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RESUMEN

TITULO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS EDAFICOS CON
CAPACIDAD PARA LA BIODEGRADACION DE LOS HIDROCARBUROS PRESENTES EN
AGUAS DE PRODUCCION PARA USO POTENCIAL COMO AGUA DE RIEGO EN LOS LLANOS
ORIENTALES®

AUTOR: PAOLA MAYERLY PIMIENTA RUEDA™

PALABRAS CLAVES: Agua de produccién, Biodegradacion, Hidrocarburos, Microorganismos
Nativos, Mesocosmos, Riesgo de cultivos.

La extraccion de petréleo y gas genera grandes cantidades de agua de produccion, la cual a su
vez contiene diferentes compuestos organicos e inorganicos. Por lo tanto se hace necesario
implementar sistemas de manejo y disposicion final que garanticen la calidad del ecosistema en el
area de incidencia.

En los Llanos Orientales colombianos en el departamento del Meta, se encuentra ubicado el
campo Castilla, operado por Ecopetrol, donde actualmente se producen 460 mil barriles diarios de
agua en promedio, lo que equivale a casi cinco barriles de agua por cada barril de crudo producido
(Hoyos, 2010). Esta situacién ha llevado a la implementacion del ASA (Area de Sostenibilidad
Agroenergética, antes llamada DAT (Distrito de Adecuacion de Tierras), con una extension inicial
de 46 Ha, para la disposicion final de una parte del agua producida en el pozo. El agua de
produccion previamente tratada, es vertida sobre un terreno como agua de riego para cultivos.

La presente investigacion tuvo como objeto aislar y caracterizar la microbiota edafica con
potencialidad para degradar hidrocarburos presentes en el agua de produccion vertida en el ASA, y
forma parte de un mcaro proyecto que adelanta Ecopetrol, para determinar la factibilidad técnica
del sistema de disposicién a largo plazo.

Se logré aislar y caracterizar un consorcio de microrganismos nativos (Consorcio ASA), con
capacidad para degradar los hidrocarburos presentes en el agua de produccion del campo Castilla.
Se determind la capacidad de biodegradacion a escala de laboratorio y piloto (mesocosmos),
alcanzando porcentajes de remocion entre 70 y 80%, lo que representa una potencial utilizacion
de los microorganismos aislados, para procesos de tratamiento continuo en el ASA.

* Tesis de grado
** Facultad De Ciencias. Escuela De Quimica. Directora: Claudia Cristina Ortiz Lépez PhD
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ABSTRACT

TITLE: ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF SOIL MICROORGANISMS CAPABLE FOR
BIODEGRADATION OF THESE WATERS IN OIL PRODUCTION AS POTENTIAL FOR
IRRIGATION WATER IN THE EASTERN PLAINS®

AUTHOR: PAOLA MAYERLY PIMIENTA RUEDA™

PALABRAS CLAVES: Water production, Biodegradation, Hydrocarbons, Native microorganisms,
Mesocosm, Crop irrigation.

The oil and gas extraction generates large amounts of produced water, which also contains various
organic and inorganic compounds. Therefore it is necessary to implement management systems
and disposal to ensure the quality of the ecosystem in the area of incidence.

In the Llanos Orientales Colombia in the department of Meta, is located the Castilla field operated
by Ecopetrol, which currently 460,000 barrels of water are produced on average, equivalent to
almost five barrels of water per barrel of oil produced (Hoyos, 2010). This situation has led to the
implementation of the ASA (formerly called DAT), with an initial area of 46 hectares, for the disposal
of a portion of the produced water in the well. The pretreated water production is dumped on land
and irrigation water for crops.

The purpose of this research was to isolate and characterize the edaphic microbiota with potential
to degrade hydrocarbons in water poured into the ASA production, and is part of a macro project
that is being developed by Ecopetrol, to determine the technical feasibility of the long term disposal
system.

It was possible to isolate and characterize a consortium of native microorganisms Consortium
(ASA) with the ability to degrade hydrocarbons in water production Castilla field. Biodegradability
was determined at laboratory scale and pilot (mesocosms) reaching removal percentages between
70 and 80%, representing a potential use of the isolates, to continuous processes for the ASA
treatment.

* Tesis de grado
** Facultad De Ciencias. Escuela De Quimica. Directora: Claudia Cristina Ortiz Lépez PhD
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INTRODUCCION

Los campos petroleros maduros se caracterizan en general por la generacion de
grandes cantidades de agua de produccion. Aproximadamente, por cada barril de
petréleo, se generan como minimo tres barriles de agua (Hoyos, 2010). En paises
como Estados Unidos, el agua de produccion representa el 98% de los residuos
generados por la industria petrolera (Veil, et al 2004); como producto de la
operacion se eliminan alrededor del 30 y el 40% del agua producida; sin embargo,
los avances tecnologicos deben apuntar hacia la transformacion vy
aprovechamiento de este pasivo econémico como un recurso viable (Arnold et al,
2004).

La generacion de grandes cantidades de agua de produccién, sumada a la
necesidad de contar con alternativas de eliminacion, conduce a estudiar la
utilizacion de esta agua para irrigacion, uso industrial y otras aplicaciones. Las
soluciones de manejo se centran en mantener el equilibrio del sistema de
produccion completo (pozos inyectores, pozos de produccién y el sistema de
manejo del agua); asi como también el impacto ambiental que se puede dar en su

disposicion final.

El agua es un recurso renovable. Sin embargo en ciertas zonas, la demanda
agricola, el crecimiento de la poblacion y los cambios climaticos han hecho que el
agua dulce se consuma con mayor rapidez de la que se repone. Es asi, que los
210 millones de barriles de agua producidos diariamente en las operaciones de
petréleo y gas en el mundo, podrian desempefiar un rol clave en la mitigacion de

la demanda de agua dulce de nuestro planeta (Arnold et al, 2004).

En el campo de Castilla ubicado en el llano colombiano, departamento del Meta, y
operado por Ecopetrol, los volumenes de produccion de crudo se han

16



incrementando a cerca de 130 mil barriles diarios. Por lo tanto ha aumentado el
volumen de agua de produccion, alcanzando los 460 mil barriles diarios de agua
en promedio, equivalentes a casi cinco barriles de agua por cada barril de crudo
producido (Hoyos, 2010).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, en este estudio se realizo la evaluacion de
una alternativa bioldégica para el tratamiento de las aguas de produccion del campo
Castilla. Se aislaron y caracterizaron microorganismos a partir de la microbiota
edéfica nativa. Se evalud la capacidad biodegradadora de hidrocarburos presentes
en aguas producidas, previamente tratadas, para su vertimiento en un campo de
cultivo —Area de Sostenibilidad Agroenergética, ASA- de los llanos orientales.
Esta investigacion formd parte de un proyecto técnico formulado por el Instituto
Colombiano de Petréleo (ICP) para la Superintendencia de Operaciones Castilla —
Chichimene (SCC) titulado: “Evaluacion de riesgos e impactos ambientales
asociados al riego de agua de produccion en el asa del campo Castilla-

Chichimene y su area de influencia”.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL.
Aislar y caracterizar microorganismos edéficos con capacidad para la
biodegradacion de los hidrocarburos presentes en aguas de produccién y su

posible uso posterior como agua de riego en la zona de los Llanos Orientales.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Aislar y seleccionar la biota bacteriana nativa del suelo del ASA con capacidad

de degradacion de hidrocarburos.

e Evaluar la capacidad degradadora de hidrocarburos de los organismos

seleccionados en condiciones de laboratorio.
e Evaluar la capacidad de los microorganismos seleccionados para colonizar y

degradar hidrocarburos en un sistema de escala de planta piloto

(mesocosmos).

18



2. MARCO TEORICO

2.1 GESTION AMBIENTAL ASOCIADA A LA INDUSTRIA PETROLERA

Dentro de la plataforma estratégica de Ecopetrol se incluye la responsabilidad
corporativa, la cual busca que la operacion de la empresa esté en armonia y
equilibrio con el medio ambiente. Esta responsabilidad corporativa, se encuentra
organizada en dos grandes lineas de trabajo, dentro de las cuales se encuentra
“Gestion ambiental”, encaminada a cuidar el ambiente con un enfoque preventivo

ante los desafios ambientales mundiales.

En este contexto, Ecopetrol Instituto Colombiano del Petrdleo-ICP, plantea la
“Proyeccion de Desarrollo del Area Ambiental 2013-2020” la cual se encuentra
organizada en cuatro estrategias: Excelencia Operacional; Viabilidad Ambiental;
Gerenciamiento Ambiental de Agua y Gestion Ambiental Proactiva (Figura 1);
asegurando con estas, la alineacion corporativa con respecto al cumplimiento legal

ambiental en la operacién y en proyectos y la sostenibilidad de la empresa.

Figura 1. Estrategia de Gestion Ambiental Ecopetrol — ICP 2013-2020

W Gestion
Ambiental

Proactiva:
Biodiversidad ~
Ecoeficiencia - Cambio
Climético

Gerenciamiento
Ambiental de

Excelencia Viabilidad

Operacional Ambiental

INSTRUMENTO

Estrategiade
Viabilidad
7 Ambiental

RESULTADOS

“SCumpliniento legalal " - -
100%. * Mitigar riesgo ambiental. :::s;‘:sm?; Sosteniblidad

+ dDerrames, emisiones, Viabilidad ambiental * Cumplimiento legal « Timagen ambiental
vertimientos yresiduos. oportunapalepro-,‘enosv ambiental. corporativa '

« TEfidencia energéticade operaciones. * Reducir conflictos asociados o ‘Adhestén
las operacionesde aluso de aguay vertimientos

\/
Fuente: Instituto Colombiano del petréleo — ICP, 2013

Iniciativas
ambientales volurtarias
globales.
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El presente trabajo de investigacion estaba incluido en la estrategia
“Gerenciamiento Ambiental del Agua”, la cual busca mitigar el riesgo ambiental,
dar cumplimiento a las normas legales y reducir los conflictos asociados al uso de
agua y vertimientos. Una de las acciones propuestas dentro de esta estrategia,
consideraba la identificacion de alternativas viables para el manejo del agua de
produccion, entre las que se encuentran los sistemas agroforestales, que son
areas de sostenibilidad, destinadas para el cultivo de diversas especies nativas

utilizando agua de produccion, previamente tratada, para el riego.

Una de las areas de mayor desarrollo de Ecopetrol, se encuentra en los Llanos
Orientales, en donde especificamente la Superintendencia de Castilla-Chichimene
presenta una proyeccion alta en la extraccion de hidrocarburo y por tanto, de agua
de producciéon. La disposicion final de este residuo esta limitada a un area
especifica limitada por disposicion del Ministerio del Medio Ambiente, debido a la
sensibilidad social y econdmica de la regidon a los vertimientos de gran volumen.
Para superar esta condicion, se identificé un piloto como area de disposicion del
agua de produccién, mediante una estrategia de riego para el aprovechamiento
agricola. Dicha estrategia se enmarcdé en la posibilidad de obtener cultivos
aprovechables para produccion de biocombustibles de primera y segunda
generacion, produccion de biomasa para pirélisis y reserva forestal, entre otras;
definiéndose ésta Ultima como la alternativa a ejecutarse, denominada inicialmente
Distrito de Adecuaciéon de Tierras (DAT) y hoy, Area de Sostenibilidad
Agroenergética (ASA).

Area de Sostenibilidad Agroenergética (ASA)
En el campo Castilla, ubicado en el llano colombiano, en el departamento del

Meta, y operado por Ecopetrol de manera directa desde hace diez afios (Figura 2),

los volumenes de produccion de crudo se han incrementado a cerca de 130 mil
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barriles diarios, lo que ha generado, debido a las condiciones de los yacimientos,
aumento simultdneo en el agua asociada, llegando a los 460 mil barriles diarios de
agua en promedio, es decir, un barril de crudo producido por casi cinco barriles de

agua.

Ecopetrol, haciendo frente a las inquietudes planteadas por las comunidades que
hacen parte del entorno de la operacion en el Meta, inicié6 en 2006 una alianza
estratégica con la Corporacion Colombiana de Investigacidon Agropecuaria
(Corpoica) para determinar, por medio de un monitoreo continuo y riguroso, el

impacto de las aguas de produccién en animales y especies vegetales.

Dicho monitoreo, se inicié de manera controlada en las instalaciones del Centro de
Investigacion “La Libertad” de Corpoica, ubicado muy cerca al area operativa de
Ecopetrol en Villavicencio. Para esto, se transportaban en promedio 3.000 galones
de agua de produccion, en carrotanques, de la Estacion de Recoleccion Apiay
hasta el centro de investigacion, donde eran dispuestos para ser distribuidos en
bebederos para el ganado y a minisistemas de riego para cultivos controlados de
cafia y sorgo. Posteriormente, se obtenian muestras de las plantas, del suelo y
del ganado, las cuales eran sometidas a analisis de laboratorio, para determinar el
impacto de las aguas de produccion en los procesos de crecimiento y

reproduccion.
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Figura 2. Campo de produccion Superintendencia Castilla - Chichimene

ECUADOR

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo ICP, 2011

Los resultados positivos de los monitoreos fueron la base para pensar un proyecto
mucho mas ambicioso. En sus inicios, el monitoreo se pensdé como un estudio
cientifico coyuntural que determinara hasta dénde el agua, los animales y algunas
especies vegetales eran afectados por las aguas de produccion del campo
petrolero. Sin embargo, al obtener estos resultados, se vio la posibilidad de
ampliar el estudio para validar el uso de las aguas de produccién en sistemas de
produccion agropecuario, sacando el monitoreo de espacios controlados, a

espacios abiertos o campos reales tipicos de esta region del pais.

Para continuar el proyecto, Ecopetrol y Corpoica firmaron en el 2009 un nuevo
convenio de apoyo institucional, cuyo objetivo era hacer realidad un distrito de
adecuacion de tierras -DAT- en el cual se validara el uso de las aguas de

produccién en sistemas de produccion agropecuaria (Adaptado de Hoyos, 2010)

22



(Figuras 3, 4 y 5). Desde finales del 2012, el DAT fue redesignado como Area de
Sostenibilidad Agroenergética (ASA) (Instituto Colombiano del Petréleo ICP,
2013).

Figura 3. Ubicacion geogréafica Distrito de Adecuacion de Tierras, DAT

Rio Guayuriba

GUAMAL

DISTRITO 1500K
AT Etapa1: 600K- 205 Ha

Etapa 2: 1500k- 750 Ha
LRV Etapa3: 4M—3000 Ha

N\ Ri6Gyamal

El distrito se divide en tres
especialidades:
1.  Area Agricola.
2. AreaPecuaria.
8 3 AreaRestauracion ambiental.

Fuente: Instituto Colombiano del petréleo — ICP, 2011

Figura 4. Distrito de Adecuacion de Tierras - DAT

Fuente: Instituto Colombiano del petréleo — ICP, 2011
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Figura 5. Esquema general del Distrito Piloto de Adecuacion de Tierras (DAT)

Ubicacion

Del campo
de produccion al distrito

Las aguas asociadas al petroleo

 que se produce en Castilla,
después de ser tratadas, son
entregadas al Distrito Piloto

de Adecuacion de Tierras en el

municipio de Acacias (Meta).

Cultivos experimentales del Distrito

TPaIma de aceite t Sorgo dulce ' Cana de aziicar * Jatropha ‘ Caucho

Fuente: Hoyos, 2010
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2.2 AGUA DE PRODUCCION

2.2.1 Generalidades. El agua de produccion se define como el agua extraida de
las capas del subsuelo durante el proceso de extraccion de petréleo y/o gas (Veil,
et al 2004; Admadun et al, 2009). En las formaciones del subsuelo, las rocas de
origen natural son generalmente impregnadas de liquidos tales como agua,
petréleo o gas (o alguna combinacion de estos fluidos). Los hidrocarburos menos
densos han emigrado a lugares trampa, desplazando un poco de agua de la
formacion para convertirse en yacimientos de hidrocarburos. Cuando los
hidrocarburos se producen, son llevados a la superficie como una mezcla liquida.
La composicidn de este fluido depende de si es petroleo crudo o gas natural, y por
lo general incluye una mezcla de hidrocarburos liquidos y gaseosos, el agua
producida, los solidos disueltos o suspendidos, solidos producidos como arena o
limo, fluidos y aditivos inyectados que pueden haber sido colocados en la
formacion como resultado de las actividades de exploracion y producciéon (Veil, et
al 2004).

El agua producida representa el mayor volumen de los residuos asociados con las
operaciones en la produccion de petréleo y gas (Bonfa, 2011). De acuerdo con la
American Petroleum Institute (API), unos 18 mil millones de barriles (bbl) de agua
producida fueron generados por las operaciones de EE.UU. en tierra en 1995 (API
2000), asi como grandes volumenes en alta mar y en los miles de pozos en todo el
mundo. En promedio, 210 millones de barriles de agua se producen cada dia en
todo el mundo. Este volumen representa alrededor de 77 mil millones de barriles
de agua producida durante todo el afio (Arnold et al, 2004; Yeung, 2011). Por lo
general, en los pozos de petroleo y gas, el agua de produccidon aumenta con el
tiempo. Alrededor de 7 a 10 barriles por cada barril de crudo (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de la produccion de petréleo y agua de produccion en

un campo petrolero.
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2.2.2 Composicion de las aguas de produccion. El agua de producciéon es una
mezcla en la que se pueden encontrar: aceites y grasas, compuestos organicos
tales como beneceno, naftaleno, tolueno, fenantreno, entre otros; asi como
también sales (principalmente cloruros y sulfuros de Ca, Mg, y Na) y algunos
metales (Bario, Hierro, Estroncio, Zinc, Plata, Cadmio, Cobre, Mercurio, Arsénico,
Boro y Antimonio) (Sirivedhin, 2004; Summi, 2005; Admadun et al, 2009).

Las propiedades fisicas y quimicas del agua de produccion varian
considerablemente dependiendo de la ubicacion geografica del campo, la
formacién geoldgica con la que el agua producida ha estado en contacto desde
hace miles de afios, y el tipo de hidrocarburo que se produce. Incluso, las
propiedades y el volumen pueden variar durante la vida util de un yacimiento. Si
las operaciones de produccion que se llevan a cabo incluyen inyeccion de agua,
estas propiedades y los volimenes pueden variar ain mas dramaticamente (Veil,
et al 2004).
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2.2.3 Alternativas tecnolégicas para el manejo y disposicion de aguas de
produccion. Existen diferentes enfoques para la gestion del agua de produccion.
La opcion mas apropiada estara en funcion de varios factores, incluyendo la
ubicacion del sitio, la normativa vigente, la viabilidad técnica, el costo y
disponibilidad de infraestructura y el equipamiento. Las alternativas principales que
se utilizan actualmente son la reinyeccion subterranea, la descarga (vertimiento) y

la reutilizacién con fines agricolas o industriales (Admadun et al, 2009).

- Reinyeccion subterranea. EI método méas comunmente utilizado para el
tratamiento del agua en tierra es la reinyeccion en una formacion subterranea. La
mayoria del agua de produccion (aproximadamente el 70%) se inyecta para
mantener la presién del yacimiento (Sirivedhin, 2004). Esta practica se conoce
como agua de inundaciones, 0 si se calienta el agua para producir vapor, se
conoce como agua de inundaciones de vapor. Histéricamente, las fuentes
hidricas se han utilizado para este propdésito; pero ante la escasez de agua dulce
gue se presenta actualmente, el uso de agua de produccion para este fin, puede
desempeiiar un rol clave en lo que respecta a aliviar la demanda impuesta sobre

los sistemas naturales de agua dulce de nuestro planeta (Veil, et al 2004).

- Reutilizacion con diferentes fines. El tratamiento del agua de produccion para
su posterior reutilizacion, es una opcion eficaz porque permite aprovechar el
potencial que tiene este residuo. Asi, cuando se utiliza para mejorar las practicas
agricolas e industriales, el agua de produccién deja de ser un residuo y se
convierte en un recurso (Arnold et al, 2004).

El agua de produccion tratada puede ser utilizada directamente como fuente de
agua potable para animales como ganado, peces u otros silvestres; de hecho, el
ganado puede tolerar una variedad de contaminantes en el agua potable
(Admadun et al, 2009). Algunos proyectos que se han desarrollado en las

Montafias Rocosas han creado embalses que recogen y retienen grandes
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volumenes de agua de produccién. Estos embalses son una fuente de agua
potable para la vida silvestre y ofrecen un habitat para peces y aves acuaticas en
un entorno arido. Los embalses también pueden proporcionar oportunidades
recreativas adicionales para la observacion de la caza, la pesca y paseos en bote
(Veil, et al 2004).

Otra opcion de reutilizacion del agua de producciéon, es en las practicas de la
industria. Por ejemplo, para el control del polvo en las carreteras y en zonas de
actividad minera; para el lavado de equipos y vehiculos; para la generacion de
energia (se utiliza para el abastecimiento de agua para producir vapor) y para la
refrigeracion de las centrales eléctricas; incluso para controlar incendios en zonas
de sequias. Es probable que la gama de posibles usos para el agua de produccién

se ampliara en el futuro (Veil, et al 2004).

- Estrategia de riego. La utilizacion del agua en la agricultura representa como
minimo dos tercios del consumo global; sin embargo, actualmente los recursos
tradicionales de aguas superficiales y subterrdneas son escasos. De los mas de
210 millones de barriles de agua de produccion que se generan diariamente en las
operaciones de petroleo y gas, entre un 30% y un 40% se consideran un residuo y
se elimina. Sometidos a un tratamiento adecuado, estos 11.7 millones de m? de
agua de produccion tienen el potencial de desempefiar un rol clave en lo que
respecta a aliviar la demanda impuesta sobre los sistemas naturales de agua
dulce (Arnold et al, 2004).

Es asi como varias instituciones publicas y privadas en todo el mundo, adelantan
estudios para el aprovechamiento del agua de produccion de los campos
petroleros, como estrategia de riego en el sector agropecuario. Por ejemplo, en la
Universidad Estatal de Nuevo México (NMSU), los cientificos estan trabajando en
conjunto con varias compafiias de exploracién y produccién y con la Direccion de

Administracion de Tierras de EUA, en la seleccidn de seis sitios para llevar a cabo
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experimentos destinados a identificar variedades de hierbas con capacidad de
crecimiento sostenido en el clima arido de Nuevo México. Estas hierbas serian
sustentadas Unicamente por las limitadas lluvias naturales y por irrigacion con
agua de produccion en pozos de metano de capas de carbén como lo muestra la
Figura 7 (Arnold et al, 2004).

Igualmente, en la Universidad de Texas A&M, College Station, Texas, EUA, un
equipo de ingenieros y especialistas en tierras de pastoreos, suelos, especies
silvestres e irrigacién, estd adelantando el proceso de irrigacion de tierras de
pastoreo con agua de produccion. Se espera que cada vez mas operadores
apliguen tecnologia de reutilizacion del agua en los proximos afios. Se estima que
para el afio 2020, mas de 10% del agua utilizada en Texas, provendra de fuentes
recicladas, representando un ahorro de hasta 115.000 m®d (40 millones de
galones por dia) de agua dulce (Arnold et al, 2004).

Figura 7. Riego con agua de produccién proveniente de pozos de metano de

capas de carbén

Tomado de Arnold et al, 2004

Asi mismo, en el Valle de San Joaquin en California, EUA, donde se encuentra
ubicado el campo petrolero gigante Kern River, se tiene uno de los mas grandes

proyectos de reutilizacion del agua de produccion, el Distrito de Aguas de Cawelo
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(Figura 8), el cual recibe diariamente 69.300 m*® (436.000 barriles) de agua
producida, provenientes de este campo maduro de Chevron Texaco. Una vez en
el distrito, el agua es tratada y almacenada, para posteriormente ser utilizada en el
riego de una variedad de cultivos incluyendo uvas, frutas citricas, almendras y
pistachos (Arnord, et al 2004).

Figura 8. Distrito de Aguas de Cawelo, Texas

(Tomado de Arnold, 2004)

2.3 BIODEGRACION DE HIDROCARBUROS

23.1 Generalidades. El petrdleo es un producto natural, que se origina por la
transformacion anaerdbica de la biomasa en condiciones de temperaturas y
presién elevadas. La mayoria de los componentes del petréleo son
biodegradables, pero su biodegradacién es relativamente lenta. La susceptibilidad
a la biodegradacion varia con el tipo y el tamafio de la molécula de hidrocarburo.
La mayoria de de los n-alcanos de longitud de cadena intermedia (C1o — Cy4) S€
degradan rapidamente. Los alcanos de cadena corta son toxicos para la mayoria
de los organismos, pero generalmente se evaporan de la capa de petroleo

rapidamente. Los alcanos de cadena larga son mas resistentes a la
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biodegradacion a medida que la longitud de su cadena aumenta. Asi mismo, la
presencia de ramificaciones reduce la tasa de biodegradacion, porque los atomos
de carbono terciario y cuaternario interfieren con los mecanismos de degradacion
o la bloquean totalmente. Los compuestos aromaticos, especialmente los que son
de tipo polinuclear condensado, se degradan mas lentamente que los alcanos
(Atlas y Bartha, 2002).

Por tal razon, para degradar hidrocarburos contaminante, por lo general se
requiere de mas de una especie de microorganismo, puesto que los
microorganismos individualmente solo pueden metabolizar un rango limitado de
compuestos, pero una poblacién variada, con una amplia capacidad enzimatica,
favorece una mayor velocidad de degradacion (Ghazali, 2004). Es decir, estos
compuestos pueden ser degradados por co-metabolismo, cuando dos o mas
cepas microbianas, con capacidades metabdlicas complementarias, actian en

cooperacion (Garcia-Rivero, 2008; Atlas y Bartha, 2002).

2.3.2 Vias de biodegradacién de los hidrocarburos del petroleo. Uno de los
factores primordiales para que suceda la biodegradacion, es la presencia de
aceptores de electrones y nutrientes adecuados para mantener activos los
microorganismos de la diferentes especies. Los microorganismos aerobios
necesitan de la presencia del oxigeno molecular (condiciones éxicas) para su
crecimiento y para convertir los hidrocarburos en CO,, H,O y biomasa. Los
microorganismos facultativos pueden crecer en la presencia (aerobiosis) 6
ausencia (anaerobiosis, fermentacién) de oxigeno (condiciones anoxicas). Los
anaerobios estrictos utilizan diferentes aceptores, como nitratos (NO*), sulfatos
(SO,%) y iones férricos (Fe3+) para metabolizar los hidrocarburos. Otros
anaerobios (aerotolerantes) crecen en presencia de concentraciones traza de
oxigeno disuelto, pero no utilizan este gas metabdlicamente. Ademas de eso,
existen aquellos microorganismos que requieren aceptores de electrones

especificos, como los fermentadores O acetogénicos que utilizan acetatos
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(CH3COOQ) para convertir a los hidrocarburos en CH; y CO,, como se presenta en
la Figura 9 (Feitosa, 2014, Castillo, 2005).

