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Guillen, P. 2010. Identificacién de bacterias nativas que degradan hidrocarburos:
biorremediacién en suelos contaminados con borras mediante la técnica de compostaje.
‘Tesis Mg. Sc. Lima, Perd. Universidad Nacional Agraria La Molina.

RESUMEN

En esvtay investigacion se realizaron dos ijruebas de biorremediacién en suelos
contaminados con hidrocarburo, provenientes de la Refineria Conchan. Inicialmente en el
laboratorio se logré aislar e identificar bacterias y hongos del hidrbcarburo pesado (con 17
a 19 grados API), se determind su actividad degradativa y emulsificante, ademas se
seleccioné el “consorcio bacteriano selecto” que fue utilizado en las dos pruebas de
biorremediacién. En cuanto a los resultados, en la prirneré prueba de biénemediacién
“prueba en terrarios” se observd en el terrario nimero cinco (T5), a los 90 dias, el 79 % de
remocién del hidrocarburo del suelo, mientras que en la segunda prueba de biorremediacion

" “iSrﬁeba dé compdstaje” se observd, para todas las biopilas, a los'86 dias, enﬁe el95 % a
99 % de rémOcién del hidrocarburo y los niveles de hidrocarburo total de petroleo (TPH)
estuvieron por debajo de los limites de aceites y gl;asas determinados pér la normativa d;: la
Direccidn General de Asuntos Ambientales del Ministerio de Energia y Minas de Perti. Con
lo que se puede concluir que para esta invesfigacién, la técnica de compostéje fue el mejor

tratamiento para el suelo contaminado con hidrocarburo.

Palabras clave: bioremediacién, compostaje, terrario, borra



Guillen, P. 2010. Identification of ‘native bacteria that degrade hydrocarbons:
bioremediation in soils polluted with “borra” using the technique of composting. Tesis Mg.
Sc. Lima, Peru. Universidad Nacional Agraria La Molina.

SUMMARY

In this research, two tests have been carried out concerning to the bioremediation of
contaminated soils with hydrocarbon from Conchan’s Refinery. At a beginning in the
laboratory investigation we got to isolate and identify bacteria and fungus from the heavy
hydrocarbon (with a 17 to 19 API >degree). It was determfned their degradative and
emulsifier activity, in the same way the “select bacterial consortium" was selected and usea
in thé two bioremediation tests. As for the results, in the first test of bioremediation "test in
terrariums”, was observed in terrarium number five (T5), that after 90 days it was obtained
79 % of hyd‘rocarbon removal from jc,h‘e_ soil ,while in the second bioremediation tesf "proof
of composting" was observed that after 86 days, all biopiles presented between 95 % to
99 % removal of hydrocarbon and the TPH levels bwelA‘e below the limits of oils énd fats
determined by the regﬁlations of the General Directorate of Environmental Affairsh‘-

Ministry of Energy and Mines. Therefore we can conclude that for this research, the

composting technique was the best treatment for hydrocarbon contaminated soil.

Key words: bioremediation, composting, terrarium, borra
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I. INTRODUCCION

‘Los derrames de petrdleo constituyen una fuente de contaminacién del suelo, del
aire y del agua y de los- seres vivos impactados en el momento. Esto origina efectos
directos en las poblaciones de los microorganismos, la tolerancia microbiana a la presencia
de petroleo en el suelo induce la selectividad y la disminucién de la diversidad. Los
microorganismos, tolerantes a este ambiente de estrés, desarrollan y utilizan respuestas

enzimaticas y fisioldgicas especializadas (Atlas et al., 1991).

, Dia a dia se torna mas necesario conocer e implementar medidas naturales, que no
alteren el ecosistema terrestre donde se apliquen, que den una solucién efectiva, y que
~ estén al alcance de todos los niveles empresariales, para esto se necesita reproducir y a la
vez conocer tecnologias limpias, sencillas y econ6micas para la recuperacién de suelos

contaminados con-hidrocarburos.

La biorremediacion es una buena altemativa debido a que reduce los costos en un
30 a 40 % en comparacién con los costos del tratamiento quimico, la incineracioén o el
relleno industrial (King et al., 1992). Durante la biodegradacién de los hid_rocarbui‘os del
petroleo las bacterias oxidan el petrdleo a didxido de carbono, agua y energia, y
aproximadamente 50 % del carbono en el petréleo es usado por la biomasa bacteriana
(Sharabi & Bartha, 1993). Asimismo es un método de descontaminacion natural, sin el uso
de agentes quimicos (como solventes o detergentes), cuyo. fin es de transformar los
‘contaminantes a productos no peligrosos, o destruirlos completamente y lo cual podria ser
mucho menos costoso que otras tecnologias alternativas, tales comio: tratamientos

quimicos, tratamientos térmicos, confinamientos, etc.



~ La seleccién de bacterias y hongos a través de pruebas sucesivas de crecirrﬁento
‘ poblacibnal en cultivo puro rico en petrdleo, es una estrategia eﬁcienté para evaluar la
‘adaptaci‘én y sobrevivencia de cepas tolerantes a concentraciones altas de petrdleo e
V_hidrocarburo pesado (borra). Los resultados c-l'e las pruebas en laboratorio respaldan la

seleccion de las cepas mds tolerantes y adaptadas.

. La evaluacién sucesiva de los microorganismos que utilizan hidrocarburos
derivados del petrdleo como fuente de energia, es prioritaria para demostrar la eficiencia de
.las tecnologias de biorremediacién en suelos expuestos a concentraciones toxicas de

petrdleo en el suelo.

No debemos de olvidar que la alteracién de terrenos causada por la actividad
industrial de hidrocarburos puede afectar a la vegetacion, la fauna y poblacién en muchas
formas. También puede causar efectos ambientales negativos permanentes en la superficie,
como en e] caso de los tanques y borras abandonadas; cambios draméticos en el paisaje,
tales como .contami'nacién del suelo, suelo ihfértil, deterioro del suelo a largo plazo y
_riesgo a la salud, asimismo los efectos de la actividad con hidrocarburo pueden extenderse

mas alla del perimetro de la empfesa hidrocarburifera.

La planeacién adecuada puede minimizar enormemente la cantidad de desechos
depositados sobre la tierra, y puede minimizar el potencial de contaminacion causada por
Jos desechos después de su cierre. Es por ello que cierto grado de remediacién debe ocurrir

en el momento de la entrada en funcionamiento.

Las ideas sugeridas en los planes de remediacién deben ser examinadas
cuidadosamente para determinar su factibilidad, siempre tomando en cuenta que la
efectividad de las técnicas posibles depende del suelo y de las caracteristicas topogréaficas y

climatologicas de cada sitio.



-Dentro de los lugares en que se encuentran suelos contaminados con hidrocarburos
en Per, se ha elegido como lugar de investigacion a la Refineria Conchén de
PETROPERU S.A.

La Refineria Conchén fue elegida como lugar de estudio de investigacién por
contener dos pozas de residuos industriales de hidrocarburos (borra) sobre una determinada
area de un cerro arenoso. Estas pozas de borra durante muchos afios atras fueron utilizadas

como depdsitos donde se disponian los residuos industriales de la refineria.

La refineria se encuentra ubicada al sur de la ciudad de Lima, en el kilometro 38 de
la Panamericana Sur. La refineria estd orientada a la produccién de asfaltos y
combustibles, su importancia productiva radica en la produccién de asfaltos, . siendo
responsable del 80%.de la vproduccién interna -de éste derivado necesario para la

reconstruccion y ampliacién de la red vial.

La planta industrial de la refineria realiza una destilacién fraccionaria del petréleo,
en Cuyo proceso se separan Sus componentes‘ por sus cualidades de reutilidad como
- combustible, segin su temperatura de ebullicién, como la preparacién de: gasolina
(octanaje de: 84, 90., 95 , 97), solvente (N°1 y N°3), querosene, Diesel N°2, petrdleo
industrial (N°5 , N° y N° 500), cemento asféltico (10/20, 20/30, 40/50, 60/70, 85/100 y ..
120/150), asfalto liquido (RC-250, RC-70 y MC30), Ronax.

" Como uno de los residuos industriales de la refmeria se menciona a la borra, la cual
hace referencia a residuos industriales que se formaron, en el fondo de los tanques de
“almacenamiento de crudo y pozas de recuperacion, de la mezcla heterogénea de
hidrocarburos con sélidos y agua entrampada como subproducto comun de la produccién
de crudos, 0 mezcladas con compuestos inorganicos formados por arenas, arcillas, lodos
. pfovem'entes del pozo y polvos finos que llegan al crudo en su superficie por accién del
viento. El hidrocarburo existente en la borra puede contener un alto porcentaje de parafinas
de alto peso molecular o asfaltenos (Direccion de Medio Ambiente de la Refineria

Conchén, 2004).



Con el fin de aportar al desarrollo de uné_l metodologia practica de ﬁatamiento
bioldgico de suelos contaminados con hidrocarburo (borra), se cblecté, aislo, selecciond y
caracterizaron las bacterias nativas y hongos degradadores, provenientes de las dos pdzas
“de borra mencionadas. Con_ estos microorganismos aislados se realizaron pruebas

biolégicas cuyos objetivos se mencionan a continuacién:
Objetivo general

- . Evaluar la capacidad del proceso de descomposicion de compost, en la

biorremediacidn de suelos contaminado con hidrocarburo (borra)

~ Objetivos especificos

Determinar las propiedades fisicoquimicas y concentracion de hidrocarburos totales

de petroleo (TPH) en la boi'ra, determinantes en una refineria

- . Aislar, seleccionar, identificar y cuantificar a las bacterias y hongos, mediante
andlisis microbiologicos, a partir de muestras de borra solida, borra liquida y borra

con arena

Evaluar la actividad emulsificante del consorcio microbiano de mayor actividad

~ degradativa en cultivo Bushnell Haas (BH)

- Determinar mediante evaluacién gravimétrica el consumo del TPH, mediante la

prueba en terrarios de arena

Evaluar los pardmetros de temperatura, pH y el consumo de TPH en el compost con

bioaumentacion y sin bioaumentacion



" II. REVISION DE LITERATURA

2.1 HISTORIA Y ACTUALIDAD DE LA BIORREMEDIACION

Los microorganismos han estado degradando los compuestos orgéanicos del suelo y
del agna desde el comienzo de la vida en el planeta (Madigan er al., 2000). Su relativa
simplicidad estructural hace de ellos los seres vivos con mas capacidad de adaptacién tanto

funcional como genética a los miiltiples ambientes en los distintos habitats.

Con el tiempo el hombre utilizé este fendmeno para gestionar residuos en fosas

séptica:é y para tratar aguas de uso doméstico e industrial en plantas depuradoras.

A mediados del sigllo XX se desarrollaron las primeras iﬁvestigaciones
encaminadas a estudiar el potencial de los microorganismos para biodegradar
contaminantes (Bushnell & Haas, 1941; Zobell, 1946, Sisler & Zobell, 1947; Davis, 1956;
Van der Linden & Thijsse, 1965). Este "uso" intencionado recibié entonces el nombre de
biorremediacion (“biorremediation™). Las primeras técnicas que se aplicaron fueron

similares al “Jandfarming” actual, y sus actores, compaiiias petroliferas.

En cuanto a la biorremediacién in situ, las primeras patentes, fundamentalmente
para gasolina, aparecen en los afios 70. En los afios 80 se generalizd el uso del aire y
- perdxidos para suministrar oxigeno a las zonas contaminadas mejorando la eficiencia de

los procesos degradativos.

Durante los afios 90 el desarrollo de las técnicas de “air sparing” (burbujeo de

- oxigeno) hizo posible la biorremediacién en zonas por debajo del nivel freatico. Al mismo



tiempo, la implementaciéon en la practica de aproximaciones experimentales en el
laboratorio permitié el tratamiento de hidrocarburos clorados y los primeros intentos con
metales pesados, ¢l trabajo en ambientes anaerobios, etc. Paralelamente se desarrollaron
métodos de ingenieria que mejoraron los rendimientos de la otra gran familia de técnicas,

- las ex situ (landfarming, composting, etc.) (Riser-Roberts, 1998).

En consecuencia, el desarrollo y uso de tecnologias més apropiadas para el
tratamiento de suelos contaminados ha avanzado mucho y en la actualidad es un tema de

gran interés por sus repercusiones econdmicas y sociales.

'La répida expansion y la sofisticacién creciente de diferentes sectores industriales,
~ fundamentalmente en los ultimos treinta afios, se ha traducido eﬁ un incremento de la
cantidad y la complejidad de residuos toxicos. Al mismo tiempo, se ha ido desarrollando
una conciencia social de este peligro que lentamente va forzando el establecimiento de
legislacion para reducir la produccion de residuos contaminantes y prevenir el escape de
los mismos al medio circundante. Algunos acmdcntes que han supuesto un elevado

1mpacto ambiental como el vertido de combustible del Exxon Valdez, la liberacién de
. productos radiactivos tras el accidente de la central nuclear de ‘Chernébil, la rotura de la
presa de Aznalcdllar o la reciente catéstrofé ecolégica producida por el vertido del
petrolero Prestige frente a las costas gallegas, han puesto de manifiesto la justificada
preocupacién y alarma que estos temas suscitan en el conjunto de la poblacién y lo mucho

que queda por hacer para prevenir o resolver adecuadamente ese tipo de situaciones.

Algunos famosos accidentes generaron el impulso a las investigaciones sobre

biodegradacién del petréleo como:
. Prestige

El 13 de noviembre de 2002, el petrolero Prestige, buque monocasco cargado con

7.7 000 t de fuel, procedente del norte de Europa y con destino Singapur, sufre en medio de



uﬁ temporal una averfa a 30 millas de la costa del cabo Finisterre. Durante el paseo de 6
dias frente a la costa de Galicia, con un fuerté temporal del noroeste, el buque vertié
44 000 t de fuel, y el 19 de novienibre,‘a 130 millas de la costa, se partié en dos.
hundiéndose a 3500 y 3800 metros de profundidad, con 37 000 t de fuel en sus bodegas,
que enseguida comenzaron a salir<a la superﬁcie. Se contaminaron més de 2500 km de
costa y mas de 700 playas. Lo qﬁe inicialmente era un siniestro maritimo se transformé en

- un desastre con terribles consecuencias en el orden social, econémico y medioambiental.

Comparadas con las 20 000 toneladas que el petrolero Erika derramé a 400
kilémetros de las costas francesas en 1999 o, sobre todo, con las 38 000 toneladas que
vertio en 1989 el Exxon Valdez en las costas de Alaska, esas 4 000 toneladas del Prestige
no parecia mucho. De hecho, tan sélo un mes después del hundimiento ya se calculaba que
habian salido unas 17 000 toneladas de fuel. Pero lo que llevaba el Prestige era fuel del tipo
nimero 6, en la terminologia inglesa. Es decir, el peor de todos porque es viscoso -con lo
que cuesta eliminarlo- y, ademas, tenia sustancias potencialmente cancerigenas. Este fuel
del Prestige se oBtiene como residuo tras el refino del petrdleo en el que el crudo se

calienta a 400 grados en una torre de destilacion.

Es importante conocer que de los componentes del petréleo, los gases son los mas
volétiles y lo primero que se obtiene. Tras ellos va la gasolina, el querosene, los gasoleos,
las aceites lubricantes y, después, el fuel. Tras él sélo quedan los asfaltos. Es conveniente
 detallar esto porque el asunto de la viscosidad y las grietas fue ﬁindamental en la estrategia
de manipulacién en este caso. La viscosidad se define como la resistencia que ofrece un
.h'quido a fluir. Disminuye al aumentar la temperatura, por lo que en las frias aguas del
fondo marino, alguien se aventurd a decir que como el fuel era muy viscoso no saldria por

las grietas.

Otro pardmetro fisicoquimico importante era la densidad, definida como la masa
por unidad de volumen, normalmente en gramos por centimetros cubicos. Dicho en

palabras mas sencillas, de la densidad depende que un material se hunda o flote.



Si tomamos como medida el agua pura que tiene densidéd uno, todo lo que tenga
menos densidad flotard y lo que tenga mas se hundira. Por ejemplo, la gasolina, que tiene
densidad 0,68 flotaré en el agua. Lo mismo le sucede a la madera cuya densidad es. 0,9. El
fue] tiene densidad 0,96 por lo que, en principio, flotaria en ei agﬁa‘aunque estarfa casi en |
el limite. No obstante, hay que matizar que el agua del mar, al ser en realidad una

disolucién de agua y de sal, no tiene densidad 1 sino 1,04.

Actualmente sucesivas investigaciones se vienen realizando ya sea por instituciones
gubernamentales y no gubernamentales, en relacién al monitoreo y evaluacién de los
niveles de contaminacién presentes en el agua, en el sedimento y en los organismos

hidrobiologicos.

. Exxon Valdez
.
El 24 de Marzo de 1989 un petrolero de més de 300 metros de eslora, llamado
"Exxon Valdez, llevaba un millén y mcdig de barriles de crudo mientras navegaba
bordeando la costa de Alaska. Habia lsalido horas antes del puerto de Valdez con rumbo a
‘California para depositar su carga en una refineria de la Exxon. Una inexplicable cadena de
errores cometidos por el guardacostaé, el capitdn y su tercero llevo al -barco hasta los

- arrecifes de Blight. Aunque intentaron evitarlos no fue posible y el barco se incrustd en

uno de ellos, produciéndose asi una enorme grieta en el casco y derramandose el crudo.

La bahia de Prince William se cubrié con 33 000 toneladas de crudo que
ihmediatamentc "arrasaron" las playas de la zona. La respuesfa de la administracion y de la -
compafifa implicada fue rapida y en ella el protagonismo principal lo tuvo el uso de un
fertilizante oleofilico (Inipol EAP22) que estimulé adecuadamente la degradacién de los
hidrocarburos (Pritchard et al., 1992; Prince er al., 1994) Laé arenas de la zona eran
claramente deﬁcif:arias en nitrégeno y fésforo por lo que, después de una fase de limpieza
por medios fisicos, la biodegradacién propiciada por los microdrganismos indigenas hizo

el resto y varios meses después gran parte del crudo habia desaparecido. No obstante, no



resultd facil demostrar que los microorganismos habian sido los responsables del proceso y

que la adicidn del fertilizante habia sido un éxito.

Hasta entonces se habia establecido una monitorizacion estandar de' la
biodegradacién mediante un cociente entre la degradacién de los alcanos lineales (de 17 v
18 atomos de carbono) frente a la de dos biomarcadores habitnales como son el pristano y
el fitano (hidrocarburos mucho mas dificilmente biodegradables). Sin embargo, en este
caso particular el método no funciond, y los microorganismos presentes en las playas se
demostraron capaces de degradar ta;rhbién estos hidrocarburos ramificados, si no tan

rapidamente como los lineales, si de una manera importante.

La solucién la aportd la geoquiniica del petréleo. Desde hacia bastante tiempo se
venian usando algunos otros biomarcadores con el objetivo de caracterizar tipos de _
petréleo en yacimientos profundos. Uno de ellos era el 17a(H), 21b(H)-hopano, terpeno no
_biodegradable que permitiria establecer una relacién segura frente a los hidrocarburos del
petréleo biodegradables. Bragg ef al. (1994) y Prince ef al. (1994) consiguieron verificar
estadisticamente la degradacion biolégica gracias al usorde este hopano vy, adeniés, los
" datos obtenidos mostraron que los niveles de ni‘a‘égéno en las aguas intersticiales eran el'
factor limitante de la biodegradacién, al menos con el tipo de materiales geolégicos queé |

. hay en las playas de Alaska.

Estudios posteriores han demostrado que la tasa de oxigeno también es un factor
fundamental. Aunque la orientacién puramente practica pudiera parecer la mas indicada
para vertidos masivos queda, no obstante, mucho camino por recorrer para entender qué
ocurre realmente cuando en un suelo o en una playa, como entonces, se produce un vertido

de hidrocarburos. .

La enorme trascendencia que han tenido en las Gltimas décadas los accidentes de
petroleros y las consiguientes mareas negras (baste recordar los mas recientes del Mar
Egeo en la costa gallega, del Erika en Normandia y del Prestige, nuevamente en Galicia)

ha servido para impulsar la investigacién de todo tipo de métodos de remediacion.
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La biorremediacion tiene, en este contexto, un campo de aplicacién importante no
s6lo en vertidos marinos, sino también en vertidos y contaminacion terrestre. Estos
-episodios no son tan famosos como las mareas negras, pero si mucho mas abundantes. Las
causas son muy variadas: instalaciones obsoletas, depdsitos deteriorados, accidentes en el
transporte, roturas de oleoduétos, etc. que han supuestb la contaminacién de aglias y
suelos. Si a esto afiadimos la gran cantidad de residuos que desde una refineria hasta un
pequefio taller se producén a diario, la necesidad de técnicas que puedan abaratar las

soluciones es evidente. -
. Paises en vias de desarrollo vs paises desarrollados

Una problemitica ambiental recientemente tomada en cuenta por paises
desarrollados es el de legislar, inventariar y encontrar el tratamiento adecuado a los pasivos

ambientales histéricos existentes en sus respectivos estados.

En paises en vias de desarrollo como ¢l nuestro este concepto ocupa solamente un
marco tedrico muy pobre ya que en la actualidad méds importante es reducir la

contaminacién y minimizar el impacto desde las fuentes hacia el medio circundante.

La poca investigacién en esta drea ambiental tiene como causas importantes la falta
de legislacién para el manejo de residuos peligrosos, la falta de técnicas para hacer la
“evaluacion inicial y la evaluacion de la exposicic’ni en un sitio contaminado” por estos
residuos, la irresponsabilidad de los "contaminadores" y quizés la causa mas impbrtante
sea el alto costo econémico que significa remediar un suelo, un cuerpo de agua y/o un flujo

de agua subterrdnea.

El desarrollo industrial, el generalizado manejo de agroquimicos en las actividades
agricolas, el crecimiento urbano y los problemas politico-sociales en América Latina
fomentan una creciente producciég de residuos. peligrosos, los que han sido, son y
'probablemente seguiran siéndo causantes de la contaminacion de muchos lugares y que en

adelante llamaremos "sitios contaminados" .

10



El término residuo peligrosd involucfa el concepto de residuo, que: son todos los
_métériales generados en procesos de extraccién, beneﬁcio; transformacion, produccién,
consumo, utilizacién, control o tratamiento cuya calidad no permite reutilizarlos, en tanto
el término peligrosidad segin la OPS engloba a las sustancias que por sus caracteristicas
‘ﬁsicas, quimicas o infecciosas pueden: (a) causar un aumento de la mortalidad o un
aumento de enfermedades graves irreversibles o reversibles que producen invalidez, o
contribuir significativamente a ellb, o (b) plantear un riesgo sustancial real o potencial a la
salud humana o al ambiente cuando son tratados, almacenados, transportados, eliminados o

manejados en forma indebida.

Estados Unidos es el pais que ha marcado la pauta en el disefio de metodologias
para el estudio de sitios peligrosos. Dos de ellas, complementarias entre si, son las mds
populares. Una fue disefiada por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y la otra fue
originada por la Agencia para las Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades del
| Depai‘tamento de Salud Pﬁblic'a (ATSDR). La primera estima el riesgo en salud basandose
en détos ambienté]es del sitio y la segunda evalta el riesgo en salud con fundamento en los
datos ambientales y en los antecedentes de salud registrados en el 4rea de influencia del
sitio. | | |

La aplicacién exacta de los métodos de la EPA y de la ATSDR en América Latina,
presenta algunas dificultades, fundamentalmente por dos hechos: el gran nimero de sitios
que deben estudiarse y la escasez de recursos econémicos para efectuar los estudios tan
detallados que se requieren en dichas metodologias. Por consiguiente, se plantea una
alternativa, adaptando los puntos mas valiosos de los métodos estadounidenses, a las

condiciones y necesidades de los paises latinoamericanos.

Existen avances en el uso de tecﬁolbgias de remediacion de suelos contaminados
con hidrocarburos en Latinoamérica. En el afio 1999, se publicé la segunda version
"Metodologia de identificacién y evaluacion de riesgos para la salud en sitios
contaminados" como productd de la segunda etapa de la Red Panamericana de Manejo |
Ambiental de Residuos, REPAMAR, la cual fue una irﬁciafniva regional para promover la
minimizacion de residuos y el desarrollo econémico sustentable, por la OPS/CEPIS, con el

apoyo del gobiemo de Alemania a través de la GTZ.
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Otra iniciativa acerca de este tema la dio el Ministerio de Medio Ambiente de
Colombia quienes juntos a UNIDO (United Nations Industrial Developed Organization) e
ICS (International Centre for Science and High Technology), organizafon el taller
denominado "Environmental Pollution and Applicability of Remediation Technologies in
Latin American Countries", que se realiz6 desde el dia 4 hasta el 7 de diciembre del 2000
en la ciudad de Cartagena de Indias, Colombia.

Investigaciones de biorremediacion en el occidente de Tabasco (México)
demostraron una deScomposicién en medios de cultivo (liquido) de casi 70 % de
hidrocarburos del tipo fuertemente intemperizado durante un perfodo de 17 dias por
estimulacion de bacterias nativas, resultando en un incremento de bacterias de 70 000
veces (Wilson et al., 1993). Asimismo estudios preliminares de la Universidad Judrez
Auténoma de Tabasco (UJAT) indican que la biodegradacidn pasiva es probablemente
responsable de la destoxificacion de los desechos del petrdleo en varias localidades en el

estado de Tabasco (Ferrer, 1997).

Estudios preliminéres de laboratorio en desechos similares de areas de produccién
petrolera en Argentina, mostraron que se pueden reducir concentraciones de hidrocarburos
hasta en 75 % en 20 dias, y se puede reducir la toxicidad aguda hasta cinco veces (Adams

& Marczewski, 1993).

Areas de produccién similares en Tamaulipas (México) demuestran destoxificacién
de desechos aceitosos, con incorporacién del aceite en el humus del suelo y el inicio de
revegetacion dentro de un periodo de dos afios, todo lo anterior debido a los procesos

pasivos (Torres et al., 1993).

L En Peru:

Desde hace varios afios en Peru las empresas petroleras empezaron a trabajar
proyectos de investigacion para la recuperacion del suelo contaminado por borras, es asi

que a continuacion se sefialan algunas investigaciones ejecutadas:
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- = Experiencia de Repsol YPF en biorremediacién de suelos. La experiencia en
‘Latinoamérica destaca técnicas pafé remediar tierras contaminadas de yacimientos y

refinerias, como en Mendoza (Argentina), donde se aplicé un landfarming, y experiencias
de fitorremediacién en Lima (Perd) en el afio 2008. En los terrenos, de alguna estacion de
servicio, afectados por derrames son habituales las técnicas de tratamiento | in situ,
descontaminando los terrenos sin retirarlos de su emplazamiento, estimulando la actividad
de la vida microbiana local, mediante aireacion subsuperficial ("bioventing") y, en su caso,

aporte de nutrientes (Garcia, s.f.).

- PETROPERU S.A. contraté a el Consorcio HAZCO - Sagitario, para remediar los
pasivos ambientales de los suelos contaminados cén hidrocarburos, utilizando la técnica de
biorremediacién, de la Refineria La Pampilla S.A., se previd efectuar una disposicion y
confinamiento seguro en el lote AS de propiedad de PETROPERU, vecino a Refinerfa La
Pampilla S.A., en aquellos puntos no previstos en Normas Peruanas el confinamiento

seguro respondié a normativas de Canada y EEUU, afio 2005.

-~ PETROPERU S.A. - Petroleum Tubular Inspection Of Peru SRL, se realizaron
trab‘ajos de tratamiento de borras (bioﬁefnediacién de suelos) en el Relleno Industrial de
Milla Seis de la Refineria Talara - Cia. PTI (Compaiiia Petroleum Tubular Inspection) afio
2000. Donde se realiz6 la recuperacién del suelo contaminado por borras, en la etapa de

laboratorio y la etapa de campo.

- Refineria La Pampilla S.A., cuenta con un proyecto de investigacién donde se
aislaron 262 cepas bacterianas, a partir de muestras dé suelo y agua de las cuales se
seleccionaron 55 cepas bacterianas, que fueron las de mayor actividad emulsificante y se
les evalué actividad degradativa. El 100 % crecieron sobre el petréleo y mostraron
crecimientos comparables a las escalas dos, tres, cuatro y cinco de Mc. Farland. Los
microofganismos aislados fueron Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas mendocina,
Pseudomonas aureofasciens, Listonella dansela, Bacillus sphaericus, Bacillus brevis,

Enterobacter cloacae, Acinetobacter calcoaceticus var anitratus (Arenas, 1999).
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- Pluspetrol Perti Corporation en Pavayacu - Loreto en 1998, presento en su Plan de
manejo de residuos para actividades de perforacion en el Lote 8, el uso de la técnica de
 biorremediacién en lodos base aceite, con el objetivo de reducir el nivel de hidrocarburos

presentes en los ripios de perforacién (base aceite).

- Rentaria y Miranda (1998), en Trujilld, realizaron el aislamiento y seleccién
primaria de microorganismos capaces de utilizar petréleo como tunica fuente de carbono.
Ellos evaluaron el crecimiento sobre petrdleo de ﬁoventa cepas bacterianas pfovenientes de
muestras de agua y suelo contaminadas con petréleo crudo, cinco cultivos mostraron
mayor actividad: Micrococcus, Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter y
Flavobacierium, los que fueron evaluados a través de los parémétros cinéticos velocidad

especifica de crecimiento y tiempo generacional.

- En materia normativa existen avances en la gestion de residuos sélidos en Pert, se
cuenta con la Ley de Residuos Sélidos - Ley N° 27314 y el Reglamento de Residuos
Sé6lidos D.S. N°.057-04-PCM que sefialan que todos los residuos deben recibir tratamiento

- antes de ser enviados a la disposicién final.

- La guia ambiental para la Disposicién de Desechos de Perforacién en la Actividad
Petrolera del Ministerio de Energia y Minas, actualmente vigente, indica los siguientes

métodos de tratamiento y disposicién de desechos:

] Tratamiento biolégico in situ

‘ El tratamiento bioldgico de sélidos en el lugar utiliza amplios sistemas de aireacién
_para la reduccién y remocion de contaminantes orgénicos degradables biolégicamente.
~ Estos incluyen la degradacién bioldgica de hidrocarburos mediante €l -mezclado constante,
arado rotatorio, arado con discos y volteado de los solidos contaminados para promover
una mayor aireacion. Esta técnica se emplea cuando se cuenta con la aprobabién de las

. autoridades competentes. Se debe tener en cuenta que el método de tratamiento y
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disposicion debe ser incluido en el plan de manejo ambiental del estudio de impacto

ambiental.

Aproximadamente el 90% del material organico se remueve y convierte en diéxido
de carbono v agua o en nuevos solidos bioldgicos. Idealmente, se continuard la extensa
aireacién para oxidizar la masa de lodo a diéxido de carbono y agua, de tal manera que no

haya una acumulacién de lodo neta.

Sin embargo, la experiencia ha demostrado que aproximadamente el 25 % de los
solidos bioldgicos producidos son inertes a la oxidacién bioldgica y, por lo tanto, se
acumulan en el sistema. Se recolecta el exceso de lodo, éste es desaguado y luego de la

prueba de clasificacion de desechos, con frecuencia, es adecuado para el relleno industrial.

El tipo de tratamiento bioldgico en el lugar se basa en el tipo de desecho y es
especifico a la zona. Los tratamientos biologicos deben ser monitoreados de cerca, con el

fin de mantener la eficiencia.

= Biorrecuperacion

La biorrecuperacién abarca una variedad de métodos de tratamiento que utilizan
la actividad de microorganismos que absorben contaminanties presentes en aguas
_contaminadas, suelos o componentes de diversos productos de desecho.. El término
biorrecuperacién a veces se utiliza para hacer referencia al tratamiento de suelos
contaminados. En el tratamjento de suelos contaminados por petroleo, las dreas de
derralﬁe, dreas de tanques de almacenamiento enterrados, etc., la cantidad de
microorganismos generalmente no es suficiente para darse abasto con la descomposicién

de altos niveles de hidrocarburos dentro de un periodo econémico.
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Diversos factores ecoldgicos, tales como temperatura y oxigenacion, influyen en los
niveles de poblacién de microorganismos, asi como en su actividad y, dependiendo de las

condiciones del lugar, requieren que el fortalecimiento sea exitoso.

La biorrecuperacién implementa una -seleccidén de tipos de micro organismos
naturales que se adectian especificamente a la tarea de descomponer hidrocarburos en el

suelo contaminado.

Es responsabilidad del generador asegurar que un desecho en particular sea
realmente adecuado para el proceso de biorrecuperacion y que el proceso se realice de una

manera ambientalmente aceptable.
El generador de desechos debera cerciorarse:

- que el desecho no contenga componentes que limiten o no hagan posible el -

proceso bioldgico.

- que el desecho no contenga altos niveles de metales pesados que pudieré.n

interferir con los procesos metabolicos de las bacterias.

- que se definan las necesidades suplementarias de nutrientes y que se i)uedan

cumplir durante el proceso.

- que el producto resultante del proceso de biorrecuperacién sea adecuado

para ser reintroducido en el medio.

- asegurarse que el drea de biorrecuperacion, si se ha realizado in situ, se
encuentre protegida y que la contaminacién del agua superficial y agua
subterranea no se produzca mientras se esté desarrollando el proceso.

- mantener registros exactos del tipo, cantidad y niveles de contaminacién del

desecho tratado.

16



La biorrecuperaéién in situ no debe considerarse como un medio de disposicién de
s6lidos facil y de bajo costo. El proceso puede ser dificil de implementar y controlar para
a.segmar resultados satisfactorios. La biorrecuperacién in siru sélo deberd considerarse
luego de un andlisis geotécnico e hidrogeoldgico adecuado del drea. También se deberd -

considerar el andlisis qufmico y microbiolégico de sélidos.

