétrofas, hidrocarburoclastas, porcentaje de
remocién de hidrocarburos y patrén de emisién de gases en los microcosmos.

5.1. Calculo dosificacion de nutrientes
Para obtener la semi-reaccion del donador de electrones se siguen los siguientes pasos:

1. Escribir la forma oxidada del elemento de interés.

2. Agregar especies que son formadas o consumidas en la reaccion.

Balancear la reaccién para el elemento que es reducido y para todos los
elementos excepto el oxigeno.

Balancear el oxigeno con adicién o sustraccion de agua.

Balancear el hidrégeno con la introduccién de H+

Balancear las cargas en la reaccién adicionando suficientes e-.

Dividir la ecuacion por el coeficiente de e-.

w

No o s

Semi-reacciéon del donador de electrones (R,;)

8 9 ion 5-
H,0 > —-CO, + e~ + H* Ecuacion 5-1

1
— CigHsg + T cc

110
El crecimiento de las bacterias involucra dos reacciones basicas, una para la produccion
de energia y la otra para la sintesis celular. La semi reaccién de sintesis celular se
obtiene de la tabla 2.4 del libro de McCarty and Rittmann donde se toma el amonio como
fuente de nitrégeno. La semi reaccion del aceptor de electrones Ra se toma de la misma
tabla, donde el aceptor de electrones escogido es el nitrato.

Semi-reaccion del aceptor de electrones (R,)
1. _ 6 1 3 Ecuacion 5-2
§N03 +§H++€ _)ENZ +§H20
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Semi-reaccion de sintesis (R,)

9 ion 5-
2 H,0 Ecuacion 5-3

VT
S NVHi +e™ + H > oo CsHy0,N + o

1CO ! HCO

5

Reaccién de energiaR, =R, — R,

Calculando se obtiene

1 1 1 9 3 i6n 5-
NOT +<H* > =Ny +==C0, + = Hy0 Ecuacion >-4

110 C1eflss T 5 5 5 55 11

110

Reaccion de sintesis R, = R, — Ry

Calculando se obtiene

1 27 Ecuacion
—CeHy0,N + ——H,0 cuacio

2
t55¢027 55 220 5-5

+1NH+
4 ' 55

! HCO7
3720

—C,gH
1838+0

110

Para obtener la reaccion global del proceso se emplea la siguiente ecuacion
R = f;Rs + f.R,
fitfe=1
Donde:

fs es la fraccion asociadas con la generacion de biomasa
f. es la fraccion de la oxidacion para energia
Ycuyos valores son 0,4 y 0,6 para fs y fo respectivamente

Aplicando el método de Mc Carty se obtiene la siguiente reaccién global

CigH3g + 13,2 NO3 + 2,2 HCO3 + 13,2 H* + 2,2 NH} Ecuacion 5-6
- 6,6 N, + 22 CsH,0,N + 23,4 H,0 + 9,2 CO,

Para obtener las relaciones moleculares de las especies que intervienen en la reaccion
(C:N:NO;3: P) se procede de la siguiente forma:

Pesos moleculares de las especies que intervienen en la reaccion:

_ ey 9 -—e0 9 N=129
CigHsg = 252—— NO3 =60—— N=14—

1: (22>< 14) (132 60) 1(22>< 14)
252 252 252



Andlisis de resultados 39

Luego la relacion (C: NO3: N: P) es:
1:3,14:0,12: 0,02

Ahora se tiene que para 100 gramos de petroleo crudo se necesitan 314 gramos de NO3
como aceptor de electrones, 12 gramos de Nitrégeno y 2 gramos de fésforo,
obteniéndose asi una relacion aproximada de C:N:P de 100:12:2.

5.2. Parametros fisicoquimicos

5.2.1. Potencial redox

Puede observase en Figura 5-1 que en todos los tratamientos exceptuando el control, los
valores de potencial redox fueron disminuyendo a lo largo del tiempo, esto se debe al
consumo de oxigeno disuelto por parte de bacterias anaerobias facultativas y aparicion
de compuestos como el amoniaco, sulfuro de hidrégeno y metano (Atlas & Bartha, 2002).
Este comportamiento es reportado por DellAnno et al (2009) y lo atribuye al activo flujo
de electrones entre el medio y las bacterias. En los tres tratamientos de bioestimulacién
(BE,BES,BESL) el potencial redox alcanzé valores negativos de -77,6 mV, -48,6 mV y -
22,7 mV respectivamente lo que significa que a partir de ese momento se generan
condiciones anaerobias en los microcosmos (W.-Y. Chen, Wu, Lin, & Chang, 2016). En
los tratamientos de bioestimulacion se adicion6 leonardita y melaza, estos poseen en sus
moléculas gran cantidad de carbono como se puede apreciar en las Tabla 3-1 y Tabla
3-2 respectivamente lo que favorece la aparicién de condiciones anaerobias ya que se
ha demostrado que los sistemas con alta cantidad de materia organica pueden llegar a
poseer potenciales redox del orden de -400 mV (Atlas & Bartha, 2002; Bia, Davies,
Albuquerque, & Randerson, 2012). Los tratamientos de bioaumentacién (B y BS) al no
poseer una fuente de carbono con mayor biodisponibilidad como la melaza, la respiracion
bacteriana se ve disminuida, lo que provoca un consumo de oxigeno disuelto mas lento,
por tal motivo el potencial redox se mantiene en valores positivos de 127,6 mV para
bioaumentacion y 86,8 mV para el tratamiento de bioaumentacion con surfactante, el
valor mas bajo en el segundo tratamiento puede explicarse por la adicién de Tween 80
gue separa el hidrocarburo de la matriz del suelo convirtiéndolo en una fuente de carbono
con mayor biodispobilidad generando mayor consumo de oxigeno disuelto. Ademas los
tratamientos de bioaumentacion contienen 10% de compost el cual es un agente de
esponjamiento que mejora la transferencia de oxigeno en los microcosmos. El potencial
redox en el tratamiento control aumento debido a la adicion de acido clorhidrico que al
mezclarse con el agua genera un ambiente oxidativo, lo cual aumenta los valores de
potencial redox.
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Figura 5-1 Potencial redox a lo largo del tratamiento
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Para establecer el mejor tratamiento de bioestimulacion se dividié Figura 5-1 en 6 tramos.
Para los tramos obtenidos se calculé la pendiente. Se hizo un estudio estadistico usando
andlisis de varianza y prueba de comparaciones mdultiples para determinar si existe
diferencia significativa entre las medias de las pendientes. En el andlisis de varianza
indica que no existe diferencia significativa entre las medias del tramo 1 (p>0,0001), este
mismo resultado es arrojado por el tramo 6, mientras que para los tramos del 2 al 5 el
analisis de varianza indica que existe diferencia estadisticamente significativa
(p<0,0001). Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras se
realizé la prueba de mudltiples rangos usando Scheffé, dado que este protege mejor del
error tipo .

La prueba de mudltiples rangos para el tramo 2 y 3 indica que existe diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos BES-BESL y entre los tratamientos
BE-BESL este resultado sugiere que los efectos del D-limoneno en el tratamiento de
Bioestimulacion con surfactante y D-limoneno ejerce un efecto significativo en la
disminucion del potencial redox. En los tramos 4 y 5 la prueba de mdltiples rangos indica
gue existe diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos BE-BES y BE-
BESL lo que siguieren que el D-limoneno y el Tween 80 ejercen un efecto en la
disminucion del potencial redox en estos periodos de tiempo. Las tablas con los
resultados de las pruebas estadisticas se encuentran en el Anexo B
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Figura 5-2 Potencial redox en los tratamientos de bioestimulacion
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5.2.2. Potencial de Hidrégeno

En Figura 5-3 puede notarse una disminucién del pH en el tratamiento del control en el
dia 19, esto se debi6 a la adicién de &cido clorhidrico ya que se evidencid crecimiento de
bacterias en el conteo realizado en cajas Petri. En el tratamiento de atenuacion natural
puede observase un comportamiento estable en el pH debido a que solo se agreg6 agua
destilada a lo largo del tratamiento. Los tratamientos de bioaumentacién (B y BS)
presentaron valores finales de pH de 7,2 y 7,3 respectivamente, el aumento de este
parametro se debe en parte a la formacion de amoniaco como puede verse en el Anexo
C donde se muestran las gréaficas obtenidas con el dispositivo SENose, sin embargo el
aumento en los valores de pH para estos tratamientos se da de forma gradual, este
comportamiento puede explicarse por la propiedad quimica de regular el pH y aumentar
el poder tampdn que tiene el compost, este comportamiento se menciona en Tratado de
fitotecnia general. En la Figura 5-4 se puede observar un rapido aumento del pH en los
tratamientos de bioestimulacion en el dia 12, este aumento se debe a la hidrdlisis de la
urea. Se debe recordar que la urea fue agregada a estos tratamientos como fuente de
nitrégeno. Sin embargo el amoniaco producido a partir de la urea se volatiliza de forma
rapida en suelos no inundados como lo muestran Barbieri & Echeverria (2003) no
obstante segun (CIAT, 1981) los cationes NH4+ son estables en condiciones reducidas
del suelo y tienden a acumularse en suelos inundados. No obstante el aumento en el pH
de estos tratamientos continlia alcanzando valores de 8,8 y 9,0 al final del tratamiento de
biorremediacion. El aumento sucesivo puede explicarse por la adicion de Leonardita, la
cual posee un pH de 8,46 segun el fabricante. Otro factor que puede aumentar el pH es
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el aumento en la respiracion anaerobia como lo reporta DellAnno et al (2009) en su
investigacion en sedimentos marinos.

