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Resumen

La degradacion del suelo representa una de las probleméticas mas grave que atraviesa
actualmente el planeta. En el afo internacional del suelo celebrado por la FAO en el afio
2015, se determiné que el suelo estaba degradado en un 33 % debido a un sinnimero de
factores entre los que se encuentran los contaminantes organicos derivados de la industria
del petrdleo. Para mitigar esta problemética se han estudiado alternativas sostenibles,
altamente efectivas y amigables con el medio ambiente. Dentro de estas alternativas se
encuentra la biorremediacion la cual es considerada una tecnologia econémica que logra
altas tasas de remocion de Hidrocarburos Totales del Petroleo.

El objetivo de esta investigacion se centrd en evaluar la aplicacion de agentes surfactantes
y estimulantes en un tratamiento de biorremediacion aerobio para tratar un suelo
contaminado con petroleo crudo. Este estudio se realiz sobre un suelo perteneciente al
municipio de la Hormiga, Putumayo, sobre el cual habia sucedi6 varios derrames de crudo.
La presente investigacion se llevd a cabo en dos etapas; la primera desarrollada a escala
de laboratorio y la segunda a escala piloto.

Asi, en la primera etapa se procedio a evaluar esta técnica de biorremediacion utilizando
estimuladores organicos (Tween® 80 y Leonardita) en la microbiota autéctona del suelo a
escala de laboratorio en condiciones aerobias, para propiciar una descomposicién
acelerada de los hidrocarburos petrogénicos con los que estaba contaminado este suelo.
De esta manera, se aplicaron 4 tratamientos de bioestimulacién variando la concentracion
de Tween® 80 (0-0.05-0.75-1.5 g/L) y manteniendo una concentracién constante de
Leonardita (3%) y nutrientes. Ademas, se establecio un tratamiento de atenuacion natural
y uno de control. La eficiencia de la biodegradacion se midié simultaneamente por la
determinacion de las siguientes variables: produccion de CO, microbiano (respirometria),
cuantificacién de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) remanentes por cromatografia
de gases, Unidades Formadoras de Colonia (UFC/g) de bacterias heterotrofas e
hidrocarburoclastas y pH durante 80 dias. Adicionalmente para establecer las bacterias
dominantes en el proceso, se realizaron una serie de aislados de bacterias heterétrofas e
hidrocarburoclastas en los microcosmos, para posteriormente ser sometidos a estudios de
identificacion molecular.

En las variables evaluadas se pudo corroborar que la aplicacion de Tween® 80 junto con
Leonardita y nutrientes genera un efecto positivo en la degradacién de este tipo de
contaminantes, presentando porcentajes de degradacion de HTP superiores al 50% en tan
solo 80 dias de tratamiento, que superan en casi un 45 % con respecto al valor obtenido
en el tratamiento de atenuacidn natural. Asi, se determiné que el mejor tratamiento fue
BIIl, en el que se adicion6 la mayor concentracion de Tween® 80 (1,5 g/L), lograndose un
52% de remocién de los HTP, la mayor produccién de diéxido de carbono y la mayor
cantidad de UFC/g.
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Ademas se determind que los aislados bacterianos dominantes en los tratamientos fueron:
Bacillus siamensis, Bacillus pseudomycoides, Bacillus aerius, Bacillus cereus, Bacillus
thuringiensis, Staphylococcus warneri y Brevundimonas olei.

La segunda etapa consistid6 en evaluar la tasa de degradacion del petréleo crudo en
condiciones aerobias aplicando la estrategia de bioestimulacion seleccionada en un
reactor de lecho estatico. Para ello se emple6 el disefio realizado en el grupo de
investigacion de Biorremediacion y Desarrollo tecnolégico en un estudio anterior.
Adicionalmente, para el tratamiento del suelo a escala piloto fue necesario adicionar
compost y un cosustrato (melaza) para mantener el proceso activo en el tiempo. La
concentracion de HTP se monitore6 cada 15 dias por un periodo de 2 meses.

Finalmente, se alcanz6 una concentracién en el reactor de 5000 ppm de HTP remanentes.
Ademas, se obtuvo dos velocidades de biodegradacion de -0.04 y -0.017 dia® y dos
tiempos de vida media de 17 y 34 dias.

PALABRAS CLAVE: Petroleo crudo, Tween® 80, Leonardita, reactor de lecho estatico,

tratamiento aerobio, bacterias, suelo.
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Abstract

Soil degradation is one of the most important problematic that the planet is currently
experiencing. In the International Soil Year celebrated by FAO in 2015, it was determined
that the soil was degraded by 33% for a number of factors including pollutants derived from
the oil industry. To mitigate this problem, it has studied sustainable, highly effective
alternatives that are environmentally friendly. Within these alternatives is the
bioremediation of which is an economic technology that does high rates of removal of Total
Petroleum Hydrocarbons.

The objective of this research was to evaluate the application of surfactants and stimulants
in an aerobic bioremediation treatment to treat soil contaminated with crude oil. This study
was carried out on a soil belonging to the municipality of Hormiga, Putumayo, on which
several oil spills occurred.

The research has been carried out in two stages; the first was developed at the laboratory
scale and the second at pilot scale.

In the first stage, an evaluation of this technique of evaluation using the organic stimulators
(Tween® 80 and Leonardite) in the autochthonous soil microbiota was carried out on a
laboratory scale under aerobic conditions, in order to promote an accelerated
decomposition of the petroleum hydrocarbons with which it was contaminated this soil. In
this way 4 biostimulation treatments were applied varying the concentration of Tween® 80
(0-0.05-0.75-1.5 g / L) and maintaining a constant concentration of Leonardite (3%) and
nutrients. In addition, natural attenuation and control treatment were evaluated. The
efficiency of biodegradation was measured simultaneously by measuring: microbial CO;
production (respirometry), quantification of TPH (Total Petroleum Hydrocarbon) remnants
by gas chromatography, pH and CFU/g (Colony Forming Unit) of heterotrophic and
hydrocarbons bacteria for 80 days. In addition to establishing the dominant bacteria in the
process, a series of heterotrophic bacteria and hydrocarbons’s isolates were made in the
microcosms, and subsequently subjected to molecular identification method.

Therefore, in the evaluated variables, it was possible to corroborate that the application of
Tween® 80 with Leonardite and nutrients generates a positive effect in the degradation of
this type of pollutants, with percentages of the degradation of TPH greater than 50% in only
80 days. These treatment were superior by almost 45% with respect to the value obtained
in the treatment of natural attenuation. Thus, it was determined that the best treatment was
BIlI, in which it was added to the majority concentration of Tween® 80 (1.5 g/ L), achieving
a 52% removal of TPH, increased carbon dioxide production and the mayor Quantity of
CFU/g.

The most important strains founded were Bacillus siamensis, Bacillus pseudomycoides,
Bacillus aerius, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Staphylococcus warneri and
Brevundimonas olei.
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The second stage consisted of evaluating the degradation rate of crude oil under aerobic
conditions applying the selected biostimulation strategy in a static bed reactor. For this
purpose, the design of the research group was used in an earlier study. In addition, for sall
treatment and molasses to keep the process active over time. The concentration of TPH
was monitored every 15 days for a period of 2 months.

Finally, concentration in the reactor was 5000 ppm of TPH. In addition, two biodegradation
rates were obtained of -0.04 and -0.017 day* and two average life times of 17 and 34 days.

KEYWORDS: Crude oil, Tween® 80, Leonardite, static bed reactor, aerobic treatment,
bacteria, soil.
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Introduccioén

El suelo es un recurso natural no renovable que se ha visto seriamente afectado por el uso
desmedido del mismo, debido a que se ha considerado desde siempre como un vertedero
infinito de desechos capaz de remediar por si solo cualquier tipo de contaminacién. Pero
la capacidad tampodn de suelo tiene un limite, es asi que en el afio 2015 la FAO informo la
grave crisis que esta sufriendo mas del 33% de los suelos del mundo.

Dentro de los contaminantes mas importantes se encuentra el petréleo y sus derivados,
cuyas descargas en el ambiente han ocasionado un deterioro marcado del mismo.
Ademas, segun las cifras de crecimiento poblacional estipuladas para el afio 2030 el
petréleo sera la segunda fuente de energia mas utilizada a nivel mundial, después del
carbdn; por tanto se estima que la contaminacion asociada a estos compuestos aumentara
debido a una mayor demanda de combustibles fosiles, ocasionara un deterioro mas
marcado al recurso suelo.

Los hidrocarburos son recalcitrantes y téxicos, llegando a afectar diversos 6rganos del
cuerpo humano. Ademas presentan diferente grado de toxicidad dependiendo de sus
propiedades quimicas siendo los hidrocarburos halogenados mas toxicos que los
aromaticos y alifaticos (Ramnarine & Santoriello, 2015). Por tanto el grupo técnico
intergubernamental y la Alianza Mundial para los suelos recomiendan promover
regulaciones estrictas, y controles eficaces por parte de los gobiernos para limitar la
acumulacion de contaminantes por encima de los limites criticos para la salud humana vy,
y disminuir el porcentaje de suelos contaminados (FAO, 2015).

Es conocido que en Colombia la legislacion relacionada con el control de vertimiento de
agentes toxicos al suelo es poco estricta, generando un deterioro continuo a este recurso.
A pesar de ello, la resolucién 1170 de 1997 del DAMA se encarga de dictar normas sobre
la construcciéon, remodelacion, operacion y el desmantelamiento de las Estaciones de
Servicio para disminuir los riesgos e impactos ambientales ocasionados por el derrame de
hidrocarburos en el ambiente.

Para mitigar el impacto ocasionado por la contaminacién de derrames de hidrocarburo, la
implementacion de tecnologias eficientes y sostenibles con el ambiente, como la
biorremediacién, se han convertido en la solucién mas adecuada y econémica.

La biorremediacién es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de los
microorganismos, para tratar un sin numero de agentes toxicos, como es el caso del
petroleo. Diversos métodos se han planteado para optimizar este tipo de técnicas, dentro
de los que sobresale la aplicacion de agentes surfactantes, los cuales mejoran la



biodisponibilidad del contaminante que se encuentra adherido fuertemente en el suelo para
gue asi sea consumido con mayor facilidad por los microorganismos. Diversos estudios
han comprobado su eficiencia y han reportado altas tasas de degradacion de hidrocarburos
y sus derivados (Asquith, Geary, Nolan, & Evans, 2012; Jayashree & Vasudevan, 2007,
Pinto, Arruda, Angelis, Franceschi, & Bonotto, 2007). Ademas, el uso de agentes
estimulantes que mejoren las condiciones fisicoquimicas y bioldgicas del suelo luego del
tratamiento, como la Leonardita, son pieza fundamental para garantizar un mejor uso
potencial del suelo a largo plazo.

El objetivo de este trabajo es evaluar la eficiencia del sistema de bioestimulacién en la
biorremediacién de un suelo contaminado con petréleo crudo, mediante la aplicacion de
agentes estimulantes y surfactantes. Se realizaron dos fases de experimentacion. La
primera fase, se plante6 un proceso a escala de laboratorio en el que se evalud la
degradacién de los HTP mediante la aplicacion de diferentes protocolos de
bioestimulacion. El disefio experimental consistié en un disefio estadistico completamente
al azar con un factor, y 6 niveles correspondientes a los tratamientos con cada microcosmo.
A saber; Control (C), Atenuacién Natural (AT), Bioestimulaciéon sin Tween® 80 (BS),
Bioestimulacion 0.015 g/L Tween® 80 (BI), Bioestimulacion 0.75 g/L Tween® 80 (Bll) y
Bioestimulacion 1.5 g/L Tween® 80 (BIll). La dosificacién de nutrientes fue calculada
mediante relaciones estequiométricas (método de McCarty) entre la concentracién de HTP
presente en el suelo y la cantidad de nitrégeno y fosforo requeridos para la produccién de
biomasa y energia. En la segunda fase se estudi6 la tasa de biodegradacion de los HTP,
utilizando el mejor tratamiento de la primera fase en un reactor de lecho estatico de
aireacion pasiva, siguiendo el disefio y los parametros establecidos por Barrios (2012).
Para lo cual se utiliz6 120 kilos de suelo contaminado con una concentracion inicial de HTP
conocida y se adiciono un 20% de agente de esponjamiento (compostaje) para mejorar las
condiciones de transferencia de oxigeno y garantizar un rango adecuado de UFC/g.

El tiempo de los tratamientos de biorremediacion fue de 80 dias en la primera fase y de 60
dias para la segunda. Se cuantificé una concentracion de HTP inicial y final a través de
Soxhlet, mientras que en la escala piloto se midi6 la concentracion de HTP por esta misma
técnica cada 15 dias. Se realizé la caracterizacion fisico-quimica del suelo al inicio y final
del tratamiento, donde se midieron parametros de interés como textura, pH, materia
organica, contenido de nitrégeno y fosforo, entre otros, para ambas fases. Se caracterizé
el crecimiento de las bacterias heterétrofas e hidrocarburoclastas cada 7 dias durante el
tiempo de experimentacion para ambas etapas de este estudio. Se aislaron y se
identificaron mediante la secuenciacion del gen ribosomal ARNr 16S las cepas
predominantes en el ecosistema de los microcosmos.

Los surfactantes ejercieron un efecto positivo en la remocién delos TPHS, superior a
estudios previos. La microbiota identificada presentd un alto potencial biodegradador. Esta
tesis esta estructurada en 6 capitulos. El primer capitulo de esta investigacion comprende
el planteamiento del problema en el que se detallan los impactos ambientales negativos
asociados al petroleo y sus derivados, la posible solucion a esta problemética y la



importancia de la implementacién de medidas de mitigacion. Asi como el objetivo general,
objetivos especificos y los alcances de esta investigacion. El segundo capitulo presenta
los antecedentes relacionados con este tipo de proceso biolégico, las tasas de remocion
de HTP obtenidas y los valores para los agentes surfactantes y estimulantes aplicados.

En el tercer capitulo se desarrolla un marco te6rico relacionado con el proceso de
biorremediacion, las variables mas importantes de este y las caracteristicas mas relevantes
de los agentes estimulantes empleados para mejorar este proceso.

El cuarto capitulo se centra en explicar la metodologia empleada para la implementacion
de los diferentes tratamientos, en la fase de laboratorio y piloto.

Un quinto capitulo se centra en la discusion de los resultados obtenidos en las dos fases
evaluadas, teniendo en cuenta los resultados de los analisis estadisticos realizados.

El sexto y ultimo capitulo aborda las conclusiones y recomendaciones producto de esta
investigacion.



1.Planteamiento del problema

En el presente capitulo se identifica el problema de investigacion y se presentan los
objetivos y alcances propuestos para su mitigacion, teniendo como base una justificacién
gue soporta cada uno de los mismos y los posibles interrogantes a los que se daran
respuesta durante el desarrollo de esta investigacion.

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
el suelo es considerado como un recurso natural no renovable, lo que implica que su
pérdida y degradacion no son reversibles en el curso de una vida humana. A pesar de ser
un recurso tan valioso, se tiene reportes a la fecha de que el 33 % de la tierra esta
moderada o altamente degradada debido a problemas de erosion, salinizacion,
compactacion, acidificacion y contaminacion de suelos con productos quimicos (FAO,
2015), entre los que sobresalen compuestos organicos como el petrdleo.

El petréleo aporta el mayor porcentaje del total de la energia requerida en el planeta, lo
gue le convierte en una industria indispensable para el mantenimiento del sistema
economico, politico, social y cultural existente (Aconcha, Garzén, & Arévalo, 2010). Se
espera que para el 2035 la poblacién mundial necesite una produccion de combustibles
liquidos (derivados del petrdleo) de 26.6 millones de barriles, lo que representa un
incremento de 30,9% en 37 afos (Ministerio de Minas y Energia, 2013). Este incremento
aumenta la probabilidad de contaminacién del recurso suelo como resultado de la actividad
antrépica (FAO, 2015).

A este hecho se suma un alto porcentaje de los procesos en la industria petroquimica
pueden ocasionar descargas involuntarias al ambiente, tales como fugas de los tanques,
derrames en el proceso de transporte (carga y descarga) y fugas en la tuberia (Chen et al.,
2015; Helmy, Laksmono, & Kardena, 2015).

El impacto ambiental en los ecosistemas por estos procesos es severo, debido a que el
petréleo persiste en el agua o en la matriz suelo por un tiempo prolongado, evidenciando
efectos que se ven reflejados en el cambio de caracteristicas fisicas, quimicas, bioquimicas
y en la diversidad microbiol6gica del suelo (Roy et al., 2014), causando asi un impacto
negativo a corto, mediano y largo plazo.

Esta problematica se ha tratado de mitigar mediante el uso de técnicas de remediacion
fisicas, quimicas y térmicas, procesos que necesitan altos consumos de energia,
magquinaria, recursos econémicos y personal calificado (Ball, Stewart, & Schliephake,
2012). Por tanto, la implementacion de tratamientos biol6gicos en la descontaminacion de
suelos degradados por el petréleo y sus derivados (Franco, Corréa, Marques, & Perez,
2015) ha sido un tema de estudio constante debido a que son métodos no convencionales
ambiental y econ6micamente sostenibles (Rojas, 2014).



Teniendo en cuenta lo anterior, esta investigacion evalla una técnica para biorremediacion
mediante la utilizacién de estimuladores organicos en la microbiota autéctona del suelo a
escala piloto y de laboratorio, haciendo posible la descomposicion acelerada de los
hidrocarburos petrogénicos vertidos en el suelo para el departamento del Putumayo,
Colombia.

1.1. Objetivo general

Evaluar la eficiencia del sistema de bioestimulacion en la biorremediacion de un suelo
contaminado con petroleo crudo.

1.2. Objetivos especificos

e Caracterizar fisicoquimicamente el suelo antes y después del tratamiento de
biorremediacion mediante diferentes analisis fisicos y quimicos.

e Determinar la concentracion adecuada de Tween® 80 (TW80), para ser
implementada en el tratamiento de bioestimulacion.

e Caracterizar el crecimiento de las bacterias heterétrofas e hidrocarburoclastas tanto
en las pruebas de laboratorio como en el reactor.

e Calcular la tasa de remocion de los hidrocarburos totales del petr6leo en un reactor
de lecho estatico, utilizando el proceso de bioestimulacion mas eficiente.

1.3. Hipdtesis

La biorremediacién en condiciones aerobias a través de bioestimulacion con Tween® 80 y
Leonardita mediante un reactor de lecho estatico, es un proceso Util para tratar suelos
contaminados con petréleo crudo.

1.4. Preguntas de investigacion

La problemética a afrontar con esta propuesta se basa en el tratamiento de un suelo
contaminado con petréleo crudo aplicando la bioestimulacion, permitiendo dar respuesta a
los siguientes interrogantes:

e ¢ Qué tipo de bacterias son las potenciales biodegradadoras del petréleo crudo?

e ;Como influye la aplicacion de compuestos organicos como el Tween® 80 y la
Leonardita en el tratamiento de un suelo contaminado con petréleo crudo?

e ¢ Cuales son los valores de parametros fisicoquimicos 6ptimos en el proceso de
biorremediacion que permiten degradar el petréleo crudo en un reactor aerobio?



e ¢ Cual es laremocion de hidrocarburos totales del petréleo lograda en el reactor de
lecho estatico?

1.5. Alcances

Con el desarrollo de este trabajo investigativo se pretende desarrollar una técnica de
bioestimulacion capaz de tratar de manera eficiente suelos contaminados con petréleo
crudo a escala de laboratorio y piloto.

1.6. Justificacion

La economia Colombiana esté fuertemente influenciada por la industria petrolera, la cual
ocupa uno de los primeros lugares en la generacion de divisas para el pais (Aconcha et
al., 2010). Esto se debe a que dicha industria cuenta con una amplia gama de reservas
petroliferas distribuidas entre las regiones de los Llanos Orientales, el Valle Inferior, Medio
y Superior del Magdalena; el valle del rio Sind, el Putumayo y el Catatumbo (Ministerio de
Minas y Energia, 2013).

