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RESUMEN

TITULO: BIORREMEDIACION MICROBIANA DE SUELOS CONTAMINADOS CON
HIDROCARBURO EN LA ANTIGUA AREA DE TRATAMIENTO BIOLOGICO (ATB) DE LA
GERENCIA REFINERIA BARRANCABERMEJA

AUTOR: DEBBIE ANDRES CADENA AGUDELO"

PALABRAS CLAVES: Biorremediacion microbiana, bioestimulacién, bioaumentacion, ensayo de
tratabilidad, prueba piloto en campo

DESCRIPCION

La contaminacion de suelos con hidrocarburos es uno de los problemas generados por los
procesos de extraccidn y procesamiento de petréleo. Este trabajo propone la aplicacion de la
tecnologia de biorremediacion de suelos mediante el uso de procesos de biodegradacion
microbiana que permitan la remocién de hidrocarburos presente en el suelo contaminado del
pasivo ambiental de la antigua Area de Tratamiento Bioldégico de la Gerencia Refineria
Barrancabermeja.

El trabajo incluye una metodologia propia en la aplicacion de un sistema de biorremediacion
microbiana, desarrollada mediante las siguientes lineas de accion estrategia: primero, la
determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas del suelo contaminado;
segundo, aplicacién de técnicas de bioestimulacion y bioaumentacién de la poblacién de
microorganismos presentes; tercero, desarrollo de actividades de seguimiento y control mediante la
realizacion de andlisis periddicos en campo y en laboratorio y cuarto, determinacion de la eficiencia
del proceso de biorremediacion microbiana.

La alta eficiencia alcanzada en la remocion de los hidrocarburos contenidos en el suelo
contaminado durante la implementacién del proceso de biorremediacion microbiana fue validado
por medio del desarrollo riguroso del disefio experimental aplicado, el cual incluyo una primera fase
de trabajo en laboratorio mediante un ensayo de tratabilidad y una segunda fase correspondiente a
la traslacion del ensayo a una prueba piloto en campo.

El desarrollo de este proyecto permitid establecer una alternativa viable técnica, econémica y
ambientalmente aceptable para el manejo del pasivo ambiental objeto de estudio, mismo que
redundara en la posibilidad real de cumplimiento con la legislacion ambiental vigente por parte de
la Refineria de Barrancabermeja.

" Proyecto de grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Rodrigo Gonzalo Torres Séez, PhD.
Bioquimica
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SUMMARY

TITLE: MICROBIAL BIOREMEDIATION ON HYDROCARBON CONTAMINATED SOIL IN
FORMER BIOLOGICAL TREATMENT AREA (ATB) IN BARRANCABERMEJA REFINERY .

AUTHOR: DEBBIE ANDRES CADENA AGUDELO”

KEYWORDS: microbial bioremediation, bioestimulation, bioaugmentation, treatability test, pilot test
in the field

DESCRIPTION

Soil pollution with oil is one of the issues generated by the processes of extraction and processing
of oil. This paper proposes the application of technology for bioremediation of soils using
microbiological processes that allow the removal of hydrocarbons in soil contaminated
environmental liabilities of the former Biological Treatment Area in Barrancabermeja refinery.

The work includes methodology for the application of microbiological bioremediation system,
developed through the following action lines: first, the determination of the physicochemical and
microbiological contaminated soil, and second, applying techniques of bioestimulation and
bioaugmentation population of microorganisms, third, development of monitoring and control
through regular tests in field and laboratory and fourth, determining efficiency on microbiological
bioremediation process.

The high efficiency achieved in the removal of hydrocarbons in contaminated soil during the
implementation of microbiological bioremediation process was validated by developing rigorous
experimental design, which included a first phase of work in the laboratory using a treatability test
and a second phase corresponding to the translation of a pilot test in the field.

The development of this project enabled a viable solution technically, economically and
environmentally acceptable to the management of environmental liabilities under study, it will result
in the real possibility of compliance with environmental regulation by the Barrancabermeja refinery.

" Draft Grade
Faculty Science. School of Chemistry. Director: Rodrigo Sdez Gonzalo Torres, PhD. biochemistry
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GLOSARIO

AEROBIO: Uso de un compuesto oxidante en la respiracion microbiana (Ej.
Oxigeno) para realizar el proceso de biodegradacion.

ANAEROBIO: Uso de un compuesto reductor en la respiracion microbiana (Ej.

Sulfatos, didéxido de carbono etc.,) para realizar el proceso de biodegradacion.

APIl: American Petroleum Institute

BIODEGRADACION: Proceso biologico basado en el metabolismo de los
microorganismos en el que se reducen las concentraciones de los componentes

de una sustancia o compuesto organico.

BIORREMEDIACION: Proceso biol6gico controlado, para el tratamiento de suelos,
materiales y aguas contaminadas con sustancias téxicas, que utiliza
microorganismos como bacterias, levaduras u hongos para descomponer estas

sustancias a otras menos téxicas o inocuas.

CAMPO PETROLERO: Area de produccion de petréleo con instalaciones de
transporte, construccion, mantenimiento, alojamiento y administracion; equipos de
separacion de petréleo, gas y agua, transporte de petréleo crudo y gas natural,

instalaciones de abastecimiento de agua entre otras.

CONTAMINACION CRUZADA: Transferencia de un contaminante de un medio a

otro agua-aire, suelo-agua, suelo-aire etc.

EX-SITU: Significa retirado de su lugar original, e implica que hay excavacion y

traslado del material contaminado a tratar.

16



IN-SITU: Significa en su lugar de origen, e implica que no hay excavaciéon ni

traslado del material contaminado a tratar.

LANDFARMING: Forma de tratamiento de un suelo, lodo o cualquier otro material
contaminado, el cual estd basado en practicas agricolas, como por ejemplo, el

volteo de terreno con tractor.
RECALCITRANTE: Término usado para los compuestos contaminantes que
presentan resistencia o que son muy resistentes a la biodegradacion y que soélo

podran ser degradados bajo condiciones no-biolégicas.

RETORTA: Equipo de separacion y medicion de los volumenes de agua, aceite y

solidos contenidos en una muestra de fluidos de perforacion.

SUELO: Estrato superior de la corteza terrestre formado por minerales, materia

organica, aire y agua.

TPH: Significa “hidrocarburos totales del petréleo”, y es usado como parametro de

medida de los compuestos del petrdleo en una muestra de suelo o agua.
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INTRODUCCION

El tratamiento por biorremediacion microbiana es un proceso bioldgico utilizado
ampliamente a nivel mundial en la descontaminacién de suelos y materiales
contaminados con hidrocarburos del petroleo, dentro del cual juega un papel
preponderante el andlisis previo de las implicaciones técnicas y ambientales que
permiten asegurar la eficiencia del proceso en el marco de la sostenibilidad

ambiental.

Este trabajo incorpora la aplicacion de la tecnologia de biorremediacion
microbiana en el pasivo ambiental existente en la antigua area de tratamiento
biol6gico “ATB” de la Gerencia Refineria de Barrancabermeja que presenta suelos
contaminados con contenidos de hidrocarburo hasta del 30% (30000 mg/kg)
producto de que a lo largo de su operacién, recibié todos los lodos aceitosos que
en el funcionamiento normal de la refineria generaban las actividades de limpiezas
de tanques y estructuras, limpiezas de areas impregnadas con crudo por derrames
de petrdleo ocurridos en emergencias y disposicion de los lodos aceitosos

generados en la planta de tratamiento de aguas residuales industriales (PTAR).

La metodologia del presente trabajo incluye la implementacion de un
procedimiento experimental realizado mediante dos (2) fases de ejecucion de la
aplicacion de la tecnologia de biorremediaciéon microbiana del suelo contaminado
presente en el area objeto de estudio, correspondiente a un ensayo inicial de
tratabilidad en laboratorio y una traslacion de los resultados alcanzados en el
ensayo a una prueba piloto en campo, utilizando como base para la degradacién
del hidrocarburo el microorganismo Pseudomona sp, teniendo en cuenta la amplia
documentacion que demuestra la presencia de este microorganismo en la zona de
estudio mediante diversas investigaciones realizadas por Ecopetrol, empresas de

la region y validadas en el marco de este trabajo.
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En las actividades de laboratorio y de campo, se desarrollaron técnicas de
bioaumentacién y bioestimulacién de la poblacion microbiana existente en el suelo
contaminado, mediante la aplicacion de un consorcio microbiano producido a partir
de los microorganismos nativos presentes en el area de estudio (Pseudomona sp),
adicién de nutrientes y suministro de aireacion por medio de volteos periédicos. De
igual forma, se realiz6 un seguimiento y control sistematico de los parametros de
interés que permitié condiciones Optimas para la biodegradacion del hidrocarburo
contenido en el suelo y la evaluacion del proceso de biorremediacién

implementado.

Finalmente, este proyecto se convierte en una herramienta viable técnica,
economica y ambientalmente aceptable para el manejo y tratamiento de los suelos
contaminados con hidrocarburos existentes en el pasivo ambiental de la antigua
area de tratamiento bioldgico (ATB) de la Refineria de Barrancabermeja, en razén
a que los resultados alcanzados lograron demostrar una reduccion significativa de
la concentracion de hidrocarburos contenidos en el suelo contaminado (hasta del
73%) en tan solo diez (10) semanas de duracion del proceso de biodegradacién

implementado.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La Gerencia Refineria de Barrancabermeja presenta en el interior de sus
instalaciones un pasivo ambiental (antigua area de tratamiento bioldgico (ATB))
correspondiente al area en la cual se desarrollaban las actividades de tratamiento
biolégico de los lodos aceitosos generados por la operacion normal de la
Refineria. Este pasivo ambiental estd actualmente representado por un &rea de
once (11) hectareas, con un volumen de aproximadamente 400.000 m® (metros
cubicos) de suelo contaminado con concentraciones de hidrocarburo que oscilan
entre 3% y 30% (3000 mg/kg y 30000 mg/kg).

La existencia del pasivo ambiental en la antigua &rea de tratamiento biol6gico
ATB, ocasiona riesgos adicionales a la salud de los trabajadores expuestos a los
venteos en areas de plantas industriales aledafias y una mayor toxicidad en los
recursos suelo y aguas subterraneas, principalmente por procesos fisicoquimicos
simultaneos como evaporacion y penetracion de hidrocarburos generados en el

sitio de disposicién de los suelos contaminados.

De igual forma, el area que ocupa este pasivo ambiental representa para la
Gerencia Refineria de Barrancabermeja un &rea potencial a utilizar para
implementar en un futuro los procesos de modernizacion que demandan las
nuevas tecnologias de refinacion y petroquimica. Por esta razén, se requiere su
descontaminacién y habilitacion para ser utilizada para los objetivos de ampliacion

de la refineria.
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2. JUSTIFICACION

Las diferentes actividades humanas han introducido al ambiente gran cantidad de
residuos organicos provenientes de las actividades industriales. Sin embargo, y
durante el ultimo tiempo, se han venido desarrollando nuevas alternativas de
tratamiento de estos residuos que permitan remediar y/o mitigar la contaminacion
ambiental. Entre estas tecnologias, la biorremediacién se ha venido consolidando
como una solucion para disminuir la contaminacion ocasionada por los
hidrocarburos de petréleo, sus derivados y metales pesados; con 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 que se

desea solucionar.

Al interior de la Gerencia Refineria de Barrancabermeja (GRB) existe un pasivo
ambiental denominado “antigua area de tratamiento biolégico (ATB)” el cual
presenta impactos ambientales acumulados No Resueltos. Con este trabajo de
investigacién aplicada, enmarcada en el campo de la biotecnologia ambiental, se
busca estudiar el uso de la tecnologia de biorremediacion microbiana como una

alternativa de mitigacion y/o reduccion de este tipo de contaminantes.

Por dltimo, es importante anotar que la implementacion de la alternativa propuesta
en este trabajo de aplicacion, permitiria desarrollar un proceso de
descontaminacion sin la generacion de impactos ambientales residuales y con un

menor de costo de inversion.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la tecnologia de Biorremediacion Microbiana para la remocién de

hidrocarburos totales en el suelo del pasivo ambiental antigua area de tratamiento

biologico (ATB) de la Gerencia Refineria Barrancabermeja

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar las caracteristicas fisicoquimicas (pH, humedad, contenido de
hidrocarburos totales) y microbiologicas (microorganismos presentes) del suelo

contaminado con hidrocarburo.

Implementar técnicas de bioaumentacién (pool de Pseudomonas sp) y

bioestimulacién (adicion de nutrientes) en el suelo contaminado.

Realizar seguimiento y control al proceso de biorremediacion del suelo

contaminado con hidrocarburos.

Determinar la eficiencia (tasa de biodegradacién) del proceso de

biorremediacién microbiana en el suelo contaminado con hidrocarburos.

22



4. MARCO REFERENCIAL
4.1 ANTECEDENTES

Silva-Castro GA, 2013 estudiaron la biorremediacion de suelos contaminados
con diésel utilizando bioestimulacion como post-tratamiento después de la
oxidacion con reactivos de tipo Fenton, estos estudios se llevaron a cabo en una
planta piloto que contenia 1 m* de suelo arenoso contaminado con 20.000 mg/kg
de diésel, colocado al aire libre a una temperatura comprendida entre 5y 10 ° C.
Los resultados mostraron que los fertilizantes NPK como post-tratamiento
estimulan las bacterias cultivables degradantes y mejora la actividad
deshidrogenasa.

Sutton NB, 2012 usaron la tecnologia de Biodegradacion para tratar suelos
contaminados con diésel en matrices de suelo diferentes(capa de relleno, turba,
arcilla y arena), identificando el impacto de las condiciones ambientales y la

biodisponibilidad de la capacidad de remediacion microbiana.

Couto MN, 2012. Evaluaron la atenuacion natural, fitorremediacion y tecnologias
hibridas en la remediacion del suelo en una antigua refineria vs un area con una
reciente contaminacién por hidrocarburos de petréleo, encontrandose que después
de 31 meses de experimentos, MNA fue eficaz en la eliminacion de la mayor parte
de la reciente contaminacion APS (50% de la contaminacion inicial total) a 5-20 cm

de profundidad.

Coulon F, 2012 Estudio del efecto de la formulacion de fertilizantes vy
bioaumentacién sobre biodegradacion y la lixiviacion de los crudos y productos
refinados en los suelos, los estudios demostraron que la aplicacién de técnicas de

bioestimulacién proporcionan beneficios para superar la limitacion de nutrientes en

23



los suelos en procesos de biorremediacion, incrementando las tasas de
biodegradacion de hidrocarburos (por un factor de 1,4 a 2,9) y el porcentaje de
masa de hidrocarburos degradados (> 30% después de 12 semanas y 80%

después de 37 semanas ), en comparacion con los suelos no enmendadas.

Lladé6 S, 2012. Un enfoque diversificado para evaluar las estrategias de
bioestimulacién y bioaumentacion de suelo contaminado con petréleo pesado,
mediante una aproximacion diversificada que comprende el seguimiento quimico,
microbioldgico y la evaluacion de la ecotoxicidad de los suelos contaminados por
aceite mineral pesado, con el fin de mejorar nuestra comprension de la
biodegradabilidad de los contaminantes microbianos, la dinamica de la comunidad

y los efectos ecotoxicolégicos de diferentes estrategias de biorremediacion

Feng ZZ, 2012. Degradacion microbiana de Fomesafen por un recién aislado de
cepa Pseudomonas AP-1 y la via de degradacion bioquimica, mediante el cual se
determiné la capacidad de la cepa de Pseudomonas recién aislado zeshuii AP-1
para utilizar Fomesafen como Unica fuente de carbono en un cultivo puro para su
crecimiento. Hasta 88,7% de 50 mg/l de Fomesafen fue degradado por esta

bacteria en medio mineral dentro de 3 dias

Shagas-Spinelli AC, 2012. Estudio de la biorremediacion de un suelo arcilloso
tropical contaminado con aceite diésel, donde se determind que la eficiencia del
tratamiento para eliminacion de PAHs diferian de las eficiencias para la
eliminacion de compuestos de HAP individuales. En el caso de PAHSs totales, los
valores de remocién obtenidos al final del periodo experimental durante 129 dias
eran 87%, 89% y 87% para BS, LF, y BSBA, respectivamente.

Singh B, 2012. Biodegradacion de un derrame de petréleo en una refineria

utilizando consorcios de nuevas cepas bacterianas, mediante la cual se determiné

que en el tiempo cero (justo antes de la iniciacion de la biorremediacion), la
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concentracién de hidrocarburos totales de petréleo en el suelo (a 25 cm horizonte)
de la trama A, B, C y D fue de 30,90%, 18,80%, 25,90% y 29,90%,
respectivamente, después de 360 dias de tratamiento con consorcios microbianos
se redujo a 0,97%, 1,0%, 1,0%, y 1,1% respectivamente. Considerando que sélo
el 5% de degradaciéon se observd en la parcela de control después de 365 dias

(sin aplicacién de consorcio microbiano).

Chikere CB, 2011. Seguimiento de la remediacién de hidrocarburos microbiana en
el suelo, se determind que la biorremediacion de contaminantes de hidrocarburos
es ventajosa debido a la relacion costo-efectividad de la tecnologia y la ubicuidad

de los microorganismos que degradan hidrocarburos en el suelo.

Lopdlito M. y Col. 2005. Llevaron a cabo experimentos de biodegradacion de
hidrocarburos utilizando diferentes sustratos como el petrdleo, kerosene, aceite
lubricante y benceno, y como nutriente un medio minimo y fertilizante foliar
comercial, concluyendo que la inoculacion previa acelera el proceso de

degradacion.

Morgan M. y Col. 2005. Aplicaron biorremediacion en 20 m2 de suelo contaminado
con petroleo, durante 369 dias, en este suelo se adicionaron nutrientes
inorganicos, aireacion y humedad, obteniéndose valores < a 1% de concentracion

de hidrocarburos recomendada por normas internacionales.

Abalos A. y Col. 2004. Estudiaron los ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa
AT10, determinando que la adicion de los mismos, acelera la biodegradacion de

hidrocarburos del petréleo en un 61% en 10 dias de incubacion.
Bracho M. y Col. 2004. Llevaron a cabo un estudio respecto a la degradacion

bacteriana sobre naftaleno, antraceno, fenantreno y dibenzotiofeno. Las bacterias

degradadoras aisladas a partir del suelo estudiado fueron: Pseudomonas

25



(54.05%), Bacillus (24.30%), Staphylococcus (16.20 %) y Micrococcus (5.4 %);
ademas determinaron que el 100% de cepas, degradaron el naftaleno y antraceno,

el 78.5% fenantreno, el 71.42% dibenzotiofeno y 50% los cuatro hidrocarburos.

Pardo J. y Col. 2004. Midieron la efectividad de la biolabranza (landfarming),
durante 4 meses, adicionando fertilizantes inorganicos, obteniendo al finalizar el

experimento, un porcentaje de remocion de hidrocarburos del 91%.

Volke T. y Col. 2003. Realizaron un trabajo en biodegradacién de hidrocarburos de
petréleo y determinaron que los pretratamientos electroquimico y mediante adiciéon
de surfactantes, adicionales al composteo, produjeron una degradacion del 48% y

46% respectivamente.

Zucchi M. y Col. 2003. Evaluaron la respuesta de una comunidad bacteriana
durante la biorremediacién en un lapso de 72 dias con bioestimulacion y aireacion
adecuada, adicion de nutrientes y surfactactes obteniendo una reduccion final de
hidrocarburos del

39.5%

Escalante R. 2002. Desarroll6 un estudio sobre la biodegradacion del crudo de
petroleo en 3 terrarios durante 90 dias, se aislaron 129 cepas bacterianas de las
gue presentaron una mejor actividad biodegrativa las especies: Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus sp. y Serratia rubidae, las mismas que conformaron el
consorcio utilizado en ese experimento. En el primer terrario, donde se inoculo el
consorcio exogeno sin fertilizantes, se logré una biodegradacion del 92.5%, en el
segundo terrario, que estuvo conformado por bacterias nativas, el porcentaje de
biodegradacion logrado fue del 60% vy finalmente, en el tercer terrario que

correspondia al control abidtico, la biodegradacion fue del 55%.
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Margesin R., Schinner F. 2001. Investigaron la factibilidad de la biorremediacion,
como tratamiento opcional de suelos contaminados con hidrocarburos. Para
examinar la eficiencia de la atenuacion natural y bioestimulacion, utilizaron un
mesocosmos tanto con suelos fertilizados y no fertilizados con NPK. El nivel inicial
de contaminacion fue reducido aproximadamente en un 50% y 70% en suelo no

fertilizado y fertilizado respectivamente.

Mishra S. y Col. 2001. Analizaron el potencial de la biorremediacion de un
consorcio bacteriano en suelos pertenecientes a una refineria, dividieron el terreno
de estudio en 4 bloques A, B, C y D de los que A, B y C fueron tratados con
consorcio y D fue control no tratado. En los blogques donde se aplico el consorcio
bacteriano y nutrientes se observé un porcentaje de biodegradacion de 90.2%,
mientras que en el bloque D, un 16.8%, el experimento se desarroll6 durante un

periodo de 120 dias.

Nwachukwu S. 2001. Inoculé Pseudomonas putida en suelos contaminados con
petréleo, adicionando nutrientes inorganicos en algunos. La mayor efectividad de
degradacion se obtuvo a las 9 semanas, esto se corrobord por el crecimiento de
Lepidium sp. , usado como evidencia de biorrecuperacion; el porcentaje de
germinacion de éste, fue de 27,5% en suelos no fertilizados y de 98,8% en suelos

fertilizados.

Parales R. el afio 2000. Eevalué la capacidad degradativa y reaccidn quimiotactica
de cinco cepas, determinando que Pseudomonas putida, degrada de manera

eficaz los hidrocarburos.

Belloso C. 1999. Evalta el porcentaje de biodegradacion durante el proceso
“landfarming” (biolabranza), usando microorganismos exdégenos Yy
microorganismos nativos sin aplicacion de fertilizantes, el estudio tuvo una

duracion de 3 meses. Laeficiencia de la degradacion fue del 84% (en el terrario N°
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1, con microorganismos exdgenos) y del 49% (en el terrario N° 2, con

microorganismos nativos).

Deyta A. y Saval S. 1999. Analizan la degradacion de benceno, tolueno y xileno
(BTX) en suelos de dos sitios contaminados con gasolina y concluyeron que las
diferencias de velocidades y porcentaje de degradacion de un sitio a otro se
debian a la combinacion de factores como la humedad, adicion de nutrientes y

bacterias aclimatadas; asimismo la eficiencia dependi6 del tipo de suelo.

Machin J. y Col. 1999. Observaron el efecto de la bioestimulacion en la
biodegradacion de hidrocarburos de suelo contaminado, en reactores de fase
semisdlida, encontrando que mediante la adicion de un fertilizante, se obtenia un
elevado porcentaje de degradacion. El suelo tratado presentaba altos niveles de
contaminacion por hidrocarburos; de esta manera la bioestimulacion en fase sélida

puede considerarse como alternativa para la biorremediacién del suelo.

Morales D. y Col. 1999. Aislaron y seleccionaron consorcios microbianos con
capacidad para degradar hidrocarburos de dos fuentes: una contaminada con
hidrocarburos (IMP) y otra no contaminada (composta residual). La degradacion
de hidrocarburos fue de 25,48% para el consorcio IMP y de 22,37%, para el

consorcio de la composta.

Ortiz A. y Col. 1999. Seleccionaron un material texturizante organico (bagazo de
cafia y composta) el mismo que presentaba las mejores caracteristicas como
soporte en los biorreactores tipo columna por incremento de porosidad, resistencia
de agua, resistencia del diclorometano y alta recuperacion de hidrocarburos;
asimismo determinan un porcentaje de biodegradacion de 9.35 % para el
consorcio IMP, 14,77 % para el corsorcio IMP+ composta y un 25% para IMP+

bagazo de cafa.
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Aislabie J. y Col. 1998. Estudiaron el potencial de la biodegradacion de los
hidrocarburos del petroleo en suelos de la Antartida, demostrando que el nitrogeno
incrementa significativamente la mineralizacion de hidrocarburos en suelos

contaminados con petréleo crudo.

Belloso C. y Carrario J. 1998. Compararon la actividad hidrocarburolitica de
diferentes cepas bacterianas en suelos “landfarming” contenidos en terrarios, con
aplicacion de 2 concentraciones de fertilizantes NPK en las proporciones de C/N:

20:1, y NPK: 20:2:1 en el primer caso (Z1) y proporciones de C/N: 100:1, y NPK:
20:20:1 en el segundo caso (Z2), observandose el porcentaje mas alto de
reduccion de hidrocarburos (45%) en los primeros 30 dias en el terrario con el

fertilizante Z2. La cepa W2 result6 ser la de mayor capacidad hidrocarburolitica.

