UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS

Facultad de Ingenierias y Arquitectura

Escuela Académico Profesional de Ingenieria Ambiental

TESIS

“Tratamiento de suelo contaminado por vertido
de crudo de petroleo mediante la inmovilizacion

de Aspergillus niger”

Presentado por:
VALLADARES ROBLES, Lourdes Cynthia
Asesor:
ADALIDES ARENAS, Santiago

LIMA — PERU
2016



Dedicatoria:

A DIOS, a mi madre, a mi
abuelito y abuelita, y a Luis
Cubas por estar siempre
apoyandome durante el

transcurso de mi vida.



Agradecimiento:

A DIOS, a mis madre, a mi abuelito, abuelita, Luis Cubas, al
Ing. Adalides Arenas como mi Asesor, amigos y compafieros
por el constante apoyo y comprension durante el desarrollo de
mi proyecto de investigacion, y por ayudarme a ser cada dia un
mejor profesional.



Tratamiento de suelo contaminado por vertido de crudo de petréleo
mediante la inmovilizacién de células de Aspergillus niger

TABLA DE CONTENIDO

DE DI C AT ORI A. ..o e 2
AGRADECIMIENT O . e et e e e e aeanns 3
INDICE DE ABREVIATURAS . ... o 7
INDICE DE FIGURAS . ... 8
INDICE DE TABLAS . ...t e e 10
INDICE DE GRAFICOS. .. ...ttt e, 11
RESUMEN. .. ..ot aaaes 12
AB ST R A C T . it 13
INTRODUCCION. ....uuiiiiiiiiiii e 14
CAPITULO Lttt 16
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA . ... 16
1.1. Caracterizacion de la realidad problematica...................c..ooooiieinenn.n. 16
1.2. Formulacion del problema. ..o 19

1.2.1. Problema General...........ccoiiiiiiii i 19

1.2.2. Problemas ESpPecCifiCOS........ccvuiuiiiiiiiiii i, 20
1.3, OB tIVOS. .. 20

1.3.1. Objetivo General..........cooiiiiii i 20

1.3.2. Objetivos ESPeCifiCOS. ......ouvuiuieiiiiiiiii e 20
1.4, JUSHTICACION. ... s 21
LS. IMPOMANCIA. ..t 22
1.6, LIMItACIONES. ..o ettt e e 22
1.7. Delimitacion de la Investigacion..............ccoooiiiiii i 23

1.7.1. Delimitacion espacial............ccoiiiiiiiiiiii e 23

1.7.2. Delimitacion Temporal...........c.oooiiiiiii e, 24



CAPTTUL O L. e e, 25

FUNDAMENTOS TEORICOS. ... ..uiiiteiee e, 25
2.1. Marco Referencial............ccooiiiiiii 25
2.1.1. Antecedentes de la investigacion..............cccoviiiiiiiinineninnnnnn. 25
2.1.2. Referencias HistOricas. .........ccooviiiiiiii i, 31
2.2, MarCOleQal. ... ..o 34
2. 2. . LY. i e 34
2.2.2. NOrMAs TECNICAS. .. .eiuiieie ettt eeernennees 35
2.2.3. Decretos SUPIremMOS. ......ouiiiie i 36
2.3. Marco CONCEePLUAL. ... ..o 39
pZ S |V =T oo 0 (=0 [ o 42
241, EISUBIO. ... 42
2.4.2. EIPEtrOle0. ... 63
2.4.3. BiorremediacCion.........ccoiiiiii i 87
2.4.4. MicrorremediaCion. .........ccouiiuiieiii e 111
2.4.5. Organismos Hidrocarburoclasticos...............cccooiiiiiiiiiiiiiin, 112
2.4.6. Cepa Aspergillus NIger.........coouiiii e 113
2.4.7. Inmovilizacion de la biomasa microbiana............................... 115
2.4.8. Inmovilizacion en Hidrogeles...........cccooviiiiiiiiiiiiiiieeee, 122
CAPITULO ettt 126
PLANTEAMIENTO METODOLOGICO........ccooeeeeeecteceeee e 126
0/ I Y/ 1= o T (o] (oo |- W 126
3.1.1. Método de la investigacion............ccooiiiiiiiiiii e 125
3.1.2. Tipode laInvestigacion...........ccooeiiiiiiiii e, 139
3.1.3. Nivel de la Investigacion............cooviiiiiiii e, 139
3.2. Disefio de la INnvestigacion............ouiuiiiiiiiiiiiii e 139
3.3. Hipotesis de la INVestigacion. ..........o.oiiiiiiiiiiiiee e 142
3.3.1. Hipltesis General.........c.cooiuiieiiiii e 142
3.3.2. Hipotesis ESPeCIfiCas........ccoviiiiiiiii i, 142
B4, VaniabIES. . 142
3.4.1. Variable Independiente...........cooiiiiiii 142
3.4.2. Variable Dependiente...........oiieiiii i 143



3.5. Cobertura del EStUIO. . .. ... 143

3.5.1. PObIaCiON. ... 143
35,2, MUBSIIA. . e 143
3.5.3. MUBSIIO. .. 144
3.6. TEcnicas € INStrUMENTOS. ......ouieiiie e 146
3.6.1. Técnicas de la Investigacion...........c.cooeiiiviiiiiiiiiiee e, 146
3.6.2. Instrumentos de la Investigacion...............cooiiiiiiiiiiiic i, 150
CAPITULO IV e e e 151
ORGANIZACION, PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS....... 151
4.1. Andlisis e Interpretacion de los Resultados...............cccoooeiiiiiinnn. 151
4.1.1. Caracterizacion del SU€elO..........ccoiiiiiiiiiii e 151

4.1.2. Caracterizacion de los microorganismos durante el proceso de
remediacion sobre el suelo contaminado con petréleo.............. 155
4.1.3. Variacion de los Parametros pH, Porcentaje de Humedad vy
Temperatura del suelo contaminado...................ocoiiinl, 156
4.1.4. Variacion de los Parametros: pH, Porcentaje de Humedad,
Temperatura y HTP (Hidrocarburos Totales de Petréleo) durante el

proceso de remediacidbn sobre el suelo contaminado con

PEIIOIEO. ... e 158

4.1.5. Anadlisis EstadistiCo...........cooeviiii 162
CONCLUSIONES. ... eaees 164
RECOMENDACIONES. ... e 166
BIBLIOGRAFIA. ... ...t 168

ANEXOS



HTP
DNALPs
LNAPLs
HAP

OSINERGMIN

PNAA
OEFA
C.D.
A.E.

EPA

GLP
DBO
BTEX
OPEP
API

Log Kow
MNA

uv

INDICE DE ABREVIATURAS

Hidrocarburos Totales de Petroleo
Hidrocarburos pesados
Hidrocarburos ligeros

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Organismos Supervisor de la Inversion en Energia y

Mineria

Plan Nacional de Accion Ambiental

Organismo de Evaluacién y Fiscalizacién Ambiental
Capacidad Degradativa

Actividad Emulsificante

Environmental Protection Agency (Agencia de Proteccion
Ambiental)

Gas Licuado de Petroleo

Demando Bioquimica de Oxigeno

Benceno, Tolueno, Naftaleno y Xileno
Organizacion de Paises Exportadores de Petréleo
American Petroleum Institute

Coeficiente octanol/agua

Atenuacion Natural Monitorizada

Ultravioleta



INDICE DE FIGURAS

Figura N° 1: Movimiento de los Hidrocarburos en el subsuelo..................... 17
Figura N° 2: Horizontes del SUEI0.........oiiiiii e 44
Figura N° 3: Partes del Suelo a nivel hidrolo6gico..............cooiiiiiiiiiiiine 44

Figura N° 4: Triangulo de textura a partir del cual se obtienen los nombres de
|aS ClaseS de tEXIUNA. .. ...t 46
Figura N° 5: Movimiento de hidrocarburos pesados (DNALPs) en el
SUDSUEIO. ... 62
Figura N° 6: Movimiento de Hidrocarburos ligeros (LNAPLs) en el
SUDSUEBIO. .. .o 63
Figura N° 7: Estructuras quimicas de diferentes compuestos mayoritarios del
[OL=Y 0] =T o T 70
Figura N° 8: Ejemplos de estructuras de (a) un hidrocarburo alifatico, (b) un
carbono aroméatico y (c) una molécula de asfaltenos..........................ooeel. 74