22 = CONTAMINANTES DEL SUELO Y SUS EFECTOS

Un suelo contaminado es aquel que ha superado su capacidad de amortiguacién
para una o ‘va_rias sustancias, y como consecuencia, pasa de actuar como un sistema
protector a ser causa de problemas para el agua, la atmésfera, y los organismos. Al mismo
tiempo se modifican sus equilibrios biogeoquimicos y aparecen cantidades anémalas de
determinados componentes que originan modificaciones importantes en las propiedades

fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo.

En definitiva se prodﬁce un empeoramiento de las propiedades del suelo v una
“disminucién de la masa de suelo. Estos efectos tiene dos consecuencias generales, a corto
plazo disminucién de la produccién y aumento de los gastos de explotacion (cada vez el
suelo necesita mayor cantidad de abonos y cada vez produce menos). A largo plazo

infertilidad total y-desertizacion del territorio.

Los hidrocarburos ¥ sus derivados son sustancias de alto peso molecular,
mayormente insolubles en agua, que resultan muy téxicas para los organismos vivos. La
mayoria de los microorganismos del suelo no pueden crecer en presencia de hidrocarburos
y mueren. Entre estos microorgahismos afectados estan varios de importancia ecoldgica,

como las bacterias fijadoras de nitrégeno.

Los efectos toxicos sobre los microorganismos se pueden evaluar mediante

parametros como la biomasa microbianta total, ya que la muerte masiva de
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‘microorganismos provocara un descenso en dicha biomasa. Sin émbargo, en casi todos los
ambientes del planeta existen -aunque en muy baja cantidad- microorganismos (entre
bacterias y hongos) capaces de degradar los hidrocarburos a formas menos téxicas al
emplearlos como fuente de carbono (Parrish ef al, 1999) y esta es.una de las posibles-
causas de incremento de la biomasa microbiana luego de un tiempo de exposicién al

contaminante.

Si el petroleo penetra en el substrato, los tiempos de permanencia sueien aumentar,
de conformidad con el tipo de substrato. En la playa de 1és costas sujetas a una variedad de
‘niveles energéticos con arena, grava o piedras, que permiten el drenaje, son porosas y el
petrdleo penetra con relativa facilidad. Si después viene absorbido por la superficie mayor
de los granos del substrato y queda expuesto in sifu haciéndose mds viscoso, puede

permanecer en el sedimento durante muchos afios.

Por ello, el petroleo puede verse aprisionado en un sedimento anaerébico en el que
su tasa de degradacién serd muy baja y los organismos que traten de recolonizar pueden
encontrarse con hidrocarburos tdxicos. En estas condiciones, se ven favorecidas las

éspecies que toleran los hidrocarburos.

Para la remediacién de suelos contaminados se debe tener en cuenta caracteristicas
quimicas y cantidad de suelo contaminado, naturaleza de los contaminantes, persistencia
- en el ambiente y potencial para expandirse, se requiere categorizar los suelos en base a los
impactos, oportunidades de reutilizacion del suelo, identificar riesgo a largo plazo por los
suelos contaminados, definir si es necesaria la limpieza y sus niveles, evaluar alternativas
de tecnologias de remediacion y seleccionarla y construir y operar el sistema de
remediacion. Algunas de estas tecnologias consideran técnicas de extraccion del vapor del

suelo (EVS), bioventilacién, biopilas, landfarming y mitigacion natural.

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) es la agencia regulatoria ambiental
federal en los EEUU. La EPA establece los estandares y politicas federales para la
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regulacion de desechos peligrosos, el manejo de la calidad de aire, el manejo de la calidad

de agua y la limpieza y mitigacion de descargas residuales al suelo y aguas.

La Comisién de Control de Recursos Hidricos (Water Resources Control Boérd),

© - perteneciente a la Agencia de Proteccién Ambiental de California (CALEPA), maneja las .

descargas de desechos a la tierra y todos los programas de evaluacién y remediacién de

suelos y aguas subterrdneas en lugares contaminados con petréleo.

El gobiemno ecuatoriano determina l_osvniveles de hidrocarburos totales de petréleo

(TPH del ingléé total petroleum hydrocarbons), muy inferiores a las 5000 ppm. .

El gobierno peruano en el afio 2007 aprobd con el DS N° 199 -2007-CONAM/PCD
' los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental (ECA) para suelo en la cual establece los

niveles de TPH para suelo agricola (1000 ppm), para residencial /parques (1000 ppm) y
para uso comercial / industrial (5000 ppm). Para fraccién de hidrocarburos F4 (>C 34) para .

~uso comercial / industrial (6600 ppm) y para hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH)
. (benzo (a) pireno (mg/kg MS) para uso comercial es 0,7 ppm.

2.3 EL HIDROCARBURO Y SUS PROPIEDADES

‘Las teorias elaboradas sobre el origen del petréleo son numerosisimas, pero hasta

hoy no se puede decir que ninguna haya tenido una demostracién completa.'

- Hay varias teorfas de tipo inorganico, por ejemplo, las que suponen la existencia
- bajo superficie de la tierra de carburos metalicos que en contacto con el agua se habrian
descompuesto, produciéndose hidrocarburos que, condensandose en estratos superiores

mds frios, podrian haber dado lugar al petréleo.
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Otras teorias, también de t1po inorgénico, atribuyen la formacién del petroleo ala
reaccién de metales alcalinos existentes en estado libre en el interior de la tierra con
bidxido de carbono a alta temperatura, a través de una serie de reacciones v en contacto

" con el agua.

Otras teorias suponen la formacién de hidrocarburos ligeros a paftir de grandes
masas de sustancias orgénicas animales o vegetales bajo la accién de grandes presiones y
 temperaturas en el seno de la tierra. Estos hidrocarburos ligeros habrian podido unirse
formando hidrotarburos mas pesados por polimerizacién bajo la accién de determinadas

sustancias que hayan actuado de catalizadores.

*. Es razonable suponer las teorfas orgénicas mds acertadas; pero es evidente que
grandes volumenes de materia orgénica solo pueden dar lugar a pequefias cantidades de
- hidrocarburos, por 1o que la presencia de éstos en las grandes bolsas que se encuentran en
la naturaleza sélo es probable porl su facilidad de difusién a través de los estratos porosos y
por' su densidad, menor que la del agua, factores ambos que han hecho posible la
acumulacién de los hidrocarburos formados en extensas regiones en unos pocos pu.ntos

altos de bolsas impermeables formadas por los plegamientos de la corteza terrestre.

La domposicién elemental de un crudo esta condicionada -por la predominancia de
los compuestos tipo hidrocarburo: 84 - 87 % de carbono, de 11 - 14 % de hidrocarburo, de
0 - 8 % de azufre y de 0 - 4 % de oxigeno y nitrégeno y metales como el niquel y el

vanadio.

El petréleo se extrae de las bolsas o yacimientos que hemos descrito, perforando las
capas impermeables que lo contienen. Los crudos de petroleo se dividen fundamentalmente

" endos grupos: crudos parafinicos y crudos asfalticos.
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*  Propiedades fisicas

" Entre los hidrocarburos (cdmpuéétos de carbono e hidrégeno), lé coinposicién
media aproximada incluye un 65 % de hidrocarburos alifaticos (33% de alcanos lineales y
ramificados mas un 32% de cicloalcanos) y un 35% de arométicos, aunque esta
distribucién, formada durante la catagénesis, depende de la composicién del kerégeno
- original. Los grupos maés importanfes se detallan a continuacién (Kostecky & Calabrese,
1991, Killops & Killops, 1993; Primo Yufera, 1996; Riser-Roberts, 1998; Eweis et al.,
1999). | -

Se menciona la composicion de las fracciones quimicas contenidas en un crudo de

| petréleo en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Composicién de las fracciones quimicas contenidas en un crudo de
etréle

| n-alcanos, alcanos de cadena ramificados e isoprenoides, y
Saturados . ]
cicloparafinas o cicloalcanos, hopanos.
.~ | Hidrocarburos monoaromaticos, diaromaticos, aromaticos policiclicos
Aromaticos '
(PAH)
i Agregados de piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos, sulféxidos y
Resinas .
amidas
Agregados de PAH, acidos nafténicos, sulfuros, acidos grasos,
Asfaltenos . - '
: : metaloporfirinas, fenoles polihidratados.
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Hidrocarburos alifiticos

- También conocidos como hidrocarburos saturados o parafinas se dividen en alcanos
" (lineales o ramificados) y cicloalcanos (también conocidos como naftenos o hidrocarburos

nafténicos). Son componentes no polares.
Alcanos

Los alcanos son hidfocarburos saturados, es decir, contienen solamente carbono e
hidrégeno y los enlaces carbono-carbono son sencillos. Los. alcanos lineales son
predominantes en el petréleo e incluyen compuestos de hasta unos cuarenta dtomos de
carbono o incluso mas, aunque los més abundantes son los mas ligeros (Killops & Killops,
1993). Por debajo de seis atomos de carbono (metano, etano, propano, butano y pentano)
son gaseosos en condiciones normales; los que se eﬁcuentran entre seis y quince atomos de
carbono son liquidos; los mayores de quince 4tomos de carbono son liquidos bastante
viscosos y los'més pesados entre estos constituyen el grupo de las ceras. Los alcafos

‘ramificados més habituales son los- isoalcanos (2-metilalcanos) y algo menos los -

anteisoalcanos (3-metilalcanos).
Alquenos

Los alquenos son productos no saturados que poseen uno o mas dobles enlaces. Su

presencia en el petréleo es muy minoritaria.
Cicloalcanos

Los més abundantes incluyen series de ciclopentanos y ciclohexanos con cadenas

valquﬂicas de un niimero de 4tomos de carbono similar al de los alcanos lineales. En general
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son liquidos, pero a medida que aumenta la longimd de la cadena alquilica se pueden
convertir en solidos. También se encuentran cicloalcanos con mas de un-anillo, por
ejemplo los alquilperhidronaftalenos, pero su abundancia decrece a medida que crece el
~numero de anillos, siendo escasos o permaneciendo ausentes los perhidroantracenbs y

perhjdrofenantrenos.

Estos compuestos poseen la misma estructura que los hidrocarburos aromaticos,

pero carecen de enlaces dobles y, por tanto, de anillos bencénicos.

- Hidrocarburos aromaticos

Los compuestos aromaticos tienen estructuras basadas en la molécula de benceno lo
que les confiere una débil polaridad. Se encuentran en el petréleo, incluyendo conﬁpuestos
de uno a cinco anillos y arométicos alquil-sustituidos. Los compuestos aromdticos son mas
estables que otros ciclicos debido a que comparten electrones deslocalizados por los

n.n

enlaces "p".
Compuestos monoaromaticos

El compuesto aromdtico mads simple es el benceno. Benceno, tolueno, etilbenceno y
los tres isémeros del xileno son conocidos colectivamente como BTEX, y estin entre los
mas solubles de los hidrocarburos. Por ello, son los componentes méas méoviles
B geoquimicamente de la gasolina convencional, con lo que su presencia en vertidos de

suelos y aguas es habitual.
Compuestos poliarométicos

Grupo compuesto por més de 100 compuestos orgénicos diferentes que contienen

varios anillos bencénicos. Algunos de ellos son persistentes y cancerigenos.



De entre _ellos habria que sefialar la presencia de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH) que representan uno de los principales problemas ambientales de
nuestro tiempo. No son particularmente abundantes en el petrdleo, al menos en la forma en
que se presentan en la literatura, ya que basicamente aparecen con cadenas lineales unidas
en algun punto del anillo. De esta forma no hay cantidades grandes de naftaleno en el
petroleo, pero si de alquilnaftalenos.

Los PAH se forman normalmente durante la quema incompleta del carbon, el

petrdleo, el gas, la basura y otras sustancias organicas como el tabaco o la carne a la brasa.

Lo mismo ocurre con los derivados del fenantreno (compuesto de tres anillos de
benceno fusionados) y del antraceno. Cabe sefialar que asi como en el caso del benceno
los sustituyentes alquilicos suelen ser cadenas largas, para los PAH lo habitual es que se

trate de grupos metilo o etilo.

La presencia en el petréleo de PAH con mayor peso molecular que los ya citados es
casi testimonial. En cualquier caso, todos ellos son sélidos en condiciones normales y

poseen muy baja solubilidad. En la Figura 1 se muestra la estructura del fenantreno.

Figura 1: Estructura del fenantreno
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- Componentes no hidrocarbonados

~ la inclusién en el petréleo de conipuestos no hidrocarbonados incrementa la
complejidad de la mezcla, ya de por si dificil de abordar si sélo se consideran los
hidrocarburos. En concreto, el crudo contiene cantidades apreciables de compuestos
organicos de nitrégeno, azufre y oxigeno (NSO) y, en menores proporciones, de
compuestos organometéalicos (destacan las porfirinas), metales y sales inorganicas
(Speight, 2001). Por ofra parte, en la fraccion no destilable del petrdleo (asfaltenos y
'resinas) se encuentran la mayor parte de los componentes heterociclicos (con N, S y 0)
motivo por el que se puede considerar a esta fraccién parte del conjunto de compuestos no

hidrocarbonados.
Compuesfos de azufre

Una cantidad significativa de azufre (aprox. un 2 % en peso) puede estar presente
en compuestos de peso molecular medio, pertenecientes a la fraccién aromatica de Jos
hidrocarbﬁros y que se denominan tiofenos, derivando estos de compuestos presentes en
~ kerégenos ricos en azufre. En cualquier caso, los compuestos que contienen azufre tales
corﬂo los benzotiofenos, dibenzotiofenos, naftobenzotiofenos y sus derivados alquilicos

son més abundantes que los compuestos de nitrégeno y oxigeno.
Compuestos de nitrégeno

Los compuestos de nifrégeno que se encuentran en el crudo se pueden agrupar en
dos bloques (Benedik ef al., 1998); el primero con la moléculas de caricter no basico que
incluyen a pirroles e indoles y derivados alquilicos del carbazol; mientras que las
moléculas de caracter basico son, fundamentalmente, derivados de la piridina y la

. quinoleina.



Compuestos de oxigeno

El oxigeno apenas aparece en las fracciones mds volatiles del petréleo. Por el
contrario, en fracciones pesadas o en crudos poco madurados su proporcién aumenta,
sirviendo también como indicador de la mayor o menor oxidacién de la mezcla producto

del “weatbering” (envejecimiento).

Los compuestos organicos con oxigeno presentan una gran variedad de formas de
las qué muchas estan presentes en el petréleo. En el grupo de los compuestos alifaticos
destaca la abundancia de acidos nafténicos; entre las moléculas aromaticas son habituales
compuestos muy parecidos a los del azufre, en los cuales el sustituyente furano reemplaza

al tiofeno.
Porfirinas v metales

Como ya se ha mencionado, el petréleo es una mezcla compleja de compuestos
organicos. No obstante la aparicion de impﬁrezas tales como el agua, sales y algunos

componentes metalicos es habitual.

Los metales més abundantes en el petrdleo son el vanadio y el niquel (en ocasiones
més'dg 1000 ppm), su incorporacion al petroleo tiene lugar durante la diagénesis, en el
~ proceso de degradacion de la clorofila. E]l micleo de ésta contiene porfirina que posee un
ién central metalico (Mg®*) que serd reemplazado en los primeros momentos de VO™ y
Ni**, - Las peculiaridades de este tipo de compuestos organometidlicos hace que,
normalmente, se considere su estudio por separado del de los compuestos de nitrégeno,
incluyéndose por otra parte sus contenidos en V y Ni en la cuantificacion total de metales

en e] petroleo.
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~ En cuanto a los cbmponentes mefélicos se pueden fijar dos grupos que incluyen los
mas significativos en el petréleo (Engel & Macko, 1993; Reimann & Caritat, 1998;
Speight, 2001): | |

- Zn, Ti, Ca y Mg aparecen principalmente en forma de jabones organometalicos

con propiedades surfactantes.

-V, Cu, Ni y Fe estdn en su mayoria presentes en compuestos solubles en el
petréleo, ya que estos metales son capaces de quelarse con componentes
pirrélicos derivados de la clorofila (porfirinas ya mencionadas) y la

hemoglobina originales de los biopolimeros generadores del petroleo.

- Todos estos compuestos organometalicos se recogen en la fraccién no destilable del

petréleo por lo que su estudio individualizado resulia complejo.

- Constituventes no destilables: asfaltenos v resinas

Los asfaltenos son compuestos arométicos y heteroatomicos de gran polaridad y
con pesos moleculares que oscilan entre 1 000 y 100 000. Su principal caracteristica es la
tendencia a la asociacion v formacién de micelas. Cuando se habla de benceno u otro

compuesto en particular se hace referencia a especies quimicas bien definidas con

- propiedades perfectamente medibles y reproducibles. Por el contrario, los asféltenos no son

una especie quimica y si una familia de compuestos que presentan solo un comportamiento
global caracteristico. Bajo el término asfaltenos se agrupa a los componentes que quedan
como fraccién insoluble después de tratar una mezcla en determinadas condiciones

(solventes, temperaturas, etc.).

La composiciéon de esta fraccion insoluble varia con el tipo de petrdleo y la
caracteristica comun, que los hace importantes en la produccién de crudo, es que suelen

driginar precipitados (sélidos) que dafan el medio poroso o bloquean tuberfas de
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conduccién en instalaciones de extraccién o de refino. También cabe recordar que gran
parte de los compuestos NSO, porfirinas y otros organometdlicos se recogen en esta

fraccion.

Las resinas pueden considerarse un subgrupo dentro de los asfaltenos, o més en
general otré. fraccion no destilable formada por compuestos aromaticos malténicos muy
polares: con gran tendencia a la adhesién, aunque por otra parte su presencia limita la
tendencia a la interaccion entre los asfaltenos. Su peso molecular se encuentra entre 500 y

5 000 unidades.

La complejidad de las fracciones no destilables hace dificil precisar mas sus
propiedades asi como los efectos que sobre los procesos habituales en la industria

petroquimica y en la problematica ambiental puedan tener.

Existe una significativa diferencia de los asfaltenos precipitados con n-heptano
respecto a los precipitados con n-pentano, la relacion H/C de los primeros es mas baja, 1o
que indica su alto grado de aromaticidad. Las relaciones N/C, O/C y S/C son usualmente
mas altas en los asfaltenos precipitados con n-heptano, lo que se debe a la alta proporcién
de heterodtomos en esta fraccién. En la Figura 2 se presenta la representaéién simpliﬁciada

de la separacion de asfaltenos.

Los asfaltenos se consideran como los componentes de menor valor de un aceite
crudo, ya que causan un marcado aumento de su viscosidad, haciéndolo dificil de

transportar y de procesar.

En diversos estudios se ha encontrado que los asfaltenos son los principales
componentes en diferentes aceites crudos (Yen & Chilingarian, 1994), y debido a su
caractéristica de ser no refinables, son motivadores de diversos p'roblemas en su manejo,
tales como taponamiento en equipos, reduccion de la producéién de productos destilables
.er-l la refinacién del aceite crudo debido a su alta resistencia a _la desintegracidn, iniciadores

y/o motivadores de formacién de coque en los procesos cataliticos ocasionando una
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desactivacion importante en los catalizadores, etc. En el Cuadro 2 se mencionan los

métodos estandar para la precipitacion de asfaltenos (Speight ef al., 1984).

Adicionaimente, debido a la presencia de metales pesados, los asfaltenos son
dificiles de biodegradar, representando los cOnipuestos mas indeseables desde el punto de

vista de tratamiento de desperdicios del petréleo.

Carga : Carga‘
Jn-Heptano g Benczno o Tolneno
Tsolibles  Acedte Desasfaltado nsolubles Solubles
Bencena o Toheno n-Pentano
Insolubles  Asfaltenns Aceite Desasfaltado ~ Asfaltenos
Speight, 1934 Long, 1981

Figura 2: Representacion simplificada de la separacion de asfaltenos
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Cuadro 2: Métodos estandar para la precipitacién de asfiltenos
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Fuente: Speight e al. (1984)
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*  Destilacién del petréleo

Para comprender la naturaleza quimica de los diferentes derivados del petroleo que
potencialmente pueden ser contaminantes en el ambiente, hay que entender el proceso de

refinado del crudo utilizado para la obtencion de estos productos petroliferos.

El refinado pasa por un proceso de destilacién con la finalidad de elimiinar el color

y olor, asi como también, los compuestos de azufre. -

La composicién quimica de la gasolina es diferente a la del gasoil debido a qﬁe se
" han obtenido como productos de destilaciéon del petréleo a partir de diferantes intervalos de
temperatura. La obtencién de gasolina es rnenos.directa que la de los fueles y gasdleos, ya
que en primera fase se obtiene por destilacién del crudo entre 20 - 180°C. Esto implica una

composicién de n-alcanos mas ligera (C6 - C11) que los fueles y gaséleo (C10 - C25).

En el Cuadro 3 se mencionan las fracciones que se pueden obtener durante el

‘refinado por destilacién de un crudoe de petroleo.

La obtencién de diversos productos ttles a partir del petréleo crudo se realiza
sometiéndolo’ a un proceso de destilacién fraccionaria. La causa determinante de la
separacion -de los componentes del crudo es la temperatura. Cada componente tiene un
‘punto de ebullicién diferente, de tal forma que, una vez alcanzado, prbvoca la separacién
del compuesto del resto del conjunto. El petréleo crudo es sometido en el horno a una
temperatura que generalmente bordea los 400 grados centigrados, al entrar en la torre de
fraccionamiento, se evapora una gran parte, los vapores ascienden a través de unos
orificios que tienen las bandejas horizontales dispuestas a distintas alturas de la torre.
Como esta es sucesivamente menos caliente en sus partes superiores, los vapores van
enfridndose y condensidndose a distintas temperaturas. Al volver al estado liquido, esas
bandejas horizontales les sirven de recipientes. Las fracciones mds pesadas son recogidas
del fondo de la torre y se convierten en combustible residual o en analtd. De las otras

fracciones, salidas de bandejas gradualmente mds altas, van a derivarse los aceites
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lubricantes, el gas oil, el querosene y la gasolina, tras de nuevos tratamientos v

refinaciones posteriores.

Los hidrocarburos - que forman el asfalto son todos pesados, la molécula
~ complicada, pues los hidrocarburos ligeros se eliminan en el proceso de destilacidn:. Ver

Figura 3.

Cuadro 3: Fracciones que se pueden obtener durante el refinado por destilacion de un crudo

de petroleo
(Gasolina ligera 20-100 CsHyp — C7Hyg i Disolvente
Bencina 70 - 90 C—Cr . Limpieza en seco
Lingroina 80-120 Ce—Csg Disolvente
Gasolina - . 20-180 Cs-Cny Carburante de motores
Querosene, Jet 200 - 300 Cra— Ci Alumbrado y carburante
Gasolina., Diesel 200 - 350 ' CQ— Cig Carburante de motores
Aceite ' . :
lubricante 200 - 350 C]é‘— C20 Lubricantes
Grasas, vaselina 250 - 400 Cis—Cn Farmacéutica
Cera de parafina 245 - 540 Cyg— Cus Velas
Betin asfaltico B Alquitran asfaltico coque de
(33% peso) > 340 Cso— Cas  petréleo
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Hidrocarburos
ligeros

Gasolina
hafeas
Queroseno
Gas ol
tubricantes
Fuel ol

Resid ug
ammosférico

Rec ld uo de
VECHD

Figura 3: Proceso productivo basico (destilacién primaria)

Los diferentes productos derivados del proceso de destilacion primaria pueden
pasar a tanques de almacenarmento 0 por mayores procesos quimicos para, mediante

procesamiento adicional, obtener productos mas livianos.

2.4 CLASIFICACION DEL HIDROCARBURO POR LA INDUSTRIA
- PETROLERA

En la industria petrolera se comercializa el petréleo en base seca, por lo tanto la
determinacion de agua y sedimento es fundamental. Es por ello que se destaca la
clasificacion del crudo por medlo de grados APly porcenta_]e de agua y sedimentos parala

estimacion del precio del crudo.
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La gravedad API,- de sus siglas en inglés American Petroleum Institute, es ,uné
medida de densidad que describe que tan peéado o liviano es el petréleo comparandolo con
el agua. Si los grados API son mayores a 10, es mas liviano que el agua, y por lo tanto
flotaria en esta. La gravedad API es también usada para comparar densidades de fracciones
extraidas del petréleo. Cuanto mayor es el grado API mejor es la calidad del pétréleo. Ver
Cuadro 4. | ’ | ' o |

Cuadro 4: Tipos de crudo segiin grados API

Tipo : Densidad grados API
Extra pesados . <10

Pesados ' - 10-223
Medianos | 22.3-31.1
Ligero ' : “ 31.1 - 39
Superligero =~ : : . . >39 |

Fuente: Instituto Mexicano de Petréleo

En el segundo caso, el petréleo que tenga menor azufre (menos de 0.5%), se conoce
como crudo dulce, caso contrario (mayor contenido de azufre) se denomina crudo 4cido.
Por lo tanto, el petroleo que tenga menor viscosidad y contenido azufre tendrd un mayor |
precio en el mercado internacional. Generalmente hablando, un mayor valor de gravedad
API en un producto de refineria 're'presenta.que este tiene un mayor valor comercial. Esto
basicamente debido a la facilidad (operacional y econémica) de producir destilados
valiosos como gasolina, jet fuel y gaséleo con alimentaciones de crudos livianos y a los
altos rendimientos de los mismos. Esta regla es valida hasta los 45 grados API, mas alla de
este valor las cadenas moleculares son tan cortas que hacen que los productos tengan

menor valor comercial.
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25 LA BIORREMEDIACION Y SU APLICACION

La biorremediacién es definida por la Academia Americana de Microbiologia como
“el uso'de organismos vivos para reducir o eliminar riesgos ambientales como resultado de
la acumulacién de desechos peligrosos™ (Gibson & Sayler, 1992). Estas técnicas estan
-aprobadas por varias agencias reguladoras en todo el mundo (United States Environmental

Protection Agency-EPA, Environmental Canada, etc.).

Se ha demostrado que el crecimiento de los microorganismos requiere de fuentes de

" carbono derivadas de los hidrocarburos del petréleo.

El principio basico del proceso de biorremediacion consiste en la destruccién de la
estructura de los hidrocarburos para convertirlos en los componentes no téxicbs de bidxido
de carbono, agua y biomasa. Ver Figﬁra 4. Esto se logra mediante el cultivo de bacterias-
~ endémicas  con | capacidad de adaptacién a las condiciones ambientales. y a las

caracteristicas del suelo en el sitio del tratamiento.

Hidrocarburo

1. Microorganismos
2. Nutrisrites
3. Oxigeno-

| H,0+CO,+Biomasa

Figura 4: Principios de la biorremediacién



El proceso en algunos casos consiste en la 1nocula01on del material contaminado
por petroleo con varias cepas de microorganismos combmadas con aminoéacidos, enzimas,
vitaminas, minerales y nutrientes que mejoran la bioreceptividad y la capacidad metabdlica
de las bacterias aumentando su capacidad de oxigenacién y mineralizacién de los
hidrocarburos. Tal como cualquier otro organismo, los pequefios comedores de petrdleo
necesitan alimentos para vivir y multiplicarse, incluso carbono, fésforo, nitrégeno y
~ oligoelementos; en otras palabras, con su enorme apetito por los hidrocarburos, las

bacterias literalmente se los comen y van limpiando el suelo.
251 APLICABILIDAD

El 4mbito de aplicabilidad de la biorremediacion es amplio, pudiendo considerarse

como objeto cada uno de los estados de la materia (Atlas & Unterman, 1999):

- Sélido: con aplicaciones sobre medios contaminados como suelos o

sedimentos, o bien directamente en lodos, residuos, etc.
- Liquido: aguas superficiales y subterrdneas, aguas residuales.

- Gases: emisiones industriales, asi como productos derivados del tratamiento

de aguas o suelos.

. También se puede realizar una clasificacién en funcién de los contaminantes con

los que se puede trabajar (Young & Cerniglia, 1995; Alexander, 1999; Eweis et al., 1999):

- Hidrocarburos de todo tipo (aliféticos, _aromaticos, BTEX -benceno,
tolueno, etilbenceno y xilenos-, PAH, y todos los productos compuestos por

mezclas de aquellos (gasolina, querosene, gasoil, fue] oil, etc.).

- Hidrocarburos clorados (pesticidas -DDT 'y otros-, PCB -bifenilos

policlorados-, TCE -tricloroetileno- , PCE -perclorbetileno-, herbicidas,...).
- Coinpuestos nitroarométicos (TNT -trinitrotolueno- y otros). -

- Metales pesados (la biorremediacién de metales pesados no ha sido

_utilizada).
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Otros contaminantes: compuestos organofosforados, dioxinas (Halden &

DWyer, 1997), cianuros, fenoles, ete.

Es evidente que no podemos llevar a cabo un anélisis detallado de los estudios de -
biodegradacion existentes sobre todos los compuestos citados anteriormente. Por ello el
texto se centrard fundamentalmente en los hidrocarburos asi como en los temas que han

sido objeto del analisis experimental.

Por dtro lado, las enumeraciones precedentes dejan claro que la complejidad
implicada en esta tecnologia hace inexcusable una aproximacién multidisciplinar en la que
la rrﬁcrobio‘logia, la quimica y la ingenieria tienen un papel iniportante. La amplitud de los
aépectos incluidos en la aplicacién de las tecnologias de biorremediacion se refleja en las

Figuras 5 y 6.

-Composicion

CARACTERISHCASDEL  § .  -Propiedades

CONTAMINANTE -Toxicidad
-Nutrientes
" OPTOMIZACION wp -Humedad
MICROBIOLOGICA -Aireacion
-Indeulo

TECNOLOGIAAPLICADA || wmp -Lond treatment
INSITU VS EXSTTU -ﬂjoslu"-y
COMBINACIONES ~Compostaje

BIORREMEDIACION I -Bioventing, .

:  ANALITIC -Adecuacidn

METODOSANALITICOS l - -Contro! de calidad
- -Estadistica

ALESIREQ -Procedimientos
) - - -Valores de referencia
REGULACIONLEGAL -Anélisis de riesgos
h ) -Permisos

Figura 5: Relacion de pardmetros de todo tipo implicados en la biorremediacion (modificada

de Walter & Crawford, 1997)



TRANSFORMACION
CONTAMINANTE: -Contaminante
Carbono orginico ' modificado.
\ @ (Cometabolismo)

MICROORGANISMOS:
SISTEMAS
ENZIMATICOS |

: % MINERALIZACION

RECEPTORES DE ] - Contaminante
ELECTRONES: transformado enn COo v
- Osxigeno H-0O. )
-  NMitratos -

= Sulfates
- Otros

NUTRIENTES:
- Nitrégeno =p»
- Fasforo
- Otros

T T R T T R R B T e g e ey

Figura 6: Actividad microbiana en el proceso de biorremediacién de compuestos organicos

2.5.2 METODOS DE BIORREMEDIACION

Desde un punto de vista metodoldgico existen tres conceptos importantes, que
determinan a su vez otras tantas aproximaciones principales a la biorremediacién, y que se

comentan una sintesis de estas técnicas a continuacion:

e Atenuacién natural

' Se denomina biorremediacion intrinseca o atenuacion natural a la que sobre muchos
compuestos organicos se lleva a cabo por los microorganismos autéctonos, principalmente
bacterias, del medio afectado (Watanabe, 2001). Estos utilizan su potencial enzimatico

| para mineralizar (biodegradar completamente hasta CO:) los compuestos o bien
simplemente degradarlos hasta productos intermedios, ya sea en un ambiente aerobio o

anaerobio.
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~ En ofras ocasiones las transformaciones cometabdlicas son las responsables de
biodegradacién. En cualquier caso los procesos suelen tener lugar mediante una gran
variedad de interacciones biogeoquimicas entre los componentes del suelo, el agua, los

microorganismos y los contaminantes.

La capacidad intrinseca de asimilacién de un medio depende de las "habilidades
metabolicas" de los microorganismos nativos, del tipo de contaminante y 16gicamente dela
geoquimica y la hidrogeologia en la zona. En relacién con el oxigeno, y en un modelo muy

simplificado, el proceso se definiria de la siguiente forma:

- En presencia de oxigeno (condiciones aerobias) los microorganismos convertirian
en ultima instancia los contaminantes en diéxido-de carbono, agua y masa celular

microbiana. Se habla de biodegradacién aerobia o bien de biorremediacidn aerobia.

- En el caso de escasez de dxigeno (condiciones anaerdbicas), los microorganismos
producen otros cofnpuestos, dependiendo de los aceptores de electrones disponibles
(nitrato, sulfato, fqrmas oxidadas de Fe o Mn, etc.). Hablariamos de biodegradacién
anaerobia o bien de biorremediacién anaerobia, proceso generalmente mds lento

que el aerobio.

Abunde o falte el dxigeno en ¢l medio, éste puede reunir unas condiciones ideales
en las que los contaminantes se tré.nsformarian en compuestos no peligrosos parét los
posibles receptores. En este caso, la estrategia apropiada de biorremediacién puede ser la
atenuacién natural (Mills et al., 2003). Desafortunadamente, hay bastantes factores que
pueden limitar o impedir la atenuacién natural en cualquier medio, sefialindose a

continuacion los mas habituales (King et al., 1997):

- Carencia de nutrientes esenciales para los microorganisfnos (por ejemplo, nitrégeno
y/o fésforo).

- Ausencia de aceptores adecuados de electrones’.

! Los organismos heterdtrofos obtienen la energfa que necesitan por medio de la oxidacién de los -
. compuestos organicos que asimilan. Una parte de la energia obtenida se pierde en forma de calor y
el resto se conserva en forma de adenosintrifosfato (ATP), quedando asi disponible para el
movimiento, crecimiento y otras formas de trabajo. La oxidacion total de un compuesto organico
determinado produce diéxido de carbono (CO,) como producto final. Segin sea el tltimo aceptor
utilizado se identifican dos tipos de respiracion, a saber: Respiracién aerébica donde el oxigeno es
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- Inexistencia de condiciones medioambientales apropiadas (pH, potencial redox,
humedad). '

- Ausencia de poblaciones microbianas con el potencial enzimdtico adecuado

necesario para degradar los contaminantes.