Merino F. 1998. Llevd a cabo un estudio de microorganismos nativos productores
de emulsificantes de petréleo, indicando que los microorganismos con mayor
capacidad emulsificante y degradativa, fueron las cepas: Pseudomonas
aeruginosa KT1-1 y Serratia rubidae BT5-4.

4.2 MARCO HISTORICO

En los afios sesenta, la idea de que la biodegradacion del petréleo vertido en un
accidente se podia mejorar con la adicion de nitrégeno y fésforo inorganico ya
habia aparecido en los circulos cientificos. Uno de sus principales impulsores en
los afios 70 fue Ronald Atlas, que tiempo después trabajé en la limpieza de las

costas de Alaska tras el vertido del Exxon Valdez.!

! RODRIGUEZ GALLEGO, José Luis. Universidad de Oviedo. Disponible en
www.ingenierosdeminas.org/docu/documentos/biorremediacionexxonvaldes.pdf. p.24. Fecha de
consulta: 13 de Febrero de 2013.
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En efecto, esta tecnologia comenzé definitivamente a llamar la atencién en los
aflos setenta, reducida a experimentos de laboratorio o0 a pequefas
demostraciones en el campo. A partir de entonces, el numero de fracasos
comenzé a disminuir y a finales de los ochenta, la comunidad cientifica empez0 a
considerar la tecnologia de biorremediacion como una alternativa para remediar

los efectos de los vertidos de petréleo.?

En Colombia, el aflo de 1974 mediante el codigo nacional de recursos naturales,
se orientd las miradas hacia la remediacion de sitios contaminados con
hidrocarburos y compuestos organicos, en donde se incluyeron procesos
fisicoquimicos de separacion y reacciones que en su momento se presentaban
como una solucién inmediata al problema ambiental. Durante las décadas de los
80s las entidades ambientales centraron sus esfuerzos en la divulgacion de las
leyes para el manejo ambiental, preservacion de la atmosfera, el recurso hidrico y
la preservacion de ecosistemas naturales con el fin de disminuir las actividades
causantes del deterioro ambiental (decreto 1594 de 1984, usos del agua y

residuos liquidos).

Posteriormente, el transporte de crudo y sus derivados se ha visto afectado
considerablemente durante los ultimos 18 afios por una permanente actividad de
atentados terroristas contra los oleoductos e instalaciones petroleras. Entre los
afos 1986 y 1998 las incursiones violentas de los grupos al margen de la ley
ocasionaron el derramamiento de cerca de dos millones de barriles de petréleo,
7.6 veces mas que el petrdleo que se derramdé en el desastre del buque Exxon
Valdés; sobre ciénagas, pantanos, rios, quebradas y suelos en su mayoria con

vocacién agricola, pecuaria y pesquera.®

2 |bid
% Ibid
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Lo anterior conlleva a pensar en la biorremediacion como una alternativa para
contrarrestar los dafios ocasionados en el suelo por los constantes derrames de
crudo; gran parte de las aplicaciones de la biorremediacion han sido
experimentales y los trabajos desarrollados se han dedicado a comprobar la
aplicabilidad de un método de biorrecuperacién a unas determinadas condiciones

de emplazamientos y a determinados contaminantes®.

4.2.1 Area de tratamiento biolégico (ATB). La necesidad del area ATB, para la
Modernizacion de la Refineria, obligd a Ecopetrol S.A. a realizar un estudio de
contaminacion con la intervencion del Instituto Colombiano del Petréleo (ICP),
mediante el cual se adelanté una caracterizacién del suelo presente en el ATB,
para identificar los potenciales niveles de contaminacion presente en el sitio y

tomar como referencia la Lista Holanda para su control y eventual remediacion.

Lo anterior se desarrollé por medio de labores de monitoreo en 40 puntos del area
ATB a saber: (Ver figura 1 Ubicacion de los puntos de monitoreo de suelo area
ATB).

*Ibid

31



Figura 1. Ubicacion de los puntos de muestreo del suelo en el &rea del ATB

Fuente: Araujo Ibarra & Asociados S.A., ajustados por SIAM S.A. en campo, 2010.

Los resultados mostraron que los valores promedios encontrados en campo que
era de 10.94 % (10940 mg/kg) eran superiores a los descritos en la regulacion
existente sobre contaminantes del MAVDT (Ministerio de Ambiente, Vivienda y
Desarrollo Territorial), que expresa que los Hidrocarburos Totales deben ser
inferiores 330 mg/kg como GRO (rango de gasolina organica) y 990 mg/kg como
DRO/ERO (Rango de Diesel organico/Rango de organicos extendidos).(Ecopetrol,
Plan de Manejo Ambiental PMRB, 2010).

De igual forma, se identificaron zonas de alto contenido de hidrocarburos. En este
sentido, Ecopetrol S.A. ha venido proponiendo una estrategia para llevar el
contenido de hidrocarburos (medidos como grasas y aceites) en los suelos del
area del ATB (en un area estimada de 11 Ha), hasta un uno por ciento (1%)
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promedio en toda esta zona en profundidades superiores a dos metros. (Ecopetrol,
Plan de Manejo Ambiental PMRB, 2010)

Figura 2. Panoramica del Area de Tratamiento Biologica.

Fuente: Ecopetrol S.A. - 2010

De las zonas con altas concentraciones de hidrocarburos encontradas, se han
identificado tres puntos calientes, los cuales se plantean retirar y tratar en un area
aledafia dentro de los predios de la Refineria. La totalidad del material
contaminado debera ser retirado del area del ATB como se evidencia en la figura
que relaciona el volumen de material estimado de los puntos calientes y el
volumen de suelo contaminado de tierra superficial. (Ver tabla 1y figura 3)
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Tabla 1. Célculo de &rea y volumen de suelo del ATB que debe ser retirado.

Caracterizacién del area del ATB por el ICP

Profundidad Area Volumen Hidrocarburo
Metros m? m® %
0-1 12.538
1-2 10.082 2.823 10,30
2-3 17.400 4.872 17,80
3-4 22.164 6.206 22,70
4-5 1.651 462 1,70
5-6 6.851 1.918 7,00
6-7 10.276 2.877 10,50
7-8 6.945 1.945 7,10
8-10 12.177 3.410 12,50
Total > 1% HC 97.462 24.513
Total 100.084

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo — ICP — Caracterizacion del area del ATB, 2010.

Figura 3. Ubicacion puntos calientes en el area del ATB.

Tierra superficial
+/- 64000 m3

Puntos
Calientes
82000 m3

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo — ICP — Caracterizacion del area del ATB, 2010.




4.3 MARCO TEORICO

4.3.1 Biotecnologia Ambiental. La biotecnologia ambiental surge entre los
siglos XIX y XX para el tratamiento de aguas residuales urbanas. En la segunda
mitad del siglo XX, se extendi6 a la remediacion de suelos, la purificacion de
gases, el saneamiento de aguas superficiales y subterraneas, la purificacion de
aguas residuales industriales, las técnicas de deposicion de residuales en

vertederos sanitarios y compostaje de residuos biorganicos”.

La biotecnologia ambiental emplea los procesos biolégicos modernos en la
proteccion y restauracion de la calidad del ambiente. Esta surgi6 como una
solucién a muchos de los problemas de contaminacion actual. Se puede evaluar el
estado de los ecosistemas, transformar los contaminantes en sustancias no
toxicas, generar materiales biodegradables a partir de recursos renovables y
desarrollar procesos de manufactura y manejo de desechos ambientalmente
seguros®. Esta disciplina cientifica-aplicada abarca cualquier aplicacién destinada
a reducir la contaminacion, con la utilizacibn de microorganismos para la
generacion de combustibles y de plantas modificadas genéticamente para la

absorcion de sustancias toxicas.

Cada vez son mas las compafias industriales que estan desarrollando procesos
biotecnolégicos en el area de prevenciéon, con el fin de reducir el impacto
ambiental como respuesta a la tendencia internacional al desarrollo de una
sociedad sostenible. Esta es una opcién para producir nuevos productos con

menor impacto ambiental.

® HARTMAN, L. (1999). Historical development of wastewater treatment processes. In: J Winter,
editor. Biotechnology-Environmental processes |. Weinheim: Wiley-VCH.

® ZILSTRAA, GJ, KUKOR, JJ. (2005). What is environmental biotechnology? Curr Opin Biotech;
16(3): 243-5.
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Actualmente, la principal aplicacibn de la biotecnologia ambiental es la
biorremediacion, considerada como una tecnologia emergente. El término inglés
bioremediation, que en espafiol se traduce como biorrestauracion, se refiere a los
tratamientos con sistemas biologicos para la restauracion o limpieza de suelos,
aguas subterrdneas y aire contaminado con xenobidticos. Técnicamente el
anglicismo biorremediacion es aceptado y el mas utilizado. Puede definirse
entonces como biorremediacion: una tecnologia de biorrestauraciéon de ambientes
naturales previamente contaminados con xenobiéticos por eliminacion, atenuacion
o transformaciéon de estos compuestos’®, con el empleo de la capacidad
metabolica de los microorganismos (bacterias, hongos, levaduras y algas)®® y
algunas plantas, oxigeno y nutrientes, para acelerar los procesos de
biodegradacion natural. La transformacion puede ser parcial, por obtencién de un
compuesto menos toxico que el parental, mientras que la mineralizacion o
transformacion total es la degradacion hasta diéxido de carbono y agua (procesos
aerobios), agua y metano (condiciones anaerobias). Es importante destacar que la

biorremediacién es efectiva sélo si el contaminante es biodegradable®.

En 1974 se registro la primera patente de agente biolégico de remediacién: una
cepa de Pseudomonas putida degradadora de petrdleo’®. En 1991, se habian
reportado aproximadamente 70 géneros microbianos degradadores de
compuestos del petroleo, y en las dos décadas sucesivas ese nimero casi se ha
duplicado. Estos microorganismos pertenecen al menos a 11 divisiones

procariotas diferentes™”.

" MAIER, R. (2002). Microorganisms and organic pollutants. In: Maier R, Pepper IL and CP Gerba,
editors. Environmental Microbiology. San Diego, CA: Academic Press. P 363-400.
8 PRASAD, KS, KUMAR, NS, SHARMA, S. (2010). Bioremediation: Developments, current
Eractices and perspectives. Genet Eng Biotechnol J.; 1-20.

STRONG, PJ, BURGESS, JE. (2008). Treatment methods for wine-related ad distillery
wastewaters: a review. Bioremediat J.; 12: 70-87.
1 PRESCOTT, LM; HARLEY, JP; KLEIN, DA. (2002). Microbiology. Fundamentals of applied
microbiology: 1012-4.

GLAZER, AN; NIKAIDO H. (2007). Microbial biotechnology: Fundamentals of applied
microbiology. 8: 510-28.
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La biodescontaminacion debe ser factible de aplicar en condiciones de campo,
respetuosa con el entorno natural en el que tiene que desarrollarse; y competitiva
desde el punto de vista economico. En estos dultimos aspectos, los
microorganismos asociados frecuentemente a los espacios contaminados, redinen
caracteristicas ecoldgicas y metabdlicas muy valiosas, ya que son degradadores
naturales de compuestos xenobibticos. Su capacidad de desarrollarse sobre
sustratos de bajo costo'® y que sus inéculos se puedan producir masivamente
mediante técnicas convencionales de uso industrial habitual, los hace candidatos

singulares para su utilizacion en procesos de biorremediacion.

La gran diversidad estructural de contaminantes ambientales que son degradados
por microorganismos (fundamentalmente bacterias y hongos), los convierte en
potencialmente usables para la biorremediacion. Contaminantes recalcitrantes
como los bifenilos policlorados, componentes de los destilados de la refinacién del
crudo, los hidrocarburos aromaticos policiclicos, las resinas y los asfaltenos®®, se
mineralizan a didéxido de carbono por varias especies de hongos del tipo
ligninoliticos y bacterias, incluyendo mezclas complejas de estas sustancias.

Teniendo en cuenta el movimiento o no de la matriz contaminada, las técnicas de
biorremediacién pueden dividirse en dos: in situ y ex situ'®. En las primeras, los
suelos y las aguas contaminadas son tratados en el propio lugar de la
contaminacion sin transformacién. En las segundas, implica la excavacion o
traslado de los suelos contaminados; y en el caso de las aguas, significa el

bombeo-tratamiento-recarga o traslado a reactores.

2 RODRIGUEZ, S; FERNANDEZ, M; BERMUDEZ, RC; MORRIS, H. (2003). Tratamiento de
influentes industriales coloreados con Pleurotus sp. Rev Iberoamer Micol. 20(4): 164-8.

¥ FIELD, JS; JONG, E; FEIJOO-COSTA DE BONT, Jam. (1993). Screening for ligninolytic fungi
aAppIicabIe to the biodegradation of xenobiotics. Trends Biotechnol. 11: 44 -9.

' DUA, M; SINGH, A; SETHUNATHAN, N; JOHRI, AK. (2002). Biotechnology and bioremediation:
successes and limitations. Appl Microbial Biotechnol. 59 (2-3): 143-52.
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La seleccion de la técnica depende de tres principios basicos: la bioquimica, que
es la posibilidad de que el contaminante sea transformado biolégicamente; la
biodisponibilidad, que es la accesibilidad del microorganismo al contaminante; y la

bioactividad, que es la oportunidad de optimizar la actividad biolégica®®.

Las técnicas de la biorremediacién se clasifican fundamentalmente en tres tipos: la
bioestimulacién, que es la adicion de nutrientes para potenciar la actividad
metabdlica de la microbiota degradadora autdctona; la bioaumentacion, que es la
adicién de microorganismos degradadores exégenos cuando la proporcién de la
microbiota degradadora autéctona es muy reducida’; y la bioaumentacién con
microorganismos modificados genéticamente, tecnologia practicamente exclusiva
de paises desarrollados. La obtencién de productos mediante técnicas de ADN
recombinante para potenciar vias degradativas especificas para fines de

biorremediacion es cara, aunque muy eficiente.

Como todo proceso tecnologico, la biorremediacion tiene ventajas y desventajas.
Una ventaja importante es su bajo costo en relacion con otros tratamientos. Es
dificil hacer una comparacién de costos, porque es necesario conocer las
caracteristicas de cada sitio en particular, pero en términos generales se puede
decir que la biorremediacién es por lo menos diez veces mas econodmica que la
incineracion, y tres veces mas economica que algunas tecnologias fisicoquimicas
de inmovilizacion. Ello esta dado por varios factores, como un menor gasto de
energia, bajo costo de los nutrientes y la operacion bajo condiciones ambientales,
que hace que su uso sea muy practico para los paises en vias de desarrollo™. Por
otra parte, es una tecnologia limpia, ya que los contaminantes pueden ser

transformados hasta compuestos inocuos como el diéxido de carbono.
Las desventajas de la biorremediacion consisten principalmente en que no se

puede aplicar en el campo cuando hay compuestos radioactivos, cuando los

compuestos organicos contaminantes son altamente halogenados, cuando existen
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metales pesados que inhiben la actividad microbiana o cuando las condiciones
microambientales son desfavorables. Debido a que cada microorganismo tiene
sus caracteristicas, la tolerancia que presentan ante cada situacidon es muy
particular. También pueden ocurrir fendbmenos de inhibicion de la actividad

microbiana a concentraciones muy altas de contaminantes organicos™®.

4.3.2 Biodegradaciéon de Hidrocarburos. La biodegradacion del petréleo es un

I*>1%17 que demora meses o afios segin las condiciones®®, la

proceso natura
complejidad molecular de sus componentes y la acumulacién. La biodegradacion
de contaminantes depende de factores abidticos o fisicoquimicos que agrupan a
los que se relacionan con el contaminante (estructura quimica, concentracion y
biodisponibilidad) y las condiciones medioambientales (disponibilidad de oxigeno y
nutrientes, pH, temperaturas, presion, salinidad, presencia de metales pesados);
mientras que los bidticos dependen de los microorganismos (poblacion

microbiana: concentracion e interacciones).

4.3.2.1 Procesos Fisico-quimicos: Cuando el petrdleo crudo y sus productos de
destilacion se arrojan al ambiente, inmediatamente suceden cambios fisicos y
quimicos. Los procesos abiolégicos que ocurren a la intemperie son la
evaporacion, la disolucion, la dispersion, la oxidacion fotoquimica, la
emulsificacion de agua-petréleo, la adsorcion de particulas suspendidas, el
hundimiento y la sedimentacién. Estos procesos suceden simultdneamente y
causan cambios importantes en la composicién quimica y las propiedades fisicas
del contaminante original, que puede afectar la tasa o la efectividad de la

biodegradacion. El proceso de intemperie mas importante durante las primeras 48

> SANTIESTEBAN, A. Qué es el petréleo.

1 ATLAS, RM; BARTHA, R. Stimulated. (1973). Biodegradation of oil slick using oleophilic
fertilizers. Environ Sci Technol. 7: 538-41.

7 BLACKBURN, JW; HAFKER, WR. (1993). The impact of biochemistry, bioavailability and
bioactivity on the selection of bioremediation techniques. Trends Biotechnol. 11: 328-33.

8 ATLAS RM. (1981). Microbial degradation of petroleum hydrocarbons: an environmental
perspective. Microbial Rev. 45: 180-209.
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horas de un derrame generalmente es la evaporacion, mediante la cual los
compuestos de bajo y mediano peso con puntos de ebullicion mas bajos se
volatilizan y van a la atmodsfera: una a dos terceras partes de la masa del derrame
se pierde en ese periodo. A medida que transcurre el tiempo disminuye la tasa de
evaporacion. La evaporacién es controlada por la composicién del petrdleo, el
area superficial y las propiedades fisicas, la velocidad del viento, la temperatura
del aire y del agua, el estado del cuerpo de agua y la intensidad de la radiacion
solar. El material remanente es mas rico en metales (principalmente niquel y
vanadio), ceras y asfaltenos, mas que el petréleo original. Con la evaporacion, el
peso especifico y la viscosidad del petrdleo original también aumentan. La
disolucion del petréleo en la columna de agua es mucho menos importante que la
evaporacion, desde la perspectiva de la pérdida de masa del petréleo derramado,
pues es improbable la disolucion de parte del combustible. Sin embargo, esta
Gltima cobra importancia porque algunas fracciones solubles en agua (compuestos
aromaticos ligeros) son téxicos para varios organismos presentes (incluyendo los
microorganismos degradadores), y su impacto sobre el ambiente marino es mas

significativo que las consideraciones de balance masivas que podrian implicar™®.

4.3.2.2 Caracteristicas del hidrocarburo contaminante: Las caracteristicas del
contaminante es uno de los factores que definen el tipo de tratamiento que se
requiere para la descontaminacion. Los hidrocarburos estan constituidos por
compuestos hidrofébicos, poco solubles en agua. A medida que aumenta el
namero de atomos de carbono en la estructura y la conjugacion en los
compuestos aromaticos, disminuye la solubilidad. Los hidrocarburos sustituidos
por grupos polares (alcoholes, acidos, etc.) son mas solubles?. La solubilidad del
hidrocarburo afecta su biodisponibilidad. Esta puede estar limitada ademas si el

contaminante tiene alguna barrera fisica o quimica que impide el paso de la

19 OTREMBA, Z; TOCZEK, H. (2002). Degradation of crude oil film on the surface of seawater: the
role of luminous, biological and aqutorial factors. Polish J Environ Stud. 11(5): 555-9.
% PROSKURIAKOZ, VA; DRABKIN, AE. (1984). Quimica del petréleo y del gas. Moscu: Mir.
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molécula al interior celular para ser metabolizada®!. La viscosidad también dificulta
la interacciéon contaminante-nutriente-bacteria-aceptores de electrones®. La
presencia de componentes toxicos o inhibidores del crecimiento microbiano
también afecta la interaccion del contaminante, y la volatilidad no impide la

biodegradacion.

4.3.2.3 Fuente de Carbono: Existe una especificida biodegradadora por parte de
los microorganismos para los diferentes componentes del petréleo. Si el ‘sitio de
ataque o accion’ de la enzima degradadora se encuentra bloqueado (isoprenoides
o moléculas sustituidas con grupos voluminosos COOH, CHj3), no tendréa lugar la
reaccion, disminuyendo asi la actividad biodegradativa®. En general, los
hidrocarburos saturados suelen ser mas susceptibles a la degradacion que los

242520y astos que resinas y asfaltenos®®?®. Los n-alcanos son los mas

arométicos
propensos a la oxidacién®"?’. Le siguen en la serire los isoalcanos, aunque los
muy ramificados y los que contienen carbonos cuaternarios son poco
biodegradados. Las oleofinas son menos utilizadas como fuente de carbono que
sus correspondientes alcanos y le siguen los hidrocarburos aromaticos, mientras

gue los de bajo peso molecular pueden ser metabolizados cuando estan presentes

?L NAPOLES, J; AVALOS, A. (2008). Biorremediacion de ecosistemas contaminados con
xenobidticos (Internet). Monografias de la Universidad de Oriente, (cited 13 Jun 2010). Available
from: http//monografias.uo.edu.cu/index.php/monografias/article/view/4/6. Fecha de consulta: 10 de
Enero de 2013.
2 GRUIZ, K; KRISTON, E. (1995). In situ bioremediation of hydrocarbon in soil. J Soil Contam. 4:
163-73.
% ERCOLI, G; GALVEZ, J. Paola P; CANTERO, J; VIDELA, S; MEDAURA, M. et al. Andlisis y
evaluacién de parametros criticos en la biodegradacion de hidrocarburos en suelo. Apuntes.
Estudio realizado en laboratorio de Bioprocesos, Facultad de Ingenieria. Universidad Nacional de
Cuyo, Mendoza, Argentina.
** SONG, HG; WANG, X; BARTHA, R; (1990). Bioremediation potential of terrestrial fuel spill. Appl
Environ Microbiol. 56: 652-6.
® WHYTE, LG, BOURBONIERE, L. GREER, CW. (1997). Biodegradation of petroleum
hydrocarbons by psichrotrophic Pseudomonas strains possessing both alkane (alk) and
naphthalene (nah) catabolic pathways. Appl Environ Microbiol. 63: 3719-23.
% LEON, N; INFANTE, C; ARIAS, M; MARQUEZ, M; GORRIN, A. (1998). Biodegradability of
Venezuela crude oils. SPE International conference on health, safety, and environment in oil and
%as exploration and production, 7-10, Caracas, Venezuela.

IN, Joseph; CAPO, MS. BELLOTA, M. (1994). Ramos Y, Ramos |, Fuentes M. Aislamiento y
seleccién de microorganismos degradadores de hidrocarburos en la plataforma cubana. Ciencias
Biolégicas. 27: 137-48.
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en bajas concentraciones. Los cicloalcanos son altamente toxicos, por lo que se
emplean como sustratos excepcionales?®®. Las parafinas son componentes
facilmente degradables. Los isomeros, hidrocarburos ciclicos y de larga cadena
carbonada tienen una lenta biodegradacion por lo que necesitan una microbiota
especifica. Los hidrocarburos aroma-ticos policiclicos también pueden ser usados

como fuente de carbono por diferentes especies de microorganismos?®’2%,

Una alta concentracion del hidrocarburo contaminante puede inhibir la actividad

microbiana por toxicidad de la fuente de carbono®?%%,

Se han reportado
procesos bioldgicos en ensayos de campo a concentraciones de contaminantes de
hasta 30%, por encima de este valor la degradacion es muy baja aunque no
nula®. La composicién de los compuestos xenobidticos se transforma en el tiempo
por accion de agentes ambientales, la actividad microbiana y los procesos fisico-
guimicos; como consecuencia de esto, el contaminante se enriquece en
compuestos pesados, mas dificiles de degradar, disminuyendo la velocidad de

degradacion con el envejecimiento del contaminante 2%3%-31%*

4.3.2.4 Disponibilidad de Nutrientes para el Crecimiento de los
Microorganismos: Cuando hay un vertido de petrleo en ambientes que
presentan bajas concentraciones de nutrientes inorganicos se suelen producir
elevados cocientes carbono/nitrégeno y/o carbono/fésforo, los cuales son

desfavorables para el crecimiento microbiano.

? GRIFOLL, M; SELIFONOV, SA; GATLIN, CV; CHAPMAN, PJ. (1995). Actions of a versatile
fluorine degrading bacterial isolate on polycyclic aromatic compounds. Appl Environ Microbiol. 61:
3711-23.

? SABATER, J; VINAS, M; VASQUEZ, A; SOLANAS, AM; GANDARILLAS, C; VASQUEZ, V;
(2001). et al. Ensayos de tratabilidad en la recuperacién de suelos contaminados por la tecnologia
de la biorremediacion. Residuos. Revista técnica. 59: 78-82.