Como caso particular, el departamento del Putumayo cuenta con una vasta region
petrolera, especialmente en el sector del Valle del Guamuez, donde se encuentran en
funcionamiento nueve pozos petroleros: Loro 2, 4,5, 7, 8,9y 11, Hormiga 1 y San Antonio,
con una produccién diaria promedio de 900 barriles/dia (Municipio del Valle del Guamuez,
2012).

Debido a los conflictos territoriales entre grupos armados al margen de la ley
(Autodefensas Unidas de Colombia (AUC) y la guerrilla) se han perpetuado varios
incidentes de orden publico que han afectado las estructuras petroleras (lineas de
distribucion de crudo), y que han ocasionado un sin nimero de impactos negativos al
ecosistema de la region, tales como incendios, pérdida de material vegetal, contaminacién
de suelos y de fuentes hidricas, generando un deterioro marcado en una regién con
caracteristicas Unicas en el mundo, ya que se trata de un territorio de transicion entre la
cordillera de los andes y la amazonia.

El petr6leo se compone en un 75% de compuestos aromaticos y alifaticos (Fukui et al.,
1999), los cuales presentan caracteristicas toxicas, mutagénicas y carcinogénicas, que se
pueden transportar con facilidad en la matriz del suelo hacia aguas subterraneas,
perjudicando la salud de la poblacion aledafa al derrame (Halder, Warne, Little, & Garvin,
1984; Wolicka, Suszek, Borkowski, & Bielecka, 2009). Segun la EPA, el petroleo y sus
derivados se clasifican como contaminantes ambientales prioritarios, producto de los
efectos adversos que generan en la salud humana y en el medio ambiente (Grace Liu et
al., 2011).

En la zona de estudio se presenta esta problematica, por lo tanto es necesario
implementar una tecnologia eficiente que mitigue los dafios ocasionados al ecosistema, y



gue no requiera del uso de tecnologia costosas para su ejecucion y que generando un
impacto positivo en el ambiente. Por esta razdn, la implementacion de un proceso biolégico
para descontaminar suelos afectados por derrames de hidrocarburos en el departamento
del Putumayo, puede ser una alternativa viable para este fin.

Dentro de los procesos biologicos sobresalen las tecnologias de bioestimulacion y de
bioaumentacion, las cuales mejoran las condiciones nutritivas del suelo e introducen
microorganismos activos al sitio contaminado respectivamente (Chen et al., 2015). (Bento,
Camargo, Okeke, & Frankenberger, 2005; Gomez, Gaviria, & Cardona, 2009) han
estudiado procesos de bioaumentacién en la biodegradacion de hidrocarburos, logrando
tasas de degradacion de hasta el 74 y 64.2. % respectivamente. En tanto que, en el caso
de la bioestimulacién, se han obtenido remociones del contaminante cercanas al cien por
ciento (S.-H. Lee, Oh, & Kim, 2008).

Tanto la bioestimulacion como la bioaumentacién tienen como objetivo mejorar la
biodisponibilidad del contaminante para ser procesado por la microbiota autoctona del
suelo, y asi mejorar las condiciones fisico- quimicas del suelo afectado. En el caso
concreto del tratamiento de suelos afectados por derrames de petréleo crudo, se conoce
gue este tipo de contaminantes, debido a su naturaleza quimica se fijan fuertemente a la
matriz del suelo, limitando la biodegradacion de los contaminantes por parte de los
microorganismos, generando un desbalance en las condiciones fisico quimicas del suelo
(Rojas-Avelizapa, Roldan-Carrillo, Zegarra-Martinez, Mufioz-Colunga, & Fernandez-
Linares, 2007).

Se han planteado diversas soluciones para este fendmeno generado por la caracteristica
hidrofobica del petréleo crudo. Diversos estudios concluyen que la utilizacién de
tensoactivos no i6nicos como el Tween® 80 mejora esta condicién (Jayashree &
Vasudevan, 2007; Pinto et al., 2007). La adicion de un compuesto organico como la
leonardita facilita el intercambio i6nico del suelo, mejorando las condiciones fisicas vy
guimicas del mismo (Turgay, Erdogan, & Karaca, 2010).

Para la implementacion de este sistema a escala piloto es necesario tener en cuenta la
transferencia efectiva de oxigeno en volimenes grandes de suelo. Los reactores de lecho
estéatico con aireacion pasiva son una alternativa adecuada ya que son econémicos en
cuanto a su disefio y mantenimiento (S. Yu, Grant Clark, & Leonard, 2009).La
implementacion de estrategias de biorremediacion usando este tipo de compuestos
organicos a escala piloto, son una alternativa viable para descontaminar sitios afectados
por derrames de hidrocarburos, siendo una estrategia no convencional, novedosa, de alta
eficiencia y de minimo impacto ambiental.



2. Estado del arte

En este capitulo se presenta el estado en materia de biorremediacidon sus avances,
desarrollo para sistemas aerobios en suelos, a escala de laboratorio y piloto.

Tras la era de la industrializacién la actividad petrolera ha sido una de las mas importantes
en la economia mundial. Este tipo de industrias anualmente realizan gran ndmero de
descargas involuntarias tales como; fugas en tanques, derrames en el proceso de
transporte (carga y descarga) y fugas en tuberias, perjudicando al ecosistema circundante
(Helmy et al., 2015). Para contrarrestar este inconveniente se han desarrollado diversas
tecnologias que implementan procesos fisicos, quimicos y térmicos. Son procesos
eficientes, pero en su mayoria presentan un alto costo y generan subproductos dificiles de
estabilizar (Ball et al., 2012).

Por tanto, los procesos biologicos como la biorremediacion han sido ampliamente
estudiados en las ultimas décadas, debido a su alto potencial de degradacion de
compuestos toéxicos y recalcitrantes, cuya biorremediacion no requiere gran cantidad de
productos, energia y tiempo (Haritash & Kaushik, 2009).

Como caso especial, en la matriz del suelo se han manejado diversos tratamientos de
bioestimulacion y bioaumentacion de tipo aerobio, obteniéndose valores significativos de
degradacién de compuestos recalcitrantes (Gomez et al., 2009).

Andreolli et al. (2015), trataron un suelo afectado por un incendio forestal (hidrocarburos
pirogénicos) mediante la aplicacion de los métodos de bioestimulacién y bioaumentacion.
En el estudio de campo se demostré que la bioestimulacion fue el tratamiento mas efectivo
con un porcentaje de degradacién del 70% de los hidrocarburos de alto peso molecular en
comparacion con la bioaumentacion y atenuaciéon natural con un 55% y 45% de
degradacién respectivamente. De la misma forma, otros estudios reportan que se pueden
aplicar enmiendas organicas y agentes “bulking” para mejorar las condiciones de suelos
contaminados con derrames (tratamiento simulado) de diésel, logrando porcentajes de
degradacién del 80% (Khamforoush, Bijan-Manesh, & Hatami, 2012). Adicionalmente, se
ha reportado el uso de enmiendas orgéanicas al 25% y 50% obteniéndose porcentajes de
remocion del 50 % - 66% y 34% - 59% de hidrocarburos totales del petréleo (HTP)
respectivamente, y altos porcentajes de remocion (hasta 80%) mediante la aplicacion de
productos comerciales como Daramend ® (Geary & Evans, 2012).

La adicion de un sin numero de compuestos ha sido estudiada para mejorar el proceso de
bioestimulacion en los suelos contaminados con hidrocarburos. Entre ellos sobresale la
aplicacion de agentes surfactantes que mejoran la disponibilidad del contaminante en la
matriz del suelo para las bacterias degradadoras (Tonini, Rezende, & Grativol, 2010).
(Paria, 2008), ha evaluado diversos tipos de surfactantes, anidnicos, catiénicos y no
idnicos, siendo estos Ultimos los mas utilizados en los procesos de biorremediacion debido
a su baja concentracion micelar critica (CMC).



Estudios recientes han demostrado que varios tipos de bacterias, hongos y levaduras son
capaces de producir biosurfactantes, con caracteristicas similares a sus homologos
sintéticos con la ventaja de que son completamente biodegradables (Selberg, Juuram, &
Budashova, 2013). Chandankere et.al. (2013) reporté la utilizacion de la bacteria Bacillus
methylotrophicus USTBa para la produccion de un biosurfactante apto para emulsificar
petréleo crudo. Los resultados obtenidos por estos autores evidenciaron que esta bacteria
tenia la capacidad de producir un biosurfactante con propiedades de formacion de espuma
excesiva que emulsionaba en un 78% al petroleo evaluado .Aunque estos compuestos
presentan una alta eficiencia en los sistemas de biorremediacidén a escala de laboratorio,
su produccion a gran escala es compleja debido a los problemas de purificacion y
separacion, generando altos costos de produccion (Holmberg, 2001).

Por lo anterior, para tratamientos a escala industrial se ha trabajado con aplicaciones del
surfactante Tween® 80, debido a su caracter no idnico, no téxico y biodegradable (Mao,
Jiang, Xiao, & Yu, 2015). Adicionalmente, este surfactante presenta una baja
concentracion micelar critica, mayor grado de reduccion de la tension superficial, y
propiedades relativamente constantes en presencia de sal que dan como resultado, un
mejor rendimiento y un requerimiento de menor concentracién del mismo para lograr los
resultados deseados (Paria, 2008).

Varias aplicaciones realizadas por (Franzetti, Di Gennaro, Bevilacqua, Papacchini, &
Bestetti, 2006) utilizando el surfactante no i6nico Tween® 80, muestran eficiencias
marcadas en los procesos de bioestimulacion, biodegradacién, garantizando la
sostenibilidad del proceso en el ecosistema afectado. Wang et al. (2014), han conseguido
tasas de remocion de hasta el 92% de compuestos organicos como el benzopireno,
utilizando una concentracion de 5g/kg de Tween® 80. Un estudio realizado por Agarry et.al.
(2012), obtuvo un porcentaje del 83.79% de degradacion de petréleo crudo en un suelo
contaminado, con un tratamiento de 4.24 mg de un fertilizante NPK ,10.22 mg/L de Tween®
80 y 0.46 mg/L del cultivo microbiano mixto.

Adicional a la utilizacibn de agentes surfactantes como el Tween® 80, el uso de
compuestos organicos como la leonardita tiene la capacidad de mejorar las condiciones
de intercambio i6nico favoreciendo la disponibilidad de nutrientes, y generando una
influencia positiva en la fertilidad del suelo (Akinremi, Janzen, Lemke, & Larney, 2000). En
estudios realizados por Turgay et al. (2009), se adiciond una concentracién de 5% de
leonardita en un suelo contaminado con un 2,5% de HTP manteniendo un concentracion
de Carbono, Nitrégeno y Fosforo (C: N: P) de 100:15:1. Los resultados para este estudio
mostraron que la actividad enzimatica de la ureasa y la fosfatasa alcalina, se vio
incrementada con respecto a los tratamientos que no tenian leonardita en
aproximadamente un 100% de los 40 dias. Estos resultados evidencian que la presencia
de estas enzimas garantiza una mayor disponibilidad de nutrientes para los
microorganismos generando un ambiente propicio para la biorremediaciéon de suelos
contaminados.



10

Todos estos resultados fueron obtenidos en estudios a escala de laboratorio. Para
volumenes de suelos superiores la implementacion de reactores de lecho estéatico es una
alternativa para tratar esta probleméatica, garantizando las condiciones éptimas para el
metabolismo microbiano. Yu et al. (2009), evalud un reactor de lecho estéatico con aireaciéon
pasiva para estabilizar compost manteniendo una transferencia de oxigeno efectiva al
sistema. Dicha transferencia es vital, ya que garantiza condiciones adecuadas para el
proceso de biorremediacion. Estudios realizados por Germaine et al. (2015), reportaron
remociones de hasta el 80% en 18 semanas, para un suelo contaminado con 12000 ppm
de HTP (Germaine et al., 2015).
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3. Marco tedrico

En el presente capitulo se presentan los conceptos tedricos mas relevantes asociados a
esta investigacion, los cuales sirvieron de base para entender los fenbmenos que ocurren
durante el proceso de biorremediacion para un suelo contaminado con petréleo crudo.

3.1. Suelo

Desde el punto de vista edafico, el suelo es un cuerpo natural, tridimensional formado por
la progresiva alteracién fisica y quimica de un material original o roca madre a lo largo del
tiempo, bajo unas condiciones climaticas y topograficas determinadas, y sometido a la
actividad de organismos vivos (Ortiz, Sanz, Dorado, & Villar, 2007).

El suelo estd conformado por minerales, aire, agua, organismos vivos y materia organica:
Los minerales constituyen los principales componentes estructurales de los suelos y
suponen mas del 50% del volumen total. El agua y el aire en conjunto conforman el
volumen de poros, que, por lo general, ocupa entre el 25 y 50% del volumen total. La
proporcion aire y agua varia considerablemente con la humedad del suelo. Los organismos
vivos ocupan el 1% mientras que la materia organica oscila entre el 3 y 6% del volumen
(Torres & Zuluaga, 2009).

El suelo es un ente dinAmico en el ambiente donde ocurren un sin nimero de procesos de
intercambio de materia y energia (Arrieta, 2011). Esto lo convierte en una pieza clave en
el desarrollo de los ciclos biogeoquimicos superficiales, a través de los microorganismos
presentes en el mismo tales como; bacterias, hongos, actinomicetos, algas y protozoos
(Alexander, 1994).

Entre las caracteristicas ambientales mas importantes que presenta el suelo se
encuentran:

e “Proporciona los nutrientes, el agua y el soporte fisico necesarios para el
crecimiento vegetal y la produccién de biomasa en general, desempefiando
un papel fundamental como fuente de alimentacién para los seres vivos.”

o “Es un componente esencial del ciclo hidrolégico, actuando como elemento
distribuidor de las aguas superficiales y contribuyendo al almacenaje y
recarga de las aguas subterraneas.”

e “Gracias a su poder de amortiguacion o desactivacién natural de la
contaminacion, filtra, almacena, degrada, neutraliza e inmoviliza substancias
organicas e inorganicas toxicas, impidiendo que alcancen las aguas
subterraneas y el aire o que entren en la cadena alimenticia.”
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e “Es el habitat natural biolégico de muchos organismos de todo tipo y
constituye un elemento de reserva genética.”

o “Desarrolla un importante papel como fuente de materias primas.”

e “Sirve de plataforma para el desarrollo de las actividades humanas como
soporte de la estructura socioeconémica formando parte del paisaje y del
patrimonio cultural.”(Ortiz et al., 2007)

3.1.1. Degradacion de suelo por contaminantes

La degradacién del suelo se puede definir como todo proceso que rebaja la capacidad
actual y potencial del suelo para producir, cuantitativa y cualitativamente, bienes y servicios
(Ortiz et al., 2007).

Segun un informe realizado por la FAO en el afio internacional de suelo en el 2015 el suelo
es un recurso finito, cuya perdida y degradacién no son reversibles en el transcurso de una
vida humana. El 33 % de la tierra esta moderada o altamente degradada debido a la
erosioén, la salinizacion, la compactacioén, la acidificacion y la contaminacion de los suelos
por productos quimicos. La tasa actual de degradacién de suelos amenaza la necesidad
de las generaciones futuras de atender sus necesidades béasicas para el 2050 la poblacién
mundial ser& superior a los 9000 millones de habitantes (FAO, 2015).

Un suelo degradado producto de la contaminacion por productos quimicos, es aquel cuyas
caracteristicas han sido alteradas negativamente por la presencia de compuestos de
caracter peligroso de origen antropogénico, en concentraciones que superan los niveles
genéricos de referencia y que conllevan un riesgo inaceptable para la salud humana o el
medio ambiente (Riesco, 2012).

En la actualidad la produccion y el uso masivo de compuestos organicos han generado un
impacto negativo en el suelo, deteriorando sus principiales caracteristicas fisicas, quimicas
y biol6gicas (Ortiz et al., 2007).Existen un sin nimero de compuestos organicos causantes
de este impacto, entre ellos sobresalen los hidrocarburos, los cuales han sido responsables
del deterioro en varios ecosistemas (Cavazos-Arroyo, Pérez-Armendariz, & Mauricio-
Gutiérrez, 2014; Gomez et al., 2009; Rojas-Avelizapa et al., 2007; Wolicka et al., 2009)

3.2.  Hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos abundantes en la naturaleza, conformados por atomos
de carbono e hidrogeno .Estos se clasifican segun la estructura de los enlaces existentes
entre los &tomos de carbono que componen la molécula (Riesco, 2012).
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Saturados = Alcanos

Cadena
abierta Alquenos
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Hidrocarburos Alquinos
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Cadena

cerrada
No saturados === Aromaticos

Figura 1. Clasificacion de los hidrocarburos segun sus enlaces (Fuente propia)

Estos compuestos organicos se pueden clasificar segun su origen asi; origen mineral
(petrogénico), origen bioldgico (biogénico) y pirogénico.

Los hidrocarburos de origen mineral son generados por rocas ricas en compuestos
organicos expuestas a elevadas temperaturas por largos periodos de tiempo (Worley et
al., 2007). Los hidrocarburos biogénicos son generados por procesos biolégicos
involucrados en el compost y los pirogénicos son aquellos que se forman en procesos de
combustion producto de las actividades humanas (Riccardi et al., 2013).

3.2.1. Hidrocarburos petrogénicos

El petrdleo es un hidrocarburo de origen petrogénico producto de la degradacion
anaerdbica de la materia organica, durante largos periodos de tiempo y bajo condiciones
de alta presion y temperatura (Rossinil, 1960). Esta conformado en su mayoria por una
compleja mezcla de hidrocarbonos y en una menor proporcién de constituyentes como
nitrégeno, azufre, y metales pesados (Arrieta, 2011).

El petréleo se puede encontrar en dos estados, como crudo o como gas natural (Worley
Parsons Komex, 2007). El petroleo en forma de crudo esta constituido por hidrocarburos
alifaticos (cadena abierta) y aromaticos (cadena cerrada) (Killops & Al-Juboori, 1990) ,
mientras que el gas natural est4 conformado por hidrocarburos alifaticos de cadena corta
con una temperatura de ebullicién inferior a los 40°C (Rossinil, 1960).

Es conocido que los hidrocarburos arométicos se subdividen a su vez en monoaromaticos
(un anillo de benceno) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (varios anillos de benceno).
Por su parte los hidrocarburos alifaticos estan subdivididos en: alcanos (parafinas y
cicloparafinas), alquenos (olecofinas) y alquinos(Worley et al., 2007).

En general el petroleo esta constituido substancialmente por tres tipos de hidrocarburos:
las parafinas, las cicloparafinas y los arométicos (Rossinil, 1960). Ver Figura 2.
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Figura 2. Hidrocarburos caracteristicos presentes en el petroleo (Rossinil, 1960)

Dentro de estos grupos de hidrocarburos estan presentes las siguientes familias:

Parafinas volatiles: El petréleo estd conformado en un 30% por esta familia; constituida
por parafinas como n-alcanos y alcanos ramificados con tamafios de cadena de entre 1y
10 atomos de carbono (Arrieta, 2011). Dentro de las parafinas volatiles se encuentran los
hidrocarburos pertenecientes al gas natural (C:-Cs) (Rossinil, 1960).Esta es la fraccion mas
volatil del petréleo, por tanto gran parte de esta se pierde por medio de procesos fisicos
como la volatilizacion.

Parafinas no volétiles son aquellos n-alcanos y alcanos ramificados con tamafios de
cadena de entre 11 y 40 atomos de carbono. Los n-alcanos oscilan entre los valores de
C11-C40, mientras que los alcanos ramificados oscilan entre C12-C2 (Torres & Zuluaga,
2009).

