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RESUMEN

Durante los 40 anos de exploracion y extraccién de petréleo en el pais, el
problema de los fondos de tanques se han convertido en un problema
critico para las empresas petroleras, ya que es un residuo que no se
puede disponer en el suelo, no se puede botar en el agua, no se puede
reinyectar en arenas profundas, tienen alto contenido de hidrocarburos
aromaticos, metales pesados y residuos de quimicos. La alternativa mas
facil por la cual optaron varias empresas entre ellas Texaco, fue
almacenarlos en piscinas sin impermeabilizacidon; quedando al final de la
operacidn un pasivo ambiental inmenso, dispersos por la selva,

contaminando el agua y el suelo de zonas pobladas.

La Ley de Hidrocarburos aparece sistematizada con parametros para
disposicién de suelos contaminados en el Reglamento Sustitutivo expedido

con el decreto ejecutivo 1215 publicado el 13 de febrero del 2003.

Este trabajo investigativo experimental realizado en el Bloque 15,
pretende demostrar que los fondos de tanques pueden degradarse hasta
alcanzar parametros de legales, a través de una técnica de
biorremediacién. Para desarrollarlo se probd el método con seis
tratamientos y tres replicas (AT1, BT1, AT2, BT2, AT3 y BT3):

A lo largo de seis meses de seguimiento se controld los factores fisicos y
biolégicos en campo y en Quito con la asistencia de los laboratorios
GRUNTEC y Q-MAX. Se analizaron: los nutrientes, la concentracién de los
contaminantes y la poblacion bacteriana, también se aislaron las cepas de
bacterias que generaron la biorremediacién. Se comprobé que el
tratamiento BT3 llevado a cabo en un reactor de techo circular fue el mas

efectivo.

XV



1. INTRODUCCION

En una industria petrolera tipica, durante la fase de procesado del
petréleo que consiste en separar el crudo, del agua de formacion, gas y
arena, mediante procesos fisicos y quimicos, se produce anualmente en
un tanque con capacidad para 10000 barriles, unos 400 barriles de
sedimentos, conocidos como fondos de tanques, que son el objetivo de

nuestra problematica. Dpto. de Operaciones Bloque 15

Estos residuos por ser emulsiones son considerados en el Reglamento
Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas del Ecuador como
peligrosos, estan catalogados con el codigo A4060 (Desechos de mezclas
y emulsiones de aceite y agua o de hidrocarburos y agua), la ley

ambiental propone como métodos de tratamiento:

Recuperacién
Reutilizacion adecuada

Tratamiento

Las dos primeras alternativas no son viables en la practica. No se puede
rehusar o recuperar los residuos asentados en la base de los tanques
petroleros porque son residuos emulsionados producto de retrolavado de
tanques, lineas y separadores, contienen una gran cantidad de sdlidos en
suspension, metales pesados y hidrocarburo degradado, bacterias, etc.;
gue si se reingresa al sistema taponarian los finos filtros que hay en el
proceso de una planta petrolera, generando un proceso vicioso y
repetitivo con los consecuentes incrementos en los costos por dafios en

las bombas y retrasos en los procesos.



La Empresa Estatal ha rehusado estos productos asentados en la base de
los tanques, para mezclarlo con grava fina o lastre y luego disponer en las
vias de acceso de las islas de produccidn y carreteras que conducen a la
plantas, dando como resultado una gran cantidad de lixiviados con altos
contenidos de hidrocarburos y metales pesados que al ser arrastrados por
la lluvia, contaminan esteros, rios, el suelo, vegetacidon y a los seres que

usan, ingieren o viven en esta agua.

Teniendo este pasivo ambiental de la industria petrolera, el mismo que ha
sido objeto de denuncias por parte de los pueblos indigenas y colonos de
la amazonia. Sabiendo que han generado problemas de salud y afectacién
severa al medio bidtico. Que ha generado demandas que han trascendido
a nivel mundial, como es el ejemplo de los procesos judiciales que les son
imputados a Texaco, empresa a la cual se le tramita indemnizaciones por
mas de un billén de ddlares; como medida compensatoria por los dafios
causados a las personas y al agua primordialmente, al dejar abandonadas
a la intemperie cientos de piscinas con fondos de tanques, sin

impermeabilizacidn y sin ningun tratamiento.

Siendo la produccién de petrdleo la principal fuente de ingresos para la
nacién, pero también el principal factor de contaminacion por este tipo de
residuos. El interés de este proyecto ha sido investigar un método
alternativo de tratamiento para estos fondos de tanques, a través de un

método de biorremediacién de bajo costo econdmico y entrdpico.

Los procesos que se plantean estan enmarcados en parametros de control
rigurosos establecidos en el Reglamento Ambiental para Operaciones
Hidrocarburiferas del Ecuador (RAOH), promulgados en el Registro Oficial
1215 y los postulados de la ISO 140001 (Gestion Ambiental) y OHSAS
18001 (Gestidon de la Salud Ocupacional y Seguridad Industrial).



Conveniencia: Servird para tratar un pasivo ambiental altamente
contaminante de la industria petrolera y degradarlo hasta un nivel que se
pueda disponer al ambiente sin causar alteraciones o efectos adversos al

medio.

Relevancia social: Desde hace 40 anos estos residuos fueron colocados en
agujeros hechos en la tierra, formando piscinas de 10 por 30 metros o
mas, en lugares no apropiados. Lo cual genera aun contaminacién severa
al suelo y niveles freaticos, afectando por tanto a los vecinos del area y al

componente bidtico que rodea estas piscinas.

Actualmente muchas empresas queman estos residuos en incineradores
no apropiados o a cielo abierto generando una contaminaciéon atmosférica
importante y produciendo también contaminantes peligrosos como

dioxenos y furanos, asi como lluvias acidas en la region.

La creacion de este sistema de tratamiento no contaminante, usando
productos organicos, degradables, energia renovable como es la solar,
equilibrard el gasto entrdpico y ayudara a resolver este problema.
Pensando fundamentalmente en no afectar a los habitantes y la
biodiversidad de la selva, en dar una alternativa sustentable a este

negocio que produce ingentes recursos para el erario nacional

Implicaciones practicas: resolver un problema continuo de la industria

petrolera a un costo viable.

Valor teodrico: Si el proceso es eficiente y eficaz se puede poner al servicio
de toda la industria petrolera y ademas servird para biorremediar suelos

contaminados por derrames de petrdleo, in situ.



Utilidad metodoldgica: Disponer de una alternativa de tratamiento
ecoldgico, manteniendo un control técnico y sistematico de las variables

contaminantes presentes en los residuos.



2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivos Generales

> Afinar un método para remediar mediante procesos Bioldgicos los

residuos procedentes de los fondos de tanques de petrdleo.

> Demostrar que el sustrato resultante de ésta biorremediacion,

puede ser utilizada para el desarrollo de especies vegetales.

2.2 Objetivos Especificos

> Disefar infraestructura apropiada para el tratamiento bioldgico de

residuos procedentes de los fondos de tanques de petrdleo.

Determinar si el porcentaje de hidrocarburos totales (TPH)
disminuye con la adicion de: bacterias fecales y absorbentes
organicos “Spag-sorb, a mas del incremento de temperatura;

durante el proceso de biorremediacion.

Conocer la concentracidn de metales pesados y macronutrientes
(establecidos en la tabla No. Seis del Reglamento Ambiental para
Operaciones Hidrocarburiferas en el Ecuador), al inicio y al final del

proceso de biorremediacion.

Conocer las bacterias que contribuyen significativamente durante el

proceso de la biodegradacion.

Disminuir los parametros de la tabla No. Seis del RAOH, hasta
alcanzar los estandares establecidos para disposicion de suelo

contaminada en sitios de uso industrial.



3. HIPOTESIS

0 Los fondos de tanques de almacenamiento de petrdleo reducen los
parametros establecidos en la tabla No. seis para suelos de uso industrial,
del Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas del

Ecuador (RAOH) con la accion bacteriana.

1 Los fondos de tanques de almacenamiento de petrdéleo no reducen
los parametros establecido en la tabla No. seis, para suelos de uso
industrial, del Reglamento Ambiental para las Operaciones

Hidrocarburiferas del Ecuador (RAOH) con la accién bacteriana.



4 MARCO TEORICO

4.1 Biorremediacion

Consiste en la adicion de bacterias y nutrientes como el N, P o K, a
ambientes contaminados para producir una aceleracién del proceso
natural de biodegradacion estimulando el crecimiento de microorganismos

nativos.

La degradacion de contaminantes a través de la biorremediacién, es una
proceso natural que no genera contaminacion residual a otros medios
como puede ser el caso de los tratamientos térmicos como la desorcién
térmica que pueden provocar la liberacidn de dioxinas, furanos vy otros
contaminantes peligrosos a la atmodsfera, si la incineracion es bajo los 400

grados Celsius. Criterios autor de la tesis G. Abad

Los suelos son sistemas dinamicos y complejos, dentro de los cuales se
desarrollan numerosos procesos. En general, pueden clasificarse como
quimicos, fisicos o bioldgicos, aunque no existe una divisién tajante entre
ellos. Por ejemplo, se estima que la oxidacion y la reduccién son procesos
guimicos; sin embargo, suelen ser llevados a cabo por microorganismos.
Algo semejante ocurre con la translocacion de particulas minerales, ya sea
en suspension o en masa, por ciertos organismos, como sucede con la
tierra. Bernard J Nebel - 1999



4.2 Métodos de biorremediacion para suelos vy aguas

contaminadas con hidrocarburos.

Las medidas biocorrectivas o los sistemas de biorremediacion consisten
principalmente en el uso de los microorganismos naturales (levaduras,
hongos o bacterias) existentes en el medio para descomponer o degradar
sustancias peligrosas en sustancias de caracter menos tdéxico o bien

inocuas para el medio ambiente y la salud humana.

Las medidas biocorrectoras se llevan empleando en la descontaminacién
de suelos y aguas contaminadas por hidrocarburos desde hace décadas
con importante éxito. Estas técnicas bioldgicas pueden ser de tipo aerobio,
si se producen en condiciones aerobias (presencia de un medio oxidante),
o0 bien de tipo anaerobio, en condiciones anaerobias (medio reductor). El
presente articulo se centrara en tres tipos de medidas biocorrectoras de
tipo aerobio: la ventilacién forzada del aire en el suelo o bioventing, el
compostaje de suelos o biopilas, y la biorrecuperaciéon natural del suelo o

atenuacion natural.

Estos sistemas de descontaminacion se basan en la digestion de las
sustancias organicas por los microorganismos, de la cual obtienen la
fuente de carbono necesaria para el crecimiento de sus células y una
fuente de energia para llevar a cabo todas las funciones metabdlicas que

necesitan sus células para su crecimiento.

Para que estos procesos metabdlicos se lleven a cabo, y puedan ser
utilizados como una técnica remediativa, sera necesario que existan en el

medio unas condiciones fisico-quimicas éptimas.



Cada uno de estos sistemas, bioventing, biopilas y atenuaciéon natural,
precisaran de unos parametros de evaluaciéon adecuados a cada uno, que
deben encontrarse dentro de un intervalo éptimo para que la aplicacién de

dicha técnica sea factible y efectiva.

En general se necesitara la existencia de determinadas poblaciones de
microorganismos autdctonos capaces de utilizar los hidrocarburos como
fuente nutricional y de energia. Ademas sera necesario un determinado
numero de aceptores de electrones que enzimaticamente oxide los
carbonos procedentes de los hidrocarburos, asi como unas condiciones
adecuadas de pH, nutrientes, temperatura, humedad, textura y estructura

del suelo, y concentracién de los contaminantes.

El disefio de estos sistemas de tratamiento se llevara a cabo estableciendo

varias etapas de trabajo:

4.2.1 Fundamento bioquimico de la biodegradacion

Se basa en que en la cadena respiratoria, o transportadora de electrones
de las células, Curtis y Barnes, 2001; se van a producir una serie de
reacciones de oOxido-reduccidén cuyo fin es la obtenciéon de energia. La
cadena la inicia un sustrato organico (compuestos hidrocarburados) que
es externo a la célula y que actia como dador de electrones, de modo que
la actividad metabdlica de la célula acaba degradando y consumiendo

dicha sustancia.