% NAPOLES, J. (2005). Ensayos de tratabilidad en suelos contaminados con petrdleo. Tesis en
opcidn al titulo de Master en Biotecnologia. Mencién Ambiental. Universidad de Oriente, Cuba.

% YOUNG, L; CERNIGLIA, C. (1995). Microbial transformation and degradation of toxic organic
chemicals. 1 st ed. New York: John Wiley & Sons. P. 629.

% FONSECA, F. Bioil: (1995). Bioproducto para combatir derrames de petréleo en el mar. Tesis en
opcion al titulo de Master. Universidad de la Habana, Cuba.
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La fuente de nitrégeno interviene en la sintesis de aminoacidos y enzimas. Los
microorganismos la obtienen en forma natural como amonios, nitratos, nitritos,
compuestos organicos que contienen nitrogeno molecular, ademas de estar
presentes en la materia organica como grupos aminos>3. Practicamente todos los
microorganismos emplean el amonio como fuente nitrgeno porque entra
directamente al metabolismo®*; aun asi las formas reducidas (aménicas) son
preferibles en términos energéticos. Ademas, se sabe que el oxigeno de las
formas oxidadas (nitricas) si contribuye a las necesidades implicadas en la
degradacion de compuestos xenobidticos aunque formas oxidadas no puedan
sustituir al oxigeno molecular en la respiracion. Existe ademas (en el campo de la
produccion  de proteina unicelular a partir de hidrocarburos) una amplia
documentacién que demuestra la importancia fundamental del aporte de oxigeno
en la degradacion de estos compuestos, muy reducidos y creadores de un

ambiente hidrofobico refractario a la transferencia de este gas.

Estas consideraciones sugieren, pese a la frecuencia de los suplementos
amonicos en los ensayos de biorremediacion, la conveniencia de las fuentes
oxidadas de nitr6geno. Incluso en la opcion de potenciar la microbiota natural,
tendria menos interés favorecer especies consumidoras preferentes de formas
reducidas de nitrégeno, con mas dificultades previsibles para prosperar en un

ambiente con importantes restricciones a la transferencia de oxigeno®.

% NUNEZ, R. (2003). Obtencién, caracterizacion y aplicacion de un bioproducto bacteriano para la
biorremediacion de derrames de hidrocarburos. Tesis Doctoral. Universidad de la Habana, Cuba.

* MOAT, AG; FOSTER, JW. (1995). Microbial Physicology. 3". ed New York: John Wiley.

* MURADA, MA; MIRON, J; GONZALEZ, MP. (1996). Tratamiento microbioldgico de la
contaminacion por petréleo en ambientes marinos. Estudio de su posible optimizacion. En:
Seguimiento de la contaminacion producida por el accidente del buque Aegean Sea. Centro de
Publicaciones, Ministerio de Medio Ambiente. Madrid. P. 168-85.
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La fuente de fésforo actia en la formacién de los compuestos enzimaticos
celulares que se utilizan en los procesos de sintesis y degradacion. Las fuentes de
fosforo mas utilizadas en cultivos de bacterias son K;HPO4, KH,PO4, NaH,POy,

Na,HPO, o mezclas de éstos®.

Se considera que por lo general la adicion de nitrégeno y fosforo, tiene un efecto
positivo incrementando las poblaciones microbianas y las tasas de biodegradacion
del contaminante. Las concentraciones de nitrégeno y fosforo estan en funcion de

la concentracion de carbono, con una relaciéon: C:N:P 100:10:1°%%7,

Bridé y Bos® describieron que la concentracién de fosforo puede ser mas decisiva
que la de nitrégeno, lo que no implica que las necesidades de fosforo excedan en
términos absolutos a las de nitrégeno. Aunque se asume a veces que parte de las
necesidades de nitrégeno pueden cubrirse con los compuestos nitrogenados de
los crudos petroleros, se sabe que un amplio grupo de microorganismos accede
lentamente a muchas fuentes organicas de nitrogeno, y no parece que las
presentes en los crudos petroleros constituyan casos favorables®’. Otras veces se
asumen las necesidades en funciébn de evaluaciones en sustratos naturales,
donde el nutriente limitante puede ser precisamente el fosforo. Las conclusiones
procedentes de este tipo de enfoque, aun siendo fieles a las condiciones de

trabajo de laboratorio, pueden no resultar categoricas.

% M., Robert; MERCADE, E; C., Andrés; ESPUNY, MJ; MANRESA, MA; GUINEA, J. (1991).
Optimizacion de la produccion de biotensoactivos por Pseudomonas aeruginosa 44T1. Grasas
aceites. 42: 1-7.

3" JUNTEAU, P; BISAILLON, JG; LEPINE, F; RATHEAU, V; BEAUDET, R; VILLEMUR, R. (2003).
Improving the biotreatment of hydrocarbons-contaminated soils by addition of activated sludge
taken from the wastewater treatment facilities of an oil refinery. Biodegradation. 14: 31-40.

% BRIDIE, A; BOS, J. (1971). Biological degradation of mineral oil in sea water. J Inst Petrol. 57:
270-7.
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4.3.2.5 pH: La mineralizaciéon de hidrocarburos se ve favorecida a pH proximos a
la neutralidad. Existe un pH 6ptimo para el desarrollo de cada especie microbiana,
el cual normalmente se encuentra también cercano a la neutralidad®. La variacion
del pH afecta a la actividad microbiana y también la solubilizacion y
adsorcién/absorcién del contaminante e iones. Las formas catiénicas (NH,*, Mg?,
Ca?") son mas solubles a pH &cidos, mientras que las formas aniénicas (NO3,
NO,, PO,*, CI) son mas solubles a pH alcalino®?®). Para la mayoria de las
bacterias este valor se mueve entre 6 y 8, para las levaduras entre 4 y 6, y para
hongos filamentosos entre 3y 7.

4.3.2.6 Temperatura: La temperatura es un factor importante en la actividad
degradativa si tenemos en cuenta que cada microorganismo tiene un rango de
temperatura que garantiza su actividad metabdlica. A bajas temperaturas se
detiene la actividad microbiana porque se para el transporte de nutrientes y
sustancias de desecho a través de la membrana®, con un umbral para la
degradacién significativa de 0 °C*. Se han caracterizado diversos
microorganismos adaptados a las bajas temperaturas, capaces de degradar

42,43,44,45

hidrocarburos Aun cuando por encima de los 40 °C ocurre una

% HUNKELER, D; HOHENER, P; ZEYER, J. (2002). Engineered and subsequent intrinsic in situ
bioremediation of a diesel fuel contaminated aquifer. J Contam Hydrol. 59(3-4): 231-45.

“ WHYTE, LG; HAWARI, J; ZHOU, E; BOUNBONIERE, L; INNIS, WE; GREER, CW. (1998).
Biodegradation of variable-chain length alkanes at low temperatures by psychrotrophic
Rhodococcus sp. Appl Environ Microbial. 64(7): 2578-84.

“l SIRON, R; PELLETIER, E; BROCHU, C. (1995). Environmental factors influencing the
biodegradation of petroleum hydrocarbons in cold sea water. Arch Environ Contamin Toxicol. 28:
406-16.

2 MACCORMACK, WP; FRAILE, ER. (1997). Characterization of a hydrocarbon degrading
psychrophilic Antarctic Bacterium. Antarct Sci. 9: 150-5.

®* MARGESIN, R.; SCHINNER, F.; (1999). Biological decontamination of oil spills in cold
environments. J. Chem Technol Biotechnol. 74: 381-9.

* BORDENAVE, S; GONI-URRIZA, MS; CAUMETTE, P; DURAN, R. (2007). Effects of heavy fuel
oil on the bacterial community structure of a pristine microbial mat. Appl Environ Microbiol. 73:
6089-97.

> KIM, JS; CROWLEY, D. (2007). Microbial diversity in natural asphalts of the Rancho La Brea Tar
Pits. Appl Environ Microbiol. 73: 4579-91.
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disminucion de la actividad microbiana por desnaturalizacién de las enzimas*, en
las zonas litorales de regiones semiaridas se han encontrado microorganismos
termofilos, que poseen un determinado potencial para la transformacion de
hidrocarburos®’. Las temperaturas también afectan la viscosidad y solubilidad de
los hidrocarburos e intervienen en la volatilizacién de los compuestos de bajo
peso molecular. Comunmente las temperaturas mas adecuadas se encuentran
entre 15 y 45 °C (rango de temperatura de crecimiento de los microorganismos
mesdfilos*®; sin embargo, se ha llegado al consenso de que la temperatura 6ptima
en los procesos biodegradativos esta en el rango de 30-40 °C. Claro esta que
existen factores ambientales desfavorables para mantener este rango, teniendo en
cuenta las fluctuaciones entre el dia y la noche y las estaciones anuales, por lo
que existen métodos que permiten controlar estas fluctuaciones®. Esto significa
que la biorremediacion es mas eficaz en los meses de primavera y verano. En
comparacion con los ecosistemas mesofilicos, hay pocos ejemplos de

biorremediacién en lugares contaminados sometidos a bajas temperaturas®.

4.3.2.7 Aceptores de Electrones. Disponibilidad de Oxigeno: Las reacciones
de Oxido-reduccion de la cadena respiratoria constituyen el principio bioquimico de
la biorremediacion®’. Los aceptores de electrones generalmente utilizados por los
microorganismos son oxigeno (biodegradacion aerobia), nitrato, hierro (I11), sulfato

y dioxido de carbono (biodegradacion anaerobia).

% SEMPLE, KT; REID, BJ; FERMOR, TR. (2001). Impact of composting strategies on the treatment
of coils contaminated with organic pollutants. Environ Pollut. 112: 269-83.

4" CHEN, CI; TAYLOR, RT. (1997). Batch and fedbatch bioreactor cultivations of a Thermus
sg)ecies with thermophilic BTEX-degrading activity. Appl Microbiol Biotechnol. 47: 726-33.

“® FEITKENHAUER, H; MULLER, R; MARKL, H. (2003). Degradation of polycyclic aromatic
hydrocarbons and long chain alkanes at 60-70 degrees Cby Thermus and Bacillus spp.
Biodegradation. 14: 367-72.

* POLLARD, SJT; HENEDAY, SE; FEDORAK, PM. (1994). Bioremediation of petroleum-and
creosote-contaminated soils; a review of constrains. Waste Manage Res. 12: 173-94.

% SCHULTZ, H. Using. (1996). Bioremediation to help clean-up the Exxon Valdez oil spill. Dec 2
gcited 2009 Apr 14). Available from: gwyn.tux.org/pub/tux/hschultz/paper.doc.

! HAGGBLOM, M; VALO, R. (1995). Bioremediation of chlorophenol wastes. In: Young L, Cerniglia
C, editors. Microbial transformation and degradation of toxic organic chemicals. New York: John
Wiley & Sons, P. 389-434.
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En la degradaciéon aerobia lo mas comun es la oxidacion a través de oxigenasas o
intermediarios que incorporan facilmente al ciclo de Krebs, tal es el caso de
catecol, el protocatecuato y el gentisato (anillos aromaticos) y acidos grasos en el
caso de las cadenas lineales. El proceso de degradacion anaerobia ocurre en tres
etapas: activacion del sustrato (carboxilaciones, hidroxilaciones anaerobias o
formacion de tio-ésteres del correspondiente acido aromatico con el acetil-CoA);
atague enzimatico (mediante reductasas) de los intermediarios activados, y
conversion de los compuestos no ciclicos (como resultado de la ruptura del anillo)

en metabolitos centrales?®.

La eficiencia de los procesos de biodegradacion aerdbicos depende del grado de
solubilidad del oxigeno. Los pasos iniciales del catabolismo de hidrocarburos
alifaticos, ciclicos y aromaticos por parte de bacterias y hongos implican la
oxidacion del sustrato mediante oxigenasas, que requieren oxigeno molecular.
Estequiométricamente, deben requerirse aproximadamente 3 libras de oxigeno
para convertir una libra de hidrocarburo a dioxido de carbono y agua, por lo que
las primeras aproximaciones de requerimientos de oxigeno estan tipicamente
basadas en la relacion 3:1. Normalmente, no existen condiciones limitantes en la
superficie de la columna de agua o en las capas superficiales de los ecosistemas
bentonicos marinos. Sin embargo, con la profundidad, el sistema se vuelve
anoxico. La disponibilidad de oxigeno generalmente es un factor limitante en la

52,53

degradacion de los hidrocarburos del petréleo®, ya que el funcionamiento de los

microorganismos es menos eficiente bajo condiciones anaer6bicas .
Tradicionalmente se ha considerado que la biodegradacion anaerObica de
hidrocarburos tiene lugar a tasas despreciables, y que, por lo tanto, la importancia

ecoldgica es limitada. No obstante, investigaciones posteriores han puesto de

2 DAVIS, JB. (1967). Petroleum Microbiology. 1st ed. Amsterdam: Elsevier. P. 34-536.

°% SARUBBI, AJ. Biorremediacion. Aspectos de importancia (cited 2004 Nov 23). Available from:
http://www.aidisar.org/index.html. Fecha de consulta: 9 de Enero de 2013.

> OLIZYM. Productos de biotecnologia de Ultima generacién para la biorremediacion acelerada de
los derivados del petroleo. 2004 Sep (cited 2010 Sep 7), Available from:
http://ecobiotec.com/Spainintro.html. Fecha de consulta: 8 de Enero de 2013.
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manifiesto la trascendencia de las rutas catabdlicas anaerdbicas en la

biorremediacion®®.

4.3.2.8 Presion: Contaminantes con densidades mayores a la del agua de mar
pueden hundirse hasta llegar al fondo marino, donde la presién hidrostéatica es
elevada. La combinacion de presion elevada y baja temperatura en el océano
profundo provoca una baja actividad microbiana. Por ejemplo, la tasa de
biodegradacion de un consorcio aislado del fondo marino era unas diez veces

inferior bajo condiciones de océano profundo que a presién ambiental®.

4.3.2.9 Metales Pesados: Altas concentraciones de metales pesados pueden
inhabilitar completamente una poblacion microbiana al inhibir parte de la actividad
metabdlica y de la division celular, provocando desnaturalizacion de proteinas y
alteraciones en la membrana celular. Los microorganismos también pueden
desarrollar resistencia o tolerancia a elevados niveles de metales®. Los metales
pesados son dificilmente removibles de los ambientes contaminados, ya que por lo
general no pueden ser degradados biolégicamente. El zinc, cobre, niquel y cromo
son metales esenciales o micronutrientes beneficiosos para microorganismos,
plantas y animales®, mientras que otros como el cadmio, mercurio y plomo no

tienen funciones fisiolégicas y/o bioldgicas conocidas®’.

4.3.2.10 Poblacion Microbiana: Interacciones y Concentracion: El factor
determinante en el proceso de biodegradacién es la poblacién microbiana, que

debe estar adaptada a utilizar el compuesto contaminante y poseer las enzimas

** VAN HAMME, JD; SINGH A, Ward OP. (2003). Recent advances in petroleum microbiology.
Microbiol Mol Biol Rev. 67(4): 503-49.

® HARAYAMA, S; KASAI, Y; HARA, A. (2004). Microbial communities in oil-contaminated
seawater. Curr Opin Biotechnol. 15(3): 205-14.

" GADD, GM. (1992). Metals and microorganism: a problem of definition. FEMS Microbiol Lett.
100: 197-204.
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necesarias para catalizar las reacciones de degradacion®=>*°8, Al estar el petréleo
constituido por numerosos compuestos quimicos, ningdn microorganismo puede
degradar por si solo todos sus constituyentes, sino que necesita agruparse con
otros formando poblaciones mixtas o consorcios microbianos. Los consorcios
microbianos tienen mayor poder biodegradativo porque la informacién genética
gue codifica al sistema enzimatico del consorcio es mas completa y por tanto es
mas probable la degradacion de las mezclas complejas de hidrocarburos
presentes en un area dafiada®*®?. Ademas, se establece una compleja interaccion
entre las especies microbianas: Algunas atacan a un compuesto y otras culminan
su degradacion, por lo que generalmente se consideran mas eficientes que los
cultivos puros®*?°. Los consumidores primarios inician el proceso degradativo y los
consumidores secundarios se encargan de degradar completamente los productos
generados por éstos. También pueden facilitar el crecimiento de los primarios,
suministrdndoles productos metabdlicos (factores de crecimiento), eliminando
toxicos mediante co-metabolismo y produciendo intercambio de material
genético?®**® . La adaptacién de una comunidad microbiana a un contaminante
determinado puede ocurrir por tres mecanismos: induccién o represion de niveles
de enzimas especificas, cambios genéticos que deriven en nuevas
potencialidades metabodlicas y/o enriquecimiento selectivo de microorganismos

capaces de transformar un compuesto de interés®.

Dependiendo de la concentracibn de los microorganismos y del tipo de
hidrocarburo contaminante, asi como de la velocidad de degradacién propia por el
microorganismo, se estiman las concentraciones optimas del microorganismo para

alcanzar la mayor velocidad de degradacién posible?.

% VINAS, M; SABATE, J; ESPUNY, MJ; SOLANAS, AM. (2005). Bacterial community dynamics
and polycyclic aromatic hydrocarbon degradation during bioremediation of heavily creosote-
contaminated soil. Appl Environ Microbiol. 71: 7008-18.

% M., Alexander. (1999). Biodegradation and bioremediation. 2" ed. New York: Academic Press.

® |AGREGA, MD; BUCKINGHAM, PL; EVANS, JC; (2001). Environmental Resources
Management group. Hazardous waste management. 2" ed Boston: McGraw — Hill; P. 7-23.
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4.3.3 Microorganismos Competentes. Un extenso rango de microorganismos
utiliza diferentes hidrocarburos como unica fuente de carbono y se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Sin embargo, se localizan en bajas
concentraciones en areas no contaminadas y su poblacion aumenta en ambientes
sometidos a impactos crénicos del contaminante®. De todos los organismos vivos
gue se utilizan en las tecnologias de biorremediacién, las bacterias heterotrofas
aerobias conforman el grupo mejor estudiado. Los microorganismos anaerobios
por su parte son menos flexibles a adaptarse a la disponibilidad de sustratos y son
menos tolerantes a la presencia de metales pesados, por lo que su papel en la
biodegradaciéon se encuentra limitado®. Las bacterias constituyen un grupo
microbiano de gran importancia debido a la extensa variedad de géneros y

especies, y a la versatilidad metabdlica que poseen.

Un gran namero de bacterias metabolizan compuestos xenobidticos como fuente

de carbono en cultivos puros®.

Desde los estudios pioneros de ZoBell®® en ambientes marinos, se han aislado
numerosas cepas bacterianas de ambientes litorales y oceanicos capaces de
degradar diferentes hidrocarburos®®°"®*%_Muchas de estas bacterias, tales como
Alcalinivorax, o Planococcus, usan un numero limitado de fuentes de carbono,
preferentemente utilizan hidrocarburos de petréleo, y podrian considerarse como

especialistas®®,®’,% % " No obstante, también se han aislado bacterias que no

> MADIGAN, M; MARTINKO, J; PARKER J., Brock. (2004). Biologia de los microorganismos. 10
ed. Madrid: Prentice Hall Iberia (Madrid). P. 986.
2 ABALOS, A; VINAS, M; SABATE, J; MANRESA, MA; SOLANAS, AM. (2004). Enhanced
biodegradation of Casablanca crude oil by a microbial consortium in presence of a rhamnolipid
Egroduced by Pseudomonas aeruginosa AT10. Biodegradation. 15(4): 249-60.

ZOBELL, CE. (1946). Action of microorganisms on hydrocarbons. Bacteriol Rev. 10:1-49.
® LEAHY, JG, COLWELL, RR. (1990). Microbial degradation of hydrocarbons in the environment.
Microbiol Rev. 54(3): 305-15.
% WATANABE, K. (2001). Microorganism relevant to bioremediation. Curr Opin Biotechnol. 12(3):
237-41.
® DYKSTERHOUSE, SE; GRAY, JP; HERWIG, RP; LARA, JC; STALEY, JT. (1995). Cyclocasticus
pugetii gen. nov., sp. Nov., an aromatic hydrocarbon-degrading bacterium from marine sediments.
Int J Syst Bacteriol. 45(1): 116-23.

50



presentan esta marcada especializacion, como Marinobacter, Staphylococcus,

Micrococcus, Sphingomonas o Geobacillus™ 77,

La tabla 2 lista microorganismos descritos como degradadores de diferentes
compuestos de hidrocarburos del petréleo.

Tabla 2. Géneros de microorganismos con potencialidades de degradar hidrocarburos.

Grupo Género
Lucila sp.

Acinotobacter sp. Marinobacter sp.
Alcaligenes sp. Metylophaga sp.
Alcanivorax sp. Micrococcus sp.
Alcanivorax sp. Microscilla sp.
Aquaspirillum sp. Mycobacterium sp.

. Arthrobacter sp. Neissera sp.

Bacterias — .

Azospirillum sp. Nocardia sp.
Bacillus sp. Novospingobium sp.
Beggiatoa sp. Oleiphilus sp.
Cycloclasticus sp. Planococcus sp.
Corynebacterium sp. Porpyrobactes
Desulfotalea sp. Psedonomas sp.
Desulfovibrio sp. Rhodoplanes sp.

® ENGELHARDT, MA; DALY SWANNELL, RP; HEAD, IM. (2001). Isolation and characterization of
a novel hydrocarbon-degrading, Gram-positive bacterium, isolated from intertidal beach sediment,
and description of Planococcus alkanoclasticus sp. Nov. J Appl Microbiol. 90(2): 237-47.

% GOLYSHIN, PN; CHERNIKOVA, TN; ABRAHAM, WR; LUNSDORF, H; TIMMIS, KN; YAKIMOV,
MM. (2002). Oleiphilaceae fam. Nov, to include Oleiphilus messinensis gen. nov., sp. Nov., a navel
marine bacterium that obligately utilizes hydrocarbons. Int J Syst Evol Microbiol. 2002; 52(Pt 3):
901-11.

% YAKIMOV, MM; GIULIANO, L; GENTILE, G; CRISAFI, E; CHERNIKOVA, TN; ABRAHAM, WR;
et al. (2003). Oleispira antarctica gen. Nov., sp. Nov., a novel hydrocarbonoclastic marine bacterium
isolated from Antarctic coastal sea water. Int J Syst Evol Microbiol. 53(Pt 3): 779-85.

2 YAKIMOV, MM; GOLYSHIN, PN; LANG, S; MOORE, ER; ABRAHAM, WR; LUNSDORF, H; et al.
(1998). Alcanivorax borkumensis gen. nov., sp. Nov., a new, hydrocarbon-degrading and
surfactanc-producing marine bacterium. Int J Syst Bacteriol. 48 Pt 2: 339-48.

& GAUTHIER, MJ; LAFAY, B; CHRISTEN, R; FERNANDEZ, L; ACQUAVIVA, M; BONIN, P; et al.
(1992). Marinobacter hydrocarbonoclasticus gen. Nov., sp. Nov., a new, extremely halotolerant,
h}/drocarbon-degrading marine bacterium. Int J Syst Bacteriol. 42(4): 568-76.

Z GILEWICZ, M; NI'MATUZAHROH, NADALIG, T, BUDZINSKI, H; DIUMENQ, P; MICHOTEY, V.
et al. (1997). Isolation and characterization of a marine bacterium capable of utilizing 2-
methyphenanthrene. Appl Microbiol Biotechnol. 48(4): 528-33.

® MAUGERI, TL; GUGLIANDOLO, C; CACCAMO, D; STACKEBRANDT, E. (2002). Three novel
halotolerant and thermophilic Geobacilus strains from shallow marine vents. Syst Appl Microbiol.
25(3): 450-5.

" ZHUANG, WQ; TAY, JH; MASZENAN, AM; TAY, ST. (2003). Isolation of naphthalene-degrading
bacteria from tropical marine sediments. Water Sci Technol. 47(1): 303-8.
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Grupo Género
Erythrobacter sp. Rubrivivax sp.
Flavobacterium sp. Sphingomonas sp.
Geobacillus sp. Staphylococcus sp.
Geobacter sp. Sulfitobacter sp.
Halochromatium sp. Thiolcalovibrio
Halomonas sp. Xanthomonas sp.
Alternaria sp. Penicillium sp.
Aspergillus sp. Phanaerocheate sp.

Hongos Chaetomium sp. Plerotus sp.
Cladosporium sp. Rhizopus sp.
Fusarim sp.

Levaduras Candida sp. Saccharomyces sp.

Chlamydomonas sp. Dunaliella sp.

Algas
Chorella sp.

Fuente: Centro de investigacion del Petroleo CEINPET, la Habana, Cuba, 2011.

Se ha enfatizado en la importancia de emplear para la biorremediaciéon de
ecosistemas marinos a poblaciones microbianas autéctonas de las zonas
contaminadas, puesto que presentan una mayor resistencia al lavado de las

superficies que producen los ciclos de mareas®’.

