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Resumen- Se estudiaron tres suelos con eventos de
contaminaciéon con crudo, ocurridos en diferentes
tiempos, en inmediaciones de Campo Payoa, el cual es
administrado y explotado por Petrosantander
(Colombia) Inc. Los suelos presentaron infiltracion
rapida y permeabilidad alta, caracteristicas de suelos
arenosos, sin embargo, la capacidad de retencion de
humedad y la porosidad de éstos, fueron afectadas por
el caracter hidréfobo de los hidrocarburos. La
relacién carbono-nitrégeno-fosforo, la temperatura y
el pH de los suelos contaminados evaluados,
presentaron valores éptimos para el desarrollo de
procesos de biorremediacién. Los mejores resultados
de eliminacion de los hidrocarburos (42.6%), se
obtuvieron cuando éstos se trataron por separado,
mezclados con suelo limpio, sin la adicién del pool

microbiolégico seleccionado de los tres suelos
contaminados, y sin pre-tratamiento con
biosurfactante, el cual estaba conformado por
bacterias del género Serratia. Otro tratamiento

desarrollado fue la mezcla de los suelos contaminados,
en diferentes proporciones con o sin biosurfactante; y
con o sin la adicion de pool de microorganismos. En
esta serie de ensayos el mejor resultado fue de un
28.6% de remocion de TPH, el cual se obtuvo para la
mezcla compuesta por un 50% del suelo con evento de
contaminaciéon mas antigua, 25% de suelo con tiempo
de contaminacion intermedia y 25 % de suelo recién
contaminado. Este proceso tuvo un pre-tratamiento
con biosurfactantes durantes una semana, y adicién
del pool microbiano, al inicio y a la mitad de un
periodo de 3 semanas, durante el cual se desarrollé la
biodegradacion. Aunque para el diseiio del
tratamiento a escala piloto, se planteé la realizaciéon
del proceso de remediacion de suelos contaminados
por separado, sin pre-tratamiento, ni la adicion del
pool microbiano, se tuvo en cuenta que el mejor
proceso en mezcla alcanzé el 3.0% de contenido de
TPH sugerido como valor maximo por la norma
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Lousiana 29B. Ademas, este tratamiento ofrece
beneficios adicionales como la eliminacion de la
transferencia del contaminante a suelo no afectado y
que permite tratar un mayor volumen de suelos
contaminados.

Palabras clave- Biorremediacion, suelos,
hidrocarburos totales de de petréoleo (TPH).

Abstract- Three soils with different petroleum
contamination ages were studied in Camp Payoa,
PetroSantander (Colombia) Inc. All soils presented
fast infiltration and high permeability,
characteristics of sandy soils. However, the water
retention capacity and the porosity were affected by
the hydrophobic character of the hydrocarbons. The
carbon-nitrogen-phosphorus relation, the
temperature and pH in the contaminated soils
evaluated presented optimum values, adequate for
bioremediation processes. The best results, in terms
of hydrocarbon elimination (42.6%), were obtained
when the soils were treated independently, mixed
with clean soil, without both the addition of the
selected and enlarged mixed microbial pool, and the
pre-treatment with the bio-surfactant, which was
composed by bacteria of the gender Serratia. The soil
mixture composed by 50% of the soil with the oldest
contamination event, and an equal 25% proportion of
both medium and shortest contamination age soils,
showed the total petroleum hydrocarbons (TPH)
elimination percentage (28,6%), this soil underwent a
one week pre-treatment process, and a mixed
microbial pool addition at the beginning and middle
of a three week biodegradation treatment period. An
independent remediation treatment, without addition
of both pre-treatment and microbial pool was
conceived for the initial treatment design. However,
considering that treating the soils in a mixed way
avoids the transfer of contaminants to the clean soil,
and that the best treatment, with mixed soils, reached
a 3,0 % content of total hydrocarbons, also
recommended by the Louisiana 29B regulation. This
treatment was recommended combined with the best
treatment conditions obtained.

Keywords- Bioremediation, soils,
hydrocarbons (TPH).
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1. INTRODUCCION

Investigaciones realizadas por el Instituto
Americano de Petroleo (API) sefialan entre las
principales fuentes de contaminacién en
explotaciones  petroleras, los lodos de
perforacion de tipo inversa y recortes, derrames
de tuberias corroidas y tiraderos de desechos
aceitosos semisoélidos [1].

Algunos tratamientos fisicos y quimicos
generados para recuperar los terrenos afectados

son: la extraccion con vapor, lavado,
solidificacion y  estabilizacion, desorcion
térmica, separacion electrocinética,

incineracion, extraccién con solventes, oxido
reduccion y deshalogenacién quimica. Estas
practicas, aunque eficientes en el retiro de
contaminantes de los suelos, en su mayoria son
soluciones  temporales o trasladan la
problematica a otros medios. Actualmente, la
biorremediacion se perfila como el unico
método de recuperacion de suelos que implica
una real transformacion de los contaminantes
en sustancias inocuas para el medio ambiente,
ademas, resulta ser muy eficiente y econémica

[2].