Los aceptores mas comunmente utilizados por los microorganismos son el
oxigeno, los nitratos, el hierro (III), los sulfatos y el didoxido de carbono.
Cuando el oxigeno es utilizado como aceptor de electrones la respiracion

microbiana se produce en condiciones aerobias, y los procesos de



biodegradacién seran de tipo aerobio; sin embargo, si utiliza los sulfatos o
el diéxido de carbono se produce en condiciones reductoras o anaerobias,

y los procesos de biodegradacién seran de tipo anaerobio.

Degradacion aerobia:

Sustrato + 02 __, Biomasa + CO2 + H20

Degradacion anaerobia:

Sustrato + (NO3-, SO4-, 2Fe3+, Mn4+, CO2) _, Biomasa + CO2 +
(N2, Mn2+, S2+, Fe2+, CH4)

La concentracion y composicion de la comunidad microbiana y la tasa de

transformacién de contaminantes estd influenciada por diversos factores:

4.2.2 Necesidad de nutrientes.- el metabolismo microbiano esta
orientado a la reproduccién de los organismos y éstos requieren que los
constituyentes quimicos se encuentren disponibles para su asimilacién vy

sintetizacion.

Los nutrientes principalmente requeridos son el fosforo y el nitrégeno; por
lo general suele haber en el suelo una concentracidn de nutrientes
suficiente, sin embargo, si estos no se encontrasen en el rango normal se
puede adicionar mayor cantidad al medio. El rango normal de C:N:P
depende del sistema de tratamiento a emplear, siendo de modo habitual
100:10:1.

4.2.3 Potencial hidrogeno (pH) del suelo.- afecta significativamente

en la actividad microbiana. El crecimiento de la mayor parte de los

10



microorganismos es maximo dentro de un intervalo de pH situado entre 6
y 8. Asi mismo el pH también afecta directamente en la solubilidad del
fésforo y en el transporte de metales pesados en el suelo. La acidificacidon
o la reduccién del pH en el suelo se puede realizar adicionando azufre o

compuestos del azufre.

4.2.4 Temperatura.- generalmente las especies bacterianas crecen a
intervalos de temperatura bastante reducidos, entre 15 y 45 ©C
(condiciones mesodfilas), decreciendo la biodegradacién por
desnaturalizacion de las enzimas a temperaturas superiores a 40 °C e

inhibiéndose a inferiores a 0 °C.

4.2.5 Humedad.- los microorganismos requieren unas condiciones
minimas de humedad para su crecimiento. El agua forma parte del
protoplasma bacteriano y sirve como medio de transporte a través del
cual los compuestos organicos y nutrientes son movilizados hasta el
interior de las células. Un exceso de humedad inhibird el crecimiento
bacteriano al reducir la concentracion de oxigeno en el suelo, El rango

varia en funcion de la técnica.

4.2.6 Estructura quimica del hidrocarburo.- Ia inherente
biodegradabilidad de un hidrocarburo depende, en gran medida, de su
estructura molecular. Siendo los parametros que mas van a afectar la
halogenacion, la existencia de ramificaciones, la baja solubilidad en el

agua y la diferente carga atémica
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4.2.7 Factores que determinan la eficacia de la técnica

4.2.7.1 Bioventing o inyeccion de aire.

La técnica del bioventing es un tratamiento de biorrecuperacion de tipo “in
situ”, debido a la aireacidn del suelo se va a favorecer la degradacion de
los hidrocarburos por dos motivos: por volatilizaciéon, facilitando la
migracién de la fase volatil de los contaminantes, y por biodegradacion,
ya que al incrementar la oxigenacion del suelo se van a estimular la
actividad bacteriana. Los factores a tener en cuenta en la aplicacion del

bioventing o inyeccién de aire natural son:

Se degradaran mas facilmente las moléculas mas pequefnas (hasta C20),
siendo mas facilmente biodegradables los compuestos parafinados o de
cadena lineal que los compuestos aromaticos. En general, son favorables
los compuestos de alta volatilidad (presion de vapor mayor de 10 mm de
Hg a 20°C).

Los suelos deben contener bajos contenidos en arcilla y ser lo mas
homogéneamente posible, con un valor de permeabilidad al aire adecuado
(> 10-10 cm?).

El principal problema es la biodisponibilidad de los microorganismos.
Cuanto menor es la solubilidad de los contaminantes menor sera la

biodisponibilidad.

Los aportes de oxigeno deben ser suficientes, asi como la existencia de

fuentes de carbono, aceptores de electrones y energia suficientes.

No debe existir de producto libre en flotacién sobre el nivel freatico.
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Deben existir unas condiciones éptimas de pH (6 y 8), de humedad (12-
30% en peso), potencial redox mayor de -50 mV, temperatura entre 0 y

40 °C y los nutrientes del suelo en relacién N: P de 10:1.

Necesidad de tiempos de actuacidn cortos (meses) y coste medio-alto.

4.2.7.2 Biopilas.- la técnica de biopilas es un tratamiento de
biorrecuperacion de tipo “ex situ” en condiciones no saturadas,
consistente en la reduccién de la concentracion de contaminantes
derivados del petréleo en suelos excavados mediante el uso de la

biodegradacion.

La técnica consiste en la formacion de pilas de material biodegradable de
dimensiones variables, formadas por suelo contaminado y materia
organica (compost) en condiciones favorables para el desarrollo de los

procesos de biodegradacion de los contaminantes.

Estas pilas de compost pueden ser aireadas de forma activa, volteando la

pila, o bien de forma pasiva, mediante tubos perforados de aireacién.
En principio, las biopilas se pueden aplicar a la mayoria de los compuestos
organicos, siendo mas eficaz en los compuestos de caracter mas ligero.

Entre los factores que influyen en la aplicacidn de las biopilas destacan:

Los hidrocarburos deben ser no halogenados y deben encontrarse en el

suelo en concentraciones menores a 50.000 ppm.

13



Dada la necesidad de excavacion y posterior depdsito del suelo
contaminado, se requiere una superficie de trabajo relativamente grande

cuyas dimensiones dependen del volumen de suelo a tratar

Necesidad de una densidad de poblaciones microbianas (>1.000
CFU/gramo de suelo), condiciones de humedad (40-85% de capacidad de
campo), temperatura (10 y 45°C), textura (baja proporcion de arcillas),
pH del suelo adecuadas (6 y 8) y baja presencia de metales pesados (<
2.500 ppm).

La concentracidén de nutrientes en el suelo cuyo rango normal de

C: N: P sea de 100:10:1. Que es la concentracién del carbono, nitrégeno
y fosforo en el humus, que es la materia organica que después de haberse
depositado en el suelo como restos vegetales y animales, ha sufrido una
transformacién intensa en la que los compuestos quimicos se
descomponen de forma independiente, hasta que se llega a un producto
mas o menos resistente a las alteraciones posteriores.

Mariano Seoanez Calvo- 1999,

El tiempo de actuacidon puede ser alto (meses a afios) y el costo bajo.

4.2.7.3 Atenuacion natural.- la atenuacion natural, aunque
no esta considerada como una técnica de descontaminacidon propiamente
dicha, esta englobada dentro de las técnicas de remediacion in situ de
muy bajo coste. Su caracteristica principal es la utilizacion de los procesos
fisico-quimicos de interaccién contaminante-suelo y los procesos de

biodegradacién que tienen lugar de forma natural en el medio.

Estos procesos se conocen como procesos de biotransformacién natural y

son aquellos que van a reducir la concentracidn de los contaminantes vy
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entre los que se encuentran la dilucién, dispersion, volatilizacién,
adsorcion, biodegradacion y aquellas reacciones quimicas que se producen
en el suelo o en el agua y que contribuyen de alguna forma a la

disminucion de la contaminacion. Eweis, 2000.

Esta técnica se aplica en aquellos casos en los que exista contaminacién
tanto en suelos como aguas subterraneas producida por hidrocarburos de
tipo halogenado o no halogenado. Entre los factores que influyen en la

eficacia y viabilidad de la atenuacion natural destacan:

La exigencia de proteccion del area afectada y circundante y el riesgo de

los potenciales receptores durante el tiempo que dura la atenuacién.

La existencia de unas condiciones geoldgicas y geoquimicas favorables.
Las necesidades de reduccion de la masa contaminante en un intervalo
razonable de tiempo (meses a afios), tanto en la superficie del suelo como
en la zona mas subsuperficial del mismo, asi como de la calidad de las

aguas subterraneas.

Confirmacién de la existencia de los tipos y numero de poblaciones de

microorganismos que puedan biodegradar los contaminantes.
Produccién y conservacion en el medio de subproductos de caracteres
persistentes 0 mas toxicos que los iniciales, durante y después de la

atenuacion natural.

No existencia de producto libre en flotacidn sobre el nivel freatico.
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Para condiciones aerobias la condicion ambiental dptima de concentracién

de oxigeno disuelto en el agua debe ser superior a 0,5 mg/I.

La concentracion de los compuestos utilizados como aceptores de
electrones en condiciones anaerobias debe ser superior a 0,21 mg/| para
nitratos, la de Fe3+ para que pueda ser reducido a Fe2+ debe ser

superior a 21,8 mg/l y la de sulfatos mayor de 0,21 mg/I.

El potencial redox debe estar situado entre un rango de 400 y 800 mV.

Existencia de un coeficiente de retardo favorable para que se produzcan

los fendmenos de sorcion con suficiente eficacia.

Que se produzca una dilucién suficiente para que la concentracién se vea

disminuida aguas abajo del foco contaminante.

La dispersion de los contaminantes aguas abajo del foco y en la direccién
de flujo debe ser adecuada para que exista una mayor disponibilidad

proporcion entre los contaminantes y los aceptores de electrones.

4.2.8 Disefo y aplicacion de sistemas de biotratamiento

El disefio de estos sistemas de tratamiento se llevara a cabo estableciendo

varias etapas de trabajo:

> Investigacion y caracterizacion de la contaminacién vy del
emplazamiento

> Analisis y eleccion de las medidas biocorrectivas

> Evaluacion de la efectividad del sistema elegido

> Disefo y evaluacion del sistema
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> Evaluacion del control y seguimiento

> Analisis e interpretacién de resultados

4.2.8.1 Fase de investigacion y caracterizacion de Ia

contaminacion y del emplazamiento.

El primer paso para preparar el disefio de biotratamiento en el suelo es la
realizaciéon de una completa investigacion del medio, que incluye
principalmente el estudio exhaustivo de la caracterizaciéon del

emplazamiento y del tipo y concentracién de la contaminacién existente.

La caracterizacién del emplazamiento se llevard a cabo mediante el
estudio del mismo detallando la volumetria del suelo a tratar, las
condiciones geoldgicas e hidrogeoldgicas, analizando las caracteristicas del
suelo y sus propiedades (pH, granulometria, humedad, porosidad, etc.).
La caracterizacion del contaminante se centrarda en la investigacién del
tipo y concentracién del mismo, asi como la biodisponibilidad de los
compuestos en el suelo (aceptores de electrones, metales pesados,

nutrientes, etc.).

4.2.8.2 Analisis y eleccion de las medidas biocorrectivas
De la fase de investigacion inicial, una vez identificadas las caracteristicas
del emplazamiento, del suelo y del contaminante, se podra pasar al
analisis y eleccion de las medidas biocorrectivas mas adecuadas. Para ello

sera necesario:

» Identificar y cuantificar los contaminantes, definiendo sus

propiedades fisico-quimicas mas importantes.
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> Identificacién y clasificacion de compuestos.

» Concentracién en suelos y aguas subterraneas.

> Caracterizacion de la presién de vapor, densidad y grado de
solubilidad.

> Conocer los factores que influyen en Ila transformaciéon
biolégica de los contaminantes.

> Factores ambientales: tales como humedad, oxigeno disuelto,
temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes.

> Factores microbiologicos: presencia de microorganismos vy
aclimatacidén de las poblaciones microbianas.

» Designar las medidas biocorrectivas.

En funcidon de los factores anteriormente expuestos, se elegiria el sistema

de biotratamiento mas adecuado.

4.2.8.3 Diseiio y evaluacion del sistema

Para el disefio de un sistema de biorrecuperacion es necesario establecer
unas etapas de trabajo, en las cuales se determinan y evaliuan los
parametros fundamentales necesarios para su eficacia.

Las etapas a seguir en el disefio de un sistema de biotratamiento son:
4.2.8.4 Evaluacion de la viabilidad de la técnica

Se estudiaran los parametros de evaluacion que definen el sistema

elegido, asi como se evaluard las condiciones de biotratabilidad, los

objetivos de limpieza exigidos y los costes de tratamiento necesarios.
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4.2.8.5 Evaluacion del disefo

Se estudiaran los factores que afectan la eficacia de la técnica y las

posibles mejores o acondicionamientos a aplicar.

