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RESUMEN

Se estudi6 la biodegradacion de un crudo liviano, durante 90 dias, en dos suelos
de diferente textura y composicion mineraldgica. El proceso se evalué en base a: la
disminucién de la cantidad de crudo extraido en intervalos de tiempo establecidos, los
cambios en la composicion SARA y la variacion de los biomarcadores presentes en la
fraccion de hidrocarburos saturados del crudo durante el tiempo de estudio. Para ello se
tomaron dos suelos de diferente textura y composicion mineraldgica: un suelo arenoso
compuesto por cuarzo e ilita, y un suelo franco- arcillo- arenoso, compuesto por cuarzo
y caolinita. Ambos suelos fueron estudiados con y sin un agente estructurante
constituido por hojarasca (hojas secas de diferentes arboles caidas en el suelo). Las
muestras se dividieron en cuatro grupos de la siguiente manera:

- GRUPO 1: Suelo arenoso

- GRUPO 2: Suelo franco-arcillo-arenoso

- GRUPO 3: Suelo arenoso con agente estructurante

- GRUPO 4: Suelo franco-arcillo-arenoso con agente estructurante

En cada uno de los grupos se tomo el suelo determinado y se contamind con un
crudo liviano (Guafita 1X) a una concentracion de aproximadamente 5%, seguidamente
se anadio fertilizantes, y de manera periddica se ajustdé la humedad y el nivel de
oxigeno, mediante aireacion, mezclando la muestra con un rastrillo. A los 1 y 30 dias
de avance de la biodegradacion se realiz6 una extraccion sohxlet del crudo presente en
el suelo a una muestra de 3g de cada uno de los grupos, empleando como solvente
diclorometano. Seguidamente se realizd la separacion de asfaltenos, mediante la adicion
de n-heptano en una proporcion 40:1 (n-heptano: extracto), la determinacion de la
composicion SAR (saturados, aromaticos y resinas) mediante cromatografia de
adsorcion en columna y por ultimo la determinacion de los biomarcadores presentes en
la fraccion de hidrocarburos saturados mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. Las variaciones mas significativas se observaron en el suelo
con predominio de grano fino y en presencia de un agente estructurante; lo cual permitio
concluir que en este tipo de suelos el proceso de biodegradacion se lleva a cabo de
manera mas efectiva que en suelos compuestos por mayores tamafios de grano y que la

presencia de un agente estructurante favorece el proceso de biodegradacion.

vii



ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DEL CRUDO GUAFITA 1X EN DOS SUELOS DE DIFERENTE
= TEXTURA Y COMPOSICION MINERALOGICA

=

INDICE DE CONTENIDO

1
INTRODUCCION. ...ttt
Introduccion y planteamiento del problema.......................ol. 1
O JELIVOS. ..t 3
e Objetivo General...............coooiiiiiiiiiiii i 3
e Objetivos especificos...................oi i 3
MARCO TEORICO...........cccoiiiiiiiiiee e 4
Fundamentos tEOFICOS. ... ..ue i, 4
L SUENO. ..o e 4
1.1 Definicion de Suelo........... ..o 4
1.2 Principales tipos de suelo de acuerdo a su textura................................ 5
1.3 Naturaleza y propiedades del suelo.............................. il 7
1.3.1 Materia OT@ANICA. .. o.uuete ettt ettt ettt e et e e e e et e e e e e eee e eaneeenas 7

e Influencia de la materia organica sobre algunas propiedades de los suelos 7

1.3.2 Humedad o contenido de agua............coooviiiiiiiiiiiiiii i, 8
1.3.3 AIre €N €1 SUCIO. .. utiiii et e e 8
1.3.4 Temperatura del SUClO........o.eiiiiii e 9
1.3.5 Textura del SUCLO. .....uonviiei e 9
e Influencia de la textura sobre algunas propiedades y cualidades del suelo 9
1.3.6 Profundidad del nivel fredtico..........ooevvriiniiiiiiiiiii e, 11
1,307 BStIUCHUIA. ..ttt et et e e 11
1.4 Los organismos del suelo..................... i, 13
2 GO, ... e 16
2.0 DefiniCiON. ... ..o e 16
2.2 COMPOSICION. ...ttt e eenaees 16
2.3 Clasificacion del crudo basada en la gravedad APL.............................. 16
3. Métodos de recuperacion de suelos.......................oooiiiiiiiiiiiiii 17
Tecnologias de recuperacion térmicas....................ooooiiiiiiiiiiiiiennnnn. 19
Tecnologias de recuperacion fisicoquimicas.............................ooo 21
Tecnologias de recuperacion bioldgicas.......................... 23
4. Biorremediacion..............ooooiiiiiiiii e 25
Ventajas y desventajas de la biorremediacion.......................................... 29
Antecedentes de 1a INVESTIGACION. ........o.iuiiit i 30

viii



ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DEL CRUDO GUAFITA 1X EN DOS SUELOS DE DIFERENTE
= TEXTURA Y COMPOSICION MINERALOGICA

=

MARCO METODOLOGICO. ..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaaeeee e, 34
1.Revision Bibliografica..............coooiiiii 34
2.Propuesta Experimental.......... ..o 34
2.1 Muestreo de los suelos utilizados..................coocveiriiiiniiiiniiiinceee e, 34
2.2 Caracterizacion de los suelos........................ i 35
2.2 Proceso de biodegradacion.....................coiiiiiiiiiii i 38
2.3 Analisis qUIMICOS. ........oouiiii 41
PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS............................ 45
1. Caracterizacion del crudo.....................o 45
2. Caracterizacion de los suelos utilizados............................. 48
3. Evaluacion de la remocion del crudo en los distintos grupos de suelo......... 50
4. Variacion de la composicion SARA.................ii 56
5. Biomarcadores. ... ... 59
CONCLUSIONES . . e 70
RECOMENDACIONES. ... e, 71
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.............ccoooiiiiiiiiiiiii e, 72
APENDICES. ...ttt 78

I. Correccion respecto a la temperatura para el método del hidréometro......... 78

I1. Costos aproximados del proyecto...................ooiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 79

II1. Cantidades de fertilizantes anadidos alsuelo......................oiiiiiii.l. 80

IV. Grafico triangular de los esteranos C;;, Cys Y Cy9 y relaciones entre

. 81
ISOMEros del eSteramno Coo........uueiiiiiii

X



ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DEL CRUDO GUAFITA 1X EN DOS SUELOS DE DIFERENTE

TEXTURA Y COMPOSICION MINERALOGICA

INDICE DE FIGURAS
Figura N° 1 Triangulo de textura del sistema de clasificacion de la USDA............... 6
Figura N° 2 Catalogode Munsell................ooiiiiiii 36
Figura N° 3 Bandejas etiquetadas y organizadas.............ccciiiiiiiiiiiiinnnn. 39
FiguraN°4  Adicion del crudo al suelo..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiean, 39
Figura N° 5 Flujograma ilustrativo del procedimiento seguido en la propuesta A1
EXPErIMENtAl.... ... .oiiiiiiiiiiiiie s
Figura N° 6 Montaje SOhXIEt........cccuvieiiiieiieeee e 42
FiguraN°7  Distribucion inicial de n-alcanos del crudo...............cooiiinee 46
FiguraN°e g  Distribucion de terpanos y hopanos..................... 46
FiguraN°9  Distribucion de esteranos. ..., 47
Figura N° 10  Distribucion de diasteranos y eSteranos..........coeeeieeeieeanneannnns 47
FiguraN° 11  Espectro de difraccion obtenido para el suelo A....................... 49
Figura N° 12 Espectro de difraccion obtenido para el sueloB........................ 50
Figura N° 13 Grafico de cantidad de extracto vs tiempo para los distintos grupos........ 52

Figura N° 14

Figura N° 15

Figura N° 16

Figura N° 17

Figura N° 18

Comparacion de la variacion de la composicion SARA en los
distintos grupos de suelo: (A) Grupo 1, (B) Grupo 3, (C) Grupo2y 58
[0 ) T 1 7 N

Comparacion de la distribucion de n-alcanos a los 1, 30 y 90 dias

de biodegradacion para el grupo I........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiann.. 60
Comparacion de la distribucion de n-alcanos a los 1, 30 y 90 dias 61
de biodegradacion para el grupo 3........coiiiiiiiiiiiii i
Comparacion de la distribucion de n-alcanos a los 1, 30 y 90 dias

: . 62
de biodegradacion para el grupo 2........ooiiiiiiiiiiiii i
Comparacion de la distribucion de n-alcanos a los 1, 30 y 90 dias 63

de biodegradacion para el grupo 4........ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiien

=



;: ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DEL CRUDO GUAFITA 1X EN DOS SUELOS DE DIFERENTE

TEXTURA Y COMPOSICION MINERALOGICA

=

Figura N° 19
Figura N° 20

Figura N° 21

Figura N° 22

Figura N° 23

Figura N° 24

Figura N° 25

Cambio en la relacion Cy3.3/C30 nopano Visible en el i6n m/z 191......
Comparacion de los iones m/z 191 ym/z 177.......cccoiiiiiinn..

Comparacion del i6n m/z 218 a los 1, 30 y 90 dias de extraccion
para €l GrupPOo 2. ... i e

Comparacion del i6n m/z 218 a los 1, 30 y 90 dias de extraccion
para €l Grupo 4. ... e

Comparacion del i6n m/z 218 a los 1, 30 y 90 dias de extraccion
para el Grupo 3. ...

Comparacion del i6n m/z 218 a los 1, 30 y 90 dias de extraccion
para el Grupo 1. ... e

Comparacion del TIC a los 1, 30 y 90 dias de extraccion............

Xi

66

67

67

68



TEXTURA Y COMPOSICION MINERALOGICA

;: ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DEL CRUDO GUAFITA 1X EN DOS SUELOS DE DIFERENTE

=

INDICE DE TABLAS

Tabla N° 1

Tabla N° 2

Tabla N° 3
Tabla N° 4
Tabla N° 5
Tabla N° 6
Tabla N° 7
Tabla N° 8
Tabla N° 9
Tabla N° 10

Tabla N° 11

Tabla N° 12

Tabla N° 13

Tabla N° 14

Tabla N° 15

Tabla N° 16

Tabla N° 17

Influencia de la textura sobre algunas propiedades de los
SUCLOS. ...ttt

Grupos de organismos mas importantes presentes en el

Factores que afectan la actividad de los organismos del suelo...
Ventajas y desventajas de la biorremediacion..............ccccc....
Matriz de ensayos de biodegradacion a utilizar en la propuesta

Composicion SARA del crudo Guafita 1X..........coooveiiinni.

Relaciones iniciales de biomarcadores en el crudo Guafita 1X..

Determinacion de la textura de los suelos utilizados.............

Determinacion del color de los suelos utilizados..................

Determinacion de COT en los suelos utilizados...................

Valores obtenidos para los extractos de crudo de los distintos
grupos de suelo en los distintos tiempos de extraccion.
(ECrudo/gMUESTTA). . ... euii it e e e

Tasa de biodegradacion en base a la diferencia de la cantidad
de crudo extraida del dia 1 al dia 90..................cciiiiinn.

Diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
tiempos de extraccion para cada uno de los grupos...............

Diferencias estadisticamente significativas derivadas de la
comparacion entre grupos para cada tiempo de extraccion.......

Variacion de la composicion SARA del crudo en los distintos
tipos de suelo a lo largo del tiempo de estudio.....................

Tasa de biodegradacion de hidrocarburos saturados, a los 30 y
90 dias de estudio..........oiuiiiiiii i e

Relaciones de biomarcadores obtenidas para los distintos
grupos a los 1, 30 y 90 dias de extraccion...............cceeunnee

Xii

11

14

15

29

39

45

45

48

48

49

51

52

54

55

56

58

59



ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DEL CRUDO GUAFITA 1X EN DOS SUELOS DE DIFERENTE
= TEXTURA Y COMPOSICION MINERALOGICA

INTRODUCCION

Dentro del consumo energético mundial, el petréleo ocupa el primer lugar como
fuente de energia, motivo por el cual se hace tan necesaria su exploracion y explotacion.
En Venezuela, la industria petrolera constituye la fuente principal y mas importante de
ingresos econdmicos, por lo que desde hace muchisimos afios, Venezuela se ha
caracterizado por desarrollar en gran medida la actividad petrolera. Sin embargo,
asociados a esta actividad petrolera, se tienen diversos problemas ambientales, entre los
cuales uno de los mas trascendentales es la contaminacion debido al derrame de
hidrocarburos, lo que afecta significativamente tanto a los suelos como a los cuerpos de
agua.

La contaminacién de los suelos por hidrocarburos afecta severamente el medio,
provocando efectos toxicos en el ecosistema, que ocasionan posteriormente la pérdida
del mismo (Luque, 2004).

A pesar de la habilidad que la naturaleza tiene de limpiarse por si sola, a través
de, principalmente, la oxidacién y biodegradacion de hidrocarburos, la biodegradacion
natural de los contaminantes requiere de una serie de factores vitales y de ciertas
condiciones para la proliferacién de los microorganismos que llevan a cabo el proceso,
entre estos factores se encuentran: humedad, nutrientes, oxigeno, temperatura, pH
adecuado, etc. En muchos casos, una o varias de estas condiciones no se cumplen,
generando entonces una biodegradacion lenta y pobre. De igual manera, la naturaleza y
complejidad de los residuos va cambiando, y la capacidad degradativa y amortiguadora

de la naturaleza comienza a alterarse (Gutiérrez, 1990). Como resultado de esto, algunos
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ecosistemas pueden tardar varias décadas en recuperarse naturalmente de un derrame, o
simplemente no recuperarse (Bricefio y Méndez, 2006).

Debido a lo anteriormente expuesto, se han venido realizando investigaciones
que han permitido desarrollar y evaluar técnicas o metodologias para la recuperacion de
los suelos contaminados, entre estas técnicas puede citarse la biorremediacion.

A partir de 1990 se decide abrir, en Venezuela, una linea de investigacion que
luego de varios afios de trabajo, ha permitido conocer y entender la técnica de
biorremediacion, la cual se basa en la estimulacién y aplicacion del proceso de
biodegradacion para disminuir o suprimir las fracciones toxicas presentes en el crudo
(Infante, 2005), utilizando la capacidad de los organismos para transformar los
compuestos quimicos, en este caso, en su mayoria, de cardcter organico (Briceno y
Méndez, 2006).