- Presencia de componentes toxicos en la mezcla contaminante.

Si aportamos al medio alguno de los elementos de los que carece o bien
potenciamos los existentes, favoreceremos la eliminacidn del posible contaminante. En
muchos casos este tipo de intervencion sera necesaria para reforzar el proceso natural o
bien para implantar unas condiciones que reduzcan el riesgo ("Engiere Bioremediation

Strategies"), ver Figura 7.

En esto se basan las siguientes aproximaciones biotecnolédgicas: (a) introduccion de
modificaciones en el ambiente mediante el aporte de nutrientes, aireacién y otros procesos
(“bioestimulation” o “enhanced biorremediation™) y (b) la adicion de microorganismos

(“bicaugmentation™).

f ATENUACION NATURAL
In Site? BIOESTIMULACION
BIOAUMENTACION

BIORREMEDIACION £
: ‘ BIOESTIMULACION

Ex Situ’
* I BIOAUMENTACION

Figura 7: Aproximacion a la biorremediacién

el aceptor final externo de electrones, o Respiracién anaerébica, donde el aceptor final de
electrones no es el O sino otro compuesto inorganico, como son ¢l nitrato y el sulfato, entre otros.
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Bioestimulacion

- Existen multitud de técnicas para aplicar la bioestimulacién. Una primera divisién
se puede hacer entre practicas in sifu (bioventing, air sparing, adicién de nutrientes, etc.) y
técnicas ex situ (landfarming, biopilas, biorreactores, etc.), dependiendo de una gran
variedad de factores especificos (Kerr, 1994; King ef al., 1997; Riser-Roberts, 1998; Atlas
& Unterman, 1999; Eweis et al., 1999). En muchos casos serd suficiente afiadir aceptores
de electrones (oxigeno, nitratos, etc.) aunque en otros se podria reqilerir la adicién de
nutrientes o ajustes de pH. En todo caso, estas aproximaciones se sostienen en la premisa
de que los microorganismos indigenas son capaces de degradar el contaminante tras un

proceso mas o menos largo de aclimatacion.

En lo que se refiere a la adicién de nutrientes, la biorremediacion requiere que estos
entren en contacto con el drea impregnada (Morra, 1996) y que su concentracién sea
suficiente para soportar el crecimiento maximo previsto de la poblacién degradadora en el
transcurso de las operaciones de remediaciéon. En esta linea, los sistemas “pump and treat”
para aguas subterraneas (Bosma, 2001), que estan a caballo entre las técnicas in situ y ex
situ, se estdn imponiendo en los ultimos tiempos porque  permiten utilizar un tanque
mezclador como un verdadero biorreactor, con el fin de controlar todos los parametros

importantes.

° Bioaumentacién

Otras lineas de investigacidon han llevado a la utilizacién de microorganismos
especializados y exdgenos al medio con el fin de optimizar la remediacién (Walter, 1997;
Atlas & Unterman, 1999). Esta técnica (bioaumentacidn) puede ser apropiada para
prdyectos ex situ, especialmente en lo que se refiere a la utilizacién de consorcios
especializados (Vifias et al., 2002). No obstante, falta por demostrar su completa validez en
procesos in sifu, ya que se han sefialado una serie de razones que dificultan la aplicabilidad

de la misma:
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- - El tamafio de la poblaciéon de microorganismos degradadores crece rapidamente
como respuesta a la contaminacion del medio y es muy dificil, si no imposible, incrementar

~ la poblacién microbiana mas alld de esos valores mediante un inoculo externo.

- La capacidad de carga de muchos ambientes viene determinada por factores tales
como la presencia de depredadores, la superficie ‘libre’ de contaminantes y la presencia de

abundante materia orgnica (Providenti et al., 1992).

- . Los microorganismos afiadidos compiten con la poblacién indigena antes de ocupar

los nichos potenciales.

Pese a todo, la investigacion es este terreno avanza a gran velocidad; ademads, la
creacion de microorganismos desarrollados por ingenieria genética puede con el tiempo ser
el factor- desencadenante de cambios decisivos en el panorama actual de la

biorremediacién.

253 FACTORES QUE CONDICIONAN EL PROCESO DE
BIORREMEDIACION

La biodegradabilidad de una mezcla de hidrocarburos presente en un suelo
contaminado depende de diversos factores como son: la presencia de una poblacion
microbiana degradadora potencialrhente activa, la estructura molecular del contaminante,
su concentracién y biodisponibilidad, y factores ambientales como el pH, temperatura,
- humedad del suelo, presencia de aceptores de electrones disponibles, y la existencia de.

nutrientes inorganicos (fuente de N y P) disponibles.

Los factores que condicionan el proceso de biorremediacién se muestran en la

Figura 8.

Cada cepa microbiana tiene un determinado rango de tolerancia a factores
ambientales como son: la temperatura, el pH y la salinidad, los cuales pueden afectar al

crecimiento y actividad de las poblaciones microbianas. En consecuencia, cuanto mayor
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lsea la diversidad de microorganismos existentes, potencialmente mayor serd el rango de
tolerancia. No existen unas condiciones preestablecidas que sean Optimas en todos los
casos, pero en términos generales a pH y temperaturas extremas y en suelos salinos la
' biodegradacién se ralentiza, siendo los rangos 6ptimos para la biodegradacién: pH entre 6 -

8 y temperaturas entre 20 - 30°C (Alexander, 1999).

Suelos / Nutrientes
Geologia ‘

Hidrocarburos 9 Biodegradacion 9 C0O,; + Hy0 + Biomasa

Figura 8: Factores que condicionan el proceso de biorremediacién

La vaﬁécién del pH del suelo afecta a la actividad microbiana y también a la
solubilizacién y adsorcidn/absorcion de los contaminantes y de los iones. Las formas
catiénicas (NH4 +, Mg2+, Ca2+) son més solubles a pH 4cido mientras que las formas
anionicas (NO3 -, NO2 -, PO4 3- Cl-) son mas solubles a pH alcalino (Sharpley, 1991). En
general, el pH épthho para las bacterias heterétrofas es neutro (pH 6 - 8), mientras que es
mas acido ‘para los hongos (pH 4-5). El pH optimo establecido para procesos de -
biodegradacién es neutro (pH 7,4 - 7,8) (Dibble & Bartha, 1979). Verstraete et al. (1976)
consiguieron duplicar la biodegradacién de wun suelo contaminado con gasolina
incrementando el pH de 4,5 a 7,4. Para alcalinizar un suelo se utiliza arena de caliza e

iones Ca?* y Mg * mientras que para acidificar un suelo se utiliza FeSO4 (Baker, 1994).-
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 Sin embargo, con poblaciones microbianas adaptadas también se ha descrito

. biodegradacién de los PAH en ’su'elos extremadamente acidos de pH 2 (Stapleton, 1998).

- La tefnperatura es uno de los factores ambientales'més importantes que afecta la |
actividad metabdlica de los miéroorganismoé y la tasa de biodegradacion. La mayor parte
de estudios realizados indican que las condiciones mesofilicas (20 - 30 °C) son las 6ptimas

.para la biorremediacién de suelos contaminados (ver revision Menn et al., 2000). No
’ obstante también se ha descrito biodegradacién de hidrocarburos temperaturas extremas: a
»10 °C en suelos subartlcos ya5°Cen suelos articos (Whyte et al., 1999) y hasta 60 °C por
una cepa termofila de Bacillus stearothermophilus aislada de un suelo contaminado con

crudo de petroleo del desierto kuwaiti (Sorkoh ez al., 1993).

-.La humedad del suelo puede limitar de forma severa .la biodegradacién,
fundamentalmente en suelos superficiales afectados por oscilaciones importantes en el
“contenido de agua. No obstante el nivel 6ptimo de humedad depende de las propiedades de

cada suelo, el tipo de contaminacién y si la biodegradacion es aerdbica o anaerébica. Un
déficit de agua puede disminuir el transporte de nutrientes y de contaminantes, también la
migracion bacteriana a través del suelo. El exceso de agua en un suelo desplaza el aire
residente en los poros_del suelo, generandose con mayor facilidad condiciones anaerébicas,

al agotarse el oxigeno disuelto en agua (Alexander, 1999; Menn et al., 2000).

Dibble & Bartha (1979), describieron un rango de humedad Gptimo del.30 - 90 %
~ de la capacidad de campo para la biodegradacion aerébica de lodos 'contg.minados con
crudo de petrdleo, mientras que Lajoie & Strom (1994) y Pramer & Bartha (1972),
recomendaron llevar a cabo procesos de biorremediacion a una humedad entre el 50 y
. 70% de la capacidad de campo. En general, en suelos de granulometria fina (elevado
porcentaje de arcillas y limos) suele ufilizarse una proporcién cercana al 40-% de la
capacidad de campo, mientras que para suelos arenosos suele utilizarse una humedad

cercana al 60 % de la capacidad de campo del suelo (Menn et al., 2000).

44



La estructura quimica de las distintaé familias de hidrocarburos del petréleo, los n-
alcanos y los alcanos ramificados (isoprenoides) de éadena intermedia (C10-C20) son los
sustratos mas facilmente degradables por los rhicfoorganismos del suelo, y que por lo tanto
tienden 4 ser eficazmente biodegradados. Sin embargo, los alcanos de cadena larga (>C20)
* son més dificiles de degradar debido a su (elevado peso molecular) y su baja solubilidad en
agua (Chainéau et al., 1995). Los cicloalcénos, por norma general, se degradaﬁ mas
lentamente que la n-alcano y alcanos ramificados. Asimismo, los PAH que contienen de‘
~dos a tres anillos aromdticos pueden ser biodegradados eficazmente en el suelo en
condiciones ambientales dptimas, mientras que los PAH de cuatro anillos, y especialmente,
los de 5 o més anillos bencénicos presentan una mayor recalcitrancia inherente y una baja

" solubilidad (Késtner, 2000).

Las fracciones de resinas y asfaltenos son las que presentan una menor
‘degradabilidad debido a la complejas estructuras quimicas y al elevado peso molecular de

susvmoléculas (Hérayama et al., 1997; 1999).

La biodisponibilidad, la tasa de degradacidon depende tanto de la capacidad de
transporte 'y del metabolismo miérobiano, como de la transferencia de masas del

compuesto. La relacién entre estos factores se conoce como biodisponibilidad.

En los suelos uno de los factores limitantes para la biodegrédacién- es la
transferencia de masas, ya que los microorganismos de los suelos contaminados, suelen
‘tener amplias capacidades biodegradativas al estar expuestos a una gran variedad de
compuestos organicos diferentes. Por lo tanto la adsorcion, la absorcidn, deéadsorcio’n,
. disolucién Ay la difusién son fenémenos, propios de la transferencia de masas, que
condicionan la biodisponibilidad de los contaminantes (Stucki & Alexander, 1987; Tabak
et al., 1994 y 1995; Harms et al., 1996; Bosma et al., 1997).

Un fenémeno - que afecta de forma negativa a la biodisponibilidad de los -
contaminantes es el envejecimiento o ageing que se define como la pérdida de la

biodegradabilidad de los compuestos a lo largo del tiempo en el suelo (aunque la poblacién
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microbiana mantenga intacto su potencial catabélico), el cual es més importante en suelos
éon elevado contenido en materia organica (Huesemann, 1995; Nocentini, 2000; Breedveld
‘& Sparrevik, 2001). Este efecto se produce por una serie de fendmenos como son: la
adsorcidn con la materia particulada del sueio, absorcion a la materia organica del suelo, a
- la baja difusividad de los compuestos, prinbipalmente desde los microiaoros; a la disolucién
- en fases liguidas no acuosas (FLNA), o a la formacién de uniones covalentes con la
- materia orgénica e inorgdnica del suelo ( Loosdrecht ef al, 1990; Weissenfels et al., 1992;
Erickson ef al., 1993; Alexander, 1995; Shuttleworth y Cerniglia, 1995; Alexander, 1999;
Bosma et al., 1997). o

Con la finalidad de aumentar la biodisponibilidad de los’ contaminantes existen
numerosos ejemplos en la bibliografia de la utilizacién de tensioactivos sintéticos y
biotensioactivos en la biorremediacién de suelos contaminados por hidrocarburos

(Volkering & Breure, 1998; Chritofi & Ivshina, 2002).

La présencia de aceptdres de electrones. La mayor parte de hidrocarburos presentes
en los productos petroliferos son degradados con mayor extension y rapidez de forma
. aerobica (02 como aceptor final de electrones), ya que en ausencia de O2, y en presencia
de aceptores de electrones alternativos (NO; -, SO,%, CO2, Mn* y Fe 3+) los hidrocarburos
pueden ser degradados., pero con unas tasas de. biodegradacién muy inferiores a las
aerdbicas (Holliger y Zehnder, 1996; Grishchenkov ef al., 2000; Boopathy, 2002; Massias
etal,2003), o |

Los nutrientes inorganicos. Las concentraciones de nitrégeno v {ésforo astmilables
presentes en el suelo, suelen ser limitantes para un incremento y activacion de la poblacién
microbiana, mientras que otros nutrientes esenciales como el Ca ?*, Na ¥, Fe > y 8§04 > ya

estdn presentes en cantidades suficientes en el suelo (Menn et al., 2000).

La adicién de fuentes de N v P inorganicas, generalmente tiene un efecto positivo
incrementando las poblaciones microbianas y las tasas de biodegradacién de hidrocarburos

en suelos contaminados (Dott et al., 1995; B_reedveld v Sparrevik, 2001; Chaineau et al.,
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- 2003). Las proporciones molares de C:N:P, descritas en la bibliografié, respecto al
contenido Vde carbono a degradar son muy distintas. La EPA recomienda utilizar
proporciones C:N de 100:10 a 1000:10 para la biodegradacién de suelos contaminados por
hidrocarburos (Environmental Proteccion Agency - EPA, 1995), y dentro de este intervalo
se han descrito proporciones C:N de 600:10 (Dibble & Bartha, 1979), 500:10 (Zhou &
Carwford, 1995) y de 100:10:1 a 300:10:1 respecto al COT a degradar (Bossert & Bartha,
1984, Oudot & Dutrieux, 1989; Alexander, 1999; Atagana et al., 2003). Aunque en general
la adicién de fuentes inorganicas de N y P. al suelo es Beneﬁciosa para los procesos de
biodegradacién, existen estudios qﬁe han descrito efectos inhibitorios en la adicion de

nutrientes inorgénicos.

Morgan & Watkinson (1992) describieron una inhibicion de la mineralizacién de
fenantreno al afladir nitrégeno inorgénico. Asimismo, el uso excesivo de nutrientes
inorganicos también puede inhibir los procesos de biodegradacion (Zhou & Crawford,
1995; .Margesin y Schinne;,ﬁ—f‘997; Genouw er al., 1994). Para evitar el exceso de
nutrientes, asi'cbmo la pérdida de los mismos por lixiviacion, también se han utilizado
fertilizantes inorgénicos oleofilicos. de liberacion lenta (Inipol EPA® 22) para la
biorremediacion . de suelos contaminados (Liﬁdsuom et al.,. 1991; Pritchard & Costa,
1991). Ademas es importante destacar que la accién de los nutrientes inorgénicos puede
estar limitada debido a la interaccién quimica con los minerales del suelo (el amonio se

puede unir a las arcillas por intercambio catidnico y el fosfato puede unirse y precipitar con

iones calcio, hierro y aluminio).

7

2.54 FASES DEL PROCESO DE BIORREMEDIACION

Para la evaluacion e implementacion de biorremediacién involucre diferentes
etapas, por la cual se necesita informacién relacionada con el contaminante y el medio
‘contaminado. Esta se debe colectar durante la caracterizacion del sitio y los estados del

estudio de factibilidad.

Las fases del proceso de biorremediacion son las siguientes:
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- Fisicoquimico, conocer el tipo y concentracion del contaminante.

- Caracterizacién del suelo, definir caracteristicas quimicas, microbioclogica v fisicas

del suelo.

- Microbiolégico, evalia la presencia de poblaciones microbianas, su -actividad

-metabolica real y potencial y las degradaciones de contaminantes presentes en el suelo.

- Seleccién de la técnica de remediacién, tomando en cuenta la optimizacién de las
condiciones fisicoquimicas (humedad, compuestos inorganicos, biodisponibilidad) y

bioldgicos (posibilidad de inocular poblaciones microbianas al6c¢tonas).

2,55 EFECTOS DE LA BIORREMEDIACION EN LAS PROPIEDADES DEL
SUELO

La contaminaciéon por hidrocarburos tiene un pronuﬁciado éfecto sobre las
propiedades fisicas, quimicas y microbiologicas de un suelo, pudiendo impedir o retardar
el crecimiento de la vcgetaéién sobre ¢l 4drea contaminada (Luque ef al, 1995; Lieth &
Markert; 1990). |

La biorremediacion como solucién a problemas de contaminacién, se presenta
como. una altemativa altamente recomendable debido a su bajo impacto al ambiente,
produccion minima de residuos y por lo general son residuos menos problematicos que

tratados, por utilizar a los microorganismos como maguina de transformacion y operacion.

La biorremediaciéon de suelos no es un proceso instantineo, es decir, el suelo no
queda descontaminado nada mas al aplicar los microorganismos precisos. Los resultados
de su aplicacién varian dependiendo del nivel de contaminacion, del tipo y duracion de los

' contamlnantes unphcados y de los propias condiciones ambientales del terreno, como son

temperatura, el clima y la presencia de sustanmas quimicas, tanto solidas como liquidas.

- La blorremedlacmn aumenta el proceso de tratalmento que consiste en estar

. continuamente anadlendo microbios que eliminen los res1duos contaminantes.
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La capacidad metabélica de las poblaciones microbianas, frente a los contaminantes
- presentes en un suelo, es el fundamento sobre el que se sustenta la técnologia de la
‘biorremedia(:ién (Alexander, 1999). Generalmente, en un suelo con contaminacion
recurrente 0 con episbdios previos de contaminacién, las poblaciones microbiénas
autéctonas se habrén seleccionado en favor de la metabolizacién del contaminante, el cual
puede ser transformado con mayor rapidez que la materia organica himica del suelo

(Kastner, 2000).

Por este motivo, en emplazamientos previamente contaminados, la bioestimulacién
de la poblacién microbiana indigena, puede acelerar el proceso de biodegradacion de los
contaminantes, siempre y cuando los compuestos no sean de gran recalcitrancia
(Alexander, 1999). Unicamente en aquellos casos de contaminacién puntual o de
cofnpuestos de grari recalcitrancia, puede ser necesaria la inoculacidon de poblaciones
aldctonas, procedentes de ‘cultivos de laboratorio con capacidades degradativas
especializadas, para posibilitar la degradacién de los contaminantes existentes. Sin
embérgo, a menudo la falta de adaptacién de las polblaciones exdgenas, puede poner en .
- peligro su supervivencia (Dejonghe et al., 2001; Kastner, 2000). Por lo tanto, antes de
iniciar cualquier estudio de biorremediacién, es esencial conocer si la poblacién
microbiana existente en el suelo es potencialmente degradadora de los contaminantes
presentes y es suficiente para llevar a cabo el proceso de biodegradacién en un tiempo

razonable (Wrenn & Venosa, 1996).

Los microorganismos suelen estar distribuidos en el suelo formando microcolonias
que se encuentran separadas unos 100 pm, y situadas en poros pequefios entre 0,8 y 3 pm
(Harms et al., 1996).

2.5.6 ALGUNAS TECNICAS DE BIORREMEDIACION EMPLEADAS PARA
-~ °  DESCONTAMINAR EL SUELO CON BORRA

Los hidrocarburos dependiendo su tipo, requieren difetentes tiempos de

degradacién. Las parafinas de cadenas cortas son los sustratos facilmente degradables por
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“los microorganismos seguidos en orden descendiente por las parafinas de cadena larga,
isoparaﬁnas, cicloparafinas, aromatico, heterociclico, resinas y asfaltenos. Los compuestos
polares y los asfaltenos son generalmente considerados resistentes a la biodegradacion o
esta ocurre tan lentamente que hace ineficaz el tratamiento biolégico en forma practica.

- Los productos de la degradacién son CO», agua, acidos grasos y material celular.

Los métodos de biorremediacion se pueden aplicar in situ, al que llamaremos
biorremediacién asistida in situ (BAS) o ex situ normalmente a cielo abierto (landfarming),

instalaciones cubiertas y/o en reactores bioldgicos.

La tasa de biodegradacion depende fundamentalmente del numero de bacterias
degradadoras de petroleo presentes, la cantidad de agua, oxigeno, concentracién de
nutrientes, paiémetros fisicos (temperatura, pH, etc), constituyentes caracteristicos del

- hidrocarburo y condiciones climaticas de la zona.

Las técnicas de remediacién més comunes se mencionan a continuacion:
biorremediacion in situ, landfarming, biopilas, bioreactor, bioventilacién, desorcién

térmica, fitoremediacion, lavado de suelos y vitrificacion.

. La biorremediacion in situ

Consiste en modificar las condiciones fisicoquimicas en la zona contaminada para
que se incremente, tanto el nimero de microorganismos capaces de degradar los toxicos
presentes, como su tasa metabdlica. El propésito es incrementar la velocidad de

degradacion de los téxicos.

Este método implica la adicién de humedad y de los nutrientes necesarios para
conseguir el incremento microbiano y favorecer el metabolismo. Se pueden tratar grandes
- extensiones de suelo con un minimo transporte, normalmente utilizando una

retroexcavadora, la aireacion frecuentemente se realiza empleando la misma
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retroexcavadora. Solo es posible un control ambiental minimo de los para’.tﬁefros fisicos y

de los productos de las reacciones microbianas en general se dispersan libremente.

Este proceso puede ser acelerado mediante el reciclaje de parte de suelo empleado.
Este método posee la ventaja de que se pueden tratar grandes cantidades de tierra a la vez y
que es efectivo para la reduccién de las concentraciones de casi todos los constituyentes de

los petréleos tipicos.

x El landfarming

‘Es una tecnologia de remediacién de suelos, donde el mismo es retirado a otro
terreno y mezclado en la superficie, reduciendo asi las concentraciones de petréleo
mediante la biodegradacion por diferéntes microorganismos al hacer uso de la facultad de

degradar sustancias orgénicas al aprovecharlas como fuente de energia.

La biorremediacidn ex sifu, se utilizan para tratar contaminaciones que no se
pueden eliminar eficientemente in situ, ya sea porque la sustancia no se puede degradar o
por las caracteristicas del suelo contaminado, o bien porque el tratamiento se deba terminar -

en un lapso relativamente corto.

El método del landfarming es similar a la biorremediacion in situ, excepto que, en
este, el suelo contaminado es retirado y esparcido en otro terreno, mezclado en 1a

superﬁcie. Ver Figura 9.

El terreno debe poseer buenas caracteristicas de laboreo agricola: ausencia de
piedras, facilmente removible, pH cercano a la neutralidad, facilidad de aireacién y poseer

un contenido adecuado de nitrégeno y fosforo.
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Deben tomarse precauciones respecto a la posibilidad de migracién de los
contaminantes hacia las capas de agua subterrdneas, curso de agua superficial o zonas

agricolas y forestales.

recolector de percolado
y wrataniento (opcional)
pozos de monitareg
de] agoa subterranea

suelp conteminads

L alarabrago
arago para airear el terreno

Figura 9: Esquema de un landfarming
- Los factores a considerar en la biorremediacién in situ y landfarming:

- Temperatura: biodegradacién decae con la temperatura (2 mas temperatura, mas

biodegradacion).

- Humedad: ideal, 18%.

. Nutrientes: especialmente nitrégeno y fosforo.

- pH: 6,5 (lo que impide la migraqién de metales y brinda dptima biodegradacion).

- Oxigeno.
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*  Biopilas

También conocidos como bioceldas, estas son usadas para reducir las
concentraciones de los constituyentes del petréleo en suelos excavados mediante la

biodegradacién.

Esta tecnologia involucra el apilamiento del suelo en celdas y la estimulacién de la
actividad aerdbica de los microorganismos dentro del suelo a través de la aireacién y o

adicion de minerales, nutrientes y humedad. Ver Figura 10.

El incremento de la actividad microbiana lleva a una degradacién y adsorcidn de

los constituyentes del petrdleo a través de la respiracion.

Las biopilas son similares al landférming, los dos métodos son en la superficie del
terreno, pero en las biopilas se utilizan sistemas de ingenieria que usan oxigeno,
generalmente aire, para estimular el crecimiento y reproduccion de las bacterias aerébicas,
 las cuales degradan los constituyentes del petréleo absorbidos en el suelo. Mientras que los

landfarmig son aireados por labrado o arado.

Las b1op11as son aireadas mas a menudo forzando aire a moverse por myeccmn 0

extraccidn a través de ranuras o tuberias perforadas en toda la pila.

La volatilidad de los contaminantes dispuestos a tratar en la biopilas,-. son
importantes porque los constituyentes volatiles tienden a evaporarse desde la biopila
- durante la extraccién o inyeccion y rara vez son biodegradados por las bacterias.
Constituyendo vapores en aire que serdn inyectados dentro de la biopila disipandose dentro

de la atmoésfera, a menos que la misma sea cubierta y que los vapores sean colectados por

- unas tuberfas instaladas debajo de la cobertura.
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Figura 10: Esquema de remediacién con biopilas

n Bioreactores

- Otra metodologia de biorremediacion ex situ es el uso de bioreactores que pueden
definirse como un depdsito en el que se producen una serie de reacciones bioldgicas

llevadas a cabo por los microorganismos o enzimas que se encuentran dentro del mismo.

Consiste en extraer el suelo contaminado y se lo somete a tratamientos que pueden
ser en fase semisdlida o en fase sdlida. En el primer caso se prepara un lodo fluido

agregando agua, nutrientes y cultivos densos de microorganismos. Este método tiene como

ventaja las posibilidades de controlar los pafa’.métros operacionales,

estos métodos depende en gran medida de las labores de manejo, tales como control de la

-humedad del material en proceso de remediacion, temperatura, oxigenacién y por lo tanto

reduce significativamente el tiempo de tratamiento.
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La alternativa de usar reactores biolégicos para realizar un tratamiento intensivo se

encuentra seriamente limitada por los costos que implica grandes volumenes de suelo.

LI La bioventilacion

Es un término usado para la biodegradacién aerdbica estimulada por oxigeno

introducido a través de la ventilacion del suelo.

Generalmente es una tecnologia de remediacidn in-situ que utiliza microorganismos
nativos para biodegradar los constituyentes organicos absorbidos por suclos en la zona no
* saturada, es mas usada con productos de peso medio como el diesel ¥ los combustibles de

inyeccion.

= Desorcion térmica

Es una tecnologia no incinerativa, se puedé aplicar in situ o ex situ. El suelo
contaminado es colocado en una atmdsfera inerte para incrementar la presion de vapor de
los contaminantes organicos con bajo punto de ebullicidn, pasandolos de la fase sélidaa la
gaseosa vy recolectarlos en circuitos cerfados., lo que permite separar los compuestos

organicos de la matriz suelo. Ver Figura 1].

La desorcién se ve afectada principalmente por la temperatura y el tiempo de
residencia. A mayor temperatﬁra y tiempo de residencia, mayor es la eficiencia de

remocion.

Existen también meétodos que aplican temperaturas suficientemente altas para
oxidar los contaminantes organicos por completo. El control y el monitoreo de emisiones
gaseosas es critico en estas téenicas de remedlacmn, a fin de evitar que se produzca

contaminacion atmosferica al tratar y remediar la contaminacion del suelo.
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Figura 11: Esquema general de la desorcion térmica

Tratamientos in sifu mds comunes de desorcién térmica

- Inyeccién de vapbr: se fuerza o inyecta a entrar vapor al subsuelo a través de
pozos perforados en la zona contaminada. El vapor calienta el drea, moviliza y

evapora las sustancizis. Ver Figura 12.

- Inveccion de aire caliente: similar a la inyeccidn de vapor, salvo que en lugar de

vapor se inyecta aire caliente. Ver Figura 13.

- Inyeccion de agua caliente: similar a la inyeccién de vapor, salvo que en este caso

se reemplaza el vapor por agua caliente.

- Calentamiento con resistencia eléctrica: hace pasar una corriente eléctrica por
debajo de la superficie a través de pozos hechos de acero. El calor de la corriente

convierte en vapor el agua del suelo evaporando las sustancias presentes.
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Calentamiento por radio frecuencia: consiste tipicamente en colocar una antena
que emite ondas de radio en un pozo. Las ondas de radio calientan el suelo y ello

hace que los quimicos se evaporen.

Conduccién térmica: se aplica calor a través de pozos de acero o mediante una
manta que cubre la superficie del suelo. Al calentarse la zona contaminada, los
elementos nocivos se destruyen o evaporan. La manta se utiliza en los sitios donde

la contaminacién es poco profunda. De lo contrario, se utilizan los pozos de acero.
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Figura 12: Esquema de inyeccion de vapor
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Figura 13: Esquema de inyeccidn a aire caliente

= Fitorremediacion

Las técnicas de fitorremediacién aprovechan la capacidad de ciertas especies
vegetales de extraer del suelo, a través de sus raices, contaminantes inorganicos, organicos
y -acumularlos en su tejido vegetal. En la aplicacidon de estas técnicas se debe prever el

tratamiento v disposicién final del material vegetal.

" Lavado de suelos

- En este tipo de tratamiento se aplican productos quimicos tales como surfactantes
que cambian las propiedades fisicas de los hidrocarburos a fin de que estos se puedan
remover mecanicamente, por ejemplo éon un skimmer. Una adiciéon de <1 % de
Surfactantes es de uso muy comun, mientras que concentraciones >2 % podrian afectar la
conductividad hidraulica. De acuerdo al tipo y/o combinacién de contaminantes se deben

seleccionar los productos idéneos a ser aplicados en el tratamiento. Ver Figura 14.
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Figura 14: Esquema de lavado de suelos

.. Vitrificacién -

Una corriente eléctrica pasa entre electrodos situados colocados verticalmente en el

suelo, con un potencial de 12 kV donde esto genera un alta temperatura (1500 - 2000 °C)

que causa la formacion de vidrio (como silicatos) que incorporan los desechos.

'Los contaminantes son encapsulados e inmovilizados calentando el suelo a altas

temperaturas El suelo y los materiales contenidos se convierten en vidrio estable. Ver

Figura 15.

Este proceso los destruye por pirolisis u oxidacién, descomposicion térmica de

algunos contaminantes inorgénicos e inmovilizacién térmica estable de compuestos en

- materiales vitrificados cristalinos.

Se aplica a suelos hasta 15 metros de profundidad.
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Figura 15: Esquema de vitrificacion del suelo

2.6 COMPOST EN SUELOS CONTAMINADOS CON II[DROCARBURO

El ‘compostaje es el proceso bioldgico aerébico, mediante el cual los
‘microorganismos actan sobre la materia répidamente biodegradable, permitiendo obtener
‘compost, abono. Es un método aplicado a residuos solidos donde el componente organico
‘de residuo solido es descompuesto biolégicainente bajo condiciones controladas a un
estado en el cual puede ser manejado, almacenado y/o dispuesto en el suelo sin afectar de

" manera el ambiente (Golueke, 1977).

La tecnologia de biorremediacién con compostaje se fundamenta en la estimulacién
de la actividad biodegradadqra de las poblaciones microbianas presentes en un suelo -
coritaminado, mediante la adicién de un compost, disefiado -a medida- segin las
caracteristicas y'requerimientos de cada suelo contaminado a tratar y enriquecido en

poblaciones microbianas degfadadoras de los contaminantes presentes en dicho suelo.
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Los microofganismos degradadores presenies en suelos altamente contaminados
suelen desarrollar mecanismos regulédores_‘ genéticos que responden a la presencia o
ausencia de determinados compuestos contaminantes, teniendo muchos de ellos la
capacidad de utilizar los propios contaminantes como fuente de carbono. Sin embargo, los
“suelos contaminados suelen tener una actividad microbiana baja, basicamente debido a la
falta de condiciones ambientales favorables, como la baja concentracién de materia
orgénica, oxigeno, nitrogeno y/é fosforo, etc. Asi, la adicién, durante el proceso de
tratamiento in situ de los suelos contaminados, de compost disefiados a medida,
enriquecidos en poblaciones microbjanas biodegradadoras y con un alto porcentaje de
materia orginica biodegradable, provocard un aumento de Ja capacidad biorremediadora

intrinseca de cada suelo contaminado, acelerando as{ el proceso su recuperacion.

2.6.1 FACTORES QUE CONDICIONAN EL PROCESO DE COMPOSTAJE

Como se ha comentado, el proceso de compostaje se basa en la actividad de
microorganismos - que viven en el entorno, ya que son los responsables de la
descomposicién de la materia orgénica. Para que estos microorganismos puedan vivir y
desarrollar la actividad descomponedora se necesitan unas condiciones Optimas' de

temperatura, humedad y oxigenacion.

Son muchos y muy complejos los factores que intervienen en el proceso bioldgico
del compostaje, estando a su vez influenciados por las condiciones ambientales, tipo de
residuo a tratar y el tipo de téenica de compostaje empleada. Los factores m4s importantes

SOI:
- Temperatura

Esta tiene efecto en el crecimiente y la actividad metabdlica de Ios
microorganismos. Es un parametro 1iti] para medir el proceso de descomposicién ya que en
la medida que se desarrolla el metabolismo de las bacterias se genera calor por lo tanto el

incremento de temperatura es un buen indicador de cdmo esta funcionando el proceso.
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Se considefan Optimas las temperaturas del intervalo 35 - 55 °C para conseguir la
eliminacién de patégenos, parasitos y semillas de malas hierbas. A tefnperaturas muy altas,
muchos microorganismos interesantes para el proceso mueren y otros no actan al estar-
esporados. Se realiza la evaluacién de la temperatura, basicamente el seguimiento del

rango termofilo (méyor de 50 °C) para asegurar la higienizacidn del material.