4.2.8.6 Evaluacion del control y seguimiento

Para asegurar la correcta ejecucion y un progreso adecuado del
tratamiento se debe llevar a cabo un plan de control y seguimiento del
sistema.

Para una correcta optimizacion se deberan controlar los siguientes puntos:

» Control de las condiciones de degradacién y biodegradacién

> Se registrara la variacion de concentracion de TPH, BTEX, COV's,
CO2 desprendido y Oxigeno disuelto, variaciéon de nutrientes (N, P,
etc.)

> Control de los pardmetros que afectan directamente en el

funcionamiento del sistema

4.2.8.7 Analisis e interpretacion de resultados

En esta Ultima etapa se analizan los resultados obtenidos, haciendo un
balance de los objetivos alcanzados y los marcados inicialmente. En este
punto, si fuese necesario, se deberan proponer y estudiar aquellas

mejoras o modificaciones necesarias para la optimizacion del sistema.

Las medidas biocorrectivas o los sistemas de biorremediacién son técnicas
de descontaminacion suficientemente estudiadas y evaluadas, basados en
los procesos de descontaminacién. Es necesaria una investigacion y

caracterizacion de la contaminacion y del emplazamiento de forma
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rigurosa para evaluar y elegir la medida biocorrectiva mas adecuada y
disefiar el sistema de manera éptima, asi como es necesario llevar a cabo
un control y seguimiento del mismo.

Ensayo realizado por: Moroto Arroyo, M2 Esther y Rogel Quesada
GEOCISA. Div. Proteccion Ambiental de Suelos

4.3 Remediacion biologica

4.3.1 Biorremediacion

La biorremediacion es el proceso utilizado por el ser humano para
detoxificar variados contaminantes en los diferentes ambientes —-mares,
estuarios, lagos, rios y suelos— usando de forma estratégica
microorganismos, plantas o enzimas de estos. Esta técnica es utilizada
para disminuir la contaminacién por los hidrocarburos de petréleo y sus
derivados, metales pesados e insecticidas; ademds se usa para el
tratamiento de aguas domeésticas e industriales, aguas procesadas y de
consumo humano, aire y gases de desecho. Afortunadamente la
biotecnologia ha permitido el desarrollo de diversas estrategias que
pueden ser utilizadas con el fin de restaurar el suelo y la calidad
ambiental, de acuerdo con las necesidades y dimensiones del problema a
solucionar. A continuacidon se enumeran algunas, pero en general no hay
una “férmula secreta” que garantice el éxito de la biorremediacion. Eweis,
2000

4.3.1.1 Bioestimulacion

Como su nombre lo indica, consiste en estimular los microorganismos

nativos del suelo adicionando nutrientes como nitrégeno o fosforo.
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4.3.1.2 Bioaireacion

Es una forma de estimulacién realizada con gases, como por ejemplo
oxigeno y metano, estos son adicionados de forma pasiva en el suelo para

estimular la actividad microbiana.

4.3.1.3 Bioaumentacion

Es la inoculacién de una alta concentracion de microorganismos en el
suelo contaminado para facilitar la biodegradacion. Como se van a
inocular, estos microorganismos deben ser seleccionados del suelo que se

desea tratar.

4.3.1.4 Compostaje

Esta estrategia de biorremediacidon utiliza microorganismos aerdbicos y
termdfilos, formando pilas de material que deben ser mezcladas vy
humedecidas periédicamente para promover la actividad microbiana.
4.3.1.5 Fitorremediacion

Es el uso de plantas para remover, contener o transformar un
contaminante. Esta puede ser directa, donde las plantas actuan sobre el

compuesto, o indirecta, donde estas se utilizan para estimular

microorganismos en la rizosfera.
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4.3.1.6 Landfarming

La técnica mas usada para la biorremediacion de los lodos contaminados
con hidrocarburos y de otros desechos de la industria petrolera es la
denominada landfarming. Se realiza trasladando los contaminantes a un
suelo no contaminado, el cual ha sido preparado con anterioridad Es alli
donde tiene su génesis nuestro trabajo, que consiste en apoyar desde la
microbiologia una labor interdisciplinaria para remediar los pasivos

ambientales que genera la empresa petrolera.

4.3.2 Factores que influyen en la biorremediacion:

pH

Humedad

Agentes de separaciéon

Poblacion bacteriana

Oxigenacion Infiltracién/penetracion de biomoléculas
Eweis, Ergas, 2000

4.3.2.1 El proceso de infiltracion in-situ (Thechnology -

Evaluation-Report —EPA) consiste en:

Realizar excavaciones para determinar la presencia y saturaciéon de

hidrocarburos
Determinar las vias naturales de elusion del contaminante.

Construccion de trampas de grasas y aceites con tres camaras y

desarenadores
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Construccion de cdmaras para albergar la solucién de ramnolipidos,

soforolipidos, fosofolipidos y lipoalcoholes

Esta mezcla de biosurfactantes catidnicos, anidnicos y moléculas

anfipaticas tienen la funcién de:

> Bajar la tension interfacial y disminuir las fuerzas capilares.
> Crear una microemulsién del tipo Winsor III que sea estable.
> Solubilizar las moléculas individuales para que formen miscelas o

una simple fase de microemulsiones

Para determinar la ubicacién de las trampas de grasas y aceites, como los
sitios de saturacion, se utilizan moléculas bioldgicas Biox. Posteriormente

se realiza la biorremediacion con bacterias.

Si se aplican detergentes quimicos industriales, generalmente utilizados
para lavar sitios contaminados con crudo, el suelo se transformara en un
sustrato téxico con particulas de dificil degradacién e inerte, que evitaria

el crecimiento de los microorganismos endémicos.

Los procesos de biorremediacién In Situ por filtracién/penetracion
trabajan de forma sinérgica, después del uso de los biosurfactantes, la
cantidad de hidrocarburos disminuira considerablemente. Posteriormente
se aflade el perdxido BIOX como compuesto de la reaccion de IAKLA
modificada por BIOX para las condiciones geograficas de nuestro pais. El
IAKLA reacciona con metales y forma radicales hidroxilos (OH) que en
este medio son muy reactivos, y tienen la capacidad de reaccionar con los
hidrocarburos para transformarlos y reducirlos, y de esta forma la
molécula se encuentra lista o en capacidad de ser degradada por las

bacterias.
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Las dos reacciones mas importantes producidas por la presencia de los

hidroxilos para la degradacién de los hidrocarburos son:

Adicion: OH + C6H6 -> (OH)C6H6
Substraccion OH + CH30H -> CH20H +
de Hidrégenos: |H20

Debido a la indiscriminada naturaleza de los radicales hidroxilos al oxidar

compuestos organicos, pueden ocurrir las siguientes reacciones:

Sustrato > intermediario A > Intermediario B > Intermediario C

Intermediario D > Intermediario E > CO2

La cantidad de generador de radicales que se afiade ira disminuyendo
paulatinamente, ya que si se agrega mas, producird una disminucion de
COD, de tal manera que estos procesos deberan ser controlados

diariamente con los protocolos de Biox.

Articulo: Ecuavital. BIOX, Biorremediacion
maveiga2005@yahoo.com.mx
iaveiga@biorremediacion.org
maveiga@biorremediacion.org

4.4 Biorremediacion de residuos de petréleo

Segun la Compafiila Colombiana de Petrdéleos, ECOPETROL, durante los
ultimos quince anos el oleoducto Cafo Limdn- Covefias ha sufrido mas de
novecientos atentados terroristas, hechos que han conducido al
derramamiento de mas de 450 millones de litros de petrdleo en el medio

ambiente.
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El impacto ambiental por los derrames de crudo, ha dejado mas de 2.600
kilbmetros entre rios y quebradas, y alrededor de 1.600 hectareas de
ciénagas afectadas. Sélo en 1998, subversivos del ELN ocasionaron el mas
grande derrame de crudo en aguas continentales del mundo, con un
volumen superior a los 14’787.000 litros de petréleo, tragedia comparable
con el accidente del buque petrolero Exxon Valdez, que vertié en las

aguas de Alaska 42 millones de litros del crudo el 24 de marzo de 1989.

Dadas estas circunstancias los dafios a las fuentes hidricas, suelos, aire,
fauna y vegetacion son practicamente irremediables, pues los procesos de
descontaminacién no alcanzan a cubrir todas las areas afectadas y se
realizan mucho tiempo después de que el crudo ha penetrado el

ecosistema.

Sin embargo, no todos los lodos aceitosos son causados por atentados
contra la infraestructura petrolera, también son resultado de la actividad
de la broca durante la perforacion en busca de yacimientos, la cual genera

un lodo acompafado de hidrocarburo que se extrae hasta la superficie.

4.4.1 Diversidad microbiana en ambientes contaminados

Los suelos contaminados contienen gran cantidad de microorganismos que
pueden incluir un nimero de bacterias y hongos capaces de utilizar
hidrocarburos , que representan un uno por ciento (1%) de la poblacién
total de aproximadamente 104 a 106 células por gramo de suelo. También
se han encontrado cianobacterias y algas capaces de degradar
hidrocarburos. Los suelos contaminados con hidrocarburos contienen mas
microorganismos que los suelos no contaminados, pero su diversidad

microbiana es mas reducida.
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Para evitar su contaminacion y la de las aguas subterrdaneas con
sustancias que puedan producirse durante el tratamiento. Para ello se
efectua el disefio del lugar donde se depositan los contaminantes, aislando
el material de tratamiento del area no contaminada con una tela

impermeable.

Para empezar el procedimiento, se hace una busqueda y selecciéon de
bacterias nativas aisladas de las muestras de suelos que se encuentran
contaminados, ya que estas tienen la capacidad catabdlica para crecer
bajo las condiciones fisico-quimicas y de estrés a las que estan sometidas,
y tendran un mejor desempefio a la hora de la biorremediacién. La
bisqueda comienza en el procesamiento de una muestra de suelo
mediante una serie de diluciones, tratando de obtener aquellos morfotipos
cultivables; ya que una gran parte de los microorganismos del suelo no

pueden ser recuperados en medios para el cultivo de microorganismos.

Ademas de una busqueda general, se realiza una especifica a través de
medios selectivos y diferenciales, en la cual se pretende aislar ciertos
morfotipos como las Pseudomona sp. y bacterias lactosa positivas -
bacterias capaces de utilizar la lactosa, debido a su bien conocida
actividad degradadora de hidrocarburos. Luego, estas diluciones son
sembradas en diferentes medios de cultivo donde grandes familias de

morfotipos se hacen presentes; éstas varian en densidad y diversidad.

La diversidad estd determinada por los morfotipos recuperados que se
diferencian segun su morfologia macroscoépica, su aspecto fisico, mientras
gue la densidad estd determinada por el nUmero total de individuos que

pertenecen a un grupo con una morfologia macroscopica comun.
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Estos datos de densidad y diversidad son de gran valor. Primero, porque
nos indican acerca de la calidad microbiana del suelo, ya que un suelo que
tiene gran numero de morfotipos, es un suelo que tiene vida y por ende
presenta una buena prospecciéon para la biorremediacion debido a su
posible alta actividad microbiana. Segundo, porque aquellos morfotipos
gue se encuentren en mayor numero seran seleccionados por su habilidad
para sobrevivir en medios contaminados.

Ya seleccionados los morfotipos se conforma un consorcio o pool de
microorganismos degradadores de hidrocarburos y, utilizando la estrategia
de bioaumentacidon, se hace una produccibn a mayor escala y en
proporciones estratégicas de estos. En esta produccidon debe tenerse en
cuenta el volumen de suelo contaminado para biorremediar, la

concentracion del contaminante y las clases de morfotipos que se aislaron.

4.4.2 Importancia del pool microbiano

La formulacidon de un pool microbiano permite combinar y complementar
sus funciones metabdlicas para que colectivamente biodegraden un
compuesto. En muchos casos algunos morfotipos sélo pueden realizar una
parte de toda una cadena de reacciones quimicas para llegar a
compuestos que puedan ser facilmente utilizados por los

organismos del mismo consorcio u otros que estén presentes en el
ambiente. Ademas, al estar en grupo los morfotipos pueden tolerar los
cambios fisico-quimicos que se den en el ambiente durante el proceso de
biorremediacion. Cabe aclarar que se necesita un analisis mas profundo
para la identificacion de los morfotipos que seran usados en la
biorremediaciéon, ya que alguno de estos puede ser patdgeno para
plantas, animales o el hombre por el proceso de bioaumentacién. Sin
embargo, partimos del principio que son morfotipos ambientales, los que

inmediatamente se acabe su fuente de alimento bajan a un nimero que
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no cause disturbio en el ambiente. Ademas se realiza una cuidadosa

revision de reportes de enfermedades de origen bacteriano en la zona.