En la ausencia de aceptores de electrones, tales como sulfato y nitrato, los
hidrocarburos son transformados en productos finales (CHs y CO,) a través de la
interaccion de varios grupos de microorganismos como, por ejemplo, bacterias
fermentativas, acetogénicas productoras de hidrogeno, metanogénicas

hidrogenotroficas y acetoclasticas (Feitosa, 2014)

Figura 9. Algunas vias de degradacion del petroleo
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(Tomado de Castillo, 2005)

En los alcanos, el ataque inicial lo realizan enzimas que tienen una necesidad
estricta de oxigeno molecular, como las monoixgenasas o dioxigenasas (Britton
1984, Singer y Finnerty 1984 en Atlas 2002). Frecuentemente, el ataque inicial se
realiza sobre un grupo metilo terminal, formando un alcohol primario que, a su vez,
se oxida posteriormente a un aldehido y un acido graso. Una vez se forma un
acido graso, el catabolismo de la molécula continia mediante la secuencia de la B-
oxidacion (Figura 9). El acido graso de cadena larga se transforma en la forma de

acetil CoA mediante una serie de reacciones posteriores y finalmente las unidades
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de Acetil CoA se convierten en CO; a través del ciclo del &cido tricarboxilico. Por
tanto, los productos finales de la mineralizacion de los hidrocarburos son CO; y
H.O. La secuencia de la B-oxidacion no requiere la presencia de oxigeno
molecular. Después de la oxigenacion inicial, la degradacion de los acidos grasos

puede suceder en condiciones anoxicas (Feitosa, 2014; Atlas y Bartha, 2002).

La biodegradacion de compuestos aromaticos por microorganismos aerobios
también es iniciada por la accion de oxigenasas (mono- O dioxigenasas) que
promueven la oxidacion del substrato formando dioles, seguida de clivaje del anillo
y la formacion de catecol que, posteriormente, es degradado formando diferentes
intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico, como acetaldehido, piruvato y
succinato y acetil- COA (Feitosa, 2014; Atlas y Bartha, 2002).

Los hidrocarburos poliarométicos pueden ademas degradarse a productos mas
volatiles como resultado de la rotura del anillo aromatico y formacion de
compuestos de bajo peso molecular. Esto puede ser especialmente importante en
el metabolismo de hongos de HPA (Hidrocarburos poliaromaticos) donde las

enzimas extracelulares son usadas para romper los anillos aromaticos.

Figura 10. Ruta bioquimica de oxidacion subterminal de alcanos
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3.3.3 Factores que condicionan la biodegradaciéon microbiana de
hidrocarburos Son tres los factores que condicionan el proceso: los relacionados
con las caracteristicas del producto petrolifero, con el medio y con los

microorganismos (Solanas, 2009).

Con respecto a las caracteristicas del petréleo, los microorganismos degradan con
facilidad los hidrocarburos lineales de la fraccion alifatica, especialmente los que
contienen entre 10 y 20 carbonos. Los alcanos conocidos como ceras (Czo— Cao)
son sustancias hidrofobas y por lo tanto son dificiles de degradar (Balba et al,
1998). Los isoprenoides, y los hidrocarburos ciclicos o nafténicos son degradados
mas lentamente que los lineales. Respecto a los hidrocarburos aromaticos, a
medida que aumenta el nimero de anillos y los sustituyentes alquilo, por tanto, su
peso molecular, aumenta su resistencia a la biodegradacién. Otro aspecto
importante relacionado con las caracteristicas de los productos petroliferos son su
hidrofobicidad y su facilidad para adsorberse en particulas del suelo como las
arcillas o absorberse o en la materia organica. Estos fenédmenos, asi como la
difusion en microporos dan lugar a una disminucion de su biodisponibilidad hacia
los microorganismos que deben degradarlos (Solanas, 2009).

El medio donde se encuentra el contaminante debe proporcionar las mejores
condiciones a los microorganismos para que su actividad metabdlica sea la
adecuada para degradar los hidrocarburos. Varios factores ambientales influyen
en la biodegradacion de contaminantes. Uno de ellos es el contenido de materia
organica, fuente primaria de carbono para los organismos heterétrofos. Un suelo
con alto contenido de materia organica, se caracteriza por un alto numero de
microorganismos y de actividad metabdlica. Por el contrario, zonas usualmente de
bajos contenidos de materia organica, resultan en menor cantidad de

microorganismos y por tanto, en menor actividad metabdlica (Maier et al, 2009)
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Otros factores quimicos y fisicos, que influyen en los procesos de biodegradacién
son la disponibilidad de oxigeno, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura, el
pH y la salinidad (Maier et al, 2009).

El oxigeno es especialmente importante para los procesos degradativos. En el
caso de los hidrocarburos, aunque existen microorganismos que pueden
degradarlos anaerdbicamente, el metabolismo mas eficaz es el aerdbico, por lo
gue la presencia de oxigeno sera un requisito imprescindible (Solanas, 2009). Por
ejemplo, los hidrocarburos del petrdleo que se han vertido en aguas frescas de
lagos y rios en condiciones completamente aerdbicas, son generalmente
susceptibles a la degradacion microbiana; pero el crudo que se ha acumulado en
el sedimento anaerobio, puede permanecer por mucho tiempo (Atlas y Bartha,
2002; Maier et al, 2009)

Por lo que respecta a los factores relacionados con los microorganismos, se define
el periodo de aclimatacion como aquel tiempo que requieren las poblaciones
microbianas presentes en una zona particular para empezar a degradar los
contaminantes. En este sentido, se conocen distintos factores que pueden
disminuir o aumentar este tiempo pero en términos generales estan relacionados

con el historial de contaminacion (Solanas, 2009).

2.3.4 Bacterias degradadoras de hidrocarburos. Las bacterias degradadoras
de hidrocarburos estdn ampliamente distribuidas en los ecosistemas, sin embargo
se trata de un grupo de bacterias muy variado y complejo, debido a la naturaleza
de los compuestos que son capaces de metabolizar (Olga et al.,, 2008). La
mayoria de bacterias reportadas en la remocion de compuestos derivados de la
industria petrolera son degradadoras de alcanos, debido a que los alcanos son los
componentes mas abundantes y simples del petréleo (Atlas, 1995), sin embargo
algunas de estas bacterias son capaces de oxidar las cadenas alquilicas de

algunos HPA (Hidrocarburos Poliaromaticos). También existen otras que pueden
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degradar compuestos mas complejos como los HPA de bajo y elevado peso
molecular (Viiias, 2005).

La degradacion del petroleo crudo y refinado, involucra consorcios de
microorganismos eucariotas y procariotas. Los géneros mas comunes que se
conocen como responsable de la degradacion del petroleo son en su mayoria
Nocardia, = Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,  Micrococcus,
Arthrobacter, Corynebacterium, Achromobacter, Rhodococcus, Alcaligenes,
Mycobacterium, Bacillus, Aspergillus, Mucor, Fusarium, Penicillium, Rhodotorula,
Candida y Sporobolomyces (Balba et al, 1998; Das, 2007).

Entre los géneros bacterianos reportados en sitios contaminados con
hidrocarburos se encuentran Gordonia, Brevibacterium, Aeromicrobium, Dietzia,
Burkholderia y Mycobacterium, aislados en un screening realizado en suelos
contaminados con petroleo, en un medio minimo de sales suplementado con un

crudo liviano (Chaillan et al. 2004)

En el estudio realizado por Margesin y colaboradores, se realizé una busqueda de
bacterias capaces de biodegradar hidrocarburos del petréleo en suelos alpinos
contaminados. Encontraron los siguientes géneros que prevalecian en la
degradacion de n-alcanos: Pseudomonas putida, Acinetobacter spp.,
Rhodococcus spp., En cuanto a la degradacion de arométicos Pseudomanas

putida y Mycobacterium sp. cepa PYR-1 (Margesin et al., 2003; Bento et al., 2005)

Métodos para el screening o seleccion de bacterias degradadoras de
petréleo y/o derivados

El screening de cepas es usado para la seleccibn de microorganismos con una
capacidad metabdlica deseada, por ejemplo la degradacién de petroleo y/o
derivados. Su éxito depende de los criterios y presion de seleccién a los que se

sometan las matrices a partir de las cuales se quieren obtener las bacterias. La
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aplicacion de las cepas obtenidas en estos procesos son variados, dentro los mas

importantes se encuentra su uso en la biorremediacion de suelos y/o aguas

contaminadas, produciendo in6culos para bioaumentar las bacterias nativas de los

estas matrices y mejorar el proceso de remocion de contaminantes (Ferrara-
Carrato et al. 2006; Karamalidis et al. 2010).

En la tabla 1 se encuentran relacionados los géneros de bacterias mas publicados

como degradadores de petréleo. Pseudomonas spp. es el género de bacteria mas

estudiado por su habilidad de degradacion de multiples compuestos del petréleo y

sus derivados, entre ellos se ha analizado su capacidad para metabolizar n-

alcanos y algunos HPA.

Tabla 1.
publicadas en investigaciones de screening

Bacterias biodegradadadoras de hidrocarguros mas

Microorganismo

Autores

Sphingomonas

(Vifias, 2005)

Azospirillum (Vinas, 2005)

Roseomonas (Vinas, 2005)

Brevundimonas (Vinas, 2005)

Trojanella (Vinas, 2005)

Agrobacterium (Vifas, 2005)

Alcaligenes (Kiyohora et al., 1982, Vifias 2005)

Xanthomonas (Vifas, 2005)

Achromobacter (Vifas, 2005)

Sinorhizobium (Vifas, 2005)

Erytrobacter (Vifas, 2005)

Cytophaga (Vifas, 2005)

Rhodococcus (Margesin et al., 2003, Vifia, 2005, La Rosa et al., 2006)

Pseudomonas (Kiyohora et aI._, _1982, Margesin et al., 2003, Bento et al., 2005, Das,
2007, Karamalidis et al., 2010)

Beijerinckia (Kiyohora et al., 1982)

Acinetobacter

(Margesin et al., 2003, Bento et al., 2005)

Mycobacterium

(Margesin et al., 2003)

Gordonia

(Chaillan et al., 2004)

Brevibacterium

(Chaillan et al., 2004)

Aeromicrobium

(Chaillan et al., 2004)

Dietzia (Chaillan et al., 2004)
Burkholderia (Chaillan et al., 2004)
Bacillus (Bento et al., 2005, Das, 2007)
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Existen diferentes metodologias para lograr el aislamiento de estas cepas. En
general se usa un medio minimo de sales suplementado con una fuente de
carbono compleja igual o similar al compuesto blanco. Las diferencias en los
estudios radican en el camino para llegar al objetivo. Algunas investigaciones
realizan primero cuantificacion de las poblaciones de interés por siembra directa
en placa o en tubos multiples (NUmero mas probable) y a partir de alli seleccionan
las colonias o los tubos con mayor crecimiento. Posteriormente se lleva a cabo el
proceso de aislamiento de cepas (Kiyohora et al. 1982, Vifias 2005; Vallejo, 2010).
Otros estudios realizan primero el enriquecimiento de las muestras, incubandolas
en medio minimo de sales con la fuente de carbono, durante 7 a 14 dias, en
agitacion, haciendo pases sucesivos, posteriormente se hacen siembras en placa
para el aislamiento de las bacterias de interés (Chaillan et al. 2004; Angel, 2006;
Abu, 2008; Karamalidis et al. 2010). El enriquecimiento favorece la seleccion
natural de las cepas con la capacidad de degradar el sustrato de interés y el
“fortalecimiento” de dicha capacidad. Este método requiere de mas tiempo y
materiales, mientras que el primero es mas rapido ya que se genera una presion
de seleccién agresiva desde el primer paso, pues el filtro de seleccion es menos

amplio.

2.5 BIORREMEDIACION

2.5.1 Generalidades. La biorremediacion es el uso de microorganismos para
eliminar contaminantes (Atlas y Bartha, 2002), basado en la capacidad que tienen
los microorganismos de degradar diferentes compuestos organicos,

transformandolos en otros productos mas simples poco o nada contaminantes.
La degradacion de contaminantes en el ambiente es un proceso complejo que

depende de la naturaleza y cantidad del contaminante, de las condiciones locales

y estacionales y de la composicion de la comunidad microbiana autoctona.
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Las dos estrategias generales de la biorremediacion son la modificacion de las
condiciones ambientales, por ejemplo la aplicacion de nutrientes y la aireacion; y
la adicion o in6culo de microorganismos degradadores apropiados. Los productos
finales del proceso eficaz tales como el agua y el dioxido de carbono, son inocuos
Yy no representan un riego para el ecosistema. Asi mismo, la biorremediacion es
un proceso econdmico en comparacion con otros métodos convencionales, que
exigen el traslado de grandes cantidades de desecho y el uso de equipos mas
sofisticados, mientras que la biorremediacion puede ser in situ y solo requiere un

equipamiento sencillo.

Para demostrar la utilidad potencial de una técnica de biorremediacion es
importante documentar la biodegradacion aumentada del contaminante en
condiciones controladas. Para esto se requieren ensayos de laboratorio que
demuestren el potencial de un tratamiento particular para estimular la eliminacién
de un compuesto xenobidtico presente en un ambiente contaminado. Los
experimentos de laboratorio que reproducen fielmente las condiciones ambientales
reales es muy probable que den los mejores resultados. En muchos casos, esto
implica el uso de muestras recogidas sobre el terreno con poblaciones autéctonas
(Atlas y Bartha, 2002).

Las variables que se miden habitualmente en los ensayos de biorremediacion de
laboratorio, incluyen el recuento de poblaciones microbianas (Song y Bartha 1990
en Atlas y Bartha, 2002) y la determinacion de la velocidad de degradacion
(desaparicion de contaminantes individuales o totales) en comparacion con los
controles no tratados. Sin duda, la medida mas directa de la eficacia de la
biorremediacion es el registro de la velocidad de desaparicion del contaminante.

En procesos de tratamiento bioldgico, el sustrato que los microrganismos emplean

como fuente de carbono y energia es normalmente el contaminante a eliminar y
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para el que se disefia el proceso. Por eso, la modelacion del consumo de sustrato
es importante en el disefio del proceso y en la prediccion del comportamiento del
mismo. Sin embargo en muchos casos, el consumo del sustrato depende de
muchas variables, que incluyen la predacidbn por otros microorganismos,
disponiblidad del sustrato, la presencia de fuentes preferenciales de carbono y la
necesidad de un periodo de aclimatacién. Los modelos simples tienen que ser
formulados para el caso donde la desaparicion del sustrato es solamente funcién
de la concentracion del sustrato y de la biomasa microbiana (Eweis et al., 1999)
(figura 10).

Figura 11. Dinamica de crecimiento microbiano, para la desaparicion del

sustrato
Cinética de Crecimiento Microbiano y Consumo de sustrato
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(Adaptado de Garcia-Rivero, 2008)

2.5.2 Biorremediacion en suelos contaminados por hidrocarburos. Mas de
dos mil millones de toneladas métricas de petrdleo son producidas por afio en todo
el mundo (Bartha, 1986 en Ewiss, et al, 1999) y una larga cantidad de los
productos finales contamina los ambientes marinos y terrestres. Las pequeias
descargas de bajo nivel (escorrentias urbanas, efluentes, etc.) contabilizan el 90%

de los hidrocarburos totales que se descargan. Algunos accidentes tales como
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derrames de tanques, ruptura de tuberias y extraccion de pozos contabilizan el
10% de estas descargas (Ewiss, et al, 1999). Ante este panorama, la
biorremediacion representa una herramienta clave para la limpieza de los suelos

gue han sido expuestos a hidrocarburos.

Existen numerosas tecnologias de remediacion de suelos contaminados y de
acuerdo a Martinez-Prado et al, 2011 se pueden agrupar en 3 tipos: a) bioldgicos
(biorremediacion, bioestimulacién, fitorremediacion, biolabranza, etc.), en donde
las actividades metabdlicas de ciertos organismos permiten la degradacion,
transformacién o remocién de los contaminantes a productos metabdlicos inocuos;
b) fisicoquimicos (electrorremediacién, lavado, solidificacion/estabilizaciéon, etc.),
agui se toma ventaja de las propiedades fisicas y quimicas de los contaminantes
para destruir, separar o contener la contaminacion; y c) térmicos (incineracion,
vitrificacién, desorcion térmica, etc.), en los cuales se utiliza calor para promover la

volatilizacion, quemar, descomponer o inmovilizar los contaminantes en un suelo.

La biorremediacion puede emplear organismos autdctonos del sitio contaminado o
de otros sitios (exégenos), puede realizarse in situ 0 ex situ, en condiciones
aerobias (en presencia de oxigeno) o anaerobias (sin oxigeno). Aunque no todos
los compuestos organicos son susceptibles a la biodegradacion, los procesos de
biorremediacion se han usado con éxito para tratar suelos, lodos y sedimentos
contaminados con hidrocarburos del petréleo, solventes, explosivos, clorofenoles,
pesticidas, conservadores de madera e hidrocarburos aromaticos policiclicos
(Martinez-Prado et al, 2011)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES, REACTVOS Y EQUIPOS

Materiales

Frascos Schott de 250 mL

Tubos tapa rosca con 9 mL de agua peptonada
Matraces de 500 mL

Micropipeta de 1 mL y 100 pl

Puntas estériles para micropipeta

Rastrillos de vidrio o plastico estériles

Cajas de Petri

Probetas de plastico de 1000mL

Frascos ambar de 75 mL

Columnas en acrilico de 60 cm alto x 20 cm diametro
Soporte multiple metalico

Bolsa dosificadora acoplada con macrogoteo
Microplacas del Biolog®

Reactivos y medios. Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico.

Agua destilada

Solucién de dilucion estéril (Agua peptonada 0.1%)

Acido Nitrico al 65% - Merck

Agar Cetrimide — Merck

Agar King B - Merck

Agar nutritivo — Merck

Para el Medio Basal Inorganico (MBS) se utilizaron las siguientes sales adquiridas
de Merck:

KoHPO,
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KH,PO,4
CaCl,
MgSOQO,. 7H,0
FeSO,. 7H,0
(NH4)2 SO4
Agar-Agar

Equipos

Incubadora a 30°C

Agitador shaker a 120 rpm

Contador de colonias

Tornillo sinfin

Sistema de Identificacion Software MicroLog® del Biolog®
Base de datos del Biolog® (GEN III)

3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL Y ANALITICA

La metodologia experimental del presente trabajo se organizé en cuatro etapas tal

como se presenta en la Figura 11:
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Figura 12. Metodologia experimental del proyecto

Etapa 1. Aislamiento y caracterizacion ———
delos microorganismos del suelo en el ——>/ +Siembras en medio nutritivo y mineral basal con
dareade influencia del ASA hidrocarburo.

y

thpq 2. Seleccion de bacterias * Fase de enriquecimiento con suelo 10%.
nativas con capacidad de —> +Seleccion sucesiva por presion selectiva con
degradacion de hidrocarburos presencia de crudo Castilla.
Etdpd 3. Evaluacion de CGPGCide .| *Curvas de crecimiento y curvas de degradacion

degradadora de los microorganismeos ~ 7| de hidrocarburos en presencia de crudo Castilla.

EfCIPCI 4. Simulacion a escala de * Montaje y evaluacion de actividad degradadora

lantanliska (mesocosmos) en .| de hidrocarburos en mesocosmos.
P P 7|« Caracterizacion bioquimica e identificacién de los

condiciones tiPiCCIS del ASA microorganismos degradadores de hidrocarburos .

3.2.1 Aislamiento y caracterizacion de los microorganismos del suelo en el
area de influencia del ASA

3.21.1 Muestreo de agua y suelo. Las muestras de agua y suelo, fueron
recolectadas por personal del ICP siguiendo las especificaciones establecidas en
el método SM 1060/05 “Collection and Preservation” del Standard Methods, Ed. 21
de 2005, Norma Técnica Colombiana NTC 3656, y EPA SW 846 Test methods
evaluating solid waste, physical/chemical methods revision 1 July 1992 (Anexo 1) y

posteriormente caracterizadas en los laboratorios del ICP (Anexo 2).

3.2.1.2 Siembra en medios nutritivo y basal inorganico con
hidrocarburo. La caracterizacion microbiolégica y demas estudios concernientes
a este proyecto de investigacion se llevaron a cabo en las instalaciones del

Laboratorio de Bioguimica y Microbiologia, ubicado en la Escuela de Quimica de
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la Universidad Industrial de Santander —UIS y en el Laboratorio de Biotecnologia
del Instituto Colombiano del Petréleo-ICP.

Teniendo en cuenta que el area de influencia del ASA es muy amplia (Anexo 1),
para los andlisis microbiologicos se seleccioné al azar la parcela de caucho como
representante de todo el sistema. Se tomaron ocho muestras puntuales en esta
parcela y a partir de éstas, se preparé una muestra compuesta tomando 10 g de
cada una, que luego se mezclaron y se homogenizaron de manera manual. Este
mismo procedimiento se le aplicé a la muestra control negativo, tomada fuera del
area delimitada para el ASA (detras de la barcaza) y que no es regada con agua

de produccion.

Para el aislamiento preliminar de los microorganismos nativos presentes en las
muestras de suelo del ASA, se prepardé una suspension liquida (suspension
madre), a partir de la muestra compuesta de suelo, tomando 25 g de suelo en 75
mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 mL y agitando
manualmente durante un minuto. Luego, en un frasco Schott de 250 mL, se
prepard otra suspension utilizando una dilucion 1:10. Para conseguir este factor de
dilucion, se tomaron 10 mL de la suspensién madre y se diluyeron en 90 mL de
agua peptonada 0.1%. A partir de esta dilucion, se prepararon las siguientes
diluciones (1:100; 1:1000; 1:10000), transfiriendo 1 mL de la dilucién previa en 9
mL de diluyente (agua peptonada 0.1%) como se muestra en la Figura 12
(Madigan et al, 2004).

Figura 13. Dilucién seriada a partir de la muestra de suelo del ASA.
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A partir de cada dilucion se realizaron siembras en superficie en cajas de Petri que
contenian Agar Nutritivo, tomando 0.1 mL de cada dilucién. Posteriormente las
cajas fueron incubadas a 30° C durante 24 horas. Este procedimiento se realizé
de la misma forma con la muestra de suelo que se utiliz6 como control negativo de

riego.

Una vez incubadas las cajas, se hizo una observacibn macroscopica de las
colonias y coloracion de Gram (Madigan, et al, 2004) para la observacién
microscopica. Asi mismo, se realizaron recuentos de bacterias mediante el
método de siembra en superficie (Madigan, et al, 2004). Los resultados se

informaron como UFC/g.

Posteriormente, para suprimir el crecimiento de la microbiota competitiva normal y
potenciar el cultivo y crecimiento de las bacterias degradadoras de hidrocarburo,
se utilizd6 la metodologia anteriormente descrita y adicionalmente se realizaron
siembras en cajas de petri que contenian un medio de cultivo basal inorganico
(MBS), seleccionado por revision bibliogréfica, y suplementado con hidrocarburo
(0.1%) del Campo Castilla (de donde procede el agua de produccion vertida en el
ASA). Las cajas fueron incubadas a 30°C durante 48 horas (Figura 13).
Igualmente se realiz6 observacion macro y microscopica de las colonias y

recuento de bacterias.

El medio basal inorganico se trabajé con la siguiente formulacion (Gerhard et al,
1994):

K,HPO, 0.8¢g
KH,PO, 0.2¢g
CaS0O, 0.05¢
MgSO,. 7H,0 0549
(NH.), SO, lg
Agar 20g
H,O destilada 1000 mL

** Reemplazado por CaCl,
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Figura 14. Medio de cultivo basal inorganico (MBS) suplementado con

hidrocarburo (0.1%) del Campo Castilla

3.2.2 Seleccion de bacterias nativas con potencial de degradacion de

hidrocarburos

3.22.1 Siembra en medio enriquecido con suelo. Para aumentar las
poblaciones de microorganismos que se obtuvieron en el medio sélido selectivo en
la etapa anterior, se desarroll6 una fase de enriquecimiento utilizando el mismo
medio basal inorganico en fase liquida, suplementado con extracto de suelo
(10%). En un matraz de 500 mL se prepararon 200mL de medio enriquecido (por
duplicado) y se incubaron a 30°C, con agitacion orbital de 120 rpm, durante 48
horas (Figura 14). Luego, se realizaron siembras en superficie en cajas de Petri
gue contenian Agar Nutritivo, tomando 0.1 mL de medio, para recuperacion de las
poblaciones. Se realizaron observaciones macro y microscopicas de las colonias

recuperadas.
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Figura 15. Medio enriquecido utilizando medio basal inorganico, suplementado
con extracto de suelo 10%
3.2.2.2 Seleccion de microorganismos por presién selectiva en

presencia de hidrocarburo (adaptado de Gerhardt et al., 1994 y Demain and
Davies, 1999). A partir del cultivo obtenido en la etapa anterior, el cual
corresponde al inéculo inicial de esta fase, se realizd el proceso de reducir
paulatinamente la riqgueza nutricional del medio, mediante subcultivos en pases
sucesivos, retirando el extracto de suelo y aumentando la concentracion de
hidrocarburo (presion selectiva), para verificar la capacidad de biodegradabilidad
de la fuente de carbono de interés (Crudo Castilla). En este proceso se
consideraron como parametros de seleccién la tolerancia y el crecimiento de los

microorganismos en presencia de concentraciones crecientes de hidrocarburos.

Para esta fase se prepararon cuatro matraces de 500 mL (por duplicado)
conteniendo 200 mL de medio basal inorganico y se suplementaron como se

presenta a continuacion:

SUBCULTIVO 1

SUBCULTIVO 2

SUBCULTIVO 3

SUBCULTIVO 4

% suelo

10

1

0.1

0

% HC

0.01

0.1

1

1

HC: Crudo Castilla
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Los subcultivos se realizaron en pases sucesivos por inoculacion periodica al 10%
VIV. Para lograr esto, se transfirieron 20 mL del medio de cultivo previo para
inocular el siguiente subcultivo, como se presenta en la figura 15, y se incubaron a
30°C, con agitacion orbital de 120 rpm, durante 72 horas. Asi mismo, se verifico
el crecimiento microbiano, mediante observacion directa de los medios (desarrollo
de turbidez) y se tomaron muestras para observacion microscépica con coloracion
de Gram. Se realiz6 siembra en cajas de petri que contenian Agar Nutritivo de los
subcultivos 3 y 4, con el fin de recuperar las cepas bacterianas seleccionadas
positivamente en estas condiciones. Las cepas que crecieron en esta etapa del
proceso fueron agrupadas en un consorcio microbiano denominado Consorcio
ASA.

Figura 16.  Presion selectiva por subcultivos en pases sucesivos.

10% v/v 10% v/v 10% v/v

¢ N MY

SUBCULTIVOS EN
PASES SUCESIVOS

Incubacién: 30°C, 120rpm 0% S + 1%HC
72 horas 10% S + 0.01%HC

Siembra en
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3.3 EVALUACION DE CAPACIDAD DEGRADADORA DE LOS
MICROORGANISMOS

3.3.1 Cinéticas de crecimiento y degradacion de hidrocarburos en
presencia de crudo castilla. Para el disefio de las evaluaciones de degradacion
de hidrocarburos se tuvieron en cuenta cuatro (4) criterios criticos de cultivo para
el posible escalado del proceso de tratamiento con el Consorcio ASA recuperado

en la fase de presion selectiva, al campo Castilla, asi:

o Tiempo de residencia

Considerando que el sistema debera operar en continuo y poder tratar volimenes
crecientes de agua producida de entre 20.000 y 200.000 barriles diarios, se
trabajaron tiempos de residencia relativamente bajos (0 — 72 horas), para evitar la
acumulacion del agua residual al extrapolar el dimensionamiento de reactores
para el piloto y posteriormente para la implementacion a escala real que se lleva a

cabo sin reatores controlados, debido al gran volumen a tratar.