Los microorganismos mas eficientes en la compostacion son los microorganismos
mesofilos cuya temperatura 6ptima- corresponde a los 35 - 40 °C y los terméfilos quienes

requieren de 55 °C o un poco mds.

Estas temperaturas mantenidas en el tiempo permiten ejércer naturalmente un
tratamiento de sanitizacidn especialmente con respecto a microorganismos patdgenos, asi
- como también logran destruir semillas de malezas, esporas de hongos y algunas fitotoxinas
que posteriormente significarian un problema al adicionar el compost sobre cultivos

agricolas.

El manejo de la temperatura requiere cuidado y control ya que asi como la alta
- temperatura es capaz de sanitizar de patdgenos también puede terminar con la flora

benéfica antes que el proceso lo haga naturalmente en el momento justo.

Las lecturas periddicas mediante el uso del termémetro ayudan a determinar el

 momento en que la pila debe ser volteada, si ésta alcanza sobre los 70 °C.

Si una pila de compostaje no logra subir su temperatura por sobre los 48 °C pasados
- algunos dias, esta indicando que probablemente no hay suficiente nitrogeno en la pila para

activar o gatillar el proceso.

En el Figura 16 se observa la variacién de temperatura y pH en una pila de

compostaje.
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Figura 16: Variacion de temperatura y pH en una pila de compostaje

Fuente: Gray & Biddlestone {1981)

- Humedad

En el proceso de compostaje es importante que la humedad alcance unos njﬂfeles
ptimos del 40 - 60 %. Si el contenido en humedad es mayor, el agua ocupara todos los
poros y por lo tanto el proceso se volverfa anaerdbico, es decir se produciria una
putrefaccion de la materia organica. Si la humedad es excesivamente baja se disminuye la
actividad de los microorganismos vy el proceso es mas lento. El contenido de humedad

dependera de las materias primas empleadas.

Para materiales fibrosos o residuos forestales gruesos la humedad maxima
permisible es del 75 - 85 % mientras que para material vegetal fresco, ésta oscila entre 50-
' 60%. Por tanto se aseguran los valores optimos de entre el 40 - 60 % y determinar si el

riego es necesario.
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- pH.

Este es un parametro importante para evaluar el amblente microbiano y la
estab111zac1on de los residuos. El valor del pH, al igual que la temperatura varia con el

tiempo y el proceso de compostaje. El pH inicial esta normalmente entre 5y 7.

Influye en el proceso debido a su accidn sobre microorganismos. En general los
hongos toleran un margen de pH entre 5-8, mientras que las bacterias tienen menor
capacidad de tolerancia ( pH= 6 - 7,5 ). Se sigue la evolucién de pH iniciales bajos hasta el

pH clasico del compost que es ligeramente bésico (pH aproximado entre 7 y 8).

En los primeros dias'de compostaje, el pH éae a50 menos, debido a la presencia de
acidos orgénicos simples, y l_aA temperatura sube debido a la produccion de organismos
mesofilos. Después de aproximadamente 3 dias, la temperatura llega a la etapa termofila y
el pH comienza a subir hasta aproximadamente 8 a 8,5 para el resto del proceso aerébico.

El valor del pH llega a un valor de 7 a 8 en el compost maduro.
- Oxigeno .

Este factor es el cuarto mds importante, ya que si la pila o cimulo en donde se
encuentran las materias primas del compost deja de tener aireacién el proceso de
fermentacién cambia de aerdbico a anaerdbico generandose productos distintos y con

manejo diferente y graves problemas de olor.

La mayoria de los problemas de olores en los procesos de compostaje aerdbico se
deben fundamentalmente, a problemas de deficiencia en el volteo donde se pueden
~ desarrollar condiciones anaerdbicas, bajo estas condiciones se pueden generar écidos

orgdnicos, muchos de los cuales presentan olores desagradables.
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También se producen malos olores, al agregar materiales cuya descomposicién
ocurre en un tiempo relativamente largo. Para evitar y minimizar los problemas potenciales
- de olores, es importante reducir el tamafio de las particulas, separa plasticos y otros

materiales no elementos en el origen. -

El oxigeno se mueve dentro de la pila principalmente por difusion, asi si la pila es
~ muy grande se dificulta el paso de oxigeno al centro de la misma, es por eso que en

‘grandes instalaciones o en pilas muy grandes se recomienda hacer aireacion forzada.
- Poblacién microbiana

El compostaje es un proceso aerdbico de descomposicidn de la materia organica,
llevado a cabo por una amplia gama de poblaciones de bacterias, hongos y actinomicetos.
Los hongos, junto con las bacterias heterdtrofas y un reducido grupo de otros organismos -
constituyén‘ los descomponedores de la biosfera. Su actividad es esencial para el continuo
funcionamiento de la naturaleza. La descomposicion libera didxido de carbono y aporta

compuestos nitrogenados y otros minerales al suelo.
- Relacién C/N equilibrada

Este es otro parametro de produccién muy importante a la hora de dar las
condiciones perfectas para que se inicie el desarrollo de los. microorganismos, esta relacién

puede variar entre un substrato y otro.

Los materiales orgdnicos ricos en carbono y pobres en nitrogeno son la paja, el
heno seco, las hojas, las ramas, la turba y el serrin. Los pobres en carbono y ricos en

nitrégeno son los vegetales jévenes, las deyecciones animales y los residuos de matadero.

La fuente de energia para bacterias y hongos es el carbono presente en los

‘carbohidratos provenientes de maderas, material celulésico y hojas. El nitrogeno, un
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componente de las proteinas, es necesario para soportar el desarrollo de los

microorganismos beneficiosos.

Mezclando diferentes materiales es posible realizar un buen balance para esta

relacion. Ver Figura 17. -
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Figura 17: Fuentes de carbono y nitrégen6
- Tiempo

Mientras mayor es el tiempo de permanencia de los materiales a compostar dentro

de la pila mas seguridad se tendra de la completa degradacion y madurez del compost.
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Respecto a la curva de compostaje existen diversas interpretaciones de cuando, o a
que temperatura en relacion con el tiempo se produce el peak (pico) y cuando inicia su
descenso. Algunos trabajos hablan que el méximo se alcanza en pocos dfas cuatro a siete,
sin embargo en otros trabajos y cxpericﬁcias este punto ocurre al dia siguiente que se inicia

1a pila de compostacion.

El compoét debe pasar por todas sus fases para estar maduro fase 1, fase Il y fase

111, como se puede observar en la Figura 18.
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Figura 18: Fases del compostaje

Fase I las bacterias mesodfilas, sobre materia organica ficilmente degradable tal
como azucares, almiddn y proteinas luego sobreviene la fase II o fase termofilica en la que
ocurre la digestion de la celulosa y hemicelulosa y por ultimo viene la fase III de
estabilizacién en la que disminuye la temperatura .coniuntamente con la tasa de

descomposicién microbiana.
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La destrucci6n de organismos patogenos es un elemento importante de disefio en el
prdceso de compostaje, porque afectara el perfil de temperatura y al proceso de aireacion.
La tasa de mortalidad de los patégenos estd en funcién del tiempo y de la temperatura, la
- mayoria de los patégenos seran destruidos rdpidamente cuando todas las partes de la pila

estén sometidas a una temperatura de aproximadamente 55 °C.

Solamente unos pocos pueden sobrevivir a temperaturas de hasta 67 °C durante un -
‘corto periodo de tiempo. Se pueden eliminar todos los patdgenos existentes dejando el

material que esta fermentandose a una temperatlira de 70 °C durante 2 horas.
- Periodo de estabilizacién del material

El proceso de compostacion es variable y depende del material a utilizar, se puede
reconocer al producto terminado cuando la temperatura del material baja a

aproximadamente 25 °C y se mantiene sin subir por lo menos una semana.

Un criterio simple para saber si el producto se encuentra estabilizado es colocar un
poco del material dentro de una bolsa plastica cerrada, y espereir 24 h, espérando no
encontrar emanacién de malos olores, humedad ni aumento de temperatura. Otra manera,
consiste en hacer germinar semillas, las cuales efectivamente brotarian pero no serian

viables a corto plaZo.

Una vez que se considera estabilizado el material, se debe dejar reposar o madurar,
entre 15 a 45 dias, para posibilitar la higienizacién del compost, al terminar de degradarse

todos los restos de material organico.
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- 2,62 EVALUACION DE LAS VARIABLES DETERMINANTES EN EL
'PROCESO DE DEGRADACION DEL TPH POR EL COMPOST

a. Contenido de humedad

- La medicién de este parametro se debe realizar al iniciar el proceso efectudndolo
con una periodicidad de una a dos semanas, o cada vez que se realice el volteo de la pila.
El nivel de humedad de las pilas debe oscilar entre 40 a 60 % y se puede controlar
facilmente apretando una muestra de composf en las manos y estrujarlo; no debe caer agua

a lo mas una o dos gotas.
b. pH

" Debe ser medido con pHmetro, y los valores normales al final del proceso deben

. fluctuar entre 7 a 8.
c. Contenido de metales pesados

Debe realizarse al iniciar el proceso y al producto final sélo si existen dudas de la
.procedencié. de la materia prima, ya sea que provenga de lodos de plantas de tratamiento,
desechos organicos de procesos quimicos, etc. El andlisis debe hacerse en laboratorio
vespecializado para los siguientes elementos: niquel, zine, plomo, cadmio, cobre, arsénico, -

cianuro, cromo, selenio, mercurio

La Organizacién Mundial de la Salud ha establecido los rangos tolerables de
metales pesados que puede contener el compost maduro o final. Estos rangos son

expuestos en el Cuadro 5.

69



Cuadro 5: Limites de concentracion de metales pesados en el

compost final

Bogo 0 -3
Cadmio 1540
Cobre : 00 - 260
Hierro 8000 -15000
Mercurio -5
Manganeso 340 -1.300
Molibdeno 10
Zie 800 -1.200
d. Temperatura en el proceso

Deben efectuarse mediciones desde el inicio y con cierta periodicidad durante el
tiempo de compostacidn especialmente al momento de los volteos o, por lo menos una vez
por semana con termémetro de varilla; si el proceso se realiza en pilas de gran longitud, la
temperatura debe medirse cada 15 a 20 metros, estableciendo un control grafico como se

ejemplifica a continuacion:

La temperatura durante el proceso deberia fluctuar entre 55 °C a 70 °C durante el

proceso.
€. Contenido de oxigeno

Es necesaria la presencia de oxigeno para que las bacterias lleven a cabo el proceso
de mineralizaciéon. El nivel optimo de oxigeno existente en una muestra debe ser

. aproximadamente de un 5 %.
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2.6.3 TECNICAS DE COMPOSTAJE

Como el rendimiento de producto es basicamente el mismo en las distintas técnicas
de compostaje (en hileras con volteo, pila estatica aireada o en biorreactor), los criterios de
seleccion se basan en la inversidn, funcionamiento, dispbnibilidad de terreno, complejidad

" operacional y el potencial para generar problemas ambientales.

Las técnicas de compostaje varian de acuerdo a las condiciones de aireacién,
- periodo de volteo y la calidad requerida en el producto final. Todo sistema de compostaje
necesita una serie de medidas de monitoreo para verificar constantemente las condiciones

de temperatura y humedad.

Las técnicas principales corresponden a las que a continuacién se describen, la
“eleccién de cualquiera de ellas va a depender de los objetivos planteados por el productor,
el producto que desea elaborar, de las necesidades del mercado, de la cantidad de material

a procesar y del tipo de substrato con el que se pretende trabajar, entre otros.

En la practica y en general una de las tecnologias de composteo mds utilizada para
el tratamiento de extensas éreas de suelos contaminados, principalmente por hidrocarburos
totales de petroleo, se lleva a cabo en condiciones aerobias y se conoce como biopilas,

bioceldas o pilas de composteo (Jturbe-Argiielles et al., 2002).

Las biopilas, son una forma de composteo en el cual se forman pilas con el suelo
contaminado y agentes de volumen. El sistema, que puede ser abierto o cerrado, se
adiciona con nutrientes y agua y se coloca en dreas de tratamiento, que incluyen sistemas

para colectar lixiviados y alguna forma de aireacién (Eweis et al., 1998).

A continuacién se mencionan las técnicas de compostaje:
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a Biopilas alargadas

El sistema de biopilas alargadas es el proceso de composteo mas econémico y
sencillo. En éstas, el material a compostear se apila sobre una plataforma en montones a lo

: largo. Ver Figﬁra 19.

En este tipo de biopila, la aireacién se realiza mediante el mezclado manual o

~ mecénico de la composta, proceso que a su vez permite homogeneizar la temperatura.

El mezclado de la composta proporciona una mayor distribucién y facilita la
biodegradacion de los contaminantes, ya que permita la homogeneizacién de los nutrientes,

agua, aire, contaminantes y microorganismos.

La frecuencia del mezclado de la p1la depende de la actividad microbiana, que
generahnente puede determinarse por el perfil de la temperatura en la composta, que puede

realizarse una vez-al dia (EPA, 1995) o bien una vez al mes (Sellers e al., 1993).

:'Cubieﬂa

- Compésta

Figura 19: Representacion esquematica de un sistema de biopilas alargadas
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b Biopilas estaticas

A diferéncia de las anteriores, las biopilas estdticas no necesitan mezclarse
- mecanicamente, ya que la aireacion y homogeneizacién del calor en la composta se lleva a
cabo por medio de un sistema de inyeccion (compresor) o extraccidn (vacio) de aire,
mediante tubos colocados en la base alineados paralelamente a lo largo de la pila. Ver

Figura 20.

En las biopilas estaticas, normalmente se emplea un sistema de extraccion de aire,
ya que ello permite la captura de los vapores de cierta fraccion de compuestos organicos
volatiles que llegan a ser removidos del suelo contaminado durante el proceso de aireacion.
Estos vapores son enviados a un sistema de biofiltracién u oxidacién catalitica para su

tratamiento (Eweis et al., 1998).

Composta Fittro de

B Bomba composta
devatio

Figura 20: Representacion esquemaitica de un sistema de biopilas estaticas.

El uso de un sistema de inyeccién o extraccién de aire en este tipo de biopila,

permite el control manual o automatico de la velocidad del flujo de aire que provee de
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oxigeno al proceso de composteo, permitiendo. asi establecer una relacion entre el flujo de

aire y la actividad microbiana a través del tiempo (Eweis et al., 1998).
c. Compostaje en pilas estdticas no aireadas

Es el sistema mas antiguo de compostaje, en el que se forman pilas de reducida
altura, que se dejan sin movifniento, ventildndose ‘naturalmente, por lo tanto, ocurren
procesos de anaerobiosis zonales, con generacién de malos olores, géses y liquidos. Lo
anterior, genera una fermentacién deficiente e irregular, no obteniendo un producto de alta

. calidad.

- El tiempo de estabilizacién de la pila estd entre cuatro y seis meses. En regiones
con mucha pluviometria o alta humedad ambiental, se recomienda colocar el material bajo

~ techo o galpones.
d. Compostaje en reactor

Este proceso se lleva a cabo en un contenedor cerrado, donde se establece un

proceso aerobio acelerado para generar compost (alrededor de un mes).

Los distintos tipos de residuos se alimentan a la maquina, y luego se dosifica una
cantidad programada de material rico en carbono (aserrin, paja) para asegurar el proceso de

descomposicién.

Luego, la mezcla es desmenuzada dentro de la maquina para asegurar un tamafio de
partfcula adecuado. Una vez realizado el proceso de trituracién y mezcla, el material pasa a
un contenedor de compostaje provisto de una bomba para inyectar aire a la mezcla, lo que

facilita el trabajo de los microorganismos que convierten los desechos en compost. -
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e. Compostaje en pilas de volteo o en hileras:

;'

Este sistema considera el volteo del producto ya sea manual o mecdnicamente, en
- este sistema de compostaje en pilas se amontona el material al aire libre o en galpones, con
un cargador frontal. Si esta termina en su parte superior en punta se habla de una pila

triangular; si su superficie superior es plana se habla de una pila trapezoidal.

Las pilas deben ser volteadas en forma regular, ya sea con maquinas especialmente
destinadas a éste. fin (volteadoras) o tambi€n se pueden usar cargadores frontales pero
conlleva el riesgo de no lograr un mezclado apropiado del material en proceso, también se

pueden voltear en forma manual.

El volteo debe ir disminuyendo a medida que pasa el tiempo, se recomienda, por
gjemplo, que durante el primer mes se realice dos veces a la semana; en el segundo mes,
una vez a la semana; el tercer mes, cada 15 dias y los meses restantes, una vez al mes,

dependiendo de 1a mezcla utilizada.

lCon el volteo de las pilas se persigue obtener los siguigntes efectos:
- Mezclado
.~ Evitar compactacién
- Intercambio gaseoéo
- Creacion de nuevas superficies de ataque para los microorganismos

- Control de la temperatura, pH y humedad

Para proteger las pilas del exceso de humedad o de un secado extremo, se pueden

proteger con telas especiales de material poroso al aire.



- Debido al costo y trabajo adicional que esto significa, se evita muchas veces
usarlas. Desde el punto de vista de requerimientos de mano de obra, es conveniente '

reemplazar el uso de tela por techumbre, especialmente en zonas con alta pluviometria.

Las pilas trapezoidales aprovechan muy bien el espacio disponible, por lo que son
'ves.pecialmente recomendables para instalaciones en recintos cerrados. Existe sin embargo
el peligro de que las pilas se construyan demasiadas altas (superiores a 2 m de altura) y si a
esto se agrega intervalos demasiados largos entre volteos y técnicas de volteo deficientes,
no es posible garantizar el intercambio de aire entre €l interior de la pila y el medio, no
élsegﬁrando el que es necesario para mantener las condiciones aerdbicas del medio,
. produéiendo asi condiciones anaerébicas donde se pueden formar gases mal olientes y
- ofros que son relevantes para los aspectos climaticos (por ej. CHs) y ambientales en

general.

Estos gases también se pueden formar por anaerobiosis zonales y transitorias, pero
en cantidades mucho mas pequefias. Otro proceso de apilacién consiste en una serie de
capas intercaladas de material a compostar y tierra usada como material absorbente. Por
ejemplo: una primera capa inferior de 10 cm de tierra con aserrin, una capa con reéiduos a
~ compostar de 5 cm, una capa de tierra de 5 cm, una capa de residuos de 10 a 15 cm, una
capa de tierra de 2 cm, hasta ‘alcanzar la altura de 1 m. Esta mezcla se estabiliza a los

cuatro a cinco meses, con un volteo semanal.

~ Es recomendable para volumenes pequefios, por ejerriplo el procesado de restos de

una vivienda o parcela (compostaje doméstico).

La técnica de pila de volteo, es relativamente facil de aplicar, dependiendo del
- volumen a tratar: Un ejemplo de dimensionamiento y tratamiento de pila de volteo en

~ hilera, puede ser:
- Altura:entre 1.5y 1.8m

'-‘» Base: entre 2.4 a 3.6 m
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- Largo: variable =

- Paredes verticales con una inclinacién cercana a los 30

- Humedecimiento: _con‘ riego por aspefsién 0 niangﬁera
- Rango de humedad 6ptimo: 40 a 60 %

- Periodicidad de volteo: variable, de muy frecuente, dos veces a la semana en el
primer mes a una vez al mes en el Gltimo periodo. Dependiendo del lugar

geografico donde se emplace y tipo de sustrato a trabajar (% de humedad, T°).

- Volteo: puede ser manual, con cargador frontal, o con volteadoras disefiadas

para este fin.
2.64 ETAPAS DEL PROCESO DEL COMPOSTAJE

De acuerdo con las caracteristicas del proceso de composteo, en la etapa inicial es
necesaria una aireacion eficiente (alto flujo de aire), debido a que en esta etapa existe una
acelerada actividad microbiana. Este aumento en la actividad microbiana provoca un
aumento en la demanda de oxigeno y un 'répido' aumento en la generacién de calor
metabolico, produciéndose temperaturas que se elevan hasta un rango termofilico (50 a
60 °C) (EPA, 1998). Sin embargo, generalmente durante el composteo de suelos
contaminados adicionados con agentes de v’olume.n, el estado termofilico usualmente no se

~ logra, por lo tanto, la temperatura no excede a los 45 °C (Semple etal.,2001).

Después de un cierto tiempo la actividad microbiana disminuye,- debido a que los
componentes facilmente biodegradables son consumidos. En esta etapa el requerimiento de
oxigeno y la temperatura disminuyen gradualmente, por lo que la composta requiere una

menor aireacién (menor flujo de aire). -~

En la Figura 21 ‘se muestra la relacién entre la degradacion de cbmpuestos
orgénicos. (funéiéh de la actividad microbiana) y los perfiles de temperatura dentro de la

composta a través del tiempo. De acuerdo con esta relacién se puede emplear un programa
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analégico que regule automaticamente la velocidad de flujo del aire en funcién de la

temperatura que se registra enla composta (EPA, 1998).
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Figura 21: Remocién de materia orgdnica y perfiles de temperatura

durante el proceso de composteo.

El aumento y la caida en el pérﬁl de la temperatura, a menudo pueden usarse para
monitorear el desempefio de una pila de composteo. Una vez que la pila se enfria yvia
temperatura dentro de ésta se aproximé. ala températufa ambiente, el periodo de composteo
activo puede considerarse completo. Otras caracteristicas que indican el éxito de un
proceso de composteo, son el cambio en la textura y el olor de la pila en la etapa final. Al
inicio del proceso se generan olores fuertes y desagradables, mientras que en la etapa final
éstos desaparecen y el olor es parecido al de tierra de jardin. Por su parte, la textura de la

mezcla es mucho mas homogénea que al inicio.

~ Estos cambios en el olor y textura son el resultado de la biodegradacién deA la
materia organica, que al pasar de forma sélida a gaseosa, da como resultado una reduccién
en el tamafio de la biopila. Dependiendo de la cantidad de material orgdnico mezclado con
el suelo, puede esperarse que la masa de la biopila se reduzca hasta en 40 % (Eweis ef al. .
1998). | |
o 78



2.6.5 PRINCIPIOS BASICOS DEL COMPOSTAJE

La construccién de una biopila de composteo (alargada o estétiéa) consiste

basicamente en realizar los siguientes pasos (Von Fahnestock ez al., 1998):

a. Acondicionamiento de un éarea que sirva de base para la biopila, cuya dimensién
dependerda de la cantidad de suelo a tratar. La base’ puede ser un suelo arcilloso
compactado, concreto o polietileno de alta densidad. Se recomienda la instalacién de un
sistema de recoleccidn de lixiviados mediante canales o tubos. Los lixiviados pueden ser

almacenados en un tanque e incorporados a la biopila mediante un sistema de irrigacion.

b. Excavacién del suelo contaminado. Se recomienda que antes de realizar esta
actividad se lleve a cabo un estudio del sitio para conocer las caracteristicas del suelo y del

contaminante a tratar.

c. Transportacion del suelo al sitio de tratamiento. Es recomendable que éste se

encuentre lo mas cercano posible al sitio en donde se localiza el suelo contaminado.

d. Acbndicionamicnto de la biopila. En esta fase, deben adicionarse los agentes de
volumen, asi como los nutrientes y agua necesarios. En algunos casos se recomienda la
adicion de microorganismos con capacidades metabolicas para degradar al (los)
‘contaminante(s). Para el caso de suelos intemperizados, se recomienda la adicion de

surfactantes para facilitar la desorcién de los contaminantes:

e. Mezclado del suelo y colocacién del material sobre la base. No existe una medida
idealmente establecida para el largo y ancho de las pilas, esto generalmente depende del
volumen de suelo a tratar y del drea disponible. En el caso de biopilas estéticas, se
recomienda que no excedan los 2.5 m de altura, con el fin de evitar pfqblemas de difusién

del aire a través de la composta.

f. Finalmente la biopila debe cubrirse con un material inerte (grava, aserrin,
- polietileno de baja densidad, entre otros). En el caso de las biopilas estaticas, se requiere de

la instalacién de tubos de respiracion.
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2.6.6 METODOS DEL PROCESO DEL COMPOSTAJE
El proceso de compostaje puede ocurrir por dos métodos:

- ~ Método natural: los residuos organicos se colocan en pilas de forma variada. La
aireacion necesaria para el desarrollo del proceso de descomposicién bioldgica se
obtiene volteandola periédicamente con la ayuda de un equipo apropiado. El tiempo

para que el proceso concluya, varia de tres a cuatro meses.

- - Método acelerado: la aireacion se produce a través de tuberias perforadas, sobre
las cuales se colocan las pilas de material orgénico, o en reactores rotatorios, dentro
de los cuales se colocan los residuos, que avanzan en sentido contrario al de la
corriente de aire. Posteriormente se apilan, como en el método natural. El tiempo de
permanencia dentro del reactor es de unos cuatro dias, y el tiempo total del

compostaje acelerado es de dos a tres meses.

El grado de descomposicién o degradacién del material sometido al proceso de
compostaje, es un indicador del estado de avance de la “maduraciéon” del compost
orgénico. El aspecto del material -color, olor y humedad- da ciertas indicaciones. Asi, el
color final es oscuro, ¢l olor es similar a tierra mojada, y la humedad se reduce. Al
comienzo del proceso de descomposicién del material actiian los microorganismos que
producen fermentacién 4cida, y el pH se vuelve mds bajo, lo cual es favorable para la
| ‘retencion de amoniaco. Al final dél proceso, la humedad del compost para uso agricola o

de jardineria no debe pasar del 40%. Ver Figura 22.

80



Masa

"OMPOSTAJE Densidad {estruc

Proceso Humedad
microbielégico Contenide nurria
aerebio Dispenibitidad nf

* & & ¢ o o

FACTORES FISICOS Madurez

¥ Masa

¥ Densidad (estructura)
»  Humedad

¥  Homogeneidad

R

GASEOSAS

g?ggggfcs OQS{ nHcoss Regulacion del ¢ Niwdgeno NH;. NO,; NO..
*  Relacion de mutientes metabolismo N
{C/N/P) Del aire y del agua ¥ Carbono (CO». CH.)
»  Disponibilidad de nuiientes {aditivos. aireacion. ¥ Vapor de agua
¥ Actividad biologica volteo
» Contenide de oxigeno techumbre. LIQUIDOS
) construcciones) *  Lixiviado

¥ Numentes en solucién

Figura 22: Proceso de compostacion y factores fisicos incidentes

El diagrama adjunto, da cuenta de los procesos de compostacion y factores fisicos
incidentes. En primer lugar, es posible distinguir los factores fisicos considerados, tal es el
caso de: clima, tiempo, materia prima y medidas de manejo o también llamada ingenieria
de proceso. En cuanto a las dos primeras es importante destacar que corresponden a

' ifariables externas, y por lo tanto, dificiles de manejar, pero controlables en base al disefio

de laS instalaciones (ej. produccién de compost bajo techo).

En el caso de las materias primas y las medidas de manejo, estas incluyen todas las
variables relacionadas con las proporciones Optimas de nutrientes, carbono, nitrégeno,

contenido de oxigeno, aireacion, cantidad de agua, entre otras.

En segundo lugar, se encuentran los factores resultantes del proceso mismo de
compostacion, tal es el caso del producto compost y de emisiones. En el caso del compost
las variables a considerar tienen relacién con las caracteristicas mismas del producto como:

estructura, humedad, contenido de nutrientes y grado de madurez.
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En el caso de las emisiones (gaseosas), corresponden a todos los gases que resultan -
del proceso de compostacién propiamente tal, es decir, cantidades y relaciones de
carbono/nitrégeno, vapor de agua y otros. La situacién de los liquidos tiene que ver con la

‘cantidad de lixiviados generados y con los nutrientes que se pierden en estos Hquidos.
2.6.7 ETAPAS DEL PROCESOS DE COMPOSTACION

El patio de compostaje o drea de la instalacién donde se colocan los residuos para
transformarse en compost debe estar pavimentado, o cubierto con arcilla compactada,
dotado de un sistema de captacion de lixiviados, aguas de lluvia, y disponer de un estanque

de estabilizacién. En algunos casos esta 4rea se ubica al aire libre y en otras bajo techo.

Una vez que el material a compostar tiene un tamafio pequefio (casi como aserrin)
puede ser colocado en “pilas” o columnas trapezoidales o triangulares (esto de acuerdo al
tipo de proceso realizado), y dejar en este estado para que se produzca la fermentacién
aerobica en todas sus fases. Estas se voltean periddicamente, a fin de homogenizar y airear
el material. Opcionalmente, el proceso acelerado se puede realizar en péqueﬁas
instalaciones, insuflandoles aire, o facilitando el movimiento de aire por medio de

compresores o aspiradores.

La operacion de volteo del material permite dar la aireacion necesaria a las pilas
con lo Que ademas se controla la temperatura del proceso. El volteo puede ser manual para

pequefias escalas de produccién o bien puede ser realizado por equipos especializados.

Los tratamientos finales del compost maduro consisten en triturarlo y tamizario,
- para darle una menor granulometria y volverlo mds manejable. Este tipo de manejo permite
prensar y disponer en sacos, lo cual facilita su movilizacién y transporte. El

almacenamiento de los productos finales debe hacerse en un galpén cubierto.
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2.6.8 APLICACIONES. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL COMPOSTAJE

La técnica del compostaje puede aplicarse para tratar suelos y sedimentos
contaminados por compuestos organicos biodegradables. Este tipo de sistemas se ha usado
con éxito para la remediacién de suelos contaminados por pentaclorofenol (PCP),
gasolinas, TPH y PAH. Se ha demostrado también, que es posible reducir la concentracién
y toxicidad de algunos explosivos (TNT) hasta niveles aceptables (Van Deuren er al.,
1997; Semple er al., 2001). En el Cuadro 6 se resumen algunos estudios de aplicaciones de

sistemas de composteo para la remediacién de suelos contaminados por TPH.

Cuadro 6: Resumen de los resultados de algunos estudios realizados a escala piloto

“iAlargada | TPH: 20,000 ppm 104§ 43 Abiola et al.
100 :
Estatica 50 (1997
Alargada 500 TPH: 40,000 ppm 450 Hiroyuki et al.
, : i . ......... . 7 0
Estitica 250 | TPH: 20,000 ppm (1999,
Alargada Diesel: 50,000 ppm 45 Cunningham &
0.4 94 . ,
Estética Philip (2000).
Estatica 27 . TPH: 30,000 ppm 154 80  Iturbe et al. (2002);
. z“

Como una de las principales ventajas que presentan los sistemas de composteo y en
general las tecnologias de biorremediacién, se resumen a continuacion (Alexander 1981;

Eweis et al., 1998; Semple et al., 2001; Iturbe - Argiielles et al., 2002):

. son sistemas econdmicamente factibles, comparados con las tecnologias térmicas y

fisicoquimicas tradicionales.

83



son tecnologias relativamente simples, comparadas con la mayoria de las
tecnologias tradicionales. El disefio y construccién de las biopilas son relativamente

sencillos.

pueden considerarse estrategias efectivas y ambientalmente “amigables™, ya que
biotransforman parcial o totalmente los contaminantes en biomasa y productos

estables e inocuos.

el objetivo del composteo es la biodegradacion (destruccion) 'y detoxificacién de
contaminantes, mientras que otras tecnologias, como la adsorciéon en carbon
activado, el lavado, el confinamiento y solidificacién/estabilizacion, unicamente
transfieren los contaminantes de un medio a otro. Una consecuencia comun de la

actividad microbiana es la detoxificacidon de quimicos téxicos.

el suelo biorremediado con el uso de sistemas de composteo, no necesita ser

confinado posteriormente.

Asimismo:
mejora la actividad, degradadora de microorganismos indigenas.

utiliza para la remediacién microorganismos endégenos, siendo mayor y facil la
adaptabilidad de estos microorganismos a un medio contaminado. Ademas, estos
microorganismos no presentan una alta competencia, estardn perfectamente

adaptados a las condiciones ambientales de un suelo contaminado.

consigue niveles finales de descontaminacién mas altos, debido a la presencia de un
inoculo bioaumentado de microorganismos degradadores en el compost,

~ acelerando, asi, el proceso de remediacion.

el tratamiento tiene una duracion menor, comparado con otros procesos de

remediacion.

es una tecnologia versatil, puesto que se desarrolla “a medida” segin los

requerimientos especificos de cada emplazamiento.

necesita menores requerimientos de manipulacién y mantenimiento, lo que reduce

los costes de tratamiento.
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Algunas de las limitaciones que prescnta el uso del sistema de composteo son (Van
Deuren ef al., 1997; Eweis et al., 1998): |

. estd limitado a contaminantes organicos.

. concentraciones fnuy altas de contaminantes pueden resultar téxicas e inhibir la -
biodegradacién. En el caso de hidrocarburos (TPH), es recomendable que la
concentracién no exceda 50 000 ppm. Por ofra parte, concentraciones de metales

pesados mayores a 2 500 ppm pueden inhibir €l crecimiento microbiano.

. una disminuciéon en la actividad microbiana provoca una disminucién en la
degradacién y aumenta el periodo del tratamiento. Por ello, el éxito del proceso
depende de la capacidad para crear y mantener las condiciones ambientales

necesarias para el crecimiento microbiano.

. existe el riesgo de que ciertos compuestos originalmente inocuos, puedan ser

convertidos en productos tdxicos para una u otra especie.
. es necesario contar con un espacio adecuado para montar los sistemas.