Existen numerosos trabajos acerca del estudio de esta técnica como tecnologia
amigable para la recuperacion de suelos contaminados por hidrocarburos. Sin embargo,
se tiene poca informacion publicada en relacion a la influencia del tipo de suelo en el
proceso de biodegradacion del crudo. Es por ello que en el presente trabajo se estudio
el proceso de biodegradacion de un crudo mediano en dos suelos de diferente textura y
composiciéon mineraldgica, a fin de comparar la influencia de estos factores en el
proceso de recuperacion de suelos afectados por derrames de este tipo de hidrocarburos.
Los dos suelos estudiados fueron de textura arenosa y francoarcilloarenosa,
respectivamente.

Se esperaba que el proceso de biodegradacion del crudo en estos suelos no fuera
muy efectivo, debido a diversos factores, propios de los mismos, que no les
proporcionan la estructura adecuada y dificultan el contacto entre el crudo y los

microorganismos presentes en dichos suelos. Para tratar de solventar esta situacion se
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anadié un agente estructurante o acondicionador orgéanico a los suelos mencionados, a
fin de mejorar el contacto crudo- microorganismo y con ello el proceso de

biodegradacioén que conlleva a la recuperacion de los suelos contaminados.

Objetivos

Objetivo General:

e Evaluar el proceso de biodegradacion del crudo Guafita 1X en dos suelos de

diferente textura y composicion mineraldgica.

Objetivos especificos:

e Caracterizar los suelos a evaluar a fin de conocer algunas de sus caracteristicas
fisicas y quimicas.

e Evaluar el proceso de biodegradacion de un crudo mediano (Guafita 1X) en dos
suelos de diferente textura y composicion mineraldgica, en base a la variacion de
la composicion SARA y de los biomarcadores correspondientes a la fraccion de
hidrocarburos saturados del crudo.

e Comparar el proceso de biodegradacion del crudo en los dos tipos de suelo en
base a la disminucién de los hidrocarburos totales del petréleo.

e Evaluar el efecto de la adicion de un agente estructurante en el proceso de

biodegradacion del crudo, en ambos suelos.
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MARCO TEORICO

El desarrollo del presente proyecto requiere del conocimiento de una serie de
aspectos teodricos importantes vinculados a los términos y procesos que forman parte de
la técnica de biorremediacion de suelos y en particular del problema antes planteado.
Por ello, en este capitulo se hace referencia, de modo general, a la definicion de suelo,
sus propiedades, tipos de suelo de acuerdo a la textura; asimismo, se hace referencia a la
definicion de crudo, su composicion y clasificacion de acuerdo a la gravedad API. Por
ultimo, se presenta una breve resefia de los métodos de recuperacion de suelos, donde se

hace énfasis en la biorremediacion, exponiendo algunas de sus ventajas y desventajas.

Fundamentos Tedricos

1. Suelo

1.1 Definicion de Suelo

El concepto de suelo puede variar de manera considerable, dependiendo del punto
de vista desde el cual se estudie; de esta manera, el suelo podria definirse de
innumerables formas. Sin embargo existen dos tendencias predominantes de ver el
suelo, la pedoldgica y la edafolégica. La Pedologia considera al suelo como un producto
natural, proveniente de la meteorizacion de las rocas por accion de distintos agentes
como el clima y los microorganismos, enfatiza al suelo como un fenémeno natural:
apariencia, modo de formacidén, composicion quimica, fisica y biologica, y su

clasificacion y distribucion. La Edafologia, por su parte, considera el suelo en relacion a
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su uso como un medio para el crecimiento de las plantas, considera las diversas
propiedades de los suelos en cuanto a su relacion con su productividad vegetal. A modo
general, en geoquimica, un suelo es una entidad natural de constituyentes minerales y
organicos, diferenciado "in situ" en horizontes de espesor variable, que difiere del
material parental subyacente en morfologia, composicion quimica y mineraldgica
(LoMonaco, 2005).

Tratando de unificar o generalizar el concepto de suelo, la Word Reference Base for
soil resources (WRB) en su edicion del 2006, ha decidido definir como suelo a
cualquier objeto que forme parte de la epidermis de la Tierra, es decir, se define como
suelo a cualquier material dentro de 2 metros de la superficie de la Tierra, que esté en
contacto con la atmosfera, excluyendo organismos vivos, areas de hielo continuo no
cubierto por otro material, y cuerpos de agua de mas de 2 metros de profundidad. Esta
definicion incluye entonces roca continua, suelos urbanos pavimentados, suelos de areas
industriales, suelos de cuevas y suelos bajo agua. Este enfoque tiene varias ventajas,
entre ellas, que permite enfrentar problemas ambientales de una manera sistematica y
holistica, y que evita discusiones estériles sobre una definicion universalmente aceptada

de suelo y sus requerimientos de espesor y estabilidad (W.R.B, 20006).

1.2 Principales tipos de suelo de acuerdo a su textura
El suelo esta compuesto por tres fases: fase solida, fase liquida y fase gaseosa. Una de
las caracteristicas importantes del suelo se refiere al tamafio de las particulas
constituyentes de la fase solida del mismo, la cual estd constituida por diferentes
particulas minerales de tamafio variable, conocidas como arenas, limos y arcillas, en
funcién del diametro de las mismas, donde las arenas tienen un didmetro entre 2 y 0.05

mm., los limos entre 0.05 y 0.002 mm., y las arcillas poseen didmetros inferiores a
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0.002mm. Los contenidos de estas tres fracciones minerales del suelo permiten

clasificarlos texturalmente usando el denominado triangulo textural (Fig.1).

100 90 80 70 5 40 30 20 10

A —
Arena %

Figura n°1: Triangulo de textura del sistema de clasificacion de la USDA. (Tomado de
Fernandez et al, 2006).

De esta manera, pueden representarse cuatro grupos de suelos:

e Suelo Arenoso: La arena representa mas del 70% de la fraccion solida del suelo.

e Suelo Arcilloso: La arcilla representa un minimo de 35% en la fraccion sélida
del suelo, y en la mayoria de los casos mas del 40% de la misma

e Suelo Limoso: Los limos representan mas del 80% de la fraccion solida del
suelo.

e Suelo Franco: Un suelo franco ideal podria ser definido como una mezcla de
arena, limo y arcilla; pero las propiedades que estas fracciones ofrecen al suelo
son aproximadamente iguales. La mayoria de los suelos de importancia agricola,

normalmente pertenecen a este grupo textural.
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1.3 Naturaleza y propiedades del suelo

Como se ha mencionado anteriormente, el suelo esta compuesto por tres fases: solida,

liquida y gaseosa. Ademas de esto, en el suelo se tiene la presencia de microorganismos

que vendrian siendo una cuarta fase constituyente del suelo; es la naturaleza y la
interrelacion de estas fases la que determina la naturaleza y propiedades de los suelos.

Entre estas propiedades se pueden mencionar:

1.3.1 Materia Organica: La materia organica representa, aproximadamente, el 5%
del volumen de un suelo ideal. A pesar de ser un porcentaje relativamente
pequefio, su presencia es altamente importante en el crecimiento de las plantas.
La adicién de residuos organicos al suelo, provenientes de plantas y animales,
y su posterior descomposicion por los microorganismos constituyen dos
procesos que determinan el nivel al cual se acumula la materia orgéanica en los
suelos. La materia organica en el suelo puede afectar el destino de compuestos
quimicos organicos que puedan llegar al suelo, en varias vias que incluyen la
adsorcion y particion, solubilizacion, fotodescomposicion, degradacion por
hidrolisis, entre otras, las cuales controlan en gran medida el destino de

cualquier contaminante (Murray, 1994).

o Influencia de la materia organica sobre algunas propiedades de los suelos
Entre los efectos de la materia organica sobre las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo se pueden mencionar:
O Mejora la agregacion y estabilidad de los agregados del suelo reduciendo la
susceptibilidad a la escorrentia y a la erosion.
O Aumenta la capacidad de retencion de humedad de los suelos, particularmente en

aquellos de textura arenosa.
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0 Tiene influencia sobre el color de los suelos, estando generalmente asociados los
colores oscuros con un mayor contenido de materia organica.

0 Es responsable de un alto porcentaje de la capacidad de intercambio catiénico
(CIC).

0 En la mineralizacién de la materia orgénica se liberan cantidades apreciables de N,
S, P y algunos micronutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas.

0 Algunos 6xidos amorfos en el suelo pueden formar complejos con la materia
organica, disminuyendo la fijacion del fosforo hacia formas no aprovechables.

(Casanova, 2005).

1.3.2 Humedad o Contenido de Agua: La presencia del agua en la superficie del
suelo es vital para el crecimiento de las plantas, no s6lo porque las mismas
necesitan el agua para sus procesos fisioldgicos, sino también porque el agua
contiene en solucidon los nutrientes esenciales para el desarrollo de las plantas.
Asi mismo, el agua en el suelo controla también el aire y la temperatura en el
mismo. Debe considerarse también que el contenido de agua en el suelo tiene
gran influencia en el transporte de difusion liquida o gaseosa de diversas
sustancias, en donde la difusion liquida aumenta a mayor contenido de agua,
mientras que la difusion gaseosa disminuye ante esta misma situacion.

El agua es un medio de transporte en direcciéon horizontal y vertical,
principalmente para sustancias considerablemente polares como los alcoholes,
seguidos por los aromaticos y finalmente los alifaticos (Tolgyessy, 1993).

1.3.3 Aire en el suelo: Por aireacion de un suelo se entiende el intercambio gaseoso

del oxigeno (0O,) y dioxido de carbono (CO,), entre el aire en el suelo y el aire

atmosférico. Como resultado del proceso de respiracion de las raices de las
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plantas se consume O, por lo tanto, el aire en el suelo tiende a aumentar su
concentracion de CO; y a disminuir su concentraciéon de O,. Se hace necesario
entonces un mecanismo de renovacion de O; en el suelo para un Optimo
funcionamiento de las raices y de los microorganismos (Casanova, 2005;
Buckman y Brady, 1966).

1.3.4 Temperatura del suelo: La temperatura de los suelos es una propiedad basica,
que tiene un papel muy importante en la formacion y meteorizacion de los
mismos, en la descomposicion de la materia organica, reacciones quimicas,
actividad de los microorganismos y crecimiento de las plantas (Casanova, 2005).

1.3.5 Textura: La textura de un suelo se refiere a la proporcion relativa de arena, limo
y arcilla expresados como porcentajes en peso. A diferencia de otras propiedades
del suelo, la textura es una propiedad permanente de los mismos.

La lixiviacion en suelos de texturas gruesas (suelos arenosos) es mucho mas
rapida que en suelos de texturas finas (suelos arcillosos), los cuales tienen mayor
capacidad de retener contaminantes y prevenir su alcance a aguas subterraneas.
Ademas de esto, otros parametros del suelo, como la permeabilidad y el espacio

poroso, dependen de la textura del mismo (Miller, 2004).

o Influencia de la textura sobre algunas propiedades y cualidades del suelo

La arena, el limo y la arcilla contribuyen con algunas caracteristicas de los suelos.
La arcilla, conjuntamente con la materia orgdnica, aumenta la capacidad de los suelos
para retener agua y nutrientes, mientras que las particulas mas grandes sirven como
soporte del sistema radical de las plantas y ayudan al suelo a ser mas permeable y

aireado.
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Los suelos de textura arenosa son generalmente permeables al aire, agua y
raices, pero normalmente tienen ciertas limitaciones. Una de ella es la baja capacidad de
retener el agua aprovechable para las plantas y la segunda es que son suelos con baja
capacidad de suministro de nutrimentos (Casanova, 2005).

Estas dos limitaciones estan relacionadas a la poca area superficial de las
particulas de estos suelos, los cuales deben recibir aplicaciones frecuentes de agua y
nutrimentos para ser altamente productivos

Debido a su alta permeabilidad, se corre el riesgo de perder fertilizantes por
lavado, sin embargo, son suelos capaces de soportar suficiente peso sin compactarse. La
mayoria de los poros son grandes (macroporos), y generalmente son responsables de la
aireacion de los suelos.

Los suelos de textura arcillosa tienen una gran area superficial en sus particulas,
por lo tanto, tienen una mayor capacidad de retener agua aprovechable y nutrimentos en
forma disponible para las plantas. Son suelos de baja permeabilidad y las posibilidades
de pérdida de nutrientes por lavado son mucho menores que en el caso de los suelos
arenosos (Miller, 2004).

La mayoria de los poros en los suelos arcillosos son pequefios (microporos) y
normalmente estan llenos de agua, por lo que generalmente la aireacion es inadecuada.
Estos suelos, cuando se encuentran himedos, son sumamente blandos y tienen la
tendencia a adherirse a cualquier superficie, en contraste, son muy duros cuando se
secan, y tienden a compactarse con gran facilidad. Es por ello que las operaciones de
labranza requieren de mucha mas potencia en estos suelos que en los suelos arenosos,
por lo que, en funcidn de esta caracteristica, se ha atribuido el nombre de pesados para

los suelos arcillosos y ligeros para los suelos arenosos (Casanova, 2005).

10
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Los suelos de textura franco — francolimosa son generalmente los mas deseables,

ya que tienen suficiente arcilla como para retener cantidades adecuadas de agua y

nutrientes, y ademas poseen una porosidad apropiada, lo cual permite una buena

aireacion.

En la tabla 1 se muestra en forma cualitativa la influencia de la textura sobre

algunas propiedades de los suelos.

Textura
Propiedad
Arenosa | Franco - Francolimosa | Arcillosa

Capacidad de Agua aprovechable Baja Media - Alta Alta
Permeabilidad Alta Media Baja
Compactacion Baja Media Alta
Nutrientes Baja Media Alta
Macroporosidad Alta Media Baja
Area superficial Baja Media Alta

Tabla n°1: Influencia de la textura sobre algunas propiedades de los suelos (Tomado

de Casanova, 2005).

1.3.6 Profundidad del nivel freatico: Generalmente, la profundidad del nivel freatico

en un suelo determina que el suelo esté saturado o no, lo cual, generalmente,

determina el tiempo y el espacio para la retencion y degradacion de posibles

contaminantes, previo a su penetracion en las aguas subterraneas, dado esto por

las propiedades de retencion del perfil del suelo (Murray, 1994).