Figura 5-3 Potencial de hidrégeno a lo largo del tratamiento
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5.2.3. Conductividad eléctrica

En la Figura 5-4 se aprecia que todos los tratamientos poseen la misma tendencia debido
a que se agrego igual cantidad de nitrato de potasio a los microcosmos y no se afiadié
ninguna otra sal. En el tratamiento de control por la adicion de acido clorhidrico al 2M y el
contenido de nitrato de potasio se genera una reaccion entre ellos produciendo asi &cido
nitrico y la sal cloruro de potasio, por tal motivo se puede observar un aumento en la
conductividad. La conductividad crece en los dias 19 y 47 ya que en estos dias se agrego
agua al sistema para conservar la humedad lo que disolvié la sal presente. En el cuarto
dia se presenta una conductividad muy baja debido a la gran cantidad de crudo en
presente en el suelo, el crudo por ser una sustancia organica es mala conductora de la
corriente eléctrica. Se puede observar que la adicion de melaza, leonardita, Tween y D.-
Limoneno no generan grandes cambios en los valores de conductividad ya que estas
sustancias no se disocian en soluciones acuosas y por lo tanto son pobres conductores.




Andlisis de resultados 43

Figura 5-4 Conductividad a lo largo del tratamiento
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5.3. NUmero de bacterias heterdtrofas e
hidrocarburoclastas

El crecimiento de las bacterias heterétrofas a lo largo de los tratamientos de
biorremediacién se presentan en la Figura 5-5. Se puede observar que a partir del dia 51
(linea punteada), el crecimiento bacteriano en los tratamientos de bioestimulaciéon
presentan una disminucion en las unidades formadoras de colonia, este comportamiento
se debe al aumento de los valores de pH como se muestra en la Figura 5-3 ya que al
aumentar el pH se presenta inhibicion de las bacterias (Totora, Funke, & Case, 2007).
Estos tratamientos presentan un crecimiento bacteriano oscilatorio el cual coincide con la
adicion de nutrientes que se realizd6 cada 15 dias; el aumento en el crecimiento de
bacterias después de agregar nutrientes es reportado por (Trejos Delgado, 2017). En los
tratamientos de bioaumentacién se observan 3 de las 4 fases del crecimiento bacteriano
(Totora et al., 2007), la primera fase correspondiente a la fase de adaptacion desde el dia
0 hasta el dia 19 (linea continua), una segunda fase correspondiente a la fase
exponencial que se dio en el dia 25 y una tercera fase correspondiente a la fase
estacionaria donde se presentaron crecimientos leves a partir del dia 33, puede notarse
gue en el dia 51 (linea punteada) la cantidad de bacterias no disminuyé6 como en los
tratamientos de bioestimulacion, esto se debe a que el pH en estos tratamientos se
mantiene entre 6,9 y 7,3, valores que se encuentran en el rango de la neutralidad donde
el crecimiento de la mayoria de las bacterias se ve favorecido (Totora et al., 2007). En el
tiempo de la investigacion los tratamientos de bioaumentacion no llegan hasta la cuarta
fase de crecimiento celular que corresponde a la fase de muerte celular mientras que en
el tratamiento de atenuacion se pueden observar las cuatro fases, la fase de adaptacion
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desde el dia 0 hasta el dia 25, la fase de crecimiento exponencial del dia 25 hasta el dia
33, la fase estacionaria que va del dia 33 hasta el dia 51 y a partir de este momento se

presenta la fase de muerte celular.

Figura 5-5 Numero de bacterias heterétrofas a lo largo del tratamiento
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El crecimiento de bacterias hidrocarburoclastas se observa en la Figura 5-6. Los
tratamientos de bioaumentacion (B y BS) presentan un crecimiento con leves aumentos
en todo el tratamiento de biorremediacion. En los tratamientos de bioestimulacion (BE,
BES) presentan una disminucién en las unidades formadoras de colonia hasta el dia 19 y
un aumento de las mismas hasta el dia 47 seguido de una disminucion a partid del dia
51; este comportamiento puede ser provocado por la disminucion del pH como puede
verse en la Figura 5-3. En el tratamiento BESL se observa un comportamiento similar a
los dos anteriores, sin embargo en este el aumento en las unidades formadoras de
colonias se da hasta el dia 51 seguido de una disminucién provocada por un cambio en

el pH.
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Figura 5-6 Numero de bacterias hidrocarburoclas a lo largo del tratamiento
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54. Concentracion de HTP remanentes

En la Tabla 5-1 se pueden observar las concentraciones de HTP que persisten después
de 90 dias de los tratamientos de biorremediacion en condiciones anaerobias.

Tabla 5-1
Concentracion de HTP remanente en los tratamientos de biorremediacion

Concentracién remanente HTP

Tratamiento Replica
(Ppm)
Control 3 12000
Atenuacién Natural 3 11000
Bioaumentacion 3 9000
Bioaumentacion con surfactante 3 8000
Bioestimulacion 3 6500
Bioestimulacién con surfactante 3 6000
Bioestimulacion con surfactante y D- 3 6000

limoneno

La Ecuacién 5-7 fue usada para el célculo del porcentaje de degradacion que se obtuvo
en cada uno de los tratamientos. El porcentaje de degradacién se realizé teniendo en
cuenta los HTP presentes inicialmente en las muestras de suelo.
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HTP; — HTP;
HTP,

Ecuacioén 5-7

%degradacion = 100 — ( X 100)

Los porcentajes de degradacién que se obtuvieron en cada uno de los tratamientos de
biorremediacion después de 90 dias se muestran en la Figura 5-7. Se puede observar que
el tratamiento control tuvo un 53,8% de degradacién de HTP. Este porcentaje de
degradacién se da por una reaccion quimica entre el HCl y los hidrocarburos. El HCI se
agrego a una concentracién 2M para inhibir el crecimiento microbiano. El tratamiento de
atenuacion natural tuvo un porcentaje de degradacion de 57,7% que corresponde al
porcentaje mas bajo exceptuando el control. Los tratamientos de bioestimulacion
(BE,BES y BESL) fueron los que obtuvieron porcentajes de degradacion mayores, los
cuales se encuentra entre 75y 76,9 % mientras que los tratamientos de bioaumentacién
(B y BS) tienen porcentajes de degradacion de 65,4 y 69,2 % respectivamente. La
diferencia entre los tratamientos de bioestimulacion y bioaumentacion esté entre un 7,7 y
9,6, debido a la cercania de los porcentajes de degradacién, es necesario determinar si
hay diferencia significativa entre ellos y de esta manera determinar cual es el mejor
tratamiento.

Figura 5-7 Porcentaje de degradacién en los microcosmos

Biodegradacion de HTP en los microcosmos
90
75,0 76,9 76,9
65,4 69,2
53,8 57,7
60
30 I I I I
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Traramientos

Elaboracion propia

De la Tabla 5-2 observar que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos de bioestimulacion con surfactante (BES) y el tratamiento de bioestimulacion
con surfactante y D-limoneno (BESL), por lo tanto la adicion de D-limoneno no ejerce un
efecto significativo en la degradacion de HTP segun la prueba aplicada. Sin embargo
existe diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos que poseen
surfactante y los que no lo poseen (BS y B) y (BES y BE) por lo que se puede decir que
este si ejerce un efecto en la degradacion de HTP. Con los resultados anteriores de
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determiné que el mejor tratamiento para la biorremediacion de suelo contaminado con
crudo en condiciones anaerobias corresponde al tratamiento de Bioestimulacién con
surfactante (BES). Atagana et al y Zhang & Zhu (2003; 2012) muestran que los
surfactantes como el Tween 80 mejora la degradacion de hidrocarburos ya que son
solubilizantes. Se determin6 que el Tween 80 aumentd la biodisponibilidad de los
hidrocarburos lo que facilita la biodegradacion.