En un proceso de degradacion de
contaminantes con microorganismos, su
actividad metabolica es manipulada para
eliminar determinadas sustancias nocivas para
el ambiente o convertirlas en especies quimicas
menos agresivas, reduciendo el riesgo
ambiental y facilitando la continuidad de los
procesos biodegradativos enzimaticos
responsables de la accion autodepuradora del
ambiente [3].

Para que los microorganismos puedan llevar a
cabo su accion degradadora, se debe garantizar
que algunos factores fisico-quimicos como la
humedad, temperatura, aireacion y pH, se
encuentren dentro de rangos oOptimos. Las
necesidades de control de estas caracteristicas
varian en cada suelo, debido a las diferencias
entre las propiedades fisicas y quimicas de los
mismos, siendo las propiedades de mayor
relevancia la textura, estructura, porosidad,
permeabilidad, infiltracion, densidad,
humedad, pH y contenido de nutrientes[4].
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El pH es considerado el parametro quimico
mas importante para llevar a cabo procesos de
biodegradacion, ya que puede intervenir en la
disponibilidad de ciertos nutrientes y por tanto
en el desarrollo de organismos vivos en el
suelo. En general las bacterias no toleran
condiciones muy acidas por lo que el suelo
debe mantener un pH entre 6 y 8[5].

Una vez el crudo llega al suelo, sus compuestos
pueden ser arrastrados a aguas superficiales y
subterraneas por escorrentia, adheridas a las
particulas de suelo; o transportados al aire por
volatilizacion, en el caso de los compuestos
mas livianos [6].

Los hidrocarburos son capaces de disolver los
tejidos vegetales, ocasionando una reduccion de
la transpiracion y aumento de la respiracion, que
finalmente lleva a la sofocacion de la planta.
Algunas especies vegetales son capaces de
metabolizar 'y  acumular  hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), pero estos se
transforman en compuestos aun mas toxicos,
carcindgenos y mutagénicos, que facilmente
ingresan a la cadena trofica por medio de
animales herbivoros. En los animales, Ia
inhalacion de los hidrocarburos mas volatiles
puede generar irritacion de las vias respiratorias,
ocasionando incluso hemorragias. La ingestion
de derivados del petroleo produce en primera
instancia irritacién y posteriormente destruccion
del los epitelios del esofago, estomago e
intestinos, siendo la consecuencia mas grave la
aparicion de gastroenteritis hemorragica. La
impregnacion total de la piel de los animales
con crudo, puede generar en ellos fenomenos de
alteraciones en su regulacion térmica al
imposibilitar el intercambio térmico corporal
con el ambiente, ocasionando hipotermia, al no
poder retener su calor corporal o hipertermia al
no poder eliminarlo. El simple contacto con los
ojos puede originar desde irritaciones y
conjuntivitis, hasta ulceras corneales. En los
seres humanos la inhalacién o contacto directo
con hidrocarburos tienen las mismas
consecuencias que para los animales, ademas
pueden presentarse alteraciones temporales o
permanentes del sistema nervioso central por
la exposicion prolongada a compuestos
volatiles [7].
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Los hidrocarburos comprenden una gama de
compuestos que van desde los altamente
biodegradables, con estructura molecular simple
como los alcanos; hasta los dificilmente
biodegradables, con estructura molecular mas
compleja como los compuestos aromaticos. La
degradacion de los hidrocarburos se encuentra
favorecida por gran variedad de
microorganismos, los cuales producen enzimas
especificas para su descomposicion [8].

Uno de los procesos de biorremediacion de suelos
mas frecuentemente usado en la industria petrolera
es el tratamiento en lechos o Landfarming. En
éste, los suelos contaminados son dispuestos en
capas no muy profundas, a la cuales se realiza
riego y volteos periddicos para estimular la
biodegradacion. Con el fin de acelerar aun mas el
proceso, en ocasiones se agregan al suelo
microorganismos autoctonos o aloctonos, éstos
ultimos se encuentran disponibles a través de
productos conformados por consorcios
microbioldgicos especificos para la degradacion
de algunos compuestos, sin embargo no siempre
resultan eficientes, debido a las dificultades de
adaptacion de los microorganismos al medio o a
las interacciones negativas con los
microorganismos nativos del mismo.

En la practica frecuentemente se mezclan los
suelos contaminados con suelo limpio con el fin de
mejorar las condiciones fisico-quimicas de los
suelos afectados y disminuir la concentracion del
contaminante  principalmente. En  revision
bibliografica no se encontraron antecedentes en el
mejoramiento de condiciones fisicas, quimicas y
microbioldgicas de procesos de biorremediacion
de suelos contaminados con hidrocarburos a partir
de la mezcla de éstos, por lo que la presente
investigacion resulta de gran aporte en el
mejoramiento de técnicas de biorremediacion, ya
que se evita la transferencia del contaminante al
suelo limpio; y el aumento del volumen de suelo
contaminado en tratamiento.