1.3.7 Estructura: El arreglo de las particulas minerales constituyentes del suelo en

unidades mas grandes recibe el nombre de estructura del suelo, y generalmente

ocurre debido a la tendencia de las particulas mas finas a mantenerse juntas. Las

unidades de la estructura de un suelo se denominan agregados, los cuales pueden

11
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tener diferentes grados de desarrollo y varios tamafos, sin embargo, es posible
encontrar suelos sin agregados, especialmente aquellos que tienen un bajo
contenido de arcilla.
Los agregados del suelo también pueden clasificarse de acuerdo a su forma,
reconociéndose cuatro formas principales: esférica, laminar, blocosa y prismatica.
Estas cuatro formas dan origen a 7 tipos de estructura, que se describen brevemente
a continuacion:

o Estructura Granular: agregados relativamente no porosos, pequefios y

esferoidales, sueltos.

o Estructura Granular porosa: agregados relativamente porosos, pequefios y

esferoidales, sueltos.

o Estructura Laminar: agregados laminares. A menudo las ldminas se sobreponen

e impiden la permeabilidad.

o Estructura Blocosa: agregados en forma de bloque, bordeados por otros

agregados cuyas caras angulares bien definidas forman el molde para el agregado. A
menudo se quiebra en agregados mas pequenos.

o Estructura Blocosa sub-angular: agregados en forma de bloque, bordeados por

otros agregados cuyas caras redondeadas y sub-angulares forman el molde para el
agregado.

J Estructura Prismatica: agregados parecidos a una columna sin las puntas

redondeadas. Los otros agregados prismaticos forman el molde para el agregado.
Algunos de estos prismas se quiebran en bloques angulares mas pequeios.

. Estructura Columnar: agregados parecidos a una columna con puntas

redondeadas limitadas lateralmente por otros agregados columnares que forman el

molde para el agregado.

12
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Dependiendo de la estructura del suelo, se pueden presentar fisuras o grietas que sirven
como via de transporte, permitiendo asi corrientes transitorias de grandes volimenes de
contaminantes a las aguas subterraneas. En ausencia de tales fisuras, la agregacion
estructural de los suelos induce un flujo mas répido en los macroporos de los
interagregados que dentro de los microporos, en los cuales los contaminantes

potenciales pueden ser retenidos (Briceno y Méndez, 2006).

1.4 Los organismos del suelo

La flora y la fauna constituyen el gran nimero de organismos que viven en el
suelo. La mayor parte de estos organismos son tan pequefios que se requiere de un
microscopio para poder observarlos. En la tabla n°2 se indican los grupos de
organismos mas importantes presentes en el suelo.

Como se ha mencionado anteriormente, los componentes principales de un suelo
son la parte solida, aire, agua y la materia organica. A pesar de que los organismos
vivientes son un componente importante del suelo y de que existen en un gran niimero,
generalmente no representan un porcentaje significativo del peso del suelo, sin
embargo, las funciones que ellos desempenan son sumamente importantes dentro del
suelo. Una de esas funciones es la descomposicion de restos vegetales y animales, que
sirven como fuente de energia para los organismos. Otra funcidon importante tiene
relacion con el mantenimiento de una buena estructura, espacio poroso y permeabilidad,
producidas generalmente por las raices de las plantas, lombrices de tierra, insectos e
inclusive algunos roedores.

Mientras la accion de la microflora es fundamentalmente la descomposicion

quimica de los residuos vegetales y animales, la accion de la fauna es tanto fisica como

13
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quimica, ya que puede tanto transportar partes vegetales de un sitio a otro como

favorecer algunas reacciones quimicas dentro del suelo.

Pequefios mamiferos
Hormigas y bachacos
MACRO Lombrices de tierra
Arafias
Fauna Comejenes
Nematodos
Protozoarios
Rotiferos

MICRO

Bacterias
Algas
Hongos
Actinomicetos
Tabla n°2: Grupos de organismos mds importantes presentes en el suelo (Tomado de

Casanova, 2005).

Flora

Los organismos del suelo pueden clasificarse en base a la fuente de energia y
carbono que ellos obtienen para desarrollar sus funciones metabolicas. Los organismos
autdtrofos son aquellos organismos que obtienen su propia energia, algunos de la luz y
el carbono del CO, del aire, es decir, son capaces de realizar el proceso fotosintético,
por lo que son denominados de forma mas adecuada, organismos fotoautotrofos, sin
embargo, algunos de los organismos autdtrofos obtienen su energia a partir de
reacciones quimicas inorgénicas (en lugar de la luz), por lo que se les denomina
quimioautotrofos.

Los organismos heterdtrofos obtienen carbono y energia de la descomposicion
de materiales organicos. La mayoria de los microorganismos del suelo pertenecen a este
grupo: la microfauna, la mayor parte de las bacterias, los hongos y los actinomicetos.

En base a los requerimientos de oxigeno, los organismos del suelo pueden
clasificarse en aerobicos y anaerdbicos; estos ultimos se subdividen en: anaerobicos
obligados y anaerobicos facultativos. Los aerdbicos, son aquellos organismos que

requieren del oxigeno del aire para determinar sus funciones. Los anaerdbicos son

14
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aquellos que no requieren del oxigeno del aire para sobrevivir, los obligados o estrictos,

no pueden vivir en presencia de oxigeno, y los facultativos no requieren de oxigeno para

desempetiar normalmente sus funciones vitales, es decir utilizan el oxigeno pero pueden

adaptarse a la falta del mismo.

La actividad de los organismos en el suelo no es constante pues se ve afectada

por la influencia de diversos factores, tales como temperatura, oxigeno, pH, y los

nutrientes presentes en el mismo. De esta manera, dependiendo de las propiedades de un

determinado suelo, se tendra un determinado grupo de microorganismos, tal como se

indica a manera de ejemplo en la tabla n°3.

preferida (%C %N)

Factor Hongos Actinomicetos | Bacterias
Energia y fuente de | Heter6trofos Heterotrofos Quimioautdtrofas
Carbono Heterotrofos
Requerimiento  de | Aerobicos Aerdbicos Aerdbicos y anaerobicos
Oxigeno obligados y facultativos
pH del suelo Generalmente | Neutro- Generalmente neutro-
acido alcalino alcalino
Nimero /gramo de | 10°-10° 10"-10° 10%-10°
suelo
Tasa de crecimiento | Rapida Lenta Répida
Relacion C/N 10 (50:5) 6 (50:8.5) 5(50:10)

Tabla n°3: Factores que afectan la actividad de los organismos del suelo (Tomado de

Casanova, 2005).
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2. Crudo

2.1 Definicion

El crudo puede definirse como una mezcla de hidrocarburos (saturados y aromaticos) y
de compuestos orgénicos heteroatomicos poliaromaticos de estructura compleja y de
alto peso molecular (resinas y asfaltenos), que contienen nitrégeno, oxigeno y azufre
(Tissot y Welte, 1984).

2.2 Composicion del crudo:

A pesar de la diversidad de crudos que existe a nivel mundial, resulta
sorprendente que sus composiciones elementales normalmente son muy parecidas y
estan comprendidas en rangos relativamente estrechos: Carbono (83-87) %, Hidrogeno
(10-14) %, Azufre (0.05-6) %, Nitrogeno (0.1-2) % y Oxigeno (0.05-1.5) % (Instituto

Mexicano del Petroleo, 2007).

2.3 Clasificacion del crudo basada en la gravedad API:

La gravedad API de un crudo, denota la relaciéon correspondiente de peso
especifico del crudo con respecto al agua (Carrillo, 2007). A modo general se define
como (Perry, 1992):

Gravedad API :L—BI.S

SG(60/60°F)

El andlisis de la formula demuestra que la gravedad API se comporta de manera
inversa a la gravedad especifica del material. El agua es la base para este sistema; de
esta manera, el agua tiene una gravedad API de 10. Para los crudos y sus fracciones
los valores de gravedad API pueden variar de menos de 10 a mas de 50, pero para la

mayoria de los crudos se hallan comprendidos en el intervalo de 20 a 45 °API. Los
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hidrocarburos mas livianos tienen valores de la gravedad API incluso por encima de

52 °API (Barberii, 1982).

Sobre la base de la gravedad API, los crudos pueden clasificarse de la siguiente manera:
-Condensados naturales: poseen una gravedad API mayor o igual a 50.

-Crudos Livianos: poseen una gravedad API comprendida entre 30,1 y 49,9.

-Crudos Medianos: poseen una gravedad API comprendida entre 30 y 22,1.

-Crudos Pesados: poseen una gravedad API comprendida entre 22,1 y 10,1.

-Crudos extrapesados: poseen una gravedad API menor o igual a 10.

3.Métodos de recuperacion de suelos contaminados

El manejo adecuado de los desechos generados en las actividades petroleras tiene
cada vez mayor relevancia desde el punto de vista ambiental. Un tratamiento y
disposicion inadecuada puede conllevar a problemas de contaminaciéon de suelos,
subsuelos y aguas subterraneas, lo cual se traduce en deterioro de la biodiversidad,
dafios significativos a los ecosistemas y problemas de salud. Por ello es necesario contar
con tecnologias eficientes y seguras ambientalmente, que permitan el tratamiento y en
general, el manejo correcto de diferentes tipos de desechos (Infante, 2001)*.

Las tecnologias que existen son diversas, pero entre ellas destacan:
biotratamiento, incineracion, desorcion térmica, solidificacion/estabilizacion, inyeccion,
disposicion en relleno y lavado. La seleccion o identificacion de la mejor opcion
tecnoldgica depende de un conjunto de factores, entre ellos destaca el tipo de desecho,
el cual varia en funcion de sus caracteristicas fisico quimicas, volumen a manejar,

costos y condiciones del area. Un mismo desecho puede ser tratado con diferentes
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tecnologias desde el punto de vista técnico; sin embargo, los costos y el area de la
generacion pueden definir la seleccion de una en particular (Infante, 2001)".

Las tecnologias de remediacion pueden agruparse de diferentes maneras, en base
a los siguientes principios: lugar en que se realiza el proceso de remediacion, estrategia

de remediacion, y tipo de tratamiento (Van Deuren et al., 1997; US EPA, 2001).
- De acuerdo al lugar donde se realiza el tratamiento de remediacion:

In situ: El tratamiento se realiza en el mismo sitio en donde se encuentra la

contaminacion.

Ex situ: En este caso se requiere realizar una excavacion, dragado 6 cualquier
otro proceso, para remover el suelo contaminado antes de su tratamiento, que

puede realizarse en el mismo sitio (on site) o fuera de ¢l (off site).
- Las estrategias de remediacion pueden usarse separadas o combinadas:

Destruccién 6 modificacion de los contaminantes: Este tipo de tecnologias

busca alterar la estructura quimica del contaminante.

Extraccion 6 separacion: Los contaminantes se extraen y/o separan del medio

contaminado, en base a sus propiedades fisicas 6 quimicas (volatilizacion,

solubilidad, carga eléctrica, etc.).

Aislamiento 6 inmovilizacidn: En este caso se trata de estabilizar o solidificar

los contaminantes por métodos fisicos o quimicos.

- Por otra parte, el principio de remediaciéon ¢ funcionamiento determina tres tipos

distintos de tratamientos:
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Tratamientos térmicos: Por medio de la accion del calor se logra Ila
volatilizaciébn  (separacion), quema, descomposicion 6  fusion

(inmovilizacion) de los contaminantes en un suelo.

Tratamientos fisicoquimicos: En base a las propiedades fisicas y/0 quimicas
de los contaminantes 6 del medio contaminado, se separa ¢ destruye el

contaminante.

Tratamientos bioldgicos (Biorremediacion): Esta metodologia utiliza el
metabolismo de organismos vivos (plantas, hongos, bacterias) para degradar 6
transformar los contaminantes a productos metabdlicos inocuos 6 de menor

toxicidad.
Tecnologias de Remediacion Térmica

La mayoria de estos métodos suelen aplicarse ex situ. Producen vapores, residuos
solidos (cenizas) y, en ocasiones, residuos liquidos que deben ser tratados. Si bien
poseen la ventaja de ser procesos rapidos, tienen el inconveniente de ser los mas

costosos y en la mayoria de los casos destruyen el suelo.

Las tecnologias térmicas mas importantes son: Incineracion, Vitrificacion, Pirdlisis y

Desorcion Termica ( Sepulveda y Trejo, 2002).
Incineracion:

Se utilizan altas temperaturas de operacion, que van desde los 870 a los 1200 °C, para
lograr volatilizar y quemar compuestos organicos y halogenados, en presencia de

oxigeno. Se lleva a cabo de forma ex Situ.
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Vitrificacién:

Este proceso puede llevarse a cabo in situ o ex situ, y se realiza mediante una corriente
eléctrica que funde los suelos contaminados, con temperaturas que van de 1600 a 2000
°C. Estabiliza la mayoria de los contaminantes inorganicos y destruye los organicos.
Con esta tecnologia se produce un material cristalino quimicamente estable que no
produce lixiviados, en el cual quedan incorporados los compuestos inorganicos. Durante
el proceso, las altas temperaturas provocan la destruccion o remocion de los materiales

orgéanicos (US EPA, 2001).

Pirdlisis:

Mediante este método se produce la descomposicion quimica de materiales organicos
inducida por calor en ausencia de oxigeno. Se realiza a presion y a temperaturas de
operaciéon mayores de 430 °C, en hornos y equipos similares a los utilizados para la
incineracion, pero se deben operar a temperaturas menores y en ausencia de aire

(US EPA 2001).

Desorcion Térmica (DT):

La DT consiste en calentar el suelo contaminado por compuestos organicos hasta
temperaturas entre 90 y 540 °C, con el fin de vaporizar los contaminantes y por
consiguiente separarlos del suelo. Los contaminantes liberados son dirigidos hasta un
sistema de tratamiento de gases, con el uso de un acarreador de gases o un sistema de
vacio. Es un proceso de separacion fisica, que puede o no ser destructivo dependiendo

de las temperaturas a las cuales se caliente el suelo (Pellini, 2006).
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Tecnologias de Remediacion Fisicoquimicas

La mayoria de estas tecnologias se aplican in sSitu y se basan en el aprovechamiento de
las propiedades fisicas y/o quimicas de los contaminantes 6 del material contaminado,

para destruir, separar 6 contener la contaminacion. Entre ellas se encuentran:

Extraccién por Solventes:

Como su nombre lo indica, se disuelven los contaminantes utilizando solventes

organicos para asi removerlos del suelo, a través de la circulacion del solvente.

El liquido que resulta del lavado de suelo y de la extraccion por solventes requiere de un
tratamiento posterior para remover O destruir los contaminantes (Sellers, 1999; US

EPA, 2001).