El pool que se formuld es aplicado en el suelo contaminado por técnicos e
ingenieros ambientales para dar inicio a la biorremediaciéon. Durante el
tratamiento se hace el monitoreo de las poblaciones microbianas, con el
fin de determinar si la cantidad inicial de microorganismos aumenta o
disminuye después de ser adicionado al suelo contaminado. Asi mismo se
realiza la determinacién del porcentaje de hidrocarburos totales de

hidrocarburos (TPH), con el fin de observar si hubo o no degradacién.

Otros factores en la degradacién de hidrocarburos la transformacion de los
compuestos organicos en el ambiente esta influenciada por un numero de
factores que se pueden agrupar en aquellos que afectan el crecimiento y
metabolismo de los microorganismos y aquellos que afectan al compuesto
en si mismo. La biodegradacién de los hidrocarburos esta asociada con el
metabolismo y crecimiento microbiano, y por lo tanto cualquiera de los
factores que afectan al crecimiento microbiano puede influenciar la
degradacion.

La degradacion aerdbica de los hidrocarburos es considerablemente mas
rapida que el proceso anaerdbico, de modo que la oxigenacion sera
necesaria para mantener las condiciones aerdbicas para una rapida

degradacion.

Un suelo con una estructura abierta favorecera la transferencia de oxigeno
y un suelo anegado de agua tendrad un efecto contrario. La temperatura
afecta el crecimiento microbiano, asi que a bajas temperaturas la curva de
degradacion aproximada de TPHs en una estacidon en tratamiento; sera
lenta. Asi mismo el pH del suelo y la solubilidad del compuesto que debe

ser degradado afectan el crecimiento bacteriano. La contaminacién por
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hidrocarburos también puede estar asociada con altos niveles de metales
pesados, que pueden inhibir el crecimiento microbiano, dependiendo de la

concentracién y tipo de metales

Otro factor crucial es la accesibilidad del compuesto para su degradacion
en el interior del suelo, la cual estd afectada por la estructura del mismo,
su porosidad, composicion y por la solubilidad del compuesto. Algunos
compuestos pueden ser adsorbidos por arcillas y por lo tanto pueden ser
invulnerables a la degradacidon. Para superar este problema se han
afadido surfactantes a suelos contaminados con el objeto de mejorar la
accesibilidad de los hidrocarburos. Los surfactantes son sustancias que
contienen un segmento liposoluble -soluble en aceite-, y otro hidrosoluble
-soluble en agua, lo cual permite solubilizar el hidrocarburo desde la
arcilla. Por otra parte, la presencia de un gran numero de
microorganismos autéctonos en el suelo, capaces de degradar
hidrocarburos serd claramente una ventaja, porque evita la adicién
especifica de microorganismos no autéctonos, que aunque degradadores,
podrian no funcionar por no estar adaptados a las condiciones fisico-

quimicas del lugar.

En general, en el proceso de landfarming se ha comprobado la eficiencia
de un consorcio microbiano sobre la utilizacién de un solo morfotipo,
debido a que los morfotipos al estar en grupo pueden tolerar mejor los
cambios fisicoquimicos en el campo y sus actividades metabdlicas pueden
interactuar entre si para la parcial o final biorremediacidon. Es necesario
conocer las condiciones ambientales en las cuales se desea que los
morfotipos trabajen, para asi poder optimizar la biorremediacion,
cambiando los posibles parametros fisicos o quimicos que puedan ir en
contra de la actividad microbiana en el material a biorremediar o en el

ambiente.
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Por Gltimo hay que resaltar la importancia que tiene la seleccidon de
microorganismos autdctonos aislados del lugar para la biorremediacién,
debido a que estos morfotipos se encuentran mejor adaptados al
contaminante; a diferencia de morfotipos foraneos, que aunque con una
gran actividad biorremediadora, pueden no funcionar bajo las condiciones
ambientales del lugar.

Paola Andrea Vargas Gallego / René Ricardo Cuéllar /
Jenny Dussan

Hipotesis/Apuntes Centificos Uniandinos No. 4 / Dic. 2004

4.5 Los Hidrocarburoclasticos:

Los llamados organismos hidrocarburoclasticos son bacterias y hongos
capaces de degradar petroleo fisiolégica y metabdlicamente. Mas de 100
especies de 30 géneros microbianos son capaces de usar hidrocarburos,
como método de subsistencia. Los géneros de organismos
hidrocarbonoclasticos son: Pseudomonas, Incordia, Vibrio, Candida,
Brevibacterium, Corynebacteium, Flavobacterium,  Acinectobacter,
Micrococus, Arthrobacter, Acchromobacter, Rhodococus, Alcaligenes,
Mycobacterium Bacillus, Aspergillus, Mocur, Fusarium, Pinicillium,
Rhodotorula y Sporobolomyces. La fraccion del total de organismos que
metabolizan hidrocarburos es altamente variable, 6 a 82% para hongos
terrestres, 0.13 a 50% para bacterias de la tierra, y del 0.003% a 100%

para bacterias marinas.

En ecosistemas no contaminados, los microorganismos degradadores de
hidrocarburos constituyen menos del 0,1% de la comunidad microbiana;
mientras que en ecosistemas contaminados con hidrocarburos pueden

constituir el 100% de la comunidad microbiana.
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Las poblaciones dominantes en estas comunidades poseen caracteristicas
nutricionales relacionadas al contaminante y pueden ser también
resistentes a muchas formas de estrés ambiental. Cuando la fuente de
carbono es un substrato insoluble como un hidrocarburo, los
microorganismos facilitan su difusion hacia la célula produciendo
substancias como carbohidratos, acidos grasos, enzimas Yy
biosurfactantes. Los microorganismos utilizan estos compuestos a manera
de un biofilm alrededor de la molécula del hidrocarburo, para
posteriormente ingerirlo o romperlo en compuestos simples de carbono y
oxigeno. Estos microorganismos usan la energia liberada para manejar los
procesos termodindmicamente no espontaneos como la sintesis de

componentes celulares.

Cuadro No.1 CAPACIDAD DE BIODEGRACION DE LOS HIDROCARBUROS

Intermedia

Ecuavital. BIOX, Biorremediacion, 2004
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4.5.1 Tratamiento In situ

El proceso se realiza en la misma area que esta contaminada, se minimiza
el riesgo de lixiviados y se trabaja a profundidades entre 20 y 35 cm. Los
suelos contaminados por hidrocarburos y lodos son tratados con las
matrices vegetales BIOX, con la finalidad de reducir la viscosidad y nivelar

el pH del contaminante absorbido en la materia organica del suelo.

En el caso de tener un TPH sobre 70.000 ppm. es necesario tratar las
tierras con Biosurfactantes BIOX, aislados en laboratorio a partir de

organismos endémicos.

La variedad de polimeros BIOX, aportan fuentes de nitrégeno y fésforo
indispensables para iniciar la bioestimulacion de las poblaciones de

microorganismos endémicos presentes en los suelos contaminados.

Cuantificacién de la concentracién de hidrocarburos de petréleo
El muestreo es aleatoria y/o sistematica y de manera compuesta a varias
profundidades. Se determina pH, concentracién de TPH, analisis
cuantitativos de metales pesados, segun consta en el Reglamento
Sustitutivo del Reglamento Ambiental para las Operaciones
Hidrocarburiferas en el Ecuador, vigente (RAOH)

Esta cuantificacién servirad para conocer el porcentaje de carbdon aportado
por el petrdleo y la relacidén estequiométrica de crecimiento degradacién
de hidrocarburos

4.5.2 Potencial de biodegradacion
Los hidrocarburos de petréleo son biodegradables Unicamente si estos se

encuentran biodisponibles. Eweis, Sarina, 2000. La mayoria de veces los

contaminantes se hallan sorbidos en materia organica, lo que genera
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grandes cumulos (petrdleo + acidos humicos, hidratos de carbono, etc.)
inaccesibles a los microorganismos, por esta razén, los protocolos BIOX
permiten que los hidrocarburos de petroleo sean desorbidos y se
encuentren en solucién para que de esta forma los microorganismos
endémicos puedan captarlos en la interfase agua-aire y utilizados como
fuente de energia.

Dependiendo del tipo de hidrocarburo, el tiempo de intemperizacién, el

tipo de suelo la capacidad de biodegradacién sera diferente.

4.5.3 Cultivo de microorganismos

Una vez aplicado el protocolo BIOX para mejorar la desorcién de los
hidrocarburos, se realiza una resiembra de microorganismos endémicos,
con la finalidad de aumentar la cantidad de los mismos en el suelo a

tratar.

De las poblaciones de organismos que oxidan petrdleo, se escogen las que
producen enzimas oxigenasas Yy dioxigenasas, utilizando medios de
cultivos especificos. Posteriormente estas bacterias son identificadas vy
guardadas en un banco de bacterias a 70 grados centigrados para usos

posteriores.

4.5.4 Oxigenacion

4.5.4.1 Oxigenacion mecanica: Se aplica antes y durante el
proceso. En la oxigenacion mejorada se usan productos BIOX para
aumentar el rendimiento, sustratos inmiscibles y se aplican procesos de

aclimatacién y desorcion.

4.5.4.2 Oxigenacion natural: Ocurre normalmente en los sistemas
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aerobios de degradacion, se potencializa cuando se utiliza los perdxidos y
productos Biox para generar oxigeno molecular hasta concentraciones de
8 mM

Fuente: Ecuavital. BIOX, Biorremediacion
maveiga2005@yahoo.com.mx
iaveiga@biorremediacion.org
maveiga@biorremediacion.org
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5 METODOLOGIA

5.1 Descripcion del sitio de trabajo

El método de Biorremediacion para tratamiento de fondos de tanques de
petroleo se realizé en el Relleno Sanitario del Complejo Indillana de la
Unidad de Administracion Temporal del Bloque 15 (campo operado
anteriormente por Occidental Exploration and Production Co., (OXY)

Fig 1. Esta ubicado en la Provincia de Sucumbios, Cantéon Shushufindi,

parroquia Yamaramsuku de la Comunidad Shuar.
El presente trabajo de investigacion se dividid en las siguientes etapas

gue se ejecutaron en forma simultdanea, en el mini laboratorio montado

en relleno sanitario, y el laboratorio de la ciudad de Quito.
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Fig. 1 MAPA DE UBICACION DEL RELLENO SANITARIO-UB15
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5.2 Analisis de laboratorio

Se realizé seguimiento del proceso mediante analisis quimicos, bioldgicos
y fisicos con la asistencia de dos laboratorios: GRUNTEC, entidad
certificada por el Organismo de Acreditacion del Ecuador (OAE), realizd los
analisis determinados por la tabla No seis del RAOH y Q-MAX que realizé

el seguimiento bacteriano.

5.3 Caracterizacion fisico quimica del residuo de tanques

Inicialmente se efectu6 un muestreo simple directo del residuo
proveniente de los tanques de almacenamiento de crudo y de suelo nativo
utilizado en el proceso. De estas muestras se analizd el contenido de
hidrocarburos totales del petréleo (TPH) y un estudio de huella digital
(Finger Print), para clasificar al residuo dentro de un rango especifico de
hidrocarburos.

El muestreo compuesto requiere que se tomen muestras en diferentes
sitios, se los mezcle y se obtenga una muestra representativa, para la
caracterizacion inicial el producto esta previamente mezclado y con una

muestra simple se obtiene una muestra representativa. Corbitt, 2003.

5.3.1 Finger print. - Este analisis consiste en la interpretacion del
cromatograma obtenido a partir del analisis de muestras de suelo, agua o
crudo en el cual se hace una interpretacién cualitativa del hidrocarburo
presente en las muestras. Con este analisis se puede determinar la
contaminacion o naturaleza del producto analizado determinado sus
principales componentes como alcanos, iso-alcanos, compuestos

parafinicos, etc. Observar resultados en (Cuadro No.2).
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Fundamento cientifico para la caracterizacién del hidrocarburo :

Se lo realiz6 en el laboratorio Gruntec a través de un analisis de
cromatografia gaseosa; es un procedimiento de analisis para separar,
identificar y cuantificar los diferentes componentes de una mezcla

El sistema de columnas cromatograficas constituyen el corazén de todo
cromatdgrafo. Cada columna se disefia para aprovechar alguna propiedad
de los diferentes componentes que resulte adecuada para generar
distinta velocidades de avance para cada uno de ellos durante el recorrido
de la columna.