Naftenos: conformada por las cicloparafinas y los cicloalcanos. Los compuestos mas
abundantes de esta familia son los ciclopentanos alquilados (fundamentalmente
metilados), que pueden llegar a representar un 31% del crudo. Los compuestos mono y
diciclicos corresponden al 50-55% de esta fraccién, los triciclicos al 20% vy los tetraciclicos
al 25% (Arrieta, 2011; Torres & Zuluaga, 2009).

Oleofinas: son alquenos que se encuentran en concentraciones muy baja (trazas) (Torres
& Zuluaga, 2009).

Aromaticos: Esta fraccion la componen moléculas que contienen uno o varios anillos
bencénicos en su estructura. Pueden ser hidrocarburos monoaroméaticos (un anillo
bencénico), diaromaticos (2 anillos bencénicos) y poliaromaticos (HAPs, con mas de dos
anillos bencénicos (Torres & Zuluaga, 2009).

3.2.2. Hidrocarburos biogénicos

Los hidrocarburos biogénicos son sintetizados por casi todas las plantas, animales
terrestres y marinos, incluyendo bacterias, plancton marino, diatomeas, algas y plantas
superiores (Bedair & Al-Saad, 1992).
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Se caracterizan por exhibir un alto nivel de n-alcanos de nimero impar cuando estan
recientemente formados. Ademas, los compuestos de tipo aromético no se presentan
frecuentemente o al menos en proporciones significativas. Finalmente, los hidrocarburos
derivados de los aportes de detritus de plantas terrigenas se caracterizan por n-alcanos de
namero impar en la region de Cz3-Cas. (Castro Varela, 2007)

3.2.3. Hidrocarburos pirogénicos

Son procedentes de la combustién incompleta de la materia organica, reciente o fésil, bien
por causas naturales como; incendios de bosques, erupciones volcanicas, etc. o por
causas antropogénicas siendo la utilizaciébn de combustibles fésiles, incineracion de
residuos, emisiones de vehiculos, procesos industriales de gasificacion y licuefaccion del
carbén, cragueo del petréleo, etc., los mas representativos (Salinas et al., 2012).
Predominan los compuestos no alquilados sobre sus alquil homologos (Alvarez, 2009).

3.2.4. Comportamiento de los hidrocarburos petrogénicos en el ambiente

Al ocurrir un derrame de un hidrocarburo petrogénico como el petréleo en el ambiente, este
sufre una serie de cambios sucesivos de sus propiedades fisico-quimicas. Como primera
instancia ocurre la intemperizacion, la cual varia segun las caracteristicas del producto
derramado y de las condiciones climéticas (Riesco, 2012).

Posterior a este proceso ocurren una serie de etapas: evaporacion, disolucion,
sedimentacioén, oxidacién, y biodegradacion (Riesco, 2012); el avance que se logre en esta
secuencia de etapas determinara el grado de toxicidad del hidrocarburo, entre mas cercano
este al proceso de biodegradacion la toxicidad de este serd menor (Riesco, 2012).

e [Evaporacion: Suele ocurrir en las primeras 24 horas tras haberse perpetuado el
derrame, la cantidad de hidrocarburo depende de la proporcion de hidrocarburos
volatiles que presente el petréleo (Riesco, 2012).

e Sedimentacion: Este proceso se da cuando el hidrocarburo se intemperiza,
provocando un incremento de su densidad respecto al agua circundante y por
consiguiente se hunde (Riesco, 2012).

¢ Disolucion: Este proceso empieza inmediatamente, es de largo plazo y continla
durante todo el proceso de degradacion del hidrocarburo (Riesco, 2012).

e Oxidacion: Es un proceso que depende de la cantidad de oxigeno disponible en el
ambiente circundante, de esta forma si el derrame se encuentra en un area libre y
despejada, mayor sera la tasa de degradacion del mismo. Adicionalmente, la
oxidacion fotocatalitica producto de la exposicion a la radiacion solar también
contribuye a la degradacion (Geary & Evans, 2012).

e Biodegradacion: Es un proceso de oxidacion generado por microorganismos tales
como bacterias y hongos. Dependiendo del tipo de hidrocarburo y de su
composicion quimica, pueden ser mas o menos susceptibles a la degradacion
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microbiana. De esta manera se ha establecido un orden en el que estos
compuestos son asimilados con mayor facilidad por los microorganismos (Riesco,
2012)., asi:

n-alcanos > alcanos Ramificados > CABPM > alcanos ciclicos
*CABPM: Compuestos aromaticos de bajo peso molecular (Hamme et al, 2003).

Todos los procesos mencionados anteriormente ocurren de manera natural pero requieren
de muchos afios (escala geoldgica) para que el compuesto pueda ser degradado
totalmente, tornandose recalcitrante en el transcurso de una vida humana (Geary & Evans,
2012). Asi, el petrdleo persiste por mucho tiempo y los efectos se ven reflejados en el
cambio de caracteristicas fisicas, fisiolégicas, propiedades bioquimicas y de diversidad
microbioldgica del suelo (Roy et al., 2014). Por lo tanto, el desarrollo de estrategias que
disminuyan el tiempo de vida media del contaminante en el ambiente son opciones
altamente valoradas para disminuir el impacto en el ambiente a mediano y largo plazo.

3.3. Tratamientos

Debido a las continuas descargas de hidrocarburos al recurso suelo, se han estudiado un
sinnumero de técnicas que acaban parcial o totalmente dicha contaminacién en un tiempo
menor comparado con los procesos de degradacion natural. Entre los procesos mas
estudiados se encuentran los métodos fisicos, térmicos, quimicos y bioldgicos.

A continuacion, se evidencian las caracteristicas mas relevantes de cada uno de los
métodos de tratamiento, Tabla 1.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los tratamientos utilizados para la descontaminacién
de suelo.(Adaptado de Sepulveda & Trejo, 2002; Agudelo, 2010; Asquith et al., 2012;
Ball et al., 2012;)

Tipo de proceso

Explicacion del
proceso

Ventajas

Desventajas

Procesos Fisicos

y
Quimicos

Procesos Térmicos

Este tipo de
tratamientos, utiliza las
propiedades fisicas y/o
quimicas de los
contaminantes o del
medio contaminado
para destruir, separar o
contener la
contaminacion.

Utilizan el
remover o
contaminantes
incineracion,
gasificacion, desorcion,
volatilizacion, pirolisis.

calor para
destruir
por

Son efectivos en cuanto a

costos.

Pueden realizarse en
periodos cortos.

No requiere equipos
sofisticados y no se
necesita de  mucha
energia para su
ejecucion.

Requieren un espacio
reducido.

Permite tiempos rapidos
de limpieza y no necesita
un espacio amplio para
su procesamiento lo que
genera un desecho de
menor  volumen  con

Los residuos generados por
técnicas de separacion,
deben tratarse o disponerse
generando un aumento en

costos y necesidad de
radicar  permisos.  Los
fluidos de extraccion
pueden aumentar la
movilidad de los
contaminantes: necesidad
de sistemas de

recuperacion.

Es el grupo de tratamientos
Mas costoso.

Los costos aumentan en
funcion del empleo de
energia y equipo.

Intensivos en mano de obra
y capital.
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respecto al que se tratd

inicialmente.
Se considera cualquier | Son efectivos en cuanto a | Requieren mayores tiempos
proceso que utilice | costos. Son tecnologias | de tratamiento. Es
organismos (bacterias, | mas benéficas para el | necesario verificar
plantas, hongos) o sus | ambiente. Los | toxicidad de productos
enzimas para degradar | contaminantes intermedios y finales.
biol6gicamente residuos | generalmente son | No pueden emplearse si el
contaminados en | destruidos. Se requiere | tipo de residuo no favorece
residuos no toxicos | un minimo o ningun | el crecimiento microbiano.
presentes en el suelo. tratamiento posterior.

Procesos
Bioldgicos

3.4. Biorremediacion

La biorremediacion es una tecnologia basada en la utilizacién de agentes biolodgicos
(microorganismos y plantas) y su potencial degradador para eliminar los contaminantes del
medio, mediante su transformacion en formas menos toxicas, y en algunos casos
alcanzando la mineralizacion del compuesto (produccién de CO; y H,0) (Solanas, 2009).
Se considera una de las metodologias con mayor expansién gracias a su alta
competitividad y bajo costo (Arrieta, 2011). Dentro de esta metodologia sobresalen las
técnicas de bioestimulacién y bioaumentacién, las cuales mejoran las condiciones
nutritivas del suelo e introducen microorganismos activos al sitio contaminado
respectivamente (Chen et al., 2015).

Cabe resaltar que para la aplicacion de alguna de las técnicas de biorremediacién es de
suma importancia conocer el lugar en donde se aplicard el proceso, ya que cada sitio
presenta condiciones especiales que le permite desarrollarse de la mejor manera, es
importante conocer el tipo de suelo a tratar segun su clasificacion taxonémica (Torres &
Zuluaga, 2009).

La Bioaumentacion consiste en la adicidbn de poblaciones altamente concentradas y
especializadas al sitio contaminado con compuestos toxicos recalcitrantes (Gentry et al.,
2004). Este método es adecuado para lugares en donde no existen suficientes células
microbianas o la poblacién nativa no posee las rutas metabdlicas necesarias para
metabolizar los compuestos recalcitrantes (Tyagi et al., 2011). La bioestimulacién
suministra al suelo los componentes limitantes tales como nutrientes y aceptores de
electrones que estimulan el metabolismo y la velocidad de crecimiento de los
microorganismos, acelerando las tasas de biodegradacion dependiendo de las condiciones
ambientales. (Margesin & Schinner, 1997; Margesin et al., 2000). Los sitios contaminados
con derrames de petréleo representan una substancial fuente de carbono; sin embargo,
los niveles de nitrogeno y fosforo generalmente son limitados (Tyagi et al., 2011; Vallejo et
al., 2007), alli la aplicacion de técnicas como la bioestimulacién pueden ser de interés.

Dichas metodologias pueden aplicarse de forma in situ y ex situ, la escogencia de
cualquiera de las anteriores depende de los niveles de contaminacion que presente el
suelo. En los tratamientos ex situ, el suelo es excavado y transportado hasta la
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localizacion donde se implementard la tecnologia, mientras que en los tratamientos in
situ el suelo es tratado en su emplazamiento natural (Prada, 2016).

En gran parte de los derrames de petrdleo se observan altas concentracion de
hidrocarburos toxicos y recalcitrantes, por tanto los procesos de descontaminacion se
desarrollan generalmente de manera ex situ (Robles-Gonzalez et al, 2008).

3.4.1. Bioaumentacién

Esta técnica consiste en la adiciébn de microorganismos con capacidad para degradar el
contaminante, promoviendo su biodegradacién o su biotransformacion (Sepulveda & Trejo,
2002). Esta tecnologia se utiliza cuando se requiere el tratamiento inmediato de un sitio
contaminado, o cuando la microflora autéctona es insuficiente en nidmero o capacidad
degradadora. Dicha técnica se puede implementar siguiendo las siguientes opciones;
adicién de una cepa bacteriana pura previamente adaptada, adicién de un consorcio pre-
adaptado, introduccion de bacterias modificadas genéticamente y/o adicion de genes
relevantes para la biodegradacién quienes van empacados en un vector, el cual se
transfiere por conjugacion en los microorganismos autdctonos (Fantroussi & Agathos,
2005). Se ha encontrado que varias cepas bacterianas poseen las rutas metabdlicas
requeridas para la degradacién de compuestos recalcitrantes como los hidrocarburos
(bacterias hidrocarburoclastas). Bacterias de los géneros Pseudomonas, Mycobacterium,
Haemophilus, Rhodococcus, Bacillus, Paenibacillus y Ralstonia, son algunos de los mas
extensamente estudiados por su capacidad de biorremediacién de hidrocarburos y sus
derivados (Tyagi et al., 2011).

Para la identificacibn de estos y otros géneros bacterianos con propiedades
biorremediadoras, se conocen las técnicas de cultivo dependiente en las cuales los
aislados obtenidos se pueden identificar por pruebas bioquimicas, o por la secuenciaciéon
del gen Ribosomal rARN 16S; asi mismo, puede amplificarse la region espaciadora
intergénica entre los genes ribosomales 16S y 23S (ITS), y analizar su diversidad de
acuerdo al perfil de bandas en electroforesis de poliacrilamida (Sanders & Miller, 2010). El
gran inconveniente de los métodos microbiol6gicos clasicos dependientes de cultivo, se
relacionan con la imposibilidad de llegar a tener una vision precisa de la biodiversidad de
estos ecosistemas tan complejos (Cocolin et al., 2006). Al utilizar los métodos de
enriguecimiento y crecimiento en medios microbiol6gicos, la microbiota que se encuentra
en la muestra es sometida a importantes cambios debido a la capacidad de ciertas
especies para dominar el entorno y superar a los otros componentes microbianos, en
ambientes como el suelo donde el 80 - 90% de los microorganismos son desconocidos
(Alexander 1977). Esto representa una limitante para descubrir el verdadero potencial
genético de estos sistemas. Se han evaluado diversas estrategias para lograr aumentar la
cantidad de microorganismos cultivables presentes en un sector contaminado y asi obtener
una aproximacion mas valedera de un porcentaje del ecosistema en estudio. Entre las
estrategias mas estudiadas se encuentran, imitar el medio natural, realizar una separacion
fisica de las células para disminuir la competencia entre ellas o con los inhibidores de
crecimiento y modificar el medio de cultivo para que sea lo mas parecido al medio natural
(Tanaka et al., 2014).
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A pesar de las desventajas descritas, el obtener microorganismos aislados puros, nos
permite el uso de los mismos en la obtencion de metabolitos secundarios de interés
biotecnoldgico, permitiendo la realizacién de bioensayos como por ejemplo la evaluacion
de la degradacion de compuestos recalcitrantes como los hidrocarburos.

Desde los afios ochenta, se vienen realizando estudios de estimacion de diversidad y
funciones microbianas sin necesidad de cultivo comUnmente llamados métodos
independientes de cultivo en muestras ambientales (Case et al., 2007; Riesenfeld et al.,
2004), estos métodos incluyen: Electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante o de
temperatura (DGGE o TGGE), polimorfismo de conformacion de cadena simple o de
longitud de fragmentos de restriccion (SSCP, RFLP), PCR en tiempo real (qPCR),
microarreglos y FISH (hibridacion con fluorescencia in situ) (Su et al, 2012).

Estas técnicas utilizan marcadores moleculares para determinar la diversidad bacteriana,
principalmente genes de DNA girasa, Subunidad f de la RNA polimerasa y el RNA
ribosomal 16S (Riesenfeld et al., 2004),siendo que este Ultimo gen es el mas utilizado para
determinar la diversidad bacteriana en un ambiente dado (Tringe & Hugenholtz, 2008).
Luego del desarrollo de estas tecnologias surgié la metagenomica, definida inicialmente
como el estudio del genoma de la microbiota total presente en una muestra ambiental (Di
Bella et al, 2013). Con este propdsito, en los ultimos 10 afios se han desarrollado diferentes
tecnologias de secuenciacién masiva o de nueva generacion (NGS), las cuales han venido
desplazando o complementando los demas métodos independientes de cultivo vy
mejorando el desarrollo de la metagenomica.

3.4.2. Bioestimulacién

La bioestimulacion implica la adicién de soluciones provistas de nutrientes y aceptores de
electrones, a través del suelo contaminado, para estimular la actividad de los
microorganismos autdctonos, y mejorar asi la biodegradacién de contaminantes organicos
(Sepulveda & Trejo, 2002). Dentro de esta técnica es posible controlar la temperatura y el
pH para lograr tasas de remocién de contaminantes mas altas. Para la implementacion de
esta técnica es de suma importancia determinar si la poblacién autéctona de
microorganismos en donde se perpetud el derrame, tiene capacidad biorremediadora , si
no la posee esta técnica no sera factible de aplicar en este lugar (Tonini et al., 2010).

La importancia de la poblacién autoctona radica en que esta ya esta presente y esta
adecuada al ambiente subsuperficial, y tienen una buena distribucion espacial en la
superficie del suelo (Adams et al, 2015).

En los tratamientos de bioestimulacion se puede adicionar nutrientes orgénicos e
inorganicos. En el caso de nutrientes organicos es posible adicionar compost de aserrin,
lodos de aguas residuales, excremento de aves y estiércol para regular la relacion C: N,
ya que estos compuestos presentan altas concentraciones de este elemento (Adams et
al., 2015). En un estudios recientes, se demuestra que la adicion de estiércol a un suelo
contaminado con 14103.2 ppm de HTP resulté en una degradacion del 62.96% de este
contaminante al termino de 70 dias (Orji et al, 2012).
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La adicion de nutrientes inorganicos al suelo permite lograr restablecer la relacion C: N: P,
entre ellos sobresalen los fertilizantes inorganicos NPK, la urea, el nitrato de potasio y el
tripolifosfato de sodio.

En un estudio realizado por Agarry y Ogunleye (2012), se estudié la biorremediacion
mejorada de suelos artificialmente contaminados con aceite de motor de manera ex situ,
utilizando el fertilizante NPK inorgéanico y una concentracion de surfactante no ionico, estas
se usaron como variables de bioestimulacion independientes con el objetivo de evaluar la
reduccion de HTP como variables dependientes. Los resultados muestras que después de
42 dias, se presentd una reduccion del 67,20% en la concentracion de HTP en estos
tratamientos. En otro estudio Gomez et al. (2009), utilizaron como fuente de nitrégeno la
urea, y el fosfato de potasio dibasico como fuente de potasio. En este proceso se logré una
remocion del 60,45% de HTP presentes en un suelo contaminado con una mezcla de
gasolina y diésel.

Para determinar la cantidad de nutrientes a suministrar en el suelo, se utiliza el modelo
conceptual de McCarty (Rittmann & McCarty, 2001), el cual consiste en proponer la
degradacion del contaminante hasta su forma mas oxidada, y ajustar el balance
estequiométricos con fuentes de fésforo y nitrégeno.

3.5. Factores que intervienen en los procesos de biorremediacion

Las condiciones en las que se desarrolla el proceso de biorremediacion determinan el éxito
o el fracaso de este proceso. Dentro de las condiciones mas importantes que se deben
tener en cuenta en todo proceso de biorremediacién se encuentran las condiciones del
suelo, tales como: textura del suelo, temperatura, pH, humedad y disponibilidad de
nutrientes, de aceptor y donador de electrones.

3.5.1. Textura del suelo

La textura del suelo tiene un efecto importante en las propiedades fisicas y caracteristicas
guimicas del suelo afectando el comportamiento del mismo, especialmente la capacidad
de retencion de nutrientes (Erro et al., 2016). Ademas, las particulas del suelo (limo, arcilla,
arena) influyen en otras propiedades y/o comportamiento de los suelos incluyendo:
aireacion, contenido y descomposicion de materia organica, resistencia al cambio de pH 'y
potencial de lixiviacion de contaminantes. En general, se considera que los suelos con
textura fina (alto contenido de arcilla o limo) presentan un mayor nimero de bacterias que
los suelos de textura gruesa (alto contenido de arena) (Kogbara et al, 2015). Los suelos
de texturas finas contienen una mayor cantidad de bacterias, y se compactan con mas
facilidad evitando la transferencia de oxigeno y de nutrientes en la matriz del tratamiento
(Prada, 2016).

3.5.2. Temperatura

La temperatura del suelo es una variable que afecta considerablemente el crecimiento de
los microorganismos y por ende su metabolismo. En general se conoce que las bacterias
gue habitan en el suelo son mesodfilas, por tanto el rango de temperatura en el que son
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capaces de desempenfarse oscila entre los 15°C y 45°C, con un rango optimo entre los
25°C y 35°C (Castellanos, 2002).