I1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

A. Problematica a solucionar. El desarrollo de
la presente investigacion se centra en algunas
areas contaminadas por derrames de crudo

durante explotacion petrolera en Campo Payoa,
ubicado en la vereda Payoa del municipio de
Sabana de Torres, Santander. En la actualidad el
Departamento Civil y Ambiental encargado de la
Bateria Payoa trata los suelos contaminados
mediante un proceso de Lanfarming, en un sitio
acondicionado e impermeabilizado para tal fin, en
el que se disponen los suelos contaminados,
mezclandolos con suelo limpio con el proposito
de estimular la degradacion natural de los
hidrocarburos. Aunque este tratamiento resulta
ser eficiente, implica la transferencia de
contaminante a suelo no afectado; ademas se
reduce la capacidad del sistema para albergar y
tratar suelo contaminado originalmente.

B. Alternativa propuesta en el proyecto.
Basandose en la hipdtesis de que los suelos con
evento de contaminacion mas antigua poseen
gran variedad de microorganismos con un alto
grado de adaptacion a los hidrocarburos, se
planteo la posibilidad de llevar a cabo un proceso
de biodegradacion de TPH mezclando los suelos
con diferentes tiempos de contaminacion, para
estimular el proceso, sin transferir contaminantes
a suelos no afectados.

Para la realizacion de dicho tratamiento se
aislaron y bio-aumentaron cepas de hongos y
bacterias autoctonas de cada suelo contaminado
en estudio, las cuales se aplicaron posteriormente
durante el proceso de biorremediacion con el fin
de estimular la degradacion de los TPHs. Se
consider6 ademds la realizacion de un pre-
tratamiento con biosurfactante con el objetivo de
mejorar la disponibilidad de los hidrocarburos
para su aprovechamiento por parte de los
microorganismos degradadores de los mismos.

III. METODOLOGIA

El presente estudio se desarrolld en 4 etapas
principales. La figura 1 ilustra la metodologia
llevada a cabo durante la investigacion.

Inicialmente se realiz6 muestreo de los suelos
objeto de estudio. Durante éste se efectuaron
algunas pruebas de campo y la recoleccion de
muestras para analisis  fisico-quimico 'y
microbioldgico. Los suelos sometidos a
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investigacion fueron denominados como: suelo
uno (S1), con evento de contaminacién mas
antiguo, suelo dos (S2), con evento de
contaminacion intermedio y suelo tres (S3), con
el evento de contaminacién mas reciente.

Con el fin de establecer las condiciones iniciales
de cada suelo y su capacidad para el proceso de
biodegradacion, se determinaron algunas
propiedades fisico-quimicas como: infiltracion,
permeabilidad, temperatura, estructura, textura,
porosidad, humedad, capacidad de campo, pH y
relacion carbono-nitrégeno-fosforo (C:N:P).

Iniiliracion
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Figura 1. Metodologia Aplicada en el Proyecto.

Posteriormente se aislaron microorganismos
autoctonos de cada suelo, capaces de degradar
hidrocarburos, para lo cual se prepararon y
sembraron medios de cultivo modificados con
soluciones agua-suelo de cada muestra, usando
como base agar nutritivo y agar cabeza-
corazén, para bacterias; y agar rosa de bengala
y extracto de levadura, para hongos. La
inoculacion se realizd posteriormente con
solucion agua-suelo incubada durante 24 horas
a 37° C. En total se prepararon e inocularon 96
cajas de cultivo para hongos y bacterias de los
tres suelos.

Luego de un periodo de crecimiento de 4 dias
para las bacterias y cerca de dos semanas para
los hongos, los microorganismos que se
desarrollaron en cada caja de cultivo fueron
clasificados de acuerdo a sus caracteristicas
morfologicas mediante observados macroscopica
y microscopica (ver figuras 2 y 3).
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Fotos 1y 2. Aislamiento de Hongos y Bacterias

Con base a las observaciones realizadas se
seleccionaron algunas cepas de hongos y bacterias de
las que se tenia referencia en la literatura, para la
utilizacion en procesos de biodegradacion de
hidrocarburos. Los grupos de hongos y bacterias
seleccionados fueron aumentados en medios de cultivo
liquidos para posteriormente ser usados en un estudio
comparativo de biodegradacion de TPH en mezcla de
los suelos contaminados entre si, y en mezcla de cada
unos de los suelos afectados con suelo limpio. En
ambos casos se contempld la adicion o ausencia del
pool microbiolégico aislado de cada uno de los suelos;
y la realizacion o no, de un pre-tratamiento con
biosurfactante, conformado por bacterias del género
Serratia (ver figura 2).
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Figura 2. Estudio Comparativo de Biodegradacion.

Donde: S1, S2, S3, suelos con eventos de
contaminacion en diferentes tiempos; SL, suelo
limpio;, M1, M2, M3, microorganismos
correspondientes a respectivos suelos; MP, pool
microbioldgico de los tres suelos.