Por ello se hizo énfasis en un tiempo de evaluacién de 72 horas, toda vez que
tiempos menores de residencia hacen inviable la implementacion de la
biodegradacion a bajas concentraciones de hidrocarburos (menores a 40 ppm) las
cuales limitan la fuente de carbono para el crecimiento celular, causando
igualmente que la velocidad de degradacion del hidrocarburo por via microbiana
sea baja (Laboratorio de Biotecnologia-ICP, Piedecuesta, Colombia, observacion
inédita, 2013).

. Temperatura

La condicion medioambiental mas critica es la temperatura por lo que se
establecio como condicion operativa basica en caso de ubicar el sistema de
tratamiento biolégico en alguna etapa posterior al vertimiento en que temperaturas

similares o ligeramente superiores, se presentan. En los procesos de crecimiento y
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recuperacion de microorganismos se emplean temperaturas en un rango de +/-
5°C a lo reportado en campo sin variaciones significativas en el comportamiento
de la poblacion por lo que se escogié 30°C como la condicion de trabajo para esta
etapa. (Laboratorio de Biotecnologia-ICP, Piedecuesta, Colombia, observacion
inédita, 2013).

. Concentracion del inoculo

Se emplearon indculos que no superaran el 10%V/V ya que el costo de produccion
del caldo microbiano semilla es alto y requiere infraestructura para el escalado del
mismo. Dado que se requiere garantizar bacterias suficientes para tratar
volimenes crecientes entre 20.000 y 200.000 barriles diarios de agua de
produccién, en donde se requeririan entre 2000 a 20.000 barriles de inéculo cada
72 horas (siendo coherentes con el tiempo de residencia explicado antes) o el
equivalente entre 667 a 6.667 barriles diarios de inéculo por lo que no es posible
mantener un sistema de produccidn de bacterias con volumenes mayores que
pudieran ser escalables en el campo. (Laboratorio de Biotecnologia-ICP,
Piedecuesta, Colombia, observacién inédita, 2013).

o Nutrientes

Aplicando el mismo principio de condiciones simples que sean fécilmente
escalables, el sistema debe ser autosuficiente en el aspecto nutricional, pues
cualquier adicion de nutrientes incrementa los costos y no son faciles de
mantener en volumenes crecientes en el campo. Por esta razén, se trabajé con un
medio de referencia sin suplementos especiales para el crecimiento del sistema.
(Laboratorio de Biotecnologia-ICP, Piedecuesta, Colombia, observaciéon inédita,
2013).

Para las evaluaciones se realizaron 2 tipos de montajes los cuales se fueron

manejados con muestras acuosas de los puntos monitoreados en el sistema de
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tratamiento de aguas residuales del Campo Castilla: Cinéticas de degradacion de

laboratorio y mesocosmos para la simulacion de aplicaciébn en campo en el suelo.

3.3.1.1 Cinéticas de crecimiento y degradacion de hidrocarburos en
presencia de crudo castilla. EI montaje para determinar las cinéticas de
crecimiento y biodegradacion se realizo con el consorcio resultante de la etapa de

seleccién (identificado como ASA), en las siguientes condiciones:

-In6culo: Consorcio ASA en proporcion 1:1 de un cultivo en fase exponencial de 36
horas (10% V/V).

-Reactores: Matraces de 500 mL con 200 mL de medio por triplicado

-Medio de cultivo: MBS (estéril) + 50 ppm de crudo Castilla (no estéril, para evitar
la pérdida de los componentes volatiles)

-Condiciones de Incubacion: Cultivo batch a 30°C, con agitacion orbital de 120
rpm, 72 horas de cultivo.

-Controles: Consorcio ICP (componente del Producto ECOBIOL hoy
ECOMAXBACT®: Declaracion de producto tecnolégico- ICP 2002) como
referente de biodegradaciébn comprobada y un control negativo abidtico sin
inoculacién de microorganismos.

-Frecuencia de monitoreo: Se tomaron muestras destructivas en 0, 12, 24, 36, 48y

72 horas.

La concentracion del sustrato (hidrocarburo) fue definida en concentracién de 10X
con respecto al rango encontrado en las aguas de produccién del ASA (1-5 ppm)
para comprobar la eficacia de la actividad degradadora en condiciones
aumentadas del contaminante (Atlas y Bartha, 2002), debido a que el montaje en
medio por composicién a escala de laboratorio, tiene hidrocarburo como Unica
fuente de carbono. La evaluacion de biodegradacion con agua de produccion en el

ASA se evalu6 en el mesosocosmos.
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A partir de los resultados de estas cinéticas se calcularon la velocidad de
crecimiento microbiano, la velocidad de degradacion de hidrocarburos y la

productividad, utilizando las siguientes ecuaciones:

Durante el crecimiento exponencial, los cambios en el numero de células
bacterianas son directamente proporcionales al nimero de células presentes,

expresada asi (Eweis et al., et al, 1999):

dN

— = kN
dt k

Donde,

N= numero de células por volumen de medio
t= Tiempo
k = constante de proporcionalidad, frecuentemente referida como la masa de

crecimiento especifico t*

La velocidad especifica de crecimiento durante el crecimiento exponencial esta
directamente relacionada con el tiempo de duplicacién (tq). Para un tiempo de

duplicacién, N= 2N,, se expresa:

In(2) =k xtd
n(2)
k=

Para la modelacion del consumo del sustrato (en este caso el hidrocarburo) se
considera una cinética modificada de Monod por ser la adecuada para describir la
dinamica de crecimiento de un cultivo bacteriano, limitado solamente por la

concentracion del sustrato. La ecuacion que relaciona la masa de células
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producidas por masa de sustrato utilizado (rg) se define como (Eweis et al., et al,
1999):

rg = - Yro

donde Y = rendimiento microbiano, g de células producido/g de sustrato utilizado

r,= cantidad de contaminante eliminado, mg/(l.dia)

La productividad est&4 determinada por la relaciéon entre la biomasa del cultivo por
unidad de tiempo (Ramirez y Molina, 2005), asi:

Biomasa (UTFZC)

- Tiempo (horas)

3.4 SIMULACION A ESCALA DE PLANTA PILOTO (MESOCOSMOS) DE
CONDICIONES TIPICAS DEL SISTEMA ASA

3.4.1 Construccién del mesocosmos. Los montajes y las evaluaciones del
mesocosmos para evaluar la capacidad de colonizacion y biodegradabilidad de las
poblaciones seleccionadas, fueron llevadas a cabo en las instalaciones del

Laboratorio de Biotecnologia del Instituto Colombiano del Petréleo (ICP).

Para este tipo de simulaciéon se emplearon las columnas de acrilico descritas en
materiales y equipos. El suelo de la muestra compuesta de la parcela de caucho
del ASA y el consorcio ASA aislado en la fase de presion selectiva. EI montaje

general del mesocosmos incluy6 dos condiciones experimentales (Figura 16):

Tratamiento ASA: 3 columnas llenas de suelo, inoculadas con cultivo microbiano

(consorcio ASA) y regadas con agua de produccion.
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Control Negativo: 3 columnas llenas de suelo, sin indculo microbiano y regadas
con agua de produccion.

Para la construccion de mesoscosmos, se llevaron a cabo los siguientes pasos:

e Inoculacién del suelo con cultivo microbiano (Consorcio ASA)
e Empacado de las columnas con el suelo del ASA: Aproximadamente 20 Kg
e Adecuacion del riego (agua de produccion y agua de grifo)

e Recoleccion del lixiviado del mesocosmos

Inoculacion del suelo con cultivo microbiano
Para la inoculacion del tratamiento ASA, se realizé la incorporacion del cultivo por
humectacién directa al suelo (en una concentracién aproximada de 10%-10°

UFC/Kg suelo), previo al proceso de empacado.

Empacado de las columnas con suelo del ASA

La primera estrategia considerada para el empacado de suelo en las columnas del
mesocosmos consisti6 en emplear suelo humedecido. El procedimiento de
humectacién consistié en tomar porciones del suelo y agregar agua utilizando 500
mL por cada 3500g y homogenizar manualmente hasta alcanzar una textura

uniforme de suelo.

Posteriormente, se procedid a realizar el empacado manual y secuencial de las
columnas con el material humedecido, asegurandose de obtener homogeneidad
en el llenado del recipiente y evitar la formacion y/o generacién de espacios
vacios. Se adapto algodon sintético en el fondo de la columna para delimitar el

sistema. El proceso y el aspecto de la columna se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Esquema general para el montaje del mesocosmos

TRATAMIENTO
ASA

Figura 18. Experimento preliminar de

empacado de las columnas utilizando suelo del ASA
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a segunda estrategia de llenado de las columnas del mesocosmos incluy6 la
homogenizacibn mecénica previa, del suelo muestreado en el ASA. Para el
procedimiento de homogenizacion mecéanica y reduccion del tamafio de particula
del suelo se emple6 un tornillo sinfin con una capacidad de carga de 400 Kg el
cual fue cargado y operado durante 20 min para obtener un suelo homogéneo
(Figura 18).

Figura 19. Homogenizacién mecanica del suelo con tornillo sinfin

Una vez finalizada la homogenizacion del suelo se procedié a realizar el
empacado de las columnas del mesocosmos. Igualmente se adaptd algodén

sintético en el fondo de la columna para delimitar el sistema (Figura 19):

Figura 20. Empacado de las columnas con suelo del ASA después de la

homogenizacion mecanica con tornillo sinfin
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Adecuacion del riego con agua de produccién al mesocosmos

La adecuacion del sistema de alimentacion de agua de las columnas consistié en
el uso de una bolsa con capacidad de 2000 mL, acoplada a un sistema de
macrogoteo para el suministro de 561mL de agua/dia (equivalente a un flujo 2
L/s.Ha en el ASA) la cual se adapta en altura para graduar el flujo de riego con
una llave reguladora que se alimenta periédicamente por la parte superior para

garantizar el flujo continuo durante 90 dias (tiempo total de experimentacion).

Recoleccion del lixiviado del mesocosmos
Para la recoleccion del lixiviado se emplearon probetas plasticas de 1 L en la parte
inferior de las columnas, las cuales fueron cubiertas con papel celofan para evitar

pérdidas por evaporacién o contaminacion con el medio.

Finalmente, las columnas fueron montadas en un soporte metélico multiple que

permitié la adecuacion tanto del riego como de la recoleccién del lixiviado.

3.4.2 Evaluacion de la actividad degradadora de hidrocarburos en columna
de suelo (mesocosmos). La evaluaciébn de la actividad degradadora de
hidrocarburo se realizd en los sistemas en columna (mesocosmos), para las dos
condiciones experimentales: Tratamiento ASA y Control. El tiempo de

experimentacion fue de 90 dias con muestras cada 30 dias.

Toma de muestras para analisis fisicoquimico y microbiolégico

Mensualmente se prepar6 una muestra individual compuesta con todos los
lixiviados recogidos por columna y se llevo a cabo la determinacion de la
concentracion de bacterias degradadoras, grasas y aceites-hidrocarburos, de la

siguiente manera:
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1. Analisis Microbiolégicos. Se envasa y rotula la muestra en un frasco de vidrio
estéril de 250 mL y se mantiene refrigerada para analisis.

2. Andlisis de Grasas y Aceites-Hidrocarburos. Se envasa y rotula la muestra en

un frasco de vidrio &mbar de 1 L y se refrigera para andlisis.

3.4.3 Caracterizacion bioquimica e identificacion de los microorganismos
degradadores de hidrocarburos seleccionados en el mesocosmos. Para la
identificacién de las bacterias aisladas se utilizé el sistema Biolog MicroStation™
que es un micrométodo estandarizado de 95 pruebas bioquimicas para identificar
un amplio rango de microorganismos: bacterias aerébicas Gram positivas y Gram
negativas y levaduras. Las microplacas del Biolog® constan de 95 pozos que
contienen los sustratos deshidratados junto con violeta de tetrazolio como
indicador colorimétrico (violeta de tetrazolio) (Anexo 1).

Las pruebas se inoculan con una suspension bacteriana que rehidrata los
sustratos inicialmente incoloros. El sistema evalla la habilidad del microorganismo
para utilizar u oxidar diferentes fuentes de carbono. El viraje del indicador de
violeta de tetrazolio del color transparente al violeta indica que el sustrato ha sido
utilizado. El lector de microplacas es capaz de detectar el cambio de color a una
longitud de onda de 590 nm. La prueba produce un patrén bioquimico

caracteristico de pozos coloreados que constituyen una huella digital metabdlica.

El sistema de identificacion se encuentra asociado a un software de apoyo que
constituye las bases de datos que soportan la identificacion de los
microorganismos. El sistema de Software MicroLog® del Biolog® permite la
alimentacion automatica por medio del lector de microplacas (MicroStation 2). Las
bases de datos contemplan la fuente (clinico o no clinico) y el grupo al que
pertenece el microorganismo (bacteria Gram positiva, bacteria Gram negativa o

levadura).
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La identificacion del microorganismo la realiza autométicamente el sistema con la
base de datos correspondiente (GEN lI1), analizando el patron metabdlico obtenido
con respecto a la amplia biblioteca de especies. Si encuentra una especie
apropiada con un coeficiente de similaridad superior a 0.50, se identifica el

microorganismo.

El coeficiente de similitud es un indice de confianza del sistema que indica el
grado de cercania filogenética entre el microorganismo por identificar y la base de
datos existente en el sistema. Entre mas cercano a 1.0 mas precisa es la

identificacion.

Igualmente, se realizaron siembras en cajas de petri con Agar Nutritivo, para la

caracterizacion macro y microscopica de las cepas identificadas.

En caso de no obtener una identificacion positiva con el sistema de identificacion,

se emplearan medios complementarios para una confirmacion presuntiva.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

41 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS MICROORGANISMOS
DEL SUELO EN EL AREA DE INFLUENCIA DEL ASA

4.1.1 Aislamiento de los microorganismos del suelo. La mayoria de las
bacterias se multiplican rapidamente y son visibles como colonias cuando se les
siembra en medios de cultivo sélidos adecuados. ElI desarrollo de colonias sobre
superficies de agar permite identificar las bacterias porque las distintas especies

forman colonias con una forma, tamafo, color y aspecto caracteristico.

A partir de la suspension madre inicial de la muestra compuesta de suelo se
evaluaron las poblaciones totales (en placas de Petri conteniendo Agar nutritivo) y
las potenciales biodegradadoras en medios selectivos (placas de Petri con agar y

Medio selectivo + Hidrocarburo).

A partir de las cajas en agar Nutritivo, se evidencié un crecimiento abundante en

todas las diluciones (hasta 10™) de tres tipos de colonias (figura 20).

Figura 21. Cultivos en agar nutritivo, a partir de la muestra de suelo del ASA.
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Para la observacion microscopica se utilizd coloracion de Gram que permite la
identificacion bacteriana de acuerdo a la clasificacion segun su respuesta, en
Gram positiva 0 Gram negativas. Una vez terminada la coloraciéon de Gram, las
bacterias Gram positivas aparecen de color morado, mientras que las Gram
negativas presentan color rojo (Madigan et al, 2004).

En la tabla 2 se presentan las caracteristicas macro y microscopicas de las
colonias aisladas en agar nutritivo a partir de las muestras de suelo del ASA. La

figura 21 muestra la observacion microscopica de cada una de las colonias.

Tabla 2. Caracteristicas macro y microscopica de las colonias aisladas en

Agar Nutritivo a partir de las muestras de suelo del ASA

Colonia Observacién macroscopica Observacidon microscopica
1 Color blanco, apariencia cremosa, borde liso Bacilos Gram negativos
2 Color blanco, apariencia cremosa, borde | Bacilos Gram negativos
festoneado
3 Color blanco, apariencia cremosa, borde | Bacilos Gram positivos
filamentoso

Figura 22. Observacion microscopica de las colonias aisladas en Agar Nutritivo

a partir de las muestras de suelo del ASA

En las siembras con medio selectivo, el crecimiento fue pobre y puntiforme debido

a la presion selectiva del hidrocarburo (figura 22). Sin embargo, se diferenciaron
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dos tipos de colonias. En la tabla 3 se presentan las caracteristicas macro y
microscopicas de las colonias aisladas en medio selectivo a partir de las muestras
de suelo del ASA. La figura 23 muestra la observacion microscopica de cada una

de las colonias.

Con la recuperacion de estas colonias en medio selectivo, se presume que existe
capacidad degradadora de hidrocarburos en la microbiota nativa la cual se
corroboro en el proceso de adaptacion y seleccion con concentracion creciente de

hidrocarburo.

Figura 23.  Cultivo en medio selectivo, a partir de la muestra de suelo del ASA.

Tabla 3. Caracteristicas macro y microscopicas de las colonias aisladas en

medio selectivo de las muestras de suelo del ASA

Colonia Observacién macroscoépica Observacidn microscopica
1 Color blanco, apariencia cremosa, borde | Bacilos Gram negativos
liso y aspecto puntiforme.
2 Color blanco, apariencia cremosa, borde | Bacilos Gram negativos
liso y aspecto aplanado.

Figura 24. Observacion microscopica de las colonias aisladas en medio




4.1.2 Recuento de microorganismos. Los recuentos microbiologicos son Uutiles
para valorar la integridad del suelo y permiten seguir procesos de recuperacion o
establecer la composicion del suelo y su prospeccion para procesos biolégicos con

base en la distribucién y proporcionalidad de las especies que la conforman.

El crecimiento de poblaciones se mide estimando los cambios en el nimero de
células, en la cantidad de algin componente de las mismas (por ejemplo,
proteina) o en el peso seco total de las células a lo largo del tiempo (Madigan et al,
2004).

En la tabla 4 se encuentran los recuentos microbianos obtenidos en los dos

diferentes medios de cultivo.

Tabla 4. Recuentos microbianos obtenidos en los diferentes medios de

cultivo, a partir de las muestras de suelo del ASA.

Muestra AN (UFC/g) MBS+HC (UFC/Q)
Parcela de caucho 5.90E+05 6.50E+05
Control Negativo 7.90E+03 6,00E+03

El crecimiento en los medios de cultivo conteniendo 0.1% de hidrocarburo ejerce
una presion de seleccion de las bacterias que sean capaces de crecer a expensas
de esta uUnica fuente de carbono, por lo tanto es una prueba de la presunta
capacidad de degradacion de hidrocarburos; sin embargo no es definitiva, pues se
ha observado que pueden crecer otras bacterias que no tiene esta capacidad, sino
gue crecen gracias a metabolitos de la degradacion de la fuente de carbono por
parte de las bacterias que si tienen la capacidad de transformacion de los
compuestos iniciales (Vifias, 2005). Es posible que ésta sea la razon por la cual
los recuentos de bacterias degradadoras de hidrocarburos sean iguales o
ligeramente superiores a los de las bacterias totales, aun cuando los valores

absolutos no son significativamente diferentes y las diferencias pueden ser por el
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error atribuible al método de recuento por heterogeneidad de la muestra. Ademas,
considerando que hay una carga menor continua de hidrocarburo en el suelo del
ASA como consecuencia del riego con el agua de produccion proveniente del
Campo Castilla, estas poblaciones que toleran o0 crecen a expensas del

hidrocarburo, se seleccionan y aumentan con el tiempo.

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del suelo arrojaron que la
concentracion de hidrocarburos es muy baja (entre 0,01 — 0,04% masa), tal y
como lo referencia Louisiana Administrative Code Natural Resources. Subpart 1.
Statewade Order 29B (United Estates, 2005), en que concentraciones inferiores a
1% se consideran aceptables en suelos biorremediados o controles por la
dificultad técnica de lograr reducciones menores eficientes en tiempo y recurso y
en la mayoria de casos no es detectable, con lo cual se esperaria que la
concentracion de bacterias degradadoras fuera baja. Sin embargo, el titulo
recuperado de estas poblaciones pueden ser debido a lo mencionado
anteriormente, y a la adaptacion de la poblacion, que cuando es sometida a un
ambiente que solo contiene una fuente de carbono (en este caso, hidrocarburo),
modifica su metabolismo para lograr sobrevivir en estas condiciones (Chaillan et
al, 2004, Vifas, 2005).

4.2 SELECCION DE BIOTA BACTERIANA NATIVA CON POTENCIAL DE
DEGRADACION DE HIDROCARBUROS PRESENTES EN EL AGUA DE
PRODUCCION (ADAPTADO DE GERHARDT ET AL., 1994 Y DEMAIN AND
DAVIES, 1999).

4.2.1 Siembra en medio enriquecido con suelo. La fase de enriquecimiento
permiti6 mantener y/o aumentar la biomasa microbiana obtenida preliminarmente
en la etapa de aislamiento utilizando el medio selectivo (suplementado con 10 %

del extracto de suelo).
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De esta manera, se garantizo la supervivencia de las poblaciones, al proporcionar
a las células, ingredientes quimicos que necesitan para hacer procesos

metabdlicos y asi aumentar su velocidad de reproduccion.

En las siembras con agar nutritivo, el crecimiento fue abundante, y se
diferenciaron dos tipos de colonias, similares a las recuperadas en el medio
selectivo de la fase de aislamiento. En la tabla 5 se presentan las caracteristicas
macro y microscopicas de las colonias aisladas en medio enriquecido con extracto

de suelo 10%.

Tabla 5. Caracteristicas macro y microscopica de las colonias aisladas en

medio enriquecido con extracto de suelo 10%

Colonia Observacién macroscoOpica Observacién microscopica
1 Color blanco, apariencia cremosa, borde | Bacilos Gram negativos
liso
2 Color blanco, apariencia cremosa, | Bacilos Gram negativos
extendida con borde irregular

5.2.2 Seleccién de microorganismos por presion selectiva en presencia de
hidrocarburo (adaptado de Gerhardt et al., 1994 y Demain and Davies, 1999).
El proceso de seleccién incluyé 4 pases en medio selectivo cada 72 horas con
concentraciones crecientes de hidrocarburo y decrecientes de extracto de suelo,

las cuales se presentan en la figura 24.
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Figura 25.  Subcultivos sucesivos para seleccion de los microorganismos con

capacidad degradadora de hidrocarburo (Matraces de 500 mL, con 200mL de
MBS+HC (0.01 a 1%) y extracto de suelo (10 a 0%), incubacion a 30°C, agitacion
orbital de 120 rpm, 72 horas)

Convenciones: MBS: Medio basal inorganico; HC: Hidrocarburo

Esta fase contribuy6 a la seleccion y aumento del numero celular por presion del
contaminante de las poblaciones de microorganismos con capacidad de
degradacion del hidrocarburo ya que al retirar paulatinamente el suplemento de
enriguecimiento (extracto de suelo), sélo podian mantenerse aquellas bacterias
gue realmente pudieran multiplicarse a partir del contaminante y selecciona de

forma negativa a las oportunistas.

En las siembras con Agar Nutritivo de los subcultivos 3 y 4, el crecimiento fue
abundante y se recuperaron dos poblaciones (Figura 25). En la tabla 6 se
presentan las observaciones macro y microscopica de las colonias, coincidiendo

con las caracteristicas observadas en las fases de enriquecimiento.
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Figura 26.  Cultivo en agar nutritivo, a partir de los subcultivos 3 y 4 (presion
selectiva) (Matraces de 500 mL, con 200mL de MBS+HC (0.01 a 1%), incubacion
a 30°C, agitacion orbital de 120 rpm, 72 horas. Recuperacion por dilucidon seriada

HC y Agar Nutritivo)

W,

Convenciones: MBS: Medio basal inorganico; HC: Hidrocarburo

Tabla 6. Caracteristicas macro y microscopica de las colonias recuperadas a

partir de los subcultivos 3 y 4 (presion selectiva)

Colonia Observacién macroscopica Observacidn microscopica
1 Color blanco, apariencia cremosa, borde | Bacilos Gram negativos
liso
2 Color blanco, apariencia cremosa, | Bacilos Gram negativos
extendida con borde irregular

4.3 EVALUACION DE CAPACIDAD DEGRADADORA DE HIDROCARBUROS
DE LOS MICROORGANISMOS

4.3.1 Cinéticas de crecimiento microbiano y degradacion de hidrocarburos
en presencia de crudo Castilla. La variacion de la velocidad especifica de
crecimiento de una poblacién bacteriana depende de la cepa, las condiciones y
composicion del medio de cultivo. Asi mismo, la velocidad de desaparicion del
sustrato (hidrocarburo) esta determinada por la dinamica de crecimiento del cultivo
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bacteriano, en relacién a la masa de células producidas por masa de sustrato
utilizado (Atlas y Bartha, 2002; Eweis et al., 1999)

Los resultados de la cinética de crecimiento microbiano y de consumo de
hidrocarburo en condiciones controladas de laboratorio se presentan en la Tabla 7
y la Figura 26.

Tabla 7. Resultados de cinética de crecimiento y de consumo de
hidrocarburos (Matraces de 500 mL con 200 mL de MBS+50ppm Crudo Castilla,
30°C, pH 7.2, agitacién orbital de 120 rpm, 72 horas)

TIEMPO [GRASAS& RECUENTO
(horas) MUESTRA ACEITES] (ppm) (UFC/mL) pH
0 Consorcio ASA 49.75 1.7E+07 7.19
12 Consorcio ASA 45.85 2.2E+07 7.05
24 Consorcio ASA 42.72 3.7E+08 7.00
36 Consorcio ASA 23.42 1.3E+09 6.97
48 Consorcio ASA 0.042 1.2E+09 7.05
72 Consorcio ASA 0.032 2.4E+08 7.14
0 Consorcio ICP 47.6 1.70E+07 7.18
12 Consorcio ICP 33.85 2.30E+07 7.11
24 Consorcio ICP 0.09 1.70E+08 6.92
36 Consorcio ICP 0.22 3.50E+08 6.92
48 Consorcio ICP 0.219 2.50E+08 7.0
72 Consorcio ICP 0.105 2.00E+08 7.1
0 Control negativo 46.6 1.20E+02 7.19
12 Control negativo 45.75 8.50E+02 7.2
24 Control negativo 42.87 2.50E+02 7.16
36 Control negativo 43.1 1.50E+02 7.04
48 Control negativo 41.75 1.80E+02 7.01
72 Control negativo 42.35 1.20E+02 7.2

Estos resultados muestran que el hidrocarburo que se suplementd en el medio
salino como fuente de carbono (50 ppm) fue consumido por ambos consorcios
microbianos a las 24 horas en el caso del Consorcio ICP y a las 48 horas en el
caso del Consorcio ASA y como resultado de esto se presentd incremento en

numero celular de los mismos.
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Sin embargo, dado que el hidrocarburo es una fuente compleja de dificlil
transformacion y mineralizacion, la concentracion de carbono que puede ser
aprovechado en forma de biomasa es relativamente baja, razén por la cual no se
observan crecimiento mayor de dos 6rdenes de magnitud con respecto al recuento

inicial en cualquiera de los consorcios (Martinez-Prada, 2011; Eweis et al., 1999).

En cuanto al comportamiento del pH, se observa que todos los montajes durante
la cinética se mantienen alrededor de la condicidon de neutralidad con una
disminucién maxima de 0.2 unidades de pH durante la fase de consumo de
hidrocarburos, debido a la generacién de acidos organicos productos de los ciclos

de degradacion.

Figura 27.  Cinética de crecimiento microbiano y consumo de hidrocarburos a
escala de laboratorio (Matraces de 500 mL con 200 mL de MBS+50ppm Crudo
Castilla, 30°C, agitacion orbital de 120 rpm, 72 horas)

CINETICA DE CRECIMIENTO MICROBIANO Y CONSUMOQ DE HIDROCARBURO (LABORATORIO)
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Velocidades especificas de crecimiento microbiano y degradacion del
hidrocarburo

A partir de los resultados de la cinética de crecimiento microbiano y consumo de
hidrocarburos se realizaron los célculos de velocidad especifica de crecimiento y
velocidad de consumo de hidrocarburos para cada una de las condiciones

experimentales. En el Anexo 3 se presenta un ejemplo de calculo.