3.5.3. pH

El pH del suelo es fundamental para el buen funcionamiento enzimatico de los
microorganismos, se han reportado valores de pH (7- 8) neutros como los que generan
condiciones adecuadas para los procesos de biodegradacion (Pawar, 2015). Es por esta
razén que muchos microorganismos no son capaces de tolerar valores extremos de pH,
debido a que algunos compuestos naturales tienden a hidrolizarse o se desnaturalizan las
enzimas (Atlas & Bartha, 2001). En general los hongos son mas acidotolerantes que las
bacterias, las cuales a su vez se desarrollan con mayor facilidad en ambientes neutros y
alcalinos (Atlas & Bartha, 2001).

3.5.4. Humedad

Los microorganismos requieren de un medio acuoso para transportar los nutrientes y llevar
a cabo su metabolismo (Madigan, Martinko, & Parker, 2004). Debido a que el agua es el
mayor componente del citoplasma de las células, una cantidad adecuada permitira el
movimiento de nutrientes tanto al interior de las células, como en la matriz del sistema
(Prada, 2016). Por tanto la humedad es un factor clave en el crecimiento bacteriano, una
cantidad baja de humedad, refleja una baja actividad microbiana producto de la poca
transferencia de nutrientes y una cantidad elevada de agua, produce una reduccion
significativa en la transferencia de oxigeno por tanto el metabolismo bacteriano carecera
de su aceptor final de electrones (Ramos & Zufiga, 2008).

Para los procesos de biorremediacion aerobios los rangos de humedad que presentan
tasas de degradacién de contaminantes mas altas oscilan entre 20% - 40% de humedad
(Agudelo, 2010; Butenschoen, Scheu, & Eisenhauer, 2011; Cho, Rhee, & Lee, 2000)

3.5.5. Disponibilidad de nutrientes

La disponibilidad de nutrientes es un factor esencial para el desarrollo del proceso de
biorremediacién. Las células bacterianas requieren una fuente de nitrégeno (Nitrato o
Amonio), para llevar a cabo todas las reacciones relacionadas con la replicacion de los
acidos nucleicos y con la sintesis de proteina. Adicionalmente, se requiere de fésforo para
la sintesis de ATP, siendo la molécula esencial que brinda energia a la célula. Otro factor
a tener en cuenta es el grado de biodisponibilidad que esté presente debido a que no todas
las formas de nitrégeno ni de fosforo son asimilables por las bacterias. En el caso del
fésforo se conoce que la mayoria de suelos tienen un bajo contenido de fésforo debido
a su baja solubilidad y biodisponibilidad, pues precipita en presencia de cationes como
Ca*?, Mg*? y Fe*3 en un pH desde neutro, hasta alcalino (Prada, 2016). Ademas, se
debe considerar que el nitrégeno puede perderse rapidamente en el suelo debido a la
lixiviacion del amonio y el nitrato, y debido a procesos de desnitrificacion del suelo
(Prada, 2016).Es necesario adicionar fuentes de nitrdgeno como nitratos y amonio y
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fuentes de fosforo como los fosfatos para garantizar la presencia de estos en el suelo, para
gue estos puedan ser asimilados por las bacterias.

3.5.6. Presencia de aceptor y donador de electrones

La respiracibn microbiana es la energia que requieren para desarrollar sus funciones
vitales, mediante una secuencia compleja de reacciones de 6xido-reduccién. Mediante la
respiracion, los electrones son transferidos desde un donante a un aceptor a través de un
transportador biolégico de electrones, produciendo energia quimica, la cual es almacenada
en moléculas de adenosin trifosfato (ATP). El tipo de aceptor de electrones utilizado
establece el tipo de metabolismo, determinando las reacciones especificas que pueden
ocurrir o no ocurrir (Prada, 2016). En el caso del proceso de biorremediacion, el donador
de electrones puede ser el contaminante o algunos cofactores reducidos, mientras que el
aceptor depende del tipo de proceso a implementar (aerobio o anaerobio). En los procesos
aerobios el aceptor final de electrones es el oxigeno , mientras que en los anaerobios
puede ser el ion nitrato o sulfato (Adams et al., 2015). Para descontaminar suelos
impactados por hidrocarburos los procesos aerdbicos son mas eficientes debido a que en
los procesos anaerobios la degradacion de hidrocarburos ocurre de una manera mas lenta
(Yu et al., 2012; Stasik et al., 2015).

3.6. Estrategias para incrementar la biodegradacion
3.6.1. Surfactante

Un factor importante en el éxito o fracaso de un proceso de biorremediacién es la
biodisponibilidad del contaminante para los microorganismos, si éste se encuentra muy
adherido al suelo, el uso de agentes surfactantes es de suma importancia para llevar a
cabo este proceso (Arrieta, 2011).

El surfactante conocido también como el agente de superficie activa o “tensoactivo”
representa una molécula de cadena larga y heterogénea que contiene grupos hidrofilos
(cabeza) como grupo hidréfobos (cola)(Mao et al., 2015). El grupo hidréfilo del tensoactivo
€S un grupo iénico o altamente polar, dependiendo de la naturaleza del grupo hidréfilo, los
tensioactivos se pueden clasificar como agentes tensioactivos anidnicos, catiénicos, de ion
hibrido, y no iénicos (Rosen, 2004). Normalmente, los grupos hidréfilos (o grupos de
cabeza) son aptos para interactuar en fase acuosa y los grupos lip6filos (o grupos de cola)
tienden a combinarse con los contaminantes hidréfobos de las particulas del suelo (Mao
et al, 2015),Figura 3.
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Figura 3. Interaccion fase liquida-surfactante-suelo (Mao et al., 2015).

Para lograr solubilizar los contaminantes adheridos a la matriz del suelo es de suma
importancia la formacién de micelas en la solucién del surfactante. Las micelas se forman
cuando la superficie de la disolucion se encuentra totalmente ocupada por el agente
superficial (tensoactivo), por tanto, las moléculas en el seno de la solucién recurren a una
segunda alternativa energética, que consiste en la agregacion espontanea o formacion de
micelas en solucién, donde los grupos polares se retinen adoptando la forma esférica sobre
las cadenas hidrocarbonadas, estado que refleja un minimo en energia (Novelo-Torres &
Gracia-Fadrique, 2005), Figura 4. Estos agregados, distribuidos en el seno del liquido,
mantienen un equilibrio con las moléculas libres del tensoactivo en disolucién y en la
superficie (Novelo-Torres & Gracia-Fadrique, 2005).
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Figura 4. Formacion de micelas al saturarse la superficie del liquido (Novelo-Torres &
Gracia-Fadrique, 2005)

Existe una concentracion del agente surfactante minimo para que se de esta formacion de
micelas. Esta concentracion se conoce como la concentracion micelar critica (CMC)
(Novelo-Torres & Gracia-Fadrique, 2005). Esta propiedad determina la minima
concentracion en la cual las micelas pueden ser detectadas experimentalmente (Katime et
al.,, 2003). Tanto los surfactantes anionicos y catidnicos presentan CMC altas, mientras
gue los no iénicos presentan CMC mas bajas.
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Se ha demostrado que los surfactantes anidénicos cambian las funciones biolédgicas de los
microorganismos (Cserhéti et al., 2002) y los catidnicos afectan la membrana
citoplasmética de las bacterias. En tanto que los no ibnicos son menos agresivos con las
poblaciones microbianas. Adicionalmente se conoce que la micelizacibn en los
tensioactivos no ionicos se lleva a cabo de manera mas facil porque la agregacion tiene
lugar debido a la atraccion hidréfoba entre las cadenas no polares, mientras que las
cadenas hidrdéfilas se separan facilmente en una fase acuosa (Mao et al., 2015).

Los tensoactivos utilizados para el lavado de suelos deben tener un buen potencial de
solubilizacion, manteniendo al mismo tiempo la minima adsorcion en la matriz del suelo
(Mao et al., 2015). Este incremento en el potencial depende de la estructura molecular,
siendo beneficiosa las cadenas hidrofébicas largas (Zhu et al., 2012), la cantidad de grupos
hidroxilos y la presencia de grupos sustitutos (Laha et al., 2009).

Dentro de los tensoactivos no idnicos se encuentra el tensoactivo sintético Tween® 80 el
cual no es tdxico para los microorganismos del suelo y es inerte para la matriz del suelo,
teniendo la ventaja adicional de causar una velocidad de disolucién mejorada para diversos
compuestos como los hidrocarburos (Mousset et al., 2013). Dicha caracteristica se logra
por los veinte grupos sustitutos que presenta en su estructura molecular, Figura 5. Ademas
su baja CMC 0,015 g/L (Kim et al., 2001) lo hace ideal para solubilizar a este tipo de
contaminantes utilizando una baja cantidad de este surfactante.

Por esta razén su uso en tratamientos de biorremediacion ha sido ampliamente utilizado,
como en el caso de suelos contaminados con 30.000 ppm de diésel donde se obtuvo un
porcentaje de reduccion de HTP superior al 50% (Lee et al., 2011).

0
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Figura 5. Estructura molecular Tween®® 80 (Karjiban et al., 2012)

3.6.2. Leonardita

Es un material organico natural que se originé a través de un proceso de descomposicion
durante mas de varios millones de afios (David et al., 2014). Es una subclase de las
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sustancias humicas caracterizandose por ser lignitos altamente oxidados presentando
fracciones de &cidos humicos, falvicos, huminas y algunas cantidades de materia mineral
(Lipczynska-Kochany & Kochany, 2008). En general presenta un contenido elevado de
acidos huamicos que oscila entre el 30 y el 80% considerandose en su mayoria acidos
falvicos los cuales son las sustancias humicas con mayor numero de grupos funcionales
lo que le hace propicio para su utilizacibn como enmienda organica (Lipczynska-Kochany
& Kochany, 2008; Ratanaprommanee & Shutsrirung, 2013), En la Tabla 2 puede
observarse la composicion de la Leonardita.

Tabla 2. Ficha técnica Leonardita

Compuesto Concentracion (g/L)

K20 68.5
Carbono del extracto Hamico 50.0
Total

Carbono de acidos hiimicos 45.0
Carbono de acidos fllvicos 5.0
Sdlidos insolubles 22.6
Sodio soluble en Agua 0.15

La importancia de la presencia de sustancias humicas y sus derivados confiere estabilidad
al suelo, evitando procesos de erosion, asegurando ademas una mayor actividad biolégica,
generando condiciones propicias para su estabilidad fisica, quimica y biolégica (David et
al., 2014). Ademas, se los considera como materiales polifuncionales operando como
agentes aglutinantes, mediadores de agentes abidticos y reacciones bidticas,
desintoxicantes, portadores de nutrientes redox y estimuladores de crecimiento (Turgay et
al., 2010).

Estudios recientes se han enfocado en probar la capacidad de las sustancias humicas
como la leonardita para cambiar las propiedades de los contaminantes organicos,
aumentando la solubilidad de las sustancias hidrofobicas no iénicas (Lipczynska-Kochany
& Kochany, 2008) . Evaluaciones en un proceso de biorremediacién de suelos
contaminados con hidrocarburos en el que se aplicO como agente bioestimulante la
leonardita. En este estudio se determin6 que estas sustancias humicas ejercen un papel
importante en los proceso del suelo relacionados con la liberacién lenta de nutrientes para
las plantas, aumenta el intercambio catidnico, genera un efecto tampén en el suelo
actuando como una sustancia buffer , ademas interactlia con los compuestos xenobibticos
y los iones metalicos téxicos (Bratkova, Nikolova, Chakalov, & Rilski, 2012). De acuerdo
con Turgay et al. (2010) los suelos tratados con la leonardita presentan un incremento en
la produccion de enzimas como ureasa, fosfatasa y deshidrogenasa, mejorando sus
condiciones a largo plazo.
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Figura 6. Estructura primaria hipotética de la Leonardita (Erro et al., 2016)

3.7. Reactor de lecho estatico de aireacién pasiva

Para el tratamiento de sistemas contaminados con sustancias recalcitrantes se pueden
disefiar tratamientos de tipo aerobio y anaerobio. En general, los tratamientos aerobios
han demostrado ser altamente eficientes para la descontaminacion de sitios impactados
por hidrocarburos. En este tipo de tratamientos aerobios, es de suma importancia
suministrar la cantidad de oxigeno necesaria para que el proceso se desarrolle de manera
adecuada. Cuando se tratan grandes volimenes de suelo la presencia de este aceptor de
electrones en toda la matriz de suelo es una limitante. Por esta razon, se han disefiado
estrategias capaces de distribuirlo de una manera homogénea en todo el suelo impactado.

Entre las tecnologias mas estudiadas se encuentran la aireacion activa, aireacion
mecanica y aireacion pasiva (Barrington, Choiniere, Trigui, & Knight, 2003). La primera
requiere a parte de la instalacion de ductos bajo la pila, el uso de ventiladores o sopladores
gue impulsen el aire al interior de la pila para garantizar una completa aireacion de la masa
a compostar (Haug, 1993). Una excesiva aireacién puede enfriar el compost y generar
grandes pérdidas de nitrégeno y un defecto en la aireacion no permitiria el desarrollo de
las temperaturas de estabilizacién del producto. La segunda metodologia requiere de la
instalacion de costosos equipos de volteo mecanico, para garantizar un cierto nivel de
oxigeno en la pila. Es decir, requieren costos de capital iniciales muchos mayores. Mientras
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gue la tercera requiere de la instalacion de ductos en el interior de la pila, para aumentar
las fuerzas convectivas, creadas entre el material a compostar y la temperatura ambiente.

Por tanto, la estrategia de implementar sistemas de aireacion pasiva es la mas adecuada
en cuanto a economia. Ademas se ha demostrado en diversos estudios que presenta
eficiencias tan altas como los tratamientos de aireacion activa, mostrando resultados muy
similares en cuanto a la velocidad de degradacion del material y la calidad del producto
final (Barrington et al. 2003; Yu et al., 2009).

‘ | Flujo de aire
S

Flujo de aire
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Flujo de aire

Figura 7. Estructura de un biorreactor de lecho estéatico de aireacion pasiva (Barrios, 2012)

3.7.1. Variables de disefo del biorreactor

Para la aplicacion del disefio de aireacion y de biodegradacion dentro del sistema, es de
suma importancia controlar diversas variables. En general, se conoce que estos sistemas
al depender de organismos vivos , son sistemas autocataliticos que se regeneran
constantemente (Doran, 1998),permitiendo asi, transformar los compuestos organicos en
general, en compuestos mas estables mediante el establecimiento y el control adecuado
de pardmetros como, la relacién Carbono-Nitrégeno (C:N), humedad, porosidad, pH,
temperatura y oxigeno (Barrios, 2012).

Tabla 3. Variables relevantes en el biorreactor

Variables del Descripcién
proceso
Relacién Dicha relacién puede ser estimada mediante la metodologia expuesta por Cookson
Carbono- 2005. Para estos procesos se recomienda un rango de esta relacién entre : 20:1 a 40:1
Nitrégeno (C:N) | €on puntos ideales entre 25:1 a 30:1 (Rynk et al., 1992).
Humedad La humedad es la que permite el intercambio de nutrientes y oxigeno , debido a que
interna el metabolismo celular se produce en un medio acuoso (Cookson, 1995). Para

procesos en los que se traten sustancias toxicas la humedad éptima esta en el rango
de 30-40% (Agudelo, 2010)
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Humedad
externa

Porosidad

pH

Temperatura
interna

Temperatura
externa

Concentracion
de oxigeno

Este parametro indica el contenido de humedad o de vapor de agua presente en una
masa de aire a una T° y presién caracteristica. De esta manera entre mas humedad
relativa presente el aire menor sera el flujo volumétrico que ingrese al sistema de
biorremediacién.

La porosidad son los espacios de aire disponibles en el suelo. Por tanto, es en este
espacio, en donde se permite la disposicion de las moléculas de oxigeno y ademas el
acoplamiento de la humedad suministrada. Los valores recomendados para una
aireacion adecuada en el sistema oscilan entre 50-70% (Rynk et al., 1992)

La variacion de pH es consecuencia de la transformacion de las moléculas organicas
complejas, en acidos organicos de cadena corta. En los procesos biorrremediativos se
estima que el pH 6ptimo se encuentra entre 6.0 y 8.0 siendo el amoniaco el causante
de producir condiciones basicas en el medio (Adams et al., 2015; Barrios, 2012)
Afecta directamente la tasa del metabolismo microbiano y consecuentemente la
actividad microbiana en el medio ambiente. La tasa de biodegradacion en cierta
medida aumenta con el aumento de la temperatura y disminuye con la disminucion de
la misma.(Adams et al., 2015)

La temperatura ambiental genera cambios en las caracteristicas de una sustancia
gaseosa. Por tanto el aire al ser un gas aumenta o disminuye su densidad y de esta
forma su concentracion en el medio dependiendo de la variacion en la temperatura
ambiente (Barrios, 2012)

Es fundamental la presencia de oxigeno en todo el sistema, ya que es un proceso
aerobio en el que el aceptor final de electrones es el oxigeno. La concentracién de
oxigeno requerida en el sistema se determina mediante el método de Cookson (2005).
En general se sugiere dispones un exceso de oxigeno entre el 5y el 8%. (Barrios,
2012)

3.7.2. Modelo cinético de biodegradacion

Las reacciones de degradacion de los hidrocarburos presentes en el suelo pueden seguir
cinéticas de distinto orden. No obstante, de forma general, se pueden describir como
modelos cinéticos de primer orden donde la degradacion del hidrocarburo varia en funcién
del tiempo (Doran, 1998).

Para esto es necesario realizar un balance de masa en el reactor de lecho estatico, el cual
se muestra en la ecuacién 1(Doran, 1998):

ac .,
VE = Z QentradaCentrada - Z Qsalidacsalida T (V * )/) (ECU&CIOH 1)

En donde:

V: Es el volumen del reactor

C: Concentracion del petréleo crudo
Q: Velocidad de flujo

y : Velocidad de reaccion

Como el sistema no tiene ni entradas ni salidas, la ecuacion 1 se reduce a la ecuacion 2

(Doran, 1998).
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V=1 (V+y) (Ecuacion 2)

De esta manera se obtiene la ecuacion 3 (Doran, 1998):

y = % = —kC™ (Ecuacion 3)

Conociendo que es una reaccion de primer orden, n equivale a 1, lo que implica que la
velocidad de reaccion depende exclusivamente de la concentracion de las especies en el
tiempo. Por tanto es necesario integrar la ecuacion 3, que da lugar a la ecuacion 4:

cl_ _ s
In [E] = —kt (Ecuacion 4)

Aplicando logaritmo natural a ambos lados de la ecuacion se obtiene finalmente la

siguiente expresiéon mostrada en la ecuacion 5 (Doran, 1998):

£ = ¢kt (Ecuacion 5)
Co

En donde:
Co: Concentracion inicial de petréleo expresada en [HTP] en el tiempo cero
C: Concentracién en el tiempo t

Por lo tanto, una representacion gréafica del logaritmo de las concentraciones en funcion
del tiempo arroja una linea recta, cuya pendiente se puede relacionar con la constante de
degradacion (k).

De la ecuacién 6 es posible determinar el tiempo de vida media del contaminante, este
indica el tiempo en el cual la concentracion del contaminante que se encontraba
inicialmente se reduce a la mitad.

tyys = Lnk(z) = % (Ecuacion 6)
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4. Metodologia

En este capitulo se presenta la metodologia llevada a cabo durante todo el proceso de la
investigacion, los pasos realizados para la ejecuciéon del mismo junto con los procesos que
se evaluaron en cada uno de ellos (Ver Figura 8). Asimismo, los equipos utilizados y los
analisis estadisticos planteados. La propuesta investigativa se realiz6 en el laboratorio de
Biorremediacion y Desarrollo Tecnolégico del Departamento de Geociencias y
Medioambiente, Facultad de Minas, Universidad Nacional de Colombia — Sede Medellin,
figura 8.