La literatura disponible sobre bacterias ha sido documentada desde 1946, y
excede a la literatura disponible para hongos”. Esto parece sugerir que la
asimilacion directa de hidrocarburos es poco frecuente en hongos. No obstante,
diversos trabajos han demostrado que los hongos son capaces de utilizar a los

hidrocarburos como Unica fuente de carbono y energia "*°.

4.3.4 Sistemas Bentonicos Estratificados: Los tapetes microbianos son
ecosistemas naturales donde microorganismos pertenecientes a diferentes grupos
fisiologicos se agrupan en unos pocos milimetros de espesor. En ellos pueden
establecerse complejas comunidades microbianas que se estratifican en

profundidad, dependiendo de los abruptos gradientes de luz, oxigeno, sulfuro de

® VIGUERAS, JG. (2007). Estudio de la respuesta fisiol6gica de hongos filamentosos al crecer con
sustratos gaseosos de diferentes frados de hidrofobicidad. Tesis para la obtencidn del grado de
Master en Biotecnologia. Universidad Autdbnoma Metropolitana. México.

® PRENAFETA — BOLDU, FX; SUMMERBELL, R; SYBREN DE HOOG, G. (2006). Fungi growing
on aromatic hydrocarbons: biotechnology’s unexpected encounter with biohazard? FEMS Microbiol
Rev. 30(1): 109-30.
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hidrogeno y potencial REDOX que se generan, y de su propia fisiologia; de
manera que a nivel macroscoépico, pueden observarse una serie de laminaciones
de diferentes colores en funcibn de la composicion taxondmica que
presentan’”’®"°, Las capas superficiales consisten principalmente en poblaciones
fototroficas oxigénicas de cianobacterias y algas eucariotas. En dichas
laminaciones las bacterias heterotroficas consumen materia organica y oxigeno, y
por debajo de ellas se sitlan las capas anaerdbicas dominadas por bacterias

anaerobicas fototréficas y heterotroficas si las condiciones son adecuadas.

Este tipo de comunidades, debido a su estructura fisica, son capaces de soportar
perturbaciones tales como un episodio de contaminacion ocasionado por un
derrame de petroleo. Tanto es asi que numerosos estudios han puesto de manifi
esto que los tapetes microbianos no solo se desarrollan en ambientes marinos no
contaminados; sino que también se encuentran en lugares sujetos a una
contaminacion cronica. La idea de utilizar los tapetes microbianos para la
biorrecuperacion de las zonas litorales contaminadas surgioé a raiz de diversas
observaciones realizadas durante la guerra del Golfo en 1991. Dichos ecosistemas
rapidamente cubrieron extensas areas severamente contaminadas con petroleo y
en pocos meses se observo la degradacion de hidrocarburos, tanto aerébica como
anaerobicamente. Diferentes investigaciones aportan evidencias sobre la
degradacién de hidrocarburos por cianobacterias®. Ademés, se ha visto que
tapetes microbianos localizados en zonas litorales contaminadas tienen la

capacidad de degradar petréleo, aunque no se han identificado las poblaciones

" COHEN, Y; ROSENBERG, E, editors. (1989). Microbial mats: Physiological ecology of benthic
microbial communities. Washington DC: American Society for Microbiology.

COHEN, Y; CASTENHOLZ, RW; HALVORSON, HO; editors. (1984). Microbial mats.
Stromatolites. New York: Alan R Liss Inc.
® STAL, LJ; CAUMETTE, P; editors. (1994). Microbial mats: structure, development and
environmental significance (NATO ASI Series/Ecological Sciences). Berlin: Springer-Verlag.
% RAGHUKUMAR, C; VIPPARTY, V; DAVID, JJ; CHANDRAMOHAN, D. (2001). Degradation of
crude oil by marine cyanobacteria. Appl Microbiol Biotechnol. 57(3): 433-6.
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responsables de la metabolizacién de los compuestos®!,®2. No hay duda de que
las cianobacterias tienen un papel crucial en los tapetes, ya que son los
responsables del establecimiento de los gradientes de oxigeno y de la sintesis de
materia organica que utilizan las bacterias heterotréficas. A pesar de ello, no esta
claro si son las cianobacterias o las bacterias heterotréficas las responsables
directas de la biodegradacion de los componentes del petréleo. Diversas
investigaciones postulan que las cianobacterias tienen la capacidad de oxidar
hidrocarburos. Al-Hasan y cols.?®, mostraron que cultivos no axénicos de
Microcoleus chthonoplastes y Phormidium corium aislados a partir de sedimentos
contaminados del Golfo de Arabia eran capaces de degradar n-alcanos. Estudios
en Oscillatoria sp. y Agmenellum quadruplicatum demostraron su capacidad de
oxidar naftaleno® . Ademas, hay otros trabajos que muestran la capacidad de
muchas otras cepas de degradar diversos componentes del petr6leo® ®’ %, Sin
embargo, en la mayor parte de los estudios realizados con cianobacterias no se
precisa si los cultivos utilizados son axénicos. En este sentido, se han realizado
diversas investigaciones donde las bacterias heterotroficas asociadas a las
cianobacterias son las responsables de la biodegradacion. Estos autores postulan

gue las cianobacterias por si mismas no serian las responsables directas de la

81 ABED, RM; SAFI, NM; KOSTER, J; DE BEER, D; EL-NAHHAL, Y; RULLKOTTER, J; et al.
(1998). Microbial diversity of near alkybenzene sulfonate from different cultures with Anabaena so.
HB 1017. Bull Environ Contam Toxicol. 60(2): 329-34.

8 GROTZSCHEL, S. KOSTER, J; ABED, RM; DE BEER, D. (2002). Degradation of petroleum
model compounds immobilized on clay by a hypersaline microbial mat. Biodegradation. 13(4): 273-
83.

8 AL-HASAN, RH; AL-BADER, DA; SORKHOH, NA; RADWAN, SS. (1998). Evidence for n-alkane
consumption and oxidation by filamentous cyanobacteria from oil-contaminated coasts of the
Arabian Gulf. Mar Biol. 130: 521-7.

8 CERNIGLIA, CE; GIBSON, DT; VAN BAALEN, C. (1979). Algal oxidation of aromatic
hydrocarbons: formation of 1-naphthol from naphthalene by Agmenellum quadruplicatum, strain
PR-6. Biochem Biophys Res Commun. 88(1):50-8.

% CERNIGLIA, CE; GIBSON, DT; VAN BAALEN, C. (1980). Oxidation of naphthalene by
cglanobacteria and microalgae. J Gen Microbiol. 116: 495-500.

% YAN, GA; JIANG, JW; WU, G; YAN, X. (1998). Disappearance of linear alkylbenzene sulfonate
from different cultures with Anabaena sp. HB 1017. Bull Environ Contam Toxicol. 60(2): 329-34.

8 RADWAN, SS; AL-HASSAN, RH. (2000). Oil pollution and cyanobacteria. In: Whitton BA, Patts
M, editors. The ecology of cyanobacteria.Dordrecht: Kluwer Academic Publishers. P. 307-19.

% MANSY, AE; EL-BESTAWY, E. (2002). Toxicity and biodegradation of fluometuron by selected
cyanobacterial species. World J Microbiol Biotechnol. 18:; 125-31.
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degradacion de los componentes del petréleo, pero pudieran jugar un papel
esencial indirecto soportando el crecimiento y la actividad de los verdaderos

degradadores®’.

4.3.5 Bioproductos y Fertilizantes: Con el proposito de ser empleados en
procesos de biorremediacion de ecosistemas se han formulado diversos
bioproductos y fertilizantes de origen y composicion variados. Los fertilizantes,
cuyas féormulas contienen nutrientes (nitrogenos y fosforo esencialmente) son
empleados como bioestimuladores de la microbiota autéctona; el empleo de estos
se recomienda luego de confirmar que la poblaciéon microbiana autéctona posee
toda la bateria enzimatica para degradar al hidrocarburo. La composicién de los
bioproductos se basa en microorganismos y nutrientes, y se emplean en
ecosistemas donde la poblacion endégena no tiene la posibilidad de degradar
todos los hidrocarburos, considerandose un biorrefuerzo. Estos productos rara vez
no cuentan con nutrientes, dada la necesidad de potenciar el crecimiento tanto de
la poblacion endégena como exdgena que se introduce; otros poseen en su
formulacién un surfactante producido por un microorganismo, necesario para la
disminucion de la tension interfacial agua-petrdleo y por ende aumentar la
biodisponibilidad del contaminante. Estos productos tienen funciones
bioaumentadoras y/o bioestimuladoras. La aplicacion de estos productos no
constituye una contaminacion adicional, pues los microorganismos los consumen
por completo (incluyendo la fuente de carbono contaminante) y posteriormente

mueren.

4.4 MARCO LEGAL

Actualmente en nuestro pais la reglamentacién y estandarizacion de métodos vy

procedimientos especificos para el tratamiento y disposicion de residuos

8 ABED, RMM; KOSTER, J. (2005). The direct role of aerobic heterotrophic bacteria associated
with cyanobacteria in the degradation of oil compounds. Int Biodeterior Biodegr. 55:29-37.
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contaminados con hidrocarburos son incipientes. Sin embargo, la ejecucién de las
practicas de biorremediacion, en materia de proteccion ambiental, esta sujeta a las

disposiciones legales vigentes.

» Constitucién Politica de Colombia. El Estado planificara el manejo y
aprovechamiento de los recursos naturales, para garantizar su desarrollo
sostenible, su conservacion, restauracion o sustitucion. En la Constitucion
Nacional se presentan 17 articulos especificos, relacionados con la proteccion,
conservacion, control y mejoramiento de los recursos naturales: 49, 67, 79, 80, 81,
82, 88, 95, 277, 313, 317, 330, 331, 334; de forma especifica sobre el uso del
suelo se menciona en los siguientes articulos: 360, 361 y 366, a los cuales se

refiere la Corte Constitucional.

» Ley 99 de 1993. Ley ambiental nacional, por la cual se crea el Ministerio del
Medio Ambiente, se reordena el Sector Publico encargado de la gestion,
conservacion del medio ambiente y los recursos naturales renovables, se organiza

el Sistema Nacional Ambiental (SINA) y se dictan otras disposiciones.

Entre sus disposiciones prohibe descargar, sin autorizacion, los residuos, basuras
y desperdicios y, en general, de desechos que deterioren los suelos o causen
dafio o molestia a individuos o nucleos humanos. De igual forma menciona que
para la disposicion o procesamiento final de las basuras se utilizaran,

preferiblemente, los medios que permitan:

Evitar el deterioro del ambiente y de la salud humana

Reutilizar sus componentes

Producir nuevos bienes

Restaurar o mejorar los suelos.
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» Ley 23 de 1973. Por la cual se conceden facultades extraordinarias al
Presidente de la Republica para expedir el Codigo de Recursos Naturales,

proteccion al medio ambiente y se dictan otras disposiciones.

Entre los aspectos relacionados con los recursos naturales considerados en esta

ley, se tiene:

Prevencion y control de la contaminacion del medio ambiente, mejoramiento,

conservacion y restauracion de los recursos naturales renovables.

» Decreto 321 de 1999. Por el cual se adopta el Plan Nacional de Contingencia

contra derrames de Hidrocarburos, Derivados y Sustancias Nocivas.

» Decreto 2811 de 1974. Por el cual se dicta el Codigo Nacional de Recursos
Naturales Renovables y de Proteccion al Medio Ambiente, en sus articulos

relacionados especificamente con el recurso suelo.

» Protocolo Louisiana 29B. Por el cual se presentan los niveles de metales y

TPH aceptados para estabilizacion de lodos y suelos contaminados

Tabla 3. Protocolo Louisiana 29-B

PARAMETROS VALOR
pH 6.0-9.0
Conductividad eléctrica < 4.0 ohm/cm
Relacién de absorcién de sodio <12.0
Porcentaje de sodio intercambiable <15.0%
Grasas y aceites <1.0%
Arsénico 10.0 mg/Kg
Bario 20000 mg/Kg
Cadmio 10.0 mg/Kg
Plomo 500.0 mg/Kg
Mercurio 500.0 mg/Kg
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PARAMETROS VALOR

Selenio 10.0 mg/Kg
Plata 200.0 mg/Kg
Zinc 500.0 mg/Kg
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 UBICACION

La Ciudad de Barrancabermeja esta localizada en el departamento de Santander
del Sur, con coordenadas geogréficas 7° 3" 48” de latitud Norte y 73° 51’ 50” de
longitud Oeste de Greenwich, distanciada de su capital Bucaramanga a 125 Km.

Sus limites son: Norte, Municipio de Puerto Wilches, Sur, Municipio de Puerto
Parra, Simacota y San Vicente del Chucuri, Occidente, Municipio de San Vicente y
Oriente, el Rio Madalena.

Su altura sobre el nivel del Mar es de 75.94 m con un brillo solar promedio
mensual de 178 horas, evaporacion promedio mensual 141 mm, humedad relativa
80 %, precipitacion promedio mensual de 272.25 mm, lluvias de 16.8 mm al mes y

con una temperatura promedio de 28°C.

Figura 4. Panoradmica de la Gerencia Refineria de Barrancabermeja.

Fuente: Planeacion Municipal Barrancabermeja 2010
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5.1.1 Area objeto de estudio. El proyecto se llevé a cabo en las instalaciones de
la Gerencia Refineria de Barrancabermeja, en la antigua area de tratamiento
biolégico (ATB), con una extension de once (11) hectareas y emplazada entre las

coordenadas geograficas relacionadas en la siguiente tabla:

Tabla 4. Coordenadas ATB
COORDENADAS ATB

PUNTO| NORTE | OESTE

1 |7° 4 50| 73° 53" 12"
2 |7° 4 53"| 739 53 7"
3 |79 4 43"| 73° 53" 2"
4 | 7° 4 40"| 73° 53" 08"

Fuente: Autor del proyecto

Las condiciones medioambientales en las que se desarrolld el proyecto fueron las
propicias de la zona. Con una temperatura ambiental de 28° C, en las horas de la
mafana, que en las horas de la tarde puede llegar a los 35° C y una humedad

relativa de 80%.

De igual forma el area de tratamiento biologico (ATB) presenta los siguientes

limites:

Norte: Puesto fluvial avanzado No 31 de la Armada Nacional
Sur: Planta de Tratamiento de Aguas Residuales Industriales
Este: Escombrera y Relleno Sanitario

Oeste: Antigua estacion de GLP
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Figura 5. Area de tratamiento biolégico (ATB)
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Fuente: Autor del proyecto

5.2 METODOLOGIA

Este trabajo describe los diversos procesos y elementos utilizados para desarrollar
una biorremediacién microbiana estimulada a un suelo contaminado con
hidrocarburo y las actividades de seguimiento y control desarrolladas para verificar

la eficiencia del proceso.

Los resultados obtenidos durante el proceso de biorremediacién fueron
interpretados mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA) utilizando el software
SPSS, por medio del cual se establecio la variable independiente: Tiempo medido
en semanas; variables dependientes: Porcentaje de Hidrocarburo, pH y variable
controlada durante el proceso: Humedad. Asi mismo se utiliz6 la técnica de
regresion para obtener un modelo de biorremediacién con respecto al tiempo.
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Por lo tanto, la respuesta del proceso de biodegradacién indicara si la eficiencia
del proceso en cada una de las muestras presenta el mismo comportamiento
durante las 10 semanas del tratamiento sin presentar una variacion significativa o
si por el contrario al menos en algunas de las muestras en estudio la eficiencia es
diferente. La respuesta de la prueba piloto, servird para evaluar la factibilidad

técnica de llevar a cabo la biorremediacion a campo.

Es importante resaltar que el suelo utilizado para esta investigacion es el existente
en el Area de Tratamiento Biologico (ATB), que a lo largo de su existencia recibi6
todos los lodos aceitosos que en la operacion normal de la Refineria generaron
limpiezas de tanques, estructuras, limpiezas de suelos impregnados con crudo por
emergencias sucedidas y los lodos aceitosos generados en la planta de
tratamiento de aguas residuales industriales. Por ende, el suelo objeto de estudio
es resultado de la mezcla de lodos remanentes mezclados con tierra limpia
durante las actividades de biorremediacion llevadas a cabo anteriormente en esta

area.
5.2.1 Desarrollo Experimental

5.2.1.1 Muestreo del suelo: Teniendo en cuenta que el area presenta tres (3)
zonas con puntos calientes o de mayor concentraciéon de hidrocarburo (% de
Hidrocarburo), se procedié a tomar como referencia para el presente estudio, el
suelo que presenta esta consideracion, en razén a que esta circunstancia

representa el escenario mas critico para el proceso de biorremediacion.

Para lo anterior, se extrajo un (1) m® de suelo de cada uno de los puntos calientes
a profundidades de 1, 2 y 3 metros, mediante la utilizacion de una retrollanta que
posibilitd la excavacion hasta dichas profundidades. ElI material extraido y

seleccionado de cada una de las profundidades fue acopiado a un costado de
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cada uno de los puntos de excavacion y posteriormente mezclados para obtener

una muestra compuesta.

Una vez homogeneizado el material extraido de cada uno de los puntos calientes,
se procedio con la ayuda de una géndola halada por una camioneta al traslado
hasta un area de acopio en tres (3) montones bien diferenciados y protegidos de la

intemperie.

Con el fin de evitar alterar las concentraciones de hidrocarburo presentes en cada
uno de los puntos calientes durante la actividad de toma de muestras de suelo, fue
necesario realizar la extraccion en forma secuencial y ascendente con relacion a la
concentraciéon de hidrocarburo, iniciando primero por el punto caliente que
presumiblemente presentaba menor concentracién de hidrocarburo y continuando
con el siguiente punto en ese orden hasta abarcar la toma de muestra de suelo en
los tres puntos calientes. Para lo anterior se hizo necesario limpiar lo mejor posible

el balde de la retrollanta, antes de pasar de un punto a otro.

De igual forma, durante el proceso de extraccion de suelo fue necesario extraer
piedras de gran tamafo, palos o cualquier otro material diferente a suelo, asi como
las coordenadas del area, profundidad de toma de la muestra y condiciones

climatoldgicas durante la toma y la noche anterior.
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Figura 6. Limpieza mecéanica del areay toma de muestras

Fuente: Autor del proyecto
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5.2.1.2 Caracterizacion fisicoquimica y microbiol6gica del suelo contaminado
con Hidrocarburo: La caracterizacion del suelo presente en el area objeto de
estudio permiti6 determinar las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas
para la implementacion del proceso de biorremediacion. Esta caracterizacion fue
realizada a una muestra compuesta obtenida de la mezcla homogénea de
pequefias cantidades de suelo extraido del material acopiado en cada uno de los
montones de material de estudio, correspondientes a los puntos calientes
existentes en el area del ATB, formando una muestra compuesta. La muestra
compuesta de suelo contaminado fue analizada en un laboratorio certificado
(laboratorio de servicios industriales UIS) tomando como referencia el protocolo de
Louisiana 29B. El método empleado en laboratorio para la determinacion de
hidrocarburos totales fue el de Extraccion Soxlhet/Gravimétrico y en campo se
determin6 por medio de equipo Kit Retorta.

Durante la toma de la muestra se tuvo especial cuidado con las herramientas y
elementos usados para la captura de la muestra, para lo cual se utilizaron guantes
de nitrilo, los cuales fueron cambiados para la toma de la muestra de cada sitio, y
asi evitar contaminacion cruzada. Asi mismo se tuvo especial cuidado con el
sellado de las bolsas, para lo cual se sell6 la boca de las bolsas usando la cinta
transparente. Finalmente, las muestras fueron rotuladas con el nombre del punto
donde fueron tomadas, la hora y tipo de muestra. Las muestras fueron enviadas al
laboratorio de servicios industriales UIS, en una cava de icopor, debidamente

refrigerados con hielo.

5.2.1.3 Variables evaluadas durante el proceso de biorremediacion

microbiana
Hidrocarburos totales del petrdleo. Se valoré la concentracion o masa de

componentes de hidrocarburos del petroleo presentes en las muestras de suelo

tomadas; requeridas a fin de evaluar la evolucion del proceso de biorremediacion.
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(Seguimiento de la remediacion microbiana de hidrocarburos en el suelo, Chikere
CB, 2011)

e Procedimiento de Campo. Equipo Kit Retorta. Este equipo de campo provee
un medio para la separacién y medicion de los volumenes de agua, aceite y
sélidos contenidos en una muestra de fluidos de perforacion. Se calienta un
volumen conocido de muestra, hasta vaporizacion de los componentes liquidos,
los cuales son luego condensados y colectados en una probeta graduada. Los
volumenes liquidos se determinan de la lectura de las fases oleosa y acuosa en
la probeta graduada, lo cual permite determinar la concentracion de
hidrocarburos en campo.

Pasos

% Se empaca un rollo de lana de acero (brillo fino) dentro de la cAmara, hasta
antes de la rosca interna de la cdmara. Se usoO solo la cantidad suficiente de
lana de acero para prevenir una ebullicion sobre los sdélidos dentro del

receptaculo de liquido. (Ver Figura 7)

Figura 7. Preparativo de la camara de la retorta para su uso

= N

Fuente: Autor del proyecto
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% Usando la espétula, lentamente se llena el receptaculo de la retorta con la
muestra. Se golpea ligeramente los costados del receptaculo de la muestra
para expeler cualquier aire presente, y se coloca la tapa sobre el receptaculo.
Se rota la tapa para obtener un apropiado calce. Se limpia el exceso de suelo y
cualquier soélido que se halla acumulado en el orificio de la tapa. (Ver Figura 8).

Figura 8. Adicion de la muestra en el receptéculo

Fuente: Autor del proyecto

+« Se lubrica la rosca completa del recipiente de muestra, con una ligera capa de
Never-Seez® (crema lubricante). Esto prevendra la pérdida de vapores a través
de la rosca y también facilitara el desarmado del equipo al final del ensayo. (Ver

Figura 7).
% Se ajusta manualmente el receptaculo de retorta en la camara y se conecta el
ensamble al condensador. Se debe tener cuidado de no sobreajustar y dafiar

las roscas en el condensador.

% Se coloca la cAmara dentro de la camisa de calentamiento y se cierra la tapa de

aislacion (Ver Figura 8).
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Figura 9. Ubicacion de la camaray el condensador a la camisa de calentamiento

Fuente: Autor del proyecto

% Se ubica el receptaculo para liquido, limpio y seco, debajo del tubo de descarga
del condensador. La longitud de este receptaculo podria requerir que este se
encuentre en angulo con respecto a la retorta o soportado de los lados del

borde de la mesa de trabajo (Ver Figura 9).

Figura 10. Ubicacion del receptaculo para liquido en la camisa de calentamiento

Fuente: Autor del proyecto

% Se conecta la retorta y se observa que el liguido que sale del condensador.
Continte calentando por 10 minutos mas alla del tiempo transcurrido, luego de
gue no se ha recolectado mas condensado. (Ver Figura 11)
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Figura 11. Funcionamiento de la retorta.

Fuente: Autor del proyecto

¢+ Se retira el recolector de liquidos y se deja hasta que se enfrie. Luego se lee y
se registran los volumenes (o porcentaje volumétrico de liquido total de aceite y

agua) una vez este ha sido enfriado a temperatura ambiente. (Ver Figura 12)

Fuente: Autor del proyecto

« Por ultimo, se desconecta la retorta y se permite que se enfrie, previo a su

limpieza. No se usa agua fria para tratar de enfriar rapidamente la camara.
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e Procedimiento de Laboratorio. Extraccion Soxlhet/Gravimetrico

Este método consiste en extraer los hidrocarburos contenidos en el suelo,

mediante la accion de un solvente organico volatil apropiado, que es reflujado a

través de la muestra varias veces durante un tiempo determinado.

Pasos

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7

8)

Se coloca de 5 a 10 g de suelo seco y finamente molido en un cartucho de
celulosa o fibra de vidrio.

Adicion de sulfato de sodio anhidro en una relacion suelo:sulfato 1:1 y mezclar.
Se coloca cada cartucho conteniendo las muestras dentro de la camisa o
columna extractora del equipo Soxhlet.

Adicion de 125 + 5 ml de diclorometano en el matraz de bola y colocar
suficientes perlas de ebullicibn para evitar la proyeccién del solvente al
calentarse.

Se ensambla el equipo Soxhlet e iniciar calentamiento hasta alcanzar una
temperatura de 45°C.

Se mantiene el reflujo en estas condiciones durante 8 horas, de tal manera que
se efectien entre 6 y 8 reflujos por hora, lo que permitira la liberacion de los
analitos.