Figura N° 9: Ejemplos de hidrocarburos saturados que forman parte de la
mezcla de hidrocarburos del petrdleo (hidrocarburos lineales vy

FAMIfICAAOS). ... 75
Figura N° 10: Ejemplos de hidrocarburos presentes en la fraccion aromética del
PEIIOIEO. ... 76
Figura N° 11: Ejemplos de Asfaltenos (izquierda) y resinas (derecha)........... 78
Figura N° 12: Lista de los dieciséis hidrocarburos aromaticos policiclicos por la
EPA, OMS y UE como contaminantes primarios. .............ccoeeeiuiiiiennnnn. 81
Figura N° 13: Pirosintesis de HAP a partirde etano....................oooiine. 82

Figura N° 14: Proceso que pueden sufrir un contaminante en el ambiente.....92
Figura N° 15: Representacidn esquematica de los principales tipos de

iINMovilizacion de DIOMasa.........o.ouiiii 119
Figura N° 16: Bloques G (acido L-gulurénico); bloques M (acido D-monofénico)
Y IEOIONES MG ... 123
Figura N° 17: Representacion grafica del modelo “Egg-box”..................... 124
Figura N° 18: Redes de Alginato............ccooiiiiiiiiii e 125
Figura N° 19: Preparacion del suelo contaminado..................ccoovviieinnn. 127
Figura N° 20: Suelo contaminado con crudo de petroleo..................c..o..e. 128
Figura N° 21: Preparacion de la Camara de Flujo Laminar........................ 129
Figura N° 22: Material de vidrio a esterilizar.......................c . 129
Figura N° 23: Cepa Aspergillus niger, ACTT 16888.............ccccceiiiiiinnn. 130
Figura N° 24: Tubos de Ensayo con la Cepa A. Niger y el medio Agar S.....130
Figura N° 25: Sabouraud Dextrose Agar..........cooeveiuiiiiiiiiiiieiieeeieene 131
Figura N° 26: Sabouraud Agar dispuesto en Placas Petris........................ 131
Figura N° 27: Realizando el Medio Liquido en el Extractor........................ 132



Figura N° 28: Crecimiento de Aspergillus niger en Placa Petri y Tubo de

e 57 Yo 1 133
Figura N° 29: Semilla, Aspergillus niger en el medio de crecimiento........... 134
Figura N° 30: Macroalga Macrocystis peryfera sp..........ccoeevvviiiiiiineannnnn. 135
Figura N° 31: Preparacion de Alginato en base a la macroalga Macrocystis
[S1S] Y/ (=] = Y= o 136
Figura N° 32: Semilla Final de Aspergillus niger.............ccoooiiiiiiiiiiane... 136
Figura N° 33: Mezcla Final (Cepa/Alginato)............ccoveiiiiiiiiiiiiiiieens 137
Figura N° 34: Células Inmovilizadas en base a Aspergillus niger............... 138
Figura N° 35: Aplicaciéon de Cédulas Inmovilizadas en los terrarios de suelo
(070 1 ¢= 1011 = o o T 138



INDICE DE TABLAS

Tabla N°1: Flujograma en caso de derrame de sustancias quimicas y/o

RIArOCArbUIOS. ... e 18
Tabla 2. Clasificacion de las particulas de un suelo, utilizada a partir de 1936
en Alemania, est4 basada en una proposicion original de Kopecky.............. 48
Tabla N° 3: Constantes de difusién de los principales...................cooeenel. 53
Tabla N° 4: Presion de succion necesaria para eliminar agua en el suelo...... 55
Tabla N° 5: Clasificacion de Suelos y su Porcentaje en el Mundo................ 56
Tabla N° 6: Composicién elemental tipica de un crudo de petréleo............... 68
Tabla N° 7: Tipo de crudo segun el pozo de origen...........cceveviieiiinennnnnn. 72
Tabla N° 8: Esquema de biodegradabilidad de los diversos hidrocarburos.....92
Tabla N° 9: Factores que influyen en los proceso de Bioaumento............... 102
Tabla N° 10: Aplicaciones en las que se emplean células enteras
INMOVIlIZAAAS. ..o 116
Tabla N° 11: Ventajas de la inmovilizacidbn de células viables frente a la
inmovilizacion de enzimas o a las células libres.................ocooii. 117
Tabla N° 12: Resultados de la Conductividad Eléctrica del Suelo............... 152
Tabla N° 13: Resultados del Analisis Mecéanico del Suelo......................... 152
Tabla N° 14: Resultados de contenido de sales minerales........................ 152
Tabla N° 15: Resultados de la Humedad del Suelo................coooiiiiintis 153
Tabla N° 16: Resultados de la Materia Organica del Suelo....................... 154
Tabla N° 17: Resultados de contenido de fosforo, potasio y calcareo total del
SUEBIO .t 154
Tabla N° 18: Determinacion del pH del Suelo..............coooviiiiiiiii. 155
Tabla N° 19: Resultados de pH, %H y T° del suelo contaminado............... 156
Tabla N° 20: Resultados de pH, %H, T° y HTP durante el proceso de
Biorremediacién sobre suelo contaminado con petréleo........................... 158
Tabla N° 21: Medicién de los HTP (Hidrocarburos Totales de Petrdleo) antes y
después del proceso de biorremediacion.............ccoeiviiiiiiiiiiiiiiea, 161

10



INDICE DE GRAFICOS

Grafico N° 1: Variacion del pH en suelo no contaminado.......................... 156
Grafico N° 2: Variacion del porcentaje de humedad en suelo no
(070 ] a1 7= 1 0] =T [ TR0 PP 157
Grafico N° 3: Variacion de la Temperatura en suelo no contaminado.......... 157

Grafico N° 4: Variacion del pH sobre el suelo contaminado con petréleo...158
Grafico N° 5: Variacion del Porcentaje de Humedad en suelo contaminado..159

Gréfico N° 6: Variacion de la Temperatura en suelo contaminado............... 160
Grafico N° 7: Variacion de HTP antes y después del proceso de
biorremMediacion. ... ... ..o 161

11



RESUMEN

En la industria petrolera se desarrollan diversas actividades de exploracion,
explotacion, funcionamiento de equipos de perforacion para lograr llegar a
grandes profundidades de aproximadamente 10,000 metros, tratamiento del
material quimico contaminado, en las cuales se pueden generar impactos
negativos sobre el medio donde se desarrolla, por tal razén es importante
enfatizar la biusqueda de un método que logre disminuir los efectos de los
derrames de crudo de petréleo en el medio ambiente. El presente trabajo tiene
por objetivo estudiar la degradacion de los compuestos de hidrocarburos
totales de petroleo (HTP) mediante la aplicacion de un método de remediacion,
denominado inmovilizacion de microorganismos en un medio determinado,
alginato, utilizando la cepa Aspergillus niger en placas Petri y tubos de ensayo,
en un suelo contaminado. Después de un proceso de degradacion de 28 dias,
se obtuvo un valor de remocion cercano al 70% de hidrocarburos totales de

petroleo.

Palabras claves: Petroleo, biodegradacion, Inmovilizacion de

microorganismos, contaminacion del suelo.
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ABSTRACT

The oil industry in various activities of exploration, development, performance
rig to make it to great depths of approximately 10,000 meters, chemical
treatment of contaminated material, which can have negative impacts on the
environment where the activities develops, for that reason is important to
emphasized the research of a method that reduce the effects of crude oil spills
on the environment. This paper aims to study the degradation of the
compounds of total petroleum hydrocarbons (TPH) through the application of a
remediation method, called immobilization of microorganisms in a particular
environment, alginate, using the strain Aspergillus niger in petri dishes and
tubes trial, in a contaminated soil. After a degradation process of 28 days, a
value close to 70% removal of total petroleum hydrocarbons was obtained.

Key words: oil, biodegradation, immobilization of microorganisms, soil

contamination.
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INTRODUCCION

El desarrollo del sector hidrocarburifero en el Pert viene logrando una
creciente importancia exploratoria y extractiva, lo cual se traduce en mayores
ingresos para el Estado Peruano y un encadenamiento de actividades
productivas alrededor del sector. Al mismo tiempo significa que el recurso
natural sera extraido y agotado eventualmente, por lo tanto es importante
realizar un uso optimo del mismo y desarrollar una gestion apropiada para no

peligrar las necesidades de las proOximas generaciones.