. el suelo contaminado debe excavarse, lo que puede provocar la liberacién de
-compuestos organicos volatiles.
e el arrastre de vapores durante el proceso de aireacion requiere de tratamiento antes

de descargar a la atmosfera.-

. existe un incremento volumétrico del material a tratar por la adicion de los agentes
de volumen. Sin embargo, este problema queda solucionado con el tiempo de
tratamiento.

e en general, los procesos de biorremediacién requieren mayor tiempo de tratamiento

que los fisicos y quimicos.

85



III. MATERIAL Y METODOS

3.1 CARACTERIZACION DE LA BORRA
3.1.1 LUGARDE ESTUDIO

La Refineria Conchan se encuentra ubicada al sur de la ciudad de Lima, en el
kilémetro 38 de la Panamericana Sur y estd orientada a la produccion de asfaltos v
combustibles. En ‘el Croquis 1 se observa la ubicacion de la Refineria Conchén v donde se

ubicaron las dos pozas con borra.

La Refineria Conchan conté con dos grandes depdsitos con hidrocarburo (o
llamado también pozas de borra) los cuales estuvieron dispuestos en el nivel superior de un
cerro. Estas dos pozas con borras tienen forma elipsoidal (poza 1 y poza 2), dentro del
area de la refineria. La poza 1 ubicada cerca al tanque 32 y la poza 2 dispuesta al costado

de la poza 1.
3.1.2 HISTORIA O ANTECEDENTES DE LAS POZAS DE BORRA

La antigiiedad de las dos pozas de borra se remonta alrededor de 1989, por la
aparicién de material no comerciai que fue dispuesto en dos pozas para confinar los
residuos liguidos (hidrocarburos) de la limpieza de los tanques, limpieza de las pozas de
separadores de aceites / agua del tipo AP, sedimento de los tanques, etc.; sin considerar
algtin tipo de impermeabilizacién del suelo. En la Fotografia 1 se observa la ubicacién de
ias dos pozas de borras, en la parte superior de un cerro dentro del a'_mbito de la Refineria

" Conchan.



Larn promedio: 48,125 m
Axcho Proenadio: 16 250m

Fotograﬁé 1: Ubicacién de las dos pozas de borras

87



En la Figura 23 se demuestra graficamente el contenido de los materiales dentro de

las pozas.

QUM TENIDODE LNA POZADE BORRS,

Figura 23: Contenido de las pozas con borras

3.1.3 MUESTREO DE LA BORRA

Con la finalidad de caracterizar fisicamente el hidrocarburo contenido en las pozas

-de borra dentro del laboratorio de la Refineria Conchén, se realizé el muestreo en la parte

superficial de cada poza, desde el borde de la poza a un (1) metro de distancia de esta,

colectando un volumen de cuatro litros. Asimismo se realizé también el muestreo en la

parte profunda de cada poza, para la poza 1 a una profundidad de 40 cm y parala poza 2 a
una profundidad de 60 cm. Ver Figura 24 y Fotografia 2.
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Feza l

Determinacién APt
(BO°F3, gravedad
especifica (B0/B0°F),
BSW, viscosidad a
50°C, azufre, agua x
destilacién,
sedimentos X
extraccidn, asfalteno
y maleng, silicio,
aluminio, niquel y
vanadio.

Figura 24: Muestreo de la borra a nivel superficial y profundo

Los anélisis fisicoquimicos realizados fueron: determinacién API (60 °F), gravedad
especifica (60/60 °F), BSW, viscosidad a 50 °C, azufre, agua por destilacion, sedimentos

por extraccion, asfaltenos y maltenos, silicio, aluminio, niquel y vanadio.

Mientras se realizaba el muestreo se observo presencia de dos grandes barriles

enterrados en las pozas de borras, los cuales estaban generando una coloracién rojiza en”

_una parte de la zona a muestrear.

Fotografia 2: Zona de muestreo de la borra
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3.1.4 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA BORRA

Se realizé la evaluacidén fisicoquimica del hidrocarburo de las dos pozas de borra

para identificar y conocer las caracteristicas del fluido.

- a.  Materiales

Relacién de material, instrumental y equipo:
- Borra de la Refineria Conchén
- pipeta de 100 ul
- estufa con precisién cientifica
- centrifugas
- rnicroscopié LEIKA
- homo

- autoclave
b. Métodos de caracterizacion fisicoquimica de la borra
. A continuacion se menciona los métodos utilizados:

. Gravedad API - Método del hidrometre de vidrio: expresada en grados API,
describe que tan pesado o liviano es el petrdleo crudo y sus derivados
comparandolo con el agua. Si los grados API son mayores a 10, es mas liviano que
-l agua, y por lo tanto flotaria en esta. Denota la relacion correspondiente de peso

_ ‘especifico y de la fluidez de los crudos con respecto al agua. Se registra la lectura a
temperatura. estandar de 60 °F (15.56 °C), utilizando las Tabla Internacionales
Normalizadas (Método ASTM 1250). La gravedad API se lee observando la libre
ﬂdtacién del hidrémetrd API y anotando la graduacidén mas proxima a la aparente
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interseccion del plano horizontal de la superficie del liquido con la escala vertical
del hidrémetro, luego que se haya alcanzado la terﬁperatura en equilibrio. La
temperatura de la muestra se lee de un termémetro ASTM separado y preciso en la

muestra.

- Determinacién de agna y sedimento: es importante evaluar estas impurezas
porque las cantidades excesivas de estas pueden producir corrosién en equipos y
~ problemas de procesamiento, ademds es necesario con el fin de medir volimenes
netos de petréleo. El agua y el sedimento (sélidos contaminantes) pueden ser
determinados juntos por un procedimiento de ccn£ﬁfugaci6n (ASTM D 96). El
método utilizado de centrifugacion fue seleccionado teniendo én cuenta el tipo de
hidrocarburo, por lo tanto se utilizo ¢l método de centrifugacién para crudos
asfalticos: solventes arométicos (tolueno). También se determino la cantidad de
sedimento en la muestra mediante la extraccidn con solvente (ASTM D 473) y el
agua por destilacién (ASTM D- 95).

Viscosidad cinematica: la viscosidad es la resistencia que opone un fluido al
movimiento, en otras palabras, es la resistencia que oponen las moléculas de un
~ fluido al desplazamiento relativo por deslizamiento. La viscosidad se determind
mediante la prueba ASTM D- 445 (tubos capilares) un viscosimefro a las
‘ temperaturés de 50 °C. La norma ASTM D445 describe el uso de viscosimetros de
vidrio capilar estindar calibrados para medir la viscosidad cinematica de liquidos

transparentes y opacos.

Precipitacién del asfalteno: con respecto al disolvente usado se ha optado por usar
n-heptano debido a que la precipitacion es fa’bil de lograr y la repetibilidad
experimental es mejor (Tojima et al., 1998). Si se usa n-heptano los asfaltenos son
de alto peso molecular y mayor polaridad, en tanto que con n-pentano son menos
polares y de peso molecular més bajo, aunque con n-pentano se precipita una mayor

cantidad que con n-heptano (Andersen & Birdi, 1990).
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- Los anélisis fueron desarrollados en el laboratorio fisicoquimico de la Refineria
Conchén. En el Cuadro 7 se mencionan todos los métodos de anélisis que se desarrollaron

para determinar las propiedades de la borra.

Cuadro 7: Métodos de analisis para determinar las propiedades de las dos pozas de

borra

API (60 °F) ~_ ASTM D-287

Gravedad especifica (60/60 °F) ASTM D369
Viscosidad a 50 °C, cSt D445
BSW, % volumen ASTM D-96

Sedimentos por extracciéon % m/m ASTM D473 .
ilacid ASTM D-95

mica 10 21181
Azufre, Yomasa ASTM D1266
Silicio, ppm ' ASTM D5184
Niguel, ppm D5863
Vanadio, ppm D5863
Aluminio, ppm ~ ASTM D5184
Asfalteno | : : n-heptano

3..5 CARACTERIZACION DE TPH EN LA BORRA

Se seleccioné la poza 1 para las sucesivas evaluaciones, por tanto se empez6
determinando  los hidrocarburos totales (C9-C40), mediante la caracterizacién
cromatografia y gravimétrica. En el Cuadro 8 se mencionan los analisis de TPH que fueron

ejecutados por el laboratorio ENVIROLAB.
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Cuadro 8: Métodos de analisis para determinar el TPH en la borra -

Descripcion de muestra vs Anilisis Método dé anslisis
Hidrocarburos (C9 - C40) mg/kg SM 5520 F Gravimétrico
Hidrocarbures totales extraibles mg/kg ‘I (EPA 8015-M) Cromatografia

32 CARACTERIZACION DE LA ARENA
32.1 MUESTREOQ DE LA ARENA

Se realizé una calicata a 2.10 m de la zona de la orilla de la poia 1 de borra,
muestreando arena a superficie y a media profundidad, con la finalidad de identificar las
posibles infiltraciones existentes en el subsuelo. Ver Figura 25. Por otro lado, durante la
- excavacion de la calicata se pudo visualizar pequefias infiltraciones de residuo liquido

aceitoso en la arena.

Muestren 2. Muestren de arena

_ o _ Analizar el
Pozal: pH, matena

‘ ' oIganca ¥y
caracterizacion

Figura 25: Calicata en la arena que rodea la poza de borra
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3.2.2 EVALUACI(')N DE LA MATERIA ORGANICA Y PH EN LA ARENA

Con las muestras de arena se determino la presencia de materia organica y pH, por

el laboratorio Envirolab. En el Cuadro 9 se muestra los métodos de analisis utilizados.

Cuadro 9: Meétodos de analisis para evaluar materia organica y pH

Materia organica mg/kg

M¢étodo de Walkley & Black

pH del suelo

~ EPA 9045 — Soil pH

3.2.3 CARACTERIZACION DEL TPH EN LA ARENA

Para determinar la presencia de hidrocarburo en la arena, se realizé el analisis

cromatografico y gravimétrico, por el laboratorio ENVIROLAB. Ver Cuadro 10.

Cuadro 10: Métodos de analisis para determinar TPH en la arena

Hidrocarbures (C9 - C40) mg/kg

SM 5520 F. Gravimétrico

Hidrocarburos totales extraibles mg/kg

EPA 8015-M. Cromatografia
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33 EVALUACIGN MICROBIOLOGICA
3.3.1 MATERIALES
a. Material biologico

'Se realizé un tercer muestreo en las dos pozas de borra recolectando borra sélida,

borra liquida y borra con arena, en 1a misma zona del primer muestreo (zZona norte y sur de

‘cada poza).
b. - Material de laboratorip
- Placas Petn

- tubos de ensayo de vidrio
- Enlemmeyer

- mechero

- pipetas SmL - 10 mL

- pipetade 100 ulL

- "“aza de siembra

- balanza analitica

- estufa Precisién Cientifica
- microscopio LEIKA -

- horno

- autoclave

- lampara UV ..

- reﬁ"igeradofa

- borra de la Refineria Conchéan
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Equipos de campo

- Envases de plastico

- guantes

- mascarﬂla de boca

- lentes paré el uso de lampara UV

- hisopos grandes esterilizados

- algoddn, alcohol, lejia, papel craft, pabilo, etec.
- viales

- vortex
Medios de cultivos

- Agar Nutritivo

- .agar Cetrimide |

- agar Sabouraud

- agar Tryptosa Soya (TSA)
- caldode TSB

- agar Plate-Count

- - agar Peudomonas

- solucién salina

- reactivos bioquimicos

- agua destilada estéril
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332 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DE
BACTERIAS Y HONGOS

a. Selecciéon de las muestras

‘Las muestras obtenidas fueron tres: borra solida, borra liquida y borra con arena, las

cuales fueron dispuestas en cada uno de los galones. Ver Fotografia 3 y Cuadro 11.

Fotografia 3: Galones con muestra de borra

Cuadro 11: Descripcién de las muestras obtenidas de Ia poza 1 de borra

Muestra K C'{'id.ign N - D o Zdné ﬂ_é niilestifeo
Extraida de la orilla de la poza de borra. Se muestre6
Borra con arena - MBA
borra con arena.
Extraida a un metro de profundidad de la poza de
Borra solida MBS
borra
Borra liquida MBL Extraida de la superficie de la poza de borra
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Seguidamente en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Cayetano
Heredia, se realizé el aislamiento de las bacterias y hongos de las tres muestras y se

siguieron los procedimientos que se detallan en la Figura 26 para la obtencién de los

microorganismos.
L MBA ] [mBS ] [ meL ]
v
10 gr en 980 ml de
agua destilada
¥
[ 1ml en 9ml de caido TSB | | 1mi en 9ml de caldo TSB]
DILUCIORES
EN CALDO TSB
Dilucién Dilucién
1.00E+03 1.00E+04
] ) Medios selectivos
Muestras TSA Sh Muestras | AN | C p SP | SF| Sb
MBA X X |X MBA X XIX X IX (X IX |X |X IX |X |X
MBS X X [X MBS XX IX (X X IXIX IX |X [X }X |X
MBL X {X (X _ MBL X XX X (X (X (X |X iX |X {X (X
v
. Bacterias ~ UFC/gr  de Bacterias UFCigr de borra
. borra .
ﬁecuento IRecuemo
Hongos UFCiyr de suelo Hongos UFCigr de suelo
]
L Bacterias: Coloracién gram |
v
L Hongos: KOH y Azul de metileno |
Leyenda:
Placa con cultive () 5P (Seudomona F)
C (Cetrimide) . SF (Seudomona F})
P {Plate count) : Sb {Sabouraud)
TSA (agar tripticasa soya) TSB (Caldo tripticasa soya)
UFC (Unidades formadoras de colonias)

Figura 26: Procedimientos para la obtencion del consorcio microbiano
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b. Aislamiento y dilucién de bacterias y hongos
Se realizaron dos tipos de aislamientos: -

o Para la muestra de borra con arena (MBA) se extrajo 10 g y se colocé en un vaso

Pyrex de laboratorio con 90 mL de agua destilada y se realizé una mezcla.

. Para las muestras de borra solida (M]éS) y borra liquida (MBL) se extrajo 1 g de
cada muestra para ser depositado en un tubo de ensayo con 9 mL de caldo TSB (se
realizaron tres repeticiones para cada muestra) y fueron incubados a 42 °C por 24
horas hasta- obtener crecimiento, observando la turbidez caracteristica del

crecimjento bacteriano.

Se realizaron diluciones de 1 mL con caldo TSB hasta la dilucién 10 y se

incubaron a 42 °C por 24 horas. |
¢.  Siembra y recuento de las bacterias y hongos

Se realiz6 una primera siembra'con dilucién 10° en placas Petri con agar TSA yv
Sabouraud por triplicado. Esta operacién se realizé manteniendo la pipeta de manera que
forme un angulo de 45°, levantahdo la tapa de la plaéa s6lo lo suficiente para introducir la
punta de la pipeta, tocando el fondo de la placa durante la descarga y luego levantando la
pipeta sin tocar otra drea seca de la placa. Se vertieron 12 mL del medio de cultivo fundido
~en cada placa de Petri, flameando la boca del recipiente antes de la adicién y dejando
solidificarse sobre una superficie nivelada (5 - 10 minutos). Las placas con agar TSA para
bacterias fueron incubadas a 42 °C por 24 horas y para hongos se utilizo el agar Sabouraud

con incubacién de 48 horas.

Luego de obtenido el crecimiento se realizé una primeré cuantificacién de las
bacterias mediante el recuento de unidades formadoras de colonias/g (MBS y MBL) y de
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hongos mediante el recuento de unidades formadoras de colonias/ g de suelo (MBA); asi
como la coloracién respectiva para bacterias (coloracién Gram) y hongos (coloracion KOH

y azul de metileno).

A continuacion se muestran el Cuadro 12, en relacién con el recuento de bacterias
en agar TSA de la muestra de borra solida y borra liquida, asi como el Cuadro 13, con

respecto del recuento de hongos en agar Sabouraud de la muestra de arena con borra.

Cuadro 12: Cantidad de bacterias regisiradas en la muestra de borra sélida y liquida

B
Bsli 1.51E+05 2.50E+05
Bs2 1.25E+05 2.26E+05
1.89E+05

1.93EA+05

n

S

2.22E+05

Promedio
Desviacion

- 3.43E+04 L 3.07E+04
estandar ‘ é? estandar
Media 1.56E+05 | 2.20E+05
M+1D 2.24E+05 2.82E+05
M-1D 8.91E+04 1.61E+05
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Cuadro 13: Cantidad de hongos registrados en la muestra de arena con borra (MBA)

Hol 6.00E+04
Ho2 5.70E+04
Ho3 3.00E+04

Promedio - 1.90E+04
Media 4.90E+04
M+1D 8.14E-+04
M-1D e 1.66E+04

El crecimiento de las hongos aisladas de la muestra MBA alcanzaron el valor

méximo a las 72 horas con 6.00 x 10* UFC/g de suelo.
d. Crecimiento en medio selectivo y segundo recuento

Con dilucién 1:10* fueron sembrados en agar Nutritivo y en medios de cultivos
selectivos para bactérias (agar Cetrimide, agar Pseudomonas P, agar Pseudomonas F, agar
Plate-Count y agar Sabouraud) por duplicado, y se incubé a 37 °C por 24 h - 48 h. Ver
Anexo 1: Composiciéon de medios de cultivo. En este orden, se revisé el crecimiento

diariamente y se realiz6 la cuantificacion por medio de un segundo recuento de bacterias

(UFC/g) y hongos (UFC/g).
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Finalmente se realizé la siembra en tubos de vidrio pequeﬁoé. para guardar las cepas
a una temperatura de 4 °C, para sus posteriores usos en el trabajo experimental. A
~ continuacién se muestra, en el Cuadro 14, el segundo recuento de bacterias para la muestra

de borra solida y borra liquida.

Cuadro 14: Segundo recuento de bacterias registradas en la muestra de borra sélida

(MBS) y liquida (MBL) en UFC/g

sxigy

B32 Agar Pseudomonas P 1.13E+06 | B3 Agar Plate - Count 1.60E+06
B24 Agar Nutritivo 7.50E+05 | B4 Agar Pseudomonas F 4.40E—I;05
B11 Agar Nutritivo 7.30E+05 | BS Agar Nutritivo 1.52E+06
B2 Agar Plate - Count 1.53E+06 |B6 Agar Plate - Count 1.31E+06
B21 Agar Cetrimide 1.54E+06 |B7 Agar Nutritivo 1.20E+06
| B1 Agar Plate ) Count ~ 1.74E+06 |B8 Agar Pseudomonas P 5.30E+05
B9.1 Agar Pseudomonas P 1.83E+06
B9.2 Agar Pseudomonas P 1.25E+06
B10 Agar Plate - Count 1.72E+06
B12 Agar Cetrimide 1.30E+06
B13 Agar Nutritivo 1.23E+06
B14 Agar Nutritivo 8.30E+05
B15 Agar Pseudomonas P 8.20E+05
B16 Agar Nutritivo 9.50E+05 -
B17 Agar Pseudomonas P 6.10E+05
B19 Agar Nutritivo 3.30E+05
B20 Agar Pseudomonas F 1.00E+05
B22 Agar Plate - Count 3.70E+05
B23 Agar Cetrimide 5.20E+05
B25 Agar Pseudomonas P 1.22E+06
B35 Agar Nutritivo 1.28E+06
Promedio 1.88E+05 | Promedio 7.62E+04
Desviacién estindar 4.33E+05 | Desviacion estandar 4.97E+05
Coeficiente de varianza 35% Coeficiente de varianza 50%
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El crecimiento de las baterias aisladas de la borra liquida alcanz6 el valor méximo a-
- las 72 horas con 1.83 x 10° UFC/g en la placa con el codigo B9.1 y el valor minimo con
1.00 x 10° UFC/g en la placa con el codigo B20. Por lotro Jado, el crecimiento de las
baterias aisladas de la borra sélida alcanzé el Valdr méximo a las 72 horas con 1.74 x 10°
UFC/g en la placa con el codigo Bl y el valor minimo con 7.30 x 10° UFC/g en la placa'
con el codigo B11. El tiempo de crecimiento de las bacterias en el medio de cultivo agar
Pseudomonas P se realiz6 en un dia. A diferencia del crecimiento de las bacterias que
crecieron en agar Plate-Count, agar Cetrimide y agar Pseudomonas F, el cual demoré dos
dias. Se realizd también el recuento de hongos de la muestra de arena con borra en
dilucién de 10* el cual se muestra en el Cuadro 15. Como se muestra en el Cuadro 15 el
crecimiento de los hongos en agar Sabouraud aislados de la borra con arena alcanzé el
valor maximo a las 72 horas con 5.50 x 10° UFC/g en la placa con el codigo H26 y el

valor minimo con 1.20 x 10° UFC/g en la placa con el codigo H31.

Cuadre 15: Recuento de hongos registrados en muestra de borra con arena -

5.50E+05
H27 _4.50E+05
H39 ' 4.70E+05
H28 - B ' 2.80E+05
H29 . 5.40E+05
H30 4.30E+05
H31 , 1.20E+05
H33 ‘ ' 2.10E+05
H34 _ 1.80E+05
H36 -2.30E+05
H37 4.10E+05
H38 - 3,20E+05
Promedio 3.58E+04
Media _ : 3.49E+05
M+1D ‘ 6.34E+05
M-1D 6.45E+04
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Caracterizacion morfolégica microscépica y macroscépica de las cepas

bacterianas

Evaluacién microscopica, se realizé a partir de la tincién de Gram. En el Cuadro
16 se presenta las etapas de la tincion de Gram. Se realizo la coloraciéon Gram a 27
colonias de bacterias de las placas con crecimiento, para poder identificar de
acuerdo a su coloracién las bacterias Gram positivas y las bacterias Gram
negativas. Se utilizé un microscopio con ocular doble electrénico y ocular

micrométrico.

Cuadro 16: Etapas en la tincién de Gram

Cristal violeta Se tifien Se tifien
Tincién inicial . .
durante 30” de violeta de violeta
. P )
Mordiente ‘ Lugol durante 30” Perr.flanecen enpanecen
violeta violeta
Decoloracién Alcohol de 95 %, - ‘Permanecen Se decoloran
- © durante 10 - 20” | violeta
‘ Safranina
Contraste Perr{lanecen Se tifien de rosa
: durante 20 - 30” violeta

- También ser observo los distintos morfotipos: los cocos que son de forma esférica,
puéden aparecer aislados después de la divisién celular (micrococos), aparecer por
pares (diplococos), formar cadenas (estreptococos), 0 agruparse de manera irregular
(estafilococos) y divisién a lo largo de dos planos diferentes (tétradas). Los bacilos
poseen forma alargada. En general suelen agruparse en forma de cadena
(estreptobécilos) o en empalizada, en pares (diplobacilos). Ver Figuras" 27 y
Fotogaﬁa 4(a) y Cuadro 17

" Evaluacién macroscépica, se usé el método convencional en placa a partir: del
color de la colonia (An: anaranjado; Am: amarillo; B: blanco; M: marrén; R:

rosado); de la forma de la colonia (I: irregular; R: rizoide; r: redondas o esféricas;
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M: micelar); consistencia (E: entrelazado; C: cremoso, M: mucosidad; S: sequedad;

- B: butiroso); borde (L: liso; I: irregular; G: granulado); Elevacién (Cb: convexa
baja; Cp: convexa papilar; U: umbilicado; P: plana); y superﬁci;:’/ (L: liso; G:
granular). Ver Fotografia 4(b). y Cuadro 17. ’

. Cocos B acilos E spirilos
g o — AL
P e— SIS RA

Diplocacos Diplobacilos

o e emm— vibrios
Estreptococos Estreptobacilos Qéb
m [ e e o ]
En"v"
Estafilococos V Cocobacilos
@ oo
Enempalizada —
Tétradas [HD
Sarcinas Letraschinas

7=

Figura 27: Morfologia microscépica de las bacterias

Fotografia 4(a) Morfologia microscopica Fotografia 4(b) Morfologia macroscépica
(Cédigo B9.1 Diplococo Gram -) - (B9.1)
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Cuadro 17: Caracteristicas morfolégicas macroscépicas y microseépicas de
bacterianas

las cepas

,5%,‘, =
B‘l ‘ Bacilo - Bacilo B S ] P L L
Bz Baciio + Diplobagtio B C ! U I G
B3 Bacilo - Bacilo B g [ P L L
B4 . Bacilo + Bacilo B c i U I G
BS Bacilo - Estreptobacilo M EC R Cp | G
B6 Bacio- | Dipiobaciio An EC R Cp | G
87 Bacilo - Diplobacilo An S R P L G
B8 Bacilo - Bacilo An 8 R P L G
" B8 Coco + Diplocozo R B r Cb G G
Ba.2 Bacilo - Cocobacilo An B r Cb G G
B10 Bacilo + Diplobacil B c b U { G
B4 Bacila+ Diplobaciio B c ! U | G
B12 Bacilo - Bacilo An E,C R Cp | G
B13 Bacilo - Estrepiobacilo An E.C R Cp 1 ]
B14 Bacilg - Estreptobacilo B c | U G G
B15 Bacilo - Bacilo Am c | U | G
B16 Bagilo - Bacilo B c I P | G
B17 Bacilo - Bacilo "B c | P i G-
B1¢ Baciio- ~  |Bacilo M EC R Cp I G
B20 Bacilo - Estreptobaciic M . 8 1 U G G
|B21 Bacilo - Bacilo B EC I P L L
B2z Bactlo - Baciio B E.C ] P L L
B23 Bacilo + Baciio B &) [ P I G
|B24 Coco+  [Tetradas B c I U G G
B25 Baciic - Diplobaciic B c i u t G
B32 Baciic - Diplobasilo B c r Cb L L
B35 Bacilo - Bacilo B 8 | P L I
empalizadas
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° Caracterizacién segiin requerimiento nutricional para determinar presencia

de enterobacterias

El estudio se realizd mediante pruebas bioquimicas que -se aplicaron a los

aislamientos bacterianos, segtin el Cuadro 18.

Las enterobacterias son bacilos cortos Gram negativos no esporulados, que pueden

o no tener motilidad. Son anaerobios facultativos o anaerébicos.

Cuadro 18: Evaluacion bioquimica de las cepas bacterianas para determinar enterobacterias

B1 Bacilo - - - - - - B - + ~ ~
B2 Bacilo + + + - - + - + _ _ N
B3 Bacilo - + + - - - - - + - =
B4 Bacilo + + + - - py N - - -
BS Bacilo - + + - - + N - - =
B6 Bacilo - + + - - L+ - - + - -
B7 Baciio - + + - - + - - + - N
B8 Bacilo - + - - - + - - + - _
B9.1 . |Coco+ - - - - . - - + ~ -
B9.2 Bacilo - - - - - - - - T n ~
B10 Baciio + + + - - B T . n n
B11 Bacilo+ + + - - + - + - - -
B12 Bacilo - + + - - - - T ~ - "
B13 Bacilo - + + - - + _ Y n - =
1B14 Bacilo - + + - - + - + - - -
B15 Baciio - + - - - + - - + - _
B16 Bacilo - + + - - + - + - - -
B17 Bacilo - + + - - - R N T N .
B19 Bacilo - + + - - + - - - N
B20 Bacilo - + + - - R ~ ~ -
B21 Bacilo - - - - - - - - + N -
B22 Bacilo - - - - - - - - + n -
B23 Bacilo + + - - - - - + N -
B24 Coco + + - - + R T N N "
B25 Bacilo - + - - - - - - + - N
B32 Bacilo - + - - + - - + _ _
B35 Baciio - + + - - - - + - N
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f. Caracterizacién macroscépica y microscopica de los hongos

- Las caracteristicas fenotipicas se expresan segin las variedades de color, forma,

consistencia, aspecto. Asi como la morfologia macroscépica de la colonia y morfologia -

vista al microscopio.

. Para la evaluacién macroscépica, se observo el color del anverso y reverso, la

textura de la colonia, la formacién de micelio aéreo y la formacion de surcos. Ver

- Cuadro 19. Asimismo, se tomaron fotos del desarrollo macroscépico en placa Petri.
Ver Fotografia 5(a) y 6(a).

Cuadro 19: Caracterizacion de la morfologia macroseépica de hongos

{h33, h38 y h39

Las colonias h38 y h39 de color plomo a grisaceo; blanco en
los borde y con esporangios negros; con franja blanca;
filamentosa; reverso de color blanco a incoloro; textura
algodonosa. Luego con crecimiento aereo abundante que
llega hasta el borde de la placa. La colonia h33 de color
blanco; con franja blanca; filamentosa; reverso blanco a
|incoloro; textura algodonosa. :

h28, h36 y h30

Colonia h28 y h36 de color verde petroleo con franja blanca;
micelio blanco; reverso color verde; textura aterciopelado
pulverulento; con surcos radiales. La colonia h30 con
coloracion marron con verde grisaceo; micelo blanco;
reverso marron con verde; textura aterciopelada; con
surcos.

h26,h31,h 34

Colonias de color blanco grisaceo y esporangio hegros; con
franja blanca; reverso de color blanco a incoloro; textura
algodonosa. : '

h 27

|negro; textura aterciopelada; con franja blanca filamentosa.

Colonias color negro con blanco; reverso color blanco con

h29yh 37

Colonias de color plomo oscuro; reverso color incoloro;-
franja blanca ; textura cremosa.

o Para la evaluacién microscopica, se usé una solucién de hidréxido de potasio
(KOH) al 3 % para poder observar la morfologia mediante el microscopio. En un

portaobjetos se colocaron unas gotas de KOH, realizdndose un ligero frotis sobre

aquél. Posteriormente se observaron los detalles morfolégicos a través de un
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microscopio electronico Nikon de ocular 100 x para su identificacion (ver Cuadro

20).-S6lo se pudo observar con el microscopio el estado reproductivo de seis cepas

de hongos. Asimismo se tomaron fotografias a sus estados reproductivos, ver

Fotografia 5(b) y 6(b).

Cuadro 20: Caracteristicas microscopicas de seis cepas de hongos

Cddigd }c'le“éé“pas o Caiféttgi'isti(:a”‘t‘n‘vi&dsq:-c";piéa‘ o
h33, h38y h39 Esporangi-os _ esfericos; hifa cenociticas color
‘ oscuro y rizoide color oscuro.
Cab conidiales biseriado
h28, h36y h30 czas niclaies - DISETE Y
predominantemente radial; Hifa tabicada.

SN oL TEE s _;.
Fotografia ‘S(a): Morfologia macroscépica
| de hongos

Fotografia 5(b): Morfologia microscopica
de hongos '
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Fotografia 6(a): Morfologia macroscopica | Fotografia 6(b): Morfologia micrescopica
de hongos hongos

'34 PRUEBA DE ACTIVIDAD DEGRADATIVA EN CULTIVO BUSHNELL
HAAS (BH)

3.4.1 MATERIALES »

- Medios de Cultivo
- Medio de cultivo BH (Ver Anexo: Composicion del cultivo)
- solucion salina al 0.85 %

- caldo Nutritivo

- borra
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- b.  Equipos

- Piacas Petri |
- tubos de vidrio
- cehtrifuga 7000 rpm
. hofno
- pipetas Pvasteur de vidrio
- pipeta de 100 ul |
- pipetas de vidrio de 5mL - 10 mL
- varillas de vidrio

- tips de plastico

342 DETERMINACION DE LA  ACTIVIDAD  DEGRADATIVA,
EMULSIFICANTE Y CARACTERIZACION TAXONOMICA

a.  Reactivacién de cepas

Para ]la prueba de evaluacién de la actividad degradativa en medio de cultivo BH, se
reactivaron las cepas bacterianas y hongos del consorcio microbiano que estuvieron

guardados en el cepario a 4 °C.

Las cepas bacterianas se reactivaron en tubos de vidrio con 5 mL de caldo Nutritivo
y' se incubaron a temperatura ambiente por 36 horas para el desarrollo de su biomasa (ver

Figura 28).
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b. Obtencion del pellet

Las cepas reactivadas fueron centrifugadas a 7000 rpm por 10 minutos a 6 °C y se
descarté el  sobrenadante. ‘Los pellets fueron resuspendidos ‘en solucién salina -y
centrifugados dos veces en las mismas condiciones anteriormente descritas, para eliminar
nutrientes, contando con un ambiente estéril dentro del laboratorio. Estos. pellets de

concentrado celular fueron utilizados como in6culo en la prueba de degradacion.
c. Siembra en cultivo BH

En placas petri con medio de cultivo BH solidificado con agar se adicioné una fina
caiaa de borra encima del medio de cultivo. Luego se esparcié en cada placa 100 uL del
pellet (las que contiene 0.5 mL de solucién salina). Se re_aliz6 el mismo procedimientol con
50 uL del péllét. Se utiliz6 luz ultravioleta (intensidad de 253 - 260 nm) por una hora como
medio de esteriliiacién de la borra. Se comprobé la esterilidad considerdandose dos placas

de control.

Se realizo6 la siembra de 80 placas las cuales contaron con repeticiones. Los hongos
no fueron centrifugados, por lo cual se sembr6 directamente en la placa que contenia el

medio de cultivo BH y la borra.
d.  Incubacién

'Se incubaron a temperatura de 30 °C - 34 °C hasta esperaf el crecimiento de los
microorganismos, para observar luego de cinco meses la degradacién de las bacterias y
“hongos en el medio de cultivo BH con borra. En la Figura 28 se muestra el procedimiento

de siembra en medio BH de las cepas aisladas de las pozas con borra. -
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Reactivacion | o /
-decepas - - ' '

i I
5 ml Caldo <5

nuinivo
2
Centrifagacion
‘ - Obtencion’
244
. 42 h
Hongos o
— . 100u ¥50l
Siemhra en Control

Wedio BH

Bacletiss

Figura 28: Procedimiento de siembra en cultivo BH

e Seleccion de las bacterias y hongos segin la calificacion de actividad

degradativa en cultivo BH

Se seleccionaron las bacterias que tuvieron mayor actividad degradativa segun
criterios cualitativos elaborados a paﬁh de la observacion de los cambios que se generaron
durante los procesos de degradacion bacteriana y micologica. Luego se realizd una
comparacion de la actividad emulsificante de aquellas bacterias que presentaron una alta
calificacion de actividad degradativa a través del tiempo hasta no detectarse presencia de

agar BH en la placa.