En el caso del consorcio ASA se obtuvo una velocidad especifica de crecimiento
de 0.0745 h™ en el rango de 12 a 36 horas y la velocidad de consumo del
hidrocarburo se calcul6 como maxima en 1.6085 ppm hidrocarburo / h en el rango
de 24 a 36 horas; mientras que en el caso del Consorcio ICP la velocidad
especifica de crecimiento es menor (0.0493 h-1 en el rango de 12 a 36 horas), y la
velocidad de consumo de hidrocarburo es mayor y se obtiene el maximo en menos
tiempo (2.8133 ppm hidrocarburo / h en el rango de 12 a 24 horas). Teniendo en
cuenta las velocidades de consumo de hidrocarburo obtenidas, éstas se
consideran bajas con respecto a sistemas con hidrocarburo inicial entre 0.1 y
1%Masa (entre 1.000 y 10.000 ppm de hidrocarburo) pero adecuadas para
sistemas con concentraciones iniciales de hidrocarburos menores a 100 ppm
(Karamalidis et al., 2010, Laboratorio de Biotecnologia-ICP, Piedecuesta,

Colombia, observacion inédita, 2014).

Asi mismo, para verificar que las condiciones del montaje fueron adecuadas para
evaluar la capacidad de degradacion, se incluyé un control negativo sin
inoculacién de microorganismos en que numeéricamente se calcularon tanto
velocidad especifica de crecimiento (0.004 h-1 entre 12 — 36 horas) como
velocidad de consumo del hidrocarburo (0,24 ppm hidrocarburo / h entre 12 a 24
horas), resultado de la posible presencia de biota no especifica presente en el
crudo Castilla y considerado ademas dentro del error del experimento por efecto

del muestreo.
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De acuerdo con el analisis de los resultados, se encontréo que el Consorcio ICP
tiene una capacidad degradadora mayor que el consorcio ASA, aun cuando el
crecimiento en biomasa (numero celular) fue mayor en el caso del Consorcio ASA,
dado que mas del 99% del consumo del hidrocarburo se presento a las 24 y 48
horas, respectivamente. Esto se corrobora con el calculo de la velocidad de
degradacion de cada grupo de microorganismos en que la velocidad del Consorcio

ICP es 1.75 veces mayor que la del Consorcio ASA.

Por otro lado, las velocidades de degradacion son bajas en ambos sistemas por
posible limitacion nutricional, lo que retrasa el crecimiento y por ende reduce la
velocidad de degradacion por parte de los microorganismos y esto se debe a la
concentracion igualmente baja de hidrocarburo (50 ppm), lo que limita la
biodisponibilidad para el crecimiento de los microorganismos (United Estates,
2005; Karamalidis et al., 2010; Laboratorio de Biotecnologia-ICP, Piedecuesta,

Colombia, observacion inédita, 2014).

Complementariamente, la concentracién baja de nutrientes limita el crecimiento
microbiano por competencia nutricional de las células y ademas porque las vias de
degradacion de estos contaminantes son inducibles en presencia del
contaminante y requieren energia para activar la maquinaria metabdlica asociada
a la transformacion de éstos debido a que los genes no son constitutivos o
esenciales para el crecimiento tipico del organismo (Nie, et al, 2009; Kiyohora,
1982).

Pese a ello, el Consorcio ASA tiene potencial para su escalado y aplicaciéon en un
proceso continuo de tratamiento del agua de produccidon con trazas de crudo
Castilla en el ASA (Meta) dado que su capacidad de consumo total del
hidrocarburo se logré en 48 horas, mejorando la premisa del tiempo de evaluacion
del sistema considerando un maximo tolerable de 72 horas en los criterios criticos

de cultivo, incluido en el numeral 5.3.1., al presentarse una eficiencia de
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transformacion maxima que redujo en al menos 12 horas el tiempo de residencia
del proceso (a 48 horas) a falta de datos intermedios entre 36 y 48 horas que

permitan determinar si la eficiencia es anterior a las 48 horas de cultivo.

En cuanto al crecimiento microbiano y la concentracion de biomasa, no se
presenta una diferencia significativa en la concentraciéon de biomasa obtenida por
uno u otro consorcio, incluso siendo ligeramente mayor el nimero celular neto
obtenido por el Consorcio ASA con una productividad maxima de 3.7E+07
UFC/mL.h en 36 horas de cultivo con respecto al Consorcio ICP (9.7E+06
UFC/mL.h a 36 horas de cultivo).

Una mayor concentracion de biomasa celular parece ser necesaria para activar el
metabolismo de degradacién del contaminante en el Consorcio ASA que degrada
mayoritariamente el hidrocarburo entre 24 y 48 horas de cultivo. Esto se debe a la
asociacion (cruce de variables), en el inicio activo de degradacion maxima del
hidrocarburo y el crecimiento microbiano al alcanzar 24 horas de cultivo (Ver
Figura 27), debido a que el muestreo se realizo en rangos relativamente largos de
12 horas. Como consecuencia, se presume la capacidad de degradacion del
Consorcio ASA asociada a la fase logaritmica tardia o fase estacionaria del
crecimiento, en donde se ve retrasada la degradacién con respecto a lo observado
en el Consorcio ICP cuya actividad de degradacién maxima se observa a partir de

12 horas de cultivo, coincidiendo con la fase logaritmica temprana.

En el caso del Consorcio ICP, el proceso de biodegradacion se activa antes
(trigger) entre 12 y 24 horas, en la etapa logaritmica temprana del crecimiento,
mostrando un alto grado de adaptacion al crecimiento a expensas de este tipo de
sustrato con una velocidad de crecimiento 1,5 veces mayor y una latencia o etapa
preparativa menor en el tiempo (Eweis et al., 1999). Estos detalles se aprecian
mejor en la Figura 27 (no se incluyen los datos del control negativo para ampliar la

escala).

73



El estudio realizado demostré que el Consorcio ASA presentaba capacidad de

biodegradar hasta 50 ppm de hidrocarburo Castilla en medio basal inorganico

(MBS). Ademas, puede ser adaptado sucesivamente en el mismo medio y llevarse

a condiciones mas exigentes de cultivo para reducir su tiempo de latencia y/o

preparacién celular y siendo nativo del &area de tratamiento en los Llanos

Orientales y su posible aplicacion se requiere en un proceso continuo, tiene la

ventaja que éste no competiria con las poblaciones de suelo ya establecidas.

Figura 28.

Detalle de Cinética de crecimiento microbiano y degradacion de

hidrocarburo a escala de laboratorio (sin control negativo). (Matraces de 500 mL
con 200 mL de MBS+50ppm Crudo Castilla, 30°C, agitacion orbital de 120 rpm,

durante72 horas)
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El control negativo sin adicion de microorganismos mostré que el crudo Castilla

tiene poblaciones basales de microorganismos pero éstos no

resultaron

interferentes en la evaluacion al no presentar crecimiento a partir de la biomasa

inicial ni consumo significativo de crudo (NACE TM 0194, 2004).
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4.4 SIMULACION A ESCALA DE PLANTA PILOTO (MESOCOSMOS) DE
CONDICIONES TIPICAS DEL SISTEMA ASA, PARA EVALUAR LA
COLONIZACION Y BIODEGRADABILIDAD DE LAS POBLACIONES
SELECCIONADAS

5.4.1 Evaluacion de la actividad degradadora de hidrocarburos de los
microorganismos en columna de suelo (mesocosmos). Esta evaluacion fue
clave para comprobar si el Consorcio ASA tiene el potencial de ser aplicado (por
riego controlado) en el suelo, dentro de la estrategia de tratamiento y disposicion
del agua de produccion del campo Castilla, debido a que cada ecosistema tiene
microorganismos que son nativos y con los cuales los microorganismos

introducidos deben competir en nutricién y establecimiento de poblacion.

Las condiciones iniciales de partida del sistema fueron:

e Concentracién de hidrocarburo en el Agua de produccion adicionada: de 5,26
ppm medido como Grasas & Aceites.

e Titulo del in6culo del Consorcio ASA homogeneizado en suelo: 5,6 E+06
UFCl/g

El montaje final del mesocosmos en columnas de acrilico con suelo se muestra en
la figura 28 y los resultados de la evaluacion de la actividad degradadora de

hidrocarburos en columna de suelo se presentan en la Tabla 8 y la Figura 29.
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Figura 29. Montaje final de la cinética de crecimiento microbiano y degradacion
del hidrocarburo en mesocosmos (columnas de acrilico 60 cm alto x 20 cm
didmetro con 20 Kg de suelo ASA parcela de caucho, riego de 561 mL/dia,

30°C, durante 90 dias)
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De acuerdo con estos resultados, la concentracion de hidrocarburo inicial presente
en el agua de produccién adicionada por macrogoteo de 5.26 ppm fue consumida
en un 80,23%, con un incremento en namero celular de tres 6rdenes de magnitud
en el Consorcio ASA en 90 dias de evaluacion, lo que significa que el
mesocosmos en suelo cumple los criterios de un sistema de tratamiento de aguas
ya que la norma vigente (Dec 1594/84) pide que se demuestre el 80% de
remocién en carga. Finalmente, el hidrocarburo no degradado probablemente es el

resultado de la presencia de componentes no degradables del crudo.
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Tabla 8. Resultados de Evaluacion de la actividad degradadora de
hidrocarburos en columna de suelo en Mesocosmos de suelo (Columnas de
acrilico 60 cm alto x 20 cm diametro con 20 Kg de suelo ASA parcela de caucho,
riego de 561 mL/dia, 30°C, 90 dias)

TIEMPO [G&A] lixiviado RECUENTO

(dias) MUESTRA (bpm) (UEC/mL)
0 Consorcio ASA 4,85 2,10E+05

30 Consorcio ASA 3,99 1,50E+06
60 Consorcio ASA 2,32 5,73E+07
90 Consorcio ASA 1,04 1,08E+08
Control negativo 5,15 9,40E+02

Control negativo 5,01 1,41E+03

Control negativo 5,09 9,03E+02

Control negativo 4,99 1,77E+03

En el mismo sentido, en el control hay una reducciébn neta del 5% de la
concentracion de hidrocarburo suplementada en el agua de produccion, atribuible
a la capacidad de retencion del suelo y a la actividad degradadora basal de los
microorganismos nativos presentes. Considerando que el Consorcio ASA fue
recuperado del mismo suelo, el 75% de la capacidad de degradacion del consorcio
es el resultado del proceso de adaptacién y activacién a concentraciones altas de
hidrocarburo realizado en la etapa de presion selectiva y a la bioaumentacién

previa (Indculo inicial).

A partir de los resultados de la cinética de crecimiento microbiano y consumo de
hidrocarburos se realizaron los célculos de velocidad especifica de crecimiento,
velocidad de consumo de hidrocarburos y productividad para el mesocosmos. En

el Anexo 4 se presenta un ejemplo de calculo.

La concentracién de la poblacibn homogeneizada en el suelo mostré un ligero
decrecimiento inicial (2,1 E+05 con respecto a 5,6E+06)) atribuible posiblemente
al efecto de lavado y dilucion del agua de produccidén, ademas al periodo de
aclimatacion de los microorganismos al contaminante y una vez estabilizado el

sistema con el riego, se pudo apreciar incremento en la poblacion consiguiéndose
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una velocidad de crecimiento microbiano de 0,0406 d™* en el mesocosmos (medida
entre 0 y 60 dias) y una productividad de 1.2E+06 UFC/mL.dia (medida a 90 dias).

Figura 30. Cinética de crecimiento microbiano y degradacion de hidrocarburo en
Mesocosmos en suelo (sin control negativo). (Matraces de 500 mL con 200 mL de
MBS+50ppm Crudo Castilla, 30°C, agitacion orbital de 120 rpm, 72 horas)
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La capacidad de degradacion de las bacterias nativas recuperadas en las etapas
previas de aislamiento y presion selectiva y suplementadas al sistema en el
Consorcio ASA es 23 veces mayor que solo estimular los organismos que se
encuentren presentes en el suelo. Es decir, que presenté velocidad de consumo
de 0,0491 ppm hidrocarburo/ dia, medida entre 30 y 90 dias. Este efecto es el
resultado del proceso de adaptacibn a concentraciones crecientes de

hidrocarburos en la etapa de presion selectiva, que activa el metabolismo de los
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microorganismos haciéndoles méas eficientes que un sistema estimulado, sin

adicion de microorganismos (Karamalidis et al., 2010, Eweis et al., 1999).

Ademas, la condicidon de degradacion retardada en el tiempo con respecto al
montaje a escala de laboratorio con 50 ppm se agudiza en concentraciones tan
bajas como las presentadas en el agua de vertimiento de la Estacion Acacias
(entre 1 y 5 ppm), presentes en la evaluacion del mesocosmos, por lo que la
velocidad de consumo del hidrocarburo es menor a la observada en la evaluacion
a escala de laboratorio, pero en condiciones no controladas en el ASA, la nutricion

se complementa con otros componentes del suelo. (Karamalidis et al., 2010).

Finalmente, el Consorcio ASA recuperado del mesocosmos Yy posteriormente
caracterizado bioquimicamente para la identificacion de las cepas sobrevivientes,
puede estar conformado por organismos formulados y reintroducidos (resultantes
del proceso de presion selectiva descrito en el numeral 6.2.2 y microorganismos
nativos del suelo con que se llenaron las columnas (no estéril) ya que los
microorganismos responden a las condiciones medioambientales y nutricionales

del medio en que se desarrollan.

Con esta evaluacion se corrobor6 que el Consorcio ASA era estable y activo para
la degradacién de hidrocarburos no solo en sistemas liquidos sino en matriz sélida
y tiene la capacidad de biodegradar 5 ppm de hidrocarburo Castilla en un sistema
alimentado en continuo (90 dias). Considerando que los procesos de
biodegradacion en suelo tipicamente se realizan en tiempos de tratamiento de
entre 3 y 8 meses, segun la naturaleza y concentracion inicial de hidrocarburos, el

tipo de suelo y las condiciones medioambientales (Atlas & Bartha, 2002).
4.4.2 Caracterizacion bioquimica e identificacion de los microorganismos

degradadores de hidrocarburos seleccionados en el mesocosmos. La

caracterizacion bioquimica e identificacion de los microorganismos degradadores
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de hidrocarburos se realiz6 a partir de las cepas recuperadas y aisladas del
mesocosmos como se ilustra en la tabla 9. Los reportes de la base de datos GEN
[l del Biolog® utilizados para la identificacibon de los microorganismos, se

encuentran en los Anexos 5y 6.

Los resultados de la caracterizacion e identificacion bioguimica de los aislamientos
mostraron que el cultivo mixto de microorganismos degradadores recuperados del
mesocosmos estd en su mayoria conformado por la bacteria Stenotrophomonas
maltophilia (62% de los aislamientos) con una probabilidad de correspondencia
entre 0.815 y 0.984, la cual es muy reportada por su capacidad para resistir a altas
concentraciones de metales pesados y de remocion de contaminantes

provenientes de la industria del petréleo (Figuras 30y 31).

Figura 31. Cultivo en Agar Nutritivo de Stenotrophomonas maltophilia

recuperada a partir de las muestras del mesocosmos (30°C)
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Tabla 9. Identificacion de los microorganismos degradadores de hidrocarburos
recuperados del mesocosmos (Placa multiple de 96 pozos con revelador

cromogénico, incubacion 24 horas, 30°C)

PROBABILIDAD

COLONIA DESCRIPCION IDENTIFICACION /SIM

1 Colonias blancas, aspecto cremoso | Stenotrophomonas 0.938
brillante, borde liso, bacilos Gram | maltophilia
negativos

2 Colonias blancas, aspecto cremoso | Stenotrophomonas 0.815
brillante, borde liso, bacilos Gram | maltophilia
negativos

3 Colonias blancas, aspecto cremoso | Stenotrophomonas 0.984
brillante, borde liso, bacilos Gram | maltophilia
negativos

4 Colonias blancas, aspecto cremoso | Stenotrophomonas 0.842
brillante, borde liso, bacilos Gram | maltophilia
negativos

5 Colonias blancas, aspecto cremoso, | Burkholderia 0.962
borde liso vietnamiensis

6 Colonias blancas, aspecto cremoso | Stenotrophomonas 0.984
brillante, borde liso, células con | maltophilia
forma de bacilos Gram negativos

7 Colonias blancas, aspecto cremoso, | Posible Pseudomonas -
borde liso, cocobacilos Gram | sp
negativos

8 Colonias blancas, aspecto cremoso, | Burkholderia 0.804
borde liso vietnamiensis

En la investigacion realizada por Zafra y colaboradores (2014), realizaron
aislamiento y seleccibn de un consorcio con potencial de degradacion de
hidrocarburos poli aromaticos a partir de suelos contaminados con crudos
pesados, en el cual encontr6 Stenotrophomonas maltophilia entre otras bacterias.
De esta misma forma esta bacteria ha sido encontrada en sitios contaminados con
petréleo o sus derivados (Juhasz, et al., 2000; Urszula, et al., 2009; Salek, et al.,
2013). También ha sido reportada por su capacidad de producir biosurfactantes,
coadyuvantes en la degradacion por la disminucion de la tension superficial y otros
mecanismos que ayudan en la solubilizacion y/o biodisponibilidad de los
contaminantes (Boonchan, et al., 1998). En cuanto a la tolerancia frente a altas
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concentraciones de metales pesados, Pages et al. 2008, evaluaron la capacidad
de resistir a concentraciones elevadas de metales toxicos como Cd, Pb, Co, Zn,
Hg, Ag, selenito, telurito y uranilo (Chien, et al., 2008; Pages, et al., 2008).

Figura 32. Tincion de Gram Stenotrophomonas maltophilia

A su vez también se encontré la bacteria Burkholderia viethamiensis (25% de los
aislamientos) con una probabilidad de identificacion entre 0.802 y 0.962, que ha
sido reportada en degradacion de BTEX en aguas (Doug, et al., 2013) y asociada

a la rizésfera (Ortega-Gonzalez, et al., 2012) (Figuras 32 y 33).

Figura 33.  Cultivo en Agar Nutritivo de Burkholderia viethamiensis recuperada a

partir de las muestras del mesocosmo
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Figura 34. Tincién de Gram Burkholderia vietnamiensis

Unicamente uno de los aislamientos fue imposible de identificar (12.5% de los
aislamientos) pero segun el listado de organismos mAas cercanos
filogenéticamente que arroja el sistema de identificacion BIOLOG®, pertenece al
género Pseudomonas, organismos muy comunes en los procesos de degradacion
de hidrocarburos. (Kiyohora et al., 1982, Margesin et al., 2003, Bento et al., 2005,
Das, 2007, Karamalidis et al., 2010; Balba et al., 1998).

Su filiacion al género se corroboré mediante pruebas complementarias mediante el
crecimiento en Agar King B y agar Cetrimide para Pseudomonas e incubaciéon a
30°C. Los resultados muestran crecimiento en el medio King B (Figura 34 y 35),
pero no mostré crecimiento en Agar Cetrimide, confirmando que la cepa pertenece
al género Pseudomonas del grupo fluorescente pero descartando P. aeruginosa

(cepas tipicas) (Merck, 2010).

Figura 35. Crecimiento de Pseudomonas sp. en agar King B




Figura 36. Tincién de Gram de Pseudomonas sp.
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5. CONCLUSIONES

Se estandariz6 una metodologia que permitio el aislamiento y seleccion por
presion selectiva con hidrocarburo en subcultivos secuenciales con
concentraciones crecientes hasta 1% de crudo, de microorganismos con
capacidad de crecer en presencia de hidrocarburos a partir de muestras de suelo
del ASA con la recuperacion preliminar de 3 cepas con potencial de aplicacién en
un sistema de tratamiento de aguas de produccion contaminadas con trazas de

crudo Castilla.

Se obtuvo un consorcio microbiano con capacidad para degradar hidrocarburos en
condiciones de laboratorio en batch, en matriz acuosa hasta 50 ppm de crudo
Castilla como unica fuente de carbono en matraces de 500 mL con 200 mL de
medio basal inorganico, a 30°C, con agitacion orbital de 120 rpm y 72 horas de
cultivo, obteniéndose velocidades de crecimiento microbiano de 0.0745 h™* (12-36
horas) y la velocidad de consumo del hidrocarburo de 1.6085 ppm hidrocarburo / h
(24- 36 horas) y una remocion de hidrocarburo de 99,94%.

En cuanto a la capacidad de los microorganismos seleccionados en el Consorcio
ASA para colonizar y degradar hidrocarburos en un sistema de escala de planta
piloto en matriz soélida (suelo), se obtuvieron porcentajes de remocién del
hidrocarburo del 80,23% y velocidad de crecimiento microbiano de 0,0406 d™ (0-
60 dias) y velocidad de consumo de hidrocarburos de 0,0491 ppm hidrocarburo/
dia (30-90 dias).

A partir de los resultados obtenidos en el mesocosmos, se determiné que la
capacidad de degradacion de las bacterias nativas recuperadas, reintroducidas y
suplementadas al sistema en el Consorcio ASA, aumenta y esta determinado por

la exposicion previa que tienen los microorganismos al hidrocarburo con el
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proceso de adaptacion creciente a la presencia y concentracion de hidrocarburos
en la etapa de presion selectiva por lo que el tiempo de aclimatacion de los

microorganismos nativos al sistema de riego con agua de produccion fue rapido.

Por consiguiente, para la aplicacibn en campo, donde las concentraciones de
crudo son muy bajas (3 — 5 ppm), éstas son suficientes como agente de presion
selectiva sobre los microorganismos degradadores, para activar la maquinaria
enzimatica necesaria para la biodegradaciéon de hidrocarburos (metabolismo
inducible), y asi lograr mejores desempefios en el proceso de biorremediacion del

suelo contaminado.

De acuerdo con el estudio de identificacion , mediante el sistema de identificacion
BIOLOG®, los microorganismos que conforman el Consorcio microbiano
degradador ASA recuperado a partir del Mesocosomos, dando como resultado la
identificacion de las bacterias Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia
vietnamiensis y Pseudomonas sp., organismos que a la luz de la revision
bibliografica, se reportan con capacidad de remocién de hidrocarburos y cuyo
potencial de degradacion a bajas concentraciones se demostrd en la evaluacion

realizada tanto a escala de laboratorio como en mesocosmos.

Finalmente, se recomienda el uso del Consorcio ASA en la definicion de una
posible estrategia de tratamiento y disposicion de aguas de produccion
contaminada con trazas de crudo Castilla para la Estacién Acacias — Campo
Castilla en las condiciones de trabajo estandarizadas en la presente tesis o su
adaptacion previa y evaluacion a condiciones modificadas del sistema de
tratamiento de aguas del campo o de riego en el area del ASA y su area de
crecimiento a 240 Ha.
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ANEXOS

Anexo A. Tomade muestras de aguay suelo en el ASA
Fuente: Instituto Colombiano del Petrdleo (2013)

TOMA DE MUESTRAS DE AGUA

Las muestras para analisis fisicoquimicos y microbioldgico fueron recolectadas por
el personal técnico del ICP, siguiendo las especificaciones establecidas en el
método AWWA 1060/05 “Collection and Preservation” del Standard Methods, Ed.
21 de 2005.

Tipo de muestreo. El tipo de muestreo realizado al ASA de la Estacion Acacias
del Campo Castilla fue puntual.

El protocolo de muestreo incluye:

- Medicion de parametros in situ de oxigeno disuelto, pH y temperatura

- Toma de muestras puntuales para andlisis de: conductividad, aniones (C" y
So*?), nitrégeno organico, sélidos suspendidos, grasas y aceites, hidrocarburos
totales, DQO, fésforo y fosfatos, fenoles, metales (cromo, cobre, cadmio, plomo,
bario, niquel, plata, selenio, arsénico y mercurio) y recuento de microorganismos
aerobios totales.

- Preservacién (acidulacion) de las muestras que lo requieren y refrigeracion.

- Envio de las muestras al ICP para analisis.
Sitios de muestreo. El monitoreo de las aguas residuales industriales de la
Estacion Acacias del Campo Castilla, se llevo a cabo del 27 al 30 de Abril del

2013.

A continuacion se relacionan los puntos monitoreados considerados:

Salida del STAP — Estacion Acacias al Rio Guayuriba (Canalizacion al ASA)
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Canal ASA de descarga al Cafo La Danta.
Cafo La Danta 500m aguas arriba del canal de descarga

Carfo La Danta 250m aguas abajo del canal de descarga

De la salida del STAP hacia el Rio Guayuriba se canaliza el agua tratada por
tuberia hasta el ASA donde es empleada para riego de los cultivos y agua de

abrevadero para los animales (bufalos y bovinos).

El ASA, esta delimitado por el Sur con el cafio Bijao el cual entrega sus aguas al
rio Orotoy ubicado en direccion suroriental; por el norte limita con el cafio Danta, el
cual desemboca en el cafio San Luis y éste confluye con el rio Orotoy a 2

kilbmetros aproximadamente aguas abajo de la confluencia del cafio Bijao.

En la figura 1, se ilustra el area de estudio y los cuerpos de agua objeto de la

caracterizacion fisicoquimica.
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1 | Infraestructura fisica de ASA

2 |Cafio San Luis

3 |Cafio Danta

4 |Cafio Bijao

5 | Confluencia Cafio Danta con el Cafio San Luis

6 | Confluencia del Cafio Bijao con el Rio Orotoy

7 | Rio Orotoy

Delimitacion 46ha del ASA

Figura 1. Cuerpos de agua naturales dentro del area de influencia del ASA — Campo Castilla
Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo (2013)
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En la figura 2 se presenta el esquema general del sistema de tratamiento de
aguas residuales industriales de la Estacion Acacias del Campo Castilla y los
sitios de muestreo en los cuerpos de agua superficiales naturales en el area de
influencia del ASA.
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Figura 2. Esquema general del sistema de tratamiento ARI del Estacion Acacias

— Campo Castilla

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo (2013)
En las figuras 3.1- 3.2 se presentan los sitios monitoreados de las aguas

residuales industriales de la Estacion Acacias del campo Castilla y cuerpos de

agua superficiales naturales ubicados en la zona de influencia del ASA.
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Figura 3.1

Figura 3.2

LUGAR

Vertimiento canal ASA

LUGAR

Canal ASA de descarga al cafio
La Danta

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo (2013)

ANALISIS DE LABORATORIO MUESTRAS DE AGUA

Los analisis fisicoquimicos se realizaron en los laboratorios de Aguas y Suelos,

Cromatografia,

Espectroscopia y Biotecnologia del

ICP, siguiendo las

especificaciones de las normas técnicas descritas en la tabla 1.