En el caso de los hidrocarburos se suele usar la volatilidad como
propiedad distintiva entre los diversos componentes. Para aprovechar esta
propiedad se emplea una fase liquida estacionaria que queda retenida en
la columna mientras el gas carrier circula por ella. Si esta fase
estacionaria es no polar (siliconas, hidrocarburos de elevado peso
molecular) la tendencia a disolverse en ella crece al bajar la volatilidad de
los compuestos analizados. De este modo las moléculas de los
componentes pesados permanecen mas tiempo (en término medio) en la
fase liquida que en el gas carrier que circula permanentemente. Debido a
esta caracteristica, las moléculas de los componentes menos volatiles
avanzan mas lentamente que las de los componentes mas volatiles, a la
misma temperatura.

En forma simplificada puede afirmarse que las columnas de este tipo
actian como sistemas de destilacion de muy elevada eficiencia y los
diferentes compuestos las recorren empleando tiempos que son
proporcionales a sus respectivos puntos de ebullicion.

El sistema de columnas cromatograficas estd encerrado en un horno de
temperatura variable para optimizar la velocidad a la que se producen los

procesos de separacion.
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Gruntec uso el detector FID, que es un detector de muy alta sensibilidad
s6lo apto para hidrocarburos pues permite detectar los iones de Carbono
gue se forman durante la combustion a alta temperatura. Sumado a la
muy alta sensibilidad, este detector presenta la caracteristica de poseer
un Factor de Respuesta (en masa) casi idéntico para todos los
hidrocarburos: La misma masa de distintos componentes produce la
misma intensidad de sefial en el detector. Esta caracteristica transforma al
FID en un detector de mucha utilidad pues no es necesario conocer la
formula de un componente para conocer su aporte a la masa total del

sistema. Autores: M. Crotti, S. Bosco

5.3.2 Caracterizacion fisico quimica del sustrato

Se realizd una caracterizacion inicial para conocer el sustrato y luego se
hizo una muestra compuesta de cada uno de los tratamientos; luego
fueron transportadas en un contenedor con las caracteristicas necesarias

para el mantenimiento de las mismas.

Para cubrir lo establecido en la tabla No. 6 del Reglamento Ambiental para
las operaciones hidrocarburiferas en el Ecuador (RAOH), durante la

investigacién se analizaron:

Hidrocarburos totales del petréleo
Poblacion bacteriana

Potencial hidrégeno

Nitrogeno

Fosforo

Potasio

V V V VYV VYV V V

Metales pesados

39



> Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s)

Estos parametros fueron analizados: en el Laboratorio GRUNTEC en Quito,
los metales pesados en el Laboratorio Gruntec de Canada vy la

identificacion y recuento bacteriano en el laboratorio Q-max de Quito

5.3.3 Hidrocarburos totales del petrdleo.- Permite medir el
total de hidrocarburos de petréleo solubles o recuperables en ciertos
solventes, es sindnimo de hidrocarburos minerales.

Fue analizado utilizando el método EPA - 8015 (GC-FID).

5.3.4 Hidrocarburos aromaticos policiclicos.- constituye toda
la fraccion de hidrocarburos de alto peso molecular.

Estos parametros fueron analizados mediante el método EPA - 8270.

5.3.5 Metales pesados.- los metales controlados por el RAOH,
considerados como peligrosos para el medio ambiente son: Cadmio,
Niquel y Plomo, fueron analizados en cada una de las muestras

provenientes de las parcelas de experimentacion.

Se muestrearon Unicamente en los meses de abril y agosto en
consideracion que en el primer muestreo éstos estuvieron bajo
parametros establecidos en el RAOH, en la tabla seis. Se realizd un
segundo muestreo para verificar los datos en agosto verificAndose que
seguian bajo los limites permisibles, por la complejidad de estos analisis
fueron enviados a realizar en el laboratorio de Gruntec en Canada

Se emplearon los siguientes métodos analiticos: Cd con EPA -7131 A, Ni
con EPA- 7521 y Pb con EPA - 7421.

Ademas de lo establecido en la tabla No.6, se analizé:
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5.3.6 Poblacion bacteriana.- se contaron las unidades de
formacion de colonias por gramo (ufc/g), lo que constituye un indicador
muy importante del desarrollo del proceso de biorremediacién
estrechamente relacionado con el resto de pardametros y que nos permite
conocer la concentracion de células bacterianas que se mantiene como
degradadoras primarias en un proceso de biorremediacion. Un valor
establecido en la literatura universal por las diferentes investigaciones de
campo establece que no debe ser menor a 1E+08 ufc/g de suelo. El
laboratorio externo Q-MAX uso el método de nimero mas probable (NMP)

para su determinacion.

Se realizd el aislamiento e identificacion de la flora bacteriana con
capacidad metabdlica para la degradacidon de hidrocarburos provenientes
de tres posibles fuentes utilizadas en el proceso como son el sustrato
(suelo nativo mezclado con el residuo de los tanques de almacenamiento
de crudo), el biol (formulacidn bioactiva compuesta principalmente por
macro y micro nutrientes) y de la biomasa (lodos activos provenientes de
las plantas de tratamiento de las aguas negras y grises del campamento
central UB15).

De las cepas aisladas e identificadas se selecciond las mejores cepas
degradaroras de hidrocarburos en funcién de su capacidad metabdlica y

adaptabilidad a diferentes derivados o fracciones de hidrocarburos

5.3.7 Potencial hidrogeno (pH).- es un indicador de un medio

adecuado para la vida el cual debe estar entre 6.5 a 7.5.
5.3.8 Macro nutrientes.- Nitrégeno, Fosforo, Potasio

Los métodos analiticos usados fueron: N con EPA - 351.1, P con EPA -
6020 y K con EPA - 7610
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5.4 Diseio experimental

El trabajo de investigacidon inicia con la homogenizacién de los fondos de
tanques de petrdleo colectados en los ultimos 12 meses, se efectud en
una piscina de cemento armado hermética para evitar contaminar el suelo
y nivel freatico, por el volumen se utilizé una retroexcavadora provista de
una cuchara de un metro cubico de capacidad la cual remueve el

sedimento homogenizandolo y aireandolo.

En esta piscina se incorporan el Biol. (mezcla de agregados organicos)
mas suelo natural, formando un sustrato semiliquido que sera dispuesto

luego en las celdas de los reactores.

La investigacién consisti6 en probar tres tratamientos de

biorremediacion:

T1= [64% de fondos de tanques de petrdleo (FTP) + 6% de Biol. + 2.5%
de material absorbente + 21.5% de suelo nativo + 6% de lodos

activados de la planta de tratamiento]

T2= [64% de fondos de tanques de petrdleo (FTP) + 6% de Biol. + 24%

de suelo nativo + 6% de lodos activados de la planta de tratamiento]

T3= [64% de fondos de tanques de petrdleo (FTP) + 6% de Biol. +

27.5% de suelo nativo + 2.5 % material absorbente]

Los tratamientos T4 y T5, son los testigos, que contenia Unicamente el

fondo de tanque sin ningun agregado, solo fue homogenizado; la variable
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sera exclusivamente la temperatura por el tipo de techo, bajo el cual

estaran.

Para cada tratamiento T1, T2 y T3 se realizd seis réplicas que se
ubicaron por sorteo en los cuatro reactores, para T4 y T5 se realizd una
sola repeticidn y se los ubicd en tinajas uno en cada tipo de reactor
(Diferente tipo de techo).

Por lo expuesto en el parrafo anterior disponiamos de 18 mddulos de
siembra y dos con los blancos. Por lo que esta investigacion se realizd en

20 unidades experimentales.
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Fig. 2 DISPOSICION DE LAS CELDAS EN FORMA ALEATORIA, EN LOS

REACTORES CON TECHOS CIRCULARES Y TRIANGULARES

BT2
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Simbologia Fig. 2

BT1 = Tratamiento uno colocado en reactor de techo semicircular

BT2 = Tratamiento dos colocado en reactor de techo semicircular

BT3 = Tratamiento tres colocado en reactor de techo semicircular

AT1 = Tratamiento uno colocado en reactor de techo triangular

101010

AT2 = Tratamiento dos colocado en reactor de techo triangular

AT3 = Tratamiento tres colocado en reactor de techo triangular

5.5 Descripcion de los Médulos para siembra

Para mantener una absoluta independencia entre ellos con la finalidad de
evitar que haya contacto entre los tratamientos y lixiviados de cada uno,
se construyeron dentro de las cuatro piscinas pequefas paredes divisorias
usando bloque los mismos que se los sujetdé con masilla de arena y
cemento. Para lograr la hermeticidad indicada se recubrié las piscinas con
plastico de alta densidad conocido en la industria petrolera como “lyner”.

Se puede observar lo indicado en la Fig.3
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Fig 3 CORTE EN PLANTA DE LOS MODULOS PARA SIEMBRA Y SU HERMETICIDAD
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6. RESULTADOS

6.1 Descripcion de los tipos de reactores
6.1.1 Reactor con techo a dos aguas plano y piscina
horizontal.

Diseno del techo

Su estructura es metadlica, soldada a pilotes de acero su estructura
inferior termina en un monorriel nivelado donde se encaja la parte del
techo modelo a dos aguas, el acople de la base con el techo se realiza
mediante un juego de ruedas ubicadas a un metro de distancia, las
cuales se asientan sobre el monorriel, lo cual le permite que el techo se
desplace, abriéndose o cerrandose. Para conseguir el desplazamiento de
la estructura del techo, la base debe tener el doble de largo que la
misma, lo que permitird una apertura total del techo. Para optimizar
espacio la base piloteada y soldada llega hasta el final del segundo reactor
que es exactamente igual al primero, con lo cual se permite la apertura de
los techos indistintamente.

El techo es de estructura metdlica liviana con translicidos; para abrirlo o

cerrarlo se utiliza un sistema de tecle de cadena.
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Fig 4. PLANO DEL REACTOR CON TECHO TRIANGULAR Y CORTE DE LA PISCINA

Departamento de Facilidades. Disefio conceptual: Guido Abad, Calculo empresa HARBERT
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Superficie de trabajo

Para depositar el sustrato, el reactor tiene una base de cemento armado
de 250 Kg/cm?, suficientemente resistente para soportar el peso de una
retroexcavadora. Es nivelada y totalmente horizontal, tiene una
profundidad de 0.50 metros, pero Unicamente se llena el sustrato hasta
los 0,30 metros para evitar reboses o desbordamiento, también este
volumen libre nos permitié durante el proceso agregar agua y mantener
hiumedo el suelo, dando un margen de seguridad para evitar
contaminacién al suelo circundante, igualmente al final del proceso
permite realizar una agregacién de sdlidos degradables o suelo nativo,

para realizar el mejoramiento final previa la disposicién al ambiente.

Con este disefio se construyeron dos piscinas con capacidad para 70

metros cubicos cada una, las piscinas tienen las siguientes dimensiones:

Largo = 16 metros
Ancho = 9 metros
Profundidad = 0.5 metros
Volumen total = 72 m3

Volumen de trabajo efectivo = 43 m3
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Fig. 5 VISTA INTERIOR Y SUPERFICIE DE TRABAJO DEL REACTOR CON TECHO
TRIANGULAR

Fotografia: Guido Abad

6.1.2 Reactor con techo semicircular

Diseno del techo

Se realizé un disefio mas liviano, con estructura de aluminio un metro
mas baja que la estructura citada anteriormente (Fig.: 6,7,8), en este
nuevo disefio el techo es semicircular y llega hasta el piso, tiene ruedas
gue encajan entre dos paralelas metalicas, para la superficie de rodadura
se empotrd una lamina de metal que facilita el desplazamiento del techo .
El techo estara recubierto con plastico de invernadero se demostrdé que
con este disefio se incrementd la temperatura al interior del reactor y esta

variable fisica, afecta positivamente al proceso de biorremediacion.
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Fig. 6 VISTA INTERIOR Y SUPERFICIE DE TRABAJO DEL REACTOR CON TECHO
SEMICIRCULAR

Fotografia: Guido Abad

Fig. 7 VISTA EXTERIOR LATERAL DEL REACTOR CON TECHO SEMICIRCULAR

Fotografia: Guido Abad
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Fig 8. PLANO DEL REACTOR CON TECHO SEMICIRCULAR Y CORTE DE LA PISCINA
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Superficie de trabajo

Fig. 9 VISTA INTERIOR Y SUPERFICIE DE TRABAJO DEL REACTOR CON TECHO
SEMCIRCULAR

B
/rr,rr/.’.rrrrr[r,r,r/xrfnr///r/f’,////r///,//////ff/f//,(ff.f///.Cf///.///,//////,’A’/f/. PIIL7IT 7 ”

Fotografia: Guido Abad

Es de cemento armado con una resistencia de 250 Kg. /cm?. Se la disefid
con un desnivel del 5% para retirar el lixiviado percolado, lo cual mejora
la biorremediacion, para captar estos lixiviados en el extremo lateral a la
qgue se orienta la caida de la loza se construyd una pared permeable con
orificios que permiten el paso de liquidos los mismos que se conducen por
una canaleta a una trampa cerrada de cemento que es un colector de

lixiviados.