El Perd, a pesar de no ser un pais petrolero, posee regiones donde existen
problemas de contaminacion ambiental por vertidos de crudo de petréleo, como
en Tumbes, Loreto (Reserva Nacional de Pacaya Samaria), etc. Asimismo se
debe analizar la razon por la cual los derrames de petréleo han ido
incrementandose, pudiendo ser una de las mayores causas el transporte del

recurso natural a través de ductos.

La actividad petrolera es una de las principales fuentes de energia, dado que
aporta un porcentaje significativo del total de energia que se consume en el
mundo. Los hidrocarburos de petréleo son uno de los grupos que contienen
elementos quimicos contaminantes, y debido a lo complejo de la composicion

del crudo de petréleo, la biodegradacion por parte de los microorganismos
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seleccionados dependeréa de la concentracion de los componentes del petréleo

vertidos en los suelos.

La problematica plasmada en el presente estudio de investigacion desde el
punto de visto normativo, tiene como base legal la legislacion ambiental
peruana, la que tiene como objetivo asegurar que cualquier actividad de
aprovechamiento de los recursos hidrocarburiferos se realicen en condiciones
que no originen impactos negativos de acuerdo a lo establecido en la Ley
Orgénica de Hidrocarburos, Ley N° 26221; ademas el Ministerio de Medio
Ambiente, la autoridad a nivel nacional, dictard las medidas de prevencion,
mitigacién, control, remediacion para disminuir los actos o hechos que

ocasionan la contaminacion en el medio ambiente.

Esta tesis esta organizada de la siguiente manera:

1. PAGINAS PRELIMINARES. Entre las que se tiene lo siguiente: Caratula,
Dedicatoria, Agradecimiento, Resumen, Introduccién, e indice.
2. CONTENIDO TEMATICO.
a. Capitulo I: Planteamiento del Problema.
b. Capitulo II: Fundamentos Teorico.
c. Capitulo Ill: Planteamiento Metodologico.
d. Capitulo IV: Resultados Obtenidos.
3. PAGINAS COMPLEMENTARIAS, como  son: Conclusiones,

Recomendaciones, Bibliografia y Anexo.

En vuestra ilustrada mano podra este trabajo, luego de su lectura, ser
enriguecido a fin de que nos brinde un trabajo mas acabado y de mejores

condiciones.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Caracterizaciéon de larealidad problematica

El derrame de los hidrocarburos de petroleo tiene un impacto negativo sobre el
medio en el que se localiza, la magnitud del impacto dependera del nivel de
medidas de prevencion tomadas. La contaminacién del suelo se puede producir
en las etapas de exploracion, explotacién, transporte y almacenamiento (ver
Figura N°1), inclusive se presenta en la etapa sismica que forma parte del

proceso productivo.
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Figura N° 1: Movimiento de los Hidrocarburos en el subsuelo

U 1

1

Fuente: Gestién Calidad Consulting, 2012.

Los impactos méas importantes del derrame se producen en la actividad de los
microorganismos y en la funcion que cumplen dentro del ecosistema. En un
derrame la baja densidad del petrdleo le permite formar una capa sobre el
suelo, lo que impide el flujo de oxigeno desde el aire hacia la superficie
terrestre, deteriorando asi, la calidad de los ecosistemas de los sistemas
bidticos. En el Perd, el procedimiento a seguir por las entidades del sector
encargadas de la operacién petrolera ante un derrame de petrdleo, consiste en
la activacion de un Plan de Contingencia, previamente aprobado por la entidad
reguladora, OSINERGMIN?, con el objetivo de mitigar el impacto negativo del
derrame. En dicho Plan se indican las responsabilidades en caso de derrame
de sustancias quimicas y/o hidrocarburos, en el Tabla N°1 se puede observar
como ejemplo el Plan de Contingencia desarrollado por una empresa petrolera

en el Peru.

! OSINERGMIN: Organismo Supervisor de la Inversidn en Energia y Mineria
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Tabla N°1: Flujograma en caso de derrame de sustancias quimicas y/o hidrocarburos

Testigo del ACCIDENTE

\ 4

Supervisor de Plataforma

Alerta al Supervisor del frente de trabajo o al Responsable de Guardia.
Se mantiene alerta desde una zona segura y espera instrucciones para responder
Ubica los equipos y Kit de material anti derrame de la Plataforma.

T
|
|
v v
Responsable de
comunicacion de guardia

Toma acciones para garantizar la integridad del personal (Activacion de las Alarmas
correspondientes /Evacuacion / Abandono de la Plataforma / Shutdown Pozos)
Notifica a Base al Gerente de Operaciones; Recopila informacion.

Suministra informacién: Fuente, Cantidad Aprox., y tipo de derrame, lesionados,
peligros, ubicacién, secuencia de acontecimientos, asistencia requerida y potencial
de agravamiento/ escalada; y sobre la decisién de EVACUAR AL PERSONAL

v v

Comandante de Incidente en

Obtiene informacién y monitorea la situacion;
Notifica al Gerente de Operaciones y Jefe de HSE
Alerta a los integrantes de grupo de brigadistas y lo pone en preaviso.

Escena

\ 4
Coordinador de

Inicia el procedimiento de emergencia; Recoleccion de derrame con SKIMMER con
personal especialista.

Centra todo el esfuerzo necesario a controlar la fuente del derrame.
Decide el cierre de Emergencia de los demas pozos productores en la Plataforma

Emergencias

4
Guardia
Permanente en

Evalda la situacion; Lidera ECE en Sitio y convoca el resto de equipo

Notifica a las Autoridades Regionales y al Gerente General en Lima

Solicita el apoyo de entes privados y publicos LOCALES para equipar el ECE en sitio V|
a brigadistas recolectores en el Mar.

Envia informacién detallada sobre Fuente, Cantidad Aprox., y tipo de derrame
Activa servicio de Medevac de ser necesario

Lima

L 4 A 4

Notifica al Director Afectado
Anota informacidn en libro de registro de eventos.

Gerente General |

A 4

Analiza la situacién y su potencial agravamiento;

Evalta necesidad de recursos adicionales nacionales o internacionales;

Coordina con el VP de Operaciones e informa sobre Fuente, Cantidad Aprox., y tipo|
de derrame

Decide si se activa el EMC en Lima, convoca a sus integrantes y la provee de los|
recursos necesarios.

VP Onberaciones |

Declara la finalizacion de la
Emergencia y el restablecimiento de la

normalidad de las Operaciones

Asegura las notificaciones necesarias a los medios
EvalUa nivel agravamiento y aprueba mds recursos de ser necesarios.

Alerta a los especialistas internacionales de intervencidn por si se requiere de su
intervencion.

Autoriza el enunciado a publicar y dirigir a las comunidades sobre el Derrame

Autoriza la adquisicion y/o alquiler de mas equipos de recoleccién de derrame yj
barcazas de disposicion temporal

Decide si establece un Puesto de Comando de Avanzada en la Barcaza

Extraido: Plan de Contingencia para la ampliacion de actividades de perforacion en la

Plataforma Z1-8A, Albacora, Lote Z-1
Fuente: BPZ Exploracion & Produccion
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Una de las técnicas utilizadas para mitigar el impacto de los derrames de
petréleo es la biorremediacion, que se define como el proceso en el que se
utilizan organismos biologicos para remover sustancias peligrosas del

ambiente.

A diferencia del uso de dispersantes quimicos, la técnica de biorremediacion no
tiene efectos negativos secundarios, en cambio estos pueden causar un mayor
dafio que el derrame mismo, por su toxicidad. Las técnicas de biorremediacion
se pueden clasificar de acuerdo al lugar donde se aplican, en técnicas in-situ y
ex-situ. Entre las técnicas in-situ se encuentran la bioaumentacion, la
bioestimulacién, la adicion de enzimas y de nutrientes y la inmovilizacion de la
biomasa microbiana, entre las técnicas ex-situ se tiene el tratamiento de
biopilas, que consiste en apilar gran cantidad de material contaminado en
grandes pilas de hasta cuatro metros de altura, proporcionando aire y

nutrientes a la biomasa autéctona.