Posteriormente, se caracterizd cada una de las
mezclas de los suelos iniciando por la capacidad
de campo, para lo cual se llevaron a inundacion y
a las 24 horas se establecio la humedad
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gravimétrica.  Adicionalmente, durante una
semana se determin6 la humedad gravimétrica
diaria en cada sistema para establecer la cuerva de
perdida de humedad y una curva de contenido de
agua (mililitros de agua por kilogramo de suelo
seco), versus humedad gravimétrica. Con base a
estas curvas se establecieron los volumenes de
riego necesarios para mantener la humedad de los
ensayos entre el 50 y 80% de la capacidad de
campo de cada uno, el cual es el rango
recomendado por la literatura.

Con el fin de establecer la mezcla de los suelos
mas favorable para el desarrollo del proceso de
biorremediacion, se realizaron pre-ensayos,
usando diferentes proporciones de los tres suelos,
como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Proporciones Mezclas de Suelos Contaminados

o Proporcién de suelo (%)
Suelo 1 Suelo 2 Suelo 3
1 50 25 25
2 25 50 25
3 25 25 50
4 333 333 333

Para reforzar el proceso, simultinecamente se
adicion6 a las mezclas de suelo el pool
microbiano aislado y bio-aumentado
anteriormente. La  incorporacion del caldo
microbiano al proceso se realiz6 al inicio y en la
mitad de un periodo de 3 semanas, durante las
cuales se realizaron los pre-ensayos de
biodegradacion. Para evaluar la eficiencia del
proceso se realizd andlisis de TPH iniciales
(tiempo 0) y finales (a las 3 semanas).

La mezcla de suelos contaminados que mejores
resultados arrojo durante los pre-ensayos se
aplic6  posteriormente durante el estudio
comparativo de biodegradacion. En ésta etapa se
compard el proceso en mezcla de los suelos
contaminados entre si, con un proceso en el que
cada suelo era mezclado con suelo limpio. En
ambos casos se introdujeron variables como la
realizacion u omision de un pre-tratamiento con
biosurfactante, conformado por bacterias del
género Serratia; y la adicion o no de un pool
microbiano conformado por bacterias y hongos
aislados de los tres suelos.

Teniendo en cuenta que el pre-tratamiento
requeria de una semana, estos ensayos
tuvieron una duraciéon de 3 semanas, en los
casos que no se realizé pre-tratamiento; y 4
semanas, cuando se adiciond biosurfactante.

Con el fin de verificar el comportamiento del
proceso de biodegradacion de hidrocarburos
haciendo mezcla de los suelos contaminados,
en un mayor tiempo de aplicacion, finalmente,
se llevaron a cabo ensayos durante 6 semanas
utilizando las proporciones de mezcla de los
suelos contaminados que mejores remociones
de TPH reportdo y bajo las condiciones
establecidas den los ensayos anteriores como
las mas favorables para la degradacion de los
hidrocarburos.

IV. RESULTADOS

Las muestras de los suelos objeto de estudio se
extrajeron de una zona con las siguientes
caracteristicas: altura entre los 100 y 300
m.s.n.m.; precipitacion media anual de 3089.2
mm/afio con temporadas de lluvia y sequia
marcadas; y temperatura maxima promedio de
27.8° C en el afo, la cual resulta favorable
para  llevar a  cabo  procesos de
biorremediacion. La tabla 2 muestra los
lugares de procedencia de las muestras de
suelos y la fecha de ocurrencia de Ila
contaminacion de estos.

Tabla 2. Procedencia Suelos Estudiados y Fecha de
Contaminacion

FECHA
SUELO PROCEDENCIA DERRAME
S1 LocaCIOQIL;‘ Salina | 5 1i0 30 de 2006
S2 Locacion Payoa 10 Abril 3 de 2007.
S3 Locacion Salinas 48 Manadero*

*Afloramiento natural de crudo.

1. Caracterizacion fisico-quimica.

Permeabilidad e infiltracion. Los resultados
obtenidos de permeabilidad e infiltracién de
los suelos objeto de estudio se muestran en la
tabla 3.
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Tabla 3. Permeabilidad e Infiltraciones de los Suelos
Contaminados

Suelo Inﬁ};:loccig;a?cfne/hr) mcﬁllzzls-:c‘:gn Permeabilidad
S1 29 (muy rapida) FA, A Alta o muy alta
S2 33.44 (muy rapida) FA, A Alta o muy alta
S3 7.98 (rr;ggfgz;iamente FA Alta

Donde: FA, suelo franco arenoso; A, suelo arenoso.

La velocidad de infiltracion rapida y la
permeabilidad alta en los tres suelos analizados
sugiere una retencion de agua baja o muy baja, por lo
que se ve la necesidad de hacerles un riego frecuente

durante el proceso de biodegradacion de
hidrocarburos para mantener condiciones de
humedad optimas.

Temperatura. La temperatura al interior de los tres
suelos fue similar, de 24° C. Este valor se encuentra
dentro del rango referenciado por la literatura para el
buen desarrollo de microorganismos (20-35° C).

Estructura. En la figura 3 se aprecia la estructura en
bloques del suelo 1, a la que se atribuyen velocidades
de infiltracion relativamente altas y baja retencion de
humedad.