113



La actividad degradativa estuvo representada por los espacios que a simple vista se

observaron en el medio de cultivo y la ausencia de borra (ver Fotografia 7).

ST

Lugar donde se
coloco lacepa
i Dacteriana

Fotografia 7: Cepa B1 (100 uL) a los 49 dias del proceso de desarrollo de Ia actividad

. degradativa
L Criterios cualitativos durante los procesos de actividad degradativa

Para évaluar lé degrédacién de las bacterias y hongos de la borfa en medio BH se

realizd un seguimiento cualitativo, teniendo en cuenta una calificacion de la actividad

- degradativa de las bacterias, segtin los periodos degradativos del consumo de la borra y del
consumo total del agar BH. Se recomienda realizar las observaciones cada 15 dias. La

calificacion de la actividad degradativa de las bacterias se muestra en el Cuadro 21(a).

A partir del proceso quinto la actividad degradativa de las bacterias disminuye
debido a que el agar que es su medio nutritivo empieza a cuartearse y los procesos seis,
siete y ocho “indican que no hay actividad y que el agar se secé. Esta misma evaluacion se

* considero para evaluar la actividad degradativa de los hongos.
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Cuadro 21(a): Procesos de desarrollo de la actividad degradativa por las cepas bacterianas a

través del tiempo (periodos)

1. Placas con presencia de 4reas degradativas sin . | Consumo de la borra en el borde de
borra, en el lugar donde se coloco la cepa la placa donde se coloco la cepa
bacteriana. _ : bacteriana.

2. Placas con un aumento del area degradativa sin Consumo de la borra con el aumento

borra. del espacio donde se coloco la cepa.
3. Placas con un mayor aumento (octava parte) del Consumo de la borra en la octava
érea degradativa sin borra parte de la placa.

4. Placas con un mayor aumento (cuarta parte de la

placa) del area degradativa sin borra y mayor Consumo de la borra en la cuarta
consumo del agar (disminucion del ancho del parte de la placa y consumo del agar
agar).

5. Cuarteamiento del agar con borra. Escasa a nula actividad degradativa

6. Sequedad del agar con la borra (dando una .
) Nula actividad degradativa
textura de pléstico).

7. Aumento de la sequedad del agar con la borra Nula actividad degradativa

8. Enrollamiento d.e la borra (textura de plastico), no
) Nula actividad degradativa
presencia de agar.

La calificacion de la actividad degradativa se muestra en el Cuadro 21(b).

Cuadro 21(b): Calificacion de la actividad degradativa a través del tiempo (periodos)

= T % T

Cuando se desarrolla Cuando se
Cuando se desarrolla tres :

. de dos a tres procesos desarrolla un Sin ninguna
a mas procesos de o . )
de actividad proceso de actividad reaccion.
actividad degradativa. . .
degradativa. degradativa.
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~En el Cuadro 22 se muestra la prueba de desarrollo de la actividad degradativa con

inoculacién de 100 uL de cepas bacterianas y en el Cuadro 23 su registro de la calificacion.

En el Cuadro 24 se muestra la prueba de desarrollo de la actividad degradativa con

inoculacion de 50 uL de cepas bacterianas y en el.Cuadro 25 su registro de la calificacién.

En el Cuadro 26 se muéstra la prueba de desarrollo de la actividad degradativa con

inoculacion de hongos.
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Cuadro 22: Prueba de desarrollo de la actividad degradativa con inoculacién de 100 uL de cepas bacterianas en medio BH con hidrocarburo
(borra) ‘

“| Placas con presencia de areas
degradativas sin borra, en el
lugar donde se coloco la cepa

bacteriana 09/01/04 | 40 0] 0} 0) 00 O} 0f O}J OJO} Oof of ol 0ol 0! O] O} Of O/ O} O] O] O
Placas con un aumento del area ) . '
degradativa sin borra 18/01/04 | 49 ' ) 0{ o of of 0] 0of o o Oof 0| 0] 0] O O
Placas con un mayor aumento »

(octava parte) del area .
degradativa sin borra 18/02/04 | 80 0f 0| of of O{Of o of 0] O} Of O} of Of O] O] O] O O

Placas con aumento de la cuarta
parte del drea degradativa sin

borra y mayor consumo del agar
(menor ancho del agar) 02/03/04 | 94 0| 0j 0] 0jOf O] Of Of O0}jOf O O] O] 0] O] O O} Of O} 0] Oy Of O

Cuarteamiento del agar con borra | 18/03/04| 110 0} 0| 0f{0 [0 (0| 0 OjO| O| 0o/ 0| OlO] Of 0} O 0}/ O] Of Of O] O] O| 0 O] O
Sequedad del agar con la borra

(textura de pléstico) 05/04/041 127 0| O} 0|0 |0 0 0] 040 0l o{ ol o[o] of o] o] o] ol o] of of of ol o] o] .0

Aumento de la sequedad del agar ]

con la borra 23/04/04| 145 0y 0] O0{0 [0 | O] O} O[O] Of Of O] 00| O] O 0) 0] 0] 0] 0[]0 0] 0| 0y O] 0O}

Enrollamiento de la borra, sin

agar 18/05/041 1704 01 0} 0 (0}0}JO]O0O|Of0O]O]O|O])]O}{0O!O] O| Of O/ 0] O] OO} Ol 0of 0 Of O

Evaluacién 4144141212212 )]1}y1}j1)11f{1j0({0|Oj0Oj0O]J]OJOJO|JO]JO}O]JOJO]O
bacterias segiin los niimeros de periodos de la actividad: Actividad degradativa [

Alta ' Mis de 3

Media 2-3

bajo 1

Nula 0

Fuente Propia
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‘Cuadro 23: Registro de la calificacién de la actividad degradativa con cepas bacterianas
de 100 uL en medio de cultivo BH con hidrocarburo

B1 : Alta
1B9.1 - Alta
B9.2 ' Alta
B15 Alta
B5 Media
B2 Media
B35 Media
B12 Media
B7 Baja
B24 Baja
BI10 Baja
Bl11 Baja
B14 Baja
B6 Nulo
B4 Nulo
B19 Nulo
B20 Nulo
B21 - Nulo
B23 Nulo
1B25 Nulo
|B32 Nulo
B3 Nulo
B17 Nulo
B16 Nulo
BS o Nulo
B13 " Nulo
B22 Nulo

~ La actividad 'degr'édativa de cuatro cepas bacterianas (B1, B9.1, B9.2 y BI15)
comenzd a los 40 dias hasta los 94 dias, considerandose 44 dias de actividad con una
calificacion de alta actividad degradativa por presentar cuatro periodos de actividad. A
partir de los 49 dias hubo reaccién. en otras 4 cepas bacterianas (B5, B2, B35 y B12) que
duro 31 dias de actividad degradativa, con mediana actividad y cinco cepas bacterianas
(B7, B24, B10, B11 y B14) que tuvieron s6lo nueve dias de actividad degradativa, con baja
actividad. ' | ’
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Cuadro 24 Prueba de desarrollo de la actnvndad degradatlva con inoculacién de S0 uL. de cepas bacterianas en medlo BH con lndrocarburo

(borra)
. 50 ul de ccpas bactenanas o
R D_fas’ 1 Sl B24 B1S, Bl7 Bl6 B8 B13 B22 B7 B3

Proceso de desarrollo de la actmdad degradatlva RESEET U A IS LN TR R ,f'_Ar e e B12 B10, ‘B11, ‘B4, B14, B6; Bl9, 1320 B21
de las cepas bacterianas - PeriodosN=8|° ~ - | .B1L| B5| B9.2|{B2 | “Boa|’-mas| - B23, B25 yB32. - .
Placas con presencia de areas degradatlvas sin borra, S ]

en el lugar donde se coloco la cepa bacteriana. 09/01/04 40 0 0 0 0 0 0 0

Placas con un aumento del 4rea degradativa sin

borra. 18/01/04 49 0

Placas con un mayor aumento (octava parte) del area
| degradativa sin borra. 18/02/04 80 0 0 0 0 0 0 ' S

Placas con aumento de la cuarta parte del 4rea

degradativa sin borra y mayor consumo del agar ‘ . ’ i

(menor ancho del agar). 02/03/04 94 0 0 0 0 0 0

Cuarteamiento del agar con borra, 18/03/04 110 0 0 0 0 0 ' 0 v

Sequedaﬁ del agar con la borra (textura de pléstico). - 05/04/04 127 0 0 0 0 0 0 0

Aumento de la sequedad del agar con la borra 23/04/04 145 0 0 0 0 0 0 .0

Enrollamiento de la borra, sin agar 18/05/04 170 0 0 0 0 0 0 0

Evaluacién 1 1 1 1 1 1 0

.Calificacién de la actividad degradativa de las bacterias segiin los nlimeros de periodos de la actividad: : : - : .
’ : Actividad degradativa 1

“Calificicil

Alta Més de 3
| Media 2-3 .
bajo - f -1
Nula ! 0

Fuente propia
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~ Cuadro 25: Registro de la calificacién de la actividad degradativa dé cepas bacterianas de
" 50 uL en medio de cultivo BH con hidrocarburo '

_ '.La actiffidad degradativa para séis cepas bacterianas (B1, B5, B9.2, B2, B9.1- y
B35) comenzbé a los 49 dias y tubo solo 31 dias" de actividad degradativa con una’
calificacién de baja actividad degradativa por solo presentar un periodo de actividad.
Pasados los dias se cuarteo y se observé un enrollamiento de textura plastificada del

hidrocarburo.
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Cuadro 26: Prueba de desarrollo de la actividad degradativa con hongos en medio BH con hidrocarburo (borra)

€as degra ativas sin

Placas con presencia de

borra, en el lugar donde se coloco €l hongo 09/01/2004 40 0 0 0 0 0 0
Placas con un aumento del 4rea degradativa sin : - )
borra. 18/01/2004 49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Placas con un mayor aumento (octava parte) del . .

area degradativa sin borra. 18/02/2004 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Placas con un mayor aumento (cuarta parte de la
placa) del 4rea degradativa sin borra y mayor

consumo del agar (disminucién del ancho del agar). | 02/03/2004 | 94 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cuarteamiento del agai' con borra. 18/03/2004 | 110 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sequedad del agar con la borra (dando una textura
de pléstico). 05/04/2004 | 144 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aumento de la sequedad del agar con la borra. 23/04/2004| 145 | 0 0 0 o | olol o 0 0 0 0 0
‘Enrrollamiento de la borra (textura de plastico), no )

resencia de agar. 18/05/2004 ] 170 0 0- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Evaluacién v 1 I 1 1 1 1 0 - 0 0 0 0 0

Actividad degradativa [

Calificacion de la actividad degradativa de los hongos segiin los nlimeros de periodos de la actividad

Alta - ' Mésde3
Media ' _ 2-3
bajo » ' 1
Nula : 0 _ )

Fuente propia
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Cuadro 27: Registro de la calificacién de la actividad degradativa de los hongos en medio BH

H28 : Bajo
H29 s Bajo
H30 . Bajo
H31 ' _ Bajo
H39 Bajo
H37 Nulo
H26 Nulo
H34 - Nulo
H38 Nulo
H36 Nulo
H33 Nulo

La actividad degradativa se observo en seis cepas de hongos (H27, H28, H29, H30,
H31 'y H39) comenzé a los 40 dias y se observd degradacion hasta los 49 dias. En los

siguientes dias no se observd ninguna reaccion en la placa.
g. Determinacion de la actividad emulsificante de las bacterias

Para comprobar la actividad degradativa de las bacterias, se realizé la "Prueba de
actividad emulsificante de las bacterias degradadoras de petroleo”, segin la metodologia

propuesta por Goldman ez al. (1982).

La evaluacién fue realizada en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Biologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
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La absorbancia leida se convirtié en unidades de actividad emulsificante por mililitro
(UAE /mL), siendo 0.816 de absorbancia equivalente a una unidad de actividad emulsificante

por mililitro. Ver Cuadro 28.

Cuadro 28: Determinacion de la actividad emulsificante de las cepas bacterianas con

mayor actividad degrédativa (100 uL)

B9 Alta 1.140 1.397
B1 Alta 0.840 1.029
B9.1 Alta 0.764 0.936
' B15 Alta 0.742 0.909
B2 - Media 0.558 0.683
B35 Media 0.430 0.527
B5 Media 0.380 0.466
B12 Media 0.245 0.300
B7 Baja 0175 0.214

B4 Baja 0170 0208
‘B14 ' Baja 0.90 - 0.110
B10 Baja 0.72 0.088
B11 Baja 0.64 0.078

A mayor absorbancia es mayor la actividad emulsificante de la cepa. Por tanto, en la
prueba de actividad emulsificante, se observé que fueron cuatro las cepas bacterianas (cepa
B9.2, cepa Bl, cepa B9.1 y cepa B15) las que presentaron mayor actividad emulsificante, la

cual fluctué entre 0.909 y 1.397 UAE/mL."

Fueron cuatro cepas bacterianas que presentaron mediana actividad degradativa y baja
actividad emulsificante (B2, B35, B5 y B12). Asimismo, cinco cepas presentaron baja

éctividad degradativa y baja actividad emulsificante (B7, B24, B14, B10 y B11).

123



Con estas 13 cepas bacterianas se desarrollaran mas adelante evaluaciones de las
concentraciones de TPH en dos pruebas bioldgicas degradativas de hidrocarburos: prueba de
degradacién de la borra (TPH) en terrarios y la prueba de degradacion con el uso de la técnica

de compostaje sin bioaumentacién y con bioaumentacion.
h. Caracterizacion taxonémica por la técnica API 20 NE

Se usé la técnica API 20 NE para identificar las bacterias aisladas en las pruebas
microbiolégicas, que se utiliza en bacterias Gram negativas y oxidasa positivas (no
enterobacterias). En la Figura 29 se menciona el procedimiento para identificacion de
bacterias oleofilicas. La prueba API 20 NE y las l_ecturas fueron hechas en .la Universidad
Particuiar Cayetano Heredia. La técnica API 20 NE fue elegida por su gran fiabilidad, y por
ser un protocolo estandarizado, la cual contiene bases de datos donde introducir los resultados

y se puede obtener una clasificacion precisa. Ver Cuadro 29.

Cuadro 29: Pasos para la realizacion de la prueba API 20 NE

Preparacion de la Se deposité aproximadamente 5 mL, de agua destilada en los alveolos de la
Galeria API 20 NE: | cémara, para proporcionar una atmosfera himeda-a la cdmara de incubacion.
. Se rotulo la camara con la clave respectiva. Luego, la galeria de la bolsa

hermética estéril fue incubada

Se llenaron los microtubos (no las ciipulas) de las pruebas Nitrato de potasio,
P-nitrofenil- BD galactopiranosido o PNPG, con la suspension bacteriana
utilizando una pipeta Pasteur, evitando que se formen burbujas. Luego se
transfirié gotas de suspension bacteriana a una ampolla de medio Auxiliar

(AUX Medium). Se homogenizd con la pipeta evitando la formacién de

Inoculacién de la burbujas. Después se llenaron los microtubos y las ctipulas de las pruebas

Galeria Glucosa (GLU) a Fenil-acetato (PAC), de tal manera que el nivel del liquido

quedaba horizontal o ligeramente convexo en la ctipula, nunca céncavo.

Se llené luego con aceite de parafina estéril las clipulas de las tres pruebas

subrayadas (GLU; Arginina (ADH); Urea (URE), de tal manera que se formé

un menisco convexo. Luego se cubrid la cdmara y se incubd a 30 °C durante
veinticuatro horas.

Lectura de la Después de veinticuatro horas de incubacién, la lectura se llevé a cabo

utilizando 1a tabla de lectura del API 20 NE. Se anotaron todas las reacciones

espontaneas: GLU, ADH, URE, Esculina (ESC), Gelatina (GEL), PNPG y se
registraron en las fichas respectivas segin el catdlogo analitico.

Galeria
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Figura 29: Identificacion de bacterias oleofilicas
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3.5

3341

PRUEBA DE DEGRADACION DE LA BORRA (TPH) EN TERRARIOS

MATERIALES
Medios de cultivo

- Caldo Nutritivo
- (NH4)280,4

- KHPO,

- solucioén salina
- agar Nutritivo

- agar Sabouraud
Equipos
- Viales

- centrifuga

- pipetas estériles

- pipetas Pasteur estériles

- tubos de vidrio
- estufa
- refrigeradora

- envases de plastico
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c. Otros

- . Borra

- cepas aisladas en la prueba degradativa en medio BH

3.5.2 PREPARACION DE LOS TRATAMIENTOS BIOLOGICOS DE CADA
TERRARIO

a. . Obtencion de los pellets de las bacterias

Primero se realizd la reactivacién de las cepas guardadas en el cepario a 4 °C, luego
fueron sembradas en medio de cultivo de caldo Nutritivo por 24 horas. Seguidamente se
“procedi6 a su centrifugacién por 10 minutos, por dos repeticiones, queddndose con los pellet

en 5 mL de solucién salina a1l0.85 %.

La prueba se realizé en el Laboratorio Microbiologico de la Universidad Cayetano
Heredia. Sélo se obtuvo el pellet de las bacterias por centrifugacion, como se muestra en la

Figura 30.
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. Prueba de degradaclém de la S
_!borra en terrrarlos L L

. Consorcao b "cter;ano selech
5 en c:aldo nutnt:vo

- Pellets se’ pusneron ‘en rnatraé
LW cclocados ar: 1cs terrarios

‘Figura 30: Procedimiento de la prueba de degradacion en terrarios

b. Seleccion de matraces para Ia prueba de degradacién en terrarios

Los pellets de las cepas bacterianas y de los hongos fueron colocados con solucién

salina en matraces de 150 mL para los terrarios que se muestra en el Cuadro 30.
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Cuadro 30: Contenido de los matraces microbianos para los terrarios

Terrario N° 1

Control biédtico
Terrario N° 1.1
Control biético
Terrario N° 2

Control biético
Terrario N° 2.1

Control biético

Terrario N° 3 Matraz A Mezcla del total de las 27 cepas bacterianas y los 12
Terrario N° 3.1 hongos
Terrario N° 4

Matraz B Total de las 27 cepas bacterianas
Terrario N° 4.1
Terrario N° 5 Matraz C 13 cepas bacterianas que tuvieron alta y mediana
Terrario N° 5.1 actividad degradativa y emulsificante

Terrario N° 6

Terrario N° 6.1

Matraz D Los 12 hongos

* Cada matraz tiene su respectiva repeticion

c. Acondicionamiento del suelo

Se acondicionaron seis terrarios en recipientes rectangulares de plastico de 10 kg de

capacidad y sus respectivas repeticiones.

Se extrajo arena (sin presencia de hidrocarburo) de una zona alejada de la ubicacion de

las pozas de borras de la Refineria Conchéan. A la arena se le realizd la caracterizacion del
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suelo considerandose la composicion, los componentes textural y se evalué presencia de

materia orgéanica.

Se consider6 el uso de nutrientes y agua para el aumento poblacional microbiano en
presencia del hidrocarburo. Se emplearon concentraciones de nitrégeno y fosforo, (NH4),SO4

- yK;HPO, .

Se pesaron 36 kilos de suelo para 12 envases o terrarios. Para 30 kilogramos de suelo
se agreg6 1304 mL de solucién conteniendo 132.38 g de (NH4).SO, y 31.49 g de K,HPO.. El

suelo fue cuidadosamente mezclado.

Se calcularon las cantidades de: arena, contaminante (borra), pellets, solucién salina

SS)y ﬁutrientes (N) a utilizar en la prueba. Ver Cuadro 31.

Cuadro 31: Calculos de las cantidades de cada terrario

TerrarioN21 [ 3000| 75 | o | 150 0 130.4 } Componente 1
Terrario N21.1| 3000} 75 0 150 0 130.4

Terrario N22 { 3000 | 75 0 150 130.4 0 } Componente 2
Terrario N22.1 ] 3000| 75 | O 150 130.4 0

Terrario N23 | 3000 75 150 0 130.4 0 )
Terrario N23.1| 3000) 75 150 0 130.4 0

Terrario N24 [ 3000 75 150 0 130.4 0
Terrario N24.1| 3000{ 75 150 0 130.4 0 > Cor.nponente 3
Terrario N5 [ 3000 75 150 0 130.4 0
Terrario N25.11 3000 | 75 150 0 130.4 0

-Terrario N26 | 3000 | 75 150 0 130.4 0
Terrario N26.1| 3000 75 150 0 130.4 0 J
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d. Esterilizacion del suelo con luz ultravioleta (Belloso ef al., 1998)

La esterilizacion se realizé con 24 kilogramos de arena, los cuales fueron separados en
porciones de aproximadamente 4 kg y se extendieron sobre bandejas recubiertas en bolsas de
polietileno de boca ancha, la arena tuvo una profundidad en la bandeja de 3 centimetros, la
esterilizacion con luz ultravioleta (intensidad de 253 - 260 nm) se realiz6 a una distancia de 20

cm.

Durante treinta minutos, removiendo la arena cada quince minutos. La esterilidad de la
arena se comprobé mediante una prueba de esterilidad, en la cual 5 g de suelo fueron
- suspendidos en solucidn salina estéril al 0.85 % y a partir de la suspension se sembro en 25
mL de caldo Nutritivo y a su vez en agar Nutritivo. Luego de _24 horas de incubacién se
observd que no hubo crecimiento microbiano, por tanto, seguidamente de la esterilizacién en

luz ultravioleta, el suelo fue inoculado inmediatamente para evitar cualquier contaminacion.

La arena de los terrarios esterilizados fueron: terrario 3, terrario 3.1, terrario 4 y

terrario 4.1, terrario 5, terrario 5.1, terrario 6 y terrario 6.1, segiin se muestra en el Cuadro 31.

Los terrarios fueron ubicados en un cuarto abierto de la azotea del laboratorio. Durante
los tres meses que durd la prueba, cada tres dias se le agregd 100 mL de agua a cada terrario y
se removid manualmente para oxigenar al sistema, tratando de que el contaminante en
cuestion esté en contacto con los microorganismos biorremediadores. El movimiento manual
de la arena proporciona una rhayor oxigenacion, brindando el oxigeno que necesitan las

‘bacterias aerobias para una mejor degradacion de la borra. Ver Fotografia 8.
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Fotografia 8: Suelo acondicionado en terrarios

- 3.5.3 EVALUACI()N‘.]‘)EL PORCENTAJE DE HIDROCARBURO REDUCIDO EN
CADA TERRARIOS

a.  Determinacion de los TPH presentes en los terrarios

Se realizd el analisis de TPH inicial y de TPH final del proceso segin el método
gravimétrico por el laboratorio ENVIROLAB-PERU S.A.C. Seguidamente se evalud el

porcentaje de hidrocarburo reducido en cada terrario.

Los resultados de TPH final fueron comparados con la normativa nacional vigente con
el criterio del nivel de saneamiento de 5000 mg/kg de la Direccion General de Asuntos

Ambientales del Ministerio de Energia y Minas (DGAA - MINEM) (Direccidn General de
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Asuntos Ambientales del Ministerio de Energia y Minas - DGAA, 1994), el cual diferencia las
concentraciones de los pardmetros indicadores de contaminacion segin el uso de suelo, para

este caso se ha considerado como suelo industrial.
b. Determinacion de los PAH presentes en los terrarios

Se evalué la cantidad de PAH en una muestra de terrario para conocer la presencia de
elementos aromaticos. Los PAH son contaminantes organicos persistentes (POP, del inglés
~ persistent organic pollutants)), que debido a su propiedad lipofilica (la cual se incrementa
segin aumentan el peso y tamafio molecular) son bioacumulables. Su principal impacto en la
salud humana se centra en sus propiedades genotoxicas (teratogénicas, mutagénicas,

carcinogénicas) (Neff, 2004).

Los resultados fueron comparados con los criterios para terrenos contaminados de la

normativa peruana de la DGAA.

La Agencia Internécional de Invéstigacién del Cancer (IARC) dependiente de la
Organiza'cién Mundial de la Salud (WHO), evalué como probables carcinégenos humanos
(Grupo 2A) a: benzo(a) antraceno, benzo(a) pireno y dibenzo(a,h) antraceno; y como posibles
carcinégenos humanos (2B) a: benzo(b) fluoranteno, benzo(k) fluoranteno, indeno (1,2,3c,dj
pireno y naftaleno. Elbenzo(a) pireno es uno de los 12 compuestos prioritarios designados por
la EPA) de los EEUU, como contaminantes téxicos bioacumulativos persistentes (PBT, del

inglés persistent bioaccumulative and toxic).
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3.6 PRUEBA DE DEGRADACION DE LA BORRA (TPH) CON LA TECNICA DE
COMPOST SIN BIOAUMENTACION Y CON BIOAUMENTACION.

3.6.1 UBICACION

Se realizd dentro de las instalaciones del taller de Conservacién de Suelos y
Agricultura Sostenible (CONSAS) de la facultad de Agronomia de la Universidad Nacional
Agraria la Molina (UNALM). |

Se utiliz6 el sistema de compostaje abierto que es el mas tradicional donde los sustratos

a compostar se disponen en pilas que pueden estar al aire libre o cubiertas.
3.6.2 MATERIALES

a. Equipos de campo

- Bailanzav

- botas de jebe

- - carretillas tipo Bugui de 90 L.
- lampas tipo cuchara
- trinche
- Vmanguera de20 m

- tamiz de % de pulgada
- tamiz de % de pulgada

- manta plastica 1 mm de espesor (geomembrana)
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Equipos de proteccion personal

- Guantes de jebe
- gafas de proteccién

- botas de hule
Equipos de medicion

- Termémetro digital marca HANNA

- pHmetro
Otros

- Cafias de bambu

- estiércol de vacuno del establo de la UNALM
- mezcla de pajas y material verde

- agua 'potablc

- - borra procedente de Refineria Conchan
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3.6.3 ACONDICIONAMIENTO DE LAS POZAS QUE CONTENDRAN LAS
BIOPILAS DE COMPOST

'La prueba consistié en la formacion de seis biopilas de compost, de las cuales la
primera fiie e control y a las cinco restantes se les aplicod diferentes proporciones de borra y -

solamente a dos de estas se les realizé el tratamiento de bioaumentacion.

. Se utilizé un é4rea para la construccién de dos grandes pozas rectangulares donde se

colocaron tres biopilas de compost de T m® de volumen en cada biopila.
a. Nivelacion y compactacion del suelo.

En el area seleccionada se preparé el suelo para poder instalar las pozas, por lo que se
nivelé y compacté. Se llend de agua a cada una de las pozas para compactar el suelo. Las
medidas de las pozas fueron: 2.3 m (ancho) x 8.3 m (largo) y 1.0 m de profundidad?*. En la
Figura‘l 31 se muestra la diagramacic')h de la poza con las biopilas y en la Fotografia 9 la

nivelacién y compactacion del suelo.

Poza

Biopila

Figura 31: Diagramacién de las dimensiones de las pozas para las biopilas de compost
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Una de las pozas fue nivelada dejando una pendiente de 12 % (1 cm de desnjvel)} a lo

largo para que pueda existir un trabajo de lixiviados y asf reutilizarlos en nuestro tratamiento.

Fotografia 9: Nivelacién y compactacion del suelo

b. Revestimiento de las pozas

Durante la construccion de las pozas, estas fueron revestidas con una manta plastica
(geomembrana de PVC) de 1 mm de espesor para evitar la contaminacion del suelo con

‘hidrocarburos y/o metales pesados. Ver Fotografia 10.

Fotografia 10: Revestimiento de las pozas
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3.64 COMPOSICION Y CANTIDADES DEL CONTENIDO DE BIOPILA DE
 COMPOST

a. Caracterizacion del estiérecol

Se hicieron analisis de composicién de materia organica en el Laboratorio de Analisis
de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes (LASPAF) de la facultad de Agronomia de la
UNALM. Ver Cuadro 32. Antes de usar el estiércol, se llevé a cabo un proceso de
fermentacion. Para esto se vaciaron todos los-sacos de estiércol y se formé un monticulo en el
suelo. Se regd cén agua potable y se mezcl6é durante una semana hasta que estuvo totalmente
himedo y hombgéneo. En la Fotografia 11 se muestra el estiércol fermentado listo para armar

las pilas de compostaje.

Cuadro 32: Composicion del estiércol de vaca

N 2,38%
P,0s 1,82%
KO 4,03%
Ca0 5,18%
MgO 1,71%
M.O. 57,00%
Na 0,98%
H ] 8,5
CE dS/m 11,22
Hd 30,50%
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Fotografia 11: Estiércel fermentado listo para el compostaje

b. Cantidad y propdrciones del contenido de las biopilas

IL.a cantidad bruta aproximada de insumos requeridos para cada biopila se presenta en

el Cuadro 33.

Cuadro 33: Cantidad en kg de insumos requeridos en cada biopila de compost

‘wmo | ‘Pesopor | Cantidadde - Total de insumos en
L . carretilla carretillas - kg
Estiéreol de vaca 55kg 5 275 kg

Cafia | 30 kg 3 90 kg
eraceaitiog) Okg 2 100 kg

Paja de maleza seca kg 7 238 kg

Total Insumos 179kg 17 703 kg
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Se considerd una biopila de control y cinco biopilas a las que se le agregd borra en

diferentes proporciones. Ver Cuadro 34.

Cuadro 34: Proporciones de borra para cada biopila

1 Co Biopila control 0 0

2 cp1 | Biopilaconborray 25 kg 2.5%
maés bioaumentacioén

3 Cl Biopila con borra 25 kg 2.5%

4 - cpy | Biopilaconborray 50 ke 5%
més bioaumentacién

5 C2 Biopila con borra 50 kg 5%

6 C3 Biopila con borra 75 kg 7.5%

c. Procedimiento de armado de las biopilas de compost

Primer paso: estando ya preparadas las pozas cubiertas con geomembranas, se
demarcé el 4rea de la base de la biopila usando tallos secos de cafia (tres carretillas). Esto
brindé una mejor aireacién durante el proceso de compostaje y favorecié la descomposicion
de la materia viva mediante la proliferacién de bacterias aerobias termofilas, que estdn
presentes en forma natural en cualquier lugar, seguida de la fermentacién generada por otras
especies de bacterias, hongos y actinomicetos (bacterias tipo moho). En la Fotografia 12 se
observa el material vegetal utilizado en la formacién del compost y en la Fotografia 13 se

observa la borra utilizada en las pruebas de biorremediacién en compost.

Segulido paso: se colocé en el centro de la base de la biopila un tronco de bambi, que
permiti6é que se forme un hueco a modo de chimenea, para permitir la salida de gases que se

produzcan durante el proceso de compostaje, asi como el ingreso del aire al interior de la pila.
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Tercer paso: inicié incorpordndose como base una mezcla de tres carretillas de paja
seca, encima se coloco dos carretillas de estiércol y una carretilla de brécoli. Luego se agregd
~ dos carretillas de estiércol mezclado con una parte de la borra requerida, sobre esto se colocd

una carretilla de estiércol con la ultima cantidad de la borra. Ver Fotografia 14 y 15.

. El armado de las biopilas finalizé con la adicién de tres carfetillas.de paja hasta
completar la altura de un metro. Se retiro el tronco de bambi al dia siguiente del armado de la

biopila. Ver Figura 32.

'Fotografia 12: Material vegetal utilizado en la formacién de las biopilas de compost
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Fotografia 13: Borra que se utiliz en las pruebas en compost

Fotografia 14: Incorporacion de borra al estiéreol
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Fotografia 15: Vertido de la borra

Estiércol J I Paja ] L Brocoli J
| Fermentacidnyr
carasterizasion

TPHE, Eg. C4.Cr. Pt = e ae
¥ carcterizacién ~——l Esabilizacion I———

- Tolteo & |
ST

hizdicidn ds
temperatura
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Figura 32: Diagrama de flujo del tfabajo de compostaje




Luego que se encontraron formadas las biopilas, estas se humedecieron
quincenalmente con un volumen total de cinco litros de agua, por aspersién. Como valor guia

" se mantuvo una humedad éntre el 50 y 60 % de la capacidad del suelo. Ver Fotografia 16.

“Las biopilas de compost fueron volteadas cada 30 dias para mejorar la oxigenacion y
homogenizacién del material compostado. El momento de volteo fue determinado por el
descenso de la temperatura (Sztern & Pravia, 1999). En total se realizaron tres volteos a cada

pila. Ver Fotografia 17.

Mientras dur6 la perménencia de las borras en las biopilas de compostaje, estas fueron
removidas con ayuda del personal de apoyo una vez al mes. Es asi que el movimiento del
" material contaminado favorecié la penetracién de oxigeno en los suelos, evitando su
compactacion, la posible produccion de metano y la aparicién de zonas anaerobias; Durante el
movimiento del material contaminado, asi como durante el retiro de los suelos ya tratados se

tuvo especial cuidado de no rasgar la lmina de polietileno con la pala.

Fotografia 16: Humedecimiento de las biopilas
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Fotografia 17: Volteo de las biopilas

3.6.5 BIOAUMENTACION

Dentro del proceso de elaboracion del compost, se seleccionaron dos biopilas (CB1 y
CB2) a las cuales se les agregaron las 13 cepas bacterianas que presentaron mayor actividad

degradativa y emulsificante de la borra en la prueba con medio BH.

a. Preparacion del material bacteriano

Se reactivaroﬁ y se sembraron las 13 cepas cdn bacterias y se incubaron por 24 h a 37
°C, en el laboratorio ‘de la Universidad Ricardo Palma. Se siguié el mismo procedimiento paré
la obtencidn de pellets que fue desarrollado en la prueba de degradacion del hidrocarburo en
terrarios, con la diferencia que se prepar6é mayor material bacteriano. Se obtuvo 384.61 mL de
cada cepa bacteriana E;n solucién salina en el laboratorio de la Refineria Conchan. En la

Fotografia 18 se observa la centrifugacién de las bacterias y en la Fotografia 19 los pellets
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obtenidos después de la centrifugacién. En la Fotografia 20 se muestra la preparacion del

material bacteriano para ser luego distribuido a la biopila de compost correspondiente.