En el Perd, a pesar de la poca informaciéon que se puede obtener de los
incidentes ambientales, los que se producen sin que se hayan realizado las
mediciones oficiales de los efectos negativos que estos pueden causar, es por
esta razon que la presente investigacion busca ahondar en posibles soluciones

a los problemas generados por los derrames de crudo de petréleo.

1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema General
¢En qué medida la inmovilizacion de Aspergillus niger, como método de

biorremediacion, reduce los efectos negativos ocasionados por el

derrame de hidrocarburos de petréleo en los suelos?
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1.3.

1.2.2. Problemas Especificos

¢,Cudles son los niveles de contaminacién del suelo ocasionado por

derrame de crudo de petréleo?

¢,Cudles son los tipos de contaminacién del suelo ocasionado por

derrame de crudo de petroleo?

¢,Como influyen las variables del método de biorremediacion en la

reduccion de los efectos negativos de los derrames de crudo petréleo?
Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Comprobar la viabilidad de la inmovilizacién de Aspergillus niger, como
método de biorremediacion, en la reduccién de los efectos negativos
ocasionados por derrames de hidrocarburos de petréleo en los suelos.

1.3.2. Objetivos Especificos

Determinar los niveles de contaminacion del suelo ocasionado por

derrame de crudo de petrdleo.

Caracterizar la contaminacion del suelo ocasionado por derrame de crudo

de petrdleo.
Determinar como influyen las variables en el método de biorremediacion

en la reduccion de los efectos negativos de los derrames de crudo de

petréleo.

20



1.4. Justificacion

Las empresas dedicadas a las actividades de exploracion y explotacion de
hidrocarburos cuentan con tecnologias cada vez mas avanzadas para mitigar
los efectos de la actividad petrolera en el medio ambiente, algunas empresas
nacionales ya cuentan con sistemas anti derrames, pero a pesar de esto no se
ha registrado ningun descenso en la cantidad de derrames de hidrocarburos en
el territorio peruano, teniendo en cuenta ademas que la produccion de petréleo
continba mostrando una tendencia decreciente, retrocediendo a 62,9 mil

barriles diarios en el 20132 (6 % menos que en el 2012).

En el Plan Nacional de Accion Ambiental 2011 — 2012 se observa que la matriz
energética actual es diversa y proviene mayormente del uso de energias
renovables el 59% del mercado eléctrico se genera con hidroelectricidad, el
31% con gas, el 5% con residual, el 3 % con carbon y sélo el 2% con diesel.
Una meta prioritaria del PNAA en acciones ambientales es hacer uso de un
instrumento de gestion ambiental en el sector energético que permita mejorar
los niveles de desempefio ambiental y social de las empresas energéticas,
teniendo como meta al 2017 que el 40% de las grandes y medianas empresas
tengan un sistema de gestion ambiental implementado y en el 2021 llegar a un
100 %.

La Politica Nacional del Ambiente, en su primer eje de politica relacionado a la
conservacion y aprovechamiento sostenible de los recursos naturales y de la
diversidad biolégica establece que se debe fortalecer los conocimientos y
tecnologias tradicionales compatibles con el manejo sostenible del suelo e
impulsar acciones para prevenir los procesos de degradacion y pérdida de

suelos mitigando sus efectos y/o recuperandolos.

En el segundo eje, relacionado a la gestion integrada de la calidad ambiental,
establece que cada industria debe contar con parametros e indicadores de

contaminacion para el control y mantenimiento de la calidad del suelo,

> Memoria Anual de la Sociedad Nacional de Mineria, Petréleo y Energia, 2013.
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tomando en cuenta sus fuentes fijas y moviles, para asi poder evaluar la

eficacia de la aplicacion de los instrumentos de control de la calidad ambiental.

1.5. Importancia

El desarrollo de métodos mas amigables con el medio ambiente tiene como
funcion primordial remediar el dafio de los derrames de crudo de petrdleo sin
generar efectos secundarios. Entre ellos se encuentra la biorremediacion que
tiene como ventaja ser mas econdmica, Util y no impactar el medio afectado, ya
gue no utiliza instrumentos quimicos como salchichas, dispersantes quimicos,

skimmers, pafios oleofilicos, etc.

La biorremediacion tiene como fundamento principal las reacciones que se
generan en la biodegradacion, en las que se hace uso de bacterias, hongos,
levaduras y algas, las que se encargan de este proceso tomando como fuente
de alimento al nitrogeno, fésforo, oxigeno, hidrocarburos y elementos que

generalmente estan presentes en medios marinos y/o terrestres.

El uso de este método necesita de la participacion de diferentes disciplinas,
principalmente en la etapa de la seleccion del tratamiento optimo en la
remocibn de crudo de petrdleo en ambientes marinos y terrestres

contaminados.

1.6. Limitaciones

El desarrollo y actualizacibn de las normas ambientales que tienen como
finalidad salvaguardar los recursos renovables y no renovables del territorio
peruano, estan siendo aplicadas por la entidad fiscalizadora a aquellas
empresas que contaminan en el medio ambiente a través de la actividad
exploratorio y productora de hidrocarburo. A pesar de contar con leyes
ambientales tan rigurosas, la contaminacién de suelos por derrame de crudo de
petréleo ha ido aumentando con el transcurso de los afios. Es por esto la
necesidad de desarrollar tecnologias limpias que no impacten en el medio
afectado.

22



La implementacion de este tipo de tecnologias, requiere de recursos
financieros, uso de instrumentos de laboratorio, equipos multidisciplinarios que
tienen como finalidad buscar una solucion o una medida mitigadora a la
problematica. Es por esto que las empresas responsables no realizan estudios
de remediacion del &rea que ha sido afectada, ademas las mismas
instituciones del Estado no le dan la debida importancia, y se puede visualizar
en el proyecto aprobado el 12 Julio del 2014, mediante Ley N° 30230, Ley que
establece medidas tributarias, simplificacién de procedimientos y permisos para
la promocién y dinamizacion de la inversion en el pais, en dicho proyecto se
modifica el plazo de aprobacion de los Estudios de Impacto ambiental a una
menor cantidad de dias, se reduce las funciones del Ministerio del Ambiente,
disminuyen los niveles de estandares de calidad ambiental y se establecen
limites maximos permisibles de contaminacion, ademas se reducen las multas
impuestas por el OEFA?® con la finalidad de reactivar la economia del Pais a
causa de la gran demanda del recurso hidrocarburo y de la matriz energética

con la que se cuenta actualmente.

1.7. Delimitacion de la Investigacién

1.7.1. Delimitacion espacial

El estudio a cerca de tratamiento de suelo contaminado puede ser aplicado en
diferentes situaciones y lugares donde se generé contaminacion por
vertimientos de crudo de petroleo. El desarrollo de la etapa experimental se
realiz6 en el laboratorio central de la Universidad Alas Peruanas, sede
Pachacamac, ciudad de Lima, haciendo uso de las muestras de crudo de

petréleo del Lote ubicado en la Regidon Tumbes.

* OEFA: Organismo de Evaluacién y Fiscalizacion Ambiental
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1.7.2. Delimitacién Temporal

El desarrollo del experimento se realiza durante los meses de primavera para
obtener un mejor resultado de la aplicacion del método, dado que los

resultados se encuentran en funcion a los parametros ambientales.
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CAPITULO II

FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Marco referencial
2.1.1. Antecedentes de la investigacion

Escalante (2002) realiza un estudio en Peru en el que hace la comparacion de
aislar bacterias oleofilicas a partir de muestras de suelos de Trompeteros
(Iquitos) con la finalidad de seleccionar un consorcio bacteriano de elevada
capacidad degradativa (C.D.) en laboratorio, la C.D. se determiné mediante la
prueba de actividad emulsificante (A.E.)* y por la prueba de actividad
degradativa (A.D.)°, y compararla con la biodegradacién de crudo de la

refineria “La Pampilla” en suelos de cultivo de una zona aledafia a la huaca

* Planteada por Goldman y col. en 1982.