Con este diseno (Fig. 8) se construyeron dos piscinas con las siguientes

dimensiones:

Largo = 31 m.

Ancho = 11 m.
Profundidad = 0.5 m.
Volumen total = 170 m?

53



Volumen de trabajo efectivo = 102 m?

6.2 Caracterizacion fisico-quimica original

Cuadro No.2 CARACTERIZACION DE FONDOS DE TANQUE, SUSTRATOS Y SUELO

ESLY
FONDO DE
TANQUE

CODIGO
FTOO01

‘ RESULTADO

La muestra presenta una contaminaciéon con
hidrocarburo en el rango del Diesel Range: este
hidrocarburo es evidentemente joven, ya que sus
picos de bajo peso molecular tiene una importante
presencia y no se evidencia todavia oxidacion o

ataque microbiano

SUSTRATO 1

AT2-PTT PIT 2

Muestra de suelo muy contaminada con crudo en el
rango de Desel Range Organic. Es un crudo
relativamente joven en donde sus cadenas de
mediano peso molecular se encuentran en mayor

proporcion.

SUSTRATO 2

Blanco PIT 4

Crudo parafinico en el rango de Diesel Range
Organics. El crudo esta en proceso de degradacion,
ya que las cadenas del pristano y el phytano que son
las cadenas de mas dificil degradacion se encuentran

en una proporciéon mucho mayor al resto de cadenas

SUSTRATO 3

Blanco PIT 1

Crudo parafinico en el rango de Diesel Range
Organics. El crudo estd en proceso de degradacion,
ya que las cadenas del pristano y el phytano que son
las cadenas de mas dificil degradacion se encuentran

en una proporcidon mucho mayor al resto de cadenas

SUELO NATIVO

SNOO1

Se corri6 inicialmente una prueba de TPH la cual no
boté resultados de consideracién que justifique

correr un Finguer Print

Laboratorio GRUNTEC - ECUADOR , Ing. Santiago Cadena
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6.3 Caracterizacion bacteriana

Cuadro No.3 CARACTERIZACION DE BACTERIAS PRESENTES EN EL BIOL,
SUELO Y PLANTA DE AGUAS GRISES Y NEGRAS

CODIGO | NOMBRE Procedencia

B1,3 Pseudomona aeruginosa  BIOL

B3 Pseudomona putida BIOL

Bl Actinomices sp BIOL

B2,2 Serratia rubidae BIOL

B2.1 Pseudomona cepacia BIOL

S1 Hafnia alvei Suelo con hidrocarburo
S2 Klebsiella pneunoniae Suelo con hidrocarburo
S3 Pseudomona aeruginosa  Suelo con hidrocarburo
S4 Bacillus sp. Suelo con hidrocarburo
R2 Klebsiella pneumoniae Redfox

R1.2 Enterobacter aglomerans Redfox

R1,1 Pseudomona pseudomallei Redfox

Laboratorio Q-MAX-ECUADOR, Blgo. Mauricio Ruales

Se identificaron 12 cepas provenientes de las diferentes muestras
procesadas y se las utilizd para la seleccion de las mas resistentes frente a

diferentes fracciones de hidrocarburo (Cuadro No.3).

Las muestras fueron sometidas a un enriquecimiento selectivo dirigido a la
obtencién de bacterias degradadoras de hidrocarburos, posteriormente se
realizé el aislamiento e identificacién de las cepas obtenidas a través de
pruebas bioquimicas que permitieron la evaluacién de sus caracteristicas

enzimaticas y metabdlicas.

La seleccion de las mejores cepas bacterianas degradadoras de

hidrocarburos consistié en efectuar pruebas de metabolismo y resistencia
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a hidrocarburos, para esto se expuso a cada una de las cepas bacterianas
aisladas e identificadas a diferentes fracciones de hidrocarburos con el fin
de evaluar su capacidad metabdlica y adaptabilidad frente a un toxico
determinado.

Para la presente investigacién se utilizaron compuestos que representan
los siguientes grupos de hidrocarburos: alcanos, alquenos, aromaticos,
aromaticos policiclicos, y ademas se utilizé el residuo de tanque de

almacenamiento

Los cultivos bacterianos puros obtenidos se los sometido a diferentes
concentraciones de un toxico especifico y ayudados con un método
estadistico probabilistico denominado NUumero Mas Probable (NMP) se
determind la cantidad de células que se adaptaron al medio circundante y
por lo tanto desarrollaron sistemas enzimaticos que les permitié

metabolizar la sustancia toxica a la que fueron expuestas.

6.3.1 Respuesta de las bacterias a los contaminantes
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Tabla No.1

EXPOSICION DE LAS BACETRIAS OBTENIDAS EN LA

CARACTERIZACION INICIAL A DIFERENTES CONTAMINANTES PARA
VERIFICAR LAS CEPAS MAS VIABLES

NUMERO DE NUMERO DE NUMERO DE
NOMBRE CELULAS VIABLES | CELULAS VIABLES | CELULAS VIABLES
CODIGO BACTERIAS Test 1 con Hexano Tes_t 2 con Aceite | Test 3 con Fondo
al 1% Mineral al 1% de tanque al 0,5%
NMP/100 ml NMP/100 ML NMP/ 100 ml
Pseudomona 300 >900 200
B1,3 aeruginosa
Pseudomona 295 >900 180
B3 putida
120 >900 60
Bl Actinomises sp
300 >900 240
B2,2 Serratia rubidae
Pseudomona 286 >900 164
B2,1 cepacia
50 >900 00
S1 Hafnia alvei
Klebsiella 180 >900 80
S2 pneunoniae
Pseudomona 286 >900 220
S3 aeruginosa
300 >900 250
S4 Bacilus cereus
Klebsiella 20 >900 10
R2 pneunoniae
Enterobacter 240 >900 120
R1,2 aglomerans

Laboratorio Q-Max - Biol Mauricio Ruales

Como se puede desprender de la Tabla No. 1, de las cepas analizadas tres

especies son las que presentaron la mejor resistencia a hexano y al fondo

de tanque, estas son: Pseudomona aeruginosa, Bacillus cereus y Serratia

rubidae.
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Es importante anotar que estas mismas cepas, exceptuando al Bacillus

cereus. tienen una actividad emulsificante. Esta propiedad permite que el

hidrocarburo se incorpore con mayor facilidad a la célula bacteriana a

través de la pared celular. Laboratorio Q-MAX,2006

Fig. 10 Pseudomona aeruginosa (Cultivo en hagar)

Laboratorio Q-MAX
Fig. 11 Bacillus cereus (Cultivo en hagar)

Laboratorio Q-MAX
Fig. 12 Serratia rubidae. (Cultivo en hagar)
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Laboratorio Q-MAX

6.4 Preparacion de los cubiculos

Fig. 13 VISTA DE LOS FONDOS DE TANQUES COLOCADOS EN UNA PISCINA
IMPERMEABILIZADA ANTES DE SER MEZCLADOS CON LOS
TRATAMIENTOS, TIENEN 92,000 mg/KG de TPH

Fotografia: Guido Abad

Es el producto que fue sometido al proceso de biorremediacién, como se
observa en la fotografia es un hidrocarburo degradado que se decanta en

los fondos de los tanques de almacenamiento de petrdleo, estd mezclado
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con arena que viene de las formaciones hollin y T, M1 ubicadas en

estratos rocosos a mas de tres km. de profundidad.

Fig. 14 MEZCLADO DE LOS FONDOS DE TANQUES CON NUTRIENTES Y MATERIAL
ABSORBENTE

Fotografia: Guido Abad

En la fotografia anterior se puede ver el mezclado de material absorbente
y encapsulante, comercialmente denominado spag sorb, con lo cual se
ayuda a la agregacién del hidrocarburo para facilitar la accion bacteriana.
Este material al mezclarse con el suelo no permite que el hidrocarburo se

lave con el agua.

Fig. 15 VISTA DE LAS CELDAS DE CULTIVO Y DISPOSICION DE LOS
TRATAMIENTOS BT1, BT2, BT3 Y BLANCO, EN LOS REACTORES
SEMICIRCULARES
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Fotografia: Guido Abad

Cada celda de investigacion se construyé de forma tal que son
independientes entre si evitando que haya conexidon de liquidos entre

ellas, cada celda fue una de seis repeticiones de los tres tratamientos.

Fig. 16 VISTA DE LAS CELDAS DE CULTIVO Y DISPOSICION DE LOS
TRATAMIENTOS AT1, AT2, AT3 Y BLANCO, EN LOS REACTORES CON
TECHO TRIANGULAR, DESPUES DE TRES MESES DE HABER INICIADO EL
PROCESO
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Fotografia: Guido Abad

Todas las celdas de tratamiento fueron sefalizadas para evitar
confusiones durante el muestreo y seguimiento, cada uno fue tratado

COMO un universo en si.

6.5 Analisis de Resultados
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Se detalla en primera instancia los indicadores controlados por el RAOH
(Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas en el
Ecuador), establecido en la tabla No.6 que indica los limites permisibles
para la identificacion y remediacion de suelos contaminados en todas las
fases de la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicios.
La tabla establece analizar: Hidrocarburos totales, Hidrocarburos
aromaticos policiclicos y los metales pesados cadmio, niquel y plomo.
Siendo el relleno sanitario el lugar de su disposicion final los parametros

alcanzar son los determinados para uso industrial.

6.5.1 Hidrocarburos totales (TPH)

Tabla No.2 VARIACION DEL CONTENIDO DE TPH EN LAS CELDAS DE
TRATAMIENTOS DISPUESTOS EN LOS DOS TIPOS DE REACTORES, SE
MUESTRAN DATOS INICIALES Y FINALES

Promedio mensual de TPH expresado en mg/kg,
determinado por el método
EPA No. GC-FID

AT2 BT2 AT1 BT1 AT3 BT3 RAOH |BLANCO

ABR | 23388 | 43944 | 26880 | 25667 65482 | 47491 | 4000 | 92721

MAY | 91093 | 83951 69643 | 65184| 99570 | 81793 4000

JUN | 58690 | 32603] 28212 | 27862 63354 | 30404 4000

JUL | 53647 | 34833 32530 | 20396/109064| 39530 4000 [233057

AGO | 29400 | 21699 17368 | 18391] 54153 | 19851 4000

SEP | 28439 | 29588| 18637 4346 42640 4019 4000

Analisis de laboratorio realizados por GRUNTEC

Tabla realizada por Guido Abad

Fueron analizados durante seis meses, la tabla adjunta es el promedio

mensual, analizado por el tipo de tratamiento, los registrados con AT
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corresponden a las siembras dispuestas al azar en los invernaderos con el
techo en forma triangular y los BT corresponden a las siembras colocadas

en los invernaderos con techos semicirculares.

Cuadro No.4 VARIACION DEL CONTENIDO DE TPH EN LOS BLANCOS, SE
MUESTREO EN ABRIL Y JULIO , SE MUESTRAN DATOS INICIALES Y FINALES

& 233057

¢ 92771

Grafico realizado por Guido Abad

En los blancos el TPH se ha concentrado aun mas que en los otros
tratamientos, en consideracion que el agua se ha evaporado y tenemos un
crudo intemperizado, lo que demuestra la hipotesis que por si solo el

fondo de tanque no se degrada.