Después de 8 horas, el extracto organico contendra todos los hidrocarburos
solubles en diclorometano. Se pasar el matraz bola a un rotoevaporador y
concentrar el extracto organico a sequedad.

Recuperacion del concentrado en un vial de 40 ml con tapon de teflon para su

cuantificacion

Después de realizar la extraccion y/o fraccionamiento del hidrocarburo contenido

en la muestra de suelo, estos se cuantifican por el método gravimétrico para la

cuantificacion de hidrocarburos totales del petréleo.
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Pasos

1) Se pone a peso constante el recipiente donde se colocara el extracto organico
obtenido (matraz de bola para la extraccion, vial o tubo de vidrio) (ver seccion
5.2). Colocar el recipiente en la estufa a 120°C durante 4 horas. Sacar este
material y colocarlo en un desecador para que se enfrie. Pesar el recipiente,
después colocarlo otra vez dentro de la estufa y volver a realizar el
procedimiento hasta que el peso no cambie. Anotar el peso del recipiente (RA).

2) Una vez que el extracto organico obtenido esté en un matraz de bola, tubo o
vial de vidrio a peso constante, se procede a la evaporacion total del solvente
(diclorometano) en un rotoevaporador 740 £ 50 mbar y 45°C hasta sequedad.

3) Se pesar nuevamente el matraz, vial o tubo con el extracto libre de solvente.

Anotar el peso (RB).

» pH. Es un factor quimico importante que influye en el proceso de
biodegradacion, ya que afecta principalmente a las poblaciones microbianas y la
biodisponibilidad de las fuentes de carbono y energia, aunque los
microorganismos se pueden adaptar facilmente a condiciones extremas, tienen un
determinado rango de tolerancia. A pH extremadamente alcalinos o

extremadamente acidos la biodegradacion se hace lenta.
El rango 6ptimo para la biodegradacion esta entre 6—8 pH. Sin embargo, para
mantener una mejor capacidad degradante, por periodos de tiempo prolongados,

el pH debe ser neutro, entre 7,4-7,8.

e Procedimiento de Laboratorio. Método Potenciometrico. Se llevo a cabo por

medio del pH-metro JENCO, de la siguiente manera:

— Conectar el equipo a la linea de voltaje requerida (110-115 V)

— Verificar que la sonda esté conectada al medidor
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— Encienda el equipo y verifigue calibracion midiendo una de las soluciones
tampén, preferiblemente la de pH 7,0.

— Sumerja el electrodo en la muestra y oprima el botén de medicién (MEASURE).
En la pantalla aparece el valor medido se recomienda realizar las mediciones
de las muestras con agitacion lenta para homogenizar el pH.

Respectivamente en un vaso precipitado se miden 40 ml de agua destilada y 40 ml
de suelo; luego de esto se adicionan en un vaso precipitado de 100 ml, agitando
hasta que se obtenga una mezcla homogénea (Ver Figura 12).

Figura 13. Preparacién de la muestra para la prueba de pH

Fuente: Autor del proyecto

Terminada la homogenizacién, se ubica la muestra en el pH-metro activandolo

para obtener el resultado requerido por cada montaje. Ver Figura 13).

Figura 14. Lectura del resultado del pHmetro

Fuente: Autor del proyecto
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» Humedad. La biodegradacién de hidrocarburos en suelos puede ser limitada
por la cantidad de agua disponible en el medio para el crecimiento y
metabolismo de los microorganismos. Una alta humedad puede impedir la
transferencia de gases a través del suelo, que afecta los procesos de
biorremediacion, mientras que una baja humedad reduce la actividad

metabdlica bacteriana.

e Procedimiento de Laboratorio. Método Gravimétrico

El contenido de humedad es determinado por la diferencia en peso de la muestra
humeda con la seca. La muestra de suelo es recogida y pesada. Luego se seca la
muestra en un horno durante 24 horas a 105 °C y después se pesa la muestra

secada.

La ecuacion béasica para expresar el contenido de humedad en base a la masa

Seca €es:

W: Mw/ Ms
Doénde:

wW contenido de humedad del suelo (%)
Mw  masa de agua en la muestra de suelo (g)
Ms  masa de la muestra de suelo secado al homo (g)

» Microorganismos. El método de recuento en gota se puede usar para la

determinacion del nimero de suspensiones bacterianas viables
e Procedimiento para recuento de microorganismos aerobios totales. El

método de recuento en gota se puede usar para la determinacion del nimero

de suspensiones bacterianas viables.
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Figura 15. Esquema de técnica de siembra en placa

1 ml 1ml 1ml

/‘\/’\/‘\/_\

| 9 ml de medio
/ A\

liquido en cada
tubo

/ \

f! = ;\4 I
& ) |
\@\_/ diluciones

1:100 000
muestra

=
SR
Vertido en placa
Extension en placa I
inculo de los tubos con G

_— lasdiluciones seriadas ~__

se coloca 0,1 mlen la
su[)erﬁ(‘ie de un medio
solido y luego se extiende

me.
agar a sok refusmn y se
coloca en una placa de
Petri placa con agar —
nutritivo sélido

l Incubacion l

e
__— 225 colonias

muchas colonias
debajo de la superficie

by

todas las colonias
en la supeficie

225 colonias -

Cdélculo: 225 x 1 000 000 = 225 000 000 (225 n)l“()IKS 02,25 x10%c Llulds fnl
Hta(!or(le dilucién es 1 000 000 y no 100 000 (la dilucitn del cultivo en el
porque se inoculé en placa s6lo 0,1 mililitro, equivalente a otra (hlu('ix‘)
{Por supuesto, debido al error de muestreo, es poco probable que se obts a un namero de
nte.)

8
@ colonias idéntico en ambas placas, incluso tomando las muestras cuidados.

Fuente: Manual para analisis del laboratorio, PTAR-Ecopetrol, 2011

Para la realizacién de un conteo estandar en placa es necesario hacer diluciones
en agua desionizada estéril de las muestras a analizar. Si la muestra es soélida o
semisolida se debe pesar 1 g de muestra en 9 ml de agua desionizada estéril
(1:10) como dilucidn inicial, a partir de la cual se realizan diluciones seriadas. En el
caso de muestras liquidas se puede empezar a sembrar desde la muestra inicial y

posteriormente las diluciones siguientes.

e Mezclar en vortex

e Hacer diluciones seriadas (1:10) .usando solucion o agua de dilacién en tubos
eppendorf los cuales contienen 900 pl de agua. Se pipetea 100 ul de muestra
en el tubo de la dilucién que contiene los 900 pl de agua estéril. Es necesario

purgar la punta de la micropieta 3 veces antes de tomar la muestra definitiva.

74



¢ Mezclar bien este tubo mediante vortex por 8 segundos. Después del vortex,
tomar 100 pl de este tubo y disponer en el segundo tubo de dilucién. Este

proceso se repite exactamente hasta la dilucion que se crea pertinente.

Se recomienda que las cajas con medio de cultivo sélido sobre las cuales se van a
llevar a cabo las inoculaciones se preparen con 2 dias de anterioridad para lograr
una buena compactacioén y control de calidad del medio.

Marcar las cajas. Se pueden definir 4 hileras, cada una de ellas por dilucién. La

micropipeta se ajusta para tomar y dispensar 20 pl de muestra.

La inoculacion se puede llevar a cabo de la ultima a la primera dilucién. Por tanto
el tubo de la dltima dilucién se mezcla mediante vortex por 6 seg., y se recogen 20
ul de muestra y dispone en el agar. Operacion se hace 5 veces sobre una misma
hilera o cuadrante. Este proceso se repite por cada uno de las series de

diluciones.

Figura 16. Técnica de siembra en gota

Fuente: Autor del proyecto

e Dejar secar las gotas, sin mover la caja.
e Invertir las cajas de petri e incubar a 32 - 35°C (o la temperatura establecida),
de 16-24 horas.
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e Se cuentan las colonias usando un Contador de colonias (Leica) usando un

magnificador apropiado para facilidad del conteo de colonias en las gotas.

5.2.1.4 Obtencién de un Consorcio Microbiano degradador de hidrocarburo
Conociendo la gran eficiencia y versatilidad de las Pseudomonas sp para degradar
hidrocarburos contenidos en suelos, se definié que la base para la obtencion del

consorcio microbiano seria precisamente este tipo de microorganismos.

» Producto microbiano OIL FREE

El in6culo original utilizado se obtuvo del aislamiento de microorganismos
presentes en suelos contaminados existentes en areas impactadas por actividades
de explotacion de hidrocarburos en la zona del campo petrolero de Casabe en el
municipio de Yondd (Antioquia), en la cual hace presencia Ecopetrol para la

operacion del mismo.

Este suelo se caracteriza por estar expuesto a contaminacién crénica por
hidrocarburos, y en consecuencia, la mayor probabilidad de encontrar poblaciones

microbianas degradadoras de hidrocarburos debido al factor de aclimatacion.

El producto ha venido siendo empleado de manera masiva en el saneamiento de
los pasivos ambientales de diferentes areas del Magdalena Medio, logrando
obtener resultados significativos con gran eficiencia en la biodegradacién de los
hidrocarburos contenidos en estos suelos.

» Microorganismos nativos del area de estudio

Los microorganismos nativos fueron obtenidos de una muestra de suelo
representativa extraida del area de tratamiento biolégico ATB, para lo cual se
siguieron de manera rigurosa las exigencias de toma y preservacion de la
muestra, con lo que se aseguré que las condiciones de los microorganismos se

preservaran al momento de ser recibidas en el laboratorio microbioldgico.
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(Seguimiento de la remediacion microbiana de hidrocarburos en el suelo, Chikere
CB, 2011)

» Obtencion de un consorcio degradador de hidrocarburo

El procesamiento del consorcio microbiano consistié en la mezcla del producto OIL
FREE y la muestra de suelo extraida del area objeto de estudio. Esta muestra fue
enviada a Bogota para ser procesada con el fin de enriquecer por medio de
procesos de incubaciéon y medios de cultivo enriquecidos las poblaciones de

microorganismos presentes en la misma.

El proceso de incubacion es controlado por maquinas automatizadas que
aseguran una temperatura constante hasta llegar a pH deseable en la muestra.
Las muestras (5 kilos) fueron fraccionadas y maceradas buscando dilucion con
agua corriente de las cuales se obtuvieron dos (2) con las que se comenzé el
trabajo de incubacion. Cuatrocientos (400) gramos de muestra por cuatro (4) litros
de agua en dilucion, en recipientes rectangulares plasticos con tapa

semitransparente fueron dispuestos para realizar el proceso.

El medio de cultivo utilizado es de formulaciéon exclusiva y hace parte de la
propiedad intelectual de la empresa proveedora. Este medio busca ofrecer todos y
cada uno de los nutrientes que requieren los microorganismos durante el proceso
de incubacion, asegurando numeros suficientes de unidades formadoras de
colonias viables para su posterior aplicacion en campo, después de su
preparacion pasa por proceso de autoclavado que aseguran que no haya

contaminacion cruzada con otro tipo de microorganismos ambientales.
Al terminar el proceso de incubaciébn y tener temperatura ambiente los

microorganismos enriquecidos procedentes de la muestra del ATB fueron

mezclados con OIL-FREE en igual porcentaje volumen a volumen.
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Luego fue empacado en un galon de polietiieno blanco de alta densidad en
material nuevo previamente desinfectado, y despachado para comenzar las

actividades de campo que competen a este trabajo.

Figura 17. Recipiente con Consorcio microbiano

Fuente: Autor del proyecto

5.2.1.5 Ensayo de Tratabilidad: Una vez obtenido el consorcio microbiano a
utilizar en el proceso de biorremediacion del suelo existente en el area de
tratamiento bioldgico ATB, se procedid a implementar una prueba a escala
laboratorio que permitiera evaluar el comportamiento del material en presencia del
consorcio y la eficiencia de este en la biodegradacion del hidrocarburo contenido

en la matriz objeto de estudio.

Para lo anterior, se realizd6 el montaje de tres (3) recipientes con suelo
contaminado con hidrocarburo, extraido de cada uno de los montones acopiados
en un sitio aledafio al area de tratamiento bioldgico, durante la actividad de toma

de muestras en los puntos calientes.
Asi mismo, se definié con base en los resultados del analisis de porcentaje de

hidrocarburo (%HC) realizados a cada una de las muestras de suelo, emplear la

técnica de bioaumentacion y bioestimulacion en dos (2) recipientes, aplicando
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como producto biodegradador de hidrocarburo el consorcio microbiano
desarrollado. Para el tercer recipiente no se empled ningan tipo de producto, a fin
de determinar la capacidad degradadora de los microorganismos nativos
presentes en el suelo contaminado, solo bajo condiciones controladas de
humedad y suministro de aireacion por medio de volteos.

De esta forma, el ensayo de tratabilidad se desarroll6 durante diez (10) semanas
en las instalaciones del laboratorio de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales Industriales de la Refineria de Barrancabermeja, bajo condiciones
constantes y en la cual se realizaron actividades de seguimiento y control
fisicoquimico y microbiolégico de los parametros de interes, que permitieron
determinar las capacidades biodegradativas en términos de reduccion de la
concentracion de hidrocarburo (% HC) y el comportamiento de los
microorganismos degradadores presentes en el material en proceso contenido en

cada uno de los recipientes.

Las actividades de seguimiento y control fisicoquimico y microbiolégico fueron

desarrolladas con la utilizacion de los siguientes equipos y técnicas:

Tabla 5. Parametros y técnicas de seguimiento y control del proceso de Biorremediacién

Parametro Equipo/Técnica

Porcentaje de hidrocarburo
(%HC)

Kit Retorta

. . Recuento de microorganismos
Microorganismos

aerobios
pH pH-metro
Humedad Gravimétrico

Fuente: Autor del proyecto
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Figura 18. Montaje de la prueba a escala de laboratorio

Fuente: Autor del proyecto

Figura 19. Elementos empleados en la prueba a escala de laboratorio
- ‘

Fuente: Autor del proyecto

5.2.1.6 Prueba Piloto en Campo: Una vez finalizado el ensayo de tratabilidad del
suelo contaminado, se procedio a realizar este proceso de biorremediacion a una
prueba piloto en campo con las mismas condiciones de aplicacion del consorcio
microbiano y caracteristicas de las muestras de suelo contaminado a tratar,
empleadas en el desarroll6 del montaje de los recipientes para el ensayo de
laboratorio, a fin de validar los resultados alcanzados durante esta primera fase de

experimentacion.
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La prueba piloto se desarroll6 en un tiempo igual al empleado durante el ensayo
de tratabilidad (10 semanas) y fue implementado en un sitio ubicado en el interior
del area de tratamiento bioldégico ATB, de manera que las condiciones bajo las
cuales estuvo expuesto el piloto de campo se asimilaran lo mas cercano posible a
las condiciones reales bajo las cuales estd emplazado el &rea objeto de estudio de

este proyecto.

Figura 20. Montaje de la prueba piloto en campo

Fuente: Autor del proyecto

Como se puede evidenciar en la figura 19, para el montaje fue necesario
acondicionar un area en la cual se pudo implementar pistas o eras de tratamiento
piloto con dimensiones de 1,0 m de ancho, 1,5 m de largo y 0,3 metros de
espesor, correspondiente a un volumen de 0,45 m*® de material en proceso de

biorremediacion contenido en cada pista de tratamiento.
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Figura 21. Prueba piloto de biorremediacion

Prueba Piloto e
Biorremediacion

Fuente: Autor del proyecto

Durante el desarrollo de la prueba en campo se realizaron sistematicamente
actividades de seguimiento y control del material en proceso de biodegradacion,
mediante la revisibon de los pardmetros de interés para el proceso
(microorganismos, humedad, pH y porcentaje de hidrocarburo (%HC)) con lo cual
se pudo determinar en una etapa posterior la evolucion de los microorganismos en
estudio y el comportamiento en la remocién del hidrocarburo contenido en el suelo

contaminado en proceso de biorremediacion presente en cada pista.

5.2.1.7 Seguimiento y control al proceso de biorremediacion del suelo
contaminado con hidrocarburos: El aseguramiento de la correcta ejecucion y
andlisis del progreso del proceso se llevé a cabo mediante un plan de control y

seguimiento que incorporé las siguientes acciones:

» Seguimiento de las condiciones del proceso

Se adelant6é una revisién permanente en campo de las condiciones del proceso,
asi como también se registrd6 con frecuencias semanales y quincenales la
variacion de concentraciéon de TPH, pH, humedad y microorganismos utilizando

equipo de campo y de laboratorio.
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Figura 22. Preparacion de muestras durante seguimiento del proceso en campo

» Control del proceso de biodegradacion

Las actividades de control de los pardmetros de interés para la evolucion
satisfactoria del proceso de biorremediacion microbiana fueron realizadas de
forma sistematica, mediante la aplicacién de nutrientes, ajuste de pH, aplicacion

de producto microbiano, aireacion y control de humedad

En esta etapa se analizaron los resultados obtenidos, haciendo un balance de los
objetivos alcanzados y los marcados inicialmente para el proceso. De igual forma,
se implementaron las mejoras o modificaciones necesarias para la optimizacion

del proceso.
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Figura 23. Aplicacion de agua para control de humedad en ensayo de laboratorio
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Figura 24. Aplicacion de consorcio microbiano durante la prueba piloto en campo

5.2.1.8 Andlisis y evaluacion del sistema de biorremediacién microbiana: Se
determiné el comportamiento del TPH, humedad, pH y microorganismos durante el
piloto de campo por medio de curvas de variacion en el tiempo, se analizaran los
requerimientos de control aplicados, la respuesta del sistema para la
biodegradacion del hidrocarburo presente en el suelo y los costos asociados

durante la implementacién y operacion del piloto en campo.
La evolucion del tratamiento y el avance en la remocién de hidrocarburos totales

se valor6 mediante la evaluacion de las siguientes variables de seguimiento y

control del proceso:
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1. Concentracion inicial y final de hidrocarburos totales (%HC)
2. Concentracion de microorganismos
3. Cambio de parametros de seguimiento y control: pH, humedad, aireacion,

disponibilidad de nutrientes

Figura 25. Evaluacion de microbiolégica del proceso de biorremediacién
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5.2.2 Anadlisis estadistico. Para el analisis de la informacioén, se utilizé un disefio

en Bloques Completamente al Azar, con las siguientes caracteristicas

e Bloques: Andlisis realizados mediante una etapa inicial de laboratorio,
consistente en un ensayo de tratabilidad, en la cual se determinaron los valores
de % de hidrocarburo con un equipo de campo. Para la segunda etapa, se
desarrollé el escalamiento a campo del proceso realizado en laboratorio, en el
cual los valores de hidrocarburo se determinaron semanalmente por medio de
un equipo de campo y quincenalmente con el soporte de un laboratorio para el
caso de la variable 1 (porcentaje de hidrocarburos); para las demas variables,
los bloques fueron: andlisis en laboratorio durante el ensayo de tratabilidad y

analisis en laboratorio para la prueba piloto en campo.

e Tratamientos Pista A (%HC1 aplicacién de consorcio microbiano),
Pista B (%HC2 aplicacion de consorcio microbiano)

Pista C (%HC3 utilizacién de microorganismos nativos)
¢ Nivel de significancia: 5%
Para el analisis de varianza se tomo el resultado obtenido en la primera semana y
se le restd el valor obtenido en la ultima prueba realizada. Los datos obtenidos

fueron analizados mediante analisis de varianza y la prueba de comparacion de
medias (Tukey, 0.05) con el programa estadistico SAS (SAS Institute 2002).
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e Variable 1. porcentaje de hidrocarburos

Tabla 6. Comportamiento del porcentaje de hidrocarburos al cabo de 10 semanas

BLOQUE1 | BLOQUE 2 BIOR??LEOM?ELI!.)E:CION PROMEDIO
TRATAMIENTOS | LABORATORIO | CAMPO A TOTAL
PISTA A 20,0 226 19,0 616 205
PISTAB 100 1.0 10,0 310 103
PISTAC 60 126 11,0 296 99
TOTAL 36,0 46.2 20,0 1222

ANALISIS DE VARIANZA

Variable Dependiente: Porcentaje de hidrocarburos (%HC)

F0.05(2,4) = 6,94

Tabla 7. Variable Dependiente: Porcentaje de hidrocarburos (%HC)

FUENTE DE VARIACION G.L. S.C. C.M. Fcalculada
Bloques 2 17,54 8,77 2,59
Tratamientos*** 2 218 109 32,2
Error 4 14 34

TOTAL 8 249

**+: Diferencia significativa al 5%

Bloques

En el cuadro 1, se observa que no existe diferencia significativa entre los bloques,
es decir, no existe evidencia suficiente para afirmar, que el tipo de andlisis
realizado incide significativamente en el porcentaje de hidrocarburos.

Tratamientos
En el analisis de varianza se observa que existe diferencia significativa entre los
tratamientos, es decir, que el porcentaje de hidrocarburos depende de la pista que

se utilice.
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Prueba de TUKEY para comparar el porcentaje de hidrocarburos en cada

tratamiento.

Tabla 8. Porcentaje de hidrocarburos en cada tratamiento

GRUPO TUKEY PROMEDIO TRATAMIENTO
A 20.5 PISTA A
B 10.3 PISTAB
BC 9.9 PISTAC

En el Test de Tukey se observa, que el tratamiento T1 (Pista A), se diferencia
estadisticamente de los demas, mientras que los tratamientos T2 y T3 (Pista B y

C), no se diferencian estadisticamente entre si.

Figura 26. Nombrar y colocar en la lista de figuras
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En la figura 1, se observa que el mayor descenso de hidrocarburos se presento
con la Pista A, con una disminucion del 20.5%, y la menor disminucion se presento
con las Pistas C y B con 9.9% y 10.3% respectivamente.
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e Variable 2. comportamiento del contenido de microorganismos

Tabla 9. Comportamiento del contenido de microorganismos al cabo de 10 semanas

BLOQUE 2 BIORREMEDIACION
TRATAMIENTOS | BLOQUE 1 LABORATORIO TOTAL | PROMEDIO
CAMPO
PISTAA 30000 20000 50000 20000
PISTAB 20000 50000 70000 30000
PISTAC 3800 3000 6800 3400
TOTAL 4290 3690 7980

ANALISIS DE VARIANZA

Variable Dependiente: Microorganismos

F0.05(1,2) = 18,5
F0.05(2,2) = 19

Tabla 10. Variable Dependiente: Microorganismos

FUENTE DE VARIACION G.L. S.C. C.M. Fcalculada
Bloques 1 600000000 600000000 0,39
Tratamientos*** 2 1300000 6000000 41,6
Error 2 0,000000 0,00000015

TOTAL 5 0,000013

*** Diferencia significativa al 5%

Bloques
En el cuadro 2, se observa que no existe diferencia significativa entre los bloques,
es decir, no existe evidencia suficiente para afirmar, que el tipo de analisis

realizado incide significativamente en el contenido de microorganismos.
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Tratamientos
En el andlisis de varianza se observa que existe diferencia significativa entre los
tratamientos, es decir, que el contenido de hidrocarburos depende de la pista que

se utilice.

Prueba de TUKEY para comparar el promedio del contenido de

microorganismos en cada tratamiento.

Tabla 11. Prueba de TUKEY para comparar el promedio del contenido de microorganismos

en cada tratamiento.

GRUPO TUKEY PROMEDIO TRATAMIENTO
A 3400 PISTAC
B 30000 PISTAB
BC 20000 PISTAA

En el Test de Tukey se observa, que el tratamiento T3 (Pista C), se diferencia
estadisticamente de los demas, mientras que los tratamientos T1 y T2 (Pista A 'y

B), no se diferencian estadisticamente entre si.

Figura 27. Comportamiento del contenido de microorganismos, al cabo de 10 semanas
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En la figura 6, se observa que el mayor descenso de microorganismos se presento
con la Pista C, con una disminucién de 3400 y la menor disminucion se presento

con las Pistas A 'y B con 20000 y 30000 respectivamente.
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e Variable 3. comportamiento del contenido de pH

Tabla 12. Comportamiento del contenido de PH al cabo de 10 semanas

PrOQUEL BIOR??LE?/IQELE)?AZCION PROMEDIO
TRATAMIENTOS LABORATORIO TOTAL
CAMPO
PISTA A 0,00 0,00 0,00 0,00
PISTA B 0,00 0,00 0,00 0,00
PISTA C 0,00 -0,30 -0,30 -0,15
TOTAL 0,00 -0,30 -0,30
Analisis de varianza
Variable Dependiente: PH
F0.05(1,2) = 18,5
F0.05(2,2) =19
Tabla 13. Variable Dependiente: PH
FUENTE DE
VARIACION G.L. S.C. C.M. Fcalculada
Bloques 1 0,015 0,0150 1,00
Tratamientos 2 0,030 0,0150 1,0
Error 2 0,030 0,0150
TOTAL 5 0,075
Bloques

En el cuadro 3, se observa que no existe diferencia significativa entre los bloques,
es decir, no existe evidencia suficiente para afirmar, que el tipo de analisis

realizado incide significativamente en el contenido de PH.