Tabla 5-2

Porcentaje de degradacion aplicando la prueba de Scheffé

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos

AT 3 57,7 A
B 3 65,4 B
BS 3 69,2 C
BE 3 75,0 D
BELS 3 76,9 E
BES 3 76,9 E

Su, Zhou, Guo, Zhao, & Zhao (2012) reportan que la degradacion de HAP en condiciones
anaerobias incrementa con la adicién de fuentes de carbono de facil degradacion como
acetato y lactato. Liang et al (2014) reporta el mismo efecto, en su investigacion las
fuentes de carbono utilizadas fueron maltosa, glucosa, galactosa y sacarosa pasando de
una biodegradacién del 42,29% al 72,50, 45,59, 40,31 y 57,00% respectivamente. En la
presente investigacion se aplic6 melaza como co-sustrato que al igual que las fuentes de
carbono usadas en otras investigaciones como el acetato, lactato, maltosa, glucosa son
de facil degradacion. La melaza fue afiadida a los tratamientos de bioestimulacién donde
posiblemente se presenté el mismo proceso que reporta Su, Zhou, Guo, Zhao, & Zhao
(2012) y esto condujo a obtener mayores porcentajes de degradacion de los HTP. En
este mismo estudio Su, Zhou, Guo, Zhao, & Zhao (2012) reportan una aumento en la
degradacién de HAP , este mismo resultado se obtuvo en la presente investigacion. Ya
gue a los tratamientos de bioaumentacion obtuvieron porcentajes de degradacion de 65,4
y 69,2% los cuales fueron mayores al porcentaje obtenido en la atenuacién natural
(57,7%). Se debe recortar que en esta investigacion los tratamientos de bioaumentacion
se les suministré el 10% de compost, misma cantidad reportada por Su, Zhou, Guo,
Zhao, & Zhao (2012). En su investigacion Su, Zhou, Guo, Zhao, & Zhao (2012) atribuye
el aumento en la degradacion de HAP al alto contenido de bacterias presentes en el
compost.

Sun et al (2014) estudiaron la biodegradacién de HAP en condiciones anaerobias. En
este estudio se usé nitrato como aceptor final de electrones al igual que en la presente
investigacion. El mayor porcentaje de degradacion encontrado en la investigacion de Sun
et al (2014) se obtuvo en el tratamiento con nitrato y metil-B-ciclodextrina, la cual es un
agente solubilizaste de compuesto organicos hidrofébicos. Se puede ver que la funcién
de la metil-B-ciclodextriina es similar a la funcién del Tween 80 que se emplea en esta
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investigacion. El porcentaje de degradacidn que reportan Sun et al (2014) fue de 61,7%,
el cual es inferior al que se encontré en esta investigacion y corresponde a 76,9%. Se
debe resaltar que aunque los HAP presentan uno o varios anillos de Benceno en su
molécula la concentracion inicial de HAP es de 1290 ug/kg, esta concentracion es mucho
menor a la que se empled en la presente investigacion (26000 mg/kg).

Bia, Davies, Albuquerque, & Randerson (2012) encontraron que en potenciales anoxicos
y muy cercanos a los anerobias, las condiciones de desnitrificacion pueden verse
favorecidas al igual que la descomposicion de compuesto organicos. Este resultado es
obtendo en la presente investigacion, donde se mostré que los tratamientos de
bioestimulacion presentan ponteciales redox menores y que a su vez presentan menor
concentracion de HTP remanentes.

5.5. Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Las muestras de suelo inicial y el correspondiente al mejor tratamiento (Tratamiento de
Bioestimulacion con surfactante) se caracterizaron fisicoquimicamente en el Laboratorio
de Suelos de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin, los resultados se
muestran en la en la materia organica. La disminucién puede deberse al consumo de
hidrocarburos que fueron consumidos en el proceso de biorremediacion como lo reporta
Trejos Delgado (2017). Los hidrocarburos por su naturaleza hidrofobica se adhiere a la
materia organica del suelo lo que provoca un aumento su valor.

En la tabla también se observar que los valores de nitrato y de ion amonio aumentaron
drasticamente, esto es debido a la adicién de nitrato de potasio como aceptor final de
electrones y a la adicién de urea como fuente de nitrégeno. Tanto el nitrato como el
amonio pueden ser consumidos por los microorganismos, ademas el aumento de ellos
compensa la relacion C:N presente originalmente en el suelo. En la tabla Tabla 5-3 se
puede observar un aumento en la cantidad de fésforo, es aumente puede explicarse ya
gue se agrego6 fosfato de potasio dibasico como fuente de este elemento. Se presenta
también un aumento en la suma de cationes de cambio, esto se puede deber a la adicién
de Leonardita en este tratamiento.

Tabla 5-3.

La Tabla 5-3 muestra que hubo una disminucion en el porcentaje de arena entre el suelo
inicial y el suelo del tratamiento de Bioestimulacion con surfactante, mientras que el
porcentaje de arcilla aumento entre los dos suelos ya mencionados. La diferencia entre
los porcentajes tanto de arena como de arcilla pueden deber a la técnica empleada para
determinar la textura del suelo (técnica de Bouyoucos) la cual se basa en la velocidad de
sedimentacién de las particulas. La velocidad de sedimentacion de las particulas en
ambos casos es afectada por los hidrocarburos adheridos a las particulas de los suelos,
por lo cual se presentan diferencias en los porcentajes. Se puede observar que el
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porcentaje de limo no cambié entre una medicidn y otra, resultados similares se
presentan en la investigacion realizada por Martinez M & Lopez S., (2001)

Se puede observar que el pH en el suelo que corresponde al mejor tratamiento aumenté
considerablemente, este aumento como ya se explicé de debe a la adicién de urea como
fuente de nitrégeno y a la adiciéon de Leonardita, la cual posee un pH de 8,46. El valor
elevado de pardmetro no favorece el crecimiento de la mayoria de las plantas debido a
gue los nutrientes como Calcio, Magnesio, y Fosforo se encuentran en concentraciones
aptas para ser asimilados por las plantas en pH entre 6 y 7 (Arias Jiménez, 2001;
Bosques Vargas, 2010; Cabildo Mirando et al., 2013).

A patrtir de la caracterizacion de la muestra de suelo correspondiente al mejor tratamiento
se puede observar una disminucion del 2% en la materia orgénica. La disminucion puede
deberse al consumo de hidrocarburos que fueron consumidos en el proceso de
biorremediacién como lo reporta Trejos Delgado (2017). Los hidrocarburos por su
naturaleza hidrofébica se adhiere a la materia organica del suelo lo que provoca un
aumento su valor.

En la tabla también se observar que los valores de nitrato y de ion amonio aumentaron
drasticamente, esto es debido a la adicion de nitrato de potasio como aceptor final de
electrones y a la adicién de urea como fuente de nitrégeno. Tanto el nitrato como el
amonio pueden ser consumidos por los microorganismos, ademas el aumento de ellos
compensa la relacion C:N presente originalmente en el suelo. En la tabla Tabla 5-3 se
puede observar un aumento en la cantidad de fésforo, es aumente puede explicarse ya
gue se agrego6 fosfato de potasio dibasico como fuente de este elemento. Se presenta
también un aumento en la suma de cationes de cambio, esto se puede deber a la adicién
de Leonardita en este tratamiento.

Tabla 5-3

Propiedades fisicoquimicas del suelo inicial y mejor tratamiento

Caracteristicas Suelo inicial Suelo tratamiento BES
Arena (%) 78 68

Limo (%) 12 12
Arcilla (%) 10 20

Clase Franco Arenoso Franco Arenoso
Densidad real (g/cm3) 2,18 2,7
Humedad (%) 18 48

pH 5,9 8,9
Materia organica (%) 16,9 14,9
CICE 7,2 96
Fosforo (mg/KQ) 17 208
N-NO3 (mg/Kg) 1 1475

N-NH4 (mg/Kg) 17 602
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Nitrégeno total (%) 0,29 1,39
Hidrocarburo presente (ppm) 26000 6000
Nota: Modificado de Informe de Laboratorio

5.6. Patron de emision de gases en los
Microcosmos

A continuacién se presenta una de las tres réplicas de los patrones de emisiones de los
diferentes gases en los tratamientos y su posible origen.