Fotografia 18: Centrifugacién del consorcio bacteriano

Fotografia 19: Obtencion de los pellets
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- Fotografia 20: Preparaci()n del material bacteriano destinado para la bioaumentacién en .
‘ ' compost '

b. . Incorporacién del consorcio bacteriano al compost

Se realizé el volteo del material organico contenido en la biopila. Ver Fotografia 21
(Volteo de las biopilas CB1 y CB2). Transcurrido un mes se realizé la inoculacion del
consorcio bacteriano a la biopila CB1 y a la biopila CB2. Los resultados estuvieron en funcién
ala medicién de la temperatura, pH para la obtencién del compost, poblacién bacteriana y la

degradacion de TPH en cada biopila con bioaumentacion y sin bioaumentacion.

En la Fotografia 22 se observa la incorporacion del consorcio bacteriano a las biopilas
CB1 y CB2. Consecuentemente se regaron las biopilas para controlar la humedad durante el
proceso de volteo y evitar que los microorganismos sean impactados. Ver Fotografia 23.

Asimismo, se volvid a colocar la cafia de bamb en la biepila para mantener aireado el sistema
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de compostaje y al cumplir los 120 dias que durd la prueba. Se observé que el material que
compone el compost ya se encontraba descompuesto y de color marrén oscuro. Suponiendo

una aceleracion de la descomposicion de los hidrocarburos.

Fotografia 22: Incorporacién del consorcio bacteriano a la biopila
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3.6.6 CARACTERIZACION DE LOS PARAMETROS QUE INTERVINIERON EN
EL PROCESO DEL COMPOST

a. . Evaluacion poblacional bacteriana

‘ La evaluacién poblacional se realiz6 para conocer la dinamica poblacional en
determinadas biopilas. La evaluacion consistié en la cuantificacién de bacterias por el método
de recuento de placas. Lo cual permitié contar el nimero de bacterias del compost,
suspendiendo un peso conocido de la muestra en un disolvente estéril hasta la dilucién 1: 10 *
UFCl/g.
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b. Evaluacién de la temperatura

Se llevo a cabo un andlisis estadistico de los datos con el propdsito de establecer
diferencias en las propiedades analizadas en ambos sitios con el parametro de temperatura.
Los resultados obtenidos indicaron la existencia de diferencias significativas en las

propiedades medidas.

Se midi6 la temperatura con un termémetro digital marca HANNA semanalmente, la
temperatura émbiente al medio dia y la temperatura de las pilas en tres puntos del nicleo de
cada pila formando un triangulo equilatero. Para tomar las temperatura se utilizaron guantes
quirurgicos largos (hasta el hombro) y encima un guante de cuero (hasta el codo). También se

usaron mascarillas descartables como medida de seguridad.
c. Evaluacién del pH

Se realizé la medicion mediante el método de laboratorio de pasta saturada. Se peso6 10
g del sueld en un vaso de 100 mL, adiciondndose 20 mL de agua destilada, para luego agitar la
mezcla durante 30 minutos y dejarla reposar por otros 30 minutos, acto seguido se realizo la

lectura del pH en el potenciémetro sumergiendo el electrodo (Bazéan, 1996).
d. Evaluacion del TPH

Se reélizaron tres evaluaciones del TPH al segundo mes de las construcciones de las
biopilas en uno de los volteos (TPH inicial), un analisis al tercer mes y al cuarto mes el
andlisis de TPH final (cbmpost 'formado). Las muestras fueron caracterizadas de forma
gravimétrica y cromatogrifica en el laboratorio ENVIROLAB-PERU S.A.C. (método
analitico EPA 8015).
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Los resultados de TPH fueron comparados con la normativa nacional vigente con el
criterio del nivel de saneamiento de 5000 mg/kg de la DGAA (DGAA, 1994), y los estandares
‘de Canadian Environmental Quality Guidelines, que diferencian las concentraciones de los
parametros indicadores de contaminaciéon segin el uso de suelo, para este caso se ha

considerado como suelo industrial.
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IV. RESULTADOS

41 DETERMINACION DE LOS RESULTADOS DE CARACTERIZACION DE
LA BORRA Y EL SUELO CONTAMINADO |

4.1.1 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA BORRA

"Se menciona a continuacién los resultados de las pruebas fisicoquimicas realizadas
al hidrocarburo presente en las dos pozas, con el objetivo de conocer las propiedades del
hidrocarburo, -en relacién a su fluidez, sedimentos y nivel de hidrocarburo. Los anélisis

fueron ejecutados en el laboratorio fisicoquimico de la Refineria Conchan.

a. Fluidez

Se presentan las caracteristicas de fluidez del hidrocarburo, lo cual calificé al

hidrocarburo como pesado. Ver Cuadro 35.

Cuadro 35: Caracteristica de fluidez del hidro_carburo (borra)

'API (60°F) 19.6 19.3 17 18.7
| Gravedad

especifica . 0.936 0.938 0.952 0.942

(60/60°F)

Viscosidad a :

50°C, ¢St 485.4 534.183 . 478.681 534.46




b.  Viscosidad

Considerandose el pardmetro de viscosidad del hidrocarburo, se observé mayor

-viscosidad en'la profundidad de las pozas que en la zona de superficie.

¢.  Grados API
De acuerdo a la Escala de clasificacién por gravedad API, el hidrocarburo
contenido en las dos pozas estuvo en promedio de 17 a 19 grados API, por tanto la

composicion aproximada fue de un hidrocarburo pesado. Cuanto mas alto es el grado API,

‘es mas ligero y su calidad es mucho mejor. Ver Figura 33.

Poza 1 superficie
20 ("API=19.6)
;.%,. 2 Poza 1 profundidad
o (CAPI=19.3)
‘o- 19 £
L3 Poza° 2 profundidad
% 18 A Hidrocarburo
@ pesado
-8 17 CAPIETT (°API >22_3)
a
B 16
g .
15
2
[
b3 14
4
2 13 . Hidrocarburo
% . extrapesado
w12 > (APl >10)
o
-
2 11
(U]
10 )
Tipo de hidrocarburo
& Tipo de hidrocarburo por ° AP1 % ° AP1(60°F) de las pozas de borra

Figura 33: Determinacion del tipo de hidrocarbure segiin el grado API de cada poza con

borra

d. Composicion y contaminantes

Se presentan la composicion del hidrocarburo en el Cuadro 36.
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Cuadro 36: Composicién y contaminantes del kidrocarburo

Agua (por destilacion), %

Sedimentos (por

4.5 4 3 2
extraccidn), % masa
Azufre total, % masa 1.04 0.95

4.6 6 42 4.5
masa
| Metales:
Silicio (ppm) 176.32 195.86 | 105.79 105.86
| Niquel, ppm 59.38 | 57.72 63.43 51.53
Vanadio, ppm 11.45 10.02 10.17 9.02
Aluminio, ppm 68.11 62.97 38.74 39.16

Otros

En el Cuadro 34 se observo que la cantidad de agua y sedimentos en la borra fue
alta, Asimismo se registro alto porcentaje en azufre (% masa); y los metales pesados como
el niquel, vanadio, silice y aluminio se presentaron en menor cantidad. Los resultados de
laboratorio de los andlisis realizados para evaluar la composicion de metales del

hidrocarburo se presenta en el Anexo 1.
e. Nivel de asfalteno

Se presenta e] nivel de asfaiteno de la borra en el Cuadro 37.
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Cuadro 37: Nivel de asfalteno presente en la borra

De asfalteno,

% masa

Las borras presentaron alto porcentaje de asfaltenos con valores que van entre un
14 a 25 %. La mayor cantidad de asfaltenos estd en la parte profunda de la poza que hace
que el hidrocarburo sea mas viscoso, en comparacioén con el hidrocarburo en la ’superﬁcie.
También existe un 68 a 76 % de otros subproductos como por egjemplo los maltenos que

puede contener la borra.
f. Caracteristica de TPH en la borra

Se obtuvieron los resultados cromatograficos y gravimétricos del hidrocarburo _de la
poza 1, a través de los andlisis realizados por el laboratoric ENVIROLAB. Se observo,

seguin los resultados, que la borra estuvo conformada por hidrocarburo pesado. Ver Cuadro

38.

Cuadro 38: Resultados de TPH en la muestra de 1 kg de borra, mediante dos métodos -

superfici profundidad’ |~ “poz:
382006
Gravimétrico 302188 401268
(38 %)
Cromatografico 268676 257186 151495 (15 %)
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Se observo mayor cantidad de hidrocarburo total en los andlisis graviméiricos, ya
que se determind segin el peso especifico del liquido, este analisis cuantitativo es menos
especiﬁCQ ciué el cromatogréfico, segiin el Instituto Mexicano del Petréleo. Los resultados
de laboraterio ,&_e- loé andlisis realizados para evaluar hjdrocarburbs totales se preséntan en

el Ane‘ko 2.
41.2 CARACTERiSTICA DE TPH EN EL SUELO

El laboratorio ENVIROLAB realizo6 los andlisis de hidrocarburos totales (mg/kg),

de los cuales se obtuvieron los resultados cromatograficos y gravimétricos. Ver Cuadro 39. .

Cuadro 39: Resultados del andlisis de Ia arena alrededor de la poza 1 de borra

Hidrocarburos totales
extraibles (mg/kg) No detectable 79
pH del suelo 78 8.0

Se identificé que a 2.10 m de profundidad de la poza 1 de borra, la arena contuvo
79 mg/kg de hidrocarburo total, mediante el andlisis cromatografico, lo cual indicéd
~ presencia de una pequefia cantidad de hidrocarburo liviano o aceite en el suelo. El pH de la
aréné a superficie y a profundidad fue basico. Los resultados de laboratorio de los analisis
realizados para evaluar hidrocarburo total de petréleo en la arena se presenta en el Anexo

a
J.
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42 DETERMINACION DE LOS RESULTADOS DEL RECUENTO Y
CARACTERIZACION DEL CONSORCIO MICROBIANO AISLADO DE
LAS POZAS DE BORRA. |

4.2.1 PRIMER RECUENTO DE BACTERIAS CON DILUCION 1:10° EN MEDIO
TSA.

Se observa en la Figura 34 que para el primer recuento de bacterias se presentd una
dindmica poblacional de 1.89 x 10° UFC/g hasta 2.50 x 10° UFC/g en la muestra de borra
liquida.

3 00E+03
25DEHDE L-wmoop
2 (DE+05 ¢ 4
1 50E+05

1008405 L---o-

Bacterias en UFClgr

5.00E+04 4

Q.00E+00

Borral.1 Borra L. 2 Borral.3

Repeticiones realizadas enmedio de cultivo TSA con bomraliguida

Figura 34: Dinémica poblacional de las cepas bacterianas proveniente de la
muestra de borra liquida

Se observa en la Figura 35 que para el primer recuento de bacterias se present6 una
dindmica poblacional de 1.51 x 10° UFC/g hasta 1.93 x 10° UFC/g en la muestra de borra

sé6lida.
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Figura 35: Dinamica poblacional de las cepas bacterianas proveniente de la

muestra de borra solida

Se observa en la Figura 36 que la muestra de borra sélida presento un mayor
coeficiente de variacién (CV= 22%) que implica mayor heterogeneidad de bacterias

extraidas, sobre las obtenidas (CV=14%) en la muestra de borra liquida.
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Figura 36: Coeficiente de variacién del primer recuento de bacterias en borra sélida y
ligquida
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422 PRIMER RECUENTO DE HONGOS CON DILUCION 1:10°

Se muestra en la Figura 37 los resultados del primer recuento de hongos en
medio Sabouraud en muestra de borra con arena. Se observa que péra el primer
recuento de hongos, se presento una dinimica poblacional de 3.00 x 10* UFC/g

hasta 6.00 x 10* UFC/g en la muestra de borra.

7.005;04 -
5.0DE+D4 -
5.0DE+D4 -
. 4DDE+04 -
3.00E+D4 -

2,00E+04

Hongbs en UFCigr

1.00E+)4

0.00E+00 -
Ho1 Hoz Ho3

Repeticiones realizadas en medio de culfivo sabouraud con borra

Figura 37: Dinamica poblacional de las cepas hongos provenriente de la muestra de borra

Se observa en la Figura 38 el valor medio obtenido del primer recuento de hongos
de la muestra de borra que fue de 4.90 x 10 * UFC/g, el cual se encuentra en un intervalo
de 8.14x 10* +1.66 x10 * UFC/g. '
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Figura 38: Registro del primer recuento de hongos en UFC/g
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423 SEGUNDO RECUENTO DE BACTERIAS CON DILUCION 1:10* EN
' MEDIO TSA

Se observa en la Figura 39 que para el segundo recuento de bacterias una dindmica

poblacional en la muestra de borra liquida de 1.00 x 10° UFC/g hasta 1.83 x 10° UFC/g.

B8 Bacterias de borra liquidaUFC/gr

1.80E+06
1.60E+086
1.40E+06
1.20E+08
1.00E+06
8.00E+05
6.00E+05 -
4.00E+05 {3
2.00E+05 AH-f-
0.00E+Q0 +H

Bacterias en UFC/gr

B3 B85 B7 BS.1 B10 Bi3 B15> Bl17 B20 B23 B35

Recuento de bacterias en medios de cultivo selectivos

Figura 39: Dinamica poblacional de las cepas bacterianas proveniente de la

muestra de borra liquida.

En la Figura 40 se muestra para el segundo recuento de bacterias una dindmica

poblacional en la muestra de borra sélida de 7.30 x 10° UFC/g hasta 1.74 x 105 UFC/g.

B Bacterias de borra solida UFC/gr

1.80E+06
1.60E+08
1.40E+06 -
1.20E+086,
1.00E+06
8.00E+05
6.00E+05
4.00E+05
2.00E+05
0.00E+00 LB

B32 B24 B1i B2 821 - B1

Bacteriasen UFC/gr

Recuento de bacterias en medio de cultivo selectivos

Figura 40: Dindmica poblacional de las cepas bacterianas proveniente de la
muestra de borra sélida
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En la Figura 41 se muestra que la muestra de borra liquida presentd un mayor
coeficiente de variacion (CV= 50 %) que implica mayor heterogeneidad de bacterias

extraidas, sobre las obtenidas (CV=35 %) en la muestra de borra sélida.
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Figura 41: Coeficiente de variacion del éegundo recuento de bacterias
424 RECUENTO DE HONGOS CON DILUCION 1:10*

En la Figura 42 se muestra el recuento de hongos en UFC/g en medio Sabouraud.
El valor medio que se obtuvo del segundo recuento de hongos de la muestra de borra con
arena es 3.49 x 10 3 UFC/g, el cual se encuentrd en un intervalo de 6.34 x 10 ° + 6.45x 10

4 UFC/g.
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Figura 42: Segundo recuento de hongos en UFC/g en medio Sabouraud
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4.2.5 RESULTADOS DE LA EVALUACION FENOTIPICA DE LAS BACTERIAS
a. Evaluacién morfologica microscépica

De las 27 cepas bacterianas aisladas, se determind el porcentaje de bacterias
positivas y negativas segin coloracién Gram y el porcentaje de la evaluacion morfoldgica

" de las mismas.

En la Figura 43 se registra 20 bacilos Gram negativos (74 %) y cinco bacilos Gram
positivos (19 %) y dos coco Gram positivos (7 %). En el caso de los hidrocarburos, las
bacterias Gram negativas se encontraron més adaptadas a tales fuentes de carbono (Venosa

et al, 1999).

Figura 43: Porcentaje de bacterias por su coloracién Gram

En la Figura 44 se muestra lo que se registrd al observar las bacterias coloreadas a
través del microscopio. Se registra mayor presencia de bacterias en forma de bacilo. Se -
observd 12 bacilos (44,4 %), siete diplobacilos (25,9 %), estreptobacilos (14,8 %),
cocobacilos (3,7 %), bacilos en empalizada (3,7 %), tétradas (3,7 %) y diplococos (3,7 %).
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Figura 44: Identificacion del tipo morfolégico de las bacterias

-

'b.  Evaluacién macroscépica

La mayoria de las cepas bacterianas presentaron coloracion blanquecina, cremosa
de forma irregular, mayormente plana, lisa y granular. Sélo se registraron seis cepas
bacteﬁanas de color anaranjado, tres cepas de color marrdn, una cepa de color amarillo y

una cepa de color rojo.

c. Segtin las pruebas bioquimicas

Se determiné que las bacterias aisladas de las tres muestras de borra, no se

encontraban dentro del grupo de enterobacterias.
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42.6 EVALUACION FENOTIPICA DE LOS HONGOS

a. Segtn la caracteristica morfolégica a nivel macroscdpico y microscépico

Se observa en el Cuadro 40 la caracterizacion morfolégica a nivel macroscopico y

. microscépico de seis cepas de hongos que fueron identificados segiin género taxondémico.

Cuadro 40: Resultados de las caracteristicas morfolégicas de los hongos

Las colonizs 38y ha de tolor piomo a grisaceo;
blanco an los borde y con esporangios negros;
ton franja bianca; filamentosz; reverso de tolor
blanco @ incoloro; textura algodonosa. Luegp
con crecimiento asrep zbundante que llega
hasta el bosde de Ia placa. Lz colonia h33 de
color Blanco; con franfa blance; fiiamentosz;
reverso blanco a incoloro; texturs algodonosa,

Esporangios

esfericos; hifa
cenocitics  coloriZygomycets
oscuro y rizoide color
0SEUrD

Enddgena  fen Cenotitico o
Tigospors Rhizopus  h33, h3Byh
$3005] P no septado ops 135 18y139

" {Coloniz h28 y h3 de color verde petroieo con
franja bianca; micelio blanco; raverso colon
verde; fextura aterciopeiado pulverulents; oon
surcos radiales. La colonia h30 con coloracion
MAMON Con verde isaced; micelo blanco;
feversh  mamon ton  verde;  fextura
aterciopefada; con suregs. ‘

Cabezas  conidiales|
biseriado ¥
predominantemente
radial. Hifa tebicada

Exganos En las
hscomicota [puntes o ladosiAscoespores [Septado  |Aspergillus (28, h36y h3)
de ia hifas
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- 43 RESULTADO DE LA PRUEBA DE ACTIVIDAD DEGRADATIVA EN
CULTIVO BH

| 431 ACTIVIDAD DEGRADATIVA Y EMULSIFICANTE UTILIZANDO 50 uL
DE CEPAS BACTERIANAS

Se evalu6 la actividad degradativa inoculando 50 uL de cepas bacterianas al medio
de cultivo BH con borra y luego a las que presentaron mayor degradacion se les evalué su

actividad emulsificante. Ver Figura 45.

L En la figura 45 se observa que inoculando 50 ul de cepas bacterianas se obtuvieron
cepas con baja actividad degradativa y actividad emulsificante del hidrocarburo. Entre las
cepas registradas seis cepas (cepa B9.2, cepa B1, cepa B9.1, cepa B2, cepa B35 y cepa
B5), sélo presentaron un periodo de actividad degradativa.

Periodos de actividad
degradativa

B9.2 B1 B9.1 B2 B35 B5
(baja)  (baja) (baja) (baja) (baja) (baja)

Calificacion de la actividad degradativa de las cepas
bacterianas

7 Periodos de la acfividad degradativa —e— Actividad emulsiﬁcante}

Figura 45: Relacion de la actividad emulsificante en las bacterias (50 uL) con mayor

~ actividad degradativa
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43.2 ACTIVIDAD DEGRADATIVA Y EMULSIFICANTE UTILIZANDO 100 uL
DE CEPAS BACTERIANAS '

Se evalud ]a actividad degradativa inoculando 100 ul de cepas bacterianas al medio
de cultivo BH con borra y luego a las que presentaron mayor degradacion se les evalud su
actividad emulsificante. En la Figura 46 se observa que a mayor acﬁvidad dégradativa hay
mayor actividad emulsificante. Para la pfueb_a se inoculd 100 uL de c:f:pas bacterianas al
medio de cultiv.o BH con botra y se obtuvo mayor actividad degradativa y emulsificante
del hidrocarburo en: cuatro cepas bacterianas (cepa B9.2 con 1.397 UAE/mL; cepa Bl con
1.029 UAE/mL; cepa B9.1 con 0.936 UAE/mL y cepa B15 con 0.909 UAE/mL). También
se observd que nueve cepas obtuvieron una mediana actividad degradativa y fue
decreciendo su actividad emulsificante (cepa B2, cepa B35, cepa BS, cepa B12, cepa B7,
cepa B24, cepa B14, cepa B10 y cepa B11). Los resultados de laboratorio de la evaluacién

de la actividad emulsificante de las cepas bacterianas se presenta en el Anexo 4.

Estas 13 cepas bacterianas fueron consideradas como el “Consorcio bacteriano
selecto” y utilizadas para las pruebas de degradacién de borra en terrarios y la prueba de

degradacién de borra en compost sin bioaumentacién y compost con bicaumentacion.

Periodos de actividad degradativa (AD) —a— Actividad emulsiﬁcante]

Periodo de la actividad
degradativa
B

: Al 2 2 78
I N b I - IO 22 I - o 1 [ 3
w@ ® . op @ w mw W o w W w- w
o] - [Ta] o ny Lo+ n — -1 N — — —
(] W -~ o — U’ — o — 'Y - o =
= ® @@ = =2 §® 2 m 8 ® ®m™ T T
o o M D o 2 © 2 Qo s 5 3 b
§ = =y = (=% 1 =5 wm i s — — —
o w & = a & o > © [ o =
> = > > 4 [ ™ = o > > > >
= T o g » §op » = ©B ©O o o

= -

- Calificacion de la actividad deQradaﬁva de las cepas bacterianas

Figura 46: Relacion de la actividad emulsificante en las bacterias (100 ulL) con mayor
actividad degradativa
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4.3.3 - ACTIVIDAD DEGRADATIVA EN HONGOS

Solo se evalu6 la actividad degradativa en hongos y no se realizé la prueba de
actividad emulsificante. En la Figura 47 se observa que‘ seis hongos (H27, H28, H29, H30,
H31 y H39) presentaron una calificacién de baja actividad degradativa debido a que
_presentaron sélo un periodo del proceso de desarrollo de la actividad degradativa y seis
hongos presentaron una calificacién de nula actividad - degradativa puesto que now

presentaron reaccion degradativa del hidrocarburo en el medio BH.

Nueve dias de actividad degradativa

-

Periodo de la actividad
degradativa

o

H27 H28 H29 H30 'H31 H39  H37 H26 H34 H38 H36 H33

Calificacion de la actividad degradativa de los hongos

Figura 47: Resultados de la evaluacién dela actividéd degradativa en los hongos

43.4 IDENTIFICACION DE BACTERIAS CON LA TECNICA DE ANALISIS
API 20 NE

Con el uso de la técnica de analisis API 20 NE se identificaron cuatro bacterias
segin especies taxondmicas, ver Cuadro 41. Los resultados de laboratorio determinaron

cuatro especies de bacterias. Las fichas API 20 NE se presentan en el Anexo 5.

Se determiné la actividad emulsificante de las bacterias identificadas segun su

taxonomia, ver Figura 48.
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Cuadro 41: Bacterias identificadas mediante la técnica API 20 NE

B1 Aeromon..as'salmonicida SSp. 1.029 Alta
masoucida / achromogenes
B%.2 Brevundimonas vesicularis 1.397 Alta
B15 Agrobacterium radiobacter 0.905 Alta
BS 0.466 Mediana
Burkholderia cepacia
B35 ‘ 0.527 Mediana

Enla Figura 48 se presenta la actividad emulsificante en hidrocarburo de las cepas
que fueron identificadas taxonémicamente. Tres cepas se encontraron dentro de las cepas
que presentaron alta actividad emulsificante {cepa B1, cepa B9.2 v la cepa B15); y dos
cepas bacterianas (cepa B5 y la cepa B35) presentaron mediana actividad emulsificante en

hidrocarbulfo.

e Actividad emulsificante

1600

1.400 ¢
1.200 .

&

[=

Lid

£ 1.000 e

3 ‘“\W‘

E 0.800 \

L :

3 0.600 ~— -

2 0.400 —*

2 0.200

0.000 - :
i Alta £lta Alta Media Iediz
i
B9.2 Bl B15 Bis - BE

Brevundimonas Aeromonas salm. Agrohacterium Burkholderia cepacia | Burkholderia cepadia
vesicularis tAasoucida rathobacter

Cepas bacterianas

Figura'48: Representacion de la actividad degradativa y emulsificante en las bacterias
identificadas por la prueba API 20 NE
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| 44 RESULTADO DE LA DEGRADACION DEL HIDROCARBURO EN
TERRARIOS

JREe 441 CONSUMO DE LA ARENA SEGUN EL PESO EN GRAMOS DE LOS

- TERRARIOS -
Al peso inicial total de la arena de cada terrario se extrajo el 5 % y se obtuvo un

peso inicial de 3187.63 g de suelo preparado. Teniendo en cuenta el peso final de la arena

en cada terrario se obtuvo el consumo de arena final. Ver Cuadro 42.

Cuadro 42: Consumo de arena final en cada terrario

T ' 3187.63 | 217.63
Tl 3187.63 2090 197.63
v - 3187.63 2925 262.63
T2.1 3187.63 | 2080 207.63
T3 3187.63 2950 237.63
31 3187.63 | 2900 287.63
T4 3187.63 2700 487.63
T41 3187.63 2925 262.63
TS 3187.63 2800 387.63
T5.1 3187.63 2780 407.63
T6 ' 3187.63 2000 | 287.63
T6.1 318763 2775 . | 41263

442 PORCENTAJE DE REMOCION DE HIDROCARBURO EN CADA
TERRARIO

Teniehdo el TPH inicial y TPH final de las muestras de terrarios evaluadas se

determiné el porcentaje de remocidn del hidrocarburo, ver Cuadro 43.
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En la Figura 49 se presenta la cantidad de TPH final (g/kg) para cada terrario
comparados con la normativa peruana de los limites de aceites y grasas (5.0 g/kg) para
terrenos contaminados segtin el Ministerio de Energia y Minas de Peri. Atmismo se
determiné el porcentaje de remocion de TPH en suelo para cada terrario. Los resultados de
laboratorio de los andlisis realizados para evaluar hidrocarburo total en terrarios se

presenta en el Anexo 6.

Cuadro 43: Remocion en porcentaje del hidrocarburo

Terrario N° 1 " 3187.63 2970 3.64 12714 10.81 60
TerrarioN°1.1 | 3187.63 2990 | 3.73 27.14 11.15 59
TerrarioN°2 |- 3187.63 2925 3.16 27.14 9.24 66
Te}rario N°2.1 | | 3187.63 2980 3.49 27.14 | 10.40 62
Terrario N° 3 . 3187.63 2950 2.48 27.14 7.32 73
Terrario N° 3.1 3187.63 2900 2.76 27.14 18.00 71
TerrarioN°4 | = 3187.63 | 2700 260 | 2714 | 761 72
Terrario N° 4.1 3187.63 2925 2.62 27.14 7.66 72
Terrario N° 5 3187.63 2800 2.00 27.14 | - 5.60 79
Terrario N° 5.1 3187.63 2780 2.42 27.14 6.73 75
Terrario N° 6 3187.63 2900 3.22 27.14 9.34 66
Terrario N° 6.1 3187.63 2775 2.27 27.14 6.30 77

En la Figura 49 se observa que el mayor porcentaje de remocion de TPH se registrd
en los terrarios T5 (79 %) y T5.1 (75 %), los cuales fueron inoculados con el consorcio

bacteriano selecto.
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Tratamintos de los terrarios

TPH inicial (gkg)

TPH final (gf ko)

—fem | jmites aceltes v grasas (Sgrkg), MBW
¢ Porcentaje de remocion

Figura 49: Porcentaje de remocién de TPH en terrarios vs normativa peruana

443 CUANTIFICACION DE LOS PAH PRESENTES EN LOS TERRARIOS

Se reahzo la evaluacmn de la presencia de PAH en el suelo contaminado con borra
luego de tres meses de concluida la prueba de degradacion del hidrocarburos en suelo
acondicionado con nutrientes. Los analisis de laboratorio fueron realizados por el
laboratoric ENVIROLAB. Los resultados de laboratorio de los andlisis realizados para
evaluar PAH se presentan en el Anexo 7.

En el Cuadro 44 se presentan los elementos aromdticos registrados en el suelo
evaluado en la prueba de terrarios. En la Figura 50 se muestra la comparacién de los PAH
~ presentes en la borra con la normativa peruana sobre los criterios para terrenos

contaminados, emitidos por la DGAA.

Se registraron ocho hidrocarburos aromiticos policiclicos en el suelo tratado segin

la prucba de degradacion del ,hidrog:arburo en suelo acondicionade con nutrientes.
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El nivel més alto dentro de los PAH, fue para el fenantreno con 0.29 mg/kg. Segin
la Guia para el manejo de Desecho de las Refinerias de Petréleo Volumen VII, del
Ministerio de Energia y Minas, que presenta los criterios para terrenos contaminados, el
fenantreno registra un 5 mg/kg, por tanto, se considera que el suelo estd ligeramente

contaminado al hallarse el fenantreno con un valor por debajo de dicha cifra.

El fenantreno puede afectar a las personas que estdn en continuo contacto con la
borra, ya sea respirdndolo y es posible que se absorba a través de la piel. El contacto con
esta substancia puede irritar la piel y los ojos. Si se expone la piel contaminada con
fenéntreno al sol se puede producir un salpullido o quemadura de la piel, a veces con

ampollas.

Cuadro 44: Niveles de PAH en los terrarios

Acenaftileno 0.04 0.1 10 100
Acenafteno | 0.04 0.1 10 100
Fluoreno | 0.14 0.1 10 100
Fenantreno 0.29 0.1 5 50
Fluoranteno - 0.02 0.1 10 100
Pireno 0.05 0.1 10 - 100
Benzo (a) antraceno 0.02 0.1 1 10
Criseno 0.03 0.1 1 10

21 eyenda (DGAA, 1994):

A: Limites aproximados de deteccion analitica para niveles de linea base natural y organica
para metales e inorganicos.

B: Por debajo de esta cifra el suelo esta ligeramente contaminado y se encuentra contaminado
si la supera.

C: El suelo se encuentra considerablemente contaminado.
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Elometos: Hidrocarburos aromatices policiclico

Valor Registrade

[ =B BValorRegistrado |

Figura 50: Comparacién de los PAH de la borra con los criterios para terrenos contaminados
emitidos por la DGAA - Perit

45 RESULTADOS DE LA TECNICA DE COMPOST Y SU
BIOAUMENTACION CON BORRA

4.5.1 RESULTADOS DEL RECUENTO BACTERIANO EN CADA BIOPILA

En la Figura 51 se muestra la dindmica poblacional de las bacterias en cada una de.
las biopilas de compost, observéndose que las biopilas CB1 y CB2 presentaron mayor
dindmica poblacional durante el proceso de compostaje. Esto puede deberse a que las
bacterias que fueron incorporadas por bioaumentacién no presentaron mayor competencia
con las bacterias nativas del compost, provenientes cspécia]menle del estiércol de vaca. Por
otro lado, en la Figura 52 se muestra las desviaciones estandares y medias de cada biopila -

determinada en el recuento bacteriano.
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Figura 51: Dirimica poblacional de las bacterias durante el proceso de compostaje
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Figura 52: Desviaciones estandar y medias del recuento de bacterias

durante el proceso de compostaje
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~ Se observa que el valor medio obtenido para las siguientes biopilas: la biopila
control (Co) es 4.58 x 10* + 5.81 x 10°, para la biopila C1 es 4.24 x10* + 7.64 x 10°: la
biopila CB1 es 9.01 x 10° + 1.07 x 10 la biopila C2 es 7.91 x 10* + 7.54 x 10% Ia biopila
CB2 es 1.62x10° + 1.10 x 10% y la biopila C3 es 6.78 x 10* + 6.32 x 10°. La desviacién
estandar que se registro en las biopilas son: la biopila control (Co) es 1.37x10%; para la
 biopila C1 es 1.84 x 10°; la biopila CB1 es 2.72 x 10°; la biopila C2 es 1.72 x 10% la
biopila CB2 es 2.81 x 10° y 1a biopila C3 es 1.44 x 10°. |

452 RESULTADO DE LA VARIACION TEMPORAL DE LA TEMPERATURA
EN CADA UNA DE LAS BIOPILAS

El tiempo del seguimiento, control y medicién de la temperatura se realizé hasta

los 122 dias que culming el proceso de compostaje. Considerando que la fase termdfila es

o ~ de 40 °C. Los resultados de la medicién de la temperatura se presentan en el Anexol&

. Biopilas Co. Cl1 v CB1

En la Figura 53 se observa que a los 15 dias de compoétacién las biopilas de
.cbmpostaje presentaron una temperatura termofilica similar. A los 30 dias (primer volteo)
la biopila control (Co) tuvo la temperatura mas alta (69.8 °C) a diferencia de las demas
biopilas '-bioi)ila C1 (53°C) y CB1 (68.7°C)-, las cuales aumentaron la temperatura recién a
Jos 52 dias (cuando se pudo realizar el primer volteo), A los 66 dias (segundo volteo) en la -

biopila Co la temperatura llego a 45.7 °C y luego bajo a 23.2 °C a los 122 dias.