Extraccién de Vapores (EV):

Esta tecnologia, también conocida como ventilacion del suelo, vaporizacion y
volatilizacion, es una metodologia en la que se aplica vacio para inducir un flujo
controlado y continuo de aire, removiendo asi contaminantes volatiles y semivolatiles

del suelo (Riser-Roberts, 1998).

Inundacién del Suelo:

Se aplican al suelo o se inyectan en cuerpos de agua cercanos, para aumentar el nivel en
la zona contaminada, grandes cantidades de agua para favorecer el paso de los
contaminantes hacia el cuerpo de agua. Esta es extraida y tratada en forma separada.

Este tratamiento puede llevarse a cabo con la incorporacion de algun aditivo.
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Lavado de Suelos:

Los contaminantes son removidos mediante la circulacion de soluciones acuosas. El
suelo es realmente “lavado” y de esta manera se reduce el volumen del material
contaminado, ya que las particulas finas con el contaminante sorbido en ellas son

extraidas, quedando retenidas en la solucion acuosa.

Remediacion Electrocinética (RE):

Esta tecnologia estd en desarrollo. Aprovecha las propiedades conductivas del suelo,
cuyo objetivo es separar y extraer contaminantes organicos € inorganicos (metales) de
suelos, lodos y sedimentos, con el uso de un campo eléctrico que permite remover las
especies cargadas (iones). Implica la aplicacion de una corriente directa de baja

intensidad entre un electrodo positivo y uno negativo (US EPA, 2001).

Solidificacion/Estabilizacion (S/E):

En esta técnica el suelo contaminado es mezclado con aditivos para inmovilizar los
contaminantes, con el objeto de disminuir 6 eliminar la lixiviacion. La solidificacion se
refiere a las técnicas que encapsulan (atrapan fisicamente) al contaminante, formando

un material sélido.

La estabilizacion limita la solubilidad o movilidad del contaminante, generalmente por
la adicién de materiales, como cemento Portland, cal o polimeros, que aseguren que los
constituyentes peligrosos se mantengan en su forma menos moévil o toxica. La S/E

puede realizarse tanto in situ como ex Situ.

Los métodos mencionados tienen la ventaja de necesitar equipos accesibles y pueden

utilizarse para un amplio rango de contaminantes, tanto organicos como inorganicos,
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pero tienen el incoveniente de que generan residuos que a su vez necesitan tratamiento

y disposicion final, lo que encarece el proceso.

Tecnologias de recuperacion biologicas

Estas tecnologias se encuentran englobadas dentro de la biorremediacion, la cual, como
ha sido mencionado anteriormente, involucra tratamientos que utilizan organismos
vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.) para degradar ¢ transformar compuestos
organicos toxicos a productos metabolicos inocuos 6 de menor toxicidad (Van Deuren

etal., 1997).

Para la aplicacion de estas tecnologias se pueden emplear organismos
autoctonos, propios del sitio contaminado, 6 exdgenos, de otros sitios. También puede
realizarse in situ o ex situ y en condiciones aerobias (en presencia de oxigeno) 6

anaerobias (sin oxigeno).

La degradacion de contaminantes orgdnicos por parte de los microorganismos
constituye un proceso que se produce en forma natural en el ambiente y que depende de
las actividades catabodlicas de los mismos, ya que éstos utilizan los contaminantes como
fuente de carbono y energia para su subsistencia. Sin embargo, dicho proceso se
encuentra, la mayoria de las veces, limitado por factores quimicos, fisicos y

medioambientales (Eweis et al., 1999; Sepulveda, 2002).

El grado de biodegradacion depende principalmente de la toxicidad y de la
concentracion inicial del contaminante, su biodegradabilidad, las propiedades del suelo
contaminado y el sistema de tratamiento que se seleccione. La eficacia de las medidas

biocorrectivas es limitada en lugares con una alta concentracion de compuestos toxicos

23



TEXTURA Y COMPOSICION MINERALOGICA

;: ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DEL CRUDO GUAFITA 1X EN DOS SUELOS DE DIFERENTE ‘@

para los microorganismos, especialmente, si dichos compuestos toxicos se encuentran

en grandes cantidades.

Aun cuando no todos los compuestos orgdnicos son susceptibles a la
biodegradacion, los procesos de biorremediacion se han utilizado con éxito para el
tratamiento de suelos, lodos y sedimentos contaminados con hidrocarburos del petréleo
(HTP’s); solventes (Benceno y Tolueno); explosivos (TNT), clorofenoles
(Pentaclorofenol-PCP);  plaguicidas  (Acido  2,4-Diclorofenoacético:  2,4-D);
conservadores de madera (creosota) e Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP*s),

entre otros (Van Deuren et al., 1997; Semple et al., 2001).

Asimismo, la biorremediacion de suelos ha demostrado ser una tecnologia eficaz
para el tratamiento de la contaminacioén por petrdleo, debido a que gran parte de los
componentes del crudo y sus productos refinados son biodegradables (Van Hamme et

al., 2003).

Otra tecnologia de biorremediacion que cada vez tiene mayor importancia es la
Fitorremediacion, que es un proceso que utiliza plantas superiores para remover,
transferir, estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes (organicos € inorganicos)
en suelos, lodos y sedimentos, y puede aplicarse tanto en forma in situ como ex situ

(Hutchinson et al, 2001).

En la actualidad, las tecnologias de recuperacion biologicas son de uso
preferencial, debido a que presentan diversas ventajas. Sin embargo, al momento de
pensar en la aplicacion de este tipo de tratamientos se deben tener en cuenta una serie de

factores que pueden constituir desventajas, tales como:
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- El tiempo requerido para completar la degradacién es mayor que en los

tratamientos fisico quimicos.

- El contaminante debe ser biodegradable.

- No siempre se puede predecir la efectividad.

- El ¢éxito del proceso depende de la destreza para mantener las condiciones
Optimas para el crecimiento microbiano, para lo cual se debe verificar que el
contaminante no sea toxico para los microorganismos y que el suelo sea apto

para los mismos.

1. Proceso de Biorremediacion

La biorremediacion es la aplicacion de un proceso bioldgico, mediante el cual los
microorganismos autoctonos (bacterias, hongos, levaduras) transforman las sustancias
organicas toxicas presentes en un crudo, aceite de perforacion, o lodo petrolizado, en
presencia de oxigeno suficiente (condiciones aerdbicas), en componentes como CO,,
H,O y masa microbiana. En ausencia de oxigeno (condiciones anaerobicas) los
contaminantes son metabolizados y convertidos en metano y masa microbiana.

Este proceso biologico se conoce como biodegradacion y esta regulado por una serie
de factores abidticos, tales como: humedad, pH, oxigenacién, disponibilidad de
nutrientes, entre otros. Esta tecnologia es muy eficiente en los tropicos, dado que las
altas y constantes temperaturas, practicamente durante todo el afio, permiten mantener
una poblacién microbiana diversa y activa, lo cual se traduce en una alta tasa de
biodegradacion del hidrocarburo, o fracciones de saturados y aromaticos, presentes en

los desechos organicos de la industria petrolera (Hinchee et al., 1994).
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Tal como se menciond anteriormente, la biorremediacion puede llevarse a cabo en
dos modalidades, in situ y ex situ. La principal ventaja del proceso in situ es permitir
que el suelo sea tratado en el lugar de origen, sin excavacion, lo cual resulta en una
disminucién del costo en la remocion del suelo del sitio, esto permite salvar los costos
sobre métodos que envuelven la excavacion y transporte de los suelos contaminados.
También presenta ventajas en cuanto al tratamiento simultdneo tanto de aguas
subterraneas como de suelos contaminados (Infante, 2001)".

La experiencia senala que la efectividad de este proceso depende estrechamente
de las caracteristicas y las cantidades del contaminante depositado en el sitio donde se
va a emplear el tratamiento, tales como: temperatura, humedad, radiacién solar y viento,
presencia de microorganismos con capacidad de metabolizar hidrocarburos, pH del
suelo, disponibilidad de oxigeno, nutrientes en las capas superiores del suelo, capacidad
de retencion de agua en el suelo (CRA) y textura en los primeros horizontes del terreno
(Hinchee et al., 1994).

Se ha observado experimentalmente que las mayores tasas de bio-oxidacion de
residuos de petréleo en el campo son realizadas por las bacterias aerdbicas, lo cual
indica la necesidad de mantener aireados los suelos mediante actividad de rastreo, para
que de esta forma se vea optimizada la degradacion de los hidrocarburos (Bastardo,
1999 citado por Hermoso, 2003)

La cantidad y caracteristicas de los hidrocarburos representan unas de las
variables mas importantes dentro del proceso de biodegradacion, ya que se ha
determinado que descargas exageradas de petréleo generan una significativa
disminucién en el intercambio gaseoso suelo-aire, como consecuencia de la saturacion
de los espacios porosos en los horizontes superficiales del suelo (Bastardo, 1999 citado

por Hermoso, 2003). Esta situacién crea condiciones de anoxia que dificultan el
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desarrollo radicular de las plantas, altera la capacidad de infiltracion del agua y reduce

las comunidades de microorganismos (Stebbings, 1970).

La habilidad o capacidad que presentan ciertos microorganismos para utilizar
ciertas fracciones presentes en el crudo como fuente de carbono y energia no se
encuentra restringida a unos pocos géneros, sino comprende diversos grupos, como son:

bacterias, hongos, levaduras y algas (Hinchee et al., 1994).

Con respecto a los factores climaticos es importante sefalar que las altas
temperaturas, humedad y la fuerte radiacion solar son condiciones favorables para que
la biota acelere el proceso de metabolizacion de los hidrocarburos. En referencia al
primero, se ha observado que la degradacion del petréleo en el suelo puede presentarse
en rangos de temperatura que van desde —2 °C hasta 30 °C. Esta situacion se debe
basicamente al incremento en el proceso metabolico de los microorganismos del suelo,
su crecimiento poblacional y a la amplitud en la variedad de las especies con capacidad

de desdoblar hidrocarburos (Zobell, 1973).

En el caso particular de la humedad, se senala que la misma es requerida por los
microorganismos para cubrir sus necesidades hidricas y nutricionales dentro de su
configuracién celular. Huddleston y Cresswell (1976) determinaron que el valor de
humedad mas aconsejable para el proceso de desdoblamiento de residuos de petrdleo es
aproximadamente el 20% del peso total del complejo residuo/suelo. Es decir, que por

cada kilo de suelo-crudo, se requieren cerca de 200 gramos de agua.
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En cuanto a los nutrientes necesarios, como en toda actividad biologica, los
mismos representan una variable clave en el proceso de oxidacién microbiana. Entre los
mas requeridos se encuentran todos aquellos compuestos ligados al nitrégeno, potasio,
fosforo, sodio, calcio, zinc, magnesio, hierro, molibdeno, azufre, manganeso, etc.
(Casanova, 2005) . La aplicacion de algunos macronutrientes en forma de fertilizantes
podria duplicar la tasa de degradacion microbiana de lodos petrolizados y suelos
contaminados con hidrocarburos. Para suelos sin fertilizacion, se ha determinado que la
disminucion de hidrocarburos estaba por el orden de 0.25 Kg. de petréleo / m® suelo-
dia. (Vanloocke et al, 1976 citado por Hermoso, 2003).

Atlas (1991) establecio que las bajas concentraciones de nitrogeno y fosforo en
el suelo actian como factores limitantes en la biodegradacion. También observo
experimentalmente que las relaciones crudo / nitrogeno y crudo / foésforo no deben
exceder de 10/1 y 100/1 respectivamente, ya que se podria aumentar en forma negativa
los niveles de nitratos y fosfatos en las aguas superficiales y subterraneas.

En cuanto al pH, se ha determinado que rangos de pH entre 6 y 8, asi como la
presencia de arcillas con elevada capacidad de intercambio catiénico, dan al suelo una
condicién propicia para la degradacion de los hidrocarburos, ya que la mayoria de las
bacterias capaces de metabolizar compuestos de hidrocarburos se desarrolla

satisfactoriamente en pH neutro. (Atlas, 1991)
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Ventajas y Desventajas de la Biorremediacion

En la tabla n°4 se resumen las ventajas y desventajas de la tecnologia de

biorremediacion.

Ventajas

Desventajas

Proceso natural, reconocido por la EPA¥*,
como una de las tecnologias mejor demostrada
en campo.

Tecnologia mas lenta, comparada con
otras, como incineracion, solidificacion/
estabilizacion, o desorcion térmica.

No requiere de maquinarias y/o equipos
sofisticados. Aceptada como una de las

tecnologias mas amigables con el ambiente

Requiere conocimientos especificos para
su aplicacion efectiva, pues se corre el
de diluir,

volatilizar o percolar los contaminantes.

riesgo, en caso contrario,

La velocidad de la reaccion de biodegradacion
es dos a tres veces superior en nuestro pais vs.
paises templados.

No aplica si existen concentraciones de
de
establecidos en el TCLP**, por lo que

metales por encima los limites

habria que combinarlo con otra tecnologia.

No requiere excavacion y transporte del
desecho (caso especifico de las fosas).

Costos menores que los de otras tecnologias

como incineracidén, desorcion  térmica,

solidificacion/estabilizacion. En el orden de
30-270 $/m’

Tabla n°4: Ventajas y desventajas de la biorremediacion (Tomado de Hermoso, 2003).

* siglas de la Agencia de Protecciéon Ambiental de los EE.UU (Environmental

Protection Agency).

** siglas del test de lixiviacion de los EE.UU (Toxicity Characteristic

Leaching Procedure) que fue

N° 2797-91.
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Antecedentes de la Investigacion
A continuacion se presentaran diferentes trabajos de investigacion relacionados

al tema desarrollado en el presente proyecto:

o Infante et al. (1999): Aplicaron la técnica de biorremediacion a 14 FOSAS de la
Refineria de Puerto La Cruz, Edo. Anzoategui, Venezuela, basada en la bioestimulacion
de microorganismos autoctonos, mediante la adicién de nutrientes, ajustes de pH,
control de humedad y mantenimiento de niveles de oxigeno adecuados. La clave de este
trabajo consistié en una Optima mezcla del material con agentes estructurantes a fin de
mejorar la biodegradacion del contaminante. Los resultados mostraron una reduccion
del 70% de las fracciones biodegradables luego de la aplicacion de la técnica,
permitiendo concluir que la biorremediacion es una de las tecnologias mas

prometedoras para la restauracion de areas contaminadas.