Se realizaron tres mediciones con SENose, una primera medicibn antes de agregar
nutrientes (dia 41), la segunda se realiz6 un dia después de agregar nutrientes (dia 43) y
una tercera medicién al final del tratamiento (dos semanas después de no agregar
nutrientes, dia 90). En el Anexo C puede observase las figuras obtenidas por el
dispositivo SENose.

Sensor MQ-3 sensible a Alcohol

La generacion de alcohol en los tratamientos de biorremediacion anaerobia se da por la
fermentacion alcohdlica. La fermentacion alcohdlica es producto de la actividad de
bacterias fermentadoras como Enterobacterias. La adicién de melaza en los tratamientos
de bioestimulacién aumenta los procesos fermentativos debido a que la melaza posee
mas del 60% de azlcares. Los productos de la fermentacion alcohdlica son alcohol y
diéxido de carbono (Koneman & Allen, 2008) como se muestra en la Ecuacién 5-8

C¢H1,04 enzimas 2C0, + 2CH; — CH, — OH Ecuacion 5-8

En la iError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestra el patron de
emision de Alcohol en los tratamientos de Biorremediacién, en los tratamientos de
Atenuacion Natural (AT), Bioaumentacién (B) y Bioaumentacion con surfactante (BS) se
observa una disminucién en el tiempo de la cantidad de alcohol producido en los
microcosmos debido a que no se aplicé ningun tipo de azucar en estos tratamientos, por
el contrario en los tratamientos de Bioestimulacion (BE), Bioestimulacion con surfactante
(BES) y Bioestimulacion con surfactante y D-Limoneno (BESL) se observa un aumento
en la cantidad de alcohol en la segunda medicion, esto se debe a en el dia 43 se aplicd
enmienda a estos tratamientos. En los seis tratamientos que poseen actividad bioldgica
se observa un aumento en la pendiente después de realizada la estimulacibn mecanica,
lo que indica que los gases se liberaron de manera mas réapida a partir de este momento.
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Figura 5-8 Patron de emisién de Alcohol en los microcosmos
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Sensor MQ137 sensible a Amoniaco
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La produccion de amoniaco en el suelo se da por la adicién de urea como fuente de
nitrégeno en los tratamientos de bioestimulacion (BE,BES, BESL). En las figuras del
Anexo C puede observase como cambia la pendiente en los tratamientos. Es notorio que
en los tratamientos de bioestimulaciéon la produccion de amoniaco es mayor a la
produccion en los tratamientos de bioaumentacion.

El amoniaco es generado a partir de la urea que al ser incorporada al suelo sufre un
proceso de hidrdlisis, el cual es catalizado por la enzima ureasa producida por los
microorganismos del suelo (Atlas & Bartha, 2002; Navarro Garcia & Navarro Garcia,
2014). La hidrolisis de la urea produce carbonato de amonio como se muestra a

continuacion:

CO(NH,), + 2H,0 — (NH,),CO5

Ecuacion 5-9
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El carbonato de amonio es inestable y se descompone en amoniaco y dioxido de
carbono. La reaccion se muestra a continuacion.

(NH,),CO5 + 2H* + 2H,0 - 2NH; + CO, + H,0 Ecuacion 5-10

El amonio que se la libera en el proceso de hidrdlisis de la urea queda en equilibrio con el
amoniaco de la atmésfera como se muestra.

NH} (adosbido) < NH} + OH™ (disuelto suelo) < NH3 + H,0 (disuelto suelo)
< NH;(atm)

La volatilizacion del amoniaco es afectado por la actividad ureasica, la temperatura, el
contenido de agua, el pH, la capacidad de intercambio catiénico y el intercambio gaseoso
(Atlas & Bartha, 2002; Navarro Garcia & Navarro Garcia, 2014).

En la Figura 5-9 se muestra el patrén de emisibn de Amoniaco en los tratamientos de
Biorremediacion, aqui se puede apreciar el mismo comportamiento mostrado en el patron
de emision de Alcohol, donde se observa una disminucién a través del tiempo en los
tratamientos de Atenuacién Natural (AT), Bioaumentacién (B) y Bioaumentacién con
surfactante (BS) mientras que en los tratamientos de Bioestimulacién (BE),
Bioestimulacion con surfactante (BES) y Bioestimulacion con surfactante y D-Limoneno
(BESL) se observa un aumento en la cantidad de Amoniaco, lo que concuerda con la
aplicacion de enmienda en estos tratamientos. Al igual que en el caso anterior se observa
una cambio en la pendiente después de realizada la estimulacién mecanica del suelo,
especialmente en los tratamientos de Bioestimulacion.
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Figura 5-9 Patrén de emisién de Amoniaco en los microcosmos

410 438 90

800 - 800 - 800 -
AT B BS

650 - 650 - 650 -

—_—
500 ""/ 500 “‘f/ 500 J

O
|
<< 350 350 44— 350 +—————
g} 0 200 0 200 0 200
S
o
< 800 - 800 - 800 -
> BE BE / BES
650 - / 650 - J 650 -
# H
o §é
.-'f is
_",’ _R—J:
500 et 500 - 500 - £
__J e
350 +—— 350 - 350 +——
0 200 0 200 0 200

Tiempo (s)

Sensor MQ-135 Oxidos de nitrogeno

El sensor MQ-135 no posee gran especificidad, ya que es sensible a varios gases como
amoniaco, 6xidos de nitrogenados, alcohol, benceno y diéxido de carbono, este Ultimo se
produce en los procesos de fermentacion alcohdlica, estabilizacién del carbonato de
amoniaco (ver Ecuacion 5-10) y los procesos de metabdlicos por el consumo de los
hidrocarburos presentes en las muestras.

Se debe recordar que todos los tratamientos, incluso la atenuacion natural les fueron
agregado nitrato de potasio. Al encontrarse en una solucién acuosa el nitrato de potasio
se disocia en K+ y NO3-. En ausencia de oxigeno como es el caso de los tratamientos el
ion nitrato actiia como aceptor final de electrones.

De la literatura se sabe que existen dos tipos de respiracion de nitratos. Bacterias como
"Alcaligenes, Escherichia, Aeromonas, Enterobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia,
Spirillum, Staphylacuccus y Vibrio las cuales reducen el nitrato a nitrito en condiciones
anodxicas" (Atlas & Bartha, 2002). Estos microorganismos en condiciones apropiadas
pueden reducir el nitrito a amonio sin embargo no son des nitrificadoras puesto que no
producen nitrdgeno gaseoso. Mientras que los microorganismos "como Paracoccus
denitrificans, Thiobacillues denitrificans" (Atlas & Bartha, 2002) reducen el nitrato a nitrito,
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pasando a éxido nitrico, 6xido nitroso y por Ultimo a nitrdgeno molecular como se
muestra Ecuacion 5-11.

NO3; - NO; - NO - N,0 = N, Ecuacion 5-11

Las Pseudomonas también pueden ser des nitrificadores y en la presencia de glucosa
estas pueden generar agua, dioxido de carbono y nitrégeno como se muestra en la

Ecuacion 5-12
C¢H1204 + 4NO3 — CO, + 6H,0 + 2N, Ecuacién 5-12

La apariciébn de amoniaco en las muestras es explicada en el sensor MQ-137 y el alcohol
en el sensor MQ-3.

En la Figura 5-10 se observa el patron de emision de Oxidos de Nitrogeno en los
microcosmos, en esta figura se observa un patrén similar a los anteriores, donde la
concentracion del gas disminuye a través del tiempo para los primeros tres tratamientos,
mientras que se observa un aumento en la segunda medicion para los tres tratamientos
finales, este comportamiento se lo atribuye a la adicion de nutrientes y melaza.

Figura 5-10 Patron de emision de Oxidos de Nitrogeno
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Sensor MQ-136 sensible a acido Sulfuro de Hidrégeno

"El azufre es uno de los elementos mas abundantes de la corteza terrestre. En los
organismos vivos, el azufre se encuentra principalmente formando grupos sulfhidilo en
los aminoacidos y sus polimeros"(Atlas & Bartha, 2002). Se ha encontrado en la literatura
gue microorganismos como Thiobacillus denitrificans pueden usar los iones de nitrato
como aceptor final de electrones en la oxidacion de los compuestos inorganicos del
azufre como se muestra en Ecuacion 5-13.

35° + 4N0O; — 350%™ + 2N, Ecuacion 5-13

Sin embargo Thiobacillus denitrificanssin no realizar la reduccién asimilatoria de nitrato y
necesita amonio como fuente de nitrégeno.

Otros microorganismos como Desulfovidrio y Desulfotomaculum son reductores de
sulfatos la cual produce sulfuro de hidrégeno como muestra la Ecuacién 5-14

S5H, +250;~ — 3H,S + 2H,0 + 20H~ Ecuacion 5-14

Se puede ver en las Ecuacion 5-13 y Ecuacién 5-14 que los productos de unas
reacciones pueden ser los reactivos de otra, lo cual en la naturaleza es muy importante.