Tabla 1. Normas técnicas empleadas en los andlisis de laboratorio de las

muestras de agua

Parametro | Norma | Nivel de deteccion
PARAMETROS FISICOQUIMICOS
pH AWWA 4500-05 0-14
Oxigeno disuelto (MCD) AWWA 4500-0/05 0.0 mg/L
Conductividad (MCC) AWWA 2510 A, B/05 0.89 pmhos/cm
Solidos suspendidos (MCD) AWWA 2540/05 0.10 mg/L
Cloruros y sulfatos por Cl :0.23 mg CI'/L
cromatografia iénica (MCC) AWWA 4110/05 S04%: 0.45 mgSO, /L
Cianuros - colorimétrico (MCC) AWWA 4500-CN, E/05 0.013 mg/L
Nitrogeno  Organico  (Kjeldhal) | AWWA 4500-N org-A,B-
(MCC) 05 0.82 mg/L
Grasas y aceites e hidrocarburos
totales (MCC) AWWA 5520-A,B/05 1.07 mg/L
DQO - reflujo cerrado (MCC) AWWA 5220/05 15.0 mgO2/L
Fosforo total - colorimétrico (MCC) AWWA LE)S/&O;P A B, 0.020 mg P/L
-3
Fosfatos (MCC) AWWA 458?0'5PO4 A B, 0.061 mg PO./L
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Fenoles - fotométrico (MCC) AWWA 5530 A,B,D/05 0.029 mg/L

Cromo: 0.115 pg/L
Cobre: 2.102 pg/L
Cadmio: 0.026 pg/L
Plomo: 0.284 ug/L
Bario: 0.105 pg/L
Niquel: 0.249 ug/L
Plata: 0.013 pg/L
Selenio: 0.86 ug/L
Arsénico: 0.14 ug/L

Metales por ICP-MS (Cr, Cu, Cd,
Pb, Ba, Ni, Ag, Se y As) (MCD) AWWA 3010, 3110,
3030/05

Metales por Absorcion Atémica:

Mercurio (MCD) AWWA 3112, 3114/05 Hg: 0.0600 pg/L
Analisis SARA (Saturados, IP143/96, ASTM 2549/02 NA
Aromaticos, Resinas, asfaltenos) y D2007/03 o

MCD: minima concentracion detectable
MCC: minima concentracion cuantificable

Fuente: Instituto Colombiano del Petroleo (2013)

CARACTERIZACION DEL SUELO DEL AREA DE SOSTENIBILIDAD
AGROENERGETICA (ASA)

DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

Con el fin de establecer los puntos de monitoreos mas relevantes y que
representaran adecuadamente el area de estudio del ASA, se revisé la
informacion cartografica que ilustraba de forma descriptiva la ubicacion de la
distintas plantaciones, areas de pastoreo y zonas de control o blancos, que son
aquellos sitios en los que no se realiza riego con el agua de produccion.
Posteriormente, se recorrié cada cultivo para verificar el nUmero de especies y la
distribucion espacial de los mismos en el area, mientras que se evidenciaba la
metodologia de riego establecida, la cual consiste en una serie canales en tierra
que inician desde la parte mas alta del terreno, donde se encuentra el sistema de
barcazas utilizadas para verter de manera controlada 20000 barriles de agua de
produccion/dia, al canal principal de distribucién de aguas de produccién, el cual

se divide al llegar a cada una de las parcelas, donde el agua ingresa por una serie
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de tubos enterrados y que recorren cada surco de las parcelas. En la figura 4, se
ilustra la distribucion de lineas de riego.

Canal
preferencial

Sentido del flujo
en pastos

Figura 4. Sistema de riego y conduccién de agua de produccién.

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo (2013)

Convenciones

SIMBOLO/CODIGO DESCRIPCION
Laguna de los Bufalos
Laguna de Estabilizacion
Potrero 1
Potrero 2
Blanco 1 abajo drenaje de las parcelas
Blanco 2 detras de la barcaza
Blanco 3 cerca al portén via a la cabafia
Blanco 4 cerca al nacedero
Cultivos Amazénicos
in Areas sin cultivo
G Area Barcazas

N[O (N|O 0T WIN (-
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D Canal de vertimiento sobre el cafio Danta

I —— Canales de distribucién/conduccion de agua de produccién
Lineas direccion de agua en los pastos
_— Lineas de preferencia del agua en los pastos

- Canales principales de recoleccion de agua

Mediante una tuberia principal, el agua de las Barcazas, es vertida en un canal de
concreto, en el cual puede ser direccionado el flujo del hacia las parcelas (flujo de
la izquierda) o hacia la areas de pastoreo (flujo de la derecha) y posteriormente el
agua corre por canales en tierra por la zona limitrofe de las parcelas. Como se
puede observar en la figura 2, el agua que no se infiltra, se direcciona hacia dos
canales principales que finalmente convergen en la laguna de estabilizacion y ésta

vierte al cafio Danta por medio de un canal de concreto.

El monitoreo de los suelos del ASA, fue realizado por personal técnico y siguiendo
el plan de muestreo ICP. En la tabla 2 se relacionan los puntos de muestreo de los
suelos en estudio.
Tabla 2. Identificacién de las muestras de suelo del ASA
IDENTIFICACION PUNTOS DE MUESTREO
SURCOS (3, 9, 15, 21)
PARCELA CAUCHO CALLES (5. 12 17, 24)
SURCOS (5, 15, 25, 35)
CALLES (10, 20, 30, 40)
SURCOS (3, 9, 15, 20)
CALLES (5, 11, 17, 21)

SURCOS (5, 15, 25, 35)
CALLES (10, 20, 30, 40)

PARCELA MELINA

PARCELA PALMA

PARCELA EUCALIPTO

POTRERO 1 DETRAS PARCELA PALMA

POTRERO 2 DETRAS PARCELA PINO

BLANCO 2 DETRAS DE LA BARCAZA

BLANCO 3 CERCA AL PORTON VIA A LA CABANA
BLANCO 4 CERCA AL NACEDERO

Fuente: Instituto colombiano del petréleo (2013)
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Las figuras 5.1 — 5.4 muestran los sitios de monitoreo de los suelos del ASA.

Figura 5.1 Figura 5.2
LUGAR | Parcela caucho LUGAR | Parcela melina

Figura 5.3 Figura 5.4

LUGAR | Parcela palma LUGAR | Parcela eucalipto

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo (2013)

Una vez conocida el area de muestreo (figura 6), en cada parcela se establecieron
aleatoriamente puntos de toma de muestras de suelos puntuales en “surcos” y
“calles”, los primeras hacen referencia a la fila de arboles o especie sembradas,
por donde escurre el agua de riego; mientras que las calles, representa el espacio
entre dos surcos. En cada punto de monitoreo (circulos en rojo), se tomo una
muestra superficial (0.30m) y una profunda (1.20m); una vez extraido el suelo, fue

puesto en el respectivo empaque acondicionado segun el analisis a realizar.
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El muestreo de los suelos del ASA fue puntual, se recolectaron muestras en cuatro
parcelas, dos potreros y tres blancos. Se analizaron las muestras de los suelos

regados actualmente con aguas de produccion.

e Parcelas con surcos y calles: en las parcelas de Caucho, Melina, Palma y
Eucalipto, se tomaron muestras puntuales superficiales y profundas en un
namero determinado de surcos y calles, lo cual, dependia del numero de
individuos sembrados.

e Potreros y Blancos: en los potreros 1 y 2, blanco 2, 3 y 4, se tomé un solo

punto de muestreo con su respectiva muestra superficial y profunda.
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Figura 6. Representacion del muestreo en surcos y calles de una parcela de
cultivo.
Fuente: Instituto Colombiano del Petrdleo (2013)

107




El protocolo seguido se resume a continuacion:

Toma de muestras puntuales para los analisis de: pH, Humedad, Conductividad,
Acidez intercambiable, Textura, carbono organico total (COT), fésforo disponible,
nitrégeno amoniacal intercambiable, nitratos, nitritos, cationes intercambiables,
capacidad de intercambio cationico (CIC), grasas y aceites-hidrocarburos,
hidrocarburos no polares, compuestos fendlicos, recuento de microorganismos
aerobios totales y metales (bario, calcio, cadmio, cobre, potasio, magnesio,
manganeso, sodio, niquel, plomo, vanadio, aluminio, hierro, plata, arsénico, berilio,
cobalto, litio, molibdeno, selenio, zinc, boro, mercurio)

- Refrigeracion de las muestras.

- Envio de las muestras a los laboratorios del ICP para analisis.

TOMA DE MUESTRA DE SUELO PARA MESOCOSMOS

El monitoreo de suelo para el montaje del mesocosmos del ASA, se llevo a cabo
en Diciembre de 2012. (Figura 7) (Tabla 3).

Tabla 3. Esquema de muestreo del sistema ASA realizado para el modelamiento

experimental

Suelo Lugar de Muestreo Profundidad Cemize
Muestreada
Control Sin Riego de AP (Suelo Control) Pasmﬁ:égg; de la 0a40cm 15 bultos
Suelo con Riego de AP (Suelo ASA) Parcela de caucho |0a40cm 15 bultos

Los bultos de suelo muestreado tenian un contenido en peso que oscila entre 40 y
50 Kg.
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Figura 7. Mapa del ASA y zonas muestreadas

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo (2012)

ANALISIS DE LABORATORIO MUESTRAS DE SUELO

Los andlisis fisicoquimicos se realizaron en los laboratorios de Aguas y Suelos,
Cromatografia, Espectroscopia y Biotecnologia del ICP, siguiendo las

especificaciones de las normas técnicas descritas en la tabla 4.
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Tabla 4. Equipos y normas técnicas empleadas para el analisis de laboratorio de

Parametro

las muestras de suelo

Norma

Equipos empleados

Nivel de detecci

o = Acreditado IDEAM
cuantificacion

SUELOS

Andlisis de laboratorio

Pretratamiento de suelos
para analisis fisicoquimicos

ICONTEC NTC-1SO
11464:1995

Acidez intercambiable (MCC

Pretratamiento: NTC-1SO
11454:1995

Acidez Intercambiable:
Pretratamiento, NTC-1ISO
11464:1995 - Extraccion con KCI

= iti = 0.50 - P
en meq/100g) E;?:;fauti:?onadlétlgzzlgzl Dosimat con Agitador Magnetico 1 N, Métodos Analiticos del
IGAC. 62 edicién 200:5 Laboratorio de Suelos, IGAC, 63
‘ ’ edicidn, 2006
Capacidad de Intercambio
cCapacidad de intercambio Pretratamiento: NTC-I1SO Catignico: Pretratamiento, NTC-
pac {Meétodos analiticos del L. IS0 11464:1995 - Acetato de
caticnico (MCC en labs o d | pH-metro Oridn 7104 5.88 : stod
meq/100g) aboratoric de suelos. IGAC, Amoljl_o 1N, pH?7.0, Mei_:o os
2006) Analiticos del Laboratorio de
Suelos, IGAC, 63 edicidon, 2006
Conductividad Eléctrica:
Pretratamiento, NTC-ISO
11464:1995 - Extraccion:
(Pretratamients NTC-1S0 Determinacidén de Conductividad
- - Eléctrica de las Disoluciones
C;;cdnl::)ctlvldad (MCC en tl‘;-::kézg-sig?grasc;mz;1?10- Conductimetro Horiba DS 12 0.89 obtenidas a partir de los Suelos v
H " B" 2005‘3 de las Aguas como medida del
' contenido de sales, Andlisis
Quimico de Suelos, M. L. Jackson,
42 edicién, 1982.- Electrométrico
2510B
. i UST-LAS-I-364//2012 MNitrégeno Amoniacal
Nitrégenc amoniacal (Pretratamiento, NTC-1SO Intercambiable: Pretratamiento,
intercambiable 11464:1995 -Andlisis pH-metro Orién 4204 12.4 NTC-ISC 11464:1955 —

(Potenciométrico) (MCC en
ma MH=MSKg)

guimico de suelos, M, L
Jackson, 4a edicidn, 1982 -
SM 4500 NH3 By C)

Extraccion: Analisis Quimico de
Suelos, M. L. Jackson, 48 edicién,
1982 - SM 4500 NH3 B v C.

Nitrégeno total Kjeldahl
(MCC en mgN/Kg)

{Pretratamiento, NTC-150
11464:1995. Métodos
analiticos de laboratorio de
suelos, IGAC. 6a edicién,
2008)

pH-metro Orién 4204

Mitrégenc Total: Pretratamiento

NTC-ISO 11464:1995 - Kjeldhal

145 Madificado, Métodos Analiticos de

Laboratorio de Suelos, IGAC, 63
edicién, 2006

Mitrogeno Total mg N/kg

SECANEZ, M., 2000. Célculo

pH o acidez activa (MCD en

Pretratamiento: NTC-1S0

pH: Pretratamiento, NTC-1S0
11464:1995 - Relacion 1:5 en

Unidades de pH) Isélfggéé?zggos pH-metro Orion 710 A 0.01 agua, Electrométrico IS0
' 10390:2005
Textura: Pretratamiento, NTC-
(Pretratamientc NTC-I1S0 IS0 11464:1995 - Bouyoucos,
Textura 11464;1995, Metodo Densimetro de Bouyoucos - Metodos Analiticos de Laboratorio
Bouyoucos IGAC:2006) de Suelos, IGAC, 63 edicidn,
2006
Grasas v Aceites: Extraccidn
Grasas y aceites- EPA 9071 B modificado Acelerada - Material Extractable
hidrocarburos EP& Method 90718 // 1998 - | Balanza Mettler Toledo AB 1045 0.0100 con n-Hexano para Muestras
(MCC en % masa) EPA 1664 // 1999 Sélidas, Lodos vy Sedimentos, EPA
5071 B Modificado
Hidrocarburos no polares EPA Method 9071B // 1998 - Balanza Mettler Toledo AB 1045 0.00500

(MCC en % masa)

EPA 1664 // 1999

Pardmetro no acreditado

MCD: Minima Concentracidn Detectable
MCC: Minima Concentracién Cuantificable

SM: Standard Methods

NTC: Norma Técnica Colombiana

EPA: Environmental Protection Agency

IS0: International Organization of Estandarization
ICONTEC: Instituto Colombiano de Mormas Técnicas vy Certificacion

NA: Mo Aplica

UST: Unidad de Servicios Técnicos

ICA: Instituto Colombiano Agropecuario

IGAC: Instituto Geografico Agustin Codazzi

API: American Petroleum Institute

ASTM: American Society for Testing and Materials

OECI Organisation for Economic Co-operation and
IDEAM: Instituto de Hidrologia, Meteorologia v Estudios
Ambientales de Colombia

En los datos reportados, el punto () equivale a decimales

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo (2013)
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(Continuacion Tabla 4)

Parametro Acreditado IDEAM

- Nivel de deteccion -
Norma Equipos empleados e L
cuantificacién

SUELOS

Analisis de laboratorio

Humedad: Pretratamiento, NTC-1S0
11464:1995 - Contenide de Humedad
BALANZA SARTORIUS 275 0.288 de la Muestra de Suelos, Manual de
Andlisis de Suelos, Plantas y Aguas
para Riego, ICA, 22 edicidn, 19593

(Pretratamiento, NTC-150
Humedad a 1059 C (MCC en | 11464:1995 - Manual de Analisis de
% pesa) Suelos, Plantas y Aguas para Riego,
ICA, 23 edicién, 1993)

Carbono Orgénico Total:
Carbono organico total UST-118-P-124 (f 2009 (150 Espectrofotémetro UV-VIS NIR 600 Espectrofotométrico Carbono
(COT) (MCC en ma/kg) 14235/1998) Cary Varian 5000 Organico por Oxidacion Sulfocrdmica,
150 14235:1958

(Método de Hunter (Olsen

Fasforo disponible (MCC en Modificada), Manual de analisis de Espectrofotémetro UV-VIS NIR 5.0
mg P/kag) suelos plantas y aguas para riego. Cary Varian 5000 :
1CA/1993)
(Pretratamiento NTC-1S0 Nitratos: Pretratamiento, NTC-I1S0O
11464:1995, Extraccion: Andlisis 11464:1995 - Extraccion: Andlisis
Nitrates (Fotométrice) (MCC | Quimico de Suelos, M. L. Jackson, 43 Espectrofotémetro UV-VIS NIR 1.58 Quimico de Suelos, M. L. Jackson, 42
en mg NOs-N/Kg) edicion, 1982 - Espectrofotométrico Cary Varian 5000 ) edicion, 1982 - Espectrofotométrico
Salicilato de Sodio, Andlisis de Aguas, Salicilato de Sodio, Andlisis de Aguas,
1. Rodier, 32 edicion, 1998) 1. Rodier, 33 edicion, 1998,
(Pretratamiento NTC-1S0 Nitritos: Pretratamiento, NTC-1S0
11464:1995, Extraccion: Andlisis 11464:1995 - Extraccion: Andlisis
Nitritos (Fotométrico) (MCC | Quimico de Suelos, M. L. Jackson, 43 | Espectrofotémetro UV-VIS NIR 0.076 Quimicoe de Suelos, M. L. Jackson, 43
en mg NO,-N/Kg) edicion, 1982.- Espectrofotométrico Cary Varian 5000 ' edicion, 1982.- Espectrofotométrico
Reactivo de Zambelli, Andlisis de Reactivo de Zambelli, Andlisis de
Aguas, 1. Rodier, 32 edicién, 1998) Aguas, 1. Rodier, 33 edicién, 1998,
Relacion de adsorcion de (Manual de anélisis de suelos plantas ) R
sodio-RAS v aguas para riego. [CA/1993)
Salinidad (mgMacCl/L) API RP 45 - 68:1998 - -
Cationes intercambiables (Pretratamiento NTC-1S0
(Ca, Mg, Na, K) con 11464:1995; Métodos analiticos de Espectofotdmetro ICP- OES R
determinacidn por ICP-OES laboratorio de suelos, IGAC. 6a Optima 21000V
(meq/100g) edicién, 2008)
Ca: 0.651 Pb: 0.572
Ma: 0.08% Ba: 0.166
Na: 0.409 Ni: 0.265 Metales Totales [Al, As, Ba, Be, Cd,
Metales totales por ICP-QES: . K: 1.57 Vi 0.141 Ca, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Mo,’N\,
Ba, Ca, Cd, Cu, K, Mg, Mn, [Digestién Acida EPA 3050 B / 1996 SM . Fe: 0.369 Mo: 0.223 Pb, K, Se, Na, V, Zn]: Digestion Acida
Na, Ni, Pb, V, Al, Fe, Ag, As, 3120 B: 2005 ESDECW”"Et;?DIS:E'\?ES OFTIMA | Al 0,364 Co: 0.171 EPA 3050 B, revision 2 diciembre
Be, Co, Li, Mo, Se, Zn, B SM 3120B//2005 y Método EPA 3050B Mn: 0.043 Ag: 0.054 1996 - Espectroscopia de Emisidn en
(MCC en mg/kg) B: 0.903 Be: 0.039 Flasma Acoplado Inductivamente (ICP-
Cu: 0.147 Se: 0.699 0OES), 5M 3120 B
Cd: 0.227 As: 0.451
Zn: 0.292 Li: 0.086

Mercurio: Espectrofotometria de

Metales por AA-Generador Absorcidn Atdmica - Vapor frio, EPA

Espectrofotémetro AA Perkin

de Hidruros: Hg (MCC en 18.59 245.5 revision 3 febrero de 2001 y
va/Ka) (EPA 245.5/01 y EPA 7471A/94) Elmer 400 EPA 7471 A, revision 1 seatiembre
1994
Parametro no acreditado MA: No Aplica
MCD: Minima Concentracidn Detectable UST: Unidad de Servicios Técnicos
MCC: Minima Concentracion Cuantificable ICA: Instituto Colombiano Agropecuario
SM: Standard Methods IGAC: Instituto Geografico Agustin Codazzi
NTC: Norma Técnica Colombiana API: American Petroleum Institute
EPA: Environmental Protection Agency ASTM: American Society for Testing and Materials
IS0: Internationa! Organization of Estandarization 0ECD: Organisation for Economic Co-operation and Development
ICONTEC: Instituto Colombiano de Normas Técnicas v Certificacidn IDEAM: Instituto de Hidrologia, Meteorologia v Estudios Ambientales

de Colombia

En los datos reportados, el punto (.) equivale a decimales

Fuente: Instituto Colombiano del Petroleo (2013)
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Anexo B.  Caracterizacion de aguas residuales industriales salida del
campo castillaii y cuerpos de agua superficiales naturales en el area de
influencia del ASA

Fuente: Instituto Colombiano del Petrdleo (2013)

Los resultados de la caracterizacion de las aguas residuales industriales de la
estacion Acacias del campo Castilla se presenta en la tabla 1. En la tabla 2 se
presentan los resultados de los analisis fisicoquimicos in situ y de laboratorio de

las aguas superficiales naturales del ASA en el campo Castilla.

ANALISIS DE RESULTADOS DE AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES

Las aguas residuales industriales del Area de Sostenibilidad Agroindustrial (ASA)
se comparan con respecto a lo estipulado en los Articulos 72 y 74 del Decreto
1594/84 del Ministerio de Salud, donde se establecen los criterios de calidad de

vertimiento a un cuerpo de agua. Segun los resultados se puede concluir:

Las aguas residuales industriales del canal ASA de descarga al cafio La Danta,
registran valores de pH, temperatura y concentraciones de cianuro disuelto,
fenoles, halogenados purgables, pesticidas organoclorados, pesticidas
organofosforados y metales (cromo hexavalente, cadmio, cobre, plomo, niquel,
plata, bario, arsénico, selenio, mercurio) que se encuentran dentro de lo estipulado

en la norma ambiental referida.

La evaluacion de la calidad del agua del cafio La Danta se realiza conforme a los

siguientes articulos del Decreto 1594/84:

Articulo 38: criterios para la destinaciéon del recurso al uso humano y doméstico,

previo tratamiento convencional
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Articulo 39: criterios para la destinacion del recurso al uso humano y doméstico,
previa desinfeccion

Articulo 40: criterios admisibles para la destinacion del recurso al uso agricola
Articulo 41: criterios admisibles para la destinacion del recurso al uso pecuario
Articulo 42: criterios para la destinacion del recurso con fines recreativos mediante

contacto primario

Los valores de los siguientes parametros en el cafio La Danta se ajustan a los
articulos citados anteriormente: aniones (cloruros, nitratos, nitritos, sulfatos),
nitratos + nitritos, nitrdgeno amoniacal, contenido de sales, metales (cromo
hexavalente, cadmio, cobre, plomo, arsénico, selenio, mercurio, niquel, vanadio,
plata, manganeso, aluminio, hierro, zinc, bario, cobalto, berilio, litio, molibdeno,
boro). Adicionalmente, las aguas superficiales analizadas registran valores de pH
que se encuentran dentro del rango establecido por los Articulos 38, 40 y 42 del
Decreto 1594/84, sin embargo, este parametro se encuentra por fuera del Articulo
39.

Referente al analisis bacterioldgico, se detectd la presencia de coliformes totales
en niveles superiores a los estipulados en los Articulos 39, 40 y 42 (cafio La
Danta aguas arriba) y 38, 39, 40 y 42 (cafio La Danta aguas abajo) del Decreto
1594/84; por su parte, los valores de los coliformes fecales en las aguas
analizadas se encuentran dentro de lo legislado en los Articulos 38, 40 y 42, se
exceptla de este criterio el valor aguas abajo con respecto al articulo 42.

Con relacién a los pesticidas organoclorados y pesticidas organofosforados, el
cafo La Danta en los dos sitios de monitoreo reporta concentraciones inferiores a
las minimas cuantificables de las metodologias de determinacion, por lo que se

consideran concentraciones bajas de estos contaminantes.
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Las concentraciones registradas de DBOs y DQO indican la ausencia de
contaminacion por presencia de materia organica biodegradable y sustancias
guimicamente oxidables; a su vez, los altos niveles de oxigeno disuelto
registrados garantizan la supervivencia de las especies acuaticas a lo largo del

tramo evaluado.

De acuerdo a los resultados de conductividad y RAS, el agua del cafio La Danta
(en ambos puntos), se clasifica como C1-S1, catalogandola como agua apta para
el riego de la mayor parte de los cultivos, en cualquier tipo de suelo, con muy poca
probabilidad de que desarrolle salinidad y niveles peligrosos de sodio
intercambiable (Romero, 2002). Este resultado se correlaciona con el valor de
Carbonato de Sodio Residual (CSR) del cual se infiere que tiene niveles

adecuados de bicarbonatos, siendo apta como agua de riego.