> Seguln Mils y col. en 1988
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San Marcos contenidos en terrarios, con la finalidad de determinar la
importancia de consorcios bacterianos y factores ambientales en la
degradacion de hidrocarburos. Se prepararon tres terrarios cada uno con 30 kg
de suelo contaminado con petréleo, en el primero de control abibtico se
determiné la degradacién por factores ambientales, en el segundo se evalué la
degradacion por bacterias nativas y en el Ultimo se inoculé el consorcio
bacteriano exdgeno seleccionado en laboratorio. Se evaluaron los parametros
de hidrocarburos totales, humedad, pH, nimero de microorganismos aerobios
mesofilos, nimero de microorganismos oleofilicos, temperatura y tiempo. En
los resultados las cepas bacterianas de mayor A.E. fueron la Pseudomonas
aeruginosas 4k-1, Bacilus sp. 6Bh-1 y Serratia rubidae 6B9, en funcion a la
técnica de biorremediacion se tuvo una degradacion de crudo de petréleo del

92.5% en el terrario del consorcio bacteriano exégeno.

Diaz (2011), en la Antartida, desarrolla la técnica de biodegradacion in-situ,
bajo las estrictas condiciones climaticas antarticas, en la época de verano, en
suelos contaminados en forma aguda de gasoil. Realiza estudios a pequeia
escala usando dos sistemas experimentales que son mayormente utilizados en
la biorremediacion a mayor escala en terrenos ubicados en areas templadas:
las parcelas y las biopilas, se aplica una fuente inorganica de nutrientes, una
fuente organica compleja, harina de pescado, un producto comercial OSElII,
sugerido por la EPA para el tratamiento de suelos contaminados con
hidrocarburos, y el surfactante comercial Briji700. Se plantearon los siguientes
microcosmos: CC (control no tratado), Sl (bioestimulado con sales inorganicas),
SIB (bioestimulado con sales inorganicos y con Briji700), HP (bioestimulado
con harina de pescado), HPB (bioestimulado con harina de pescado y con
Briji700) y OSE (bioestimulado con el fertilizantes OSEII). En los resultados del
ensayo se observd una eliminacion del 42% en el microcosmo control, el
nutriente  OSEIl fue el que mostré6 mejores niveles de eliminacion de

hidrocarburo en un 49,4% respecto al microcosmo control.

Largo Pereda (2010), en la Universidad del Pais Vasco, realiza un estudio de

biodegradacion de alcanos mediante la inmovilizacion de bacterias en
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hidrogeles adhesivos y biodegradables. Se aplican las siguientes bacterias; M.
hidrocarbonoclasticas, Pseudomonas sp. CHAPS-2 y dos cepas de A.
venustensis. Se selecciond la cepa de A. venustensis como candidata para el
estudio en base a la degradacion de alcanos de cadena variable, tanto en
células libres como inmovilizada, el segundo criterio es la posibilidad de
obtener gran cantidad de biomasa para los ensayos de inmovilizacién y
degradacion de aceite mineral con biomasa inmovilizada. Se observa que las
bacterias hidrocarbonoclastas son capaces de degradar alcanos de
hidrocarburos cuando sus células se encuentran tanto en forma libre como

inmovilizada a soporte.

Martinez Altamirano (2013), en Quito estudia la capacidad de adsorcion en
funcion de la cantidad de petroleo de agua, el peso de biosorbente utilizado y el
tiempo de adsorcion de la bacteria Pennisetum clandestinum como biosorbente
vegetal. Al utilizarlo se obtiene como resultado 1,5% de biosorbente y 1,5% de
petréleo, dio como resultado una remociéon del 97% de hidrocarburo de
petroleo, observando que el agua quedaba libre de hidrocarburos luego del

tratamiento.

Mohamad Ghazali (2004) en Malasia, aisla 6 bacterias de las cuales las
siguientes bacterias, 2 de Pseudomonas sp., 3 de Bacillus sp. y 1 de
Micrococcus sp. toleraron grandes concentraciones de crudo de petréleo y son
capaces de utilizar los compuestos alifaticos y monoaromaticos del
hidrocarburo asi como también los alcoholes y sus sustratos. Se aplico
muestras de arena de playa contaminada por crudo de petréleo de un vertido
de diesel sobre los consorcios de las bacterias mencionadas, y se obtuvo la
remediacion de 80,19% de remocién luego de 30 dias de incubacion del

consorcio de bacterias.

Garcia Orbe (2012) en Perq, realiza el estudio de biorremediacion de suelos
aledafios al Lote 31D de los pozos 05 y 09 del departamento de Loreto,
concesionados por Petroperu a la empresa privada Maple Gas, contaminados
por petroleo y remediados mediante compostaje con estiércol de porcino y

equino. Realiza dos tipos de ensayo para determinar la biodegradacion de
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petroleo, armando bandejas de plastico transparentes de 60x40x40cm, donde
se colocan tierra de suelo no contaminado, con una regadera se vertio petréleo,
observando que el petréleo se habia dispersado hasta unos 23,2 cm, luego se
mezclo todo el contenido con estiércol de porcino — equino. Teniendo como
resultado que después de un proceso de compostaje de 16 semanas utilizando
microorganismos nativos del suelo, estiércol de equinos y porcinos se ha

detectado una reduccion del 80% de hidrocarburos.

Samanez Gibaja (2008) en Perl, aplica la técnica de biodegradacion
bacteriana por bioestimulacion en suelos contaminados con petréleo crudo. En
el estudio se comparan 5 terrarios conformados de la siguiente manera: el
primero por bacterias bioaumentadas reintroducias con fertilizantes inorganicos
(B+F), el segundo por bacterias bioaumentadas reintroducidas sin fertilizantes
(B-F), el tercero por bacterias nativas con fertilizantes inorganicos (N+F), el
cuarto por bacterias nativas sin fertilizantes inorganicos (N-F) y el quinto el
control abidtico (CA). Se selecciond las siguientes bacterias Pseudomonas
aeruginosa TK-5, Acinetobacter calcoaceticus T2X-1, Bacillus sp. TX-4, y para
el proceso de bioestimulaciobn se seleccion6 una mezcla de componentes
inorganicos. Los resultados en los terrarios determinaron que el de mayor

porcentaje de biodegradacion fue el de B+F con un 71.4%.

Izquierdo (2013) en Barcelona, implementa la estrategia de biorremediacion de
suelo basada en biopilas estaticas. El suelo se encontré contaminado por una
mezcla heterogénea de gasoil y aceites minerales pesados (aceite hidraulico).
En cada fase del tratamiento se construyo tres biopilas con una estructura
piramidal de 37 m de largo por 20 m de ancho y 2 de altura, conteniendo unos
1800 m*® de suelo. Se escogi6 la biopila que contenia mayor concentracién de
HAP’s. Se cuantifico el contenido de TPHs durante la biodegradacién de
hidrocarburos en el suelo, teniendo como resultado la degradacion del 90% en
30 dias, sin embargo a tiempos posteriores el resultado oscila entre el 65% y
88%. La técnica ha dado como resultado que la fraccion alifatica se ha
degradado casi por completo a los 30 dias, las clases de microcosmos

incubados (Alfaproteobacteria) aumenta de forma significativa a los 3 dias
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(59%), de 7 a 15 dias (100%), y decrece significativamente a los 30 (66%). La
concentracion se redujo de los 19799 mg/kg iniciales a 6373 mg/kg a los 120
dias (67.8%) durante el tratamiento de biorremediacién. La concentracion de
los 16 HAP’s que se encuentran en la lista de contaminantes prioritarios de la
EPA se redujo en un 93%, siendo los compuestos de dos y tres anillos los que
se degradaron mas rapida y extensamente (93-96%) en comparacién a los
compuestos de mayor peso molecular, como los de cuatro (86-91%) o cinco
(73-96%) anillos.

Cabal (2009) en la Universidad de Oviedo, evaluo la eficacia de los métodos de
adsorcion sobre carbones activados para la eliminacion de HAP presentes en
agua. Desarrolla un analisis de las caracteristicas, tanto quimicas como
texturales, de los carbones activados antes y después de la adsorcién de estos
compuestos. Asimismo, se han realizado diversos tratamientos de oxidacion
con diferentes agentes oxidantes. La aplicacion de la técnica dio como
resultado para el caso del acenafteno y del fluoreno un descenso del volumen
de aproximadamente 80%, mientras que cuando se satura el carbdn activado

con naftaleno es de un 57%.