Otros géneros como Desulfuromonas acetoxidans crece a partir de acetato, reduciendo
anaerObicamente cantidades estequiométricas de S a H,S como se muestra en la
Ecuacion 5-15

CH;COOH + 2H,0 + 45° > 2C0, + 4H,S Ecuacion 5-15

"Se ha descubierto que algunas especies de Bacillus, Pseudomonas y de
Saccharomyces liberan sulfuro de hidrogeno a partir de sulfatos"(Atlas & Bartha, 2002).

Se sabe que la reduccion de sulfatos se puede dar en un diferentes rangos de pH,
presion temperatura y salinidad.

Se debe tener en cuenta que no solo los procesos aqui explicados pueden ocurrir en los
tratamientos de biorremediacion, procesos como la acetogénesis también se pueden dar
en el ambiente de los microcosmos. En la acetrogénesis intervienen microorganismos
anaerobios facultativos que reducen el CO2 con H2 y producen acetato, ejemplos de
microorganismos que pueden llevar a cabo esta reaccion eso Clostridium
thermoaceticum y Acetobacterium woodii.

2C0, + 4H, > CH;COOH + 2H,0 Ecuacion 5-16

En la Figura 5-11 se observa el patron de emision del Sulfuro de Hidrégeno en los
tratamientos de biorremediacion donde se presenta la misma tendencia de los gases
anteriores para los tratamientos de Atenuacion Natural, Bioaumentaciéon vy
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Bioestimulacion, tanto en la cantidad de gas como en el aumento de la pendiente
después de la estimulacibn mecanica. Este comportamiento se atribuye una vez mas a la

aplicacion de la enmienda.

Figura 5-11 Patrén de emision de Sulfuro de Hidrégeno en los microcosmos
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Sensor MQ-7 sensible a Mono6xido de Carbono

"La fuente mas importante de CO es la oxidacién fotoquimica del metano y de otros
hidrocarburos en la atmosfera" (Atlas & Bartha, 2002). Biol6gicamente, el mondxido de
carbono aparece durante la respiracion animal y microbiana en cantidades traza (Atlas &

Bartha, 2002).

En la Figura 5-12 se muestra el patron de emision del Monéxido de Carbono en los
microcosmos, en la figura se puede observar un patron similar al de los anteriores gases
para los diferentes tratamientos. Sin embargo se puede observar una gran diferencia
entre los tratamientos de Atenuacion Natural, Bioaumentacion y los tratamientos de
Bioestimulacion a pesar de haberse mantenido en las mismas condiciones (alejados de
la luz solar), lo que sugiere que el Monéxido de Carbono producido en estos ultimos se
debe a la respiracion microbiana, la cual se ve favorecida por la aplicacion de nutrientes y

enmienda.
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Figura 5-12 Patron de emisién de Monéxido de Carbono en los microcosmos
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Sensor MQ-4 sensible a Metano, gas natural y una pequefia sensibilidad a alcohol y
humo

La metanogénesis se da por un grupo exclusivo de arqueas anaerobias y que estan
activos a potenciales redox entre -350 mV y -450 mV (Atlas & Bartha, 2002).

La Figura 5-13 muestra el patron de emision del Metano en los tratamientos de
biorremediacion, en este caso se presente un comportamiento opuesto al mostrado por
los gases anteriores, en este caso se presentan mayores concenraciones de Metano a
mendida que aumenta el tiempo, esto se debe a que este gas se produce en condiciones
altamente reducidas como se dijo anteriormente por este motivo se debe esperar que los
microcosmos alcancen estas condiciones. En la Figura 5-1 se mostr6é el comportamiento
del Potencial Redox en los microcosmos durante el tratamiento de Biorremediacion, sin
embargo segun las medidas realizadas no se alcanzaron conciones altemante reducidas
donde se da la metanogénesis, sin embargo es posible que estas condiciones se
presenten en agregados del suelo donde el potencial redox haya alcanzado valores muy
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bajos. En la figura también se observa que hay una disminucién en la concentracién del
gas sobre todo en las tratamientos de Bioestimulacién, esto se puede deber a la
absorcién de Metano en el suelo como lo suguiere en su investigacion. Born, Dorr, &
Levin (1989) donde encontraron que los flujos de metano en el suelo estaban controlados

por la resistencia en el transporte mas que por la actividad de los microorganismos en el
suelo.

Figura 5-13 Patron de emisién de Metano
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Analisis de escalado multidimensional

En anadlisis de escalado multidimensional es una técnica que permite representar
espacialmente un conjunto de estimulos. De esta manera con el escalado
multidimensional se representa en un mapa un conjunto de objetos de tal forma que
aquellos que se encuentren cerca indican que son percibidos de forma semejante
mientras que aquellos objetos que se encuentran alejados entre si indican que los
objetos no son percibidos como semejantes.

Se realiz6 el analisis de escalamiento multidimensional para los diferentes tratamientos y
se los agrupo teniendo en cuenta el dia en que se realiz6é la medida. La primera medida
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corresponde a la lectura de gases que se realizd el dia 41 del tratamiento de
biorremediacion, la segunda medida corresponde a la lectura efectuada en dia 43 y la
tercera medida corresponde a la lectura del dia 90. El andlisis de escalamiento
multidimensional se realiz6 en el programa IBM SPSS Statistics 23. Con el fin de
visualizar mejor los nombres en las figuras, se llam6 Nitrogenados a los gases
detectados por el sensor MQ-135, Azufre al gas detectado por el sensor MQ-136 el cual
detecta sulfuro de hidrogeno y Monéxido al gas detectado por el sensor MQ-7 que
detecta Mondxido de Carbono. Se puede observar en las Figura 5-14 a Figura 5-16 la
cercania del Amoniaco, Azufre, Nitrogenados y Alcohol. La cercania de estos gases
coincide con la proximidad encontrada en las gréficas de las detecciones de los gases
después de normalizarse.

En la Figura 5-14 se muestran tres grupos. El primero de ellos formado por el Mondxido,
un segundo grupo formado por Amoniaco, Azufre, Nitrogenados y Alcohol y un tercer
grupo en el que se encuentra el Metano. Si la Dimensién 1 corresponde a un gradiente
de estados de 6xido reduccion, donde -3 corresponde a la parte mas oxidada y 2 la mas
reducida se tiene que el Metano se encuentra en el extremo derecho, lo cual es
consistente ya que este gas se genera en condiciones muy reducidas, entre -350mV vy -
400mV. Al Metano le siguen el Alcohol, Nitrogenados, Azufre y Amoniaco, los cuales se
producen en el proceso de fermentacion y condiciones de oxigeno bajas
respectivamente. Finalmente se tiene el Monéxido del cual se encuentra en el extremo
izquierdo por lo que posiblemente es el resultado de la oxidacion fotoquimica o el
resultado de la respiracion de los microorganismos.
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Figura 5-14 Analisis multidimensional para la primera deteccion de gases (dia 41)

La Figura 5-15 presenta un comportamiento diferente al mostrado en las Figura 5-14 y
Figura 5-16. Se puede observar que el Amoniaco, Azufre y Nitrogenado se desplazaron
hacia la parte izquierda de la Dimensién 1. Este desplazamiento indica que la deteccion
de los gases se da en un estado oxidado. El cambio en los estados de oxidacion
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reduccion presentados este dia posiblemente se deban a la presencia de oxigeno
molecular en los microcosmos. La presencia de oxigeno molecular se presenta debido a
gue es necesario abrir los microcosmo cuando se aplican la enmienda con lo que se
expone a la atmosfera permitiendo la entrada de oxigeno
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Figura 5-15 Andlisis multidimensional para la segunda deteccion de gases (dia 43)

En la Figura 5-16 se tiene un comportamiento similar en la Dimensién 1 al que se presenta
en la Figura 5-14, donde se conserva el orden en los estados de oxidacion reduccion. Con
el Mondxido en la parte izquierda, seguido del grupo conformado por Amoniaco, Azufre,
Nitrogenado y Alcohol en la parte central, mientras que el Metano se encuentra en la
parte derecha. Sin embargo se puede observar que en la dimension 2 el Alcohol se
encuentra en la parte inferior mientras que la los otras gases se ubican en la parte
superior. Esta organizacion indica la posible existencia de otro gradiente, este no es
discutido en esta investigacion.
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Figura 5-16 Andlisis multidimensional para la tercera deteccién de gases (dia 90)

5.7. Formulacion del plan de manejo ambiental para
biorremediacion suelos contaminados con
Hidrocarburos

La gestion ambiental esta constituida por el componente del medio humano y por el
componente del medio natural en cuanto a vectores que modifican al mismo. Se
denominan impactos ambientales a las modificaciones que se hacen al medio natural y
al medio humano, los impactos ambientales se identifican, evaldan, previenen, mitigan o
compensan. Este conjunto componen el objetivo de la gestibn ambiental (Angel Sanint,
Carmona Maya, & Villegas R., 2010).