. Infante et al. (2001)": Mediante diversos ensayos de campo y de laboratorio,
determinaron que la adicion de nutrientes y de agentes estructurantes a los suelos
contaminados resulta en una bioestimulacion exitosa de microorganismos autoctonos
que degradan el hidrocarburo contaminante, confirmando asi la importancia de la
bioestimulacion en el proceso de biorremediacion, a fin de evitar la adicion de
microorganismos aloctonos como medio para incrementar el proceso de biodegradacion

del crudo.

. Infante (2001)*: Por medio de la industria petrolera venezolana, desarrollaron la

tecnologia de biodegradacion INTEBIOS® (ambientalmente segura), para tratar gran
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cantidad de desechos organicos, asi como también el producto BIORIZE®, que

permite acelerar o mejorar dicho proceso de biodegradacion. La efectividad de la
tecnologia y el producto mencionados ha sido demostrada en campo de diversos
ecosistemas y en varios desechos generados por la actividad petrolera, lo cual constituye

un avance en cuanto a la recuperacion de las diversas areas impactadas.

. Chaineau et al. (2004): Estudiaron la influencia de la concentracion de
nutrientes en la biodegradacion de un crudo afiadido a una poblacidon microbiana en un
suelo fértil, durante 150 dias a través de microcosmos. Determinaron que en
condiciones estrictamente aerobicas la adicion de nutrientes en una tasa adecuada es
eficiente para la degradacion de los hidrocarburos saturados en comparacion con la
remediacion natural. Sin embargo, los resultados sugieren que un exceso de nutrientes
reduce la asimilacién de dichos hidrocarburos por parte de los microorganismos,
mientras que en el resto de los hidrocarburos practicamente no varia. Esto les permitio
concluir que al momento de disefar la biorremediacion de un suelo contaminado por
crudo, la relacion C/N/P deberia ser calculada en base a la concentracion de
hidrocarburos saturados, ya que la degradacion de los mismos es la mas sensible a la

variacion en la concentracion de nutrientes.

. Ayotamuno et al. (2006): Estudiaron la biorremediacion de un suelo destinado a
la agricultura, contaminado por crudo, obteniendo como resultado que la aplicacion de
una creciente concentracion de nutrientes, mediante la adicion de fertilizantes, permite

mejores tasas de biodegradacion de los contaminantes en los suelos estudiados.
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. Gideon y Paschal (2006): Realizaron un estudio mediante el uso de
microcosmos o composteros, a escala de laboratorio, que revel6 la efectividad de la
remediacion natural (la cual incluye biodegradacion, foto-oxidacion, evaporacion, entre
otros procesos), en conjunto con el mecanismo de aireacion (con el cual se mantienen
niveles de oxigeno adecuados) en la remediacion de sedimentos contaminados por

crudo presentes en el Delta del Niger.

. Johnston et al. (2007): Realizaron estudios de biomarcadores y sefales de
biodegradacion a diversos nucleos pertenecientes a un acuifero arenoso afectado por
derrames de crudo. La extensién relativa de la biodegradacion fue determinada
utilizando relaciones de compuestos parcialmente degradados y compuestos resistentes,
tales como n-alcanos (n-Cy;, n-C;g), pristano y fitano. La distribucion de los
biomarcadores y de los indicios de biodegradacion permitié identificar al menos dos
derrames de crudo en diferentes tiempos. La relacion pristano/fitano obtenida permitid
inferir una biodegradacion aerobica de los contaminantes; y se determind que mas del
80% del derrame fue remediado a través de la biodegradacion y otros procesos

constituyentes de la remediacion natural.

. Semple et al. (2007): Realizaron una revision bibliografica acerca de las
interacciones entre los microorganismos y los contaminantes organicos presentes en
suelos contaminados. El objetivo de la investigacion radico en considerar la
biodisponibilidad de los contaminantes como un factor influyente en la tasa de
biodegradacion de los mismos y, en tal sentido, para la biorremediacion de los suelos
contaminados. Para ello, se consideraron y aclararon diversos conceptos de

biodisponibilidad, se relacionaron las definiciones de distintas medidas quimicas y
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microbiologicas de los contaminantes biodisponibles en el suelo; y se exploraron los
mecanismos empleados por los microorganismos del suelo para atacar a los
contaminantes orgéanicos presentes. Los autores concluyen que es sumamente
importante la comprension y el estudio en campo de los aspectos desarrollados en el
trabajo, a fin de orientarse a obtener un mejor entendimiento de cuan rapido y en qué

medida un suelo contaminado puede ser recuperado.

. Scheerr et al. (2007): Realizaron un estudio acerca de la influencia de las
diferentes fracciones del suelo en el proceso de biodegradacion de hidrocarburos. Para
ello evaluaron dicho proceso en el tiempo (durante cuatro meses), tanto en las
fracciones finas del suelo como en la fraccion arena. Obtuvieron como resultado que el
crudo presente en las fracciones finas del suelo muestra un alto porcentaje de
biodegradacion para un tiempo inicial, sin embargo, este porcentaje disminuye hasta
hacerse despreciable al final del tiempo de estudio. En contraste, el crudo presente en la
fraccion arenosa del suelo fue degradado en menor medida (que aquel presente en las
fracciones finas) en tiempos iniciales, pero se mantuvo relativamente constante durante
el tiempo de estudio. Estos resultados les permitieron concluir que la composicion y la
textura del suelo influyen considerablemente en el proceso de biodegradacion del crudo

ya que influencian la distribucion y biodisponibilidad de los contaminantes en el suelo.

Es necesario hacer notar que trabajos o publicaciones especificas acerca del
estudio de la influencia de la textura del suelo en el proceso de biodegradacion de un
crudo escasean en la literatura. En la bibliografia consultada durante el tiempo de
realizacion de este proyecto, no se encontraron publicaciones acerca de este tipo de

estudio en zonas tropicales.
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MARCO METODOLOGICO

Con la finalidad de cumplir con los objetivos de este Trabajo Especial de Grado,
se siguid una metodologia conformada por diversas etapas que se explicaran a
continuacion. Es de hacer notar que el crudo utilizado es un crudo mediano (Guafita
1X), previamente caracterizado mediante andlisis de Gravedad API, SARA y

Biomarcadores (Lépez y Lo Moénaco, 1995).

1. Revisién Bibliogréafica

En esta primera etapa se realizd una busqueda de trabajos y publicaciones actualizadas
en el area de la biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos, con la
finalidad de elaborar un soporte para el andlisis y tratamiento de los datos

experimentales obtenidos.

2. Propuesta Experimental:
2.1 Muestreo de los suelos utilizados:

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron dos tipos de suelo,
denominados inicialmente como A y B, dichos suelos fueron obtenidos como se
indica a continuacion:

- El muestreo del suelo A se llevo a cabo en area no intervenida del Sector Las
Cocuizas, ubicada a 278 msnm. Latitud N - 09° 01' 11,7" y Longitud O- 64° 27
38,5"; en la comunidad Indigena Caico Seco, Municipio Aragua, EI Tigre estado
Anzoategui. El muestreo del suelo se realizo en el mes de diciembre del 2007. Para

ello se uso barreno en los primeros 20 cm de profundidad del suelo.
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- El muestreo del suelo B se realizo en un morichal ubicado entre los rios Sariapo y
Ature, en el sur del estado Anzoategui. Geograficamente el area de estudio se
encuentra situada entre las coordenadas UTM N 275000 E 915000 y N 335000
E875000. El muestreo del suelo se realizo en el mes de febrero del 2008. Fueron

muestreados los primeros 10 cm de profundidad del suelo.

2.2 Caracterizacion de los suelos:

Para la caracterizacion de los suelos a estudiar se utilizaron tres técnicas.

Determinacion de la textura y el color de los suelos:

La determinacion de la textura de los suelos se realizo mediante el método de
Bouyucos o método del hidrometro, el cual se basa en la relacion entre la densidad de
una suspension y la cantidad de particulas de varios tamafos en dicha suspension (Boul
et al, 1981). El procedimiento se llevo a cabo de la siguiente manera:

- El hidrometro fue calibrado introduciéndolo cuidadosamente en un cilindro
graduado que contiene 50 mL. de solucion 0,02M de pirofosfato de sodio y se
completo hasta 1 L con agua destilada.

- Se tom6 una muestra de suelo de 100,0g que previamente habia sido secada a
105°C y se transfirié a un vaso de metal afiadiéndole 50 mL de solucion de
pirofosfato de sodio 0,02M, y 125mL de agua destilada. La mezcla se dejo
reposar por aproximadamente 10 minutos y seguidamente se colocd en un
batidor eléctrico durante aproximadamente 15 minutos.

- Se transfirié cuantitativamente la mezcla a un cilindro graduado de 1L y se

completo el volumen con agua destilada.
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- Seguidamente se agitdé el cilindro graduado, se tomé la temperatura de la
suspension, se introdujo el hidrometro y se tomo la lectura del mismo a los 40 s
yalas 2 h.

A cada lectura realizada se le hizo la correcciéon con la lectura de calibracion. Asi

mismo, dado que el hidrometro fue calibrado originalmente a 67°F (19,44 °C), se

realiz6 igualmente la correccion respecto a la temperatura (Apéndice I).

Los porcentajes de arena limo y arcilla fueron calculados utilizando las siguientes

formulas:

o % de arena= 100 — (lectura corregida 40s/peso seco de muestra)* 100
o % de arcilla= 100 — ( lectura corregida 2h/peso seco de muestra)* 100
. % de limo= 100 — (% arena + % arcilla)

Una vez obtenidos dichos porcentajes se determiné la textura de los suelos utilizando el
tridngulo de clasificacion textural (Figura 1).
El color de los suelos fue determinado, tomando una pequefia muestra de los mismos y

comparandola visualmente con la escala de Munsell (Munsell,1973)(Figura n°2).
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Figura n°2: Catadlogo de Munsell
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Difraccién de rayos X:

Esta técnica permite determinar la composicion mineraldégica de la muestra. La
interaccion entre el vector electromagnético de la radiacion X y los electrones de la
materia que atraviesa da lugar a una dispersion. Cuando los rayos X son dispersados por
el entorno ordenado de un cristal, tienen lugar interferencias (tanto destructivas como
constructivas) entre los rayos dispersados, ya que las distancias entre los centros de
dispersion son del mismo orden de magnitud que la longitud de onda de la radiacion. El

resultado es la difraccion (Skoog et al, 2001).

El método de difraccion de rayos X permite deducir directamente conocimiento sobre el
ordenamiento y el espaciamiento de los d&tomos en los materiales cristalinos, tales como
dimension de la celda unitaria, la estructura cristalina y tamafio del cristal, ademas

permite inferir acerca de la homogeneidad y pureza de las muestras.

La identificacion se llevo a cabo por el método de polvo cristalino, basado en el hecho
de que cada sustancia cristalina presenta un diagrama de difraccion Unico. Asi, si se
encuentra igualdad entre los diagramas de las muestras y del patron, se da por sentada

su identidad.

El equipo que se utilizd para llevar a cabo este andlisis es un difractoémetro,
marca BRUKER, AXS modelo Siemens D-8 ADVANCE. Para determinar las fases
presentes en cada solido se utilizd el programa JCPDS - ICDD (Joint Commettee on

Powder Diffraction Standards 1999).
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Determinacion de concentracién de carbono total LECO

La determinacién de las concentraciones de carbono total en cada uno de los
suelos, se realizd en un equipo marca LECO® modelo C-144. Para ello se pesaron
aproximadamente 170 mg de suelo pulverizado con 100 mg de acelerador en una celda
de cuarzo-mullita que fue posteriormente introducida al equipo, obteniéndose una
lectura que al relacionar con el peso de la muestra, permitid calcular la concentracion de

CT en % p/p. La curva de calibracion fue realizada con patrones estdndar LECO®.

Las concentraciones de carbono organico total (COT) se consideraron
equivalentes a aquellas obtenidas con el LECO, debido a que el analisis por difraccion
de rayos X no reflejo fases minerales carbonaticas en las muestras de suelo estudiadas,

asi: % COT= %CT

2.2 Proceso de Biodegradacion

En esta etapa se realizd la simulacion a escala de laboratorio del proceso de
biorremediacion del suelo, a través de la biodegradacion del crudo seleccionado. Esto
con la finalidad de evaluar la cinética de remocién del crudo hasta un tiempo final de 90
dias y el efecto de la adicion de agente estructurante en cada tipo de suelo. A fin de
evaluar cada una de las variables por separado, las muestras se dividieron en cuatro
grupos de la siguiente manera:

Grupo 1 (G1): muestras de suelo (A) sin agente estructurante.

Grupo 2 (G2): muestras de suelo (B) sin agente estructurante.

Grupo 3 (G3): muestras de suelo (A) con agente estructurante.

Grupo 4 (G4): muestras de suelo (B) con agente estructurante.
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La tabla n® 5 ilustra mejor lo antes indicado.

Con Agente estructurante

Suelo (A)

Grupo 1

Grupo 3

Suelo (B)

Grupo 2

Grupo 4

Tabla n° 5: Matriz de ensayos de Biodegradacion

Cada grupo de ensayo correspondio a tres réplicas (composteros), lo que generd un

total de 12 composteros. Para fabricarlos se emplearon bandejas de plastico de

aproximadamente 35 cm de largo, 25 cm de ancho y 15 cm de profundidad, siguiendo el

siguiente procedimiento:

1) Se organizaron e identificaron las bandejas por grupos, de la manera indicada

anteriormente.

Figura n° 3: Bandejas etiquetadas y organizadas

1) Se agregaron 285 g del tipo de suelo correspondiente a cada bandeja.

2) Se agregaron 15 g del crudo Guafita 1X a cada bandeja, a fin de obtener una

mezcla 5% p/p de crudo.

Figura n° 4: Adicion del crudo al suelo
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3)

4)

S)

6)

7)

Se homogeneizo de forma manual, utilizando una varilla de vidrio.

A los grupos 3 y 4 se les afiadio el agente estructurante, constituido por
hojarasca, en una concentracion de aproximadamente 13% p/p; y de igual forma
se procedid a homogeneizar utilizando para ello una varilla de vidrio. La
hojarasca provenia de hojas secas, recolectadas a la caida de los arboles de la
Facultad de Ciencias. Estas fueron picadas finamente en secciones de 1-2 mm.
aproximadamente.

Se afiadieron los fertilizantes, satisfaciendo las relaciones carbono/nitrogeno =60
y carbono/fésforo =800. Para ello se tom6 como base que el % de C en el suelo
es bastante bajo, por lo que todo el C proviene del crudo, teniendo en cuenta que
el crudo posee un 80% de C potencialmente biodegradable. De esta forma se
efectuaron los respectivos célculos (Apéndice II) y se anadieron las cantidades
de fertilizantes necesarias para satisfacer la relacion antes expuesta.