Tratamientos
En el analisis de varianza se observa que no existe diferencia significativa entre
los tratamientos, es decir, que el contenido de PH no depende de la pista que se

utilice.
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Figura 28. Comportamiento del contenido de PH, al cabo de 10 semanas

0
-0.02
-0.04
-0.06
-0.08

-0.1
-0.12
-0.14
-0.16

PH

PISTA A

PISTAB

En la Figura 10, se observa que para los tratatamientos T1 y T2 (Pistas Ay B), el
contenido del PH se mantuvo durante las semanas, mientras que con el
tratamiento T3 (Pista C), el contenido de PH aumento, aunque estadisticamente

éste no fue significativo.

e Variable 4. comportamiento del porcentaje de humedad

Tabla 14. Comportamiento del porcentaje de Humedad, al cabo de 10 semanas

BLOQUE 1 BLOQUE 2
TRATAMIENTOS LABORATORIO BIORRCEAIIN?;J(I)ACION TOTAL PROMEDIO
PISTA A -16,00 -18,00 -34,00 -17,00
PISTAC -13,00 -12,00 -25,00 -12,50
TOTAL -47,00 -47,00 -94,00

Analisis de varianza

Variable Dependiente: % Humedad

F0.05(1,2) = 18,5
F0.05(2,2) = 19
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Tabla 15. Variable Dependiente: % Humedad

SLAER'I‘IJEIODE G.L. S.C. C.M. Fcalculada
Bloques 1 0,00 0,00 0,00
Tratamientos*** 2 30,33 15,17 10,1
Error 2 3,00 1,50

TOTAL 5 33,33

***. Diferencia significativa al 5%

Bloques
En el cuadro 4, se observa que no existe diferencia significativa entre los bloques,
es decir, no existe evidencia suficiente para afirmar, que el tipo de analisis

realizado incide significativamente en el contenido de humedad.

Tratamientos
En el analisis de varianza se observa que existe diferencia significativa entre los
tratamientos, es decir, que el contenido de humedad depende de la pista que se

utilice.

Prueba de TUKEY para comparar el porcentaje de humedad en cada

tratamiento.

Tabla 16. Prueba de TUKEY para comparar el porcentaje de humedad en cada tratamiento.

GRUPO TUKEY PORCENTAJE TRATAMIENTO
A -12.5 PISTAC
AB -17.0 PISTAA
BC -17.5 PISTAB

En el Test de Tukey se observa, que el tratamiento T3 (Pista C), se diferencia
estadisticamente del tratamiento T2 (Pista B), mientras que los tratamientos T1 y

T2 (Pista Ay B), no se diferencian estadisticamente entre si.
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Figura 29. Comportamiento del porcentaje de humedad, al cabo de 10 semanas
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En la figura 14, se observa que la temperatura aumenté, siendo mayor el aumento
en los tratamientos T1y T2 (Pistas Ay B), con un -17% vy -17,5% respectivamente,
y el menor aumento se presentd con el tratamiento T3 (Pista C), con un -12.5%.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS DEL SUELO
CONTAMINADO

En tabla 5 se indican los resultados obtenidos de la caracterizacion realizada en el
laboratorio de servicios industriales de la Universidad Industrial de Santander UIS
al suelo contaminado objeto de estudio, frente a los parametros incluidos en el
protocolo Louisiana 29B, encontrdndose que estos registros presentan niveles

aceptados para la estabilizacion de suelos contaminados.

De igual forma, se registra la presencia de microorganismos (Pseudomona sp) por
medio del recuento microbiolégico desarrollado en el laboratorio de la planta de
tratamiento de aguas residuales de la PTAR de la refineria. El valor encontrado
segun la lectura de colonias alcanzé una concentracion celular de 4,0X10°
UFC/ml, evidenciandose que existen poblaciones de microorganismos de interés
para la biorremediacion pero en concentraciones que no permiten una remocion
importante del hidrocarburo presente en suelo contaminado objeto de estudio.
Estas concentraciones son mas bajas a las encontradas en procesos de
biorremediacion donde se aplican técnicas de bioestimulacion y bioaumentacion
para potencializar la actividad metabdlica, alcanzando concentraciones del orden
de 1,0X10” UFC/ml, lo cual permite mayores niveles de reduccién del hidrocarburo
presente en el suelo (GLAZER, AN; NIKAIDO H, 2007).
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Tabla 17. Caracteristicas del suelo contaminado objeto de estudio

PARAMETRO RESULTADO | NORMA 29B* METODO
Hidrocarburo Totales % 18,64 <1% Extraccion Soxlhet/Gravimétrico
pH ( Unidades de pH) 7,26 6-9 Potenciométrico
Conductividad (puS/cm) 2080 <4000 Conductivimétrico
Zinc (mg Zn/Kg) 1283 <500 Absorcién atbmica
Arsénico (mg As/Kg) 0,060 10 Absorcion atémica /Generacion de Hidruros
Selenio (mg Se/Kg) 66,00 10 Absorcion atémica /Generacion de Hidruros
Mercurio (mg Hg/Kg) 0,18 10 Absorcién atdmica /Generacion de Hidruros
Plomo (mg Pb/Kg) 63,8 500 Absorcién atémica
Cromo Total (mg Cr/Kg) 27,0 500 Absorcién atémica
Cadmio (mg Cd/Kg) 1,10 10 Absorcién atémica
Cromo Hexavalente (mg/Kg) <L.D. 5 Espectrofotométrico
Bario (mg Ba/Kg) 57,9 20000 Absorcién atémica
RAS 2,27 <12 Célculo Matematico
PSI 2,22 <15 Célculo Matematico
Cloruros (mg CI/Kg) 654 | ... Argentométrico
Calcio (mg Ca/Kg) 7852 | L Absorcién atbmica
Magnesio (mg Mg/Kg) 2034 | .. Absorcién atdmica
Sodio (mg Na/Kg) 878 | .. Absorcién atémica
Plata (mg Ag/Kg) <033 | .. Absorcion atomica
Humedad (%) - Gravimétrico

* Referencia: Norma 29B del Estado de Louisiana, Estados Unidos de América, Sept.1999 y Diciembre de 2008.
L.D.: Limite de Deteccion del Cromo Hexavalente= 0,006 (mg Cr*6/L)

Fuente: autor del proyecto

6.2 ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE HIDROCARBURO DURANTE EL
PROCESO DE BIORREMEDIACION

Se presenta el analisis realizado con relacién a la evolucion y el comportamiento
que presento la variacion del hidrocarburo contenido en el suelo de cada muestra
de tratamiento, durante el ensayo de tratabilidad y la prueba piloto en campo,
teniendo como base que las condiciones iniciales equivalen al tiempo cero de

biorremediacion del suelo.
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El ensayo de tratabilidad se realiz6 con tres (3) pistas de biodegradacion a escala
laboratorio con suelo contaminado con hidrocarburo, durante diez (10) semanas y

con las siguientes caracteristicas:

Pista A: Suelo contaminado con hidrocarburo (concentracién inicial, %HC: 28).
Aplicacion de consorcio microbiano, aireaciéon por medio de volteos periédicos y

control de humedad.

Pista B: Suelo contaminado con hidrocarburo (concentracién inicial, %HC: 15).
Aplicacion de consorcio microbiano, aireacién por medio de volteos periédicos y

control de humedad

Pista C: Suelo contaminado con hidrocarburo (concentracién inicial, %HC: 25).

Aplicacion de aireacioén y control de Humedad

Asi mismo, la prueba piloto en campo se realizd con tres (3) pistas de
biodegradacion, durante 10 semanas y manteniendo las condiciones de calidad
del suelo con las mismas caracteristicas de inicio aplicadas en el ensayo de
tratabilidad. A continuacién las pistas y las caracteristicas de la prueba piloto en

campo:

Pista A: Suelo contaminado con hidrocarburo (concentracién inicial, %HC: 28).
Aplicacion de consorcio microbiano, aireacién por medio de volteos periédicos y

control de humedad.
Pista B: Suelo contaminado con hidrocarburo (concentracién inicial, %HC: 15).

Aplicacion de consorcio microbiano, aireacién por medio de volteos periédicos y

control de humedad
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Pista C: Suelo contaminado con hidrocarburo (concentracién inicial, %HC: 25).
Aplicacion de nutrientes a partir de la cuarta semana de la prueba, aireacion y

control de Humedad

6.2.1 Ensayo de tratabilidad. Para el caso del ensayo de tratabilidad se observo
gue se presentaron cambios significativos en los valores de TPH en las pistas Ay
B. Los resultados mostraron una disminucion de la concentracion del hidrocarburo
en las pistas A y B, correspondientes al suelo contaminado que fue sometido a la
aplicaciéon sistemética semanal del consorcio microbiano (bioaumentacion), y por
medio del control de la humedad y el suministro de aireacion por medio de volteos
periodicos, lo que permitid alcanzar porcentajes de remocién de hidrocarburo de

71% y 66 % para las pistas A y B, respectivamente.

La reduccion de la concentracibn de TPH en la pista C no mostré6 cambios
significativos, alcanzando un porcentaje de reducciéon de 24% durante el proceso
de biorremediaciéon. Lo anterior indica que las acciones tendientes a favorecer la
bioestimulacion por medio del control de la humedad y el suministro de aireacion
por medio de volteos periddicos no fueron suficientes para establecer condiciones
favorables que permitieran consolidar un proceso eficiente en la remocion del

hidrocarburo presente del suelo en tratamiento.

Tabla 18. Resultados de porcentajes de hidrocarburo determinados en prueba a escala

laboratorio, con equipo de campo (Kit Retorta)

Analisis realizado con equipo de campo (Retorta)

Pardmetro evaluado: % de Hidrocarburo (%HC)
Periodicidad: Semanal

(5.2:::::5) Pista A Pista B Pista C
0 28 15 25
1 21 13 24
2 16 11 23




Andlisis realizado con equipo de campo (Retorta)
Parametro evaluado: % de Hidrocarburo (%HC)
Periodicidad: Semanal

Tiempo Pista A PistaB Pista C
3 15 10 23
4 15 8 22
5 13 8 22
6 11 7 20
7 10 6 20
8 10 6 19
9 8 5 19

Grafica 1. Cinética de Biodegradacién de hidrocarburos a escala de laboratorio
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6.2.2 Prueba piloto en campo. Para el caso de la prueba piloto en campo se
observdé que se presentaron cambios significativos en los valores de TPH en
cuanto a la disminucién de la concentracion del hidrocarburo en las pistas A, By
C. Cabe anotar que debido a que la reduccién del porcentaje de hidrocarburo en la
pista C durante la prueba piloto de campo venia presentando el mismo
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comportamiento mostrado en el ensayo de tratabilidad, se decidi6 a partir de la
cuarta semana de la prueba, incorporar medidas tendientes a la bioestimulacion
de las poblaciones microbianas existentes con capacidad para biodegradar el
hidrocarburo contenido en el suelo. Para ello se llevé a cabo la aplicacion de un
nutriente de presentacion liquida (T7) que contiene foésforo (P), nitrégeno (N) y
potasio (K), el cual viene siendo utilizado normalmente para mejorar condiciones
del proceso de biodegradacion en la planta de tratamiento de aguas residuales

industriales PTAR de la refineria de Barrancabermeja.

» Analisis con equipo de campo

Para el caso de los resultados obtenidos a partir de la utilizacion del equipo de
campo, se observé una disminucion de la concentracion del hidrocarburo presente
en las pistas A y B, y una menor remocion en la pista C. Cabe anotar que hasta la
cuarta semana la variacion en la concentracion de hidrocarburo no registrd
diferencias relevantes frente a las encontradas en el ensayo de tratabilidad. A
partir de la cuarta semana se evidencio un cambio significativo en la variacion de
la concentracion de hidrocarburo presente en la pista C con relacion al
comportamiento presentado en este mismo periodo de tiempo en el ensayo de
tratabilidad, alcanzando porcentajes de remocion de hidrocarburo en la misma

proporcion del presentado en las pistas Ay B.

Lo anterior indica que la aplicacion del nutriente T7(N, P, K) como medida
adicional para favorecer la bioestimulacion de la poblacion microbiana, incidio
favorablemente en la actividad metabdlica de la microbiota y con esto en la
eficiencia de remocion del hidrocarburo contenido en el suelo en proceso de
biorremediacion existente en la pista C. (Estudio del efecto de la formulacién de
fertilizantes y bioaumentaciéon sobre biodegradacion y la lixiviaciéon de los crudos y
productos refinados en los suelos, COULON F, 2012)
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Los valores globales de remocion de hidrocarburo finales alcanzaron valores de
67%, 66% y 44% en las pistas A, B y C respectivamente, en tan solo diez (10)

semanas de proceso de biorremediacion.

Tabla 19. Resultados de porcentajes de hidrocarburo determinados en prueba a escala

piloto, con equipo de campo (Kit Retorta)

Andlisis realizado con equipo de campo (Retorta)
Parametro evaluado: % de Hidrocarburo (%HC)
Periodicidad: Semanal
Tiempo (semanas) Pista A PistaB PistaC

0 28 15 25
1 21 13 24
2 16 11 23
3 15 10 22
4 15 8 22
5 13 8 21
6 11 7 19
7 10 6 18
8 10 6 16
9 9 5 14
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Grafica 2. Cinética de Biodegradacion de hidrocarburos durante prueba a escala piloto.
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» Analisis con equipo de laboratorio

Para el caso de la validacién de los resultados obtenidos a partir de la utilizacion
del equipo de campo, se observd que los resultados arrojados por el analisis
desarrollado en wun laboratorio certificado no presentaron desviaciones
significativas en los valores de TPH frente a los mismos analisis determinados con
equipo de campo (Kit Retorta), como se puede evidenciar en los resultados

obtenidos.

Los porcentajes globales de remocion de hidrocarburo durante el periodo de
biorremediacion evaluado alcanzaron valores de 73%, 72% y 46% frente al
contenido inicial del hidrocarburo presente en las pistas A, B y C respectivamente,
mismos resultados que representan mejores tasas de biodegradacion comparados
con los arrojados en la investigacion de SINGH B en el 2012, sobre la
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biodegradacion de hidrocarburos en una refineria utilizando consorcios de nuevas

cepas bacterianas.

Lo anterior indica que la aplicacibn de técnicas de bioaumentacién vy
bioestimulacién en las pistas de tratamiento A, B y C, generaron en forma eficaz
el aumento de la poblacion microbiana y la potencializacion de la actividad
metabolica de la microbiota degradadora requeridas para propiciar procesos de
biorremediacion eficientes (GLAZER, AN; NIKAIDO H, 2007).

Tabla 20. Resultados de porcentajes de hidrocarburo determinados durante prueba a escala

piloto, en laboratorio certificado

Analisis realizado en laboratorio certificado

Parametro evaluado: % de Hidrocarburo (%HC)

Periodicidad: Quincenal

N° de Ensayo Pista A | PistaB | Pista C
0 30,69 15,21 27,14
18,94 10,78 25,53
17,34 7,28 22,43
13,11 6,97 21,41
11,28 6,12 20,59
8,10 4,18 14,58

g Al W N

Fuente: Autor del proyecto
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Grafica 3. Cinética de Biodegradacion de hidrocarburos durante prueba a escala piloto.

Analisis con equipo de laboratorio. (Masa de tierra: 675 kQg)
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6.3 ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DEL CRECIMIENTO DE
MICROORGANISMOS

En esta seccién se presenta el andlisis realizado con relacion a la evolucion vy el
comportamiento que presentd la variacion de la concentracibn de
microorganismos presentes en el suelo de cada muestra de tratamiento, durante el

ensayo de tratatabilidad y la prueba piloto en campo.

» Ensayo de tratabilidad

Para el caso de los resultados obtenidos en los recuentos de microorganismos
presentes en las muestras sometidas a tratamiento, se observdé que se
presentaron cambios significativos en estos valores con relacion a la
concentracion que inicialmente fue analizada en laboratorio. Por lo tanto, se
evidencio claramente un aumento significativo de la poblacion microbiana en las
pistas A y B, encontrandose valores finales en los recuentos del orden de 10°

(UFC/ml). Con relacion a la pista C, el crecimiento microbiano no registré
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aumentos en la poblacibn microbiana, presentando valores promedio en los
recuentos del orden de 10° (UFC/mI).

Lo anterior indica que la aplicacién del consorcio microbiano en las pistas A y B
gener6 un efecto positivo en el incremento de las poblaciones microbianas,
redundando en el aumento de las tasas de biodegradacion del hidrocarburo
contenido en el suelo en tratamiento. Los resultados alcanzados en la pista C,
evidencian que las acciones encaminadas a proporcionar una bioestimulacién por
medio del control de humedad y suministro de aire por medio de volteos no fueron
suficientes para favorecer el crecimiento microbiano presente en el suelo

contaminado.

Tabla 21. Resultados de recuentos microbiolégicos durante el ensayo de tratabilidad,

determinados en laboratorio de campo

Analisis realizado en laboratorio Refineria
Parametro evaluado: microorganismos
Periodicidad: Semanal

Prueba No Pista A Pista B Pista C
0 3,0x10* 2,0x10* 4,0x10°
1 2,0x10° 3,0x10* 2,0x10°
2 8,0x10" | 4,0x10° | 5,0x10°
3 2,0x10° | 4,0x10° 2,0x10°
4 2,0x10° | 4,0x10° 2,0x10°
5 3,0x10° | 3,0x10° | 5,0x10°
6 50x10° | 5,0x10° | 2,0x10°
7 7,0x10° | 5,0x10° | 4,0x10*
8 7,0x10° | 4,0x10° 3,0x10°
9 4,0x10° 6,0x10° 2,0x10*
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Gréfica 4. Evolucién de la microbiota durante la biodegradacién de hidrocarburos a escala

laboratorio.
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> Prueba piloto en campo

Los resultados obtenidos en los recuentos de microorganismos durante la prueba
piloto de campo permitieron evidenciar que se presentaron cambios significativos
en la concentracibn de microorganismos con relacién a la concentracion que
inicialmente fue analizada en laboratorio, la cual presentaba recuentos del orden
de 10°(UFC/ml). Tal como se muestra en el cuadro de registro de concentracion
de microorganismos, se comprobd que al final de la prueba, la poblacion
microbiana presente en la totalidad de las pistas de tratamiento, alcanza recuentos
del orden de 10° (UFC/ml).
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Con relacién a la pista C, se evidencia que el crecimiento microbiano registré a
partir de la cuarta semana aumentos significativos con conteos de
microorganismos del orden de 10° (UFC/mI) y del orden de 10’ (UFC/ml) para la

dltima semana de la prueba piloto en campo.

Lo anterior ratificé que la aplicacion del consorcio microbiano en las pistas Ay B
generd un efecto positivo en el incremento de las poblaciones microbianas, y que
la implementacion de una medida adicional de bioestilmulacion en la pista C,
mediante la aplicacién de un nutriente en forma liquida, permiti6 demostrar que la
poblacion de microorganismos hativos presente en el suelo aumento
significativamente, propiciando condiciones para una mejor capacidad degradativa
del hidrocarburo. (Biodegradacién de un derrame de petréleo en una refineria
utilizando consorcios de nuevas cepas bacterianas, SINGH B, 2012)

Tabla 22. Resultados de recuentos microbioldgicos durante prueba a escala piloto,

determinados en laboratorio de campo

Analisis realizado en laboratorio Refineria

Parametro evaluado: microorganismos

Periodicidad: Semanal

Prueba No Pista A Pista B Pista C

0 2,0x10* 5,0x10* 3,0x10°
3,0x10° 2,0x10* 5,0x10°
5,0x10° 4,0x10° 3,0x10°
5,0x10° 5,0x10° 3,0x10°
3,0x10° 2,0x10° 3,0x10°
2,0x10° 4,0x10° 3,0x10*
4,0x10° 3,0x10° 3,0x10°
3,0x10° 2,0x10° 3,0x10°
2,0x10° 5,0x10° 3,0x10°
5,0x10° 7,0x10° 4,0x10"

O |00 N[O | |WIN (-
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Gréfica 5. Evolucién de la microbiota durante la biodegradacién de hidrocarburos a escala

piloto
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6.4 ANALISIS DE LA VARIACION DEL pH DEL SUELO DURANTE EL
PROCESO DE BIODEGRADACION.

» Ensayo de tratabilidad

El desarrollo de los analisis en laboratorio mostr6 que el comportamiento del
potencial de hidrogeno del suelo en proceso de tratamiento presenta valores
relativamente neutros, por lo cual la mineralizacion de hidrocarburos se ve
favorecida, redundando en mejores condiciones para la poblacion microbiana y

por ende mejores tasas de degradacion del contaminante.

109



escala laboratorio

Analisis realizado en laboratorio Refineria

Parametro evaluado: pH

Periodicidad: Semanal

Prueba No Pista A Pista B Pista C
0 6,2 6,3 6,3
1 6,3 6,2 6,3
2 6,3 6,2 6,2
3 6,2 6,3 6,2
4 6,3 6,2 6,3
5 6,2 6,3 6,3
6 6,1 6,2 6,3
7 6,1 6,3 6,3
8 6,2 6,3 6,2
9 6,2 6,3 6,3

en la prueba a escala laboratorio

Tabla 23. Resultados del comportamiento del potencial de hidrégeno durante la prueba a

Grafica 6. Variacion del pH del suelo durante el proceso de biodegradacion de hidrocarburos
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» Prueba piloto en campo

Los resultados de la variacion del pH durante el proceso de biodegradacion,
fueron ratificados con los resultados obtenidos en la fase de campo, los cuales
arrojaron que los valores estan proximos a la neutralidad. En la pista C, se
presentd un leve aumento del potencial de hidrégeno, el cual estaria asociado a la
aplicacion del nutriente inorganico en forma liquida, sin afectar el desempefio del
proceso de biorremediacion microbiana (el pH del nutriente T7 oscila entre 6.8 y
7.2, descrito en la hoja de seguridad del producto suministrada por la empresa

productora).

Tabla 24. Resultados del comportamiento del potencial de hidrégeno durante la prueba a

escala piloto

Analisis realizado en laboratorio Refineria
Parametro evaluado: pH
Periodicidad: Semanal
Prueba No | Pista A | PistaB | PistaC
0 6,2 6,3 6.2
1 6,3 6,3 6.2
2 6,3 6,2 6.3
3 6,2 6,3 6,3
4 6,3 6,2 6,2
5 6,2 6,1 6,3
6 6,1 6,2 6,5
7 6,1 6,3 6,6
8 6,2 6,1 6,7
9 6,2 6,3 6,5
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Grafica 7. Comportamiento potencial de hidrogeno durante la prueba a escala piloto
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6.5 ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DE LA HUMEDAD DURANTE EL
PROCESO

Es preciso anotar que durante el desarrollo de las fases de desarrollo del ensayo
de tratabilidad y la prueba piloto en campo, el parametro de humedad fue
manipulado para garantizar los rangos de humedad requeridos por el proceso de
biorremediacion microbiana, para lo cual periédicamente se aplicé agua, teniendo
en cuenta los valores encontrados durante la fase de seguimiento y control del
proceso y el valor éptimo de humedad (30%) indicado por la empresa productora
del consorcio microbiano, para garantizar que los microorganismos mantengan
condiciones propicias para su crecimiento y actividad degradadora del

hidrocarburo contenido en el suelo contaminado.
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» Ensayo de tratabilidad

La muestra de suelo contaminado tomada inicialmente para el establecimiento del
ensayo, presentd un bajo contenido de humedad (<15%), lo cual requirid la
aplicaciéon de agua de forma sistematica y controlada, hasta asegurar que el
material en proceso de biodegradacién presentara una humedad cercana al rango

Optimo para la biorremediacién microbiana.

Tabla 25. Resultados del contenido de la humedad durante la prueba a escala laboratorio

Analisis realizado en laboratorio Refineria
Parametro evaluado: % de humedad
Periodicidad: Semanal
Prueba No | Pista A | PistaB | PistaC
0 15 14 16
1 23 22 14
2 28 32 30
3 28 30 31
4 31 31 29
5 29 31 30
6 30 29 28
7 30 28 30
8 29 30 29
9 31 32 29
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Grafica 8. Variacion de la humedad del suelo durante el proceso de biodegradacion de

hidrocarburos a escala de laboratorio.
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» Prueba piloto en campo

Teniendo en cuenta que la muestra de suelo contaminado utilizada para la prueba
a escala piloto presentdé rangos similares de humedad con relacion a las
condiciones iniciales del material empleado para la prueba a escala de laboratorio,
fue necesario aplicar un procedimiento igual para la manipulacién del contenido de
humedad durante el proceso de biorremediacion microbiana. Esto se llevo a cabo
mediante la aplicacion sistematica de agua hasta alcanzar el valor optimo de
humedad (30%), de forma que se pudiera validar los resultados alcanzados en el
ensayo a escala laboratorio.