Cuando se plantea un protocolo ambiental donde se involucra tecnologia de
biorremediacion para tratar suelos contaminados con hidrocarburos, el protocolo debe
tener medidas que permitan reducir y controlar el riesgo al medio ambiente, ademés de
elementos normativos, sociales y técnicos.

Revisién ambiental inicial

La primera etapa que se realiza en la formulacion de un plan de manejo ambiental es la
investigacion del medio afectado mediante trabajo de campo donde se delimita el lugar
contaminado, se determina la fuente de contaminacion, se identifican los receptores, se
determina la posible ruta de migracion del contaminante, las vias de exposicion, se
realiza el andlisis de riesgo, se establecen los referentes normativos, se establecen los
costos ambientales, las medidas de gestion y el plan de monitoreo.
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Delimitacién del lugar

El plan de gestion ambiental tiene la obligacion de considerar todo el suelo contaminado
con hidrocarburos. La delimitacion del lugar se realiza mediante de muestreos y analisis
qguimicos, los cuales permiten identificar la concentraciébn y la extension de los
hidrocarburos presentes en el sitio. Las autoridades ambientales tienen niveles
establecidos de la concentracién de hidrocarburos permitidos en el suelo. Por lo tanto la
concentracion de hidrocarburos en el suelo depende de la normativa local. De acuerdo
resolucion 1170 de 1997 del DAMA los niveles permitidos de HTP para bajo y mediano
impacto son 10.000 ppm y 1.000 ppm respectivamente.

Fuente de contaminacién

La determinacion de la fuente del hidrocarburo es fundamental ya que permite
determinar hacia dénde se dirige la pluma de contaminacién, de la misma manera
permite acabar con el flujo ya que la mayoria de los derrames de hidrocarburos se debe
atentados contra a la infraestructura petrolera ya sea a oleoductos o carro tanques.

Receptores

Se debe identificar a los posibles receptores ya sean comunidades, asentamientos
humanos o ecoldgicos como suelo, agua, fauna y flora que se encuentres en las zonas
cercanas al lugar afectado por la contaminacion.

Ruta de migracion del contaminante

La composicién quimica del contaminante proporciona datos sobre el comportamiento de
migracion del mismo. En el caso de los hidrocarburos, la solubilidad en agua es baja por
lo tanto poco probable que se generen migraciones hasta el agua subterranea, sin
embargo al ser menos denso que el agua tiende a quedarse en la superficie y migrar
facilmente en corrientes de agua mientras que si estos se encuentran en el suelo, los
hidrocarburos se adhieren a la matriz del suelo.

Vias de exposicién

Se identifican las vias de exposicion mas notables. En el caso de los hidrocarburos las
vias de exposicion pueden ser por inhalacion de vapores constituidos por compuestos
volétiles, contacto dérmico, riesgo eco toxicoldgico.

Andlisis de riesgo ambiental

El riesgo ambiental involucra la posibilidad de ocurrencia de un accidente y las
consecuencias negativas en el entorno natural, humano y socioeconémico. El riego
ambiental se calcula mediante la Ecuacion 5-17 para las propiedades fisicas del petréleo.
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) Probabilidad X consecuencia Ecuacion 5-17
Riesgo =

Frecuencia

Se debe tener en cuenta que para la aplicacion de esta metodologia se debe tener
claridad de los posibles escenarios en los que se analizan los riesgos de cualquier
proyecto.

Estimacion de la probabilidad

Teniendo en cuenta la norma UNE 150008 EX, se asigna la probabilidad de ocurrencia
en segun de los criterios de la Tabla 5-4

Tabla 5-4

Estimacion de la Probabilidad

Valor Probabilidad
5 Muy probable > unavez al mes
4 Altamente probable > una vez al afio <una vez al mes
3 Probable > una vez cada 10 afos < una vez al afio
. > una vez cada 50 afos < una vez cada
2 Posible ~
10 afnos
1 Improbable >una vez cada 50 afios

Nota: Tomado de(Greenleaf Ambiental Company, 2011) En base a Norma UNE 150008-2008 -
Evaluacion de riesgos ambientales

Estimacion de la consecuencia

La estimacién de la consecuencia se hace tanto para el entorno natural, humano y
socioecondémico. Para el calculo del valor de las consecuencias en los diferentes
entornos se emplea la Tabla 5-5

Tabla 5-5

Estimacion de la Gravedad de las consecuencias

Gravedad del entorno

Cantidad + 2 peligrosidad + extension calidad del medio
natural
Gravedad del entorno : : : . .
Cantidad + 2 peligrosidad + extension Poblacion afectada
humano
Gravedad del entorno Patrimonio y capital

Cantidad + 2 peligrosidad + extension

socioecondémico productivo

Nota: Tomado de(Greenleaf Ambiental Company, 2011)

Donde la cantidad se refiere a la cantidad de sustancia que se encuentra en el entorno, la
peligrosidad se evalia en funcion de la peligrosidad intrinseca de la sustancia, esta
puede ser toxicidad, acumulacién, etc. La extension hace referencia a la influencia del
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impacto en el entorno. En la calidad del medio se considera el impacto la reversibilidad
del mismo. La poblacién afectada toma el nimero de personas afectadas. El patrimonio
cultural y productivo hace referencia a la valoracion del patrimonio tanto econémico
como social. La valoracién de los anteriores criterios sobre cada entorno puede verse en
las Tabla 5-6 a Tabla 5-8 cuando solo se tiene en cuenta las propiedades fisicas del
petréleo.

Tabla 5-6

Entorno Natural

: : . -, li I
Valor Cantidad Peligrosidad Extension Ca |daq de
Medio
4 Muy alta  Muy peligrosa Muy extenso Muy elevada
3 Alta Peligrosa Extenso Elevada
P .
2 Poca .OCO Poco Media
peligrosa extenso
1 Muy poca  No peligrosa Puntual Baja
Nota: Tomado de(Greenleaf Ambiental Company, 2011)
Tabla 5-7
Entorno humano
. . . ., Poblacién
Valor Cantidad Peligrosidad Extension oblacio
afectada
Muerte o efectos .
4 Muy alta : . Muy extenso Mas de 100
irreversibles
3 Alta Dafios graves Extenso Entre 25y 100
~ Poco
2 Poca Dafios leves Entre 5y 25
extenso
1 Muy poca Dafios muy leves Puntual < 5 personas

Nota: Tomado de(Greenleaf Ambiental Company, 2011)
Tabla 5-8

Entorno socioeconémico

Valor Cantidad Peligrosidad Extension Patrimonio y capital

productivo
4 Muy alta  Muy peligrosa Muy extenso Muy alto
3 Alta Peligrosa Extenso Alto
2 Poca P.OCO Poco Bajo
peligrosa extenso
1 Muy poca  No peligrosa Puntual Muy bajo

Nota: Tomado de(Greenleaf Ambiental Company, 2011)
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Cuando los hidrocarburos presentes en el petrdleo correspondan a Hidrocarburos
Aromaéticos Poli ciclicos, los cuales poseen propiedades cancerigenas el andlisis de riego
gue se propone en esta investigacion es el descrito en el método Holandes CSoil, el cual
calcula los riesgos a la salud humana. Las siguientes ecuaciones son para ingestién de
suelo, contacto dérmico e ingestion de agua respectivamente

HO, ' _ AID,CsF, Ecuacion 5-18
ingestién de suelo BWnMPR

HO _ DARR,CsF By 1 Ecuacion 5-19

contacto dérmico BWnMPR .
Al = (AEXPy,;,DAE,inTBinFRS;y, Ecuacion 5-20

+ AEXP, oy DAE 0y TByex)
QDW,CsF,LP SD Dag.constant Ecuacion 5-21
HQingesgién deagua = BW.MPR A2
n