‘En la biopila C1 y CB1 a los 64 dias las temperaturas se mantuvieron bajas y a los
78 dias recién se tﬁvo una segunda fase termofilica en la biopila C1 (49.1°C) y a los 92
dias en la biopila CB1 de 39.8 °C. Luego a los 120 dias la temperatura bajé para la biopila
C1(19.6°C) y la biopila CB1 (22.5°C).
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Valorobservado de temperatura
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Figura 53: Comparacion de la variacién temporal de la temperatura en la biopila control

(Co), biopila C1 y biopila CB1

. Biopilas Co, C2. CB2 y C3

En la Figura 54 se observa que a los 15 dias de compostacion las biopilas de

compostaje presentaron una temperatura termofilica similar.

A los 30 dias (primer volteo) la biopila control Co (69.8 °C) y la biopila C2 (61.97
°C) tuvieron las temperaturas mas altas compardndolas con las demas biopilas -biopila C3
(50.6°C) y CB2 (52°C)- las cuales recién aumentaron a los 38 dias (primer volteo).
Seguidamente las temperaturas fueron bajando hasta que se realizé el segundo volteo a los

66 dias para la biopila Co 45.7 °C y luego fue bajando progresivamente hasta alcanzar los
23.2 °C alos 122 dias. Por otro lado a los 73 dias en las biopilas C2 (47.67 °C)yC3(42.4
°C) recién se presentd la segunda fase termofilica y luego bajaron las temperaturas

- progresivamente hasta los 23 °C a los 120 dias.
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En la biopila CB2 (44 °C) a los 75 dias recién aumento ld temperatura v a los 94
dias ocurri6 la fase termofilica con 47.7 °C. Luego a los 120 dias la temperatura bajo hasta

los 23 ‘°C.

80 , -

10

Valor observado de temperatura

G 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Dias de compostado

T premedio (*C) conlrol —— Fase Tesmolifica
—u—Tpromen CB2 —Tpromen C2
—+=—Tpromen C3

Figura 54: Comparacién de la variacién temporal de la temperatura

en la biopila control (Co), biopila C2, biopila CB2 y biopila C3

453 RESULTADO DE LA VARIACION DE pH EN CADA BIOPILA

Se muestra la variacién de pH en cada biopila durante el proceso de compost.
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e Biopilas Co, C1 v CB1

" EnlaFigura 55 se observa que la variacién de pH durante los dias de compostacién
estuvo en el rango de 5.9 a 7.2 en las biopilas C1 y CB1. El incremento de pH puede
haberse debido al aumento de la actividad microbiana, durante la subida de temperatura

antes y al final del proceso de compostaje.
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Figura 55: Comparacion de la variacién del pH en la biopila control con las biopilas C1
y CB1

. . Biopilas Co, C2.CB2y C3

En la Figura 56 se observa que la variacion de pH durante los dias de compostacién
tuvo similar valores de pH a los mostrados en la Figura 55. El rango de pH fue de 5.9 a2 7.5
en las biopilas C2, CB2 y C3. | ‘
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. Figura 56: Comparacion de la variacién del pH en la biopila

control con las biopilas C2, biopila CB2 y biopila C3

454 RESULTADO DE LA CARACTERIZACION DEL TPH Y DE LA
DENSIDAD POBLACIONAL DE LAS BACTERIAS EN TRES ETAPAS

DEL PROCESO DE COMPOSTAJE

Las evaluaciones de TPH y de la densidad poblacional de bacterias en cada biopila
de compostaje se realizaron en tres etapas del afio 2004. En el mes de marzo se efectué una
prim(era evaluacién, en el mes de mayo la segunda evaluacién y en el mes de junio la

ultima evaluacion. Los resultados de la evaluacion de hidrocarburos totales se presentan

- en el Anexo 9. Ver Cuadro 45 y Figura

El compost permaneci6 en las biopilas hasta que se logré un nivel de saneamiento

57.

- de 5000 mg/kg, segin los lineamientos de la DGAA (Anexo 10).
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Cunadro 45: Concentracion de TPH total por cromatografia y el promedio de bacterias en
UFC/g de cada bicopila

: AR :
Cl 3.ISE+05| 20971 [6.15E+05| 10843 [2.80E+05! 2168
CB1 . |4.00E+05| 20071 |8.55E+05| 3008 [|3.70E+05| 1914
cBz 340E+05| 36771 |8.70E+05] 4310 |4.45E+05| 4633
c2 3.05E+05| 36771 | 6.15E+05) 3879 |330E+05| 2084
C3 ‘ 2.85E+05| 36771 |5.5E+05| 6146 |2.50E+05| 4459

Se observa en la Figura 57 que a los 86 dias hubo un aumento en la densidad
. poblacional de bacterias y una disminucién con el nivel de TPH; y alos 120 dias el nivel
de TPH estuvo por debajo de los 5000 mg/kg y una poca disminucion de la densidad
poblacional. '
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- Figiu‘a 57: Evaluacion de la concentraciéon de TPH y la variacion de crecimiento de
bacterias durante las tres etapas del proceso de compostaje

181




455 RESULTADO DE LA VARIACION TEMPORAL DE LA
| CONCENTRACI()N DE TPH EN CADA BIOPILA DE COMPOSTAJE

En la Figura 58 se observa que a los 31 dias la concentracién de TPH se encontrd
‘muy por encima del nivel de intervencion normado por la DGAA (5000 mgﬂcg), ver el
Anexo 10. A los 86 dias se observé que los niveles de TPH disminuyeron so6lo en tres
biopilas: la biopila CB1, biopila C2 y biopila CB2 y a los 120 dias se observé una

~disminucion de TPH en todas las biopilas.

40000

35000

% 30000 4 % % %
o 25000 ‘ = = / o
i - - % / /
% 20000 % % % Z %
.g 15000 :% % % : % %
i .

o Dl T ML Dl 7

Tipos de biopilas

747777 31/03/2004 31 dias _ i 25/05/2004 86 dias
5555 28/06/2004 120dias =xxzz> Njve| de Intervencion MEM

Figura 58: Variaciéon temporal de la concentracién de TPH en cada biopila de
compostaje

A los 31 dias del proceso de desarrollo del compostaje se observé que el porcentaje
de remocion estuvo de 84 a 91 %. A los 86 dias oscilo entre 95 hasta 99 % y a los 120 dias
estuvo entre 98 a 99 % (Ver Figura 59).
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Figura 59: Porcentaje de remocién de TPH en cada biopila
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V. DISCUSION

Se aislaron bacterias y hongos de tres muestras de borra sdlida, borra liguida y
" borra con arena, obtenidas de dos pozas de hidrocarburos ubicadas por muchos afios en la
Refinerfa Conchén. La sobrevivencia de bacterias puras en la fase de seleccidn en
' condiciones de laboratorio sugiere que -poseen capacidad para utilizar hidrocarburos
alifiticos y aromdticos como donadores de electrones (Madigan et al., 1998). En el caso
de suelos contaminados con hidrocarburos se requiere de usa concentracién minima de
microorganismos especificos degradadores 10 x 10 a 10 x iO4 UFC/g de suelo y de
organismos heferétrofos totales de 10 x 10 a 10 x 10° UFC/g de suelo (Ercoli, 1995,
1999). ' '

Para determinar si las cepas bacterianas pueden usarse en la biorremediacién de |
suelos contaminados con hidrocarburos se evalud su capaéidad emulsificante y su
actividad degradativa mediante la prueba en medio Bushnell Haas. Se obtuvieron cuatro
cepas bacterianas (cepa B9.2; cepa Bl; cepa B9.1 y cepa B15) con mayor actividad
degradativa las cuales también presentaron mayor actividad emulsificante, lo cual fue
determinado cuantitativamenté a través de la conversion de la adsorbancia en unidades de

actividad emulsificante por mililitro (UAE / mL) (Trejo, 1996).

Trejo (1996) obtuvo dos cepas bacterianas del genero Chryseomonas que mostraron
mejor actividad emulsificante con 0,51 y 0,48 UAE/mL respectivamente, por otro lado, en
la tesis “Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas biorremediadoras y su
evaluacién sobre suelo contaminado con petrdleo crudo” de Prudencio (2002), se
obtuvieron seis cepas con mayores valores de actividad emulsificante: tres cepas de
Bacillus con 0.718, 0.679, 0.679 UAE/mL, una cepa de Pseudomonas con 0.683 UAE/mL,
una de Acinetobacter con 0.707 UAE/mL, vy una cepa no identificada con 0.683 UAE/mL.



En esta investigacién se obtuvieron tres (03) cepas con valores mayorés de
actividad emulsificante que fueron identificadas segin su taxonomia: cepa de
Brevundimonas vesicularis .(cepa B9.2) con 1.397 UAE/ml; cepa Aeromonas salmonicida
ssp. masoucida / "achromogenes (cepa B1) con 1.029 UAE/mL y cepa Agrobacterium
radiobacter (cepa B15) con 0.909 UEA/mL. Asi como una (01) cepa no identificada (cepa
B9.1) con 0.936 UAE/mL. No se evalué la actividad emulsificante de los hongos pbrque

no presentaron actividad degradativa en borras.

De las 27 cepas bacterianas aisladas de la borra se seleccionaron 13 cepas
bactcnanas con me_] or actividad degradativa y emulsificante las cuales fueron sometidas a
la prueba de degradacién de borras en terrarios y la prueba de degradacién de borras con
compost sin bioaumentacién y con bioaumentacién. La prueba de los terrarios con arena
determiné, en las 13 cépés bacterianas, una éptima actividad degradativa, donde luego de
90 dias, se redujo considerablemente la concentracién de TPH en la arena, sin embargo, los
PAH ain se encuentran presentes, produciendo -un nivel de exposicién de riesgo

correspondiente a suelos ligeramente contaminados

El tratamiento que dio mejores resultados en la disminucién de TPH fue el método
de bioaumentacién en compostaje. Al agregar microorganismos autbctonos provenientes
especialmente de la borra liquida con una adecuada actividéd degradativa y emulsificante
el consumo del hidrocarburo fue visible a los 31 dias y a los 86 dias ya los niveles de TPH
se encontraron por debajo de los establecidos por la DGAA. Por tanto, una aproximacién
muy interesante fue combinar la bioestimulacién con la utilizacién de microorganismos
autdctonos, pfeviamente aislados desde el medio contaminado, para ser reintroducidos

masivamente (Viiias et al., 2002).

| El incremento en la densidad poblacional se considera una medida indirecta de la
actividad metabolica de la poblacién (Atlas, 1984; Bartha, 1986), debido a que los
hjdrocarburos constituyen la fuente de carbono necesaria para el crecimiento microbiano,
tal como lo sefiala Yerushalmi (2063), quién evalu6 la capacidad de degradacién de

hidrocarburos provenientes del petroleo mediante bioestimulacién.
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‘ La disminucién del contenido de los hidrocarburos totales se corresponde con el -
incremento de la densidad poblacional de los heterdtrofos meséfilos en los tratamientos
(Atlas, 1981). Es asi que la densidad poblacional evaluada durante las tres etapas del
" proceso de compostaje permitié confirmar el aumento poblacional de las bacterias con la

‘disminucién de TPH a los 85 dias de transcurrido ¢l proceso de compostaje.

Se puede dar una aproximacién, segin los resultados obtenidos en la presente tesis,
que con la incorporacién de 75 kg de borra para 1 m® de biopila a los 120 dias se obtuvo un
nivel de TPH de 4 459 mg/kg lo cual estd por debajo aunque muy cerca de los niveles
establecidos como minimos por la normativa de la DGAA. Es importante destacar que si se
- utilizara mayor cantidad en kilogramos de borra para un tratamiento mediante compostaje,
de las mismas dimensiones, podria sobrepasar los limites minimos establecidos por dicha
entidad (5000 mg/kg). -
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VI. CONCLUSIONES

1. . De acuerdo a la escala de clasificacién por gravedéd API el hidrocarburo “borra™
esta en promedio de 17 a 19 grados API y el analisis gravimétrico que se obtuvo fue de
382 006 mg/kg (38 %) y el cromatografico con 151 495 (15 %), lo cual confirma que
_contiene - hidrocarburos pesados. Consideréndose el parametro de viscosidad del
hidroc_:a.rBuro se observa que existe mayor viscosidad en la profundidad de las pozas que en
la zona de supe,rﬁcié; ‘y la cantidad de agua y sedimentos es alta. Asimismo la borra
c_:onﬁen_e alto porcentaje de azufre y presencia de metales pesados (niquel, vanadio, silice y

aluminio).

2. Se observé en el primer recuento de bacterias una dindmica poblacional en la
" mestra de borra h’quidé. de 1.89 x 10° UFC/g hasta 2.50 x 105 UFC/g y en la muestra de
borra solida de 1.51 x 10° UFC/g hasta 1.93 x 10° UFC/g. Asimismo, se observo en el
seguhdo recuento de bacterias una dindmica poblacional en la muestra de borra liquida de
© 1.00 x 10° UFC/g hasta 1.83 x 10° UFC/g y en la muestra de borra sohda de 7.30 x 10°
UFC/g hasta 1.74 x 10° UFC/g.

3. La mayor poblacion bacteriana estuvo aislada de la muestra de borra liquida con un
coeficiente de variacion de 50 % y en muy menor cantidad de borra sélida con un
coeficiente de variacién de 35 %. La poblacién de hongos fue mucho menor a las

registradas en el recuento de bacterias.

4. Se identificaron seis cepas de hongos, segin sus caracteristicas macroscopicas y
microscopicas, hasta género taxondmico, determindndose su pertenencia a sélo dos

generos: Rhizopus (cepa h33, h38 y h39) y Aspergillus (cepa h28, h36 y h30).



5. La prueba de actividad degradativa para bacterias fue mayor cuando se inoculd
100 uL de cepas bacterianas en medio de cultivo Bushnell Haas, de las cuales se
seleccionaron 13 cepas bacterianas con mayor actividad degradativa y emulsificante

identificadas como “consorcio bacteriano selecto™.

6. La actividad emulsificante presentd valores mayores en tres (03) cepas que segin
su taxonomia son: cepa de Brevundimonas vesicularis (cepa B9.2) con 1.397 UAE/mL;
cepa  Aeromonas salmonicida ssp. masoucida | achromogenes (cepa Bl) con
1.029 UAE/mL y cepa Agrobacterium radiobacter (cepa B15) con 0.909 UEA/mL. Asi
como una (01) cepa no identificada (cepa B9.1) con 0.936 UAE/mL.

7. La técnica \API 20 NE so6lo identifico taxondémicamente cinco (05) cepas
bacterianas por especie: Aeromonas salmonicida ésp. masoucida / achromogenes (cepa
B1), Bl;evundimonas vesicularis (cepa B 9.2), Agrobacterium radiobacter (cepa BIS) y
Burkholderia cepacia (cepa B5 y cepa B35), que también presentaron alta a mediana

actividad emulsificante.

8. En la prueba de terrarios no se logré disminuir a los 90 dias los niveles de TPH para
obtener un saneamiento menor a los 5000 mg/kg segin la normativa peruana para suelos
contaminados con aceites y grasas. Por tanto el Unico terrario que presento una mayor
d_ismimiéién de TPH fue el terrario “T5” con 5600 mg/kg, que contenia la inoculacién del

consorcio bacteriano selecto.

9. Los niveles mas altos de hidrocarburos aromaticos policiclicos en terrarios fue para
el fenantreno (0.29 mg/ké) lo que hace considerar al suelo como ligeramente contaminado,
segin los criterios para terrenos contaminados de la normativa peruana del Ministerio de

Energia y Minas.
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10.  Utilizando el consorcio bacteriano selecto se observé que en la pruebé de
compostaje a los 86 dias se obtuvo entre 95 a 99 % de remocién del hidrocarburo y en la
prueba de terrarios a los 90 dias sélo se obtuvo entre 75 a 79 % de remocién del

hidrocarburo.

11.  En la prueba de compostaje la mayor dindmica poblacional se registré en las
‘biopilas CB1 (4.73 x 10 2 + 1.08 x 10 6) y CB2 (I.Gi x 10 3 + 1.10 x 10 6), hecho
comprobado por presentar el mayor consumo de TPH final, con CB1 (1914 mg/kg) y CB2 '
(2084 mg/kg). | -

12.  En las biopilas de compostaje se observé que, pasados los 86 dias de la prueba, la
biopila C1 registré 10 843 mg/kg de TPH, mientras que la biopila C2, 4 310 mg/kg de
TPH. La mayor cantidad de TPH removido resultd en la biopila CB1 (3 008 mg/kg) y en la
biopila CB2, 3 879 mg/ kg. A los 120 dias todos los niveles de TPH estuvieron por debajo
de los limites de aceites y grasas propuestos por la DGAA. Por lo tanto, la cantidad de )
hidrocarburos (borra) presentes en las biopilas y el uso del consorcio bacteriano

determinaron el tiempo de degradacién en el compostaje.

13. En el transcurso de la prueba de compostaje la temperatura oscilé entre 29 °C a
35°Cen fase mesdfila, de 42 °C a 68 °C en fase termofila y a los 120 dias de culminado el

proceso de compostaje oscilo de 22 °C a 23 °C.

14.  Durante la prueba de compostaje, el pH estuvo de 6.7 a 7.2 en el inicio del proceso,
luego bajo entre 5.9 a 6.5 y finalmente quedo de 6.7 a 7.2 de pH. El porcentaje de humedad
estuvo en el rango de 45y 60 %, garantizando las condiciones requeridas (Levin & Gealt,

1997, Evweis et al., 1999).
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* VIL. RECOMENDACIONES

1. - Se recomienda contar con las precaucionés necesarias a la hora de manipular el
suelo contaminado con hidrocarburos durante el desarrollo de un proyecto de
“investigacién, por lo que se debera usar: guantes, mascarillas y lentes de seguridad.
* Asimismo por contener el hidrocarburo compuestos muy volatiles y al estar continuamente
la persona expuesta, podria provocarle dolores de cabeza, nauseas, cansancio y luego de

varios afios problemas a la piel y hasta céncer.

2. Se recomienda trabajar con mucho cuidado durante el uso de los equipos de
laboratorio, ya que el hidrocarburo es un compuesto organico muy sucio y puede tefiirlos o

malograrlos.

3. Se recomienda utilizar lentes especiales con filtro UV, a la hora de trabajar con luz

ultravioleta, durante las evaluaciones microbiologicas.

4. Se recomienda que acerca de la remocidn (oxigenacion) del suelo con hidrocarburo
en tratamiento, esta debe ser realizada como minimo cada dos dias con movimientos
envolventes en contra del viento, utilizando el material de proteccién personal para

proteger la vista, el olfato, las manos y utilizar un mandil que evite ensuciar la ropa.

5. Se recomienda controlar durante la prueba de compostaje los pardmetros
~ importantes como: la temperatura, humedad y pH del suelo que se estd tratando,

especialmente cuando es época de verano.



6. Se recomienda tener en cuenta una adecuada gestion integral de los residuos‘sélidos
peligrosos, durante y después de las investigaciones que se proyecten ejecutar, esto
permitird 'qﬁe exista un mejor manejo y disposicion final de estos residuos y prevenir que
se produzca contaminacién dentro o fuera de los ambientes donde se desarrolle el proyecto

de investigacion.
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Anexo 1: Resultado del andlisis de metales pesados realizado al hidrocarburo “borra”, en el

laboratorio fisicoquimico de la Refineria Conchin


REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Lápiz

REPOSITORIO
Sello

REPOSITORIO
Sello


e S 5 BB

ENVIROLAB-PERU SAC.

. RN inehtaliLaboratofiés. Pery

INFORME DE ENSAYO
N* 309150

Solicitante: . CAREC
Domicitio Legal: Av. Las Angs NU260
San Borja

Tipo de Muestra: Borra

Plan de Muestreo: —_

Solicitud de Andlisis: SET-150

Procedencia de la Muestrar lurin

Fecha de Ingreso: GR0923

Cadigo ENVIROLAB-PERU: 309150

' Referencia: Cotizacion FU/03G0

Fiosehs S XA

Analisis ¢ Hidrocarburos Totales (Cy-Cao) Método: EPA 8015-M
Codige de Dexcripéion Fecha de Limite de Resuitado Upitad Fechn de
lubaruorio de muestrs Muestreo detecciin Andlisis
38815801 Poa Wt - Suparficie Q30923 3 mg’Kg a3 03
309150-62 Por N - Medip Profimdidad 2709723 % e, 030923
309150-03 Poza N - Fondn G323 8 meKe QRS

L ene
Condicitn y Bsiado de 1z Muesiza Ensayada: Las Heguron 3 Lompe ibi; al L.
Nota: Las son-edbmporitos de dos sub

enellade sur y novie de Ja poza.

tHidrocnrbaroes Tomsles Extrathies: EPA 8015-M Hid h Tatslex Extraibies (C§-CaM
Cremaogafin

14115 BUENOCARBASAL.
Gorenie Generat

C.LP.NCSRIE .
“Limx, Perd, G3/16H13
Mot - Lares g don silo p.la musars indicwdn, .
- Fstias s Shben ey il e etk Kin de 3 con s def producto.

Pagz ii8
Av, Lz Marina 3059 San Miguel - Lima 32 PERU
Telf.. (S0) EFB-IB6 Teisfax. (S S7BI063 E-Mait envirolab@envirolabperu.compe Web: www.envirolabperu.com

Anexo 2(a): Resultado del analisis inicial de hidrocarburo total de petréleo (TPH) realizado

al hidrocarburo “borra”, segiin el método cromatografico en el laboratorio ENVIROLAB
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Anexo 2(b): Resultado del analisis inicial de hidrocarburo total de petréleo (TPH) realizado

al hidrocarburo “borra”, segiin el método gravimétrico en el laboratorio ENVIROLAB
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rizacion textural de la arena realizada por el laboratorio de suelos de la Unive

o 3(a): Resultado de la caracte
Anexo 3() “Laboratorio de andlisis de suelo, plantas, agua'y fertilizantes”
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Anexo 3(b): Resultado de la caracterizacion textural de la arena realizada por el laboratorio de suelos de la Universidad Agraria La Molina
“Laboratorio de analisis de suelo, plantas, agua y fertilizantes”
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Anexo 3(c): Resultado de la caracterizacion textural de la arena realizada por el laboratorio de suelos de la Universidad Agraria La Molina
“Laboratorio de anilisis de suelo, plantas, agua y fertilizantes”.
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LECTURA DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE DE LAS CEPASDE LA
SENORITA PIERINA DE LA UNIVERSIDAD RICARDO PALMA

CEPA ABSORVANCIA | UAE.iml
1 * 0.840 ‘ 1.028
2 0.558 0.683
5 0.380 : 0466
7 : 0.175 0.214
8.1 0.784 0.836
8.2 1,140 . 1.397
10 0.72 0.083
11 . 0.64 0.078

12 ' 0.245 0.300
14 ~ 0,90 0.110
15 ; 0742 0.608
24 0.170 0.208
35 E 0.430 ) 0.527

Farfiands Wering Rafael

- Anexo 4(a): Resultado del analisis de la actividad emulsificante de las bacterias realizada en el

laboratorio de biologia de 1a Universidad Nacional de San Marcos
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a) Cultivo Bushnell Haas, para 1000 mL

J MgSO, . 7TH,0 se necesita 0.2 g

O K,HPO, se necesita 1.0 g
J KH,PO, se necesita 1.0 g
O CaCl2 - senecesita 0.02g
[J FeCl; al 60 % se necesita 2 gotas

" [ Agua destilada
b) Solucién salina, al 0.85 %

“[J0.85 g de cloruro de Na en 100 mL de agua destilada
[ caldo nutritivo

c) Medio Minimo de Goldman

® Fosfato dcido dipotdsico .......ccceunneee. 18¢g
e fosfato didcido de potasio ......ccoeee.. 68

® sulfato de magnesio ......ecoveeereercnnene. 002g

® sulfato diamonico ......coveveeeveerslonene 4g

® etanol ..o 20mL
® aguadestilada ............coeeiieis 1000 mL
® pHfinal .....oooiiviiiniinnen 7

® esterilizacién a 121 °C por 15 minutos

® extracto de levaduras al 3 %

-Anexo 4(b): Receta de la preparacién de los medios de cultivo Bushnell Haas, solucion salina al
0.85 % y el Medio Minimo de Goldman
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Anexo 5(a): Resultado de la Prueba de API 20 NE
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- Anexo 5(b): Resultado de la prueba de API 20 NE
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Anexo 6: Resultado del andlisis de hidrocarburos totales de petréleo (TPH) por el método
gravimétrico para la Prueba de degradacion en terrarios, realizado en el Iaboratorio
ENVIROLAB
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Anexo 7: Resultado-del analisis de hidrocarburos aromiticos polinucleares (PAH), presentes en
Ia Prueba de degradacidén en terrarios
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Anexo 8: Relacién de la temperatura de las biopilas en la Prueba de compostaje
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1 25 1 26 29 29.5. 29.7 29.5
10 39.1 8 59.9 63 59.3 57.57 61.7
22 42,7 15 52 54.6 51.4 47.03 51.9
24 40.4 22 39.2 41.7 44.3 45.6 44.6
20 38.5 29 41 39.6 40.5 412 44.3
31 69.8 34 38 39.9 42.8 61.97 41.9
38 42.5 41 43 51.2 52 61.97 50.6
45 40.4 43 47 537 52.9 46.03 49.2
52 37.4 50 58 68.7 65.7 34,47 61.4
59 35.4 54 42.1 44 425 " 35.1 41.9
66 457 57 37.6 426 437 33.83 39.9
173 33.6 64 34.4 41.5 36.4 47.67 42.4
75 26.6 71 29.6 37.2 44 34.47 38.5
87 24.9 78 49.1 326 38.7 25.87 33.9
94 27.3 85 34.5 33.5 47.7 26.2 "30.1
101 26.8 92 27.5 39.8 31.1 24.7 31.3
108 24.9 99 23.7 27.8 28 2527 28.3
115 28.3 106 21.9 28.1 25.3 26.37 23.3
122 23.2 113 21.9 24.1 24.6 28 23.2
120 19.6 22.5 23.2 23.73
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Anexo 9(a): Resultado del anilisis de hidrocarburos totales de-petr()leo (TPH) del compost

obtenido de la Prueba de compostaje en el mes de marzo
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‘ ROLAB-PERU S A.C.
INFORME DE ENSAYO
N° 405128
Soljcitame: . CAREC
Dowmicilio Legat: Av. Las Anes NO260
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Fipo de Muestra: Susio
Plan de Muestreo: —_—
Soficitud de Andlisis: MAY-128
Procedencia de Iz Muestra: -—
Fecha de Ingresos © QAR
CTadipo ENVIROLAB-PERLz 405128
Referencis: Muwstra proparcionads per ol cliente
oLl
Andilisis:  Hidrocarhuros Totales (Cg-Cay) Método de Referencia: EPA 8015-M
Cédigo de. Dexcripeitn Fechs de Liniite de Resultade timidad Fecha de
tnboratario de¢ muestra M uesireo deteocitn Axilists
e
405128-01 . 2.5%Bio — —_ mo/Ke 04/05/28
05126-D2 S04 % Pita -— —_— mgKg - 04/05/28
ABSI28-03 5.0 % Pilz - — — mg/Ke 040528
QNSITE-H4 T 14 % — — mgKe V4HIS2E
e
Condion v kstade de s ry Las ras, Hegaron & i r ombi alt
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Gerente Goneral
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- Bt R deher; ser wiiumds uns ificocion de idad con normas det pradusn,
Pt
Av. la Marins 3055 Sen Miguel - Lima 32 PERU
Veif.; (5l 578-UBE - Telefax: (SM) 578-J063 &-Mail: envirolab@envirolobperu.compe Web: wwwi.envirolabperu.com

Anexo 9(b): Resultado del analisis de hidrocarburos totales de petréleo (TPH) del compost
obtenido de la Prueba de compostaje en ¢l mes de mayo
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Anexo 9(c): Resultado del analisis de hidrocarburo total de petréleo (TPH) del compost obtenido

de la Prueba de compostaje en el mes de junio y julio
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A7 RN - H 247 237 AP0
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Anexo 9(c): Resultado del anilisis de hidrocarburo total de petréleo (TPH) del <:.0'mpost obtenido
de la Prueba de compostaje en el mes de junio y julio (...continuacién)
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* ANEXO CUADRO &, Criferlcs para ferrsnos contaminados, MEM,
ELEMENTOS i SUELO  mgfkg {ppm) de materia seca

METALES PESADOS (A 8 c
Arsénico 5 30 50
Bario 200 500 2000
Cadmic 1.0 5 20
Cromo 20 250 800
Cobalto . 15 50 300
Cobre 30 100 500
Plioms 50 500 1000
Wercuric 0.1 2 10

| Molibdeno 4 10 40

! Niguel, 20 100 500
Selenio 2 3 16
Piata 2 20 40
Estafo . ' 5 50 300
zinc - : 82 500 1508
OTROS INORGARICOS s )
Bromure {Ebre) 20 50 300
Ciznuro {fibra) 1 10 100
Cisnure {libred {Cn total) 5 50. 500
Fluoruro (iibre) 260 400 2000
Azufre dotal) 500 1000 2000
HIDROCARBUROS ARODMATICOS ‘
MONOTICLICOS (HAMS)
Bengano 0.4 0.5 5
Etikbencanc 0.1 5 50

i Tolueno &1 3 130

{ Clorpbenceno 2.1 1 10
1.2-diclorobencenc 0.1 1 10
1. 3-gdiclorebencenc 0.1 1 10
1.4-diclorobencene o1 1 10
Xileno 0.1 5 &0
estireno 0.1 S &0
COMPUESTOS FENOLICOS
Fenoles no clorados {cada uno) (2} 0.1 1 10
Ciorofenoles {cada uno) (3) 0.1 0.5 5
Clorofendles flotal) 0.1 1.0 10
HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS (HAPs)
Bemzo (@) aniracens {4) 0.1 1 10
1,2-benzstracend 0.1 1 10
7. 2-diovetil 10.1 4 10
Dibenzo (= h) antraceno (4) 0.1 4 10
Criseno 0.1 9 10
S-metiicolentreno ) 0.1 1 i0

Anexo 10: Normativa peruana de Ia Direccion General de Asuntos Ambientales del Ministerio de
Energia y Minas de Perit (DGAA-MINEM) “Criterios para terrenos contaminados”
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Banze (k) fiucranteno (4) 0.1 i 10
‘Benze {) fuaiantenc [y 1 10
Benzo {k) fluoranteno (4} 0.1 1 19
Benzo (g.h.h pirileno 0.4 1 10
+ Benze (o) penantreno 0.1 1 0
Pirano {4) : 0.1 i0 08
Benzolzipirens (41 ol 1 10
Bibenzola.h)pireno : 0.1 1 10
Dibenzolg, pirenc 0.4 1 10
Dibenzola llpireno 0.1 i1 iQ
Indenoli 4,2 3-caipireno(4} 0.1 1 10
Acenapteno 0.1 10 100
Acenaptieno L 0.4 30 100
Aniracens 0.4 10 100
Fluorantens 0.1 10 160
Fidoreno 0.1 10 ] 10D
Nafisteno (4) 0.1 5 50
Fenantreno 10.4 5 ) 50
HAPs (otal) 1 . 120 200
HIDROCARBURCS CLORINADDS ‘
Alifzico {cada una } (5) 0.3 5 £0
{total} 1S) 0.3 7 7o
Ciorobenceno (8) (cada uno) 0.1 2 10
{total 0.4 4 20
Hexaclorobenceno 0.1 2 10
1 Bifenilos policlorinades (7) 0.1 s 50
PARAMETROS GENERALES (8}
Acelte mineral v grasa 10D 1000 5000
Hidrocarburos glifaticos liviancs 100 150 800

Notes al pie de pagina-cuadro |

para utilizarce como criterio minime
fos compuestos fenolicos no clorinados inchryes:
2 4-dimetifenol,
2.A-dinitrofenol,
2-metl-4.6-dinitrofenel
Z-nitrofenc],
4 pitrofenat
fenol
eresol
(orio, meta y poral.
Clorofenoles que incluyen:
Onodlorefenol
Metaciorofenol
Paraclorofenol
2. 6-diciorofeno!

.{,Jm
o b

271
7.4

14 =

L
[
)
—
145

Anexo 16: Normativa peruana de la DGAA “Criterios para terrenos contaminados”
' (...continuacién)
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2, 5-diclorofeno!
2 4-diclorofenol
3,5-diclarofenol
2,3-diclorofenol
2.4-diclarofenol
2,4,6-triclorofenol
2,3,6-riciorofenc!
2 4.5-riclorofenocl
2.3,5-triclorofeno!
2,3 4-iriclorofenol
3,4,5-tniclorofenal
2,3,5 6-tetraclorofencl
2,3,4,5-tetraclorofencl
23,4 6-tetraclorofencl
pentaclorofenol ) :
32714 : " Siunlugar ke contamina con alquitran mineral, se deberan aplicar
" estos eriterios. : :
2715 Los hidrocarburos alifaticos clorinados volatiles que incluyen:
‘ Cloroformo
1,1-diclorostano
1,2-diclorostano
1, 1-dicloroetiteno
1,2-dicjorostileno
diclorometanc
1.2-dicloropropano
1,2-dicloropropano {cis ¥ trans)
1,1.2,2-tetracloretano
tetraclorostano
tetracloruro de carbon
1,1, Istricloroetano
1,1, 2-tricloroetano
tricloroetilenc
3.2.7.16 Clorobenceno que incluyen:
Triclorobencenos (1odos los isomeros}
Tewraclorobencenos {todos Jos isomeros)

v

pentaclorobenceno

32717 Bifenilos policlorinados que inclhaven:
Arocloros 1242, 1248, 1254 v 1260

32718 Salo para uso como criterio de investigacion.

A : Limites aproximados de deieccidn analitica para niveles de linez base natural y organica
. para metales e inorganicos S
B Por debajo de esta cifra el spelo esta ligeramente comtaminado y se encuerira
contaminado si la supera,
C :Elsuglo se encuentra considerablemente contaminado.

Anexo 10: Normativa peruana de la DGAA “Criterios para terrenos contaminados”

, (...continuacién)
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