Lo anterior permiti6 corroborar los datos obtenidos en la primera fase del
desarrollo experimental (prueba a escala laboratorio) y establecer que el
parametro de humedad juega un papel fundamental en el proceso de

biorremediacion microbiana implementado. Por esta razén, se hace necesario
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mantener en un sistema de control y seguimiento rigurosos del comportamiento de

esta variable.

Tabla 26. Resultados del comportamiento de la Humedad durante la prueba a escala piloto

Anadlisis realizado en laboratorio

Refineria

Parametro evaluado: % de humedad

Periodicidad: Semanal

Prueba No | Pista A | PistaB | PistaC
0 14 15 18
1 25 22 26
2 30 32 34
3 30 30 31
4 32 31 32
5 30 31 30
6 28 29 30
7 29 28 31
8 30 30 29
9 32 32 30
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Grafica 9. Variacion de la humedad del suelo durante el proceso de biodegradacion de

hidrocarburos a escala piloto
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7. CONCLUSIONES

La estrategia de implementacion inicial del ensayo de tratabilidad y escalamiento a
una prueba piloto en campo, permitié validar los resultados obtenidos y establecer
oportunidades de mejora durante el desarrollo del proceso de biorremediacién en

campo.

La implementacién de la técnica de bioestimulacion mediante la adicion del
nutriente liquido T7 (N, F, K) en la pista C durante la fase de la prueba piloto en
campo, propicio condiciones de mejoramiento de la cinética de la degradacién del
hidrocarburo contenido en el suelo contaminado, alcanzando altos porcentajes de

remocién en un tiempo de 10 semanas en proceso de biorremediacion .

El proceso de biorremediacion microbiana implementado con la aplicacién de la
técnica de bioaumentacion por medio de la adicion al suelo contaminado de un
consorcio microbiano desarrollado exclusivamente para este proyecto, permitié
alcanzar tasas de biodegradacion significativas y porcentajes de remocion de
hidrocarburos en promedio de 71% durante un periodo de diez (10) semanas.

La aplicacion de la tecnologia de biorremediacion microbiana in situ en procesos
de descontaminacion del pasivo ambiental “antigua area de tratamiento biolégico
ATB) representa una alternativa ecoldgica y economica frente a las alternativas
existentes para desarrollar un tratamientos ex situ que requieren del traslado de la

contaminacion al area de tratamiento seleccionada.

El proceso de biorremediacion microbiana llevado a cabo en este trabajo de
aplicacion, pone de manifiesto una remocion de hidrocarburos contenidos en
suelos contaminados en un periodo de tiempo corto (10 semanas) frente a otras
tecnologias que demandan una mayor inversibn econdémica y tiempo de

tratamiento.
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La adicion de fertilizantes inorganicos como nitrégeno, fésforo y potasio, aumentan

la capacidad degradativa de los microorganismos.
La reintroduccion de microorganismos nativos tiene mayor efectividad en la

biodegradacion de crudo de petréleo, cuando el microorganismo dispone de

fertilizantes inorganicos.
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8. RECOMENDACIONES

La tecnologia de biorremediacion microbiana propuesta en este proyecto de
aplicacion, se convierte en una alternativa viable técnica y econémicamente para
ser implementada en la descontaminacién del pasivo ambiental existente en la
antigua area de tratamiento biologico ATB de la Gerencia Refineria de

Barrancabermeja.

Continuar explorando en la generacién de consorcios microbianos a partir de
microorganismos nativos presentes en las areas contaminadas, en razén a que
estos tienen mayor poder degradativo porque la informacion genética que codifica
al sistema enziméatico del consorcio es mas completa y por tanto ofrece mayores

probabilidades de degradacién de hidrocarburos en areas contaminadas.

Para aumentar la eficiencia de la técnica de bioestimulacion el trabajo incorporo la
aplicacion de un nutriente liquido T7, sin embargo se recomienda que esta
medida deba implementarse preferiblemente cuando previamente se tenga
establecido toda la bateria enzimatica para degradar hidrocarburos de los

microorganismos nativos presentes en las areas objeto de estudio.

La aplicacién sistematica de la técnica de bioestimulacion por medio de la adicion
de nutriente, podria generar riesgos toxicoldégicos para el proceso de
biorremediacion, para lo cual se recomienda realizar la experimentacion requerida
para determinar con un a mayor precision las cantidades de aplicacion especifica

requerida para un proceso de biorremediacién microbiana.
Los estudios de degradacion para valorar el potencial y condiciones

medioambientales para el éxito de la biorremediacion de un lugar contaminado,

deben de ser desarrollados bajo condiciones controladas para poder determinar
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los porcentajes de remocién del contaminante, bajo determinadas condiciones
fisicas, quimicas y biolégicas en el lugar. Por lo tanto, los estudios deben
comprender el monitoreo de parametros como temperatura, humedad del suelo,

aireacion y estatus de nutrientes.
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ANEXOS

ANEXO A. Ficha técnica Oil-free

FICHA TECNICA OIL-FREE

SECCION 1. Identificacion del producto: OIL-FREE

Fabricado por: ALVARO LEGUIZAMON,

Biotecnologia Aplicada Extractos Botanicos

Direccidn: Calle 128 # 57 — 42 Telefax. 2 533 719 Bogotéa

Email: alvaro_leguizamon@yahoo.com

SECCION 2. Informacion del producto.

Nombre del Producto: Qil-free

Nombre Comercial: Oil-free

Nombre Quimico: Inoculante consorcio microbiolégico para la digestion y

reduccion de hidrocarburos

Tipo del producto: Agente biodegradable a base de microorganismos.

Producido bajo pedido especifico del cliente.
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Biotransformacion y biorremediacion de lodos provenientes de extraccion de
crudo por medio de la metodologia de inoculacion del sustrato y posterior Land-
farming para biorremediar los lodos procedentes de extraccion de crudo con

tecnologias alternativas (microbiologia aplicada a soluciones ambientales).

Oil-Free es un producto que contiene microorganismos benéficos, que por sus
diversos procesos bioquimicos y metabdlicos ayuda a digerir y reducir la
concentracion de hidrocarburos en los sustratos a tratar. Compuesto por
microorganismos de tipo benéfico, no alteran los ecosistemas donde son

aplicados.

Por tanto, es un inoculante estabilizante de eleccion acelera la biorremediacion
de este tipo de sustrato por diferentes vias metabdlicas y bioquimicas, tiene

caracteristicas que son de total interés para este tipo de proceso.

Altas concentraciones por c.c., que aseguran mayor capacidad de
transformacion y homogeneidad sobre el sustrato, ademas de volumenes de
aplicacion bajos.

Estabilidad del producto.

Seguridad en su aplicacion: Compuesto por microorganismos inocuos para el

ambiente y los seres vivos.

SECCION 3. Propiedades fisicoquimicas.
Apariencia: Liquido
Color: Transparente - Amarillo
pH: 57
Solubilidad en H,O: 100%
Olor: Fuerte — Lixiviados
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SECCION 4. Composicion.

Producto compuesto por 8 cepas de microorganismos vivos de los grupos: lacto
bacilos, levaduras, estreptococos y esporo formadores en concentracién 1 X

1010 y.F.C. por ml.

SECCION 5. Informacion de seguridad.

No es un producto inflamable. No genera vapores contaminantes. No corrosivo.
Si el contacto es con los 0jos, lavar con abundante agua y buscar asesoria
médica. En caso de ingestiébn, Beber abundante agua y buscar asesoria
médica. Mantener fuera del alcance de los nifios.

Manipular medidas de proteccion personal adecuadas, como se ilustra en la
etiqueta del producto.

Informacién de ingrediente. Producto alcalino, no posee materiales

peligrosos.

Acido Alquilbencenosulfénico lineal 40%, éter monobutilico del etilenglicol 20%,

Sal sodica del &cido silicicol0 % y Agua 30%.

Identificacion de riesgos.
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Indicaciones adicionales sobre los riesgos para personas y el medio
ambiente: El producto no representa riesgo alguno para las personas y/o el
medio ambiente; estd compuesto de microorganismos benéficos como los
lacto bacilos, levaduras, estreptococos y esporo formadores en concentracion
de 1 x 10 *° ufc/ml.

Medidas contra incendios.

Sustancias extintoras apropiadas

CO2, polvo quimico seco o agua a presion y/o espuma.

Equipo especial de proteccion: No requiere medidas especiales

Medidas en caso de derrame accidental.

Medidas preventivas relativas a personas: No es necesario

Medidas para la proteccion del medio ambiente: No es necesario
Procedimiento de limpieza: Mediante un chorro de agua rociada.
Informacién de manejo y almacenaje.

Manipulacion: No requieren medidas especiales.

Proteccién de incendios y explosiones: No requieren medidas especiales.

Almacenamiento: Temperatura ambiente.

Almacenar separado de medicamentos, desinfectantes y en especial de
antibiéticos.
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Almacenar en los envases originales bien cerrados en lugares frescos.

Controles de exposicion y proteccion personal.

Instrucciones para el acondicionamiento de instalaciones técnicas: Sin

datos adicionales
Componentes con valores limite admisibles que deban controlarse: el
producto no contiene sustancias con valores limites que exijan un control en

el puesto de trabajo.

Equipo de proteccion individual: Medidas generales de proteccion e

higiene: las requeridas para la manipulacién de productos agros bioldgicos.
Proteccidn respiratoria: No requerido

Proteccidn de ojos, manos y cuerpo: No requerido

Estabilidad y reactividad.

No se descompone

Incompatible con medicamentos, desinfectantes y antibioticos

No se conocen reacciones peligrosas

No presenta productos de degradacion.

Informacion toxicoldgica. Producto inocuo para la salud humana.

Informacién ecoldgica. Producto inocuo para los animales y las plantas
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ANEXO B. Resultados laboratorio certificado

LABORATORIO QUIMICO DE Cédigo:
B CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
oc POST-ANALITICO Versién: 05
Fecha: 2012/01/16
INFORME DE RESULTADOS —
Pagina 1 de 1
*Acreditacién por el IDEAM segin la Resoluciéon No. 1659 “Autorizacién del Ministerio de la Proteccién
@ de 2011, en los parametros pH, DBOs, DQO, SST, fenoles, . InsTITUTO Social, mediante la resolucién 5534 de 2010,
A SAAM, grasas y aceites en aguas, metales totales y NaciowNaL e pam la reallzudén de andlisis (fisicos,
IDEAM disueltos en aguas, metales totales en suelos y toma de .g” q y iologi al agua para
2 P y comp & consumo humano®

Informe de resultados No.  12-510 Fecha de emisién:  Septiembre 28 de 2012
Cliente: DEBBIE CADENA

Direccién del cliente: Universidad Industrial de Santander / Maestria Quimica Ambiental

Solicitud de servicio No. 12-449 No. de muestras: 01

Fecha de recepcion de las muestras: Agosto 17 de 2012

Muestras recibidas por: Johanna Riveros

Fecha de analisis: Agosto 22 de 2012 - Agosto 30 de 2012

1. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacién de la Muestra:  12-449-01 Tipo de muestra: Compuesta

Identificacién de la muestra: Suelo Contaminado

Matriz de la muestra:  Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo: Refineria de Barrancabermeja/ ATB

Fecha del muestreo:  Agosto 17 de 2012

PARAMETRO RESULTADO NORMA 29B* METODO
: Extraccion Soxlhet /
0, 0,
Hidrocarburos Totales (%) 49,70 <1% Graviméliico

Observaciones: Ninguna
Nota 1: Estos resultados son vélidos Gnicamente para las muestras analizadas y reportadas por el laboratorio.

Nota 2: En caso de ser copia del resultado original se realizaré la siguiente aclaracién: Copia del resultado original.

Estimado cliente: Para nosotros es muy importante conocer sus inquietudes, sugerencias, felicitaciones, quejas y/o reclamos
en los servicios prestados por el laboratorio, con el propésito de mejorar nuestros servicios. Le agrad que se i
con el laboratorio, donde un miembro del personal amablemente recibira su solicitud y pronto estaremos en comunicacién con
usted para aclarar y/o resolver su requerimiento.

Revisé y aprobé:

Luz Yolanda Vargas Fiallo
Directora del Laboratorio
Quimica. Msc Quimica UIS
MP PQ 1144

Elabor6: Johanna Riveros

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009

Pagina web: _umﬂcmgaiu_&mm E-mail: Mﬂg@_qma_gg_
imi iS.
Bucaramanga - Colombia
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LABORATORIO QUIMICO DE Cédigo:

o - CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02

) POST-ANALITICO Versién: 05 ms
=

Fecha: 2012/01/16
INFORME DE RESULTADOS Pagina 1 de 3

de 2011, en los parametros pH, DBOs, DQO, SST, fenoles, . Insriziro SodaL mediante la resolucién 5534 de 2010,
SAAM, grasas y aceites en aguas, metales totoles y NACionat ot pavulnndhwhﬁndcunéln&jhlms,
IDEAM disueltos en aguas, metales totales en suelos y toma de S q v i al agua para
~ . stras p ¥ comp |} consumo humano®

a “F\ “Acreditacion por el IDEAM segun la Resolucion No. 1659 i} : del isterio de la Pr &
\

Informe de resultados No.  12-509 Fecha de emisiéon: Septiembre 28 de 2012

Cliente: DEBBIE CADENA

Direccién del cliente: Universidad Industrial de Santander / Maestria Quimica Ambiental

Solicitud de servicio No. 12-495 No. de muestras: 02

Fecha de recepcién de las muestras: Septiembre 17 de 2012

Muestras recibidas por: Johanna Riveros

Fecha de andlisis: Septiembre 17 de 2012 - Septiembre 21 de 2012

1. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacién de la Muestra:  12-495-01 Tipo de muestra: Compuesta

Identificacion de la muestra: Suelo Contaminado Puente Caliente

Matriz de la muestra:  Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo: Refineria de Barrancabermeja / ATB

Fecha del muestreo: Septiembre 16 de 2012

PARAMETRO RESULTADO NORMA 29B* METODO
) Extraccion Soxlhet /
0,
Hidrocarburos Totales (%) 18,64 <1% Gravimétrico
pH (Unidades de pH) 7,26 6-9 Potenciométrico
Conductividad (uS/cm) 2080 <4000 Conductivimétrico
Cinc (mg Zn/Kg) 1283 <500 Absorcion Atomica
B Absorcion Atémica
Arsénico (mg As/Kg) 0,060 10 /Generacion de Hidruros
¥ Absorcién Atémica
Selenio (mg Se/kg) 66,0 10 /Generacion de Hidruros
: Absorcion Atémica
Mercurio(mg Hg/Kg) 0,18 10 /Generacién de Hidruros
Plomo ( mg Pb/Kg) 63,8 500 Absorcion Atémica
Cromo Total (mq Cr/Kg) 27,0 500 Absorcién Atémica
Cadmio (mg Cd/Kg) 1,10 10 Absorcién Atémica
Cromo Hexavalente (mg/Kg) <L.D. 5 Espectrofotométrico
Bario (mg Ba/Kg) 579 ] 20000 Absorcién Atémica
RAS 2,27 s <12 Calculo Matematico
PSI 2,22 <15 Calculo Matematico

NOTA: Los resultados se encuentran reportados en base seca

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: mzzcmﬁaummm E- rnau !ahnmmso@mlmm,

: Bucaramanga = Colombw
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LABORATORIO QUIMICO DE Cédigo:
Bt CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
e POST-ANALITICO Versién: 05 E mﬁ
Fecha: 2012/01/16
INFORME DE RESULTADOS PagnaZded
Informe de resultados No. 12-509 Solicitud de servicio No. 12-495
PARAMETRO RESULTADO NORMA 29B* METODO

Cloruros ( mg CI7Kg) 654 —emeeeeen Argentométrico
Calcio (mg Ca/Kg) 7852 T Absorcion Atdmica
Magnesio (mg Mg/Kg) 2084 | 2 = = Absorcion Atomica
Sodio (mg Na’Kg) 878 e Absorcién Atémica
Plata (mg Ag/Kg) <0,33 g i Absorcion Atémica
Humedad (%) 39,25 P —— Gravimétrico

2. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-495-02 Tipo de muestra: Compuesta

Identificacion de la muestra: Suelo Contaminado Mezclado

Matriz de la muestra:  Suelo

Muestreo realizado por:  El Cliente

Lugar y punto de muestreo: Refineria de Barrancabermeja / ATB

Fecha del muestreo: Septiembre 16 de 2012

PARAMETRO RESULTADO NORMA 29B* METODO
: Extraccion Soxlhet /
Hidrocarburos Totales (%) 17,3 <1% Cravicaliiton

L.D: Limite de Deteccién del Cromo Hexavalente = 0,006 (mg Cr"/L)
* Referencia: Norma 29B del Estado de Louisiana, Estados Unidos de América, Sept. 1999 y
Diciembre de 2008

Observaciones: Ninguna

Nota 1: Estos resultados son validos unicamente para las muestras analizadas y reportadas por el laboratorio.

Nota 2: En caso de ser copia del resultado original se realizara la siguiente aclaracion: Copia del resultado
original.

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: mmmmwmm E-mail: labnmnmmmm

' Bucaramanga Colombua
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LABORATORIO QUIMICO DE Cédigo:
a8 CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
"= POST-ANALITICO Versién: 05 E ms
Fecha: 2012/01/16
INFORME DE RESULTADOS Pigha3de3
informe de resultados No. 12-509 Solicitud de servicio No. 12-495

Estimado cliente: Para nosotros es muy importante conocer sus inquietudes, sugerencias, felicitaciones, quejas
y/o reclamos en los servicios prestados por el laboratorio, con el propédsito de mejorar nuestros servicios. Le
agradecemos que se comunique con el laboratorio, donde un miembro del personal amablemente recibira su
solicitud y pronto estaremos en comunicacion con usted para aclarar y/o resolver su requerimiento.

Revisé y aprobé:

andaVamasT
ﬁ;‘iﬁme::..r‘

Directora del Laboratorio
Quimica. Msc Quimica UIS
MP PQ 1144

Elabord: Johanna Riveros

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: mmmmm E-mail: lanmunm@gmau.m
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LABORATORIO QUIMICO DE Cadigo:
H} CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02 -
i POST-ANALITICO Version: 05 l[
Fecha: 2012/01/16 .
INFORME DE RESULTADOS —
Pagina 1de 4

ﬁ FE “Acredifacin por el IDEAM sequn la Resolucicn No. 1659 - “Adorizaciin del Ministerio de In Proteccién
de 2011, en los parametros pH, DBO,, DO, 55T, fenoles, Tuwarseng Social, mediante la resclucion 5534 de 2010,
\ SAAM, grasas y acefles en aguas, metales fotales y ‘ Karmmawsr Paa la realizooon de analisis  fisicos,
disuslos en aguas, metales fofales en suelos y foma de S quinticss y microbioldgicos al agua para

muestras punfuales i compuesias™

consumo fumano™

Informe de resultados No. 12-643 Fecha de emision:  Diciembre 11 de 2012
Cliente: DEYBY CADEMNA
Direccion del cliente: Maestria en Quimica Ambiental
Solicitud de servicio No. 12-626 No. de muestras: 06
Fecha de recepcion de las muestras: Noviembre 19 de 2012
Muestras recibidas por: Johanna Riveros
Fecha de analisis: Diciembre 03 de 2012
1. ANALISIS FISICOQUIMICO
Codificacion de la Muestra: 12-626-01 Tipo de muestra: Compuesta

Identificacion de la muestra:  Pista A Muestra 4

Matriz de la muestra: Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo:  Pista A Muestra 4

Fecha del muestreo: No Suministrado

PARAMETRO RESULTADO

METODO

11,28

Hidrocarburos Totales (%)

Extraccion Soxlhet

2. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-626-02 Tipo de muestra: Compuesta
Identificacion de la muestra: Pista B Muestra 4
Matriz de la muestra:  Suelo
Muestreo realizado por: El Cliente
Lugar y punto de muestreo:  Pista B Muestra 4
Fecha del muestreo: Mo Suministrado
PARAMETRO RESULTADO METOQDO
Hidrocarburos Totales (%) 6,97 Extraccion Soxlhet

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009

Pagina web: http://ciencias.uis.edu.co/laci/ E-mail: |

abauimco@amail.com;

laboratorioguimicodeconsultas@uis.edu.co

Bucaramanga - Colombia
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LABORATORIO QUIMICO DE Codigo:
.;_.4_-_"- . CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-D2
i POST-ANALITICO Version: 05
INFORME DE RESULTADOS | Fecha: 2012101716
Pagina 2 de 4

Informe de resultados No. 12-643 Solicitud de servicio No. 12626
3. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-626-03 Tipo de muestra: Compuesta
Identificacion de la muestra: Pista C Muestra 4
Matriz de la muestra:  Suelo
Muestreo realizado por: El Cliente
Lugar y punto de muestreo:  Pista C Muestra 4
Fecha del muestreo:  No Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO
Hidrocarburos Totales (%) 21,41 Extraccion Soxlhet

4, ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-626-04 Tipo de muestra:  Compuesta
Identificacion de la muestra:  Pista A Muestra 5
Matriz de la muestra:  Suelo
Muestreo realizado por: El Cliente
Lugar y punto de muestreo:  Pista A Muestra 5
Fecha del muestreo:  No Suministrado
PARAMETRO RESULTADO METODO
Hidrocarburos Totales (%) 8,10 Extraccion Soxlhet

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: http: //ciencias. uis.edu.co/laci/ E-mail: Jabguimco@amail.com;
laboratorioguimicodeconsultas@uis.edu.co
Bucaramanga - Colombia
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LAECRATORID GUIEICT OE Sl
i i CONEULTAS INDUSTRIALEE e a1 )
POST-AMNALITICD Warpddar: (05
INFORME DE RESULTADOS | rona: Dizoiie
Faoina 3 ded

Informes de recuitadon Ko, 12841 Zaoliofhsd g pervioks Koo 12204

2. ANALISIS FISICOGUIMICO

CodMoaokin oe by Museira: 1262505 Tipo de musEia: Funissl

ke mifosokon os B muschra:  Fioia B Muestra S

Matriz de by misscira =21 ]

U esreD raalEraicho: i B Clemie

Lisgaar ¥ pumbo dles mesciren: Fsa B Buesia S

Fooha @ rusciren: io: Euminisrado

PARABETRD REEULTADD BETCDO

Hidrocarburos Totakes. {5 £18 Extracciin Sowled

6. ANALISIS FISICOGQUIMICO

Codfosclon de Ly Muscira: 1282350 Tipo o misscira:  Furisl

ke miflosolon de b mussra:  Fists C Vuesia S

Matriz o la s Susi0

Mueschren real s peoar El Cliarmis

Lugar ¥ pumbo de museimsa: Fista G WVuesia S

Facha del muscireo: Mo Surmin s

FARANMETRD FESULTADC EETOD

Hidrocarbums Totakes (%) 14,58 Extraccitn Soxiet

Cuiad Universitaria Caerera I7 Cale 9 - Edifico Camio Tomes) Laboratons 227
Commitarkor (7)) G34-000 Ext. 2465, Telefa: (7)) G349000
Fagina b DD RRONS o, plu,00dd) E-mal: Bboojmocdtamal.com
Bboratorinou imboodeconsultys s, oo
BEAmARga - Colmibia
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LABORATORIO QUIMICO DE Codigo:
%'5— CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02 B
foci POST-ANALITICO Version: 05 I"ﬁ
Santnder
INFORME DE RESULTADOS | Fecha: 2012001716
Paginad de 4

Informe de resultados No. 12-643 Solicitud de servicio No. 12-626

Observaciones: Ninguna

Nota 1: Estos resultados son validos Unicamente para las muestras analizadas y reportadas por el laboratorio.

Nota 2: En caso de ser copia del resultado original se realizara la siguiente aclaracion: Copia del resultado
original.

Estimado cliente: Para nosofros es muy importante conocer sus inquistudes, sugerencias, felicitaciones, quejas
yfo reclamos en los servicios prestados por el laboratoro, con el proposito de mejorar nuestros servicios. Le
agradecemos que se comunique con el laboratorio, donde un miembro del personal amablemente recibira su
salicitud y pronto estaremos en comunicacion con usted para aclarar y/o resolver su requerimiento.