A continuacién, se muestra el esquema llevado a cabo para el desarrollo de la
metodologia.

Muestreo del suelo
contaminado

Pre-tratamiento de la
muestra de suelo

Caracterizacion fisica y
quimica del suelo

Aplicacion de tratamientos a
escala de laboratorio
(microcosmos)

Seguimiento del proceso

Montaje del reactor aerobio
(mejor tratamiento
microcosmos)

Determinacion eficiencia del
método

Figura 8. Diagrama metodol6gico

4.1. Equipos

Cromatografo Agilent GC, medidor multiparametro portatil modelo: HQ40d de pH, Ro-tap,
cabina de flujo laminar horizontal, plancha de calentamiento, balanza analitica APX-203,
horno de secado, autoclave, medidor de humedad relativa marca Thermopro, ubicados en
el laboratorio de Biorremediacion y Desarrollo Tecnolégico, Facultad de Minas.
Termociclador, cAmaras de electroforesis, digitalizador de imagen y software Gelcompare
ubicados en el laboratorio de Biologia Molecular y Celular de la Sede.
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4.2. Muestreo del suelo contaminado

Se tomaron muestras representativas del sitio donde ocurrié el derrame de petréleo,
municipio de la Hormiga, departamento del Putumayo. Se realiz6 un muestreo aleatorio en
el area afectada, homogenizando las muestras de suelo para lograr las mismas
condiciones en todo el volumen muestreado. Todo el proceso se llevé a cabo segun los
pardmetros establecido en el manual del Environmental Protection Agency (EPA, 1991).

o uniciplo de la Hormigs

Quebrada la Hormiga

Figura 9. Mapa del sector de muestreo del suelo .Modificado Google Maps

4.3. Pretratamiento de la muestra de suelo

La muestra de suelo se tamizo a 2mm, utilizando un equipo mecénico Ro-tap®.
Posteriormente las muestras fueron secadas al sol.

4.4. Caracterizacion del suelo contaminado

Dicha caracterizacion se llevé a cabo en el Laboratorio de suelos de la Universidad
Nacional de Colombia—Sede Medellin. En él, se determinaron las principales propiedades
fisicas y quimicas. Esta caracterizacion se realizd antes y después del tratamiento de
biorremediacién tanto en los microcosmos a escala de laboratorio como en el reactor de
lecho estatico. A continuacién, se describen las propiedades a determinar y la técnica a
utilizar en cada caso:
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Tabla 4. Pruebas fisicas y quimicas aplicadas para la caracterizacion del suelo.

PRUEBA EXPERIMENTAL TECNICA ANALITICA
Densidad aparente Método de la probeta (Dominguez &
Aguilera, 1989)
Densidad real Método del picnémetro (Dominguez &
Aguilera, 1989)
Potencial de Hidrogeno Método dilucion (Jackson, 1964)
Contenido de agua Método del horno (Jackson, 1964)
Porosidad Método por diferencia porcentual
Nitrégeno total Nitrégeno Kjendahl (Jackson, 1964)
Contenido nitrato Sulfato de aluminio
Contenido nitrégeno amoniacal Método de Nessler (Nessler, 1999)
Fésforo disponible Método de Bray Il (Bray & Kurtz, 1945)
Fraccion de carbono organico Método de Walkley-Black (Walkley &
Black, 1934)

45, Creacion de los microcosmos a escala de laboratorio

En primera instancia se establecio el tratamiento de bioestimulacion mas adecuado para
la biorremediacion de suelos contaminados con petréleo crudo, evaluando la eficacia del
Tween® 80 como agente bioestimulante acompafiado de la Leonardita. Este experimento
fue llevado a cabo en bandejas de aluminio con un area de 25cm x 25cm en donde se
adicionaron 2 kg de suelo. En el anexo D se muestran las fotografias del montaje.

Tabla 5.Microcosmos evaluados a escala de laboratorio

Tratamiento Abreviatura Caracteristicas

Control C Suelo con petréleo crudo + HCI
2M

Atenuacion AT Suelo con petréleo crudo

Bioestimulacién con Leonardita BS Suelo con petréleo crudo + un
bioestimulante

Bioestimulacién con Leonardita Bl Suelo con petréleo crudo + dos

3% y 0.015 g/L Tween® 80 bioestimulantes

Bioestimulacién con Leonardita Bl Suelo con petréleo crudo + dos

3% vy 0.75 g/L Tween® 80 bioestimulantes

Bioestimulacién con Leonardita Bl Suelo con petréleo crudo + dos

3%y 1.5 g/L Tween® 80 bioestimulantes

La humedad se mantuvo al 30% en todos los tratamientos. La dosificacion de nutrientes
en los tratamientos de bioestimulacion, fue calculada mediante relaciones
estequiométricas establecidas por el método de McCarty (Rittmann & McCarty, 2001),
entre la concentracion de HTPs presentes en el suelo y la cantidad de nitrégeno y fosforo
requeridos para producir biomasa y energia. La aplicacion de este método se muestra en
el Anexo C. Adicionalmente, se establecieron tres concentraciones de Tween® 80 para ser
evaluadas y una concentracion constante de Leonardita 3%. Se cuantificé la concentracién
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inicial y final de HTP a través de la técnica de Soxhlet, Tabla 5, a continuacién se
especifican los diferentes tratamientos:

o Control: se utilizd una concentracién de HCI de 2M para garantizar la inhibicién del
crecimiento microbiano, adicionada en el agua empleada para control de humedad.

. Atenuacion Natural: Se mantuvo el suelo sin la adicion de nutrientes ni de fuentes
de energia adicionales.

o Bioestimulacion: Se manejo una relacion de C: N: P de 100:12:2, la fuente de
nitrogeno utilizada fue urea (CHiN:O) y la fuente de fésforo el polifosfato de sodio
(NasP3010). La concentracion de Tween® 80 varié dependiendo del tratamiento a razén de
0.015, 0.75, 1.5 mg/L. La leonardita se adicion6 en todos los tratamientos en una
concentracion del 3% al suelo seco (Turgay et al., 2010). Estos nutrientes se suministraron
en el agua empleada para control de humedad.

45.1. Disefio de experimentos
Sobre los tratamientos se aplicdé un disefio completamente al azar (DCA) con tres
repeticiones por experimento, teniendo asi un total de 18 experimentos (fuente propia) ver

tabla 6.

Tabla 6. Disefio de experimentos en los microcosmos (fuente propia)

Numero Nivel tratamiento

experimento C AT BS Bl Bl Bl
[HTP)i Xil Xil Xil Xil Xil Xil
[HTP)s Xf1,Xf2,Xf3 | Xf1,Xf2,Xf3 | Xfl,Xf2,Xf3 | Xfl,Xf2,Xf3 | Xf1,Xf2,Xf3 | Xf1,Xf2,Xf3
En donde:

X: factor medible (concentracion de HTP en el suelo)

i: estado inicial

f: estado final
4.6. Seguimiento del proceso
4.6.1. Cuantificacion y cualificacion de hidrocarburos totales del petréleo

El contenido de hidrocarburos totales se determind mediante una metodologia adaptada
del Estandar Métodos 5520F, junto con un perfil cromatogréafico obtenido por CG-MS
(Cromatografia de gases acoplado a masas). Estos ensayos se realizaron para muestras
de los ensayos a escala de laboratorio y escala piloto, en el Laboratorio de Analisis
Instrumental de la Universidad Nacional de Colombia-Sede Medellin.

Para la cuantificacion de los HTP se utilizaron viales de polipropileno de 50mL para
centrifuga en donde se deposité 1.0g de suelo seco al cual se le adicionaron 2.5g de
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NazSOsanhidro (Panreac ®). Posteriormente se le agregé a cada vial 5ml de diclorometano
(Chemi®), grado analitico y se llevé al vortex Grant PV-1 por 90 segundos. Las muestras
fueron centrifugadas en un equipo Jouan serie MR22 a 7000 rpm durante 20 minutos. El
proceso de lavado del suelo se repitié dos veces mas sobre el residuo sélido remanente
hasta lograr un volumen aproximado de 15mL de sobrenadante. Se empled un roto
evaporador Heidolph (Laborota 4003-control) operando a una temperatura de 40°C y a una
presion de 740 mmHg para separar el extracto organico del solvente. Este Ultimo se re-
suspendi6é en 1.0mL de diclorometano (Agilent ®) en viales de 1.5 mL &mbar provistos de
tapas roscadas con tapon de teflon.

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

4.6.2. Respirometria

Para el proceso de cuantificacion del dioxido de carbono se siguieron los parametros
establecidos por Celis et.al. (2009) en cada uno de los tratamientos. Cabe resaltar que
este proceso se realiz6 tanto a escala de laboratorio como en la prueba piloto.

Se colocé un recipiente invertido de 1.0L sobre la superficie del suelo. Dentro de cada uno
de ellos se ubic6 un recipiente con 15 mL de una solucion de NaOH 1M para absorber el
C0, producido. Se realizaron mediciones de la cantidad de NaOH remanente (no
neutralizado) a través del tiempo de incubacién (cada 3-4 dias), mediante titulacién con
0,1 M de HCI, reemplazando la respectiva trampa de NaOH por una nueva en cada
ocasion.

Para la lectura de la concentracion de dioxido de carbono para cada tratamiento se extrajo
1.0mL de NaOH de cada tratamiento al cual se adicioné 2.0mL de BaCl, 1.0 M para
precipitar el C inorganico como BaC03 insoluble. Posteriormente, se adicionaron 3 gotas
de fenolftaleina como indicador acido base, y se titul6 el NaOH, no neutralizado,
directamente con HCI (lannotti et al., 1993). La cantidad de €0, desprendido desde las
mezclas incubadas fue calculada mediante la férmula de Anderson (1982) (Lourdes et al.,
2012).
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4.6.3. Crecimiento bacteriano en el proceso

En el proceso de biorremediacién planteado se estudio el crecimiento de dos tipos de
bacterias: heterétrofas e hidrocarburoclastas. De esta manera se emple6 un medio nutritivo
para el aislamiento de las primeras y uno selectivo para las ultimas. Cabe resaltar que este
proceso se realiz6 tanto en la escala de laboratorio como piloto.

El medio de cultivo empleado para el estudio de las bacterias heterotrofas fue el Agar
Nutritivo Difco ™, cuya férmula aproximada es Extracto de carne 3.0g/L, Peptona 5.0g/L y
Agar 15g/L.

Para el medio selectivo se utilizé el medio mineral Bushnell — Hass cuya férmula
aproximada es Sulfato de Magnesio 0.2g/L, Cloruro de Calcio 0.02g/L, Fosfato
monopotasico 1g/L, Nitrato de Amonio 1.0g/L, Cloruro férrico 0,05 g/L, Fosfato dipotasico
1.0g/L y Agar Bacterioldgico 20g/L. La fuente de carbono utilizada fue una solucién de
petréleo crudo al 1% en hexano.

Para la preparacion de ambos medios se siguieron las recomendaciones del fabricante, en
el caso especifico del medio de cultivo selectivo se sirvid en la caja Petri la solucion mineral
excepto la fuente de carbono, cuya adicién (170 pL) se realizé posterior a la inoculacion
de la muestra en la caja.

4.6.4. Potencial de hidrégeno pH

Se determind mediante el método de dilucién. Se peso6 1.0 g de muestra de suelo y se llevé
a un volumen de 10 mL de agua destilada, manteniendo una relaciéon de 1:10. Dicha
solucion se llevo a un vortex Grant PV-1 por 1 min, para ser leido posteriormente por el
electrodo de pH del equipo Hach® Modelo HQ40d.

4.6.5. Determinacién humedad del suelo

Se midio el contenido de humedad en el suelo tanto al inicio del tratamiento como en el
trascurso de este. Como primera instancia se peso el crisol vacio (Cv), luego se abtuvo el
peso del crisol con la muestra de suelo (Ci). Finalmente se llevé este crisol con la muestra
de suelo himedo a un horno de secado a una temperatura de 106°C por 24 horas para
obtener asi el peso del crisol final (Cf). El contenido de agua se calculé utilizando la
ecuacion 7.

% humedad = =L (Ecuacién 7)
f~tv
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4.6.6. Recuento de bacterias heterdtrofas e hidrocarburoclastas

Se utiliz6 el método de recuento en placa por siembra superficial en el Agar
correspondiente (Nutritivo y Selectivo), cabe resaltar que este proceso se realizd tanto en
escala de laboratorio como en el piloto.

Para ello, se preparé una dilucion de 1.0 g de suelo en 9.0 mL de agua destilada
previamente esterilizada (10~1). Posteriormente se tomaron 10 pL de cada muestra y se
transfirieron cada una a un tubo con 9.9 mL de agua destilada estérii 1073
respectivamente. A partir de estas Ultimas muestras se tomé 1.0 mL de cada muestra y se
transfirio cada una a un tubo con 9.0 mL de agua destilada para asi conseguir la dilucion
10~* por cada muestra. Finalmente, se tomo de la dilucion 1073y 10~%, 0.1mL de muestra
y se deposit6 este volumen en la superficie del medio selectivo y nutritivo respectivamente.
Dicha alicuota se sembr6 y se incub6é a 30°C durante 2 dias para el medio nutritivo y
durante 5 dias para el medio selectivo siguiendo la metodologia utilizada por (Madigan et
al., 2004).

La ecuacion utilizada para el calculo de las UFC/g suelo es:

UFC , volumen dilucion 1 .,
= No de colonias * ———— (Ecuacion 8)
g suelo factor dilucion gr suelo

4.6.7. Aislamiento y caracterizacion bacteriana

Se aislaron las bacterias predominantes en los microcosmos implementados. Se
escogieron las bacterias con morfotipos diferentes visualmente comparando su color,
forma y bordeado, para posteriormente ser identificadas por marcadores moleculares.

Se tomo una muestra de la colonia con diferente morfotipo y se sembr6 en una caja Petri
suplementada con agar nutritivo, para el caso de las bacterias heterétrofas y en agar
selectivo para el caso de las hidrocarburoclastas. El método de siembra utilizado fue el de
agotamiento para obtener cepas puras. Se manejaron las mismas condiciones de
crecimiento estipulados en el apartado 4.6.6 para cada tipo de bacteria. Para el caso
especifico de las bacterias hidrocarburoclastas, tras haber realizado el aislamiento en el
agar selectivo, se llevo la cepa a un medio nutritivo para brindarle un ambiente mas propicio
de crecimiento durante 5 dias.

4.6.8. Caracterizacion molecular de las cepas bacterianas aisladas

Esta fase de la metodologia se realiz6 en el laboratorio de Biologia Celular y Molecular de
la Universidad Nacional de Colombia Sede-Medellin, adscrito al grupo Microbiop. Para ello
se utilizé la técnica de extraccién de ADN de las colonias aisladas y posterior amplificacion
del gen ribosomal 16S (ADNr 16S) utilizando la técnica de PCR. El producto de PCR fue
secuenciado, comparado los resultados con las secuencias depositadas en bases de datos
para determinar la identidad de las cepas bacterianas presentes en los tratamientos.
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4.6.8.1.Extraccion de ADN de las cepas

Se determinaron las diferentes colonias en los tratamientos mediante su evaluacion
morfolégica macroscopica. Posteriormente, se aislaron estos morfotipos en los medios
correspondientes, selectivo y nutritivo, estos fueron incubados y aislados por 24 horas a
32 °C. Tras culminar el tiempo de incubacién se tomé una muestra de la colonia
diferenciada y se transfiri6 a 50 uL de TE con una concentracion de 0.1X TRIS HCI en
tubos de 1.5 mL. Luego se llevaron los tubos al bafio de maria a 100°C por 5 minutos, se
aplicé vortex rapidamente y se colocaron los tubos de nuevo al bafio de maria. Se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugo a 5000 rpm por 5 minutos,
finalmente se tomaron 5.0 uL del sobrenadante y se adicionaron a 45 L de agua ultra
pura, de acuerdo con la metodologia de Silva-Bedoya et al., (2016).

4.6.8.2. Amplificacion del ADNr 16S mediante PCR

El gen ribosomal 16S (ARNr 16S) fue amplificado usando los cebadores universales Eubac
27F (5 AGAGTT TGATCC TGG CTC AG-3) y 1492R (5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT
T-3’) (Dunbar et al., 1999).La amplificacion se realiz6 en un volumen final de 30 uL ,
conteniendo 3 puL de ADN , 3 pL de Buffer Tag 10x , 2.4 pL de MgCl,, 0.6 pL de dNTPs ,
0.3 pL de primer 1492R, 0.3 uL de primer 27F, 0.3 uL de Taq Polimerasa y 20.1 uL de
agua. La amplificacion fue realizada en un termociclador iCycler (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, Estados Unidos). La purificacion del producto de PCR se efectué utilizando
el kit QIAquick ® PCR Purification Kit siguiendo las recomendaciones del fabricante.

4.6.8.3. Secuenciamiento de los productos de PCR y andlisis filogenético

Las muestras de PCR purificadas fueron secuenciadas por el método de Sanger/capilar
por la empresa Macrogen (Korea). Para la edicion de las secuencias se utilizaron los
programas Chromas Pro y Mega para la eliminacién de fragmentos de baja calidad. A partir
de la secuencia editada se realiz6 la busqueda de secuencias con la herramienta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST), utilizando Standard Nucleotide BLAST, con la base
de datos de secuencias de ARN ribosomal 16S de Bacterias y Arqueas. Esta basqueda se
optimizé mediante la opcién Megablast, que permite la blsqueda de secuencias altamente
similares. Adicionalmente, fue realizado un analisis filogenético a partir de las secuencias
obtenidas. El arbol fue producido por el método de Neighbor-Joining con 1000 repeticiones
modelo Tamura 3, teniendo en cuenta la distribucion Gamma con 5 tasas de categoria,
mediante el software Mega 6.0.

4.7. Montaje del reactor de lecho estatico con aireacién pasiva

Para el escalado del mejor tratamiento de biorremediacion obtenido en los microcosmos,
se utilizdé un reactor de lecho estatico con aireacion pasiva. Este modelo se obtuvo en
estudios previos llevados a cabo en el laboratorio de Biorremediacién y Desarrollo
Tecnoldgico de la Facultad de Minas (Barrios, 2012). Mediante un disefio estadistico de
superficie de respuesta (25) en el que se varié pardmetros como humedad del aire,
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humedad del reactor, temperatura interna del reactor, temperatura ambiente, porosidad del
sistema y altura del reactor (Barrios, 2012), figura 10.

\

\

c) Reactor vista superior d) Reactor vista lateral
Figura 10. Montaje del reactor de lecho estatico de aireacion pasiva

De esta forma se obtuvo un polinomio caracteristico en el que se establecio el flujo de aire
gue iba a ser suministrado al sistema para las condiciones evaluadas. Teniendo en cuenta
este flujo y los requerimientos de suministro de oxigeno proporcionados por el modelo de
McCarty se determiné el &rea de transferencia de oxigeno requerida para que el proceso
se desarrolle de manera efectiva (Rittmann & McCarty, 2001).