Los suelos 2 y 3 no presentaron estructura definida.
El suelo 2 evidencié una composicion en granos
sueltos, que presupone retencion de agua moderada
(ver figura 4), mientras que el suelo 3 presentd una
conformacion en masa  cohesiva, debido
principalmente a la presencia de hidrocarburos, los
cuales alteran sus condiciones naturales de retencion
de agua y permeabilidad (ver figura 5).

Textura. La textura de cada uno de los suelos
estudiados se establecid por el método del
hidrometro y posteriormente por granulometria.
La tabla 4 muestra los resultados obtenidos
durante la prueba de textura con el hidrometro.

Figura 3.
Estructura S1

Figura 4.
Estructura S2.

Figura 5.
Estructura S3
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Tabla 4. Textura de los Suelos Contaminados por el
Método del Hidréometro.

ARENA | ARCILLA | LIMO
SUELO] ™ (o) (%) (%)
S1 96.2 2.9 0.9
S2 97.5 1.7 0.8
S3 95.3 3.6 1.1

Al comparar los resultados en el triangulo de
texturas, los resultados revelaron una textura
arenosa para los tres suelos.

Los resultados de la granulometria de los suelos
contaminados se muestran en la tabla 5 y se
ilustran en la figura 6, mediante las curvas de
textura.

Tabla 5. Granulometria de los Suelos Contaminados

Tamiz N° [LZ DE SUELO QUE PASA POR EL TAMIZ
S1 S2 S3

4 86,41 92,08 86,4

10 73,37 83,48 73,41

20 55,05 71,88 56,85

40 42,11 53,76 45,88

60 40,97 43,18 38,8
100 38,21 32,96 38,65
200 34,35 28,99 38,49

—+—S51 =82 3
o | 40 8 0 0 TAMIZ

1 | 1 | Lo it | 1000
CANT GRAVAS Aﬁl\s FINOS
ROD GRUESA FINAS BRUESAS MEDIAS FINAS LIMO ARCILLAS

Figura 6. Curvas de Textura de los Suelos Contaminados

En ninguno de los suelos el material fino supero el
50%, lo que lo clasifica como suelo arenoso.

El suelo 3 presentd una mayor proporcion de
materiales finos (tamiz 200 en adelante) que el
suelo 1 y el suelo 2, por lo que se esperaria una
mayor capacidad de retencion de agua. Por otra
parte, el suelo 1 reportd menor cantidad de gravas
finas (tamiz 4 a 10), arenas gruesas (tamiz 10 a 40)
y medias (tamiz 40 a 100) que el suelo 2, por lo
que su capacidad de campo deberia ser media en
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comparacion con los suelos 1 y 2. El suelo 2,
present6 el mas alto porcentaje de contenido de
gravas finas, arenas gruesas y medias, lo que
sugeriria que éste tendria la menor retencion de
agua de los tres suelos.

La textura arenosa de los tres suelos
contaminados puede contribuir en el proceso
de biorremediacion, ya que facilita el acceso
de los microorganismos a los hidrocarburos, al
disminuir la cohesion del material y
proporcionar ademds una mejor aireacion al
interior del suelo, a través de poros de gran
tamafo y hendiduras.

Porosidad. En la tabla 6 se encuentran
relacionados los datos obtenidos para
densidad real y aparente, empleados para la
determinacion de la porosidad total de cada
suelo contaminado.

Tabla 6. Densidad Aparente, Densidad Real y
Porosidad de los Suelos Contaminados.

DENSIDAD | DENSIDAD
.SUELO APARENTE REAL POROSIDAD
S1 1,65 2,38 30,67
S2 1,85 2,128 13,06
S3 1,96 2,22 11,71

Tabla 7. Contenido de Humedad de los Suelos
Contaminados y Tipo de Suelos Caracteristico.

SUELO | HG (%) | HV (%) TIPO DE SUELO
Sl 11,4 18,8 Ar, ArA, Ar-L
2 72 13,4 F,FL,L
S3 9,1 17.8 FAr, FArL, FArA

Donde: A, suelo arenoso; Ar, suelo arcilloso; F, suelo franco; FL,
suelo franco-limoso; L, suelo limoso.

La clasificacion dada a estos suelos segiin su
contenido de humedad, refleja las alteraciones
que implica en este medio la presencia de
hidrocarburos, ya que tienden a conformar
estructuras cohesivas en las que dificilmente se
drena el agua una vez ésta alcanza el interior de
la matriz de suelo, generalmente a través de
hendiduras y no necesariamente cavidades
porosas.

Capacidad de campo. En la tabla 8 se compilan
los resultados obtenidos de  humedad
gravimétrica a capacidad de campo en los tres
suelos evaluados.

Los resultados obtenidos tanto de densidad
aparente como de porosidad, clasifican a los
tres suelos como suelos compactos, con bajo
contenido de materia orgdnica. Aunque en
ellos se encontr6 una textura arenosa,
caracteristica de un suelo disgregable, se debe
tener en cuenta que el caracter hidréfobo de
los hidrocarburos presentes en los suclos
analizados puede conferirle al suelo mayor
impermeabilidad y dificultar el drenaje del
agua a través de sus poros, generando
encharcamientos que le proporcionan al suelo
una aparente mayor retencion de agua.