64



Cuadro No.5 VARIACION DEL CONTENIDO DE TPH EN LAS CELDAS DE EXPERIMENTACION, SE MUESTRAN DATOS
INICIALES Y FINALES. EL TPH SE MIDE EN mg/kg Y A SIDO DETERMINADO POR EL METODO EPA EPA No. GC-FID

AT2 - -®- -BT2 ——ATL - -0- =BTl —%—AT3 - -e- -BT3 -+ RAOH

Cuadro realizado por Guido Abad
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Hidrocarburos Totales (TPH): Permite medir el total de hidrocarburos de
petrdleo solubles o recuperables en ciertos solventes, es sindnimo de

hidrocarburos minerales.

En el mes de abril el muestreo se realizo en un sedimento con mas de un

80% de humedad lo cual explica los valores bajos.

En el mes de mayo se observa el valor real del TPH en consideracién a
gue por efecto de los invernaderos se produjo una evaporacion agresiva
dejando el suelo basicamente con la humedad de campo, excepto en los

blancos que se mantienen en fase semiliquida.

Durante el proceso se tomo la desicidon de tamizar el suelo a mediados de
junio, para lo cual se uso medios mecanicos manuales, se cernié el suelo
en cada celda, retirando piedras, trozos madera, raices y pedazos de tela
absorbente esta ultima se usa para limpiar los tanques. Las piedras,
maderas y raices son parte del suelo nativo usado como agregado a los
tratamientos, el mismo debido al volumen es extraido con
retroexcavadora y es dificil discriminar el contenido, que al mezclarse con
los fondos de tanques en un volumen que los triplica, se contaminan y
absorben hidrocarburos los cuales se impregnan y no se degradan, al
oxigenar y humedecer el suelo liberan hidrocarburos contaminando
nuevamente el suelo en proceso de tratamiento. Al aplicar esta medida,
se puede ver en los analisis realizados a fines de junio una disminucién en
los niveles de TPH, tendencia que se incrementa en los meses de Julio,

agosto y septiembre.

Se observa que las celdas BT1 y BT3 dispuestos en los reactores con

techos circulares estdan muy proximos a los limites permisibles para suelo
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industrial, segun lo establecido por el Reglamento Ambiental para las

Operaciones Hidrocarburiferas en el Ecuador (RAOH).

El TPH ha sido usado por las bacterias y seudomonas presentes en el biol
y lodos activados de las plantas de tratamiento, como fuente de carbono,

lo cual ha permitido que la bacteria asimile el hidrocarburo.

Los analisis de laboratorio fueron realizados por GRUNTEC el mismo que
es acreditado por el Organismo de Acreditacion del Ecuador (OAE), los
técnicos aplicaron el método: EPA 8015 (GC-FID) para la determinacion.

6.5.2 Metales pesados

Tabla No. 3 CONCENTARCION DE METALES PESADOS EN CADA
TRATAMIENTO SE MUESTRA DATO INICIAL Y FINAL

Metales pesados normados por el RAOH
Cd <10 mg/kg Ni <100 mg/Kg Pb < 500 mg/kg

ABRIL AGOS |ABRIL |AGOS ABRIL |AGOS
AT1 0,99 0,8 39,73 48 121,93 (155
BT1 0,99 1 38,77 44,5 121,77 [161,5
AT2 0,99 0,75 34,53 52 71,17 190,5
BT2 0,99 0,65 40,47 53 97,90 140
AT3 0.99 0,795 |39,50 72 83,87 |59
BT3 0,99 0,6 40,30 44,5 77,70 100
RAOH 9,99 9,99 99,99 99,99 499,99 499,99

Analisis de laboratorio realizados por GRUNTEC - CANADA
Tabla realizada por Guido Abad
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Siendo los metales pesados altamente toxicos, con capacidad de
biocumularse y afectar severamente los érganos blancos como el cerebro,
corazon rifidn, la sangre, afectan a la reproduccién, considerados por el
IARC (International Agency for Research on Cancer) y OSHA
(Occupational Safety and Healt Administration), como cancerigenos para
el hombre, afectan a las poblaciones mas sensibles como los nifos,

madres embarazadas, lactantes y personas con disfunciones organicas.

Habiendo gran probabilidad que en los fondos de tanques estén presentes

estos metales toxicos se analizd su concentracion.

Ademas estos metales son controlados por el Reglamento Ambiental para

las Operaciones Hidrocarburiferas en el Ecuador, Decreto 1215.

Por lo expuesto se determind el cumplimiento de los parametros de los

metales establecidos en dicho estandar: Cadmio, Niquel y Plomo.

En el primer muestreo realizado en abril, se determind que los valores
estaban bajo los limites permisibles, sin embargo se realizé un analisis de
reconfirmacién en el mes de julio, lo que nos confirmd que los sedimentos
depositados en las parcelas de experimentacidn cumplen con los

parametros para disposicidon a la intemperie, en suelo industrial
El laboratorio externo GRUNTEC envidé a su casa matriz, un laboratorio

certificado en Canada para su respectivo analisis, se utilizaron los
métodos EPA: 7131A para Cd, 7521 para Niy 7421 para Pb.
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6.5.3 Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP's)

Constituye toda la fraccidon de hidrocarburos de alto peso molecular, muy
dificiles de degradar, muchos de ellos considerados cancerigenos por la
Asociacion Americana que estudia la causalidad de cancer por exposicion a
guimicos, (IARC) .

El Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas en el
Ecuador establece como valor limite menos de cinco mg/kg no indica
cuales deben ser analizados. En el estudio se analizé: flouranteno, Benzo
(b) flouranteno, benzo (k) fluoranteno, benzo (a) pireno, Indeno

(1, 2,3-c,d) pireno y Benzo ( g,h,i) perileno.

En el mes de abril se determind que todas las celdas cumplen con
parametros, ninguno de los HAP’s, llegd a mas de 1.2 mg/Kg y se
reconfirmdé en un segundo muestreo realizado en el mes de julio,
determindndose valores maximos de 1.5 mg/kg., los resultados nos
indican que estan bajo el limite permisible para descargas al ambiente, en

suelos industriales; como es el caso del relleno sanitario del Bloque 15.

El laboratorio externo utilizé el método EPA 8270 para su determinacién.

A parte de lo establecido en la ley se determind los siguientes parametros

gue generan y ayudaron al proceso de biorremediacién:
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6.5.4 Poblacion Bacteriana

Tabla No. 4 VARIACION DE LA POBLACION BACTERIANA EN LOS

TRATAMIENTOS
Expresada en unidades de formacion de colonias por gramo ufc/g
Método de conteo placa por vertido
ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOS SEPT

AT1 2,2E+06| 8,5E+04 3,6E4+05 3,6E+05 7,4E+04 | 4,1E+05
BT1 2,5E+06| 2,6E+05 2,0E+05 2,8E+06 6,6E+05 1,4E+05
AT2 5,0E+05/ 7,5E+04 1,7E+05 6,2E+05 1,1E+05 |4,7E+04
BT2 1,8E+05| 1,5E4+05 5,7E4+05 3,0E+04 1,1E+06 5,0E+04
AT3 3,1E+05| 2,5E+05 1,8E+05 9,1E+05 1,4E+06 | 8,0E+04
BT3 1,9E+05| 1,3E+405 7,3E+05 4,6E+05 8,2E+05 1,7E+06

Analisis realizado por el laboratorio Q-MAX - Blgo. Mauricio Ruales

Tabla realizada por Guido Abad
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Cuadro No. 6 CONCENTRACION DE LAS COLONIAS BACTERIANAS EN LOS TRATAMIENTOS
Metodo de conteo Placa por vertido

Colonias de bacterias

3.0E+06

2.5E+06 -

2.0E+06 -

ufc/g 1.5E+06 -

1.0E+06 A

5.0E+05 A

B AT1
EBT1
@ AT2
BEBT2
O AT3
OBT3

0.0E+00 -
ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOS SEPT

Muestreo en tratamientos

Cuadro realizado por Guido Abad
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Andlisis.- Las bacterias oscilaron entre un rango de 100.000 y tres
millones de unidades de formacion de colonias por gramo (ufc/gr).
Notandose un descenso en junio y julio, a medida que el rango del TPH se

elevd el pH disminuyd.

En el mes de julio tuvimos que mejorar la poblacién bacteriana, colocando
lodos activados de las plantas de tratamiento y una cantidad de cuatro
litros por celda de biol, el biol no se pudo colocar en cantidad mayor pese
a saber que en ella habitan la Pseudomona aeruginosa y Serratia rubidae,
debido a que el biol contiene melaza y ello no permite que las bacterias
sobrevivientes del lecho consuman el hidrocarburo, sino que consuman el

carbono mas asimilable presente en la glucosa.

En el mes de agosto se observa un considerable incremento de bacterias
en el tratamiento 3 siendo diez veces mas en AT3; esto obedece a que en
este mes se tamizd el suelo en proceso de remediacion, retirado
impurezas que estaban concentrando hidrocarburo y generando
compactacién en el suelo, que permiti6 que haya una mejor aireacion y
disgregacion del suelo con lo que se mejord la humedad del suelo y las

condiciones de vida en general.

El conteo de bacterias lo realizd el laboratorio Q-MAX, utilizé el método
Placa por vertido. Este método consiste en pipetear un volumen conocido
(0.1 - 1.0 ml) en el medio de cultivo fundido previamente y enfriado
hasta aproximadamente 40 grados Celsius; después de mezclado se vierte

rapidamente en una caja Petri y se incuba. Laboratorio Q-MAX
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6.5.5

Macronutrientes

Tabla No. 5 VARIACI()I}J DEL NITROGENO EN LOS
TRATAMIENTOS, ESTA EXPRESADO EN mg/kg

ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOST SEPT
AT1 1760 1662 3419 3204 2229 2052
BT1 2326 2479 3851 2607 2083 2520
AT2 2084 2367 3122 3521 3073 3016
BT2 2717 3321 2746 2589 2196 2707
AT3 2339 2970 4486 4428 2304 1983
BT3 2082 2989 3022 2230 2642 2981

Analisis realizados por GRUNTEC - Ing. Santiago Cadena - EPA 351.1

Tabla realizada por Guido Abad

73



Cuadro No. 7 CONCENTRACION DE NITROGENO EN LOS
TRATAMIENTOS

Nitrégeno

B ATl

@mBT1

B AT2

@BT2

B AT3

@ BT3

Cuadro estadistico realizado por Guido Abad

Analisis.- El nitrégeno es un componente mayoritario de proteinas, acidos
nucleicos y otros constituyentes celulares. Curtis y Barnes, 2000; por
ello su importancia como macronutriente. En nuestro estudio observamos
que en los meses de abril en el tratamiento BT2 empieza en forma natural
con 2717 mg/kg, siguiendo en importancia el AT3 y BT1; a fines del mes
de abril se adiciond nitrogeno como parte del fertilizante conocido
comercialmente como 10-30-10 (N,P,K), en una proporcion de un
kilogramos por cada 10 m> de suelo en proceso de biorremediacién, se
adiciond a todos los tratamientos para mejorar la composicion del suelo,
observando una mejor asimilacién en el tratamiento BT2 que alcanza los
3321 mg/kg de suelo siguiendo el AT3 y BT3, debido a la dilucién de los
granulos de fertilizante por la humectacion continua y la mezcla del suelo

durante la oxigenacién asi como el agregado de cascarilla de arroz, que se
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realiz6 a mediados de junio; se observa un incremento notable en todas
las celdas de los tratamientos siendo muy notoria en los AT3 que estan
sembrados en los reactores con techos triangulares, coinciden con una
baja viabilidad bacteriana que se puede observar en el cuadro No 6, en los
meses de agosto y septiembre hay una declinacidon en la concentracién en
todos los tratamientos debido probablemente al intenso metabolismo de
las bacterias presentes en la biorremediacion y al aparecimiento de
detritivoros, en consideracién que el TPH ha disminuido de concentracion

en los suelos como se puede observar en el cuadro No. 5.