Cada grupo de composteros fue rociado con agua con la ayuda de un atomizador
a fin de ajustar el valor de humedad (40 al 60 % de la capacidad de campo).
Cada grupo mostré requerimientos de agua diferentes, el G1 requirié de
aproximadamente 15 mL ¢/2 dias, el G2 requirié de aproximadamente 60 mL
diariamente, el G3 requirié de aproximadamente 15 mL ¢/3 dias y por ultimo el
grupo 4, de 60 mL ¢/ 2 dias.

Cada compostero fue removido manualmente cada dos dias para mantener un

nivel de oxigeno adecuado con un rastrillo.
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La figura n® 3 muestra un esquema del procedimiento seguido durante el

desarrollo experimental del presente proyecto.

Suelo A Suelo B
C

aracterizaciéon

Adicién de crudo al 5% p/| Adicion de crudo al 5% p/p
6 ] 9 0
Adicion de Fertiizante p/p L Ajuste de Humedad y del <——| Adicion de Fertilizante

. . Adicion del agente
nivel de oxigeno estructurante

Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Analisis Quimicos

Figura n° 5. Flujograma ilustrativo del procedimiento seguido durante el desarrollo

experimental del proyecto.

2.3 Analisis quimicos:

A fin de cumplir con los objetivos planteados en el presente trabajo, se tomaron
muestras periddicas de los distintos composteros y se realizaron los siguientes analisis:
Determinacion de cantidad de crudo extraido de cada uno de los grupos de suelo (a los
1, 15, 30, 45 y 90 dias de avance de la biodegradacion) luego de la extraccion sohxlet
del crudo presente en el suelo: Para ello se tomaron 3 g de suelo de cada bandeja, se
colocaron en un dedal de celulosa y se montaron en un equipo sohxlet, empleando como
solvente diclorometano. Posteriormente se rotaevapord el solvente y se determind por

gravimetria la cantidad de crudo extraido.
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Figura n°® 6: Montaje Sohxlet (tomado de www.profeonline.com/.../html/imacroma

note.htm (consultado 6/01/08)

e Separacion SARA del crudo extraido a los (a los 1, 30 y 90 dias de avance de la
biodegradacion):

Para obtener la composicion SARA del crudo extraido, en los tiempos indicados, se

tomo una réplica (constante y escogida al azar) de cada uno de los grupos de suelo

evaluados (G1b, G2b, G3a, G4a) y se realizd el siguiente procedimiento:

-Separacion de asfaltenos

La fraccion de asfaltenos fue separada de la fraccion de maltenos
(saturados, aromaticos y resinas), mediante precipitacion de los primeros. Para
ello se afiadié n-heptano frio en una proporcion 40:1 v/v n-heptano/extracto. La
mezcla resultante (de la adicion del n-heptano al extracto del crudo del suelo)
fue agitada consecutivamente en un equipo ultrasonido, dejada en reposo en frio
durante 1 dia y posteriormente fue filtrada utilizando un equipo de filtracion al
vacio marca millipore, con filtros de 0,5 pum.

El solido resultante (asfaltenos), se lavo varias veces con pequefias

cantidades de n-heptano a fin de extraer los maltenos que pudieran haber
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quedado ocluidos en ¢l. Posteriormente fue secado al aire y cuantificado
mediante gravimetria.
El liquido obtenido, contiene en solucion a los maltenos, por lo que el
solvente fue rotacvaporado a fin de obtener dicha fraccion, necesaria para los
ensayos posteriores.

-Separacién vy cuantificacion de los maltenos (saturados, aromaticos vy

resinas.

Los maltenos fueron separados en las fracciones correspondientes a
hidrocarburos saturados, aromaticos y resinas, mediante la técnica de cromatografia
de adsorcion en columna, la cual se basa en la absorcion selectiva de una muestra en
solucion, sobre la superficie activa de un soélido finamente dividido (fase
estacionaria) debido a la diferencia de polaridad que guarda(n) el/los solvente(s)

anadido(s) (eluyente(s), fase movil) con las sustancias presentes en la muestra.

Para realizar la cromatografia se utilizaron columnas, de aproximadamente
25 cm de longitud y 1 cm de didmetro, empacadas con alumina activada suspendida
en n-hexano. La separacion se llevo a cabo de la siguiente manera:

-La fraccion de hidrocarburos saturados fue eluida utilizando n-hexano como
fase movil.

-La fraccion de hidrocarburos aromaticos se obtuvo por adicion de tolueno.

-La fraccion de resinas fue eluida afiadiendo una mezcla de tolueno-metanol
en una proporcion 70:30 v/v.

Los solventes utilizados en la elucion de las distintas fracciones fueron

rotaecvaporados y las mismas fueron cuantificadas mediante gravimetria
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Para garantizar la pureza de la fraccion de hidrocarburos saturados, a la cual se
le analizarian posteriormente los biomarcadores, se realizd una “doble
cromatografia” de dicha fraccion. De esta forma, los hidrocarburos saturados fueron
eluidos nuevamente con n-hexano, para eliminar posible contaminacién con
hidrocarburos aromaticos. Para esta segunda cromatografia se utilizaron columnas

de menor longitud, aproximadamente 10 cm.

o Analisis de los biomarcadores presentes en la fraccion de hidrocarburos:

Los biomarcadores presentes en la fraccion de hidrocarburos saturados fueron
analizados mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG/EM). El equipo utilizado fue un cromatografo de gases de Agilent Technologies,
modelo 6890N Network DCSystem, acoplado a un espectrometro de masas MS
Agilent 5973 Network Mass Selective Detector. Mediante esta técnica se obtuvieron
los cromatogramas necesarios para este estudio: m/z 113, m/z 191, m/z 177, m/z 217

ym/z218.

e Tratamiento de los datos:
El tratamiento estadistico de los datos de extractos de crudo se llevo a cabo a través del
programa Statigraphics Plus 5.1, con el cual se calcularon medias y desviaciones
estandar y se hicieron pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) y pruebas de Fisher
para distinguir las diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los

distintos grupos de suelo.
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PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

1. Caracterizacion del crudo

El crudo utilizado en el presente estudio fue caracterizado por Lopez y Lo Mdnaco
(1995), obteniendo los siguientes resultados:

El crudo presenta una gravedad API de 27,33°, lo cual lo enmarca dentro del grupo
de crudos medianos. La tabla n® 6 muestra la composicion SARA obtenida, mediante
cromatografia de capa fina con detector de ionizacion a la llama, en los anélisis iniciales
del crudo, se observa el predominio de los hidrocarburos saturados y aromaticos sobre
el resto de las fracciones, lo cual coincide con la composicion reportada para crudos

medianos (Carbonagni, 1999).

CRUDO SATURADOS | AROMATICOS | RESINAS ASFALTENOS

Guafita 1X 55 28 7 9

Tabla n°6 : Composicion SARA del crudo Guafita 1X

La tabla n°7 muestra las relaciones de pristano/n-C,7, fitano/n-Cigz y Ci3.3/Csp
obtenidas para el crudo original. Estas relaciones fueron escogidas debido a son de gran
utilidad como indices de biodegradacién ya que en ellas se comparan compuestos

resistentes a la biodegradacion con compuestos no resistentes, o de menor resistencia a

la misma.
) CRUDO
RELACION Guafita 1X
Pristano/n-C,7 1,865
Fitano/n-C,g 1,09
C,3.3/C30 hopano 1,518

Tabla n°7: Relaciones iniciales de biomarcadores en el crudo Guafita 1X.
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Las figuras n° 7, 8, 9 y 10 muestran las distribuciones de n-alcanos (m/z 113),
terpanos y hopanos (m/z 191) y esteranos y diasteranos (m/z 217, m/z218)

respectivamente, a partir de las cuales se calcularon las relaciones antes mencionadas.
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Figura n°7: Distribucion inicial de n-alcanos del crudo.
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Figura n°8: Distribucion de terpanos y hopanos
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Figura n° 9: Distribucion de esteranos
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El siguiente paso en el desarrollo del presente proyecto fue la caracterizacion de los

2. Caracterizacion de los suelos utilizados

suelos empleados, en cuanto a textura, color, COT y composicion mineraldgica.

La textura de ambos tipos de suelo fue determinada mediante el método del
hidrémetro. Una vez establecidas las proporciones de arena, limo y arcilla, se llevaron al
triangulo de clasificacion textural, con el cual se obtuvieron las texturas mostradas en la
tabla n°8, en donde se observa que el suelo denominado como A posee textura arenosa,
mientras que el suelo demonizado como B posee una textura franco-arcillo-arenosa. De
esta forma se tiene un suelo con total predominio de particulas de grano grueso, en

contraste con un suelo con notable influencia de particulas de grano fino, condicion

necesaria para cumplir con los objetivos del presente estudio.

SUELO % Arena | % Limo | % Arcilla | Textura
A 90,13 6,76 3,11 Arenosa
B 63,5 10 26,5 Franco-arcillo-arenosa

Tabla n°8: Determinacion de la textura de los suelos utilizados.

El color de los suelos fue determinado por medio de la escala de color de

Munsell, obteniéndose los resultados mostrados en la tabla n°9.

SUELO COLOR

Suelo Arenoso (6/4)7.5YR (Light brown)= Marron claro

Suelo Franco-arcillo-arenoso (5/6)7.5YR (Strong brown)= Marrdn oscuro

Tabla n°9: Determinacion del color de los suelos utilizados

Las concentraciones de COT de los suelos en estudio se muestran el la tabla
n°10, se observa que aunque ambos porcentajes son bajos, el del suelo franco-arcillo-
arenoso es superior al del suelo de textura arenosa, lo cual coincide con los resultados
obtenidos en cuanto al color de las muestras, tomando como base que generalmente el
color del suelo se hace mas oscuro mientras mayor sea el contenido de COT (Casanova,

2005).
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SUELO COT (%)
Suelo Arenoso 0,26
Suelo Franco-arcillo-arenoso 2,23

EEEEEEE S
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Tabla n°10: Determinacion de COT en los suelos utilizados

La composiciéon mineralogica de ambos tipos de suelo puede observarse en las
figuras n° 11 y 12, en donde se observa que el suelo de textura arenosa esta constituido
por cuarzo e illita y el suelo franco-arcillo-arenoso esta constituido por cuarzo y
caolinita, ambas litologias poco reactivas por tratarse de cuarzo y una arcilla tipo 2:1 no

expansivay tipo 1:1 respectivamente.

Suelo Arenoso

Cuarzo
Illita

2-Theta - Scale

Figura n°11: Difractograma obtenido para el suelo A
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Lin {Counts}
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Caolinita

Suelo Franco-arcillo-arenoso

] Cuarzo

b bdes

2-Thata - Scale

Figura n°12: Difractograma obtenido para el suelo B

En base a esto se puede sugerir que la composicién mineraldgica de los suelos
en estudio, no debe ser un factor que ejerza una influencia dominante en las
diferencias observadas en el proceso de biodegradacion del crudo en ambos tipos de
suelo, ya que se tienen arcillas no expansivas y de baja capacidad de intercambio
catidnico que no deberian interactuar fuertemente con el crudo y por tanto generar

diferencias significativas al final del tiempo en estudio.

3. Evaluacion de la remocion del crudo en los distintos grupos de suelo

En la tabla n°11 se muestran los valores, en g crudo/g muestra, obtenidos para los
extractos de cada una de las réplicas, de los distintos grupos de suelo, en los distintos
tiempos de extraccidon, asi como el promedio y desviacion estandar obtenidos por

tiempo de extraccioén para cada uno de los grupos. A modo general se observa que la
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cantidad de extracto disminuye con el transcurso del tiempo y a simple vista no se

observan valores discordantes con el resto de la data.

GRUPO 2 | GRUPO 3 | GRUPO 4
) GRUPO 1 Fran-Arc- Arenoso Fran-Arc-

EXTRACCION | REPLICA Arenoso Aren. +AG Areno +AG
a 0,0425 0,0376 0,0445 0,0308

1DIA b 0,0470 0,0422 0,0428 0,0310
c 0,0439 0,0393 0,0394 0,0307

PROMEDIO 0,0445 0,0397 0,0422 0,0308

DESV EST 0,0023 0,0023 0,0026 0,0001

a 0,0405 0,0295 0,0415 0,0248

15 DIAS b 0,0410 0,0323 0,0413 0,0252
C 0,0404 0,0317 0,0384 0,0237

PROMEDIO 0,0406 0,0312 0,0404 0,0246

DESV EST 0,0003 0,0014 0,0017 0,0008

a 0,0400 0,0290 0,0411 0,0244

30 DIAS b 0,0392 0,0312 0,0395 0,0250
C 0,0396 0,0281 0,0382 0,0234

PROMEDIO 0,0396 0,0294 0,0396 0,0243

DESV EST 0,0004 0,0016 0,0015 0,0008

a 0,0383 0,0239 0,0405 0,0236

45 DIAS b 0,0386 0,0259 0,0390 0,0240
C 0,0391 0,0254 0,0377 0,0230

PROMEDIO 0,0387 0,0251 0,0391 0,0236

DESV EST 0,0004 0,0010 0,0014 0,0005

a 0,0299 0,0194 0,0297 0,0196

90 DIAS b 0,0298 0,0212 0,0277 0,0190
c 0,0294 0,0198 0,0293 0,0170

PROMEDIO 0,0297 0,0202 0,0289 0,0185

DESV EST 0,0011 0,0010 0,0003 0,0014

Tabla n°11: Valores obtenidos para los extractos de crudo de los distintos grupos de
suelo en los distintos tiempos de extraccion. (g crudo/g muestra). AG=Agente

estructrante o hojarasca

Los promedios obtenidos para cada uno de los grupos fueron graficados tal

como se muestra en la figura n° 13, a fin de observar con mayor claridad diferencias o

similitudes en el comportamiento de los distintos grupos de suelo a lo largo del tiempo

de estudio, observandose que los grupos 1 y 3 (suelo arenoso sin y con agente

estructurante) tienen un comportamiento sumamente similar, al punto en que los valores

se solapan marcando a modo general una sola tendencia. Los grupos 2 y 4 por su parte
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(suelo franco-arcillo-arenoso sin y con agente estructurante) muestran tendencias

distintas durante los primeros 45 dias, tiempo a partir del cual comienzan a comportarse

aparentemente de manera muy similar hasta finalizar el tiempo de estudio. Si se

expresan los resultados en porcentaje de biodegradacion a los 90 dias, lo cual representa

la disminucién de crudo en el tiempo de estudio, se obtienen los resultados mostrados

en la tabla n°

12.