Por ultimo, las concentraciones de grasas y aceites-hidrocarburos y solidos
suspendidos en la descarga del canal ASA no incrementan la presencia de estos
parametros en el cuerpo de agua receptor y por ende no se altera la calidad del
mismo, adicionalmente, no se observo formacion in situ de iridiscencia sobre el
sistema l6tico, condicion que se ajusta con lo establecido en los Articulos 38, 39 y
42.
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Tabla 1. Resultados Fisicoquimicos aguas residuales industriales de la Estacion

Acacias del Campo Castilla

AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES

Y AGoAS supeRpIciates. | DENTFIC | o cuuan | cuuasaie CANO LA DANTA [CARO LA DANTA
CAMPO CASTILLA oS | PESCARGE AL CANOLA DEL CANAL DE  |DEL CANAL DE
DECRETO 1594/84 |DESCARGA DESCARGA ARTICULO 38
ART 72-74
fg:nr;s:gu: ZO0L0Z3C g FECHADE | 57_28-abril-2013 | 27-28-abril-2013 27-28-abril-2013|27- 28-abril- 2013
MUESTREO
Componente Unidad 200882782/84 200882783/85 200882786/88 200882787/89
ANALISIS IN SITU

CAUDAL L/s 22,8 18,8 NR 1111 1085 NR
OXIGENO DISUELTO mg 02/L 2,7 4,0 NR 5,6 5,4 NR
SATURACION DE OD (ODS) mgO2/L NS NS NR NS NS NR
SATURACION DE OD CALC (ODSc) mgO2/L NS NS NR NS NS NR
% SATURACION DE OXIGENO % NS NS NR NS NS NR
TEMPERATURA AMBIENTE °C 28,6 29,7 NR 30,6 30,8 NR
TEMPERATURA DEL AGUA °c 29,6 28,4 <40 24,9 24,8 NR
PH/ T (GR C) Uni. pH 7.96/29.6 5.50/28.4 5 a 9 unidades 6.11/24.9 5.82/24.8 5.0-9.0

ANALISIS DE LABORATORIO

ANALISIS FISICOQUIMICOS
CARBONATOS mg CO3=/L 0,0 0,0 NR 0,0 0,0 NR
BICARBONATOS mg HCO3-/L 96,9 11,4 NR 3,49 3,56 NR
CIANURO DISUELTO mg CN-/L <0.010 <0.010 1,0 NS NS 0,2
CLORUROS mg/L 133 14,5 NR 1,14 1,32 250,0
CONDUCTIVIDAD uS/cmy°c 648/25.0 85.5/25.0 NR 10.3/25.0 10.0/25.0 NR
DBOS mg 02/L 2,50 <2.00 >80% R.C <2.00 <2.00 NR
DQO mg 02/L 96,6 <15.0 NR 16,7 17,3 NR
FENOLES mg/L 0,18 <0.10 0,2 NS NS 0,002
FOSFORO DISUELTO mg P/L NS NS NR <0.010 <0.010 NR
FOSFATO DISUELTO mg PO4-3/L NS NS NR <0.031 <0.031 NR
FOSFORO TOTAL mg P/L <0.030 <0.030 NR <0.030 <0.030 NR
FOSFATO TOTAL mg PO4-3/L NS NS NR <0.092 <0.092 NR
GRASAS Y ACEITES ma/L 2,02 <2.00 >80% R.C <2.00 <2.00 F:i‘:i Csfl:flies'[i’g;
NITRATOS mg NO3-N/L <0.090 <0.090 NR 0,10 0,097 10,0
NITRITOS mg NO2-N/L 0,035 <0.070 NR <0.070 <0.070 1,0
NITRATOS + NITRITOS mg N/L 0,13 <0.16 NR 0,17 0,17 NR
NITROGENO AMONIACAL mg NH3-N/L <0.49 <0.49 NR <0.49 <0.49 1,0
NITROGENO KJELDAHL mg N/L <1.00 <1.00 NR <1.00 <1.00 NR
NITROGENO TOTAL mg N/L 1,62 <1.65 NR 1,66 1,66 NR
SOLIDOS SUSPENDIDOS mg/L <5.00 <5.00 >80% R.C <5.00 <5.00 NR
SULFATOS mg SO4=/L 9,79 0,56 NR <0.50 <0.50 400,0
CONTENIDO DE SALES % peso NS NS NR 0,000181 0,000199 NR
RAS NA NS NS NR 0,085 0,18 NR

CALCIO meq/L NS NS NR 0,10 0,033 NR

MAGNESIO meq/L NS NS NR 0,015 0,014 NR

sopIO megq/L NS NS NR 0,020 0,027 NR
PORCENTAIE DE SODIO POSIBLE % NS NS NR 8,95 18,8 NR
SALINIDAD EFECTIVA meq/L NS NS NR 0,23 0,15 NR
SALINIDAD POTENCIAL meq/L NS NS NR 0,037 0,042 NR
CARBONATO DE SODIO RESIDUAL meq/L NS NS NR -0,058 0,011 NR
COLOR REAL U Pt-Co NS NS NR NS NS 75
PH/ T (GRC) Uni. pH NS NS 5 a 9 unidades NS NS NR
SALINIDAD EQUIVALENTE mg NaCl/L NS NS NR NS NS NR
SURFACTANTES mg SAAM/L NS NS NR NS NS 0,5
TURBIEDAD NTU NS NS NR NS NS NR

ANALISIS DE FENOLES

FENOL mg/L NA NA 0,2 NS NS 0,002
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Fuente: Instituto Colombiano del Petrdleo (2013)

(Continuacion Tabla 1)

AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES

Y AGUAS SUPERFICIALES Iai’gﬁ;ﬁ VIO CANAL ASA CANAL ASA DE CARNO LA DANTA |CANO LA DANTA
VIO ST ESTACIONACACIAS | DESCARGA AL CARO LA SO A ARAER | 2ME) A AERD
AMPOEASTLEA PANTA DECRETO 1504/34 |DLSCARGA — |poscanca
ART 72-74 ARTICULO 38
fggrgﬁg": 100107361~ FECHA DE | 37.28-abril-2013 | 27-28-abril-2013 27-28-abril-2013|27-28-abril-2013
MUESTREO
Componente Unidad 200882782/84 200882783/85 200882786/88 200882787/89
ANALISIS BACTERIOLOGICOS
RECUENTO COLIFORMES TOTALES | UFC/100 mL 1,60E+03 7,40E+03 NR 8,80E+03 2,20E+04 2,00E+04
RECUENTO ESCHERICHIA COLI UFC/100 mL 0,00E+00 5,00E+00 NR 1,00E+02 3,60E+02 2,00E+03
TOTALES UFC/100 mL 8,30E+05 1,50E+05 NR 4,50E+05 3,70E+05 NR
ANALISIS DE METALES
CROMO +6 mg Cr+6/L <0.015 <0.015 0,5 <0.015 <0.015 0,05
CALCIO ug/L NS NS NR 2006 669 NR
BORO ug/L NS NS NR 3,65 3,50 NR
SODIO mg/L NS NS NR 0,469 0,630 NR
CADMIO ug/L <0.034 <0.034 100* <0.034 0,0360 10*
COBRE pa/L 0,669 0,523 3000% 0,770 0,653 1000*
PLOMO g/L 0,299 0,544 500% 0,488 0,961 50%
NIQUEL Hg/L 0,622 0,372 2000* 1,57 0,493 NR
VANADIO Hg/L NS NS NR 0,992 0,860 NR
MANGANESO Hg/L NS NS NR 26,7 21,6 NR
PLATA ug/L <1.41 <1.41 500%* <1.41 <1.41 50*
MAGNESIO Hg/L NS NS 187 174 NR
ALUMINIO Hg/L NS NS NR 350 353 NR
HIERRO Hg/L NS NS 799 820 NR
ZINC pg/L NS NS NR <16.7 <16.7 15000*
BARIO ug/L 1315 50,5 5000% 24,9 27,0 1000*
POTASIO ug/L NS NS 2198 535 NR
COBALTO Hg/L NS NS NR 0,103 0,0470 NR
ARSENICO Hg/L 1,31 0,337 500%* 0,117 0,110 50%*
SELENIO ug/L 1,57 0,307 500%* <0.273 <0.273 10*
BERILIO Hg/L NS NS NR <0.157 <0.157 NR
LITIO ug/L NS NS NR 0,357 0,439 NR
MOLIBDENO ug/L NS NS NR <0.056 <0.056 NR
MERCURIO ug/L <0.439 <0.439 20%* <0.439 <0.439 2z
NR: No Reporta RC: Remocion de carga NS: No Solicitado ND: No Detectable NA: No Aplica

(*) Aun cuando la norma reporta las concentraciones en mg/L, se hace la conversiéon a pg/L debido a las bajas concentraciones de las muestras analizadas
(**) Aun cuando la norma reporta la concentracion en unidades Jackson de turbiedad UJT, se hace la conversion a unidades nefelométricas de turbiedad NTU

Fuente: Instituto Colombiano del Petréleo (2013)
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Tabla 2. Resultados andlisis fisicoquimicos in situ y laboratorio aguas

superficiales naturales ASA campo Castilla

CAfl0 BIAO CARO SAN LUIS CARO DANTA RIO OROTOY
250M A, ARRIBA | PTO. INTERMEDIO
AGURS SUPERFICIALES SR | IDENTIFIC. | anes D La | Dessuts D La | 220t e e 700N A ARRIBA| 100H A ABAID | 400H A. ABAIO | S50M A ABMYD | DELA BmRE L | 0 2B CE
INFLUENCIA | INFLUENCIA | =\ 'c oo CON EL CARO DE LA DE LA DE LA DE LA CONFLUENCIA | CONFLUENCIA DEL | cou'er"cafi can DECRETO
DEL ASA DEL ASA DANTA DANTA DESCARGA | DESCARGA | DESCARGA | DESCARGA | CONALCARQ | CANOBIADYEL i 1594/84
BLIAD CARO SAN LUIS ART. 38
SUBMISSION: 100139955 ,:ECE’}*:R'EE 28-30/abr-13 | 28-30/abr-13 | 28-30fabr-13 28-30/abr-13 | 27-30fabr-13 | 27-30fabr-13 | 27-30/abr-13 | 27-30/abr-13 |  28-30fabr-13 28-30/abr-13 28-30/abr-13
Companente Unidad | 200872658/69| 200872659/70| 200872660/71 | 200872661/72 |200872662/73|200872663/74|200872664/75 200872665/76) 200872666/77 | 200872667/78 | 200872668/79
INSITU .
CAUDAL Us 103 163 498 1169 1190 1116 1113 1019 NM [ [ NR
OXIGENO DISUELTO mg 02/L 6.5 6.5 [ 6.8 59 6.4 7.0 6.8 7.1 64 58 NR
TEMPERATURA AMBIENTE o 27 288 8.2 0.1 %2 8.6 01 2.1 4.7 u4 u4 NR
TEMPERATURA DEL AGUA o 2.5 26.1 26.4 2.6 282 8.1 2.5 265 2.0 79 %0 NR
PH/T(GRC) Uni._pH 5.76(26.5 5.68/26.1 5.57/2.4 5.78(26.6 5.77/28.2 5.60/28.1 5.71/26.5 5.80/26.5 5.07/23.9 5.83/23.0 5.76/24.0 5.0-9.0
ANALISIS DE LABORATORIO
ANALISIS FISICOQUIMICOS
ALCALINIDAD TOTAL mg CaCO3/L 136 1.06 119 146 137 132 133 134 201 246 240 NR
CARBONO ORGANICO TOTAL (COT) | mg COT/L NS NS NS NS <2.00 <20 <2.00 <2.00 NS NS NS NR
CIANURD DISUELTO mg CN-/L <0.010 <0.010 <0.010 <0.010 <0.010 <0.010 <0.010 <0.010 <0.010 <0.010 <0.010 02
CLORURDS mg CIH/L 141 3.4 133 164 1.63 141 6.15 1.70 140 139 137 250.0
CONDUCTIVIDAD uS/n)°C_ | 9.54/25.0 16.2/25.0 8.45/25.0 13.3(25.0 10.3/25.0 10.9/25.0 26.6/25.0 11.1/25.0 15.4/25.0 15.8/25.0 15.4/25.0 NR
DBOS mg 02/L <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 NR
COLOR REAL U pt-Co 4.44 5.55 124 9.66 129 1.2 1L5 9.66 9.06 885 8.9 75
0G0 mg 02/L <15.0 17.5 174 171 17.5 1.5 303 295 434 174 43.7 [
DUREZA TOTAL mg CaCO3/L 207 200 2.3 2.49 2.9 3.5 362 37 108 6.99 8.56 NR
FOSFORD DISUELTO mg PL <0.010 0.014 <0.010 <0.010 <0.010 0.022 <0.010 <0.010 0.024 0.016 0.026 NR
FOSFATO DISUELTO mg PO4(3L]  <0.031 0.043 <0.031 <0.031 <0.031 0.067 <0.031 <0.031 0.073 0.049 0.080 NR
FOSFORD TOTAL mg P/L <0.030 <0.030 <0.030 <0.030 <0.030 0.044 <0.030 0.035 0.059 0.070 <0.030 NR
FOSFATO TOTAL mg PO4(3YL|  <0.092 <0.092 <0.092 <0.092 <0.092 0.13 <0.092 0.1 0.18 021 <0.092 R
GYA-HIDROCARBURCS mg/L <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <20 <2.00 <2.00 <200 <2.00 <2.00 [ s“‘m‘ P
NITRATOS NO3 mg NOZ-NL 0.13 0.13 <0.11 <011 <0.11 <0.11 <011 <011 <0.11 012 0.13 10.0
NITRITOS (NO2) mg NOZNL|  <0.011 <0.011 <0.011 <0.011 <0.011 <0.011 <0.011 <0.011 <0.011 <0.011 <0.011 10
NITROGENO AMONIACAL mg NH3NL | <040 <0.49 <0.49 <049 <049 <0.49 <049 <0.49 <0.49 <049 <0.49 10
NITROGENO KIELDAHL mg N/L <1.00 <1.00 <100 <1.00 <1.00 <L00 <100 <1.00 119 1.04 112 NR
NITROGENO TOTAL ma ML 163 163 <L6L <161 <1.61 <L6t <161 <161 <L6L 1.66 175 NR
SOLIDOS DISUELTOS mg/L 1L5 206 172 29 20.0 172 318 14.6 420 444 32 NR
SOLIDOS SUSPENDIDOS mg/L <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 00 25 161 NR
SULFATCS mg 504=/L <4.00 <4.00 <400 <4.00 <4.00 <40 494 <4.00 <4.00 5.1 <4.00 400.0
SURFACTANTES mg SAAM/L <028 <0.28 <0.28 <0.28 <0.28 <0.28 <0.28 <0.28 <0.28 <0.28 <0.28 0.5
TURBIEDAD NTU 212 2.58 517 jR7] 9.25 9.06 854 8.77 26.1 54 38 NR
NR: No Reporta NS: No Solicitado ND: No Detectable NM:No Medido
(¥) Aun cuando |a nerma reporta las concentraciones en moyL, se hace 2 conversion a microg/L debido a las bajas concentraciones de las muestras analizadas
CARO BIJAO CARO SAN LUIS CANO DANTA RIO OROTOY
250M A. ARRIBA | PTQ. INTERMEDIO
AGUAS SUPERFICIALES ASA  IDENTIFIC. SUES 250M A. ARRIBA DE | 100M A. ABAJO DE 250M A. ABAIO DE
ErTOESIIT = NI || NFLUENGA el e e T O | P | conflurnaa | conpLUENGA oeL o | - pecreTo
DEL ASA DEL ASA DANTA DANTA DESCARGA DESCARGA DESCARGA DESCARGA CONALCANQ | CANO BUAQ Y EL s 1594/84
3140 CARQ SAN LUIS ART. 38
SUBMISSION: 100139955 55%2?&5 28-30/abr-13 | 28-30/abr-13 28-30/abr-13 28-30/abr-13 27-30/abr-13 | 27-30/abr-13 | 27-30/abr-13  27-30/abr-13 28-30/abr-13 28-30/abr-13 28-30/abr-13
Compenente Unidad  |200872658/69|200872659/70| 200872660/71 200872661/72 200872662/73|200872663/74|200872664/75 200872665/76| 200872666/77 200872667/78 200872668/79
ANALISIS DE LABORATORIO
ANALISIS DE FENOLES
FENOL mg/L } <1.70E-4 <7054 } <7054 } <1.70E-4 <1.70E-4 } <704 } <L70E4 <1.70E-4 } <L.70E-4 <L70E4 <7054 } 0.002
ANALISIS METALES TOTALES
CROMQ =6 mg Cr-6/L <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 <0.015 0.05
CALCIO microg/L 298 265 441 416 395 478 489 468 724 824 2671 NR
CADIIO microp/L 0.0380 0.0680 0.0560 0.0720 0.0400 0.0370 0.0450 0.0380 0.140 0.112 0.148 107
COBRE microg/L 0.263 0.417 0.378 0.411 0.371 0.366 0.478 0.349 4.69 3.22 4.45 1000%
PLOMO microg/L <0.114 0.451 <0.114 0.542 <0.114 <0.114 0.319 <0.114 2.22 1.66 213 50%
PLATA microp/L <141 <141 <141 <141 <141 <141 <141 <141 <141 <141 <141 50~
ZINC microg/L <16.7 <16.7 <16.7 <16.7 <16.7 <16.7 <16.7 <16.7 <16.7 <16.7 17.8 15000%
BARIO microg/L 18.6 11.9 10.7 14.0 17.5 16.5 18.3 16.9 35.1 28.1 33.0 1000%
ARSENICO microp/L <0.039 <0.039 <0033 <0.039 <0.039 <0.039 <0.03% <0.039 0.33 0.251 0.305 50%
SELENIO microg/L <0.273 <0.273 <0.273 <0.273 <0.273 <0.273 <0.273 <0.273 <0.273 <0.273 <0.273 10%
MERCURIO mcrog/L <0439 <0.439 <0.439 <0439 <0.439 <0.439 <0.439 <0.439 <0.439 <0.439 <0.439 2
ANALISIS BACTERIOLOGICOS
RECUENTQ COLIFORMES TOTALES UFC/100 mL 4.20E+04 8.30E+04 ‘ 5.00E+04 3.70E+04 2.80E+04 3.10E+04 4.20E+04 5.50E+04 3.10E+04 3.30E+04 3.40E+04 2.00E+04
RECUENTQ ESCHERICHIA COLT UFC/100 mL 1.00E+02 8.00E-01 ‘ 1.80E-02 2.70E+02 1.60E+02 8.50E+02 4.70E+02 4.30E+02 1.30E+02 8.00E+01 4.00E+01 2.00E+03
RECUENTO DE MESOFILOS TOTALES  UFC/100 mL 8.00E+05 4.20E-03 J_ 5.30E+03 5.70E+05 1.30E+06 2.90E+05 8.50E+05 1.50E+06 6.60E+05 1.10E+06 9.40E+05 NR

NR: No Reporta NS: No Solicitado

ND: No Detectan'e
(*) Aun cuzndo la norma reporta las concentraciones en mg/L, se hace la conversion a microg/L debido a las bzjas concentrzcicnes de las muestras anlzzdas

NM:No Medide

Fuente: Instituto Colombiano del Petroleo (2013)
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ANALISIS DE RESULTADOS DE AGUA SUPERFICIALES NATURALES

El analisis de los resultados obtenidos de las aguas superficiales de los cafos
Bijao, San Luis, Danta y rio Orotoy, se realiza con base en las concentraciones
registradas, con el fin de determinar la calidad fisicoquimica de los recursos
naturales del Area de Sostenibilidad Agroenergética (ASA). Adicionalmente, los
datos reportados se comparan con Articulo 38 del Decreto 1594/84 del Ministerio
de Salud, en el cual se establecen los criterios de calidad para destinar el recurso
a consumo humano y doméstico, previo tratamiento convencional.

A partir de los analisis realizados se obtienen los siguientes resultados:

El agua recolectada en los cafios (Danta, San Luis, Bijao) y el rio Orotoy presenta
en general valores de pH, cianuros, color real, cloruros, nitratos, nitritos, nitrogeno
amoniacal, sulfatos y surfactantes considerados bajos por ser del orden de las las
minimas cuantificables de las metodologias de determinacién, a su vez, los
resultados se encuentran dentro de los niveles estipulados de acuerdo al Articulo
38 del Decreto 1594/84 del Ministerio de Salud.

La alcalinidad, esta asociada con las formas en las cuales el gas carbonico puede
encontrarse en el cuerpo de agua natural y es una de las maneras para indicar
fundamentalmente la presencia de iones de bicarbonato y carbonato. La mayoria
de las aguas naturales y en especial, aquellas que poseen valores altos de
alcalinidad total, resisten mejor los cambios drasticos de pH, y por consiguiente,
son propicias para el desarrollo de la biota acuética; la alcalinidad del agua,
depende en gran parte de la naturaleza geoquimica del sustrato, generalmente los
valores de alcalinidad total para los sistemas acuaticos continentales tropicales,
son relativamente bajos, (hasta 70 mgCaCO3/L) (Cantera et al, 2009) como ocurre
en las aguas superficiales analizadas que reportan valores de alcalinidad inferiores

e iguales a 2.46 mgCaCOs3/L.
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Otro de los parametros para determinar la calidad del agua es la dureza; en un
agua natural los iones que mas contribuyen a la dureza son los iones divalentes
(Ca?*, Mg®*, Fe**, Mn?"); en especial los bicarbonatos de calcio y magnesio. La
dureza del agua no tiene efectos perjudiciales para la salud y su remocion
obedece a la necesidad econdmica de reducir el consumo de jabon y los depoésitos
de precipitados en artefactos de calentamiento del agua. Aguas con durezas
intermedias pueden poseer flora y fauna mas variada, pero son menos productivas
en términos de biomasa. Segun la clasificacién de la dureza (Cantera et al, 2009),
las aguas superficiales del ASA se catalogan como blandas en todos los puntos
analizados, ya que presentan esta propiedad en un rango entre 0-75mg CaCOs/L.

Los valores de conductividad dependen de la concentracion total de sustancias
disueltas ionizadas en el agua, es un estimativo del contenido de sélidos disueltos
y permite evaluar aproximadamente la mineralizacion global del agua. De acuerdo
a la conductividad reportada en las aguas superficiales del ASA y a la clasificacion
presentada en Rodier, 1998, las aguas monitoreadas tiene un grado de

mineralizacion muy débil.

En la tabla 3 se presenta la clasificacion del agua en términos de Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) y Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) (Sanchez,
2007). Segun esta clasificacidon, se puede decir que las aguas de los cafios Danta,
San Luis, Bijao y rio Orotoy con relacién a la DBOs, son aguas de excelente
calidad por tener concentraciones menores a 3.0 mg/L; Por otra parte y referente a
la DQO las aguas de los cafios Bijao, San Luis, Danta (700m aguas arriba y 100 m
aguas abajo de la descarga) y rio Orotoy (pto intermedio entre las confluencias del

cafo Bijao y San Luis) se clasifican como buena calidad, mientras que el cafo

Danta (400m y 550m a. abajo de la descarga) son aguas de calidad aceptable y
rio Orotoy ( 250m a. arriba de la confluencia con el cafo Bijao y 250m a. abajo de

la confluencia con el cafilo San Luis) se clasifica como agua contaminada por

presentar valores de DQO mayores a 40 y menores a 200 mg/L.
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Tabla 3. Clasificacion de las aguas en términos de DBOs y DQO

Concentracion de | Concentracion de I o
DBO. DQO Criterio Descripcion
Menor o igual a 3 mg/L mg;‘fr © Tl & Excelente No contaminada
Mayor a 10 mg/L y Aguas superficiales con bajo
(I\)/I?yuoarlzgmgjll:ymenor menor o igual a 20 | Buenacalidad | contenido de materia organica
9 9 mg/L biodegradable y no biodegradable
Con indicio de contaminacion.
Mayor a 20 mg/L y Aguas superficiales con capacidad
ngor A1 gl v e menor o igual a 40 | Aceptable de autodepuracion o con descarga
o igual a 30 mg/L .
mg/L de aguas residuales tratadas
biol6gicamente
Mayor de 30 mg/L y | Mayor de 40 mg/L y Aguas superficiales con descargas
menor o0 igual a 120  menor o igual a 200 | Contaminada | de aguas residuales crudas,
mg/L mg/L principalmente de origen municipal.

Mayor a 120 mg/L

Mayor a 200 mg/L

Fuertemente
contaminada

Aguas superficiales con fuerte
impacto de descargas de aguas
residuales crudas municipales y no

municipales

Fuente: Sanchez, 2007. Perspectivas sobre conservacion de ecosistemas

acuaticos en México

En cuanto a las concentraciones de grasas y aceites-hidrocarburos (G&A-HC) e
hidrocarburos no polares (HC) en los cafios y el rio Orotoy, es muy baja por ser
inferior a la minima cuantificable de la metodologia empleada de analisis (<2.00
mg/L y <1.00 mg/L respectivamente), por lo anterior se infiere que el agua
monitoreada en el ASA no presenta afectacion por compuestos grasos.
Adicionalmente, durante la jornada de monitoreo no se observé in situ pelicula de

grasas en la superficie del agua, condicion que se ajusta a la norma.

Con respecto a los solidos suspendidos (SS) y turbiedad en las aguas
superficiales del ASA. Se visualiza que los niveles del material suspendido varian
considerablemente entre los cafios monitoreados y el rio Orotoy, reportando los

mayores contenidos las aguas del rio Orotoy. En cuanto a la turbiedad, este
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parametro se relaciona con la materia en suspension, por consiguiente, se
observa la misma tendencia de los soélidos suspendidos, pues los valores
aumentan en rio Orotoy, condicibn que se puede deber a las lluvias que se
presentaron en la jornada de monitoreo del rio. La turbidez incide directamente en
la transparencia, en la capacidad de penetracion luminica, y por ende, en el flujo
de energia dentro del sistema acuético y en los niveles de productividad; valores
préximos o superiores a 200 NTU, pueden presentar una alteracion drastica en los
niveles tréficos (Cantera et al, 2009). Sin embargo, normalmente los ecosistemas
acuaticos tropicales, en especial rios y embalses de bajas alturas sobre el nivel del
mar, son muy turbios por el arrastre de materiales, propiciado por la alta lixiviacion

gue se da en estas regiones.

Con relacién al nitrégeno, éste es uno de los elementos esenciales para el
crecimiento de algas, al ser oxidado por las bacterias nitrificantes, reduciendo los
niveles de oxigeno disuelto en el agua. En general, las aguas naturales sin
contaminacion fuerte tienen un contenido de nitrégeno total de 0.18 — 3.0 mg/L
(Romero, 2005). Las aguas superficiales del ASA reportan concentraciones de
nitrégeno total inferiores e iguales a 1.75 mgN/L, resultados que infieren que el

cuerpo de agua no presenta indicios de contaminacion por este nutriente.

Al igual que el nitrégeno, el foésforo es un elemento esencial en el crecimiento de
plantas y animales, es considerado como uno de los nutrientes que controlan el
crecimiento de algas, su determinacion es necesaria en estudios de polucion de
cuerpos de agua. En los ecosistemas acuaticos, se encuentra en forma de
ortofosfatos, y el fosfato se forma fundamentalmente por el fésforo organico
disuelto, el cual es descompuesto por accion bacteriana y es asi como las
macrofitas acuaticas lo pueden incorporar (Cantera et al, 2009). En general, en
aguas naturales la concentracion de fosforo es baja, de 0.01 a 1 mg P/L (Romero,

2005) como se presenta en los cafios y rio Orotoy.
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En cuanto a los metales (cromo hexavalente, cadmio, cobre, plomo, plata, zinc,
bario, arsénico, selenio, mercurio) las concentraciones obtenidas de consideran

aceptables para destinar el recurso a consumo humano y doméstico.

Con respecto al analisis bacteriologico (coliformes totales, colformes fecales), en
general, en los puntos aguas arriba y aguas abajo de la influencia del ASA sobre
los cuerpos de agua, se mantienen concentraciones de orden similar, a su vez se
observa que el recuento de coliformes totales supera el limite establecido en el
Articulo 38. La presencia de coliformes en las aguas superficiales indica
contaminacion proveniente de residuos humanos, animales o erosion del suelo

separadamente, o de una combinacién de las tres fuentes (Romero, 2005).

CARACTERIZACION DEL SUELO DEL AREA DE SOSTENIBILIDAD
AGROENERGETICA (ASA)

En las tablas 4 y 5 se presentan los resultados de caracterizacion de suelos con

riego en los diferentes cultivos de las parcelas del ASA y el control sin riego.