Humedad. El contenido de humedad se ve
reflejada en la humedad gravimétrica (HG) y
la humedad volumétrica (HV). Los resultados
obtenidos para estos pardmetros se encuentran
resumidos en la tabla 7.

Tabla 8. Humedad Gravimétrica a Capacidad de
Campo de los Suelos Contaminados

SUELO S1 S2 S3

% HG 5,86 2,59 8,34

El suelo 3 presenta un porcentaje de humedad a
capacidad de campo superior al suelo 1 y atn
mayor con respecto al suelo 2. Dichas diferencias
sugieren que la mezcla de los tres suelos podria
mejorar las condiciones fisicas para el desarrollo
de un proceso de biorremediacion.

pH. El pH se determind mediante el método de
dilucion 1:1 de suelo-agua (peso - volumen). En
la tabla 9 se encuentran consignados los valores
de pH encontrados en los suelos estudiados.

Tabla 9. pH en Suelos Contaminados Analizados.

Suelo S1 S2 S3

pH 6.8 73 7.1
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Los tres suelos registraron valores de pH
cercanos a neutralidad entre 6.5 y 7.5,
caracteristico de suelos de praderas sub-humedas
y semi-aridas. Esta condicion de pH favorece el
desarrollo de microorganismos y la solubilidad
de nutrientes como fosforo, mientras que
minimiza el transporte de metales pesados al
interior del suelo.

Relacion C/N/P. La tabla 10 resume los
porcentajes de C, N y P encontrados en los tres
suelos y la relacion entre si.

Tabla 10. Relacion C/N/P en los Tres Suelos
Contaminados
Suelo Carbono | Nitrogeno | Fésforo | Relacion
(%) (%) (%) C/N/P
S1 0.58 0.07 0.058 1/0.1/0.1
S2 0.32 0.04 0.037 1/0.1/0.1
S3 0.37 0.035 0.012 1/0.1/0.03

Los tres suelos evaluados presentaron una buena
relacion C/N/P, semejante a la recomendada por
la literatura para llevar a cabo procesos de
biorremediacion (1/0.1/0.01). Vale la pena
recalcar que el rango de pH presente en éstos
suelos, facilita la disponibilidad de fosforo en el
medio, por lo que es mas facilmente detectable y
por tanto puede reflejarse como muy abundante.
TPH. El contenido inicial de TPH en los suelos
contaminados se resume en la tabla 11.

Tabla 11. Contenido Inicial de TPH en Suelos
Contaminados
SUELO TPH (%)
S1 6.3
S2 7.8
S3 9.4

El suelo 3 con evento de contaminaciéon mas
reciente, presentd el contenido inicial de TPH
mas alto, seguido en orden descendente por los
suelos 2 y 1 respectivamente.

2. Caracterizacion microbiolégica.

Suelo 1. Los tipos de bacterias encontradas en el
suelo 1 se especifican en la figura 7, en la que se
representa la frecuencia de observacion de
algunas bacterias, clasificadas de acuerdo a su
morfologia.
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Figura 7. Baterias Aisladas del Suelo 1.

Frecuencia en muestras (%)

Las bacterias mas frecuentemente observadas al
microscopio en este suelo, fueron los
Cocobacilos Gram negativos, seguidos de los
Bacilos Gram positivos y Gram negativos
respectivamente. En cerca del 90% de las
muestras de Bacilos observadas éstos presentaban
endosporas, las cuales les confieren una mayor
resistencia ante eventos de desecacion, radiacion
solar intensa y la presencia de contaminantes.

En cuanto a los hongos, se encontraron especies
como aspergillus spp., fusarium spp., penicillium
spp., Stenphylium spp., cladosporium spp.,
helmitosphorium spp., hormodemdrum spp., sin
embargo solo algunas cepas de aspergillus spp 'y
cladosporium sp., fueron consideradas de interés

para el proceso de biodegradacion de
hidrocarburos.

Suelo2. Dentro de la  caracterizacion
microbiologica realizada al suelo dos se
observaron frecuentemente Cocobacilos Gram
negativos, seguido por los Bacilos Gram

positivos y en menor proporcion y orden
descendente Bacilos Gram negativos, Cocos
Gram positivos y Diplococos Gram positivos (ver
Figura 8). Aunque en menor proporcion que en el
suelo 1, en mas del 70% de las muestras de
Bacilos observadas éstos presentaron endosporas.