Las dimensiones del reactor fueron, 0.8 m de ancho, 1.0 m de largo y 30 cm de alto con
un volumen total de 0.24 m?3, el material del reactor fue elaborado con material plastico
reciclado. La cantidad de suelo que se agrego al reactor de lecho estético (Barrios, 2012)
fue de 120 kg de suelo con un 20% adicional de tierra de capote y el 80% de suelo
contaminado (compost). Este compost se adicioné debido a que con este se logré
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mantener una cantidad de UFC/g desde el inicio del tratamiento, equivalente a la cantidad
de UFC/g lograda en el mejor tratamiento de los microcosmos (1*107), garantizando una
degradacién mas rapida del contaminante. Adicionalmente, con esta cantidad de compost
se generd un efecto de esponjamiento en el sistema, mejorando la transferencia de
oxigeno. La cantidad total de la mezcla fue de 144 kg. Cabe resaltar que el compost
maduro se obtuvo en un mercado local, el cual tiene las siguientes caracteristicas
fisicoquimicas, tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas del compostaje

Caracteristica Valor Unidad de medida

Arena 76 %
Limo 16 %
Arcilla 8 %
Clase Franco Arenoso --
Materia organica 18.3 %

Fosforo 358 mg/kg

Nitratos 51 mg/kg

Amonio 34 mg/kg
Nitrogeno total 11 %

Para el seguimiento del proceso en el reactor de lecho estético se evaluaron las siguientes
variables: pH, UFC de bacterias heterétrofas e hidrocarburoclastas, respirometria, HTP,
humedad relativa, humedad interna del reactor, temperatura interna del reactor vy
temperatura del ambiente. Dichas variables fueron tomadas en 5 puntos del reactor
ubicados 4 en las esquinas del reactor y uno en el centro del mismo.

Los nutrientes (N: P), el Tween® 80 y la leonardita se agregaron al reactor en el primer dia
del tratamiento, junto con la cantidad de agua necesaria para lograr un 30% de humedad.
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5.Resultados y Discusion

En este capitulo se presentan los resultados y su discusién con relaciébn a la
caracterizacion fisica quimica del suelo realizada antes y después del proceso a escala de
laboratorio y piloto. Se analiza el porcentaje de remocién de HTP en los microcosmos
evaluando diferentes concentraciones de Tween® 80. Este andlisis se complementa con
un estudio de pH, de produccion de CO; y una caracterizacion microbiolégica de los
tratamientos. Finalmente, se evalla el comportamiento de la tasa de degradacién de los
HTP en el reactor a lo largo del tiempo de experimentacion junto con otras variables que
influyen en la transferencia de oxigeno al sistema.

5.1. Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Las muestras de suelo iniciales fueron tomadas segun lo descrito en el Anexo A. Estas
muestras fueron llevadas al Laboratorio de Suelos de la Universidad Nacional de Colombia
—Sede Medellin para su analisis fisicoquimico. El calculo de los HTP de origen petrogénico
se encuentra en el Anexo B. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8.Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo contaminado antes y después del
tratamiento.

Tipo de suelo

Caracteristica Suelo Suelo Suelo Umda.d de
contaminado microcosmos reactor medida
(SC) (SM) (SR)
Arena 68 84 74 %
Limo 24 12 20 %
Arcilla 8 4 6 %
Clase Franco Franco Arenoso Franco -
Arenoso Arenoso
pH 6.5 7.1 7.4
Contenido de 1,8 30 30 %
agua
Densidad real 2.47 2.54 2.1 g/cm3
Densidad 1.24 1.24 0.84 g/cm3
aparente
Porosidad 49 51 60 %
Materia 9.1 7.3 7.4 %
Orgénica
Fosforo 34 20 177 mag/kg
Nitratos 1 90 175 mag/kg
Amonio 9 180 7 mag/kg
Nitrégeno total 0.12 0.27 0.39 %
HTP 20900 10000 5000 ppm

petrogénicos
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Los suelos de este sector se caracterizan por ser bien drenados y por desarrollarse a partir
de depdsitos aluviales y cenizas volcanicas, en general suelen ser de estructura franco
arenosa (IGAC, 2014; Servicio Geologico Colombiano, 2015).Estas caracteristicas se
evidencian en los resultados obtenidos , donde se corrobora su estructura Franco Arenosa
tanto al inicio como al final del tratamiento.

Para determinar si los parametros quimicos y fisicos son los adecuados, se debe
determinar el posible uso potencial del suelo posterior al proceso de biorremediaciéon que
se esta aplicando, debido a que los rangos éptimos de estas variables cambian segun el
uso al que se destine. Debido a que el suelo fue extraido de una finca ganadera, se
esperara que el suelo cumpla con las condiciones necesarias para producir especies
forrajeras.

En los tres tratamientos de suelo SC, SM y SR, el pH se mantuvo en rangos neutros a
medianamente basicos. En general se puede afirmar que los valores son adecuados
debido a que los suelos mas adecuados para cultivar son los que tienen un pH
comprendido entre 5,8 y 7,5, ya que los nutrientes de las plantas en general presentan su
maxima solubilidad en este intervalo (Gonzales-Naranjo et al., 2010).

La porosidad aumenté tras la aplicacion de los tratamientos tanto en el reactor como en
los microcosmos. El aumento en la porosidad del reactor fue mas notoria debido a la
adiciéon de compostaje que género un efecto de esponjamiento en el suelo. En el caso de
los microcosmos la porosidad aumento en un 2% con respecto al suelo contaminado inicial;
este aumento se puede atribuir al efecto de la leonardita, la cual mejora la porosidad del
suelo debido al efecto de agregacion de particulas finas, generando que el oxigeno fluya
con mayor facilidad en la matriz del suelo y asi sean mas eficientes los procesos aerobios
(David et al., 2014).

La materia organica (M.O) se mantuvo en el rango muy alto para los tres tipos de suelo,
segun el método de Walkley-Black, con valores superiores a 3.6% .En SC se presentd un
porcentaje de 9.1 mientras que en el suelo con tratamiento se evidencié un valor de 7.3 %
para SMy de 7.4% en SR. Comparando la cantidad de materia organica antes y después
del tratamiento en los microcosmos, se puede evidenciar una disminuciéon en este
porcentaje, el cual se debe a que en el proceso de biorremediacion se consumié parte del
petréleo crudo, el cual al ser un hidrato de carbono, se incorporé a la materia organica
nativa del suelo aumentando drasticamente su valor (Gonzales-Naranjo et al., 2010). La
aplicacion de Leonardita evitd que la cantidad de materia organica disminuyera
drasticamente, debido a que en un estudio previo realizado sobre un suelo cercano al sitio
de impacto sin contaminacion, se evidenciéo un valor de tan solo 0.75% de materia
organica. Por tanto gran parte de la materia organica que fue encontrada en el suelo
contaminado consistia en los hidratos de carbono pertenecientes al petréleo crudo.

El nitrégeno total en SC presenta un nivel medio (0.1-0.2%), mientras que en SM su nivel
fue alto (0.20-0.3%). La aplicacion del tratamiento de biorremediacion aumento la cantidad
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de nitratos e ion amonio disponible para ser consumido por los organismaos vivos presentes
en el suelo, por tanto compenso la relacion tan alta de C:N que tenia inicialmente este, lo
gue ocasionaba la disminucion en la biodisponibilidad de este nutriente (Garcia et al.,
2009). En el reactor se observa una mayor concentracion de ion nitrato respecto al ion
amonio. Esto demuestra que el proceso de biorremediacion se estd dando de una manera
adecuada, ya que todo el amonio se transformo a nitrato, convirtiéndose en una fuente de
nitrégeno mas asimilable por las bacterias. A pesar de que en SM hay una alta
concentracion del ion nitrato, la cantidad del ion amonio es superior, esto puede suponer
gue en la comunidad bacteriana de SM no habia suficientes deberse a la escasa cantidad
de microrganismos pertenecientes al género Nitrosomas y Nitrobacter, los cuales se
encargan de transformar el amonio en nitrato.

En SC hubo un valor muy alto de fosforo segun su textura (34 mg/kg), el cual tras la
aplicacion del tratamiento disminuy6 a 20 mg/kg en SM , siendo aun un valor alto de fésforo
para este tipo de suelo (Gonzales-Naranjo et al.,, 2010). La disminucién se debe al
consumo de fdsforo por parte de las bacterias para desarrollar sus procesos metabdlicos,
ya que este elemento es indispensable para la formacion de ATP (Adenosin trifosfato), o
quizad debido a que parte del fosforo se pudo absorber en las sustancias humicas
adicionadas en forma de Leonardita. En SR la cantidad de fosforo fue muy alta 177 mg/kg
este aumento se asocia a la elevada cantidad de P en el compostaje (358 mg/kg).

5.2. Tratamientos de biorremediacién a escala de laboratorio

En esta fase del experimento se comprob6 cual era la mejor concentracion de Tween® 80
para ser aplicada posteriormente en la escala piloto. Para ello fue necesario la medicién
de diversas variables que permitieron escoger el tratamiento mas adecuado

5.2.1. Respirometria en los microcosmos

La respirometria es una medida indirecta de la degradacién de un contaminante, debido a
gue la cantidad de dioxido de carbono producido es aproximadamente el 60 % (Ver Anexo
D) de la cantidad de contaminante consumido por los microorganismos.

En la figura 11 se presenta la produccion de C0O, para cada uno de los tratamientos
evaluados en funcion del tiempo.

Para determinar el mejor tratamiento se calcul6 la pendiente de cada una de las curvas
cuyo significado permitia entender la cantidad de didxido de carbono que se producia por
dia. Adicional a esto, se observo que la curva presentaba un comportamiento diferente en
ciertos tramos, siendo mas inclinada desde el dia 0 al 16 y comportandose de manera mas
estable del dia 16 en adelante. Esto se evidencia en un cambio abrupto de pendiente en
los dos periodos de tiempo mencionados y dos mecanismos de reaccion diferentes (Ver
figura 11 y tabla 9). La linea roja denota el cambio de pendiente. A continuacién se
muestran las medias de las pendientes de cada tratamiento.
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Figura 11. Respirometria de los microcosmos a lo largo del tratamiento.

Tabla 9. Cantidad de €0, producido por tratamiento

i ; co
Produccion media de €O, (M)
g sueloxdia

Tratamiento | Replicas Dia 0-16 Dia 17-80

Bl 3 0.119 0.047
Bl 3 0.131 0.052
Bl 3 0.141 0.053
BS 3 0.125 0.045
AT 3 0.087 0.051
C 3 0.037 0.032

De esta manera fue posible demostrar que la cinética de produccion de €0, presenta dos
comportamientos, en el primer lapso de tiempo, la pendiente de las curvas es
aproximadamente dos veces la pendiente del segundo lapso de tiempo. Lo que sugiere la
presencia de dos mecanismos de reaccion, de orden uno y orden cero. Presentando una
fase estacionaria tras los 16 dias de tratamiento.

Por tanto, para la determinacién del tratamiento que producia mayor cantidad de dioxido
de carbono, se evalué los dos lapsos de tiempo. Para ello se realizé un estudio estadistico
implementando un andlisis de varianza y una prueba de comparaciones mdltiples para
determinar si existia diferencia significativa entre estos y asi comprobar cuél era el mejor:
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Tabla 10. Analisis de Varianza (Dia 0-16)

Fuente Sumade Grados Cuadrado Raz6n- | Valor-P
Cuadrados de Medio F
libertad
Modelo 0.0222897 5 0.00445794 120.37 | <0.0001
Error 0.000444413 12 0.0000370344
Total 0.0227341 17

Tabla 11. Andlisis de Varianza (Dia 17-80)

Fuente Suma de Grados Cuadrado Razon- Valor-P
Cuadrados de Medio F
libertad
Modelo 0,000946423 5 0,000189285 31,28 | <0.0001
Error 0,0000726133 12 0,000006051
Total 0,00101904 17

Los resultados obtenidos en la tabla 10 y 11, muestran que el valor de F>1 vy el valor bajo
de p en los dos lapsos de tiempo (p<0.0001), muestran que las aplicaciones de Tween®
80 producen un efecto en el aumento la produccién de C0O, en los diferentes tratamientos
de biorremediacién en un 60% aproximadamente, lo que indica que si existe diferencia
significativa (valor p< 0.0001) entre las medias de los 6 tratamientos en ambos lapsos de
tiempo, ver tabla 10y 11.

Para corroborar esta hipétesis y establecer que tratamientos difieren entre si, se realizé
una prueba de comparaciones multiples para ambos lapsos de tiempos utilizando la prueba
de LSD de Fisher (Ver Tabla 12 y 13).

Tabla 12. Produccién diaria de dioxido de carbono (Dia 0-16) por Prueba de LSD de Fisher

Tratamientos Medias( mg €0z ) Agrupamiento

g sueloxdia LSD

Bl 0.141 A

Bl 0.131 AB

BS 0.125 BC

Bl 0.119 c

AT 0.087 D

C 0.037 E

Tabla 13. Produccion diaria de dioxido de carbono (Dia 17-80) por Prueba de LSD de
Fisher

Tratamientos Medias( mg €0z ) Agrupamiento
g sueloxdia LSD
Bl 0.05297 A
Bl 0.05263 A
AT 0.05167 A
Bl 0.04707 B
BS 0.04583 B
C 0.032 C
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Para el primer lapso de tiempo se observd que a pesar de que los tratamientos Bll y Blll
no presentaban diferencia significativa, ver tabla 12. Este dltimo difiere de los demas
tratamientos, ya que presenta una media de produccion de dioxido de carbono superior a
las demas. En el segundo lapso de tiempo, la produccién de didxido de carbono de este
tratamiento (BIIl) disminuy6 a la mitad. Este tratamiento no presento diferencia significativa
con BIl y AT, pero si con los demas tratamientos

Estudios realizados por Tahhan et al. (2011), muestran que a pesar de adicionar un
consorcio bacteriano con cepas hidrocarburoclastas y nutrientes, a un suelo contaminado
con un lodo de perforacion con un 82 % de HTP, los niveles de produccién de diéxido de
carbono son bajos, 4 mg/g suelo a los 200 dias de tratamiento. Pinto et al. (2007) analizé
la ausencia y presencia de Tween® 80 en la produccidon de didéxido de carbono en un suelo
contaminado con diésel, encontrando que la produccién para el primer tratamiento
(ausencia) era aproximadamente un 30% inferior a la obtenida en el segundo tratamiento
(presencia).

En esta investigacion la produccion mas alta de diéxido de carbono se obtuvo en el
tratamiento Blll (1.5 g/L Tween® 80), registrando los valores de maxima produccién de
dioxido de carbono a los 80 dias de tratamiento con un valor de 6 mg/g suelo. Estos valores
son comparables con el estudio realizado por Pinto et al. (2007), quien evalué la aplicacion
de nitrégeno, fosforo y 2.0 g/L de Tween® 80 como agentes estimulantes en el suelo,
obteniendo una produccién de diéxido de carbono de 4.84 mg/g suelo a los 55 dias,
superior en tan solo un 3 % al valor encontrado en la presente investigacion en el mismo
lapso de tiempo. La concentracion que se degrado en la investigacion realizada por Pinto
et al. (2007), fue de 5561 ppm, un 25% menos del valor de HTP encontrado en esta
investigacion. De acuerdo con lo anterior, el proceso de biodegradacion para el
microcosmos BIlll fue altamente eficiente comparado con otros estudios previos. Esta
eficiencia se le puede atribuir a la adicion de Leonardita, propiciando un ambiente en el
suelo que favorece las reacciones de biodegradacion aumentando la rapidez y eficiencia
de estas. Estudios realizados por Turgay et al. (2010) reportan que la degradacion de
hidrocarburos estd ampliamente relacionada con la produccion enzimatica (ureasa,
fosfatasa, deshidrogenasas) y que la aplicacion de Leonardita mejora la produccién de
estas enzimas en un suelo contaminado con hidrocarburos.

5.2.2. Concentraciéon remanente de HTP en los microcosmos

En la tabla 14 se muestran las concentraciones remanentes medias de HTP obtenidos en
los 6 tratamientos de biorremediacion.



46

Tabla 14. Concentracion de HTP en los tratamientos evaluados

Tratamiento Replicas Concentracion
remanente de
HTP [ppm]
Bl 3 11000
Bl 3 11600
Bl 3 10000
BS 3 10600
AT 3 17000
C 3 6300

Conociendo estos valores fue posible determinar el porcentaje de degradacion obtenido
en cada uno de los tratamientos. Este valor se calculé teniendo en cuenta los HTP
presentes inicialmente en la muestra del suelo. La férmula utilizada fue la siguiente:

HTP;

HTP=HTPs o 100) (Ecuacion 9)

% degradacién = 100 — ( .

En la Figura 12 se muestran los porcentajes de degradacion obtenidos en cada
tratamiento. El mayor porcentaje de degradacion se obtuvo en el tratamiento control con
un 69.69%, esto se debe a la concentracién elevada de HCI (2M) que se adicion6 para
controlar el crecimiento microbiano. La concentracién de HCI fue eficaz para evitar el
crecimiento microbiano, generando al mismo tiempo una remocion de los hidrocarburos
presentes en el suelo. Esto coincide con lo reportado por (Dike et al., 2013). El tratamiento
de atenuacion natural presenté un porcentaje de degradacion del 23.44 %, estos valores
son bajos en comparacion con los tratamientos en los que se adicionaron nutrientes y
agentes estimulantes, para los cuales el porcentaje de degradacion fue aproximadamente
de un 48% en promedio, aumentando en un 50% respecto a la atenuacion natural. Para
los tratamientos en los que se aplicd Tween® 80, nutrientes y Leonardita los porcentajes
de remocién fueron similares, el tratamiento Blll con un porcentaje de degradacion del
52% muestro un mejor comportamiento. Para el tratamiento BS al cual no se aplicé
Tween® 80, este presento un porcentaje de degradacion del 48.9%, el cual es elevado en
comparacion con los tratamientos en los que se aplicé este surfactante.



47

100

90
80
_ 70
3 60
Q 2
=) 47,368 48,963 >3
< 50 e
) AR
5 40 NS
X 30 A
T
et )
Py
10 AR
O Nt Nt Nl
AT BIl BI BS BIll C

TRATAMIENTOS

Figura 12. Porcentaje de degradacién de HTP en los tratamientos evaluados

Debido a la cercania de los datos en los tratamientos en estudio, fue necesario determinar
si existia diferencia significativa entre estos para asi poder determinar el mejor tratamiento.

Para ello, fue necesario realizar un analisis de varianza y una prueba de comparaciones
multiples mediante el test de LSD de Fisher (Ver tabla 15)

Tabla 15.Porcentaje de biodegradacion aplicando prueba de LSD de Fisher

Tratamientos Medias( mg €02 ) Agrupamiento

g sueloxdia LSD

C 69.70 A

Bl 52.15 AB

BS 48.96 BC

BI 47.37 BC

Bl 44.18 BC

AT 31.42 C

Asi, se pudo corroborar que no existia diferencia significativa entre los 4 tratamientos en
estudio (BS, BI, BIl y BIll), por tanto la aplicacion de Tween® 80 no ejerce un efecto
significativo en la remocién de HTP segun la prueba estadistica aplicada. A pesar de ello,
el valor mas elevado de remocion de HTP exceptuando el Control fue Blll, cuya produccién
diaria de dioxido de carbono es superior con respecto a los demas tratamientos. De esta
manera, BIlll es la alternativa mas adecuada para implementar un sistema de
biorremediacion a escala piloto.

El porcentajes de remocion para el mejor tratamiento es de 52.15%, este valor es similar
al reportado por Pinto et al. (2007), para tratamiento con aplicacion de nutrientes y Tween®
80, con un porcentaje de degradacion de HTP del 40 %, un 12% menor a los resultados
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de esta investigacion. La molécula degradada en el estudio de Pinto et al. (2007) “diésel”
es de menor complejidad respecto al petréleo crudo, lo cual sustenta la eficiencia del
tratamiento aplicado en este estudio. Este porcentaje de biodegradacion del contaminante
se vio influenciado igualmente por la presencia de Leonardita, cuyo nimero de grupos
funcionales de naturaleza reactiva, como hidroxilos, carbonilos y carboxilos; mejoran la
eficiencia de la ruta biodegradativa del contaminante (Ver Anexo C).

Tahhan et al. (2011), reporta para un tratamiento con aplicacién de nutrientes y un
consorcio bacteriano, una tasa de remocion de hidrocarburos del 42% en un periodo de 80
dias. Los valores obtenidos en el tratamiento BIIl superan en un 10 % los valores de
biodegradacion encontrados en las investigaciones de Tahhan et al. (2011).