Claire Booyjzen (2007) en Johannesburgo, desarrolla la técnica de
bioaumentacion, asilando bacterias locales de Africa de suelos contaminados
de una mina de oro, esta técnica existe actualmente pero no ha sido
desarrollada y probada en el hemisferio norte, asimismo no ha sido formulada
ni probada en Africa. Se seleccionaron seis tipos de bacterias de muestras de
agua y del subsuelo, teniendo como resultado un incremento homogéneo de la
bacteria Pseudomonas pseudoalcaligenes, y degradando un 98% el crudo de

petréleo.

Hernandez (2008) en Madrid, realiza la investigacion sobre actividades de
exploracion y produccién de hidrocarburos, evaluacion de impacto ambiental,
auditoria ambiental. Propone investigar el impacto de la actividad petrolera
sobre la problematica del sistema ambiental agua de las instalaciones de
produccion. Las alternativas planteadas son la remocion de compuestos

organicos aromaticos y de bajo peso molecular, con baja degradabilidad, lo
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cual crea un problema en las aguas industriales que lo contienen, por tal motivo
las alternativas se establecieron en un proceso de oxidacidon avanzada con
peroxido de hidrogeno y se realizé un comparativa de un sistema de flotacion
natural (FN) y flotacion con aire inducido como pre tratamiento Los datos
obtenidos dieron como resultado que la oxidacidbn avanzada con perdxido de
hidrogeno con un desengrasado previo, brinda rendimientos altos en cuanto a
la remocion de fenoles y DQO, 83% y 90% respectivamente, alcanzando

niveles mas altos al pasarlos por un filtro de arena.

Xu Ran (2004) en Singapur, realiza el estudio de optimizacion de
biorremediacion in-situ para la costa de Singapur. Este experimento se realiza
en diversas partes. La primera parte analizo los factores claves que estimulan
la biorremediacion del petr6leo en sedimentos de playa, con esto se logré
comprobar que la adicion de nutrientes es clave en la biodegradacién de
petréleo comparado con enmiendas de aceite crudo de palma, como un co-
sustrato sencillo de carbono y un indculo de biomasa microbiana mejorada. En
la segunda y tercera parte se identific6 una fuente de nutrientes para la
biorremediacion de petréleo de sedimentos de playa. En la cuarta parte se
utilizé el fertilizante Osmocote y se demostrO que su presencia acelera
significativamente la biodegradacion de compuestos alifaticos y HAP’s, sin
embargo la biodegradacion de los HAP’s todavia requiere una mejora adicional.
En la quinta parte se analiz6 el efecto de dos biopolimeros, quitina y quitosano,
dando como resultado que la quitina y el quitosano se biodegradan durante la
duracién del experimento, liberando gradualmente nitrégeno y estimulando la

biodegradacion de alcanos (n-C12 a n-C32, pristano y fitano).

Medina (2014) en la Bahia de Amuay en Venezuela, realiza el estudio de
biorremediacion mediante el empleo de microorganismos autéctonos en suelos
contaminados. La metodologia se realiza mediante la toma de muestra de un
area contaminada por derrame de crudo de petrdleo, sobre el cual se colocan
biorreactores con la adicion de nutrientes para el desarrollo de los
microorganismos. Sobre la muestra tomada del suelo contaminado se aislan e

identifican tres especies autéctonas de hongos del género Aspergillus, como lo
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son: Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Aspergillus terreus. Durante 30 dias

de tratamiento ex situ se remueve el crudo de petroleo con un valor del 85%.

2.1.2. Referencias historicas.

Las investigaciones llevadas a cabo durante la primera mitad del siglo XX han
brindado la sélida base de conocimiento actual acerca de la degradacion de
hidrocarburos, especialmente de alcanos, y se han identificado una gran
cantidad de microorganismos capaces de utilizar estos compuestos organicos
altamente reducidos. Asi, Zobell (1946) realizé una revisibn acerca de la
capacidad de ciertos microorganismos que utilizan hidrocarburos como Unica

fuente de energia en su metabolismo

La contaminacién ambiental por petrdleo y productos petroquimicos han sido
reconocidos como un problema serio y significativo (Bozo et al., 2013). De la
misma forma la generacion de impactos adversos en los diferentes
compartimientos ambientales constitutivos de un entorno a causa de aportes
intencionales y no intencionales (incidentes y accidentes) de fugas y derrames
de hidrocarburos, asi como afloramientos naturales, se constituye en uno de
los problemas ambientales mas importantes para el recurso suelo (Arrieta,
2012).

Las principales fuentes de contaminacién por hidrocarburos en la actualidad
son las actividades de explotacién y transporte del petréleo. En los ecosistemas
terrestres, el suelo representa el medio fisico que sustenta la vida de diversas
especies, tanto animales como vegetales. La materia organica e inorganica del
suelo da cabida a la coexistencia de una gran cantidad de microorganismos
gue se adaptan a sus caracteristicas fisicas y quimicas aun cuando estas sean
variables. Los microorganismos tienen una gran importancia ecoldgica en los
ecosistemas terrestres, pues cumplen la funcibn de descomponer sustancias
organicas de desecho en sus componentes basicos, los cuales se metabolizan
junto con los nutrientes obtenidos del suelo, para generar nueva biomasa y

llevar a cabo sus funciones vitales. (Castro, 2004).
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Los compuestos de petroleo son toxicos para los humanos y para la vida en
general, porque se pueden incorporar en cualquier nivel de la cadena
alimenticia, asimismo este hecho ha generado que la comunidad cientifica
tome un mayor interés en la investigacion de su distribucion, comportamiento y
ademas los derivados del mismo en el medioambiente. Por otra parte, no todos
los hidrocarburos se degradan con la misma facilidad, en general las tasas de
biodegradacion disminuyen con el aumento del peso molecular y complejidad
de los hidrocarburos, en ese sentido, las tasas de biodegradacion de los
hidrocarburos aromaticos son inversamente proporcionales al numero de
anillos y de sustituciones (Leahy y otros 1990). De igual manera los derrames
de petréleo pueden causar dafios a largo plazo en los ecosistemas acuaticos,
terrestres, en la salud humana y en los recursos naturales, Por lo tanto es
importante la caracterizacién de los derrames de petréleo y sus derivados, ya
gue se puede predecir su comportamiento y efecto a largo plazo en el
medioambiente, pudiendo asi seleccionar el método de limpieza mas apropiado
(Bozo et al., 2013)

El uso de tecnologias de biorremediacion para el tratamiento de sitios
contaminados es una opcion que presenta ventajas con respecto a los métodos
fisicos y quimicos, entre ellas destacan las siguientes: (i) son efectivas y
ambientalmente seguras; (ii) los contaminantes se destruyen o transforman; (iii)
se pueden aplicar in situ; (iv) generalmente no se requieren tratamientos
adicionales; y (v) suelen presentar ventajas econémicas. En contrapartida suele
tratarse de procesos lentos, que involucran muchas etapas y que se realizan

bajo condiciones ambientales complejas y no modificables.

Dentro de la biorremediacion, la bioaumentacion ofrece una manera de
proporcionar microbios especificos en numero suficiente para completar la
biodegradacion e involucra la inoculacién de una cepa, 0 consorcio microbiano
mixto enriquecido, en la tierra o en el agua, siendo los microorganismos
indigenas mas eficaces para degradar petréleo crudo local o sus derivados
locales, que para degradar hidrocarburos provenientes de otras regiones. Los

microorganismos indigenas estan presentes en cantidades muy pequefias o
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pueden encontrarse en formas metabdlicas inactivas en sus habitats y por ello

no tienen la capacidad para degradar un contaminante en particular.

La biorremediacion de compuestos toxicos usando la tecnologia de
inmovilizacion de microorganismos ha sido estudiada empleando diferentes
transportadores que incluyen poliacrilamida (Manohar y Karegoudar, 1998;
Manohar et al., 2001; White y Thomas, 1990), alginato (Manohar y Karegoudar,
1998; Manohar et al., 2001; Weir et al., 1995), o k-carragenina (Cassidy et al.,
1997; Manohar y Karegoudar, 1998; Manohar et al.,, 2001; Gardin y Pauss,
2001). En los ultimos afios se ha descubierto y reconocido un nuevo grupo,
ecofisiologicamente inusual, de bacterias marinas degradadoras de
hidrocarburos. Este nuevo grupo, denominado bacterias hidrocarbonoclastas
obligadas (OHCB), de acuerdo a las investigaciones, tendrd un papel muy
importante en la eliminacién de hidrocarburos procedentes del petréleo en

aguas marinas contaminadas (Yakimov et al., 2007).