Tabla 4. Resultados de los analisis de laboratorio muestras puntuales de suelo-

IDENTIFIC. w .
REATR S LSRN MUESTRA 155 E100 CANA DE AZUCAR 1520 E100 JATROPHA SUELO LS31 E80 CAUCHO LX15 E50 JATROPHA 1515 E100 PASTO ELEFANTE 1542 E100 SIN CULTIVO
AREA DE SOSTENIEILIDAD
AGROINDUSTRIAL (ASA)
CAMPO CASTILLA . " P \ \ V| 1 \ 1 (i
Profundidad | (SUPERFICIAL) | (PROFUNDA) | (SUPERFICIAL) | (PROFUNDA) | (SUPERFICIAL) | (PROFLINDA) | (SUPERFICIAL) | (PROFUNDA) | (SUPERFICIAL) | (PROFUNDA) | (SUPERFICIAL) | (PROFUNDA)
SUBMISSION: 100140536 ;EE?’?RIJJEE 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013 | 26-abr-2013
Componente Unidad | 200874832 | 200874833 | 200874840 | 200874841 | 200874830 | 200874631 | 200874838 | 200874830 | 200874836 | 200674837 | 200674834 | 200874835
ANALTSIS DE LABORATORIO
ANALTSIS FISICOQUIMICOS
HUMEDAD A 105 GR C [ wre | 18 | 19 | 2w | 2o w | o | [ w | o | 1w 15
TEXTURA
ARENA % Peso 68.8 674 628 674 60.2 638 0.3 65.3 5.7 674 574 614
ARCILLA % Peso 12 6.1 14 122 1.7 121 14 8.2 13 102 122 122
LIMO % Peso A 26.5 298 204 81 U1 23 265 288 24 304 264
TEXTURA DIStt"ahmJ;:)OH % | Franco Arenoso | Franco Avencsa | Franca Arenoso | Franco Avenoso | Franco Avenosa | Franco Avencsa | Franco Avenoso | Franco Arenoso | Franco Arenos | Franco Arencso | Franco Avencso | Franco Avenoso

Fuente: Instituto colombiano del petréleo (2013)
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(Continuacion Tabla 4)

SUELOS

AREA DE m’ﬂl](l:::;) AGROENERGETICA ’:’:;‘f:s';’;" Componente |GYA-HIDROCARBUROS
IDENTIFIC. MUESTRA PROFUNDIDAD S&CST“JZf; Unidad % Masa
SURCO 3 SUPERFICIAL (0,30m) | 12-jul-2013 | 200904868 0.0173
SURCO 3 PROFUNDA (1.20m) 12-u1-2013 | 200904869 0.0223
CALLE 5 SUPERFICIAL (0.30m) | 12-jul-2013 | 200904870 0.0195
CALLE 5 PROFUNDA (1.20m) 12-jul-2013 | 200904871 0.0255
SURCO 9 SUPERFICIAL (0.30m) 12-jul-2013 200904872 0.0261
SURCO 9 PROFUNDA (1.20m) 12-jul-2013 | 200904873 0.0356
CALLE 12 SUPERFICIAL (0.30m) 12-jul-2013 200904874 0.0224
CALLE 12 PROFUNDA (1.20m) 12-jul-2013 200904875 0.0337
PARCELA CAUCHO :
SURCO 15 SUPERFICIAL (0.30m) 12-jul-2013 200904876 0.0118
SURCO 15 PROFUNDA (1.20m) lz-ju'- 2013 200904877 0.0343
CALLE 17 SUPERFICIAL (0.30m) | 12-jul-2013 | 200904878 0.0282
CALLE 17 PROFUNDA (1.20m) 12-jul-2013 | 200904879 0.0309
SURCO 21 SUPERFICIAL (0.30m) | 12-jul-2013 | 200904880 0.0406
SURCO 21 PROFUNDA (1.20m) 12-)ul-2013 | 200904881 0.0262
CALLE 24 SUPERFICIAL (0.30m) | 12-jul-2013 | 200904882 0.0325
CALLE 24 PROFUNDA (1.20m) 12-)ul-2013 | 200904883 0.0306
DETRAS DE LA BARCAZA | SUPERFICIAL (0.30m) | 16-jul-2013 | 200904946 0.0287
A DETRAS DE LA BARCAZA | PROFUNDA (1.20m) 16-30l-2013 | 200904947 0.0291
CERCA AL PORTON VIA A | o pepricral (0.30m) | 17-jul-2013 | 200904948 0.0200
BLANCO 3 LA
&azcc;:‘n.uvomou VIAA | pROFUNDA (1.20m) 17-3u1-2013 | 200904949 0.0198
5 CERCA AL NACEDERO SUPERFICIAL (0.30m) | 17-jul-2013 | 200904950 0.0353
CERCA AL NACEOERO PROFUNDA (1.20m) 17-3ul-2013 | 200904951 0.0304
LOUISIANA ADMINISTRATIVE CODE. NATURAL RESOURCES. SUBPART 1, STATEWADE ORDER 298. Capt 3. Onsite «t
Storage, Treatment and Disposal of Nonhazardous Oilfield Waste (NOW)

Fuente: Instituto colombiano del petréleo (2013)
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Tabla 5. Resultados de los analisis de laboratorio muestras compuestas suelos ASA (Ejemplo: Parcela de caucho).

PARCELA CAUCHO LOUISIANA
suetos ursmn Canationso e SOURCES.
?:;02;:'?:;;?‘21(33:;) SURCO 3 CALLE 5 SURCO 9 CALLE 12 SURCO 15 CALLE 17 SURCO 21 CALLE 24 fQ“;"thTd:t!i“esf ST
o | TN | TN | st | oo | s | oo | s | oo | s | oo | s | oo | s | oo | s | 0! | coimatang | 5 o ont
i i i i i i i i i i i i i i i i Human Health | Storage, Treatment and
FECHA DE Disposal of
SUBMISSION: 100147587 WIESTRED 1202013 | 12-ul2013 | 122013 | 12-u-2013 | 12-ul2013 | 12-ul2013 | 1202013 | 12-ul2013 | 12-ul2013 | 1202003 | 12-ul-2013 | 12-jul-2013 | 12-u-2013 | 1202013 | 122013 | 12-ju-2013 Nonhazardous Oilfield
Componente Unidad 200904868 200904869 200904870 200904871 200904872 200904873 200904874 200904875 200904876 200904877 200904878 200904879 200904880 200904881 200904882 200904883 CEER(ELY
ANALISIS DE LABORATORIO
ANALISIS FISICOQUIMICOS
PH/ T (GR C) EN SUELOS RELACION 1:5 Uni. pH 5.57/21.9 4.94/21.9 5.11/21.7 4.88/21.5 5.50/20.3 4.80/20.8 5.16/20.5 5.22/19.1 5.11/20.4 4.79/20.3 4.75/21.4 4.75/19.6 5.22/20.6 4.51/21.2 4.88/20.4 4.73/21.1 6-8 6-9
CONDUCTIVIDAD RELACION 1:5/ T uS/em/°C 20.5/25.0 50.8/25.0 15.4/25.0 10.0/25.0 22.1/25.0 28.8/25.0 13.5/25.0 14.9/25.0 24.2/25.0 27.8/25.0 44.0/25.0 16.4/25.0 19.6/25.0 31.6/25.0 19.7/25.0 17.0/25.0 2000%* <4000*
FOSFORQ DISPONIBLE mg/kg <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 <5.00 6.85 <5.00 9.97 <5.00 6.84 <5.00 NR NR
GYA-HIDROCARBUROS % Masa 0.0173 0.0223 0.0195 0.0255 0.0261 0.0356 0.0224 0.0337 0.0118 0.0343 0.0282 0.0309 0.0406 0.0262 0.0325 0.0306 NR <1
HIDROCARBUROS NO POLARES % Masa <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 <0.00500 NR NR
HUMEDAD A 105 GR C % Peso 113 0.862 143 0.993 115 0.967 123 0.867 129 125 0.905 127 133 140 0.954 121 NR NR
NITRATOS mg NO3- N/Kg 3.40 <1.58 4.10 1.95 2.05 <1.58 2.95 <1.58 2.30 <1.58 8.15 2.50 2.65 <1.58 4.10 4.40 NR NR
NITRITOS mg NO2- N/Kg 039 <0.076 0.20 <0.076 0.11 <0.076 0.09 <0.076 0.11 <0.076 0.70 <0.076 <0.076 <0.076 0.60 <0.076 NR NR
NITROGENO AMONIACAL INTERCAMBIABLE mg NH4-N/Kg <12.4 <12.4 214 <124 <124 2.4 <124 <124 288 <12.4 <124 <124 <12.4 16.4 <12.4 <124 NR NR
NITROGENO TOTAL KIELDAHL mg N/Kg 1117 383 1009 <145 879 299 769 518 1104 436 1109 475 856 451 1017 523 NR NR
NITROGENO TOTAL mg N/L 1133 397 1035 159 894 323 784 532 1135 450 1130 490 871 469 1034 540 NR NR
CARBONO ORGANICO TOTAL mg/kg 7831 3755 3354 3412 9350 4956 9854 4201 10700 3013 11100 3901 8145 3492 12200 4555 NR NR
CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO mag/100 g <5.98 <5.98 <5.98 <5.98 <5.98 <5.98 <5.98 <5.98 8.82 <5.98 <5.98 <5.98 <5.98 6.95 6.98 <5.98 NR NR
ACIDEZ INTERCAMBIABLE meq/100 g 0.79 157 176 1.76 0.81 193 133 1.08 1.68 227 132 240 149 291 173 2.28 NR NR
SALINIDAD EQUIVALENTE mg NaCl/Kg 103 20.6 7.65 4.87 11.2 14.7 6.66 7.39 123 14.2 229 817 9.84 16.2 9.89 8.48 NR NR
RAS Re‘“'g’;?:”de 4.84 023 121 137 5.5 701 139 226 2.8 419 114 226 405 3,64 073 243 5 <1
CALCIO meq/L 0.079 0.15 0.068 0.076 0.076 0.098 0.11 0.044 0.071 0.078 0.90 0.15 0.10 0.11 0.31 0.079 NR NR
MAGNESIO meq/L 0.066 0.096 0.069 0.033 0.052 0.030 0.094 0.047 0.10 0.049 0.70 0.047 0.001 0.075 0.32 0.050 NR NR
Sonio meq/L 131 3.4 0.32 0.32 140 177 0.44 0.48 0.83 1.06 102 0.70 1.26 110 041 0.62 NR NR
TEXTURA
ARENA % Peso 69.3 67.3 732 734 713 713 733 61.3 712 67.2 713 69.2 67.6 67.6 69.7 65.6 NR NR
ARCILLA % Peso 10.5 18.6 6.50 16.6 8.50 16.6 105 24.6 10.5 18.6 105 16.6 121 18.2 121 202 NR NR
LIMO % Peso 202 141 203 10.0 20.2 121 16.2 141 183 14.2 18.2 142 203 14.2 18.2 14.2 NR NR
TEXTURA D‘Sif’:;::; ée Franco Arenoso | Franco Arenoso | Franco Arenoso | Franco Arenoso | Franco Arenoso | Franco Arenoso | Franco Arenoso Fra:rce%:sr:\\u Franco Arenoso | Franco Arenoso | Franco Arenoso | Franco Arenoso | France Arenoso | France Arenoso | Franco Arenoso Fra:;z:srgmu NR NR
FENOL [ mg/iKg [ a2 [ are2 | azoe2 | «ae2 | a7E2 | <702 <1702 <1.70E-2 <1.70E-2 <1.70E-2 <1.70E-2 <1.70E-2 <1.70E-2 <1.70E-2 <1.70E-2 <1702 0.1 NR

Fuente: Instituto colombiano del petréleo (2013)
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(Continuacion Tabla 5)

IDENTIFIC, PARCELA CAUCHO LOUISIANA
EE :ﬂ_ﬁgﬁmmw HUESTRA SURCO3 CALLE 5 SURCO9 CALLE 12 SURCO 15 CALLE 17 SURCO 21 CALLE 24 Canadian Soi AL RESOUACES.
AGROENERGETICA (ASA) ffr"fh"e%foﬂfftl.':: A s
botnday | SPERFICAL | PROFUIDA | SIPERFIC. | PROFUNDA | SIPERFICIAL | PROFUIDA | SIPERFICAL | PROFUIDA | SUPERFAL | PROFUIDA | SUPERFICIAL | PROFUNDA | SIPERFICIAL | PROFUNDA | SUPERFICIL | pRornos | o e el SCLEAERE CKOER
Oam) | (am | Qam) | Gam) | am) | am | am) | @am) | am) | Gam) | am) | (am) | fam) | (am) | am) | am) |
FECHA DE Disposal of
SUBMISSION: 100147557 W | U3 | D | R0 | 1 | R0 | RN | R0 | RGOS | LI | R0 | D | D0 | Ruh0n | e | a2 | npen Nonhazardous Oilfeld
Componente Unidad | 200904868 | 200904869 | 200004870 | 200004871 | 200004872 | 20004873 | 20004874 | 200904875 | 200904876 | 200904877 | 200904878 | 200904879 | 200904880 | 20090481 | 200904882 | 200904883 Maste (NOW)
ANALISIS DE L ABORATORIO
ANALISIS DE METALES
BARD nglkg 512 6515 7.106 7.79 2.5 1566 1% 15 1% 8301 10.03 7109 9.953 4.282 2817 7208 750 20000
caLCIo ng/kg 9 51.24 1 1633 6.0 70.66 m 157 1750 5.5 % 8138 0 40,05 74 5648 R W
CADMIO ng/kg 0520 0.849 0674 0577 .27 0.449 0.404 0.559 0.444 .27 0669 0.716 0513 0524 0573 0.567 14 1
coBfE nglkg 7925 6,069 8423 8.778 7.985 143 1.3% 1377 ) 1188 wu 1076 9.667 7.366 1.9 2,506 53 R
POTASIO nglkg 25 wr ) 165 155 19 114 418 25 12 m m m 125 01 210 R R
MAGNESIO nglkg 151 542 1 9163 107 102 195 25 157 15 01 150 146 54.41 24 1 R W
MANGANESO ng/kg 50.20 178 8.0 17 07 55.19 91.30 4706 034 5.2 114 58 5209 50.17 0 5426 R W
S0 nglkg 8,16 20 5336 4.12 874 £1.75 5007 7835 607 5645 751 674 8,35 02 71.15 6995 R R
NIQUEL nglkg 472 2485 2311 1557 2564 7.938 4783 7.3 8.0 2960 574 4,160 5477 5465 7.0 2413 50 R
pLONO nglkg 1.5 1407 1048 ) 5.897 7623 7817 9,150 7.073 8037 5672 6465 w07 5.2 5428 4.786 70 500
VANADIO ng/kg 4520 4144 973 5711 16 ) 5259 7539 5097 N4 528 8264 4565 .06 51.05 6153 120 W
ALUMINID % Paso 186 157 186 290 166 441 284 4.8 200 165 267 261 ) 201 FEE) 118 R R
HIERRO % paso 2 29 27 286 257 420 297 430 1 413 294 413 27t n 280 15 R W
PLATA nglkg @054 0054 0054 0054 .05 054 0054 0054 .05 05 0054 0054 205 05 054 0054 20 20
ARSENICO ng/kg 4375 1.8 4,144 4.675 4.363 5.508 4901 .41 5088 5.3 3919 5679 1.6 2460 402 4,696 1 1
BERLLIO nglkg 003 0039 0039 003 0.0% 0039 0039 0039 003 003 0039 0039 203 003 0039 0039 4 R
copaLTo nglkg 171 Q.71 Q171 @171 Q171 Q171 Q.71 171 Q.71 171 0171 @171 Q171 171 Q171 Q.71 40 W
mo nglkg 8901 1328 4507 7.087 9.219 1% 6,578 16 7.600 8565 5L 8368 5.662 189 7.0 7647 R R
MOLIBDEND ng/kg 0.548 0861 0.650 L1 0.816 1035 0.740 1145 1013 1453 0.028 1159 1083 1225 0.900 1000 5 W
SELENIO nglkg 069 0699 04699 0699 0699 0699 04699 04699 0699 069 04699 04699 0699 069 069 04699 1 10
zne nglkg 1.3 u7 1514 1673 121 2.3 19.4 2603 03 21 1766 w11 1256 1L v 171 0 500
B0R0 nglkg 003 €303 200 090 .90 30 00 003 2903 03 003 003 090 90 €30 00 2 R
MERCURIO ugkg n6 7.0 50.4 19 870 8.6 04 17 %0 107 2.4 125 957 108 8.9 119 56007 10000

NA: No Aplica NR: No Reporta

(*) Aun cuando la norma reparta |a conductividad en mmhos/cm, se hace la conversidn a pS/cm debido a las bajas conductividades de las muestras analizadas.

(**) Aun cuando la norma reporta 2 conductividad en dS/m, se hace la conversion a pS/cm debido a las bajas conductividades de las muestras analizadas,
(***) Aun cuando la norma reporta la concentracion en mg/kg, se hace la conversion a pg/kg debido a las bajas concentraciones de las muestras analizadas

Fuente: Instituto colombiano del petroleo (2013)
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ANALISIS DE RESULTADOS DE SUELO.

En Colombia, la legislacion ambiental no decreta limites maximos de
contaminantes en los suelos, por lo que se hace necesario tomar como referencia
las regulaciones ambientales internacionales. Por ende, los resultados obtenidos
del analisis de los suelos del &rea de sostenibilidad agroenergética se evalian con
la norma ambiental estadounidense Lousiana Administrative Code Natural
Resources. Subpart 1. Statewade Order 29B, donde se establecen los criterios
para el almacenamiento, tratamiento y disposicion de residuos no peligrosos
generados de operaciones de exploracién y produccion de pozos de petréleo y
gas. A su vez, se compara con la regulacion ambiental Canadian Soil Quality
Guidelines for the Protection of Environmental and Human Health, donde se
establecen los criterios de calidad como punto de referencia en suelos para
evaluar la necesidad de saneamiento o remediacion con respecto al uso

especifico del mismo; para los suelos evaluados se establece uso agricola.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede deducir que la muestra del blanco
de suelo, recolectadas a ambas profundidades, presentan bajos contenidos de
grasas Yy aceites-hidrocarburos, con magnitudes del orden de la minima
concentracion cuantificable del método de determinacion (MCC) (<0.0100 %

masa), evidenciando que este terreno se encuentra libre de material graso.

Las muestras puntuales de los suelos del ASA, presentan valores de grasas y
aceites - hidrocarburos que se ajustan al requisito estipulado en la legislacion
ambiental Lousiana Administrative Code 29B, con concentraciones entre 0.0118 y
0.0938 % masa, siendo la muestra del potrero 1 ubicada detras de la parcela
palma (profundidad 1.20m), la que registra la mayor concentracion de compuestos
grasos; por lo cual se puede inferir la minima influencia en el suelo por la

escorrentia de aguas de la industria petrolera.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en las muestras compuestas se puede

indicar:

- Propiedades fisicas. Demuestran que la textura franco arenosa abarca un
porcentaje superior a 80 % en el ASA, seguido de una textura franco arcillo
arenosa, distribuidos en la parte central del area considerada con pequefas islas
de suelos francos y franco arcillosos. Los suelos franco arenosos se presentan en
la parte periférica del area y colindan con los drenajes naturales actuales (Informe
Agrodinco, 2012). Las caracteristicas de estos suelos se asocian con su
importancia agricola, su capacidad de drenaje interno y lixiviacion.

- pH. El pH juega un papel muy importante en los procesos edaficos y en la
estabilidad estructural del suelo; se ha comprobado que la mayor estabilidad del
suelo se presenta entre las unidades de pH 7.0 — 8.0, ya que en este rango se
encuentra la mayor saturacion de Calcio y Magnesio, y disponibilidad de diversos
elementos nutritivos como el fosforo, Mn, Cu, Zn, y B (Parra, 2003). Con referencia
a lo anterior y segun los valores obtenidos de pH en las muestras analizadas de
los suelos del ASA, la mayoria de los puntos monitoreados presentan tendencia
muy &cida a acida, al reportar valores entre 4.27 y 5.94 uni. pH, ademas de

encontrarse por fuera del rango establecido por la norma internacional (6 a 9 uni.
pH); Unicamente el suelo de la parcela eucalipto — calle 40 (Profundidad 1.20m) se
ajusta al criterio de la regulacion contemplada. Los suelos de los Llanos Orientales
tienen poca acidez total y alta acidez intercambiable, lo que se correlaciona con
pH muy acido (Castro, 1998), demostrado en las muestras blanco recolectadas,

gue no tienen incidencia de riego por las aguas de produccion.

- Conductividad. Todos los suelos monitoreados se catalogan como No Salinos
por registrar valores de conductividad dentro del rango 0 - 2000 puS/cm Usoén, A. et
al, 2010), a su vez, los valores de conductividad en los suelos del ASA, se ajustan

a lo permitido por las normas internacionales referidas (2000 y <4000 pS/cm).

127



- Nitrogeno. EI principal elemento que limita el crecimiento de las plantas
forrajeras es el nitrégeno; las pasturas toman el nitrégeno del suelo, mayormente
en forma de nitratos y amonio; el contenido de este elemento en los suelos varia
considerablemente, pero los valores normales para la capa superficial son del 0.2
al 0.7% peso (Usdn, A. et al, 2010). En las muestras analizadas de suelos del
ASA, las concentraciones de nitrégeno total se encuentran entre 0.0159- 0.1434%,
las cuales estan por fuera del rango considerado como “normal” para la capa

superficial, con concentraciones muy bajas.

- Fosforo. Los suelos monitoreados tienen concentraciones muy bajas de este
elemento. Se excluye el suelo de la parcela palma, calle 5 (superficial 0.30m), el
cual tiene un valor medio de fosforo. En suelos acidos, la disponibilidad del P es
muy baja debido a que el elemento se encuentra adsorbido especificamente como
fosfato en las superficies de los 6xidos de hierro y aluminio, y precipitado en forma

de fosfatos de hierro y aluminio muy insolubles. (Parra, M. 2003)

- Humedad. Los suelos analizados en el ASA presentan baja humedad entre
<0.305 y 1.86% peso, por ende, una baja capacidad de retencion de agua. La
falta de humedad podria estar relacionada con baja infiltracién, alta evaporacion,
baja capacidad de retencion de humedad del suelo, bajas lluvias o lluvias
irregulares (FAO, 2000). EI mayor porcentaje de humedad se reporta en los suelos
de la parcela palma-surco 20 (superficial).

- Carbono. La materia organica del suelo es la fraccibn organica que incluye
residuos vegetales y animales en diferentes estados de descomposicion,
incluyendo compuestos organicos toxicos provenientes de las actividades
industriales del hombre, como la contaminacién de suelos por hidrocarburos del
petréleo (INE, 2006). En los suelos analizados las concentraciones de Carbono

Organico Total se encuentran entre 0.18 y 1.58% peso, lo cual segun la
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clasificacion de Nufiez (2000), son suelos con media y baja concentracion de
COT.

- Capacidad de Intercambio Cationico (CIC). Se define como la capacidad del
suelo para retener e intercambiar cationes, y depende del numero de cargas
negativas existentes en la superficie de la arcilla y de la materia organica. Si la
CIC es alta, se asocia con una buena saturacion de bases, ya que esto indica un
gran potencial de suministro y reserva de calcio, magnesio y potasio; cuando un
suelo presenta baja CIC es indice de baja fertiidad (Castro, H. 1998).
Adicionalmente, los suelos con mayor contenido de arcilla y materia organica
tienen mayor CIC (INE, 2006). Los suelos del ASA, tienen una capacidad de
intercambio cationico baja y por lo tanto una baja fertilidad, lo anterior, coherente

con el bajo contenido de arcilla y materia organica de estos suelos.

- Relacion de adsorciéon de sodio (RAS) es un indice efectivo de peligro de
sodificacion de un suelo y estd directamente relacionado con el porcentaje de
sodio intercambiable (ESP). De acuerdo a Usén, A. et al, 2010, la mayoria de los
suelos del ASA, son No sédicos a partir de la Relacion de Adsorcion de Sodio.
Por otro lado, los valores de RAS en todos los suelos analizados, se ajustan a la
norma de Louisiana (<12).

- Metales. Las concentraciones de metales en el suelo de las parcelas evaluadas:
bario, cadmio, cobre, niquel, plomo, vanadio, plata, arsénico, berilio, cobalto,
molibdeno, selenio, zinc, boro y mercurio se ajustan a los criterios de calidad de
suelos establecidos en las normas Louisiana Administrative Code y/o canadian soil
qguality guidelines for the protection of environmental and human health. Por su
parte, se observa minima variacion de concentracion de metales en los diferentes
perfiles del suelo muestreado en las parcelas sembradas, dando como resultado
en general mayores concentraciones a nivel superficial; sin embargo, las

concentraciones de muestras blanco (controles no sometidas a riego) presentan
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similar tendencia en los dos niveles analizados, mientras que en las muestras de
potreros (controles sometidos a riego) la tendencia de los metales es aumentar la

concentracion en estratos inferiores.

Teniendo en cuenta la presencia de metales pesados asociados a la industria de
petréleo, se encontré que para el metal Plomo las mayores concentraciones (10.8
- 14.6 ppm) se registran de acuerdo a la topografia del terreno, en la parte superior
de los drenajes, caso particular que se observa en la parcela de caucho (surco 3y
calle 5), mientras que caso contrario sucede en la parcela eucalipto (surco 15,
calle 20, surco 25, calle 30), donde las concentraciones mas representativas (8.6 —
16.3 ppm) se presentan desde la zona media de la parcela hasta la mas baja de
los drenajes siguiendo la direccion de flujo o escorrentia. Las concentraciones de
las referencias con riego (potreros 1y 1) y sin riego (Blancos 1, 2, 3 y 4) oscilaron
en un rango entre 3.2y 7.4 ppm.

Las evidencias anteriores, demuestran de igual forma para el Manganeso, las
mayores concentraciones se registran en el nivel superficial (59.2 — 191 ppm), que
sobrepasa en algunos casos las recomendaciones agricolas (100 mg/Kg), no
obstante el blanco 4 ratifica la misma tendencia en el suelo que no es sometido a
proceso de riego. La presencia de manganeso en el suelo puede alcanzar
concentraciones toxicas si se asocia a otras caracteristicas como la acidez (pH <

5.5) que permiten su aumentar la solubilidad.

Asi mismo, puede ser notable para los suelos de los Llanos Orientales, elevados
indices de Aluminio y Hierro en el suelo. La presencia de Aluminio en el suelo
depende el pH y en algunas ocasiones puede ser toxico provocando efectos
adversos sobre el crecimiento de las plantas. Para el caso del hierro, las
condiciones se asocian a las formaciones y otras caracteristicas fisicas de los
suelos, tales como la coloracion rojiza que fue muy comun en estratos inferiores a

la capa arable (0.3 m) de las parcelas monitoreadas en el area de estudio.

130



Por otro lado, algunos elementos en menor proporcion importantes de igual
manera para crecimiento de las plantas, tales como Boro, Zinc, Cobre y Molibdeno
superan los niveles de criticidad que se recomiendan para suelos agricolas,
especialmente en la capa arable (0.3m). Cabe resaltar que las condiciones de alta
acidez en el suelo como se presenta en los Llanos Orientales, provoca en muchos
casos detrimento en los elementos menores como B, Cu y Zn, situacién que no se
refleja en los resultados tomados en época climatica seca, factor que induce las
deficiencias nutricionales en cultivos para los elementos de K, B y Zn (Castro,
1998).