Las especies de hongos registradas fueron:
aspergillus spp., nigrospora spp., pestalotia spp.,
penicillium spp., diplosporium spp.,
cladosporium  spp.,  cephalosporium  spp.,
hormodemdrum spp., clamidosporium spp. 'y
levaduras. Solo cepas de las especies aspergillus
spp., cladosporium spp. y las levaduras fueron
consideradas de interés para el proceso de
biodegradacion de los hidrocarburos.
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Suelo 3. Como se muestra en la Figura 9, las
bacterias mas frecuentemente registradas en
éste suelo fueron Cocobacilos Gram negativos,
seguido por los Bacilos Gram positivos y en
menor cantidad y orden descendente Bacilos
Gram negativos, Cocos Gram positivos y
Bacterias filamentosas.
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20,0

Frecuencia en muestras (%)

0,0
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N O Cocos G(+)

B Bacilos G(-) O Cocobacilos G (-)
O Diplococos G (+) )

Figura 8. Bacterias Aisladas del Suelo 2.
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Figura 9. Bacterias Aisladas del Suelo 3.

En menos del 35% de las muestras de Bacilos
aislados del suelo 3, éstos presentaron
endosporas. Esta diferencia con respecto a los
microorganismos encontrados en los otros dos
suelos contaminados, sugiere una menor
adaptacion de las bacterias presentes en éste
suelo, a los hidrocarburos y una menor
resistencia de las mismas a condiciones
ambientales adversas.

Aunque se encontr6 una considerable variedad
de hongos en el suelo 3, solo se consideraron
de interés para la  degradacion de
hidrocarburos algunas cepas de la especie
cladosporium spp.

3. Estudio comparativo de biodegradacién
de TPH.

Volumenes de riego para las mezclas de suelos.
Al mezclar los suelos contaminados entre si o
con suelo limpio, se evidenciaron cambios en
la capacidad de campo de los mismos (ver tabla
12).

La Figura 10 muestra las curvas de pérdida de
humedad diaria, elaboradas para cada una de
las mezclas de suelos.

Tabla 12. %Hg a Capacidad de Campo de las Mezclas
de los Suelos.

Suelos por separado

S1 S2 S3 SL
5.86 2.59 8.34 10.8
Mezcla suelos contaminados
S2 50%, S1 | S3 50%, S1
255‘1%5080?’285%4 25%. S3 25%.S2  |S1=S2=S3
25% 25%
9.82 7.61 11.50 11.97

Mezcla suelos contaminados con suelo limpio

S1+SL S2+SL S3+SL
13.16 12.18 14.06
14
12 N

8 e

s SN —
\\\’\\\k\
2 \\

0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
—+—8150%, S2 25%, S3 25% —=—8250%, $125%, S325% Tiempo (dias)

S350%, S125%, S2 25% S1+52+83 (igual proporcion)
—e— S2+SL (igual proporcion)

—x—S81+SL (igual proporcién)
—+— S3+SL (igual proporcién)

Figura 10. Curvas Pérdida de Humedad en las

Mezclas de Suelos

De acuerdo a las curvas anteriores, que revelan
las necesidades de riego de los suelos
periodicamente, se establecié una frecuencia de
riego de 2 veces por semana. Los volimenes de
agua para riego calculados para cada mezcla de
suelo, se resumen en la tabla 13.
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Tabla 13.Volimenes de Agua para Riego de las Mezclas Tabla 15. Degradacion de TPHs en Ensayos
de _Suelos. Comparativos.
Volumen agua para riego mezclas de suelos
contaminados TPH TPH i6
o1 50%r52 MEZCLA inicial | final TRle,‘}“I‘s’c(‘;';
0
250453 | S250%.S1 | S350%+S1 | o oo () | ()
on 25%+S3 25% | 25%+S2 25%
25% S150%, S225%, S325% | 4.2 35 16.7
220 ml 235 ml 265 ml 225 ml
0, 0, 0,
Volumen agua para riego mezclas de suelos S150%, 821\245 %, 83 25% 4.2 34 19.5
contaminados con suelo limpio M)
0, 0, 0,
S1+SL S2+SL S3+SL S150% S225%, S3 25% 42 3.1 26,19
310 ml 230 ml 265 ml ®)
S150%,S2 25%,S3
25%(MB) 4.2 3 28.6
Pre-ensayos. Los resultados de degradacion de SI1+SL* 6,8 <1 42.645
TPH obtenidos durante los pre-ensayos con SI+SL (M) 6.8 16 38.24
meztcla§ eél diferentes proplor;ngilesl 4de suelos SI1SL (B) 6.8 <1 4265
contaminados se resumen en la tabla 14.
S1+SL (MB) 6.8 2,1 34.56
La mayor remocion de TPH se logro en la mezcla S2+SL 5,1 <1 40.195
de suelos contaminados con mayor proporcion de 5 | | 0.1
. . .y <
S1, debido posiblemente, a una mayor adaptacion S2+SL (M) > - 195
de los microorgani.smos presentes en este suelo S2+4SL (B) 5.1 <1 40.195
para degradar los hidrocarburos.
S2+SL (MB) 51 1.8 32.355
Tabla 14. Degradacién de TPH en Pre-Ensayos. S3+SL 4.4 =1 38.635
S3+SL (M) 4.4 6,8%* -27.2
TPH | TPH i S3+SL (B) 44 | 6,9%* -28.4
MEZCLA inicial | final 3‘*’%;;;’;;‘,;")‘
@) | %) | o S$3+SL (MB) 4.4 3,1 14.8
0, 0,
S1 50%),2§§/25 %, 83 11.7 8.2 29.9 Donde: (M), adicion de pool microbiano; (B), con pre-tratamiento
° con biosurfactante; (MB), adicion de microorganismos y pre-
tratamiento con biosurfactante.
82 50%’8(1 25%.83 8.7 10.8 19,4 * Mezcla en iguales proporciones, ** Posibles alteraciones en las
25% muestras por aglutinaciones de suelo-crudo.
S3 50%,S1 25%,S2
25% 9.0 7.9 12,2
S1+S2+S3* 8.3 7.1 14,5