0,0500
0,0450
0,0400
0,0350
0,0300
0,0250
0,0200
0,0150
0,0100

g de crudo extraido/g de muestra

0,0050
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Evaluacion de la remocién del crudo en los distintos

grupos de suelo.

" E
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Figura n°13: Grafico de cantidad de extracto vs tiempo para los distintos grupos.
(G1=S. Arenoso, G2=S. Fra-Arc-Aren., G3=S.Arcilloso+AG, G4=S. Fra-Arc- Aren + AG)

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

33,2%

49,2%

32,2%

40%

Tabla n°12: Tasa de biodegradacion en base a la diferencia de la cantidad de crudo
extraida del dia 1 al dia 90.

Al comparar ahora en base a la tasa de biodegradacion, se observa que el grupo

que alcanzo el porcentaje mas alto, fue el suelo correspondiente al grupo 2 (franco-

arcillo-arenoso), seguido por el grupo 4 (suelo franco-arcillo-arenoso con agente
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estructurante), se esperaba, en base al resto de los resultados obtenidos, que este orden
resultara inverso (grupo 4 mejor que el grupo 2). La discrepancia puede deberse
principalmente a la cantidad de crudo extraido el dia 1 para cada tipo de suelo. Debido a
que la tasa de biodegradacion se calcula en base a la diferencia entre la cantidad de
crudo extraido el dia 1 y el dia 90, el hecho de que esta cantidad haya sido tan baja para
el grupo 4, el primer dia de extraccion, influencia considerablemente el resultado. El
haber extraido considerablemente menos crudo del esperado en este grupo de suelo,
podria obedecer a diversos factores, entre los cuales se podria mencionar que la
presencia de particulas finas y de materia organica (conformada por el agente
estructurante), pudo haber generado interacciones con el crudo que no pudieron ser
vencidas por el solvente utilizado, lo cual explicaria el bajo rendimiento de extraccion

cuando aun no se estaba dando como tal el proceso de biodegradacion.

Por ultimo se ubican los grupos 1 y 3 (suelos arenosos) que se comportan como
uno solo y responden a los menores porcentajes de tasa de biodegradacion. Puede
observarse entonces que los suelos con mayor contenido de particulas de grano fino,
responden mejor al proceso de biodegradacion que aquellos con predominio de
particulas de grano grueso, es decir, que la textura del suelo constituye un factor que
afecta de manera considerable la respuesta del mismo ante el mecanismo de
bioremediacion. Sin embargo la disminucién de hidrocarburos en todos los grupos
estudiados muestra que efectivamente se esta llevando a cabo la biorremediacion de los
suelos contaminados. En cuanto al agente estructurante, en base a estos resultados,
aparentemente no ejerce influencia en el proceso de biodegradacion del suelo, sin
embargo en analisis mas finos si se observan diferencias notables, tal como se vera mas

adelante.
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A fin de conocer si las diferencias observadas son estadisticamente
significativas, se aplico a los distintos datos obtenidos, la técnica de andlisis de
varianza (ANOVA) y la prueba exacta de Fisher. El método se basa en un
procedimiento de comparacion multiple que permite determinar cuales medias difieren
significativamente, desde el punto de vista estadistico, de las otras con un 95% de nivel
de confianza. Los resultados se muestran en las tablas n° 13 yl4 en donde la X

representa una diferencia estadisticamente significativa entre los elementos comparados.

Intervalos de GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
tiempo (dias)
1-15 X X X
1-30 X X X
1-45 X X X X
15-30
15-45 X X
15-90 X X X X
30-45 X
30-90 X X X X
45-90 X X X X

Tabla n° 13: Diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tiempos de
extraccion para cada uno de los grupos.

Se observa, que para el grupo 1 o suelo arenoso, se tiene una diferencia
estadisticamente significativa en la cantidad de crudo extraido durante los primeros 15
dias, el segundo cambio significativo ocurre después de los 45 pero antes de los 90 dias,
el momento preciso del cambio no puede determinarse debido a que no se monitorearon
intervalos menores de tiempo. Finalmente hubo un tercer cambio significativo a partir
de este momento hasta los 90 dias. Para el grupo 2, correspondiente al suelo franco
arcillo arenoso, se observa que hubo un cambio durante los primeros 15 dias, luego
entre los 15 y los 45 dias y por ultimo entre los 45 y los 90 dias, haciendo ver que en
este grupo el cambio significativo ocurre a espacios cada vez mas prolongados de
tiempo. Por su parte el grupo 3, referido al suelo arenoso con el agente estructurante,

muestra que el primer cambio significativo, en la cantidad de extracto, se tiene es en los
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primeros 45 dias y ocurre un segundo cambio entre los 45 y los 90 dias, indicando que
el tiempo minimo necesario para generar cambios en este tipo de suelo es de 45 dias.
Por ultimo, el grupo 4, correspondiente al suelo franco-arcillo-arenoso con agente
estructurante, en este analisis muestra un comportamiento similar al del grupo 2.

Una vez establecidas las diferencias estadisticamente significativas entre los
distintos tiempos de extraccion para cada uno de los grupos, se procedié a establecer las
diferencias estadisticamente significativas entre cada uno de los grupos para cada

tiempo de extraccion, los resultados se muestran en la tabla n°14.

GRUPOS DE 1 DIA 15 DIAS 30 DIAS 45 DIAS 90 DIAS
SUELO

1-2 X X X X X

1-3

1-4 X X X X X

2-3 X X X X X

2-4 X X X

3-4 X X X X X

Tabla n°14: Diferencias estadisticamente significativas derivadas de la comparacion

entre grupos para cada tiempo de extraccion.

Se observa entonces que tal como se muestra en la figura n° 13, los grupos 1 y 3
(arenosos sin y con agente estructurante) no muestran diferencias estadisticamente
significativas en ningln tiempo de extraccion, sugiriendo que la presencia del agente
estructurante en el suelo arenoso no afecta para nada el proceso de biodegradacion del
crudo afiadido en este tipo de suelo. De igual forma se observa, mediante el analisis
estadistico, que los suelos correspondientes a los grupos 2 y 4 (franco-arcillo-arenosos
sin y con agente estructurante) muestran diferencias significativas hasta los 45 dias, a
partir de donde empiezan a comportarse como un mismo grupo de suelo. Esto sugiere
que en este tipo de suelo, la presencia del agente estructurante si marca diferencias pero
en un intervalo de tiempo limitado, es decir, llega un momento en el cual la presencia

del mismo deja de influir en el proceso de biodegradacion del crudo. Finalmente, entre
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los suelos arenoso y franco-arcillo-arenoso si se tienen diferencias significativas, siendo

mejor la biodegradacion en el ultimo, lo cual muestra una influencia de la textura en el

proceso de biodegradacion del crudo.

4. Variacion de la composicion SARA

En la tabla n°15 se muestra la variacion en la proporcion de las distintas

fracciones del crudo (saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos) a los 1, 30 y 90 dias de

avance de la biodegradacion, para cada uno de los grupos de suelo estudiados.

Tabla n° 15: Variacion de la composicion SARA del crudo en los distintos tipos de

GRUPO 1= SUELO ARENOSO

DIAS | SATURADOS AROMATICOS RESINAS ASFALTENOS
1 67 13,3 12,2 7,5
30 60,9 16,9 15,7 6,5
90 55,6 20,9 16,1 74

GRUPO 2= SUELO FRANCO-ARCILLO-ARENOSO

DIAS | SATURADOS AROMATICOS RESINAS ASFALTENOS
1 70 13 9,2 7,8
30 54 21,7 17,9 6,4
90 38,1 33,4 19,6 8,9

GRUPO 3= SUELO ARENOSO CON AGENTE ESTRUCTURANTE

DIAS | SATURADOS AROMATICOS RESINAS ASFALTENOS
1 69,1 12,7 9,7 8,4
30 57,4 16,1 17,2 9,3
90 47,8 23,2 18,4 10,6

GRUPO 4= SUELO FRANCO-ARCILLO-ARENOSO CON AGENTE

ESTRUCTURANTE
DIAS | SATURADOS AROMATICOS RESINAS ASFALTENOS
1 71,5 11,4 7,1 10
30 49,6 19,8 18,4 12,1
90 29,8 35,2 20,7 14,3

suelo a lo largo del tiempo de estudio
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Puede observarse que en los cuatro grupos de suelo, se produce una disminucion
de la fraccion de hidrocarburos saturados del crudo. Esto obedece a que dicha fraccion
es la primera en ser degradada por ser la de menor complejidad y accesibilidad para los
microorganismos (Peters et al., 2005). El resto de las fracciones (aromaticos, resinas y
asfaltenos) aumenta por enriquecimiento relativo al disminuir la fracciéon de saturados.
Sin embargo, se observa una ligera disminucion, de aproximadamente 1%, en los
asfaltenos de los grupos 1 y 2 a los 30 dias de extraccion, esto puede deberse a que parte
de los mismos se adsorben sobre el suelo en ausencia del agente estructurante, sin
embargo el porcentaje de asfaltenos en estos grupos vuelve a aumentar a los 90 dias de
extraccion indicando una posible desorcion de parte de los mismos. Se observa que las
variaciones en la composicion SARA del crudo en los distintos grupos de suelo no
ocurre a la misma intensidad. La disminucion de saturados es mas significativa en el
suelo franco-arcillo-arenoso (grupos 2 y 4) que en el suelo arenoso (grupos 1y 3) lo
cual indica que la biodegradacion ocurre con mayor eficiencia en el primero, sugiriendo
nuevamente una influencia de la textura en la efectividad del proceso de
biodegradacion.

De igual forma se observa que, en un mismo tipo de suelo, la disminucién de la
fraccion de hidrocarburos saturados es mayor en presencia del agente estructurante
indicando que el mismo favorece el proceso de biodegradacion, debido a que otorga al
suelo una mejor estructura facilitando asi el contacto entre el crudo y los
microorganismos presentes. Esto puede visualizarse de forma bastante clara en la figura
n°14, en donde se observa que a medida que avanza el proceso de biodegradacion la
composicion SARA se desplaza empobreciéndose en hidrocarburos saturados y

enriqueciéndose (de manera relativa) en el resto de las fracciones.
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AROMATICOS
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Figura n°14: Comparacion de la variacidon de la composicion SARA en los distintos grupos de suelo:
(A) Grupo 1, (B) Grupo 3, (C) Grupo2 y (D) Grupo4.

Asi mismo, se calcularon las tasas de biodegradacion de la fraccion de hidrocarburos

saturados para cada uno de los grupos, obteniéndose los resultados mostrados en la tabla

n° 16
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
S.Are S. Fr-Arc-Are | S. Are+ AG | S. Fr-Arc- Are
+ AG
44,6 % 72,6 % 52,7% 75 %

Tabla n° 16: Tasa de biodegradacion de hidrocarburos saturados, a los 30 y 90 dias de

estudio.
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Pueden observarse también las diferencias en la intensidad de cambio de la
composicion SARA, pudiendo establecerse en base a este analisis el siguiente orden de
eficiencia del proceso de biodegradacion en los distintos grupos de suelo:

Grupo 1< Grupo 3 <Grupo 2 < Grupo 4.

En este caso si se observa una ligera diferencia entre los grupos 1 y 3 (suelos
arenosos sin y con agente estructurante), asi mismo la diferencia es marcada entre los
grupos 2 y 4 sugiriendo ahora que la presencia del agente estructurante si genera
cambios en el comportamiento de los suelo arenoso frente al proceso de biodegradacion,

favoreciendo el mismo.

5. Biomarcadores

En la tabla n°17 se muestran las relaciones de pristano/n-C,7, fitano/n-C;s y Ca3.3/Cso
obtenidas para cada uno de los grupos de suelo a los 1, 30 y 90 dias de avance de la
biodegradacion. Como se menciono anteriormente, estas relaciones fueron escogidas
debido a su utilidad como indices de biodegradacion, ya que comparan compuestos con
diferentes grados de resistencia a la biodegradacion . En este sentido, pristano, fitano y
C»3.3 son resistentes a la biodegradacion mientras que los n-alcanos C;7, C;sy el hopano
Cs son alterados mas rapidamente a medida que la biodegradacioén ocurre, por lo que

todas las relaciones deben aumentar con el avance de la misma.

RELACION G1 1dia G1 30 dias | G1 90 dias | G3 1 dia G3 30 dias | G3 90 dias
Pristano/nC; 1,83 1,84 | 2,08 1,81 1,87 | ND*
Fitano/nC3 1,08 1,11 | 1,33 1,08 1,11 | ND*
C23.3/C30 hopano 0,72 1,42 | 1,62 0,72 1,53 | 1,73

RELACION G2 1dia | G2 30 dias | G2 90 dias | G4 1 dia G4 30 dias | G4 90 dias
Pristano/nC,7 1,80 8,58 | ND* 1,82 16,77 | 19,52
Fitano/nC,3 1,09 7,90 | ND* 1,10 15,02 | 17,18
C23.3/C30 hopano 0,82 1,44 | 1,70 0,70 1,41 | 1,72

* ND=no determinado por lo ausencia de alguno de los componentes

Tabla n°17: Relaciones de biomarcadores obtenidas para los distintos grupos a los 1,
30y 90 dias de extraccion.
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Se puede observar que las relaciones aumentan en todos los casos, lo que indica que se
esta llevando a cabo el proceso de biodegradacion, sin embargo puede notarse la
diferencia en la intensidad del mismo dependiendo del grupo de suelo, teniéndose a
modo general que la mayor variacion la presenta el suelo franco-arcillo-arenoso frente
al suelo arenoso y los suelos con agente estructurante frente a los que no lo tienen,
resultados consistentes con aquellos obtenidos mediante la separacion SARA y que
nuevamente indican un claro efecto de la textura del suelo y de la presencia de un
agente estructurante en el proceso de biodegradacion, sugiriendo que a menor tamafio
de grano el mismo se hace mas efectivo, asi como también se ve favorecido por la
presencia de un agente estructurante.