Revisd y aprobé:

zlazuaiqaaua?&‘

Luz Yelanda Vargas Fiallo
Directora del Laboratorio
Quimica. Msc Quimica UIS
MP PQ 1144

Elabora: Johanna Riveroz

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camile Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: http://ciencias.uis.edu.co/laci/ E-mail: labguimco@amail.com;
laboratorioguimicodeconsultas@uis.edu.co
Bucaramanga - Colombia
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LABORATORIO QUIMICO DE Codigo:
EE— CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02

POST-ANALITICO Version: 05

INFORME DE RESULTADOS | focha: 2012001716 | EEEEE

Pagina1de7
“Acredifarion por el IDEAM seqiin In Resolucién No. 1659 - “Adorizaricn del Ministerio de la Proteccién
\ de 2011, en los parametros pH, DEC., DQO, 55T, fenoles, ‘ Isazieris Sorial, mediante la resolucion 3534 de 2010,
SAAM, grasas y aceies en aguas, mefales fofales y Kipgmaw Para la realizacidn de cndalisis  fisicos,
IDEAM disuelos en aguas, mefales fofales en suelos y foma de Bavm quinticos y microbioligicos al agua para
ey e nuesiras purtuales y compuesias™ | consumg humanoe”
Informe de resultados No. 12-642 Fecha de emision:  Noviembre 09 de 2012
Cliente: DEYBY CADENA
Direccion del cliente: Maestria en Quimica Ambiental
Solicitud de servicio No. 12-604 No. de muestras: 12
Fecha de recepcidn de las muestras: Noviembre 06 de 2012
Muestras recibidas por: Johanna Riveros
Fecha de analisis: Moviembre 08 de 2012
1. ANALISIS FISICOQUIMICO
Codificacion de la Muestra:  12-604-01 Tipo de muestra:  Compuesta

Identificacion de la muestra:  Pista A Muestra 0 -100912

Matriz de la muestra: Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo:  Pista A Muestra 0 - 100912

Fecha del muestreo:  MNo Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO

Hidrocarburos Totales (%) 30,69 Extraccion Soxlhet

2. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-02 Tipo de muestra:  Compuesta

Identificacion de la muestra:  Pista A Muestra 1- 21012

Matriz de la muestra: Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo:  Pista A Muestra 1- 21012

Fecha del muestreo:  MNo Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO

Hidrocarburos Totales (%) 18,94 Extraccion Soxlhet

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: http://ciencias.uis.edu.co/lgci/ E-mail: labguimco@amail.com;
laboratorioguimicodeconsultas@uis.edu.co

Bucaramanga - Colombia
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LABORATORIO QUIMICO DE Cadigo:
.4..;_-."- . CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
qci POST-ANALITICO Version: 05
INFORME DE RESULTADOg | Fecha: 201201716
Pagina2de7
Informe de resultados No. 12-642 Solicitud de servicio No. 12-604

3. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-03 Tipo de muestra: Compuesta

Identificacion de la muestra: Pista A Muestra 2 051012

Matriz de la muestra: Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo:  Pista A Muestra 2 051012

Fecha del muestreo:  No Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO

Hidrocarburos Totales (%) 17,34 Extraccion Soxlhet

4, ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-04 Tipo de muestra: Compuesta

Identificacion de la muestra: Pista A Muestra 3 -191012

Matriz de la muestra: Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo:  Pista A Muestra 3 -191012

Fecha del muestreo:  No Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO

Hidrocarburos Totales (%) 13,11 Extraccion Soxlhet

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: hittp://ciencias.uis.edu.co/lgci/ E-mail: labquimco@amail.com;
laboratorioguimicodeconsultas@uis.edu.co
Bucaramanga - Colombia

151




LABORATORIO QUIMICO DE Cadigo:
.{..;_-.P- . CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
Boct POST-ANALITICO Version: 05
INFORME DE RESULTADOS | Fecha: 2012001716
Pagina3de7
Informe de resultados No. 12-642 Solicitud de servicio No. 12-604

5. ANALISIS FISICOQUIMICOQ

Codificacion de la Muestra: 12-604-05 Tipo de muestra: Compuesta

Identificacion de la muestra: Pista B Muestra 0 -100912

Matriz de la muestra: Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo:  Pista B Muestra 0 -100912

Fecha delmuestreo: MNo Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO

Hidrocarburos Totales (%) 16,21 Extraccion Soxlhet

6. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-06 Tipo de muestra: Compuesta

Identificacion de la muestra: Pista B Muestra 1-210912

Matriz de la muestra: Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo:  Pista B Muestra 1-210912

Fecha delmuestreo: MNo Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO

Hidrocarburos Totales (%) 10,78 Extraccion Soxlhet

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: http://ciencias.uis.edu.co/lgci/ E-mail: Jabguimco@agmail.com;
laboratorioguimicodeconsultas@uis.edu.co
Bucaramanga - Colombia
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LABORATORIO QUIMICO DE Cadigo:
.;_.4_-_"- CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-D2
foci POST-ANALITICO Version: 05
INFORME DE RESULTADOS | Fecha: 201201716
Paginad de 7

Informe de resultados No. 12-642 Solicitud de servicio No. 12-604
7. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-07 Tipo de muestra: Compuesta
Identificacion de la muestra: Pista B Muestra 2-051012
Matriz de la muestra:  Suelo
Muestreo realizado por: El Cliente
Lugar y punto de muestreo:  Pista B Muestra 2-051012
Fecha del muestreo:  No Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO
Hidrocarburos Totales (%) 6,12 Extraccion Soxlhet

8. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-08 Tipo de muestra:  Compuesta
Identificacion de la muestra: Pista B Muestra 3 191012
Matriz de la muestra: Suelo
Muestreo realizado por: El Cliente
Lugar y punto de muestreo:  Pista B Muestra 3 191012
Fecha del muestreo:  No Suministrado
PARAMETRO RESULTADO METODO
Hidrocarburos Totales (%) 7,28 Extraccion Soxlhet

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009

Pagina web: hth

./ [ciencias.uis.edu.co/laci/ E-mail: labguimco@amail.com;
laboratorioguimicodeconsultas@uis.edu.co
Bucaramanga - Colombia

153




LABORATORIO QUIMICO DE Codigo:
,4_,;_-_". CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
foc: POST-ANALITICO Version: 05
INFORME DE RESULTADOS | Fecha: 2012101716
Pagina 5de 7

Informe de resultados No. 12-642 Solicitud de servicio No. 12-604
9. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-09 Tipo de muestra: Compuesta
Identificacion de la muestra:  Pista C Muestra 0 - 100912
Matriz de la muestra:  Suelo
Muestreo realizado por: El Cliente
Lugar y punto de muestreo:  Pista C Muestra 0 - 100912
Fecha del muestreo: No Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO
Hidrocarburos Totales (%) 27,14 Extraccion Soxlhet

10. ANALISIS FISICCQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-10 Tipo de muestra:  Compuesta
Identificacion de la muestra:  Pista C Muestra 1- 210912
Matriz de la muestra:  Suelo
Muestreo realizado por: El Cliente
Lugar y punto de muestreo:  Pista C Muestra 1-210912
Fecha del muestreo:  No Suministrado
PARAMETRO RESULTADO METODO
Hidrocarburos Totales (%) 2553 Extraccion Soxlhet

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: http://ciencias.uis.edu.co/laci/ E-mail: |abguimco@amail.com;

laboratoricguimicodeconsultas@uis.edu.co

Bucaramanga - Colombia
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LABORATORIO QUIMICO DE Caodigo:
.4.,;_-.'- . CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
i POST-ANALITICO Version: 05
INFORME DE RESULTADOS | Fecha: 2012001716
Paginab6de7

Informe de resultados No. 12-642 Solicitud de servicio No. 12-604

11. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-11 Tipo de muestra:  Compuesta

Identificacidn de la muestra: Pista C Muestra 2-051012

Matriz de la muestra: Suelo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo:  Pista C Muestra 2-051012

Fecha del muestreo:  No Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO

Hidrocarburos Totales (%) 20,59 Extraccion Soxlhet

12. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacion de la Muestra: 12-604-12 Tipo de muestra:  Compuesta

Identificacion de la muestra: Pista C Muestra 3- 191012

Matriz de la muestra:  Sueslo

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo:  Pista C Muestra 3- 191012

Fecha del muestreo: Mo Suministrado

PARAMETRO RESULTADO METODO

Hidrocarburos Totales (%) 2243 Extraccion Soxlhet

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: hittp://ciencias.uis.edu.co/laci/ E-mail: labguimco@gmail.com;
laboratorioguimicodeconsultas@uis.edu.co
Bucaramanga - Colombia
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LABORATORIO QUIMICO DE Cadigo:
-lsi'-;— CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02 T e
foci POST-ANALITICO Version: 05 “lH
INFORME DE RESULTADOS | Fecha: 2012001716
Pagina 7 de 7

Informe de resultados No. 12-642 Solicitud de servicio No. 12-604

Observaciones: Ninguna

Nota 1: Estos resultados son validos Unicamente para las muestras analizadas y reportadas por el laboratorio.

Nota 2: En caso de ser copia del resultado original se realizara la siguiente aclaracién: Copia del resultado
original.

Estimado cliente: Para nosotros es muy importante conocer sus inquietudes, sugerencias, felicitaciones, quejas
vlo reclamos en los servicios prestados por el laboratorio, con el propésito de mejorar nuestros servicios. Le
agradecemos que se comunigue con el laboratono, donde un miembro del personal amablemente recibira su
solicitud y pronto estaremos en comunicacién con usted para aclarar y/o resolver su requerimiento.

Revisd y aprobad:

EPLQJ«:.«AQUQT&?

Luz Yolanda Vargas Fiallo
Directora del Laboratorio
Quuimica. Msc Quimica UIS
MP PQ 1144

Elsbord: Johanna Riveros

Ciudad Universitaria Carrera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Torres/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) 6344000 Ext. 2465. Telefax: (7) 6349009
Pagina web: http://ciencias.uis.edu.co/laci/ E-mail: labguimco@gmail.com;
laboratorioguimicodeconsultas@uis.edu.co
Bucaramanga - Colombia
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ANEXO C. Abono Liquido T 7

Feriilizantes: Quimicos
e Lrga nicos

LTHaoE

HOJA DE DATOS SOBEE SEGURIDAD DE MATERIAL
FERTILIZANTE T-7

1 INFORMACION DEL PRODUCTO ¥ LA COMPARNIA

NOMBRE DEL PRODUCTO : Fertilizante T-7

TIPO DE PRODUCTO : Fertilzante liquide mezcla de sales simple en disolucion
CLASIFICACION: No peligroso

OTEAS REGULACIONES : Ninguna

NOMERE DE LA COMPANIA : ASEQUIMAGRO

DIRECCION: Fabrica km 27 via la Costa | Pertachuelo |, finca la Fortuna.

TELEFAX : 6413503

USO DEL PRODUCTO : Fertilizante , Nutriente de microorganismos beneficos

II INFORMACION SOBRE LA COMPOSICION

Sales de Cloruro de Potasio, Fosfatos de Amonio v Urea disueltas v balanceadas en solucion
acoosa en mezcla fisica . sin reaccion quimica

III IDENTIFICACION DE RIESGOS
La clasificacion se hace en base a los riesgos de los componentes

CLASIFICACION DE RIESGOS EN CASO DE EMERGENCIA

Indice de riesgo ( NFPA) Escala de clasificacion
Fuego=10 0= minimo

Especial =0 1= Ligero

Sald=1 2 = Moderado
Reactividad =10 3= Grave

IDENTIFICACION DE RIESGO DE MATERIALES (HMIS ITI )

Identificacién de riespo ( HMIS IIT ) Escala de clasificacion

Salud=1 Posibildad de irritacion en piel, ojos ¥ mucosas
Inflamabilidad =0 El producto liguido aquoso no es combustible
BRiespo fisico=10 Los componentes en mezela v disueltos en agua

normalmente son estables en condiciones
normales | solo sometidos a calentamiento muy
fuerte pueden generar vapores de amoniaco . no
se polimerizan ni reaccionan entre si Mismos
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IV DIAMANTE DE SEGURIDAD
Hacerlo salud 1 imflamabilidad 0 reactividad 0

IDENTIFICACION PELIGROS de aceuerdo a las propiedades de los componentes
Efectos salud agudos potenciales :

Piel: contacto repetido o prolongado puede cansar irritacidn.

Ingestion: puede causar trastornos gastrointestinales, navseas ., vomito | diarrea, dolor de cabeza y
confusién

Ojos y piel :

Ojos: irritante foerte.

Piel: Ligeramente irritante. Contacto repetido o prolongado puede causar enrojecimiento, picor
e inflamacién.

Inhalacion: Puede cavsar irritacién de las vias respiratorias, aungue no se han notificado incidentes
Ingestion: Puede cansar trastornos gastrointestinales. Los sintomas pueden incluir irritacion,
nansea,vomitos y diarrea.

Efectos de salud cronicos

potenciales :

Ninguno conocide. La urea se encuentra de forma natural en el cuerpo. Es un producto final de
metabolismo proteinico v se excreta en la orina. el Clomro de Potasio se utiliza en reemplazo del
Clororo de Sodio en la sal dietética y los Fosfatos de amonio se utilizan en medicamentos v en
alimentos como refrescos

Listas de cancerigenidad Monografia [ARC: No NTP: No OSHA: NoFeactivida Salud
Riesgo especifico

Codige NFPA

No aplica por ser producto m preparado especialmente

Seccion V — Medidas en caso de incendio

Punto repentine: no pertinente Temperatura antoignicion: no pertinents

Limite explosive mas bajo: no pertinente Limite explosive mas alte: no pertinente

Riesgos de explosion v de

fuego poco corrientes:

Al calentar por encima de 130 C se generan vapores de Amoniaco provenientes de la Urea.
Breve exposicion a gases puede conducir a irritacion de las mucosas por el efecto pungente del
Amoniaco

Medios de extincion:

Todos los sistemas estandar son aceptables. Use método de extincion adecuado para el foego
circundante. El material no se quema .

Equipo y procedimiento

especiales contra incendios:

Puede haber emision de sustancias toxicas irritantes durante una descomposicion termal | sometida
primero a una a evaporacion del solvente Agupa ) de los componentes especialmente por la Urea
de presentarse esta situacion los bomberos expuestos deben protegerse con aparatos respiratorios
aprobados por NIOSH con

proteccion de cara entera ¥ traje completamente protector

- Medidas de desprendimiento accidental
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Pequetioderrame:

51 no estd contaminado, se recupera ¥ se reusa come producto.

Gran derrame: Por ser producte fertilzante no cavsa dafio a la vegetacion sino benefico | en
fuentes de agua crea efecto de Eutrofizacion ( crecimiento de algas | Plancton ) v se diloye
facilmente sin afectar la vida animal

derrames.

Notas de

desprendimiento:

51 el derrame llegara accidentalmente a cualquier masa de agua, incloyendo los riachuelos
intermitentemente para fuente de agua potable pongase en contacto con las antoridades locales.

MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO
Ventilacidn: en condiciones normales de almacenamiento no necesita ventilacion
Manipulacion:
Evite contacto con los ojos. Evite contacto repetido prolongade con la piel o la ropa. No deben
llevarse lentes de contacto.
Almacenamiento:
Almacene en contenedores cerrados en una area fresca, seca, no mezcle con sustancias
incompatibles como alcalis que pueden generar vapores de Amoniaco e hipocloritos que pueden
generar sustancis toxicas Evite la contaminacion con otros materiales
Precauciones especiales/Procedimientos/ Instrucciones en etigueta:
Evite contenedores, cafierias o accesorios de laton, bronce v otras aleaciones o metales
galvanizados diferentes al acero o plastico va que es ligeramente corrosivo
Seccion IV — Medidas de primeros auxilios
Ojos: Limpie rapidamente con agua,. Los parpados se deben apartar del globo ocular para asegurar
uvn lavado completo. Si la irritacion persiste, consulte un médico inmediatamente.
Piel: Limpie el area de contacto completamente con agoa y jabon. Lave la piel con agua fria. Lave
la ropa antes de rensarla.
Ingestion:
No provogue el vomito. Procure que la persona afectada esté caliente y tratela por chogque. Obtenga
atencion medica.
Inhalacién: Aparte la persona afectada de la fuente de exposicion. 5i no respira, asegurése de abrir
via de aire e inicie RCP. Sila
respiracion es dificil, administre oxigeno; si puede, obtenga atencién médica.

CONTROLES DE EXPOSICION Y PROTECCION PERSONAL
Controles de ingenieria: Utilizar material de acerc o plastico para manipulacidn
Proteccion ojos: Lleve lentes de de seguridad cuando se manipule
Ropa protectora:
Lleve lentes de seguridad o anteojos quimicos para evitar contacto con los ojos. No lleve
lentes de contacto cuando trabaje con esta sustancia. Disponga de lugar para lavar los
ojos alli donde pueda ccurmrir el contacto con los ojos.
Proteccion respiratoria
Nommalmente no es necesaria. El equipo respiratorio aprebado por NIOSH
debe estar disponible para uso no rotinario v de emergencia.
Otro equipo o ropa protectora: Normalmente no es necesario.
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—PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS
Apariencia / Color / Olor:
liquido | transparente o ligeramente turbio color café
con ligero olor de amoniaco.
Punto de ebullicién: 130°C
Solubilidad en agua muscible
Gravedad especifica 1,12 Peso molecular No pertinente
Densidad vapor No pertinente %0 Volatles: No pertinente
Densidad general 1,18 g/ml Indice de evaporacion: No pertinente
pH: 6.8-7.2 Punto de congelacion: No pertinente
Viscosidad: No pertinente

ESTAEBILIDAD Y REACTIVIDAD
Estabilidad: Estable
Polimerizacion peligrosa: No ocurrira
Condiciones a evitar: Poede hidrolizar lentamente en carbamato amodnico después de un periodo
large de tiempo en el que se descompone en amoniaco v didxide de carbono.
Materiales a evitar
(incompatibles):
Evitar contacte con oxidantes fuertes o bases.. Reacciona con
hipoclonto sodico o calcico para formar triclorure de nitrégeno Evitar contacto con
hipocloritos.
Productos de
descompaosicion peligrosa:
Se descompone en amoniaco, biuret, éxidos de nitrégeno y oxidos de carbono. Puede reaccionar
con hipocloritos para formar el explosive tricloruro de nitrégeno.

INFORMACION TOXICOLOGICA
Principales vias de
exposicion: Ojos, via digestiva, via respiratoria, piel
Toxicidad oral aguda: Datos de los componentes del producto
Urea (rata) LD50=14.300-15,000 mg/kg; (raton) LD50 = 11.500-13,00 mg/kg;(ganado) LD50 =510
mg'kg Cloruro de Potasio (rata) LD30=2600-4000 mg/kg; Fosfato de Amonio Mono v Dibasico
LD30 =6500 mgKg . LD50 dermico = 7950 mg/'kg (raton)
Toxicidad aguda por
inhalacion: Datos no disponibles
Toxicidad aguda: Otras vias: Datos no disponibles
Toxicidad cutanea aguda: Datos no disponibles
Toxicidad dosis repetida: (rata) 24 semanas; cutanea — NOAEL = 40% en vagiiento
Toxicidad en
animales:
Irritacion/corrosion piel’ojos: Iritacion/corrosion piel: raton — no aritante (solucion 10%)
Irritacion/corrosién ojos: conejo — no irrtante (solucion 50%)
No se declard toxica por exposicion oral tal como lo define OSHA para sus componentes
Basado en datos de toxicidad para otro compuesto (nitrato amonico), no
se espera que sea toxica por exposicion cutanea e inhalacidn tal como lo
define OSHA.
Toxicidad en reproduccion:: No hay efectos toxicos en gonadas de raton hasta 6.750 mg'kg al dia.
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No hay efectos toxicos en gonadas de rata hasta 2.250 mg/kg al dia.
Toxicidad en

desarrollo/teratologia: No es teratologico.

Otros efectos en humanos:

A pesar del uso médico extenso, no se han declarado efectos
secundarios significatives en humanos de sus componentes.
Observaciones especiales sobre efectos cronicos en
humanos:

No hay efectos cronicos conocidos de sus componentes.
Observaciones especiales sobre otros efectos en
humanos:

Puede ser irritante no sensibiliza la

piel. A pesar del uso médico extenso, no se han declarado efectos
secondarios significatives en humanos.

INFORMACION ECOLOGICA
Valoracion texicidad ecoligica EPA:
Toxicidad aguda en peces: 26 -h:(Barillius barna)LC50 == 9,100 mg/L. especialmente de la Usea
Toxicidad cronica en peces: No hay datos disponibles
Toxicidad aguda en invertebrados
acuatices: (Daphnia magna): 24 - h EC30: = 10,000 mg/L . especialmente de la Urea
Toxicidad en plantas acuaticas: efecto conocido en agronomia com intoxicacion por £Xcesos 0o
se presentan por ser los tres pricipales elemntos que necesitan los vegetales para su desarrollo | se
genera efecto de Evtrofizacion ( crecimiento acelerado de algas )
Toxicidad en bacteria: (lodo active): No hay datos disponibles
Toxicidad en organismos gue viven
en el suelo:
Aplicaciones de fertilizantes Nitrogenados v Fosforados en prados durante un
largo periodo puede tener efectos nocivos en lombrices en
ausencia de encalado.
Toxicidad en otras especies
terrestres no mamiferos:
(Paloma)- Subcutanec-LDLO=16.000 mglg. Puesto que la
urea se utiliza como fertilizante, puede promover evtroficacion
en masas de agua. No es toxico en organismos acudticos tal
como lo define USEPA.
Ecotoxicidad:
Toxicidad en plantas terrestres: 7 dias de exposicién a 0 mg urea / hoja - necrosis de la punta
de 1a hoja
Estabilidad en agua: T1/2 = 1 afio.
Estabilidad en suelo: se incorpora al agregado del suelo v entra a formar parte del mismo por
mecanismos de intercambio ionice los coales en agronomia son beneficos.
Resultado
medicambiental:
No hay toxicidad en organismes acuaticos tal comeo se define en USEPA. No hay toxicidad
conocida.
Biodegradacion: La Urea es definitiva biodegradable (OECDTG 302B) 93-98% (SCAS
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24 hr) para los otros componentes { Cloreo de potasio v fosfato de Amonio ) no aplica por ser sales
inorganicas
CONSIDERACIONES SOBRE LA ELIMINACION
Eliminacién del
producto:
La eliminacion del producto puede estar sujeta a regulaciones locales, estatales o federales.
Comentarios generales:
Loz usnarios deben revisar sus operaciones en términos de regulaciones y leyes locales, estatales o
federales aplicables, y después consultar con las agencias reguladoras apropiadas antes de liberar o
eliminar material de desecho perc en términes generales no tiene consecuencias nocivas en el medio
ambiente . se puede en pequefias cantidades utilizar para fertilizar praderas arboles | cuoltives
comerciales v desarrollo comercial de camardn agregandolo en las piscinas para alimentacion del
plancton que sirve de alimentacidn al camarén
INFORMACION SOBRE TRANSPORTE
Nombre envio adecuado: No regulado Neo regulado
Categoria de riesgo:
Numero de identificacion:
Grupo envasado (nombre técnico):
Etiguetaje:
Envasade autorizado:
Observaciones:
Transportar en recipintes de acero inoxidable o plasrico de alta densidad
Producto guimico CAS NO.
CLASIFICACION Y SIMBOLO DE PELIGRO
WHMIS:
Este producto no esta controlado por WHMIS
LISTA DE DIVULGACION DE INGREDIENTES:
Este producto no contiene ingrediente(s) de esta
lista.
PROTECCION MEDIOAMBIENTAL:
Todos los ingredientes intencionales salen en la
lista DSL (Lista de Sustancias Domésticas).
EINECS#: (Urea) 200-315-5
California: Prop 65: No se conoce que este producto quimico sea cancerigeno. v no sale en la lista.

OTRA INFORMACION
Salud: 1
Incendio: 0 Beactividad: 0 Biesgos especiales: Valoracion de riesgo
NEPA:
: 0 = Insignificante 1 = leve 2 = Moderadoe 3 = alto 4 = extremo
COMENTARIOS:

Este producto no lleva TSE/BSE (Encefalopatia Espongiforme Transmisible/Encefalopatia
Espongiforme

Bovina). No se han utilizado constituyentes animales en la manufactura de sus componentes_ |
Aungue la informacién expuesta se ofrece de buena fe, ESTA INFORMACION SE DA
EXPRESAMENTE SIN NINGUNA GARANTIA

(EXPRESADA O IMPLICADA) NI NINGUNA SEGURIDAD DE SU PRECISION O
SUFICIENCIA v el usuario la acepta a su propio
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riesgo. El nsvario es el dnico responsable de determinar el vso apropiade en cada sitvacion
particular. PCS Sales especificamente

DECLINA TODA RESPONSABILIDAD POR EL USO DE ESTA INFORMACION. incluyendo
sin limitacion cualquier recomendacion que

el nsnario interprete e intente aplicar con la que infrinja o viole patentes, licencias o derechos de
propiedad intelectual validos.
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