5.2.3. Variacién pH en las microcosmos

La figura 13 muestra la variacién del pH para cada uno de los tratamientos. En la etapa
inicial, sin la aplicacion de ningun aditivo, el pH del suelo tuvo un valor de 6.6. En la mayoria
de los microcosmos el pH oscilo entre 6.6 y 8.5, llegando a estabilizarse desde el dia 50
hasta el final del experimento en un valor neutro cercano a 7. La Unica excepciéon se
presento en el tratamiento control, en el que el pH de 2.5 (acido) en todo el transcurso del
proceso, debido a la adiciond de una solucién de HCI 2.0 M para evitar el crecimiento
microbiano. Se presentd un incremento del pH en los tratamientos BS, Bl, Bll y Blll en la
primera semana, debido al proceso de hidrolisis de la urea. De acuerdo con Gonzalez et
al. (2015), esto se debe a la accién de la enzima ureasa que genera un ambiente de
basicidad alcanzando un valor de pH igual o superior a ocho (Hernan Gonzalez Osorio,
Siavosh Sadeghian Khalajabadi, Rubén Dario Medina Rivera, 2015).

Para Pinto et al. (2007), en los procesos de biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos se puede observar un comportamiento del pH final entre 6.5 a 7.5, lo cual
coincido con lo obtenido en el presente estudio. De acuerdo con Pawar (2015), los valores
de pH determinan el éxito del proceso de biorremediacion, pH entre 6.0 a 8.0 favorecen
la mayoria de procesos involucrados en la biorremediacién, siendo el pH de 7.5 el mas
adecuado, debido a que se favorece el incremento en la poblacion bacteriana y mayores
tasas de produccion de ATP.
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Figura 13. Variacion del pH en los microcosmos

5.2.4. Caracterizacién microbiol6gica de los tratamientos

5.2.4.1. Caracterizacion del crecimiento de bacterias heter6trofas e
hidrocarburoclastas

En las Figuras 14 y 15 se muestra el comportamiento para el crecimiento de las bacterias
heterétrofas e hidrocarburoclastas a lo largo de los diferentes tratamientos.
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Figura 14. Crecimiento de bacterias heterotrofas en los tratamientos para los diferentes
tratamientos para 80 dias a 32°C.



50

1,E407
1,E+06
1,E+05
1,E+04
1,E+03

Log(UFC/g)

1,E+02
1,E+01
1,E+00
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tiempo (dias)

—0—2BI Bl Bl —@—BS —@—AT —@—C

Figura 15. Crecimiento de bacterias hidrocarburoclastas para los diferentes tratamientos
para 80 dias a 32°C.

En todos los tratamientos se pueden observar 3 fases de crecimiento bacteriano : una fase
exponencial (0-10 dias), una fase estacionaria (10-65 dias) y una fase de muerte celular
(65-78 dias). Esto coincide con Madigan et al. (2004), quien reporta la presencia de estas
tres fases en el crecimiento bacteriano junto con una fase de adaptacion la cual en el caso
de estudio no se distingue con claridad.

Se presento un crecimiento considerable de las bacterias heterétrofas en los microcosmos
BI, BII, Blll y BS tras la primera semana de tratamiento, pasando de 5.8 x 10* UFC/g a
aproximadamente 1.0 x 107 UFC/g. Este valor se mantuvo casi constante (con algunos
crecimientos leves) hasta el dia 35, momento en el cual comenzg la etapa de decrecimiento
celular. Dicho comportamiento fue similar en el tratamiento de Atenuacién Natural, salvo
gue el crecimiento bacteriano fue de un 86% menos respecto a los demas tratamientos.
En el caso del tratamiento control se presenté una disminucién considerable en la cantidad
de UFC/g en los primeros 14 dias para luego estabilizarse.

En el caso de las bacterias hidrocarburoclastas el comportamiento fue diferente, debido a
gue el medio de cultivo selectivo en el que crecieron las bacterias es mas deficiente
comparado con el medio nutritivo, por tanto la cantidad de UFC/g alcanzada en los
primeros siete dias en las bacterias heterétrofas se logré en las hidrocarburoclastas a los
40 dias. En general, el comportamiento de las UFC/g en los tratamientos BI, Bll, Blll y BS
se mantuvo creciendo de forma acelerada en los primeros 20 dias, para posteriormente
estabilizarse entre el dia 20 y 56, decreciendo hasta el dia 80. En AT se presenté un
incremento de las UFC/g a los 14 dias, para luego mantenerse estable hasta el dia 63 en
el que se evidencia un leve decrecimiento hasta el dia 80. Finalmente, en el tratamiento
control se observd un descenso en el numero de UFC/g desde los primeros dias de
tratamiento para luego mantearse estable en el dia 22 hasta el final del proceso. Los
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valores de UFC/g en BI, BIl, Blll y BS son de un 95% superior al tratamiento de AT.
Confirma lo reportado por Jayashree et al. (2007), la aplicacion de nutrientes y de agentes
organicos cono la leonardita y el Tween® 80 estimulan el crecimiento microbiano.

Entre los 4 tratamientos Bl, Bll, Blll y BS, el que produjo una mayor cantidad promedio de
UFC/g tanto en las bacterias heterétrofas como en las hidrocarburoclastas fue BIll,
manteniéndose siempre por encima de Bll, Bl y BS.

Los rangos y comportamiento de las UFC/g obtenidos en ambos medios de cultivo son
semejantes con los encontrados en estudios previos. Es el caso del estudio realizado por
Roy et al. (2014), quien biorremedié un suelo contaminado con petréleo, adicionando
nutrientes y un inéculo de bacterias hidrocarburoclastas, obteniendo una produccion de
UFC para bacterias heterétrofas y bacterias hidrocarburoclastas de 1.2*10” y de 5.2*10%,
respectivamente. Para la presente investigacion, la cantidad de bacterias heterétrofas fue
superior a 3.4*107, respecto a los resultados de Roy et al. (2014). En el caso de las
bacterias hidrocarburoclastas fue inferior a lo reportado por Roy en casi 3 unidades
logaritmicas. Este incremento fue causado por la concentracion tan elevada de in6culo
bacteriano de cepas hidrocarburoclastas aplicado a los tratamientos (4.7 *10'%) en el
trabajo de Roy et al. (2014).

Existe una relacién directa entre el crecimiento bacteriano y la produccion de didxido de
carbono en los microcosmos, debido a que tanto el pico de crecimiento bacteriano como
el de la produccion de diéxido de carbono se obtuvo en los primeros 20 dias de tratamiento,
periodo en el cual se genera el consumo de hidrocarburos con mayor biodisponibilidad en
la matriz del suelo (Prada, 2016; Sayara, Sarra, & Sanchez, 2009). Posteriormente,
comenz0 una fase estacionaria en la cual el crecimiento bacteriano se mantuvo constante
y la produccién de diéxido de carbono disminuy6é notablemente, producto de la poca
biodisponibilidad del contaminante para ser consumido por las bacterias. Para mejorar el
proceso de biorremediacion, es necesario mantener el metabolismo bacteriano activo,
como en los primeros 20 dias de tratamiento(Prada, 2016; Sayara et al., 2009). Se hace
necesario adicionar co-sustratos en lapsos especificos de tiempo para garantizar que la
curva de crecimiento bacteriano y la tasa de produccion de diéxido de carbono se
encuentre siempre en fase exponencial, para asi lograr un porcentaje elevado de remocién
del contaminante en menos tiempo (Prada, 2016; Sayara et al., 2009).

5.2.4.2. Caracterizacion molecular de las bacterias

En todos los tratamientos aplicados excepto el control y la atenuacion natural, se
seleccionaron aislados con caracteristicas morfologicas diferentes, tanto en el medio
selectivo como en el nutritivo. Se obtuvieron 4 aislados del medio nutritivo (A, B, C, E) y 3
aislados del medio selectivo (F, G, H). Estos aislamientos se realizaron en la mitad del
tratamiento de biorremediacion de los microcosmos, momento en el cual las bacterias
presentaban un comportamientos estable de crecimiento. En el anexo D se observan los
aislados con caracteristicas morfoldgicas diferentes.
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Tras realizar la extraccién de ADN de los aislados, su amplificacion exitosa del gen ARNr
16S, la secuenciaciéon y comparaciéon con secuencias de bancos de datos, se realizé un
dendograma, que muestra la relacion entre los géneros obtenidos, teniendo la formacién
de dos clusters muy relacionados (Ver figura 16). Los aislados fueron predominantemente
de la familia Bacillaceae (Tabla 16), sin embargo, otras cepas identificadas pertenecen a
los géneros Brevundimonas y Staphylococcus (ver tabla 16). En el género Bacillus, han
encontrado bacterias que producen biosurfactantes capaces de mejorar la
biodisponibilidad del contaminante y acelerar el proceso de biorremediacion (ver tabla 16).
Estas bacterias son capaces de tolerar altas concentraciones de hidrocarburos y sus
derivados. En cuanto a los aislados F y H a pesar de no pertenecen al género Bacillus, han
sido descritas como altamente tolerantes a ambientes contaminados con petréleo crudo y

actividad biodegradativa de HAP respectivamente (ver tabla 16).

Tabla 16. Identificacion taxondmica de bacterias aisladas de suelos identificadas por
secuenciacion del gen ARNr 16S

Cédigo Organismo % Tamafio Actividad Referencia
aislado relacionado/ Similitud de
No de acceso secuencia
Gen Bank

SecA Bacillus 96 1380 pb | Produccién de (Varadavenkate
siamensis biosurfactantes en san & Murty,
strain PD-A10/ suelos contaminados 2013)
NR _117274.1 con hidrocarburos

SecB Bacillus 96 1467 pb | Cepa encontrada en el | (Nanclares,
pseudomycoid medio ambiente 2016)
es/
NR_113991

SecC Bacillus aerius 92 1509 pb | Cepa aislada de (Mansur, 2015)
strain 24K / sedimentos de aceite
NR_118439 crudo

SecE Bacillus 98 1406 pb | Produccion de (Borah & Yadav,
cereus ATCC biosurfactantes y 2016)
14579/ actividad
NR_074540 biodegradativa de

hidrocarburos

SecF Brevundimona 96 1339 pb | Cepa aislada en sector | (M. Lee,
s olei strain contaminado con Srinivasan, &
MJ15/ petréleo crudo Kim, 2010)
NR_ 117268

SecG Bacillus 97 1417 pb | Potencial (Thamer et al.,
thuringiensis biodegradadora de 2013)
strain ATCC crudo ligero
10792
/ NR_114581

SecH Staphylococcu 98 1403 pb | Biodegradacion de (Moscoso,
S warneri HAP (Hidrocarburos Teijiz, Deive, &
strain AW 25/ aromaticos Sanroman,
NR_025922 policiclicos) 2012)
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Figura 16. Andlisis filogenético basado en secuencias de genes 16S rRNA, de aislados
de suelo con secuencias de referencia. El arbol fue producido por el método de Neighbor-Joining
con 1000 repeticiones modelo Tamura 3 parametros teniendo en cuenta la distribucion Gamma con
5 tasas de categoria, mediante el software Mega 6.0.

Las cepas encontradas en este estudio hacen parte del ecosistema del suelo contaminado,
las cuales han sufrido un proceso de adaptacion y han sobrevivido a niveles tan altos de
contaminacion. Cabe resaltar la importancia de conocer el tipo de bacterias presentes en
el suelo, ya que con esta informacion, es posible conocer de una manera mas precisa el
proceso que se desarrolla en el suelo y las posibles rutas degradativas que llevan a cabo
estas bacterias por medio de su metabolismo. Ademas, el conocimiento de estas cepas,
dominantes en este ecosistema, puede servir para realizar procesos de bioaumentacién
en sitios donde la poblacién bacteriana es escasa.

5.3.  Montaje reactor de lecho estatico.

Tras los resultados obtenidos en los microcosmos, se seleccioné el tratamiento a ser
llevado a escala piloto: Blll. Esta decision fue tomada analizando los resultados
encontrados en cada una de las variables medidas en estos experimentos.

Dentro de los andlisis se encontrd que el tratamiento requeria un cosustrato adicional para
que la cinética biodegradativa se mantuviera ascendente en el tiempo, garantizando asi
una mayor cantidad de contaminante biodegradado. Esto se debe a que las bacterias
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requieren un estimulo primario proveniente de una fuente de carbono facilmente asimilable
para comenzar su metabolismo.

Segun la cinética de produccién de didxido de carbono encontrada en Blll, en el dia 16 la
curva disminuia su pendiente en casi un 60% hasta el dia 80. Esta disminucién se debe a
la falta de estimulo generado hacia las bacterias, por ello se adicion6 melaza como fuente
primaria de carbono cada 15 dias en el transcurso del tratamiento en el reactor, para
garantizar que el metabolismo bacteriano se mantuviera activo. La melaza adicionada se
calcul6 teniendo en cuenta la cantidad de contaminante que se degradaba en el tiempo;
este valor se determindé mediante la pendiente de produccién de didxido de carbono en el
lapso de 0 a 16 dias.

5.3.1. Respirometria en el reactor

En la figura 17 se observa la produccion de diéxido de carbono en el reactor en el tiempo.
Cabe mencionar que cada punto corresponde a un promedio de los cinco puntos
muestreados en el reactor. EI comportamiento de la curva sugiere que en el periodo de
tratamiento la produccién de diéxido de carbono no mantuvo una cinética constante, si no
gue cambio en distintos momentos del proceso. De esta manera se determinaron cinco
mecanismos de reaccién diferentes (A, B, C, D, E) que explican el comportamiento del
metabolismo microbiano teniendo en cuenta las nuevas condiciones a las que fue sometido
el reactor. Cabe resaltar que en los dias 15,30 y 45 se adicioné la melaza (cosustrato) para
acelerar el metabolismo microbiano.
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Figura 17. Produccion de diéxido de carbono vs tiempo

En la tabla 17 se presentan la variacion de la produccion de didxido de carbono a lo largo
del tratamiento.
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Tabla 17. Cantidad de diéxido de carbono producido en el reactor

Producciéon Media de di6éxido de carbono

Sigla Intervalo de Tiempo (Dias) Cantidad (g :ilf)‘:zm)
A [0-2] 0.74
B (2-21] 0.23
C (21-33] 0.19
D (33-45] 0.07
E (45-62] 0.20

De estos datos se puede interpretar, que la produccion de diéxido de carbono aumento
drasticamente en los primeros dias de tratamiento, alcanzando la produccién mas alta

(0.74 2992y e gl intervalo de tiempo A. Tras culminar este intervalo, la produccién de

g sueloxdia

CO, disminuy6 en casi un 70% (0.23 g"'gi) en el intervalo de tiempo B; manteniendo

suelo+dia

una tendencia casi constante, hasta el dia 33 en el que hubo un descenso marcado

alcanzando 0.07 g’"“’i en el intervalo de tiempo D. Por esta razon, se afiadi6 junto con

suelo+dia

la melaza una dosis adicional de Tween® 80 (1.5 g/L) para lograr desorber y biodisponer
la mayor cantidad de crudo en la matriz del suelo. Esta adicion se reflejo en el aumento de

la produccién de diéxido de carbono en casi un 60% en el dia 45 (0.20 —22%%2_ )

g sueloxdia

manteniéndose esta pendiente por un lapso de 17 dias.
5.3.2. Tasa de remocién hidrocarburos totales del petréleo en el reactor

La lectura de remocion de hidrocarburos totales, se determind en 5 momentos durante el
tratamiento. En el tiempo cero, a los 15, 30,45 y 60 dias de tratamiento.
A continuacién, se muestra en la gréfica 18 la cinética de degradacién residual de HTP, la
cual presenta dos mecanismos de reaccion delimitados por la linea roja.
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Figura 18. Remocion de HTP vs tiempo.

Se observa que la cantidad inicial de HTP disminuyé a casi un 53% en tan sélo 15 dias,
igualando el valor obtenido en los microcosmos a los 80 dias de tratamiento. Luego de
este periodo, la cantidad de HTP residual disminuye en una proporcion menor comparada
con los primeros quince dias. Al final del tratamiento se obtuvo una remocion del 76 % de
los HTP residuales.

La remocion obtenida es comparable con el estudio realizado por Sayara et al. 2010, en el
gue se adiciond una relacion 1:1 de compost a un suelo contaminado con HAPs en
diferentes estadios de estabilizacion del compost. En él, se comprobé que entre mayor sea
el grado de estabilizacion del compost mejores son las tasas de degradacién obtenidas de
este tipo de contaminantes, lograndose un porcentaje de remocion de hasta un 92% de
HAPs en tan solo 30 dias. Esto demuestra que el estudio realizado en esta investigacion,
presenta un porcentaje alto de degradacion (76%) debido a que solamente se adiciono el
20% de compost al suelo contaminado comparado con un 50% de compost adicionado en
el estudio de Sayara et al. Cabe aclarar que el compost utilizado en este estudio estaba
estabilizado, por un proceso de maduracién superior a 3 meses.

Para determinar la tasa de remocion de los HTP fue necesario calcular la pendiente de la
gréfica Ln [C/C,] vs tiempo en diferentes intervalos de tiempo en el tratamiento, debido a
gue la cinética de remocion no es la misma en todo el proceso (Ver Figura 18). Los datos
se listan en la tabla 18.

Tabla 18. Valor k en diferentes intervalos en el reactor

Intervalo de tiempo Tasa remocidn (k) [dia?]
[0-15] -0.040
(15-45] -0.017

Con esto valores es posible determinar la vida media del contaminante calculada mediante
la ecuacion 6. Por tanto, se obtienen dos valores para ti» ,17 dias para el primer intervalo
y 34 dias para el segundo intervalo de tiempo.

La mitad del contaminante se degrada a los 17 dias para el primer intervalo bajando de
20900 ppm a 11000 ppm, y a los 34 dias para el segundo intervalo bajando de 11000 ppm
a 5000 ppm.

El segundo valor del tiempo de vida media es superior al primero, debido a que en este
lapso de tiempo la biodisponibilidad del contaminante disminuye, evitando que las
bacterias puedan consumirlo con facilidad. La aplicacion de Tween® 80 en este periodo
de tiempo permite aumentar la biodisponibilidad del contaminante y lograr asi, mejores
resultados.

5.3.3. Variacion pH en el reactor

En la figura 19 se muestra la variacion del pH vs el tiempo de tratamiento
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Figura 19. Variacion del pH a los largo del tratamiento

Al igual que en los microcosmos el pH presenté un incremento en los primeros dias de
tratamiento producto de la hidrdlisis de la urea, para luego mantener un valor relativamente
constante hasta el final del tratamiento, alcanzando un valor de 7.5. En el estudio realizado
por Pawar (2015) éste valor de pH fue el mas adecuado para la biodegradacion de HAPs
presentes en un suelo contaminado por este tipo de hidrocarburos, debido a que se
present6 la mayor cantidad de produccién bacteriana y asi mismo la mayor tasa
degradativa del contaminante, logrando una porcentaje de degradacion del 50% en tan
solo 4 dias de tratamiento.