Zag Ecuacion 5-22

Al

 ZoiVai + ZagVag + KsSDZy,

"Donde AID, es la ingesta diaria de suelo de un nifio, Fa es el factor de absorcion relativa,
MPR es el riesgo maximo permisible, DAR, es la velocidad de absorcion dérmica de un
nifio, Fm es el factor de absorcion dérmica de la matriz, AEXP,m Y AEXP, son las
superficies de la piel de un nifio expuesta interna y externo respectivamente, TBnim Y TBrex
son el periodo de exposicion al contacto con suelo interno y externo respectivamente,
FRS;, es la fraccion de suelo interno cubierta de polvo, QDW, es la velocidad de
absorcion dérmica en nifos, Dag constant €S la constante de ingestion de agua, Dy es el
coeficiente de permeado del polietileno, LP es el diametro de la zona contaminada, SD
es la densidad neta del suelo seco, Z, yZ,; son las constantes de fugacidad en el aire
agua respectivamente y finalmente V4 y V54 son las facciones de volumen de agua y aire
respectivamente” (Alonso Pinedo, 2014)

Referentes normativos

En 1970 se creia que el suelo tenia una capacidad de autodepuracion casi infinita por lo
cual no se hablaba de contaminacién de suelos, pero en 1972 se clasificé al suelo como
un recuso limitado y con facilidad de destruirse por lo cual debe ser protegido. Las
acciones que se tomaron para la proteccion del suelo fueron aumentando a través del
tiempo, en 1992 en la Cumbre de Rio "donde se reconocié la importancia de la
proteccion del suelo y de sus usos potencial en el contexto de desarrollo sostenible"
(Silva Arroyave & Correa Restrepo, 2009), en 1994 la Convencién de las Naciones
Unidas estableci6 como objetivo "evitar y reducir la degradaciéon del suelo" (Silva
Arroyave & Correa Restrepo, 2009). A continuacién se listan algunas leyes y decretos
relacionados con la proteccion del suelo, medio ambiente y residuos peligrosos como los
hidrocarburos.
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Tabla 5-9

Normatividad ambiental en Colombia de proteccion del suelo y regulaciéon de
sustancias quimicas peligrosas

Norma Contenido

Cdédigo Nacional de Recursos Naturales
Renovables y de Proteccion al Medio Ambiente
"considera al medio ambiente como un
Decreto Ley 2811 de 1974 patrimonio comuUn y un bien sujeto de
proteccion y tutela juridica" por lo cual el estado
y la comunidad en general deben hacerse
participes en la preservacidon y manejo de este.
Por la cual se busca prevenir y controlar la
Ley 23 de 1973 contaminacién al medio ambiente ademas de su
conservacion y restauracion.
, L . Por el cual el Estado planifica el manejo vy
Articulo 80 de la Constitucion Politica .
aprovechamiento de los recursos naturales
Por el cual Colombia adopta medidas para la
Resolucién 0170 de 2009 conservacién y proteccién de los suelos en el
territorio nacional.
Por la cual establecen las normas prohibitivas en
materia ambiental, referentes a los residuos y
Ley 1252 de 2008 . .
desechos peligrosos y se dictan otras
disposiciones
Por el cual se establece el reglamento de
almacenamiento, manejo, transporte vy
Decreto 1521 del 4 de agosto de 1998  distribucidn de combustibles liquidos
derivados del petrdleo, para estaciones de
servicio
Por la cual se adopta el Plan Nacional de
Decreto 321 de 1999 Contingencia contra derrames de
Hidrocarburos, Derivados y Sustancias Nocivas.
Por la cual se reglamenta el almacenamiento,
manejo, transporte y distribucién de
Decreto 283 de 1990 combustibles liquidos derivados del petrdleo y
el transporte por carrotanques de petréleo
crudo.
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Medida de gestidn

Para el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos existen alternativas
fisicas, quimicas y bioldgicas. Los tratamientos fisicos y quimicos generalmente tienen un
alto costo sin embargo se ejecutan de manera rapida, no obstante causan gran cantidad
de impactos ambientales negativos. En los ultimos afios han tomado gran fuerza los
tratamientos biologicos por ser eficientes y generan menores impactos ambientales. En
este trabajo después de evaluar el porcentaje de degradacion de hidrocarburos totales
del petréleo mediante la técnica de bioaumentacion y bioestimulacién se decidio
seleccionar la bioestimulacion esta técnica consiste en agregar nutrientes al suelo para
estimular las poblaciones nativas y mejorar la degradacion de estos componentes.

Para un desarrollo adecuado de la biorremediacién se debe tener presente parametros
como los que se muestra en la Tabla 5-10

Tabla 5-10

Parametros que influyen en la bioestimulacion

Parametros Rango optimo
pH 6-8
Temperatura 20-40°C
Humedad 25y 75% de la capacidad de
campo
Biomasa 1073 -10™M UFCl/g
Nutrientes 100:12:2 a 100:2:0.2

Nota: Tomado de (Prada Vasquez, 2016)
Costos gestion ambiental

Los costos para la implementacion del tratamiento de biorremediacién dependen de
factores como la cantidad del suelo contaminado que se requiere tratar, el costo de
nutrientes, la disponibilidad de equipos para monitorear los parametros de la
biorremediacion y costo de tratamientos previos para condicionar el suelo.

Implementacion de la medida de gestion

Para que el tratamiento de biorremediacion sea eficaz se debe identificar de ante mano
los factores que condicionen el proceso, como las caracteristicas fisicoquimicas y
microbiol6gicas del suelo. A continuacion se deben realizar ensayos de laboratorio para
evaluar la actividad microbiana y poder definir las mejores condiciones que permitan
optimizar su actividad metabolica (Silva Arroyave & Correa Restrepo, 2009).

En este caso es crucial el conocimiento de la interaccion entre el suelo y los
hidrocarburos al igual que la degradacion natural de los mismos ya que esto se puede
servir como un inicio para disefar estrategias de biorremediacion.
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En la Tabla 5-11 se pueden ver las diferentes etapas de implementacién de
biorremediacion.

Tabla 5-11

Etapas de implementacién de biorremediacién

Etapas de implementacién
Informacion del sito contaminado
Caracteristicas fisicoquimicas del suelo contaminado
Calculo de dosificacion de nutrientes
Aplicacién del tratamiento de biorremediacion escala de
laboratorio
Monitoreo de parametros fisicoquimicos del suelo

Plan de monitoreo y seguimiento

En el plan de monitoreo y seguimiento se deben monitorear los parametros fisicos,
guimicos y microbiologicos a lo largo del tratamiento de biorremediacion al igual que la
degradacién del contaminante. Una vez finalizado el tratamiento es recomendable
realizar pruebas de toxicidad y ecotoxicidad para verificar no solo la disminucion del
contaminante problema si no también verificar que las condiciones en las cuales quedo el
suelo son Optimas para el desarrollo de las diferentes formas de vida que habitan en el

suelo.



6.Conclusiones y recomendaciones

6.1. Conclusiones

Los porcentajes de biodegradacion obtenidos en la presente investigacion permiten la
formulacion de un modelo de gestion ambiental para biorremediar suelos contaminados
con crudo en condiciones anaerobias. Estas estrategias de biorremediacién pueden ser
usadas suelos inundados, sedimentos marinos, humedales y en suelos de rios, ya que
en estos ambientes se presentan condiciones como la estudiada en esta investigacion.

Los resultados de la concentracion de HTP al final de los tratamientos de Bioestimulacion
y Bioaumentacion muestran un aumento de los porcentajes de biodegradacion de
hidrocarburos en un 11,7% y un 23% respectivamente en relacién con el tratamiento de
Atenuacion Natural, lo que indica la eficacia de ambos tratamientos.

Los porcentajes de biodegradacion que se encontraron en esta investigacion verifican la
hipétesis planteada inicialmente, donde los tratamientos con surfactante poseen mayores
porcentajes de biodegradacién de HTP. Para el tratamiento de Bioaumentacién con
surfactante el aumento en el porcentaje de biodegradacion en comparacién con el
tratamiento de Bioaumentacion fue del 5,5% mientras que el aumento del porcentaje de
biodegradacion en el tratamiento de Bioestimulacién con surfactante en comparacion el
tratamiento de Bioestimulacién fue del 2,5%. El aumento en los porcentajes de
biodegradacion confirma la utilidad del surfactante Tween 80 en los procesos de
biorremediacién en condiciones anaerobias, debido a que este solubiliza el hidrocarburo
adherido a la matriz del suelo. Por otro lado los tratamientos de Bioestimulacion con
surfactante y Bioestimulacion con surfactante y D-limoneno no presentaron diferencia en
el porcentaje de biodegradacion al finalizar el tratamiento.