- Mineralogia y granulometria. De acuerdo con los resultados mineralogicos y

granulométricos obtenidos se puede resaltar las siguientes caracteristicas:

e Presentan altos contenidos de Cuarzo (74-90% en peso) y bajos contenidos de
Minerales arcillosos (Tr(2)-21% en peso).

e La arcilla 14A(3) corresponde a una arcilla con escaso a nulo caracter
hinchable reflejado en su comportamiento ante los tratamientos quimicos con
Etilenglicol, caracteristico de estructuras cristalinas de minerales arcillosos tipo
Vermiculita; este mineral se evidencia en contenidos que no exceden al 14%
en peso a nivel de la fraccibn menor de 2 micras.

e Los minerales arcillosos predominantes corresponde a Caolinita (9%-93% en
peso a nivel de la fraccibn menor de 2 micras) e lllita (ND(4)-75% en peso a
nivel de la fraccion menor de 2 micras).

e Los tamafos de grano se clasifican como Limos (11%-67%) y Arenas (33%-
89%).

e El modelo geoldgico realizado muestra que la mayor distribucion de espesores
de la unidad gravosa se en la parte este y sureste del area estudiada. Los
mayores espesores de arcilla limosa se pueden observar al oeste y centro del

modelo 3D.
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Anexo C. Célculos de velocidad especifica de crecimiento, velocidad de
consumo de hidrocarburos y productividad para cada una de las

condiciones experimentales

VELOCIDADES DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION HC CONSORCIO ASA
10 70

d )

8 y=00745x 165549 | o _
o’/ RZ=0,9545 £
o 8
O 4 I 30 G
o y =-1,6085x + 81,323 9 I
a3 3 - 20 =

RZ=1

2 - 10

1

O T T T O

0 10 20 30 40
TIEMPO (horas)
=1 0G RCTO ASA ===[HC] ASA —— Lineal (LOG RCTO ASA) —— Lineal ([HC] ASA)

Vel Crecim ASA 0.0745 h-1
Vel degrad HC ASA 1.6085 ppm/h
VELOCIDADES DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION HC CONSORCIO ICP
8,8 40
& y = 0,0493x + 6,8631
8,6 . ; < 30
R?=0,9316
g 8,2 10 E
f; 8 0 f
978 / -10 2
-/ / et
7,6 -20
- / y=-2,8133x + 67,61 30
) RZ =1 -
712 T T T ‘40
0 10 20 30 40
TIEMPO (horas)
= 0G RCTO ICP =#=[HC] ICP —— Lineal (LOG RCTO ICP) —— Lineal ([HC] ICP)

Vel Crecim ICP 0.0493 h-1
Vel degrad HC
ICP 2.8133 ppm/h
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VELOCIDADES DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION HC CONTROL NEGATIVO
2,2 47
2,18 y = 0,004x + 2,0307 46
\ RZ = 1
2,16 -4
= \ - 44 E
O 2,12 =y
o - 42 I
-
2,1 -4
2,08 ./ y=-0,24x + 48,63 L 40
R2=1
2,06 . . . 39
0 10 20 30 40
TIEMPO (horas)
== LOG RCTO Ctrl =#=[HC] Ctrl ——Lineal (LOG RCTO Ctrl) —— Lineal ([HC] Ctrl)
Vel Crecim Ctrl 0.004 h-1
Vel degrad HC Ctrl  0.24 ppm/h
TIEMPO RECUENTO |PRODUCTIVIDAD
(horas) MUESTRA (UFC/mL) (UEC/mL.h)
Pool ASA 1.73E+07
Pool ASA 2.17E+07 1.81E+06
Pool ASA 3.69E+08 1.54E+07
Pool ASA 1.33E+09 3.69E+07
Pool ASA 1.16E+09 2.42E+07
Pool ASA 2.37E+08 3.29E+06
Pool ICP 1.70E+07
Pool ICP 2.30E+07 1.92E+06
Pool ICP 1.70E+08 7.08E+06
Pool ICP 3.50E+08 9.72E+06
Pool ICP 2.50E+08 5.21E+06
Pool ICP 2.00E+08 2.78E+06
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Anexo D. Calculos de velocidad especifica de crecimiento, velocidad de
consumo de hidrocarburos y productividad en el mesocosmos

VELOCIDADES DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION HC CONSORCIO ASA (0 -30 dias)

6,30 y=-0,0424x+5,26
6,20 r

RZ=T1
610 I ————nu P - 5,00
r \ /
6,00
o 00 7’-—-\&’ 4,00
. v =0,0285x+5,3222 _
>80 R=1 _— 3,00
5,70 - .
5,60 = = 2.00
5,50
5,40 - 1,00
5,30 T/
5,20 + T T T T T T 0,00

0 5 10 15 20 25 30 35
TIEMPO (dias)

6,00

Log RECUENTO

[GRASAS & ACEITES] {(ppm) (ppm)

=—fll—Log Rcto Pool ASA =[G &A] Consorcio ASA
Lineal (Log Rcto Pool ASA) Lineal ([G&A] Consorcio ASA)

Vel Crecim Pool ASA 0,0285 d™
Vel degrad G&A Pool ASA (0-30
dias) 0,0424 ppm/dia
VELOCIDADES DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION HC CONSORCIO ASA (30-90 dias)
10,00 6,00
= 0,0406x + 5,2009 =
9,00 = — Y RZ= 0:‘9711 E.
8,00 e - 5.00 E
7,00 / £
o) o — P00 &
E 600 by
2 500 \ 30 E
€ 400 \ - 2
Qo . | I~
S 30 2005,
200 y =-0,0491x + 5,3944 \ b
’ R?=0,9941 ~ L 1,00 =
1,00 2
0,00 T T T T 0,00
0 20 40 60 80 100
TIEMPO (dias)
—fli—Log Rcto Pool ASA —4— [G&A] Consorcio ASA
—— Lineal (Log Rcto Pool ASA) —— Lineal ([G&A] Consorcio ASA)
Vel Crecim Pool ASA 0,0406 d™*
Vel degrad G&A Pool ASA (30-
90 dias) 0,0491 ppm/dia
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VELOCIDADES DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION HC CONTROL
5,00 6,00
4,50
*— —— ¢ |50 T
4,00 Y =-0,0013x+5,12 S £
3,50 RZ=0,4878 .00 =2
o L 400 o=
E 300 p— ——8 —_—— E
L el
2 2,50 3,00 Y
e y = 0,0021x +2,9866 <
£ 00 od
w 2 R7=0,3337 )
2 150 - 2,00 g
1,00 - 1,00 2
0,50
0,00 . . : : 0,00
0 20 40 60 80 100
TIEMPO (dias)
‘ ——Log Rcto Ctrl —e—[G&A] Ctrl —— Lineal (Log Rcto Ctrl) —— Lineal ([G&A] Ctrl)
Vel Crecim Control 0,0013 d*
Vel degrad G&A
Control 0,0021 ppm/dia
TIEMPO RECUENTO | PRODUCTIVIDAD
(horas) | MUESTRA 1" yecmL)y (UFC/mL.h)
Pool ASA 2.10E+05
Pool ASA 1.50E+06 5.00E+04
Pool ASA 5.73E+07 9.55E+05
Pool ASA 1.08E+08 1.20E+06
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Anexo E. Reportes de caracterizacion bioquimica e identificacion de

microorganismos degradadores con Sistema Biolog®

Program MicroLog 3/5.2.01 33
Project MLS

Fliz Mame CEPAS INCCULD HC ASTRID.DSE

User P

Instrsment MicToStation 2 Reader

Instrement SN o

IncunaEtion Hours 22.00

Plate Number 1

Plate Typs GEN I

Prodocal A

Sampie D CEPA 1 HC

Fleld 2

Fleld 3

Fleld 4

Fleld 5

Fleld &

Fleld 7

Fleld B

Fleld &

Fleld 10

Date & Time of Read May 2E 2014 5:07 AM

Blokg ID DE Blokg GEM I DEISG

Result Species D Stencirophomaonas maltophila

Comment

Motica

Rark | PROB SIM  DIST  Organism Typs Spacles

1 0935 D682 4543 GH-Ment Stenotrophomonas maiiophilla

7 0062 D42 5525 GH-Ment Stenotrophomonas rhizophlia

3 0000 DUODD 17 GH-Ment Pseudomonas pseudoaicaligenss 55 pseudoalcalgencs
4 0000 0ODD 10122 GH-Ment Stenotrophomonas ackdaminiphiia

Key: =i posiive, « negative, <x- mismatched posiive, ¥+ mismatched negative, {x bordering, -k le6s than A1 well

Wiell Color values

Plate 1 7 3 4 5 £ 7 & 3 10 11 12
A 0 <473 =564 40§ 117 [ 125 3 54 E <987 <821 < 708

B & £2 67 47 { 93 =535 31 < E44 3 <as7 337 3z

c |03 <438 =211 <63aZT-§ O { 114 [ 122 { B4 34 <914 [ 475- { 402

o 12 0 & 12 17 B4 [ 134 13 3 =774 <1534 a7

E « B3 = 201 1T+ 5 g 40 =5 1E 38 =921 <365 = 750

F 4§ EBE = 1 § 92 =275 | 3 B =878 = 1155 = 1557
e 13§ B3 14 [ 13- = E79 1 17 =792 =4B5- 221 =021 55

H |¢108 -z 3 1 A7 [ 141 = 33E = 16 11 =365 103 73

Report Date May 2B 2014 5:07 AM
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Program

Project

Flle Mamg

Usar

Instrumend
Insbrument SN
Incubation Hours
Plate Mumiper

Plata Type
Profoco

Sample ID
Fligld 2
Fiek 3
Fligld &
Figk 5
Fiek &
Figld 7
Fiek &
Figld o
Fiekd 10

Date & Time of Read

MicroLog &5.2.01 33

MLS

CEPAS INCCULOD HC ASTRID.DSE
IcP

MizroStation 2 Readar

o

2200

1

GEN I

A

CEPA ZHC

May 28 2014 &:09 AM

Biolog 1D DB Biolog GEN Ill DBJSG

Result Species ID; Stenciophomonas maltophila

Commeni

Motice

Rank | PROB SIM  DIST  Organism Type Species

1 LA15 0532 6370 GN-Nent Stenotrophomonas maltophila

2 L1B5 0114 6906 GN-Nent Stenotrophomonas mizophila

3 [OD0 0000 10474 Gh-Nent Psaudcmonas pseudoalcalgenss 55 pseudnalcaligenss
4 LODD 0000 11998 GN-Nent Stenotrophomonas acidaminiphila

Hey. = posiihve, ¥negative, << mismatched poslive, x=: mismatched negative, (i bordering, -x: 1255 than A1 wel
Wil Color Valuzs

Plate | 1 2 3 4 5 & 7 ] ] 10 11 12
A I =500 =633 3 { 75 { &i 27 33 1 <G48 <G44 <ES5
B 5 19 | & T {72 <543 22 < 3 <0E0 ‘X
C |<122 <426 <266 <544- 27 {70 { 72 | 67 18 <B32 | 479- 355
1] 4 0 kT 14 {9 <47 11 30 <BI <892 55
E |=566 -7+ 29+ 3 T To{ 8 3 T <081 <O8E <5OD
Fol=107 =133 & 16 <143 =240 | TE 11 30 <096 <1452 224
G A1 28 29 < 98- <E72 { 5B 48 <770 <186 344 <BT9 &
H |=<306 -8 19 12 12 <153 <2897 <G40 19 <997 353 66
Report Date May 25 2014 5:09 AM

137



Program

MicroLog 5.2.01 33

Project MLS

Flle Name CEPAS INOCULD HC ASTRID.DSE

Usar IcP

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument S/N i

Incubation Hours 2200

Plata Numier 1

Plate Type GEN I

Protocol B

Sampie 1D

Flld 2

Field 3

Flild 4

Flekd 5

Fleld &

Flieid 7

Fleld &

Flid 8

Flieid 10

Date & Time of Read May 26 2014 &1 AM

Biolog 1D DB Blolog GE Il DBISG

Riesult Species ID: Stenofphomonas maltophila

Commeant

Mitice

Rank | PROB SIM  DIST  Omganism Type Species

1 D984 0642 6216 GN-Nent Stenotrophomonas maltophiia

2 0016 0009 7.630 GN-Nent Stenotrophomonas mizophila

3 0000 0.000 10653 GN-Nent Stenotmphomonas acdaminiphila

4 0000 0000 10774 GH-Nent Psaudomaonas peeudoalcaligenss 55 pseudoalcaligenes
Key.  =x posiive, xnegative, <i- mismatched posiive, = mismatched negative, {x Dondering, -x: less than A1 wel
Well Color Valuss

Plats | 1 2 3 4 5 g 7 ] g nm 12
A D =5 =836 B2 {148 =170 92 86 33 <1055 <E31 =757
& B4 87 <160 63 =131 <560 79 <652 25 <943 571 133
C |<185 =454 =320 =505- 91 =138 {138 {130 60 =093 =DdI- =Ti3
o 2 33 54 49 45 =176 <298 45 51 <838 <1071 93
E |=888 =362 {135- 73 9T 105 =171 107 [ 138 <1084 <338 <E7i
Fo|{1: =200 22 83 =207 <328 {145 57 { 121 <1033 <1159 <1216
G 5 {143 8% =197 <658 110 9 =755 <385- <636 <%i4 105
H |=284 3 81+ TE BT+ =230 =371 =812 83 <1083 <B4 M1
Report Diate May 26 2014 &1 AM
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Program
Project

Flle Kamg
Usar
Instrumen
Instrument SN

Incubation Hours

Plate Mumber

Plata Type
Protocod

Sampie ID
Fiekd 2
Fiekd 3
Fickd 4
Fiskd 5
Fiekl &
Fiekd 7
Flekd &
Fiekd O
Fiskd 10

Date & Time of Read

MicnoLog 35.2.01 33

MLS

CEPAS INCCULD HC ASTRID.DSE
IcP

MicroSiation 2 Readar

0

2X00

i

GEN NI

3

CEPA BHC

May 28 2014 §17 AM

Bioiog 10 D8 Blolog GEN Il DBISG
Result Species 10; Stenofophomonas maltophila

Comment

Motice

Fank | PROB SIM  DIST  Cegarism Type Species

1 D842 0549 5918 Gh-Nent Stenotrophomonas maltophila

2 0158 0103 6571 Gh-Nent Sienotrphamonas mizophila

3 0000 0000 9477 Gh-Nent P2UdOMONas p5eUtoalcalyenes 55 pseutnaicalgenss
4 0000 0000 10635 Gh-Nent Stenotrphamonas acdaminiphila

Mey: =X DOEiive, N negative, <x- Mismalched positive, E=: mismatched nagative, [x DOMIRMng, -4 1255 Man A1 wel

Wall Color Values

Plate 1 2 3 4 ] L 7 g g L0 11 12

A I =521 =612 4B { 14 {143 2B 62 28 =530 =534 <=81B-
B 7 50 { 90 47 {125 =539 46 =624 25 <044 366 H
G {110 =475 =190 =6835- &7 { M2 { 90 { 93 43 =539 296 323
o L 16 29 { 92 H 72 f 149 16 28 =7 < 1008 =
E =< 663 T+ /+ I 32 60 f 139 ki) 54 <0 <%0 <643
F B 1 -3 B §1m2 <28 a8 15 15 < BA7 < 1383 < 1457
G = 62 26 { 130- =713 a5 3B =735 =27 17 15+ L]
H = 3 1 21 10 22 {144 =389 =E53 28 =53 330 57
Repor Diate May 28 2014 &17 AM
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Program
Project
Fllz Hame
Usar
Instrument

Insbrument SN

Incubation Hours

Plabe Mumiber

Plate Type
Protocod

Sample ID
Fieid 2
Fieid 3
Fizid 4
Fieid 5
Fiekd &
Field 7
Fiekd &
Flieid o
Fieid 10

Date & Time of Read

MizrolLog &45.2.01 32

MLS

CEPAS INGCULD HC ASTRID 1.0EE
ICP

MicroSiation 2 Reader

1}

2200

1

GEN

&

CEPA SHC

May 29 2014 520 AM

Blpiog 1D DB Ekiog GEN Il DBISG

Result Specias |07 Burkhakdenia vismamiensls

Comment

Motice

Rank | PROB SIM  DIST  Cvganism Type Species

1 [LOE2 0735 4135 GH-Nent Eaurkhokdena vismamiensis

2 D034 0024 5337 GH-Nent Baurkholdena anthinaicarinensis
3 LO03 0002 6221 GH-Nent Eaurkhoklenia ambifana

4 D00 0001 663 GH-Nent Baurkhokdena stanllis

Hey: = posittes, o negative, <x- mismatched posiive, x+: mismatched negative, [ bordeding, - |esE than A1 wel

Wil Color Values

Platz i 2 3 4 5 ] 7 -] =] id i1 12
A ] 41 13§ 145 23 B =794 17 -3 = 1179 < 1080 < BE2
B { 100 83 19 13 4 = 524 5o B4 24 = 1153 B2 42
G =708 =811 =863 <841 { 111 =310 =&35- %] 12 < 1213 73 64
3] <742 =G4 <«<B19 <838 <=7 <8907 <916 = 1066- -52 <1029 < 1232 B2
E 19 {106 =878 <1032 =589 <= 1107 < 1079 = 1071 <768 <« 1250 <O82E- 37D
F =374 =910 £ =1018 =895 =556 = 1029 =968 <1071 = 1271 = 1752 6+
] = 77 = SE3 35 = 1067 =835 =203 = TG2 =« 1056 «531 < 1170 Tl =793
H =562 =056 =713 =867 = 303 84 =873 =935 =453 154 BT 51

Repon Data May 29 2014 5:20 AM
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Program

Project

Flle Name

User

Instrumnit
Instrumant S/M
Incubation Hoars
Plate Number
Plate Type
Protoenl

Sample 1D
Ficid 2
Fieid 3
Fiekd 4
Fied 5
Fliek &
Fied 7
Fiekd &
Fiskd o
Fieid 10

Date & Time of Read

MicroLog 35.2.01 33

ML3

CEPAS INOCULD HC ASTRID 1.05E
IcP

MicnoSiation 2 Reager

1]

2200

i

GEN I

A

CEPA B HC

May 29 2014 521 AM

Biloipg 1D D8 Elolpg GEM I DBISG

Result Species |00 Sienotophomonas maltophila

Comemant

Notice

Rank | PROB SIM  DIST  Crgarism Type Species

1 D984 0.714 4908 GN-Nent FHenotmophomonas maltophlia

2 D016 0.011 6387 Gh-Nent FHenotmophomonas mizophila

3 0000 0000 8157  GM-Ment KANMOMONas CAMPESrs Py Mavaseanm

4 D000 0.000 11.525 Gh-Nent Senobtrophomonas acidaminiphlla

MEy: = pOEINE, XD Negative, < mismalched posiive, E:: mismalched negative, {i DOMENINE, -4 1855 tan A1 weil

Wisll Color aluss

2late 1 2 3 4 5 ] 7 g ] 10 i 12
A I =719 «=T7d45 =643 =712 =751 =6B36- <17E 3 < 1249 < 1155 < E9G
B H 126 < B79 <244 { 97- <854 16 =024 53 = 1331 < 1120 o8
C « 2 «T7i2 = 3502- = TE1- 20§ &7 58 5B 38 <131 <1172 180
D 0 -1 E o el &2 = 158 13 3B < 1410 < 1328 { 523
E |=989 =949 =511 2 {129 EL 35 <447 <1331 < 1259 < B30
F B2 114 -3 B {102 <235 56 12 26 < 1208 < 1306 < 1729
G 0 =353 25 =916 = 1006 =< 432 3% <1084 <7T7BE- 435 < 1263 43
H = G2 1 50 16 35§ 130 = 1002 = SOD 20 < 1261 < 1148 &0
Fepor Date May 292014 821 AM
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Program

Project

Flle Name

Usar

Instumeart
Instrument SN
Incubation Hours
Plata Mumber

Plate Type
Protocod

Sampie ID
Fiekl 2
Fiekl 3
Fiekl 4
Fiekl 5
Fiekl &
Fiekl 7
Fiekl B
Fiekl
Fiekl 10

Date & Time of Read

MicroLog 35.2.01 33

MLS

CEPA INOCULD HC ASTRID 2 D5E
IcP

MicroStation 2 Reader

o

2200

1

GEN M

B

CEPA THC

Jun 04 2014 531 AM

Biolog ID D8 Blolog GEN 1N DBISG

Result No 1D

Commant

MNotice

Rank | PROB SIM  DIST  Omanism Type Spedes

1 —_ 0.205 8.841 Gl-Nent Psaudomonas virdiihida

2 —_ 0111 9346 GMN-Nent Psaudomonas asplenll

3 —_ 0106 9.419 Gl-Nent Peaudomonas tolaasll

4 —_ 0.0858 9.718 GN-Nent Burkholena stabllis

Hey: - posiive, wnegalive, <u-mismatched positive, ¥+ mismatched negative, o bondering, -x: |25 than A1 well

Wiall Color Values

Pzt 1 2 3 4 5 [ 7 g ] 10 1 12
A /] 104 72 118 = 199 130 137 < 180 150 <536 { 496 235
B B2 =212 =182 =2 =197 =526- =221 =328 139 < 1119 165 137
c = 57 =208 <276 <611- «=372- =« 38 =267 <23 <271 <1230 < 1DES - 214
D BE =109 =2B5 =248 = 1106 = 259 = 425- < BO2- Bl =705 =117T0 114
E 30 153 =971 =1063 <1016 = 1033 <« 56 <1010 <589 < 1166 < 1033 35
F 46 = 745 29 «=@74 =910 =923 =744 =7 =026 <= 1085 < 1964 i+
e B =576 =23 =165 =512 =929 =292 <B41 <620 <«064- 2 2
H 130 =582 =372 <GB0 < 3526- « 2895 <400 =435 <441 235 228 154
Report Date Jun 04 2014 8231 AM
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Program

Project

Flle Hame

User

Instrumeni
Instrument /N
Incubation Hours
Plata Mumier
Plate Type
Protocod

Sample ID
Fleid 2
Fleid 3
Flekd 4
Fleid 5
Flekd &
Fleid 7
Fleid &
Fieid 9
Fieid 10

Date & Time of Read

MicrolLog 35.2.01 33

MLS

CEPAS INOCULD HC ASTRID 1.05E
IGP

MicroSiation 2 Reader

0

2200

1

GEN NI

A

CEPA BHC

Mlay 29 2014 5:24 AM

Bioiog I D8 Blolog GEM Il DBASG

Result Species |0 Burkholdena vietnamiensls

Comment

Hotice

Rank | PROB SIM  DIST  Organism Type Species

1 0302 0614 4418 Gh-Nent Burkhaldena vistnamlensls

2 D163 @118 4934 GHN-Nent Burkholdena anthina'carioensls

3 0019 0043 5763 GN-Nent Eurkholdena ambifaria

4 D14 0010 53867 GHN-Nent Eurkholdenia stabllis

Wey. =i posilve, ¥ negalive, <x- mismatched posliive, = mismatched negative, [ bordening, -x: 1ess than A1 wel

Wl Color Values

Plabe 1 2 3 4 3 G 7 g a 1a 11 12

A o f 112 = =235 2z 28 =718 36 3 = 1186 < 1044 = 1011
B 55 a7 b -4 3 = 58T a2 {9 11 =10 &1 45

C =628 =7TE4 =TS0 =812 5B =181 =746 52 28 =11685 15E E3
1] <GI6 =758 <G982 <346 =<TI6 =&7d <=G30 <1069 - -17 <735 < 1207 73

E 43 2 =Bl =885 <1140 =133 =1023 =536 <=7 = 1164 < 1012 73

F = 4BF = 334 2 =83 <349 =508 <« 1015 =523 <1035 = 1161 < 1436 < 14
G = GE8 = 4B4 7O =1084 «954 =T35- < &F2 <1045 < T37- < E26 &7 204 +
H =52 =8 =372 <88 <22 {106 <76 <=7 < B3T 355 &0 35
Fepon Dats May 29 2014 5:24 AM
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Anexo F.

1. MICROPLACA GP DEL BIOLOG: IDENTIFICACION DE BACTERIAS AEROBICAS GRAM POSITIVAS

Pruebas bioquimicas en la microplaca de Biolog®

A2 A3 AlD All
Al a- B- Ag AS AB AT AZ A3 N-acetil-D- | N-acetil-D - [ A1Z
Agua ciclodextrin | cicledextri | Dextrina Glicégena | Inulina Manano Twesn 40 Tween 30 glucosamin | manesamin [ Amigdalina
a na a a
B1 B2 B3 B4 B3 B& B7 Bg B9 B10O B11 B12
L-arabinosa | D-arabitel | Arbutina Celobiosa | D-fructosa | L-fucosa D-galactosa | Acido D- | Gentiobiosa | Acide D- | a-D-glucesa | m-inosital
galacturénico glucénico
c1 c2 c3 c4 cs Ce c7 ce co ci0 ci11 c12
a-D-lactosa | Lactulosa Maltosa Maltotrios | D-manitel | D-manosa D- D-melibiosa | a -metil-O- (B -metil-D- | 3- a -metil-D-
a melezitosa galactaside | galactéside |metilgluces | glucdside
a
D1 D2 D3 D4 D5 D& D7 D8 D9 D10 D11 D12
B -metil-0- | a -metil-0- | Palatinosa | D-psicosa | D-rafinesa | L-ramnosa | D-ribosa Salicina Sedoheptul | D-sorbitol Estaguiosa | Sucrosa
glucésido manosido osang
E7 E2 E9 E10 El1 E12
Ei E2 E3 E4 ES E& A-Acido B-Acide r-Acide Acido p- | a-Acide a-Acido
D-tagatosa | D-trehalosa | Turanosa | Xilitel D-xilosa Acido hidroxibuti | hidroxibutiric | hidroxibutir | hidroxifenil |cetoglutaric | cetovalérico
acético rico o ico acetico o
F2 F3 F4 F5 F& F7 F& F9 F10 F11 F12
Fi Acido D- | Acide L-|Acide D-|Acide L-|Metilpiruva | Metilsucci Acido Acido Acido Acido Acido N-
Lactamida | lactico lactice malica malice to nato propidnico pirivice succinamico | succinico acetil-L-
metiléster glutdmico
G4 G5 G6 G7 G8 Gi1
G1 G2 G3 L-alanil- L- Acido L- | Acido glicil- | Acida L-|G9 G10 2,3- G12
Alzninamid | D-alanina L-alanina | glicina asparagin | glutamice L-glutdmico | pireglutdmicao | L-serina Putrescina | butanedicl | Glicercl
a a
H2 He H7 H2 H9 H10 H1i1 H12
H1 2'- H3 Ha HS5 Adenosina- | Timidina-5'- | Uridina-5"- Fructosa-6- | Glucosa-1- | Glucosa-6- | D-L-a-
Adenosina | decxiadeno |Inosina Timidina Uridina 5'- monofosfat | monofosfate | fosfato fosfato fosfato glicerol
sina monofosfat | o fosfato
o
2. MICROPLACA GN DEL BIOLOG®: IDENTIFICACION DE BACTERIAS AEROBICAS GRAM NEGATIVAS
AZ A7 AR AlLD
Al a- A3 A4 AS AB N-acetil- N- AS L- All Al2
Agua ciclodextrin | Dextrina Glicagena Tween 40 Tween 50 D- acetilglucosa | Adonital arabinosa | D-arabitol | Celobiosa
a galactesa | mina
mina
B1 B2 B3 B4 BS BE B7 Ba BS B10O B11 B12
i-eritritol D-fructosa | L-fructosa | D-galactesa | Gentiobiosa | a-D-glucosa | m-inesitol | a-lactosa a-D-lactosa | Maltosa D-manitol | D-manosa
lactulosa
C1 cz2 c3 c4 cs ce c7 cs co ci0 ci1 c12
D-melibiosa | B-metil-D- | D-psicosa | D-rafinosa L-ramnosa | D-sorbitel Sucrosa D-trehalosa | Turanosa Xilitol Metilpiruva | Momo-
glucdside to metilsuccinat
o
D1 D2 D3 D4 D5 D& o7 D8 =] D10 D11 D12
Acido Acido  cis- | Acide Acido Acido D- | Acide - | Acido Acido - | Acida - | a-Acida B-Acida r-Acide
acético aconitico citrico farmico galacténico | galacturdnic | glucénico | glucosaminic | glucurdnico | hidroxi hidroxi hidroxi
lactona o o butirico butirico butirico
E1 E2 E3 E4 ES E& E7 EB E9 E10 El11 E12
Acido p- | Acide a-Acido a-Acido A-Acido a-#Acido D,L- | Acide Acido Acido Acido  D-| Acido Acido
hidroxifenil |itacdénica ceto Cetoglutaric | cetovaléric | lactico malénico | propidnico quinice sacirico sebacico succinico
acético glutdrico | o o
F1 F2 F3 Fa F7 F9 F10 F11 F12
Acido Acido Glucurona | Alaninamida | F5 F& L-alanil- Fa Acido Acido L- | Acida Acido  glicil-
bromao succindgmic | mida D-alanina L-alanina glicina L-asparagina | aspartico glutdmica | glicil-L- L-glutdmico
succinico o aspartica
G2 G5 G7 G11 G12
G1 L-hidroxi G2 G4 L- Ge Acido L-|G8 G9 G10 D.L- r-Acido
L-histidina | prolina L-leucina | L-ornitina fenilalanina | L-pralina pirogluta D-serina L-serina L-trecnina | carnitina aminobutiric
mica o
H1 H3 H7 H10 Hi1 Hi2
Acido H2 H3 Ha Fenil H6 2-amino HE HS D-L-a- Glucosa-1- | Glucosa-6-
urocanico Inosina Uridina Timidina etilamina Putrescina etanol 2,3- Gliceral gliceral fosfato fosfato
butanediol fosfato
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