Tabla No. 6 VARIACION DEL POTASIO EN LOS TRATAMIENTOS,
ESTA EXPRESADO EN mg/kg

ABRIL | MAYO | JUNIO
AT1 3325 4336 7541
BT1 3902 3923 1424
AT2 3785 5866 7019
BT2 4148 7058 6714
AT3 4385 5701 10714
BT3 4467 5106 5990

Analisis realizados por GRUNTEC - Ing. Santiago Cadena - EPA 7610
Tabla realizada por Guido Abad
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Cuadro No. 8 CONCENTRACION DE POTASIO EN LOS TRATAMIENTOS

Potasio ( mg/kc

12000 -
O Abril

10000 -

8000 1
@ Mayo

6000 1
4000 1]

20001

Concentracion (mg/kg)

Tratamientos

Cuadro estadistico realizado por Guido Abad

El Potasio es un activador de muchas enzimas en las células, y su
presencia en los suelos es muy importante para el futuro uso de las
plantas en las cuales actia en el potencial hidrico y mantenimiento del
balance idnico, Curtis y Barnes 2000; alli radica la importancia de éste
macronutriente en suelos contaminados. En el estudio realizado se
determind que naturalmente la concentracién en suelos contaminados con
hidrocarburos el potasio es pobre, en el tratamiento T3 hay un promedio
de 4425 mg/kg debido a que el tratamiento T3 tiene un agregado de suelo
nativo en un 27.5%, superior en un 6 % a los tratamientos T1 vy 3.5 % al
T2. A fines del mes de abril se adiciond al boleo NPK (10-30-10) a razon
de un kilogramo por cada 10 m?de suelo en tratamiento.

En los meses de mayo y junio se han fijado en el suelo con la ayuda de la
cascarilla de arroz que sirvid para estabilizar el suelo, mantener la

humedad y permitié una buena oxigenacién.
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Se observa una excelente concentracidn en los tratamientos T3 y T1
donde inicialmente se colocé material absorbente (spag-sorb- nombre

comercial).

Tabla No. 7 VARIACION DEL FOSFORO EN LOS
TRATAMIENTOS, ESTA EXPRESADO EN mg/kg

ABRIL | MAYO | JUNIO | JULIO
AT1 2165 2784 6800
BT1 2046 3017 5500
AT2 1254 2417 8400
BT2 1158 1814 3500
AT3 1400 1475 3600
BT3 1097 1532 3600

Anélisis de laboratorio realizados por GRUNTEC - Ing. Santiago Cadena

Cuadro estadistico realizado por Guido Abad
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Cuadro No. 9 CONCENTRACION DE FOSFORO EN LOS TRATAMIENTOS

@ Mayo

@ Junio

(mg/kg)

@ Julio

Concentracion

Cuadro estadistico realizado por Guido Abad

El fésforo acontece en la naturaleza en forma de fosfatos organicos o
inorganicos y es requerido por la célula para la sintesis de acidos nucleicos
y fosfolipidos. Curtis y Barnes 2000.

En los resultados de los analisis se observa que en los meses de mayo y
junio los valores fueron pobres no sobrepasan los 3020 mg/kg, la
asimilacidon del suelo es mas lenta que el Nitrogeno y potasio, como
dijimos anteriormente se adicioné al boleo NPK a mediados de junio, el
producto viene en presentacion de granulos y la dilucidon debié ser menor
para este macronutriente, en el mes de julio se ha distribuido en el suelo,
habiendo una mayor concentracién en los tratamientos T1 y T2 que estan
en los reactores de techo triangular donde hemos visto que Ia
temperatura y por ende la evaporacion son en menor intensidad que en

los reactores de techo semicircular.
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6.5.6 Temperatura

Tabla No. 8 PROMEDIO MENSUAL DE LA TEMPERATURA EN LOS
MESES MAS CALIENTES AGOSTO Y SEPTIEMBRE, EN LOS
REACTORES Y TRATAMIENTOS

AT1

AT2

AT3

BT1

BT2

BT3

AM

35

31

33

36

34

34

PM

37

34

36

38

36

37

Ing. Ambientales del campo Indillana - UB15

Cuadro No. 10 VARIACION DE LA TEMPERATURA EN LOS
REACTORES Y TRATAMIENTOS

Variaciéon Temperatura en los tratamientos

’r' = g e
S mg =g =l =l = .
2] =} =f =§ =8 =N

mfl 5 =8 =8 Ef |

mf 5 =Y =Y Ef |
2] =8 =i =8 =8 =8 abM
21 =l =] =] =i mf

Cuadro estadistico realizado por Guido Abad

La temperatura es un factor fundamental en la biorremediacién porque de
ella depende la viabilidad de las bacterias, Moroto y Rogel - 2005

El promedio en los meses mas calientes de la amazonia nos indica que la
temperatura en los reactores de techo semicircular donde estaban
depositados los tratamientos BT1, BT2 y BT3 presentan un promedio de
34.6 grados Celsius en la mafiana y de 37 grados Celsius en la tarde,

siendo muy O6ptima para la vida de las bacterias meséfilas, en los
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reactores de techo triangular el promedio matutino fue de 33 grados

Celsius y en la tarde el promedio fue de 35.6 grados Celsius. El hecho que

la temperatura promedio de la tarde sea mayor en los reactores de techo

semicircular hace que la temperatura del suelo disminuya mas lentamente

en la noche permitiendo que la actividad microbiana y bacteriolégica sea

mas estable. En general vemos que la temperatura en los reactores de

techo semicircular se mantiene mas estable y hay menos pérdidas de

calor en las diferentes celdas de tratamiento.

5.5.7 Potencial de hidrégeno ( pH)

Tabla No. 9 PROMEDIO MENSUAL DEL POTENCIAL DE HIDROGENO

AT1 AT2 AT3 BT1 BT2 BT3
8-Jun 6 6 6 5 5 6
12-Jul 5 6 6 6 6 6
28-Aug 7 7 6 7 7 7
23-Sep 6 7 7 7 6 7

Ing. Ambientales del campo Indillana - UB15
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Cuadro No. 11 VARIACION DEL pH A LO LARGO DEL TIEMPO EN LOS
TRATAMIENTOS Y REACTORES

Potencial de hidrog

Cuadro realizado por Guido Abad
El pH del suelo puede afectar significativamente la actividad microbiana.
El crecimiento de muchos microorganismos normalmente es maximo
dentro de un intervalo de pH entre 6 y 8, aunque algunos hongos tienen

regiones de crecimiento optimo a niveles de pH menores a 5.

En el mes de junio se determiné que el potencial de hidréogeno estaba
muy bajo seis especialmente en los reactores con techos semicirculares,
por lo cual se tomé la desicidén a inicios del mes de julio de estabilizar el
pH usando cal agricola, la cual fue rociada al boleo y luego removida, se
notd una mejora en los meses de agosto y septiembre, justamente en los
meses que el hidrocarburo estaba siendo consumido se observd que tiene

una relacién directa con la vida bacteriana

Condiciones altamente 4acidas o alcalinas generalmente inhiben Ila

actividad microbiolégica y muchas bacterias se benefician de las
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condiciones neutras. Sin embargo hemos podido determinar
experimentalmente que las cepas de: Pseudomona aeruginosa, Bacillus
cereus y Serratia rubidae se desarrollan con normalidad en rangos que
oscilan entre 5.5 y 7.42. Lo manifiesto porque la degradacién del

hidrocarburo no se ha detenido.
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7. CONCLUSIONES

Se ha podido demostrar que la accidn bacteriana ha generado la
disminucidn progresiva de la concentracién de hidrocarburos en el suelo,
estas bacterias fueron determinadas mediante aislamiento de muestras
obtenidas del biol y de los lodos activados obtenidos de las plantas de
tratamiento, siendo el tratamiento T3 dispuesto en el techo semicircular el

mas efectivo.

El proceso culminé demostrando la tendencia de la disminucion progresiva
del TPH que es el factor contaminante mas critico y que impide la vida
vegetal, por experiencias en procesos anteriores, cuando el TPH alcanza
los 6000 mg/kg la vida vegetal es posible, sobre todo gramineas y plantas
C4.

Se ha podido determinar que la temperatura se mantiene mas estable en
los reactores de techo semicircular, ademas el descenso de TPH es mas
uniforme en los techos circulares que en los triangulares; son mas
livianos; el pH se ha mantenido mas estable. Por lo que tengo que

concluir que los reactores con techo semicircular son los ideales.

La temperatura ideal para la supervivencia de bacterias es de 10 a 40
grados Celsius, en los techos semicirculares se ha podido alcanzar un
promedio de 29 grados Celsius y por ende el control de la temperatura ha

sido un factor determinante para acelerar la biorremediacion.
Agregar material absorbente al proceso permite que el hidrocarburo se

aglutine y evita que se genere lixiviados, por ser un material celuldsico da

mas volumen al sustrato y mejora la aireacion.
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Se ha comprobado mediante analisis de laboratorio que las bacterias
descomponen el hidrocarburo del sustrato y lo usan como fuente de
carbono, en el estudio se aisldo las bacterias degradadoras y fueron
identificadas como Pseudomona aeruginosa, Serratia rubidae y Basillus

cereus.

Los fondos de tanques desde el inicio tuvieron niveles bajos de
hidrocarburos aromaticos policiclicos al igual que los metales pesados, los

cuales se mantuvieron estables durante el proceso.

Las macronutrientes se han mantenido en niveles Optimos y son

indispensables para la digestién bacteriana.
El mejor tratamiento es: T3= [64% de fondos de tanques de petrdleo

(FTP) + 6% de Biol. + 2.5% de material absorbente + 27.5% de suelo

nativo]; dispuesto en un reactor de techo redondo es el efectivo.
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8. RECOMENDACIONES

En el proceso debemos usar suelo proveniente de compostaje, ya que
tiene un pH neutro, en relacion al suelo nativo que es muy &acido y tiene

una alta composicion de arcillas que atrapan los micronutrientes del suelo.

Después del tercer mes que el sedimento esta seco hay que tamizar el
producto para retirar impurezas y poder disgregar el suelo haciéndolo mas
manejable y suelto, permite una oxigenacion y humectacion mas

uniformes.

Para abaratar el costo en la construccion de los reactores se puede
reemplazar las estructuras de aluminio por zerchas plegables de tubo

metalico galvanizado.

El laboratorio que hace la medicion de TPH debe utilizar el método EPA
8015 GC-FID) que es un cromatografia liquida y no usar el método EPA
8440/418.1 que consiste en usar infrarrojos, estos ultimos miden toda

materia organica asumiendo valores alterados.

Se debe mantener la humedad de campo en forma estricta después del

segundo mes para mantener la viabilidad bacteriana.

El Biol tiene como componente melaza, hay que adicionarlo Unicamente al
inicio del proceso, si rociamos en forma repetida el mismo, estamos
agregando cadenas de carbonos lineales, los cuales son asimilados con
mayor facilidad por las bacterias degradadoras las cuales dejan de

consumir el hidrocarburo.
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Durante los dos primeros meses en los cuales se genera una agresiva
evaporacion de hidrocarburos livianos, los techos deben estar herméticos
y no requieren irrigacion por que hay gran cantidad de agua en el

sedimento.

Durante los dos primeros meses en la fase de evaporacion, si tenemos
que ingresar al interior de los reactores se debe hacerlo vistiendo traje
impermeable completo que incluye botas, guantes de nitrilo y mascaras
con filtros para vapores, debido a que estos componentes volatiles son

peligrosos para la salud.

La lectura del pH debe hacerse en campo una vez por semana a fin de

controlarlo y mantener un rango entre 6.5y 7.5.

Determinadas las bacterias degradadoras: Pseudomona aeruginosa,
Bacillus Sp y Serratia rubidae el paso siguiente es bioaumentarlas en un
caldo de cultivo en donde se les condicione a usar el hidrocarburo como

fuente de carbono.

El método de biorremediacién experimental ha demostrado que la accién
bacteriana descompone en forma efectiva los hidrocarburos presentes en
el sustrato, como producto final hemos tenido agua y materia organica. La
degradacion generada por las bacterias Pseudomona aeruginosa, Bacillus
cereus y Serratia rubidae ha transcurrido en un tiempos corto de seis
meses estimandose un proceso final de ocho meses, el precio del
tratamiento es de 70 ddélares el metro cubico muy competitivo si lo
comparamos con los 400 dodlares que cobran las incineradoras. Los riesgos
asociados a derrames en el proceso de biorremediacidon, tratadas en

piscinas herméticas como las utilizadas en la experimentacién son cero
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versus el potencial de transportarlas del sitio de origen hasta las
facilidades de incineracion.

La entropia usada en la biorremediacién es la natural en relacion a la alta
cantidad de energia que se usa en la incineracion.

Las emisiones atmosféricas y la probable generacién de dioxenos y
furanos esta presente en la incineracion a diferencia de emisiones
minimas en el proceso de biorremediacion. Con lo cual queda comprobada

gue la hipédtesis alterna es verdadera.
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10. ANEXOS

ANALISIS LABORATORIO DE GRUNTEC Y Q-MAX
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