Los satisfactorios porcentajes de biodegradacion obtenidas en la presente investigacion
confirman la eficacia el proceso de biorremediacion en condiciones anaerobias para un
suelo contaminado con crudo. Los resultados conseguidos muestran que es posible
llevar a una mayor escala mayor el tratamiento de Bioestimulacion con surfactante,
debido a que es una tecnologia eficaz, de bajo costo y amigable con el medio ambiente.
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Aunque los hidrocarburos presenten en el suelo inicialmente contaminado son una fuente
de carbono y energia estos no siempre se encuentran biodisponibles para los
microorganismos, ya sea porque estos se encuentran fuera del alcance de los mismo,, se
encuentran atrapados en los nano poros del medio o se encuentran adheridos a la matriz
del suelo, por lo cual es importante agregar agentes como los surfactantes y
solubilizantes que permitan una mayor biodisponibilidad de este tipo de contaminantes.
Asi mismo se encontré que la a adicion de un sustrato secundario como la melaza
aumenta los porcentajes de biorremediacién ya que al ser una fuente de carbono facil y
rapida de degradar, los microorganismos pueden aumentar la densidad de poblacién y a
su vez aumentar la produccion de enzimas degradadoras del contaminante.

La caracterizacion fisicoquimica del suelo antes del tratamiento de biorremediacion
permite obtener los pardmetros necesarios para lograr un satisfactorio proceso de
biodegradacion empleando el método de McCarthy.

Aunque los porcentajes de biodegradacion obtenidos en la presente investigacion fueron
mayores en los tratamientos de Bioestimulacion, Bioestimulacion con surfactante vy
Bioestimulacion con surfactante y D-limoneno que en los tratamientos de Bioaumentacion
y Bioaumentacion con surfactante, el potencial de hidrégeno (pH) en los tratamientos de
bioestimulacion se conservaron en valores cercanos a la neutralidad, por lo cual ofrece
mejores condiciones para el crecimiento de la mayoria de las plantas y crecimiento de
micoorganismo ya que estas se desarrollan mejor en estos valores de pH.

Se planea un plan de gestion ambiental que integre la bioestimulacion con surfactante
para el tratamiento de suelos contaminados con crudo en condiciones anaerobias. A
partir de prueba a escala de laboratorio se encontraron parametros fisicoquimicos que
permiten la descontaminacién del suelo. Para esto es necesario conocer las
caracteristicas del sitio contaminado, el tipo de contaminante, la normativa vigente, los
costos de gestion y control de acciones correctivas.



6.2. Recomendaciones

En futuras investigaciones se puede realizar tratamientos de biorremediacion en
sedimentos marinos, suelo de pantano o rios colombianos, con el fin de estudiar
comunidades microbianas presentes en ambientes reducidos y que empleen un aceptor
de electrones diferente al oxigeno.

Realizar tratamientos de biorremediacién en condiciones anaerobias usando diferentes
aceptores de electrones como hierro, o sulfatos y comparar las tasas de degradacion.

Realizar un analisis de la micro biota presente en los microcosmos para determinar que
bacterias son las que predominan en el proceso de biorremediacion a través de métodos
de secuenciacion masiva.

Efectuar no solo una detecciébn de los gases producidos en los tratamientos de
biorremediacién si no también una cuantificacion de los mismos a lo largo del tiempo que
permita conocer los posibles productos del proceso de biorremediacién y sus cantidades.

En futuras investigaciones se puede evaluar diferentes concentraciones de D-limoneno
con lo que se puede determinar la concentracion 6ptima que genere un efecto
significativo en la degradacion.






A. Anexo: Determinacion de la
formula molecular del contaminante

El crudo que encuentra en las muestras de suelo proviene del Oleoducto TransAndino, el
cual transporta petréleo desde Ecuador hasta Tumaco (Colombia). Al oleoducto confluye
el crudo de varios pozos motivo por lo cual la composicion exacta del hidrocarburo que
se encuentra en las muestras de suelo no se conoce con seguridad. Para conseguir una
férmula representativa del crudo que se encuentra en las muestras de suelo se siguio el
procedimiento sugerido por (Silva, Delerue-Matos, & Filza, 2005).

Para esto la muestra de suelo se sometié a un analisis de Cromatografia de gases con
detector selectivo de masas GC-MS con lo que se identificaron los hidrocarburos
presentan. Para el céalculo del hidrocarburo representativo se tomaron los compuestos
con una probabilidad de coincidencia mayor al 90%.

Se encontré que los hidrocarburos con una probabilidad de coincidencia mayor al 90%
corresponden a hidrocarburos alifaticos con nimero de carbonos entre 12 y 24.

En la Tabla 6-1 se muestra el calculo para obtener el compuesto representativo.

Tabla 6-1

Célculo compuesto promedio representativo

Fraccién
Carbono Hidrogeno masica _
Nombre CAS basa}ga en Car;:)on Hldnr(c))ge
Nimer Gramo Numer Gramo concentraci
o] S o] S 6n 90%
Dodecano 11:2)’40 12 144 26 26 6,5 9,4 1,7
Tetrageca” 62259 14 168 30 30 7.9 13,2 2,4
Hexageca” 54g76 16 192 34 34 6,0 11,6 21
Pentadecan
0, 2,6,10 4Es+° 18 216 38 38 11,8 25,4 45

trimetil
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Heptadeca 62978

17 204 36 36 3,3 6,6 1,2
no 7
Pentadecan 2E40
0, 2,6,10.14 6 19 228 40 40 20,8 47,4 8,3
trimetil
OCtageca” 59345 18 216 38 38 9,0 19,4 3.4
Hexadecan
o, 6,10, 14 63236 20 240 42 42 19,3 46,3 8,1
tetrametil
Eicosano 11295 20 240 42 42 6,7 16,2 2,8
nonadecan 6E+0
0. 1 cloro 7 19 228 39 39 2,4 55 0,9
Docasano 62897 22 264 46 46 5,2 13,8 2,4
Te”agosa” 64?31 24 288 50 50 1,1 33 06
Total 100 218,1 38,3
NuUmero de atomos promedio 18 38
Reurdarce TG C5 00 Didsta ms
srooose! 27 pam gs0
FS0000
2000004
B50000
SE00004

450000

2000004

mes 580 1000 1=00 2000 2600 3000 ' 3o 4200 4200 | 5000



B. Anexo : Analisis de varianzay
prueba de multiples rangos

Tabla 6-2

Analisis de varianza dia 4-19

Fuente  Suma de Cuadrados Grados de Libertad Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

Entre grupos 6,62294 2 3,31147 2,23 0,1887
Intra grupos 8,90807 6 1,48468
Total (Corr.) 15,531 8

Tabla 6-3

Andlisis de varianza dia 19-33

Fuente  Suma de Cuadrados Grados de Libertad Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Entre grupos 18,5689 2 9,28443 23,92 0,0014
Intra grupos 2,32849 6 0,388082
Total (Corr.) 20,8974 8

Tabla 6-4

Andlisis de varianza dia 33-47

Fuente  Suma de Cuadrados Grados de libertad Cuadrado Medio Raz6n-F Valor-P

Entre grupos 26,9997 2 13,4998 11,47 0,0089
Intra grupos 7,06103 6 1,17684
Total (Corr.) 34,0607 8

Tabla 6-5

Andlisis de varianza dia 47-61

Fuente  Suma de Cuadrados Grados de libertad Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Entre grupos 29,8944 2 14,9472 24,64 0,0013
Intra grupos 3,64023 6 0,606705
Total (Corr.) 33,5346 8

Tabla 6-6

Andlisis de varianza dia 61-77

Fuente  Suma de Cuadrados Grados de libertad Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 30,2566 2 15,1283 29,21 0,0008
Intra grupos 3,10702 6 0,517836
Total (Corr.) 33,3636 8
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Tabla 6-7

Andlisis de varianza dia 77-90

Fuente  Suma de Cuadrados Grados de libertad Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Entre grupos 6,6019 2 3,30095 0,21 0,8132
Intra grupos 92,5231 6 15,4205
Total (Corr.) 99,125 8

Tabla 6-8

Potencial redox dia (15-30) por prueba Scheffe

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos

BES 3  -6,09107 A
BE 3 -5,2028 A
BLS 3 -2,6986 B

Tabla 6-9

Potencial redox dia (30-45) por prueba Scheffe

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos

BLS 3 -0,304767 A
BES 3 2,99047 B
BE 3 3,65713 B

Tabla 6-10

Potencial redox dia (45-60) por prueba Scheffe

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos

BE 3  -596153 A
BLS 3 -2,3154 B
BES 3 -1,90767 B

Tabla 6-11

Potencial redox dia (60-75) por prueba Scheffe

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
BES 3 -4,09523 A
BLS 3  -2,64583 A
BE 3 0,310867 B




C. Anexo : Deteccidon de gases
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