Ahora bien, si se observan con mas detalle los resultados del analisis de biomarcadores,
a través de los distintos cromatogramas, puede observarse que la secuencia de
biodegradacion para cada tipo de suelo es ligeramente distinta. La figura n°® 15 muestra
la comparacion de la distribucion de n-alcanos durante los distintos tiempos de
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extraccion para el suelo arenoso.
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Figura n°15: Comparacion de la distribucion de n-alcanos a los 1, 30 y 90 dias de biodegradacion para
el grupo 1
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Se observa que practicamente no hay cambios, o bien los pequeiios cambios ocurridos

no se aprecian al ver la distribucién de n-alcanos, esto concuerda con los resultados

obtenidos a partir de los otros ensayos para este suelo, los cuales coinciden en que en

este grupo es donde la biodegradacion ocurre en muy baja intensidad.

La figura n°16 muestra la comparacion de la distribucion de n-alcanos, en los distintos

tiempos de extraccion, correspondiente al suelo arenoso con agente estructurante.
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Figura n°16: Comparacion de la distribucion de n-alcanos a los 1, 30 y 90 dias de
biodegradacion para el grupo 3

En este grupo los cambios en la distribucion de n-alcanos son bastante visibles a

los 90 dias de extraccion, tiempo en el cual se observa que los n-alcanos en general han
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sido degradados y especificamente el n-C;7 y n-C;g han sido degradados en su totalidad
por las bacterias presentes, quedando de forma acentuada los isoprenoides pristano y
fitano mas resistentes a la biodegradacion. Este resultado obtenido de un anélisis a nivel
molecular del crudo extraido, muestra de manera clara que la presencia del agente
estructurante si influye en la respuesta del suelo arenoso frente a la técnica de
biorremediacion empleada, indicando que la presencia del mismo favorece la
biodegradacion del crudo que conlleva a la recuperacion del suelo contaminado.

La figura n°17 muestra la comparacion de la distribucion de n-alcanos, en los distintos

tiempos de extraccion, correspondiente al suelo franco-arcillo-arenoso.
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Figura n°17: Comparacion de la distribucion de n-alcanos a los 1, 30 y 90 dias de
biodegradacion para el grupo 2
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En este grupo de suelo se observa un cambio bastante marcado a los 30 dias de

avance de la biodegradacion, en donde los n-alcanos han disminuido considerablemente

siguiendo el orden normal de biodegradacion conocido: n-alcanos — isoprenoides

(Peters et al., 2005). Sin embargo, a los 90 dias se observa como las bacterias han

degradado los isoprenoides y aun se observan en la distribucién los n-alcanos de mayor

peso molecular, esto puede deberse a la recalcitrancia que en este caso pueden estar

presentando estos compuestos presentes en la mezcla de hidrocarburos.

Finalmente en cuanto a la distribucion de n-alcanos, la figura n°18 muestra la

comparacion de la distribucion de n-alcanos, en los distintos tiempos de extraccion,

correspondiente al suelo franco-arcillo-arenoso con agente estructurante.
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Figura n°18: Comparacion de la distribucion de n-alcanos a los 1, 30 y 90 dias de biodegradacion

para el grup

o4
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En este caso se observa también un cambio bastante acentuado a los 30 dias de avance
de la biodegradacion, el méas acentuado en comparacion con los grupos anteriores. El
pico observado en la figura a los 30 dias de biodegradacion corresponde a un compuesto
que coeluye con el n-alcano Cs que aun no ha sido identificado, se sospecha de posible
contaminacion. A los 90 dias se hace visible el UCM (unresolved complex mixture),
indicando avances en el proceso de biodegradacion. Igualmente se observa que el pico
que a los 30 dias se encuentra ubicado en un tiempo de retencién de aproximadamente
55 minutos, a los 90 dias parece haberse corrido hacia un menor tiempo de retencion,
sugiriendo que dicho compuesto podria haber sufrido cambios (perdiendo alguna parte
de la molécula) que indican la degradacién del mismo.

En cuanto al i6n m/z 191, el cambio en la relacién C,;3.3/Csg es relativamente
constante para los cuatro tipos de suelo, en todos los tiempos de extraccion, esto puede
deberse a que dentro de la fraccion de hidrocarburos saturados los microorganismos
degradan en primer lugar a los n-alcanos, por tanto el cambio significativo en esta
relacion y las diferencias entre los resultados de cada uno de los grupos, podria empezar
a verse una vez que los n-alcanos sean degradados practicamente en su totalidad. En la
figura n°19 se muestra el cambio en la relacion mencionada, a los 1 y 30 dias de

extraccion, para el grupo 1 a titulo de ejemplo para los cuatro grupos de suelo.
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Figura n°19: Cambio en la relacion C;3.3/C3 hopano Visible en el i6n m/z 191
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Puede decirse entonces que la biodegradacion a nivel de hopanos es bastante
incipiente, esto se confirma al comparar el cromatograma correspondiente al m/z 191
inicial del crudo con el cromatograma correspondiente al m/z 177 del grupo 4 a los 90
dias de extraccion, siendo este ultimo escogido debido a que ha sido el que ha arrojado
mas cambios en los andlisis anteriores. Al comparar ambos cromatogramas se observa
que no hay corrimiento de los picos en el m/z 177, es decir, no se dio la formaciéon de
los 25-norhopanos cuya génesis normalmente se atribuye a la biodegradacion de los

hopanos. Esto puede observarse en la figura n°20.
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Figura n°20: Comparacion de los iones m/z 191 y m/z 177
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Sin embargo, al observar la distribucion de diasteranos y esteranos en el m/z 218
si se observan cambios considerables a lo largo del tiempo de estudio. Esto indica una
secuencia de biodegradaciéon donde hay una degradacion completa de los esteranos de
bajo peso molecular, ya que los esteranos C,7, Cos y Cy9 no fueron alterados (Apéndice
IV), sin alteracion apreciable de los homohopanos. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Greenwood et al. (2008), quien establece que la secuencia de
biodegradacion de un determinado hidrocarburo depende de diversos factores entre los
que destaca el tipo de bacteria desarrollado en el sistema bajo estudio. Los cambios mas
resaltantes se observan en los grupos 2 y 4 (figuras n°21 y 22), los cuales muestran
desaparicion de los esteranos antes mencionados apenas a los 30 dias de avance de la

biodegradacion. Nuevamente el cambio es mas acentuado en el grupo 4 que en el grupo

2.
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Figura n°21: Comparacion del i6n m/z 218 a los 1, 30 y 90 dias de extraccion para el grupo 2
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Figura n°22: Comparacion del i6n m/z 218 a los 1, 30 y 90 dias de extraccion para el grupo 4

En el grupo 3 la degradacion de esteranos de bajo peso molecular se aprecia es a los 90

dias de avance de la biodegradacion (figura n°23).
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Figura n°23: Comparacion del i6n m/z 218 a los 1, 30 y 90 dias de extraccion para el grupo 3
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Mientras que en el grupo 1 la degradacion de estos compuestos no es apreciable

en ninguno de los tiempos de extraccion (figura n°24)

lon 218.00 (217.70 to 218.70): G1 1 Dia.D\data.ms Abundance

20000
18000
16000
14000
12000
10000

8000

6000

4000

N

lon 218.00 (217.70 to 218.70): G1 30 dias

|

.D\data.ms

b

T T T T T T T
35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00

Time-->
Abundance

lon 218.00 (217.70 to 218.70): G1 90d.D\data.ms
55000
50000
45000
40000
35000
30000
25000

20000
15000

10000 “ h
5000 muAL\M%AM
Ol

L B e L LA e o e B e e R BN
30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00

Time-->

T T T T T T T T T
30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00

Figura n°24: Comparacion del ion m/z 218 a los 1, 30 y 90 dias de extraccion para el grupo 1

Nuevamente entonces el andlisis de biomarcadores demuestra la diferencia que genera

la presencia del agente estructurante en los dos tipos de suelo seleccionados para este

estudio, indicando que el mismo incrementa la eficiencia del proceso de biodegradacion

del crudo.

Como ultima evidencia del avance del proceso de biodegradacion se muestra en la

figura n°25 la comparacion del TIC (total ion cromatography) en los distintos tiempos

de extraccion, para uno de los grupos de suelo (a titulo de ejemplo, ya que el

comportamiento se repite en el resto de los grupos). Se observa que a medida que

avanza el proceso de biodegradacion se produce pérdida de linea base en el
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cromatograma, esto se debe al incremento del UCM (unresolved complex mixture)

generado a medida que las bacterias van degradando los componentes presentes en la

mezcla de hidrocarburos. De igual manera, se observa que el incremento del UCM es

mayor en los suelos de textura fina respecto a los suelos de textura gruesa, y en los que

poseen agente estructurante respecto a los que no.
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CONCLUSIONES

El porcentaje de biodegradacion del suelo arenoso (G1) fue de 33,2%, el del
suelo franco-arcillo-arenoso (G2) fue de 49,2%, el del suelo arenoso con agente
estructurante (G3) fue de 32,2% y el del suelo franco-arcillo-arenoso con agente
estructurante (G4) fue de 40%. El andlisis estadistico indica que estos valores

son diferentes entre los grupos 1 — 2,y 2 — 4 e iguales entre los grupos 1-3.

La composicion SARA a lo largo del tiempo de estudio, para todos los grupos,
se desplaza empobreciéndose en hidrocarburos saturados y enriqueciéndose (de

manera relativa) en el resto de las fracciones.

La biodegradacion del crudo utilizado en el presente estudio ocurrio, de modo
general, principalmente a nivel de n —alcanos, seguidos por los esteranos de

bajo peso molecular y por una biodegradacion incipiente del Csg hopano-

La textura de un suelo constituye un factor importante a considerar al estudiar la
eficiencia del proceso de biodegradacién de un crudo mediano, teniéndose que
en suelos con predominio de grano fino el proceso de biodegradacion se lleva a

cabo de manera mas efectiva que en suelos con un mayor tamano de grano.

La presencia de un agente estructurante favorece el proceso de biodegradacion
del crudo ya que brinda al suelo una mejor estructura facilitando el contacto

entre el crudo y los microorganismos presentes.

El analisis de biomarcadores revela con mas detalle los resultados del estudio
permitiendo visualizar diferencias que no son apreciables al determinar

pardmetros mas gruesos.
La composicion mineraldgica de los suelos estudiados no constituyo un factor

determinante en las diferencias observadas en el comportamiento de los distintos

grupos de suelo frente al proceso de biodegradacion del crudo.
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RECOMENDACIONES

Estudiar el comportamiento de otros agentes estructurantes y otras dosis en

suelos arenosos a fin de conocer si se mejora la biodegradacion

Evaluar la biodegradacion del crudo en los distintos tipos de suelo por un
periodo mas prolongado de tiempo, a fin de determinar el tiempo necesario para
recuperar los suelos contaminados o llegar a criterios de limpieza segin

normativa ambiental. Venezolana

Llevar a cabo experimentos similares con otros tipos de crudo de diferentes
grados API, para analizar la influencia de la textura del suelo y agentes

estructurantes sobre la biodegradacion de estos

Evaluar los distintos parametros (extractos de crudo, SARA y biomarcadores)
con intervalos de tiempo mas cortos para determinar con mayor precision el

momento en que ocurren los distintos cambios.

Evaluar datos tales como N, P, CIC, MO, pH, conductividad eléctrica, entre
otros para ambos tipos de suelo, a fin de realizar una discusiéon mas completa
acerca de los factores que favorecen la biodegradacion en determinados tipos de

suelo y como pueden cambiar estos factores con la textura del suelo.
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=

APENDICES

Correccion respecto a la temperatura para el método del hidrometro:

°C Correccion
15 -1,6
16 -1,4
17 -1
18 -0,6
19 -0,2
20 +0,2
21 +0,4
22 +0,8
23 +1,2
24 + 1,6
25 +2,0
26 +2,2
27 +2,6
28 +3,0
29 + 3,4
30 +3,8
31 +4,0
32 + 4,4
33 + 4.8
34 +5,2
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I1. Costos aproximados del proyecto.

Este estudio esta enmarcado dentro del proyecto n° 03-00-5801-2005/ CDCH

(Interaccién de é&cidos hamicos con compuestos organicos y metales de origen

antrépico), lo cual garantiza su financiamiento.El costo aproximado del proyecto a

realizar es de aproximadamente 20288 Bs F, lo cual incluye reactivos, material de

laboratorio, andlisis a realizar y material de oficina necesario.

Concepto Descripcion Cantidad Precio Precio Total (Bs. F)
unitario
(BsF)
Material de 3600
Laboratorio
Tolueno 25L 138 138
Metanol 25L 48 48
Reactivos Hexano 4L 130 130
Heptano 4L 370 370
Diclorometano 4L 142 142
Carbono Total 2 110 220
Carbono Carbonatico 2 60 120
Difraccion de Rayos X 2 50 100
Analisis Tatroskan 36 120 4320
Cromatografia de Gases- 36 300 10800
Espectrometria de Masas
Hojas | smemmm- 400
. Impresiones
Oficina Reproduccion
Encuadernacion
TOTAL 20388
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I11. Cantidad de fertilizantes aiiadidas al crudo

- Relaciones a satisfacer: C/P=800 y C/N=60
- Se asume que todo el C potencialmente biodegradable proviene del crudo y que este
posee un 80% del mismo.
- 15gdeCrudo — 12gde C —___, P=C/800=0,015g de P necesarios.
N=C/60= 0,2g de N necesarios.

Se tienen 2 fertilizantes: Fertilizante A (21%P,0s y 16%N)

Urea (46% N)
El fertilizante A posee una concentracion de P=0,092g/g de fertilizante, para satisfacer
la cantidad de P requerida se deben agregar entonces 0,1630g del fertilizante A. Al
afladir esta cantidad, se estdn agregando simultdneamente 0,0261g de N con este
fertilizante.
- Faltarian por agregar 0,1739g de N, que deben provenir de la Urea.

- Deben agregarse entonces 0,3780¢g de trea.
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IV. Grafico triangular de los esteranos C;;, Cs3 Y Cy y relaciones entre

isomeros del esterano Cjo.

Todos los grupos presentaron un grafico triangular similar, éste fue colocado a modo de

ejemplo:

G31DIA
G3 30 DIAS
G390 DIAS &

A continuaciéon se muestra una tabla con las relaciones de isdmeros del C,o, donde se

observan variaciones muy pequenas:

Relacién Gl |Gl [G2 [G2 [G3 [G3 [G4 [G4
(1d) | (90d) |ad) |©od) | (1d) | ©od) | ad) | (90d)

C2S/R 049 |049 048 [042 |044 [050 |046 |0,53

CBlo 045 |050 044 [037 |038 |045 |045 |049
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