* Mezcla en iguales proporciones.

Ensayos comparativos de biodegradacién de
TPHs. Para estos ensayos se utilizaron mezclas
de cada uno de los suelos contaminados con
suelo limpio y la mezcla de suelos contaminados
que arroj6 mejores resultados en cuanto a la
remocion de TPH, en los pre-ensayos. Los
resultados obtenidos se registran en la tabla 15 y
se esquematizan en la Figura 11.
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En las pruebas realizadas mezclando cada
suelo contaminado con suelo limpio, los
mejores resultados en cuanto a degradacion de
TPHs se obtuvieron cuando no fue adicionado
al tratamiento los microorganismos aislados
de cada suelo, ni se realizd pretratamiento.
Esta situacion podria reflejar una interaccion
negativa (de competencia) entre los
microorganismos presentes en el suelo limpio
y los que conforman el pool microbiano
aislado y bioaumentado en laboratorio y las
bacterias del género Serratia que conforman
el biosurfactante aplicado en el
pretratamiento.

Por otra parte, los resultados obtenidos en los
ensayos de biodegradacion de TPH mezclando
los suelos contaminados entre si, demuestran
que la realizacion de un pre-tratamiento con
biosurfactante y la adicion de un pool
microbiano aislado de los tres suelos
aumentan la degradacion de los hidrocarburos
a corto plazo, llegando a obtener incluso un
contenido final de TPH del 3%, el cual es el
maximo nivel admitido de estos
contaminantes en el suelo por la norma
Louisiana 29B (USA).

Finalmente, los ensayos de biorremediacion
con mezcla de suelos, llevados a cabo durante
un mayor tiempo (6 semanas) demostraron la
gran eficiencia del proceso, al obtener una
remocion del 65. 77 % de TPH, alcanzando
nuevamente el 3% de contenido de
hidrocarburos al finalizar el tratamiento en el
que se aplico biosurfactante y se incorpord el
pool microbiano aislado de los tres suelos
(tabla 16).

Tabla 16. Degradacion de TPHs en Ensayos a 6
Semanas.

R Ll Remocion
MEZCLA inicial | final o
(%) (%) TPHs (%)
S150%, S2 25%, S3
25% 8.94 | 5.93 33.67
S150%,S2 25%,S3
25%(MB) 8.94 | 3.06 65.77

IV. CONCLUSIONES

Los suelos contaminados objeto de
estudio, provenientes de Campo Payoa,
administrado 'y operado Petrosantander
(Colombia) Inc., presentan infiltracion rapida
y permeabilidad alta, caracteristicas de su
textura arenosa, sin embargo, la capacidad de
retencion de humedad y la porosidad de éstos
fueron afectadas por la presencia de los
hidrocarburos y su caracter hidréfobo.

La relacion C:N:P, la temperatura y el pH
de los suelos contaminados evaluados, se
encuentran dentro de los rangos referenciados
en la literatura, para el optimo desarrollo de
procesos de biorremediacion, por lo que no
resulta necesaria la aplicacion de enmiendas a
los suelos para el desarrollo de ésta técnica.

Los mejores resultados de eliminacion de
TPH en los suelos objeto de estudio, se
obtienen cuando estos se tratan por separado,
mezclados con suelo limpio, sin la adicion del
pool microbioldgico y sin pre-tratamiento.

En los tratamientos en mezcla de suelos
contaminados, la mezcla compuesta por un
50% del suelo con evento de contaminacion
mas antigua, 25% de suelo con tiempo de
contaminacion intermedia y 25 % de suelo
recientemente contaminado, presentd la mayor
remocién de TPH, con un valor maximo de
28,6% de eliminacion de los mismos, en un
proceso con pre-tratamiento y tratamiento con
el pool microbiano.

Considerando que el proceso de
biodegradacion de TPH realizado a la mezcla
de suelos contaminados, con pre-tratamiento
y adicion del pool microbiano aislado de los

tres suelos se alcanzdé a corto plazo (4
semanas) el maximo  contenido de
hidrocarburos  sugerido por la norma

Louisiana 29B (3%), se concluye que esta
técnica resulta ser una buena alternativa para
llevar a cabo procesos de biorremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos,
minimizando la transferencia contaminantes a
suelo no afectado y aumentando el volumen
real de suelo contaminado tratado.
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