5.3.4. Caracterizacion microbiol6gica en el reactor

1,00E+09
1,00E+08 //‘\o—h—o\.\.\‘
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00
0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (dias)

UFC/g

Heterdétrofas  —@=— Hidrocarburoclastas

Figura 20. Crecimiento de bacterias heterotrofas e hidrocarburoclastas en el reactor



58

Tanto las bacterias heterotrofas como en las hidrocarburoclastas se observé una cantidad
elevada de UFC/g desde el inicio del tratamiento, alcanzando el objetivo propuesto
relacionado con la adiciéon de un 20% de compost, el cual ayudo a incrementar la cantidad
de bacterias desde el inicio del tratamiento en 3 unidades logaritmicas en promedio. Los
dos tipos de bacterias presentaron un aumento de una unidad logaritmica hasta el dia 20,
en el que se evidencio la maxima cantidad de UFC/g en el reactor 11 x 108 UFC/g. Este
valor de UFC/g se relaciona con la cantidad de dioxido de carbono producido en el intervalo
de tiempo Ay B ([0-2] y (2-21]) en donde se obtuvieron las maximas tasas de produccion de

CO; alcanzando valores de 0.74 y 0.23 (Lmz)) Ademads, fue en este mismo intervalo

g sueloxdia

en que se obtuvo la maxima remocion de HTP en el reactor (53%).
5.3.5. Variacién Temperatura internay externa en el reactor

La temperatura del reactor fue en promedio de 20°C, un poco menor comparada con la del
ambiente (23°C). Segun el disefio del proceso, se esperaba un aumento en la temperatura
del reactor, pero esto no sucedid, debido a que los reportes en los que se ha estudiado
este tipo de reactores tratan o transforman materiales organicos de desecho, que
presentan mayor disponibilidad de fuentes de carbono facilmente asimilables, produciendo
un proceso de fermentacién en el que el interior del reactor aumenta drasticamente su
temperatura llegando a alcanzar los 60 °C (Barrington et al., 2003; S. Yu et al., 2009) .El
contaminante que se tratd en este estudio fue un hidrocarburo de dificil asimilacion, por
tanto el proceso de descomposicion del mismo es diferente comparado con las fuentes de
carbono presentes en los residuos organicos. En la grafica 21 se muestra la variacion de
la temperatura en el reactor y en el ambiente circundante a lo largo del proceso.
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Figura 21. Temperatura vs tiempo dentro y fuera del reactor
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5.3.6. Variacion de la Humedad interna y externa en el reactor

La humedad en el ambiente fluctué mucho en el tiempo alcanzando valores maximos en
promedio de 80%. Y minimos de 60%, este es un parametro dificil de controlar ya que no
se contaba con un cuarto aislado en el que se pudiera suministrar una humedad constante.
La humedad interna en el reactor se mantuvo relativamente constante (30%) a lo largo del
tratamiento, y monitoreada de manera continla. Lo cual garantiza un proceso de

biorremediacién efectivo para la transferencia de oxigeno y la disolucién de los nutrientes
como Cho et al., (2000)
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Figura 22. Porcentaje de Humedad vs tiempo dentro y fuera del reactor



60

6. Conclusiones y Recomendaciones

6.1. Conclusiones

Los porcentajes de degradacion obtenidos en esta investigacion evidencian la eficiencia
del sistema de bioestimulacion evaluado en la biorremediacion en un suelo contaminado
con petréleo crudo. La bioestimulacion con Tween® 80 y Leonardita, constituye un método
de biorremediacién adecuado para el tratamiento de suelos impactados con derrames de
hidrocarburos.

La caracterizacion fisicoquimica del suelo antes y después del tratamiento permitio
establecer el efecto positivo de la aplicacion de este tipo de tratamientos en las
propiedades del suelo. Por tanto, el tratamiento es efectivo para disminuir la carga
contaminante de un suelo y permite lograr caracteristicas fisicoquimicas adecuadas,
mejorando asi su uso potencial a largo plazo.

La concentracion de Leonardita aplicada genero un efecto positivo en los tratamientos,
mejorando la porosidad del suelo y contribuyendo con sus grupos funcionales en los
procesos metabdlicos de los microorganismos.

La aplicacién de Tween® 80 en los procesos de biorremediacion de suelos contaminados
con hidrocarburos, es un factor determinante para la produccion de diéxido de carbono,
por tanto se puede concluir que la aplicacion de este surfactante si ejerce un efecto
significativo en la produccién de diéxido de carbono, siendo conveniente la aplicacién de
Tween® 80 superior a los 0.075 g/L.

Dentro de las variables evaluadas en todo el proceso, la respirometria fue fundamental,
debido a que con ella fue posible entender el comportamiento del sistema en cuanto a
adicion de cosustratos y bioestimulantes como el Tween 80.

En cuanto a la caracterizacion de las bacterias heterotrofas e hidrocarburoclastas en los
microcosmos a escala de laboratorio, se evidencio un crecimiento elevado de estas
posterior a la aplicacion de los tratamientos. Este pico de crecimiento se relaciona con la
maéaxima tasa de produccion de didéxido de carbono en los primeros 16 dias. Por tanto a
mayor cantidad de bacterias, mayor produccion de dioxido de carbono, el cual equivale al
60% del contaminante degradado.

Mediante la caracterizacibn molecular de las bacterias que presentaban morfotipos
diferentes en los microcosmos, fue posible comprobar que el ecosistema bacteriano
dominante en este suelo habia evolucionado para subsistir en ambientes con un alto grado
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de contaminacién y utilizar este compuesto como fuente de carbono, mediante el
desarrollo de estrategias de adaptacion

Finalmente, el disefio del reactor aplicado en este proceso demostré que la aireacion
pasiva junto con los bioestimuladores evaluados (leonardita, Tween 80 y compostaje) es
una técnica eficiente y econdmica para descontaminar suelos impactados por derrames de
hidrocarburo, logrando reducir hasta en un 70% la concentracion de HTP en tan solo 2
meses.

6.2. Recomendaciones

Se sugiere en experimentos futuros evaluar diferentes cantidades de Leonardita en los
tratamientos, y asi determinar una dosis Optima de la misma que genere un efecto
significativo tanto en la degradacién del contaminante como en las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo.

Conociendo que en la microbiota autéctona del suelo hay presencia de bacterias
potenciales productoras de biosurfactantes, se recomienda estudiarlas, determinando su
eficiencia en la mejora de los procesos degradativos de contaminantes que se adicionan
fuertemente a la matriz del suelo.

Con el fin de entender y conocer el ecosistema completo de este tipo de procesos, seria
necesario en futuras investigaciones realizar un analisis de la microbiota total por métodos
de secuenciacion masiva, estudiando las varianzas en la biodiversidad a través del tiempo
del proceso de biorremediacion.

Se sugiere para futuras experimentaciones, mejorar las condiciones en el reactor de lecho
estético, brindando una atmosfera y temperatura constante que no dependa de las
condiciones climaticas externas, permitiendo asi que el proceso se pueda desarrollar de
una forma mas eficiente.

Es recomendable probar este tipo de protocolo de bioestimulacion en suelos afectados con
altos niveles de contaminacion, no solo con hidrocarburos si no también con otro tipo de
compuesto toxicos como pesticidas.

En futuros ensayos, estudiar el potencial del suelo tratado, comprobando si es apto para
el cultivo de especies vegetales. Esto junto con bioensayos de toxicidad para garantizar
gue el poco contaminante remanente no se bioacumula en los organismos.
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A. Anexo: Muestreo del suelo

e Caracterizacion sector de muestreo

El sector escogido para la realizacién del muestreo del suelo, se encuentra en el municipio
del Valle del Guamuez en el departamento del Putumayo, ubicado en el piso térmico calido
localizado entre los 0 y 1000 msnm, con temperaturas medias anuales superiores a 24 °C
(Ver Figura 23).

Los suelos de la zona se caracterizan por desarrollarse a partir de depdsitos aluviales
heterogéneos y cenizas volcanicas; son bien drenados; de textura franco arenosa, muy
superficiales y pertenecientes al periodo cuaternario (Servicio Geologico Colombiano,
2015). La geomorfologia caracteristica en el punto de muestreo es la de una terraza aluvial
(IGAC, 2014).

s IR
Caix \“J\

Figura 23. Municipio de la Hormiga

Este municipio es atravesado por el segmento del oleoducto transandino conocido como
oleoducto Oso en direccion sur —norte, el cual transporta el crudo hacia el municipio de
Orito. La valvula de bombeo ubicada en la latitud: 0°24'53.75"N y longitud: 76°53'31.05"0O
esta asociada a este oleoducto y ha sido blanco en numerosas ocasiones de ataques
terroristas debido a su ubicacion estratégica y al alto flujo de hidrocarburo que bombea.
Dicha valvula se encuentra ubicada a 9 metros de la quebrada la hormiga y a 60 metros
de una vivienda habitada (Ver Figura 24).



64

i h:l\

Figura 24. Sector muestreo del suelo

Se determiné la zona de influencia directa de los derrames de crudo la cual tiene un
perimetro y area aproximados de 170,48 m y 3882 m? respectivamente. La zona de
influencia indirecta es de aproximadamente 1 Km quebrada abajo.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el muestreo se llevé a cabo en la zona
de influencia directa ubicada en latitud: 0°24'53.74"N y longitud: 76°53'30.64"0O (Ver Figura

25). Este predio le pertenece a una persona natural, la cual autorizo la toma de las
muestras.

a) Valvula de bombeo b) Quebradala Hormiga

o/ b ol
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¢) Zonainfluencia directa

Figura 25. Sector muestreo registro fotografico

e Proceso de muestreo

Como primera instancia, se realiz6 un muestreo aleatorio en el sector descrito para
determinar los puntos que presentaban mayor afectacion. Asi se comenz6 descapotando
el material vegetal en los puntos escogidos para efectuar el muestreo (Figura 26a).

Se observo que en los puntos mas préoximos a la valvula, la afectacién en el suelo era
mayor debido a que el crudo habia descendido 40 cm en el suelo (Figura 26b) mientras
gue los puntos mas alejados a la valvula en direccién Este presentaban una afectacion
superficial de solo 7 cm (Figura 26c).

Por tanto se decidi6 tomar las muestras en el sector mas cercano a la valvula, muestreando
los primeros 40 cm de suelo que presentaban altos niveles de contaminacion (Figura 26b).
Aunqgue se recomienda que el muestreo de un sitio contaminado debe hacerse a 40 cm
por debajo de la superficie del suelo(USEPA, 1991), las herramientas con las que se
contaba para el muestreo impidieron realizar dicha labor debido a la presencia de rocas
aluviales por debajo de los 50 cm de la superficie del suelo (Ver Figura 26d).

En total se recolectaron 400 kg de suelo que posteriormente fueron conducidos a la ciudad
de Medellin.
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a) Proceso de descapote b) Perfil suelo -sector cercano véalvula

d) Perfil suelo-capa rocas

Figura 26. Registro fotogréafico proceso de muestreo
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B. Anexo: Determinacion formula
molecular petrdleo crudo

e Determinacién de hidrocarburos petrogénicos en el suelo

Las muestras de suelo se llevaron al Laboratorio de Andlisis Instrumental de la Universidad
Nacional de Colombia-Sede Medellin para ser analizadas en cuanto a su contenido de
hidrocarburos totales del petréleo. A continuacion se evidencian los resultados obtenidos
mediante la prueba de Soxhlet de cada una de las muestras de suelo y el Cromatograma
de Masas del suelo contaminado.

En este estudio se determiné la cantidad de HTP presentes en la muestra de suelo
contaminado tanto de tipo biogénico como petrogénico. Para el proceso de
biorremediacién aplicado, el interés principal radica en tratar los hidrocarburos de tipo
petrégenico, por tanto se establecié un valor aproximado de los hidrocarburos biogénicos
presentes en la muestra de suelo. Este valor se obtuvo de un analisis de hidrocarburos
realizado a una muestra de suelo no contaminada, tomada cerca al sector del impacto
guebrada arriba. A continuacién se muestran los valores obtenido en las dos muestras de
suelo:
Tabla 19.Porcentaje de HTP en suelo sin contaminar y contaminado

Tipo de suelo Unidades Valor
Suelo contaminado % 2.12
Suelo sin contaminar % 0.03

De esta manera fue posible calcular el valor aproximado de la concentracion de
hidrocarburos petrogénicos presentes en el suelo a biorremediar, teniendo en cuenta la
Ecuacion 10.

HTPpetrogenicos-sc = HTPs¢c — HT Psg¢ (Ecuacion 10)

HTPyetrogenicos—sc = 2:12% — 0.03% = 2.09% HTP

e Determinacién formula del petréleo crudo

Conociendo el valor aproximado de la concentracion de hidrocarburos petrogénicos
presentes en el suelo contaminado, se requiere conocer una formula estimativa del crudo.
Debido a que dentro del petréleo crudo es posible encontrar un sin niumero de
hidrocarburos, es necesario calcular un promedio de ellos para encontrar una férmula
molecular aproximado del mismo. Este proceso se llevé a cabo segun lo establecido en
Agudelo 2009.

Para ello fue necesario realizar un estudio cualitativo por cromatografia de gases con
detector Selectivo de masas GC-MS. Este estudio revel6 los hidrocarburos caracteristicos
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presentes en la muestra de suelo. En general, se encontré hidrocarburos alifaticos de
cadena larga, con una estructura de entre 12 y 40 carbonos.

Se analizaron los picos mas significativos y los compuestos que presentaban un
porcentaje de compatibilidad superior al 94%.

A continuacion se evidencia los hidrocarburos escogidos:

Tabla 20. Hidrocarburos con mayor compatibilidad en el cromatograma del suelo
contaminado

Nombre hidrocarburo Formula Porcentaje compatibilidad en
cromatograma (%)

Hexadecano, 2,6,10,14- CyoHyy 95
tetrametil-

Heptadecano Ci7H3¢ 94
Pentadecano, 2,6,10,14- Ci9H3g 96
tetrametil

Nonadecano Ci6Hzq 98
Eicosano CyoHay 96
Docosano CyyHye 98
Heptacosano, 1-cloro C,7Hs5Cl 97

De esta manera se realiz6 un promedio simple entre los carbonos e hidrégenos presentes
en las moléculas de los hidrocarburos escogidos. Finalmente se obtuvo una formula
molecular tentativa para el petréleo crudo en estudio: Cz1Has.
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Figura 27. Espectro cromatografia de gases-masas del suelo contaminado inicial
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C. Anexo: Ruta degradativa del
contaminante

Esta ruta degradativa fue obtenida en la base de datos de biocatalisis y biodegradacion
de la Universidad de Minnesota (Minnesota, 1997)

1 2 3

N e e e e e PN CMEN RN
bt0001

=
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D. Anexo: Dosificacion de nutrientes

e Calculo dosificacién de nutrientes

Tras conocer la formula tentativa del petréleo crudo se procedié a calcular la reaccién
global del proceso segun los parametros establecidos por McCarty. En el estudio de los
pardmetros quimicos del suelo se obtuvo la concentracién de nitrégeno y fosforo presente
en el mismo; estos valores se tuvieron en cuenta para el calculo exacto del nitrégeno y
fosforo requeridos para el tratamiento.

Se realizO un proceso aerobio utilizando como fuente de nitrégeno el ion amonio
suministrado en forma de ureay tripolifosfato de sodio (NasP;0,,) como fuente de fosforo.

A continuacion se enuncian las semireacciones del proceso:

e Semireaccion donador de electrones (Ry)

L M oo o e
— — _)_
127 catlas T M2 = o L2 ¢

e Semireaccion aceptor de electrones (R,)

10+H++‘ 1HO
— %_
472 ¢ 7o

e Semireaccion de sintesis (R,)

1 1 L, 1 2
§C02+%NH3+H +e 4%C5H702N+§H20

La reaccién de energia es:R, = R, — Ry
La reaccion de sintesis es: R, = R, — R,

Calculando la reaccidn de energia se obtiene:

! C, H +10 211Ho+21 co
— — _)_ —
127 21743 T 472 T g5 127 7?2

Calculando la reaccién de sintesis se obtiene

1CH +1NH++1HCO—+2260 1CH0N+44H0
— — — [ ﬁ_ [
127 2143 T 07 T 20 3 7635 72 "0 577727 T 352

La reaccion global del proceso se obtiene mediante la ecuacion 11.:

R = f,R,; + f,R, (Ecuacion 11)



73

La fraccion del carbono destinada tanto para el proceso de sintesis bacteriana como para
los procesos energéticos serd de f; = 0,4y f, = 0,6 respectivamente, estos valores son
utilizados ampliamente en procesos aerobios (Agudelo, 2010)

La reaccién global realizando todas las operaciones resulta:
Cp1Hys +19.050, + 2.54 NH} + 2.54 HCO3 — 2.54CsH,0,N + 66.82H,0 + 10.84C0,
Para la obtencion de las relaciones molares de las especies reactantes (C: O: N: P) se

realiza el siguiente calculo teniendo en cuenta que el peso molecular del donador de
electrones es 295 g/mol, del nitrégeno es 14 g/mol y del oxigeno es 32 g/mol:

1:19.05 X o 2.54 X 14 1(254)( 14)
T 295" 295°6\" 295

De esta manera se obtiene la relacién C: O: N: P para el tratamiento en estudio:
1:2.06:0.12:0.02

Por lo tanto, por cada 100 gr de petréleo crudo se necesitan 206 gramos de oxigeno como
aceptor de electrones, 12 gramos de nitrdgeno y 2 gramos de fosforo.

Asi la relacion C: N: P aproximada es:
100:12:2
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E. Anexo: Calculos montaje reactor

El mejor tratamiento encontrado en los microcosmos fue BIlIl. Para escalar el proceso al
reactor de lecho estético, fue necesario encontrar la cantidad de diéxido de carbono que
se consumia, el cual equivale al 60% de la cantidad de contaminante degradado. Por tanto
fue necesario aplicar el modelo cinético de Monod en el consumo de dioxido de carbono
de este tratamiento, para asi conocer la tasa de suministro de oxigeno que requeria el
reactor. Se tomo la maxima tasa de produccién de dioxido de carbono desde el dia 0 al 16
en el tratamiento BIlIl para llevarla al reactor (Fase exponencial). Para una cinética de
primer orden el crecimiento microbiano esta dado por la ecuacion 12.

x = xgeMt (Ecuacion 12)
Aplicando logaritmo natural a ambos lados de la ecuacion se tiene:

In(x) = In(xy) + ut
In (%) = ut
In (xio)

t

=U
En donde u equivale a la pendiente de In (xi) VSt
0

Para el caso del tratamiento Blll la pendiente u equivale a 0.073

Segun el disefio realizado por Barrios 2012 los parametros que se tienen en cuenta para
calcular el suministro de oxigeno requerido y el area del reactor asociada a esta cantidad
son:

Tabla 21. Condiciones fisicas y bioquimicas para el montaje del reactor

Variable Valor Unidades
Temperatura ambiente 25 °C
Temperatura dentro del reactor 20 °C
Humedad en el reactor 30 %
Porosidad mezcla (Compost 61 %
20%-Suelo 80%)

Altura material 30 cm
Humedad relativa ambiente 60 %
Cantidad de suelo 147 Kg
Rendimiento McCarty (g O2/g 2.06 g O2/g Ca1Has

Co1Ha3)
Constante de degradacién 0.073 1/dia
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Teniendo en cuenta estas especificaciones, la cantidad de oxigeno requerido para lograr
la descontaminacion del contaminante seré:

0.00361 —Z%_

cm2Zxmin

De esta manera el area de transferencia requerida efectiva debe ser igual a 2.54 m? para
que el proceso de biorremediacién aerobio sea efectivo.

Por tanto se procedio6 a calcular el area efectiva presente en el reactor de lecho estético y
compararlo con el area requerida:

El &rea efectiva de trasferencia de oxigeno sera la suma del area del reactor mas el area
de los ductos de ventilacién.

Areactor = 2 % (0.3m x 1m) + 2 X (0.3 X 0.8m) + (0.8m X 1m)
Areactor = 1.88 m?
Aguctos = 0.23m? x 4
Aguctos = 0.92 m?
De esta manera el area total de transferencia que tiene el reactor es:
Arotar = 1.88m? +0.92m? = 2.8 m?

Por tanto, el area de transferencia que se tiene en el reactor es superior al area de
transferencia requerida. Esto garantiza que haya un exceso de oxigeno en el sistema,
mejorando el proceso de biorremediacion.
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Anexo: Registro Fotografico

Montaje microcosmos a escala de laboratorio

——
e -

[\

Figura 29. Montaje de los microcosmos
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Aislado G

Aislado F

Figura 30. Aislados obtenidos de los microcosmos
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