Entre los organismos eucariotas existen varios capaces de degradar
hidrocarburos, entre ellos hongos, levaduras, algas y cianobacterias (Van
Beilen et al, 2003). En ambientes acuaticos los principales géneros de
bacterias y hongos con esta capacidad son, Pseudomonas, Acromobacter,
Arthrobacter, Micrococcus, Nocardia, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium,
Corynebacterium, Flavobacterium, Candida, Rhodotorula y Sporobolomyces
(Atlas, 1981).

Desde los estudios pioneros de Zobell (1946) en ambientes marinos, se han
aislado numerosas cepas bacterianas de ambientes litorales y ocedanicos
capaces de degradar diferentes hidrocarburos. La inmovilizacion de las
bacterias aumenta significativamente la biodegradacion de crudo en
comparacion con células libres en un amplio rango de salinidad (Diaz et al.,
2002).

Las principales ventajas de la inmovilizacién son las siguientes: (i) estabilidad,
(i) elevada densidad celular, (iii) elevadas tasas de conversion, (iv) limitacién
de la inhibicién por sustrato y toxicidad debido a limites difusionales (Abou

33



Seoud y Maachi, 2003) y (v) uso en reactores continuos (Manohar y
Karegoudar, 2001).

2.2. Marco legal

2.2.1. Leyes

a. Ley General del Ambiente, Ley N° 28611

La Ley General del Ambiente, a través del articulo 2° inciso 2.1., la
disposiciones contenidas en la presente Ley, asi como en las normas
complementarias y reglamentarias, son de obligatorio cumplimiento para toda
persona natural o juridica, publica o privada, dentro del territorio nacional, el
cual comprende el suelo, subsuelo, el dominio maritimo, lacustre, hidrolégico e

hidrogeoldgico y el espacio aéreo.

En el articulo 91°, el estado es responsable de promover y regular el uso
sostenible del recurso suelo, buscando prevenir o reducir su pérdida o deterioro
por erosion o contaminacion. Cualquier actividad econémica o de servicios
debe evitar el uso de suelos con aptitud agricola, segun lo establezcan las

normas correspondientes.

b. Ley Organica de Hidrocarburos, Ley N° 26221

Ley Orgéanica de Hidrocarburos, es la norma base que regula las actividades de
hidrocarburos en el territorio nacional. Esta Ley establece que los titulares de
actividades de hidrocarburos estan obligados a salvaguardar el interés
nacional; y atender la seguridad y salud de sus trabajadores; y cumplir con las

disposiciones sobre proteccion al medio ambiente.
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2.2.2. Normas Técnicas

a. Norma Técnica Peruana — NTP 321.002.2001 PETROLEO Y

DERIVADOS. Petréleos industriales. Especificaciones

Esta Norma Técnica Peruana establece las propiedades requeridas de los
Petroleos Industriales, como normatividad oficial de calidad de estos
combustibles, en el lugar y tiempo donde se efectie la actividad de su

comercializacion.

b. Norma Técnica Peruana — NTP 360.009-1-2013. Recipientes
Portatiles para Gases Licuados de Petréleo. Valvulas. Parte 1:

Valvulas de cierre automéatico. Requisitos y ensayos

Esta Norma Técnica Peruana establece los requisitos generales para los
materiales de construccion, el disefio, la fabricacién y los ensayos de tipo de la
valvula de cierre automatico para los recipientes portatiles destinados a

utilizarse especificamente con gases licuados de petréleo (GLP).

c. I1SO 3016:1994 PRODUCTOS DE PETROLEO. Determinacion

del punto de fluidez

Esta Norma Técnica Peruana, da un método para determinar el punto de
fluidez de los productos del petréleo, también describe el un procedimiento
separado adecuado para la determinacion del punto de del aceite del
combustible pesado, los productos que contienen componentes de
combustibles residuales de gota mas bajo.
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d. ISO 3104:1994 PRODUCTOS DE PETROLEO. Determinacion
para la viscosidad cinematica y calculo de la viscosidad

dindmica de liguidos transparentes y opacos

La presente Norma Técnica especifica un procedimiento para la determinacion
de la viscosidad cinematica y muestra cOmo se puede conseguir la viscosidad

dindmica.

e. 1SO 3170:2004 LIQUIDOS DE PETROLEO. Muestreo Manual

Esta Norma Internacional define los métodos a utilizar para obtener, de forma
manual, muestras de hidrocarburos liquidos o semi-liquidos, residuos y
sedimentos contenidos en tanques fijos, vagones cisterna, cisternas de
carretera, barcazas y buques petroleros, bidones y latas, o bien, de los

productos liguidos que se bombean por los oleoductos.

f. 1SO 3171:1988 LIQUIDOS DE PETROLEO. Muestreo automatico

en linea

Esta Norma Internacional recomienda procedimientos para el petréleo crudo y
los productos petroliferos liquidos que se transportan por oleoducto. No se
aplica a los gases licuados del petréleo y gases naturales licuados. El propésito
principal de dar directrices para la especificacion, pruebas, operacion,

mantenimiento y supervision de las muestras de aceite crudo.
2.2.3. Decretos Supremos
a. DECRETO SUPREMO N° 002-2013-MINAM
Los estandares de calidad ambiental para suelo, son aplicables a todo proyecto

y actividad, cuyo desarrollo dentro del territorio nacional genere o puede

generar riesgos de contaminacion del suelo en su emplazamiento y areas de
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influencia. Estos estdndares son obligatorios en el disefio y aplicacién de todos

los instrumentos de gestion ambiental.

b. DECRETO SUPREMO 039-2014-EM Reglamento para la
Proteccion Ambiental en las Actividades de Hidrocarburos

El Reglamento para la Proteccion Ambiental en las Actividades de
Hidrocarburos — DECRETO SUPREMO No. 039-2014-EM establece las
especificaciones que se deberan tomar en cuenta para desarrollar dichas
actividades, buscando la proteccion del ambiente en el que se desarrolle la
actividad; y los organismos competentes para la aplicacion de dicho
reglamento. También, sefiala los requisitos para la presentacion de los EIA,
EIAP y PAMA. Finalmente, aprueba los niveles maximos aceptables de
contaminantes en el aire y los formatos para el Programa de Monitoreo de
Efluentes Liquidos, el Programa de Monitoreo de Emisiébn de Gases y la
Declaracion Jurada sobre generacion de emisiones y/o vertimientos de

residuos de la industria de hidrocarburos.

c. DECRETO SUPREMO 052-93-EM Reglamento de Seguridad

para el Almacenamiento de Hidrocarburos 18 /11 /1993

Las indicaciones del Reglamento son guias para el desarrollo de proyectos en
sitios de configuracion o topografia normal. De no tener estas condiciones, se
debera tomar precauciones especiales para satisfacer las condiciones basicas
de seguridad y eficiencia. Las situaciones de control ambiental no
contempladas en este Reglamento, se regiran por lo dispuesto en el articulo
87°, de la Ley Organica de Hidrocarburos N° 26221 y su reglamento
correspondiente. Las instalaciones para almacenamiento de hidrocarburos,
deberan cumplir con las reglamentaciones de control emitidas por el Organismo

Competente del Ministerio de Energia y Minas.
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d. DECRETO SUPREMO 026-94-EM Reglamento de seguridad
para el Transporte de Hidrocarburos 10/05/1994

Las normas, regulaciones, condiciones o definiciones contenidas en este
Reglamento no eximiran en modo alguno a los capitanes, propietarios,
operadores y agentes de naves, digues, espigones, muelles u otras
instalaciones portuarias de su principal responsabilidad que es la de velar por
la seguridad de dichas naves, diques, espigones, muelles o instalaciones y

sobre todo del personal.

e. DECRETO SUPREMO 043-2007-EM Reglamento de Seguridad
paralas Actividades de Hidrocarburos. 22/08 /2007

El presente reglamento tiene por objeto, preservar la integridad y la salud del
personal que interviene en las actividades de hidrocarburos, asi como prevenir
accidentes y enfermedades, proteger a terceras personas de los eventuales
riesgos provenientes a las actividades de hidrocarburos, proteger las
instalaciones, equipos y otro bienes con el fin de garantizar la normalidad y
continuidad de las operaciones, las fuentes de trabajo y mejorara la

productividad y preservar el medio ambiente.

f. DECRETO SUPREMO 032-2004-EM Reglamento de las
actividades de exploracion y explotacion de actividades de
hidrocarburos 21 / 08 /2004

Este reglamento tiene por objeto normas las actividades de Exploracion y
Explotacion de Hidrocarburos en el ambito nacional, con el fin de obtener la
Recuperacion Maxima Eficiente de los Hidrocarburos de los Reservorios,
dentro de condiciones que permitan operar con seguridad y proteccion del
ambiente. El presente Reglamento es de aplicacion para los Contratistas,
guienes a su vez, son responsables del cumplimiento del mismo por parte de

sus Subcontratistas.
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g. DECRETO SUPREMO  012-2008-EM Reglamento de
Participacién Ciudadana para la realizacion de actividades de
Hidrocarburos 20/ 02/ 2008

La consulta es una forma de Participacion Ciudadana que tiene por objeto
determinar si los intereses de las poblaciones que habitan en el area de
influencia directa de un proyecto de Hidrocarburos podrian verse afectados, a
efectos de que antes de emprender o autorizar cualquier programa de
actividades, se conozca y analice las principales preocupaciones manifestadas
respecto a los posibles impactos sociales, econdémicos, ambientales y

culturales que podrian generarse a partir de su elaboracion y/o ejecucion.

Este proceso esta orientado a informar y recoger las medidas que objetiva y
técnicamente permitan evitar o mitigar posibles impactos ambientales y
sociales negativos, asi como identificar y recoger las iniciativas, sugerencias y
aportes para potenciar o maximizar los impactos sociales y ambientales

positivos del proyecto.

2.3. Marco conceptual.

2.3.1. Petréleo: es un combustible fésil que proviene de Ila
descomposicion de seres vivos enterrados hace millones de afios,
que se transformaron bajo condiciones adecuadas de presion y
temperatura. Los combustibles fosiles representan el 75% de las

energias no renovables.

2.3.2. Hidrocarburos: estan compuestos por alcanos de cadena lineal (n
— alcanos o n — parafinas), alcanos ramificados (en menor
cantidad), ciclo alcanos (o naftenos) y cantidades variables de
hidrocarburos arométicos. Estos se dividen en dos grupos de

compuestos, en hidrocarburos mono aromaticos y poli aromaticos
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2.3.3.

Petroleo crudo: es una mezcla de hidrocarburos con pequefias
cantidades de compuestos de azufre, oxigeno, nitrégeno y ciertos
metales como: vanadio, niquel, sodio y otros, que son
considerados como impurezas del petroleo, las que afectan su
calidad. Esta mezcla compleja de hidrocarburos (parafinas,
naftenos, asfalténicos y aromaticos) debe procesarse para
desarrollar productos de mayor valor agregado como el gas
licuado de petréleo (GLP), la gasolina, el diesel, disolventes, el
qgueroseno, el aceite residual y el asfalto..

2.3.4. Arométicos: es un compuesto presente en el crudo de petroleo,

2.3.5.

2.3.6.

esta fraccion esta compuesta por uno o varios anillos bencénicos
presentes en su estructura. De acuerdo a los anillos bencénicos,
pueden haber monoaromaticos (un anillo bencénico), diaromatico
(2 anillos bencénicos) y poliaromaticos (HAP’s con mas de dos

anillos bencénicos)

Parafinas voléatiles: estan presentes en un 30% del crudo de
petréleo, son n — alcanos e isoprenoides que son alcanos
ramificados, son la fraccion mas volatil del crudo de petrdleo y la
mas susceptibles a que genere pérdidas abidticas por su

volatilizacion.

Parafinas no volatiles: son n - alcanos e isoprenoides, los n —
alcanos tiene de cadenas de 11 a 40 carbonos, aunque se han
encontrado algunos con cadenas mas largar, y constituyen el 15y
20 % del crudo que no se puede degradar, mientras que los
isoprenoides tienen cadenas de 12 a 22 carbonos y son el 1 a 2
% del crudo, y pueden llegar hasta el 15 % de crudo degradado,
ademas los que tienen de 11 a 15 carbonos en su cadena son de

volatilidad intermedia.

40



2.3.7. DBO: demanda bioquimica de oxigeno, es la cantidad de oxigeno
disuelto (mg/l), necesaria para descomponer la materia organica
presente por la accion de los microorganismos aerdbicos
presentes en el agua. Normalmente se emplea la DBO5, que
mide el oxigeno consumido por los microorganismos en cinco
dias. Resulta el parametro de contaminacion organica mas

ampliamente empleado.

2.3.8. Fraccion saturada: n-alcanos, alcanos ramificados con cadenas

alquilicas, las ciclo parafinas o ciclo alcanos y los hopanos.

2.3.9. Fraccion aromatica: Hidrocarburos mono aromaticos diaromaticos

y aromaticos policiclicos (HAP)

2.3.10. Fraccion de resinas: Agregados de piridinas, quinolinas,

carbazoles, tiofenos, sulfoxidos y amidas.

2.3.11. Fraccion de asfaltenos: Agregados de HAP, acidos
nafténicos, sulfuros, acidos grasos, metalporfirinas, fenoles
polihidratados. Son menos abundante y consisten en compuestos
mas polares, pudiéndose encontrar hidrocarburos heterociclicos,

hidrocarburos oxigenados y agregados de alto peso molecular.

2.3.12. Naftenos: Esta familia esta compuesta por las
cicloparafinas o cicloalcanos. Los compuestos mas abundantes
de esta familia son los ciclopentanos alquilados
(fundamentalmente metilados), que pueden llegar a representar
un 31 % del crudo. Los compuestos mono Yy diciclicos
corresponden entre el 50 y 55 % de esta fraccion, los triciclicos al
20% vy los tetraciclicos al 25%. Esta familia engloba a los

hopanos.
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2.3.13. Oleofinas: Son alquenos, los cuales estdn poco presentes
en el crudo de petroleo, encontrandose en concentraciones
trazas. Adquieren importancia en los productos resultantes del
refinado, ya que se generan durante el proceso de cracking,

existiendo hasta un 30 % en gasolinas y un 1 & en fueles.

2.4. Marco teodrico.
2.4.1. El Suelo

2.4.1.1. Definicién

El suelo es el resultado de la descomposicion de la roca madre por factores
climaticos y la accion de los seres vivos, estando constituido por particulas
minerales de meteorizacién (arena, arcilla, etc.) materia organica, agua, aire y
organismos vivos, que interactian entre ellos en un equilibrio dindmico que
puede ser modificado por las caracteristicas intrinsecas de cada uno de ellos
(Bardgett, 2005).

Adicionalmente, también se le denomina al suelo como un sistema
estructurado, bioloégicamente activo, que tiende a desarrollarse en la superficie
de las tierras emergidas por la influencia de la intemperie de los seres vivos. Se
trata de un sistema formado por componentes minerales, componentes
organicos (humus y derivados, biomasa viva y muerta), gas (aire en el espacio
existente en los poros), y agua envolviendo particulas y el espacio capilar. El
suelo constituye la interfaz entre la tierra, el aire y el agua, lo que le confiere la
capacidad de desempefar tanto funciones naturales como de uso

antropogénicos.

Los suelos proporcionan soporte fisico y nutriente para el crecimiento de las
plantas y los microorganismos. Existe una gran variedad de microorganismos

(bacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoos) que casi siempre estan
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presentes en ellos, aunque las densidades de poblacion de las mismas varian
ampliamente. La superficie de los suelos constituye el lugar donde se producen
la mayoria de las reacciones bioguimicas pertenecientes al ciclo de la materia
organica, el nitrdgeno y otros minerales, a la meteorizacion de las rocas y a la

toma de nutrientes por parte de las plantas (Alexander, 1991).

Las propiedades fisicas y quimicas de los suelos influyen en gran manera
sobre la aireacion, la disponibilidad de nutrientes y la retencion de agua y, por
lo tanto, en la actividad bioldgica. Las propiedades mas importantes de las que
engloban estos grupos son el tamafio de particulas, la porosidad, la humedad,
estado de aireacion, composicion quimica, fraccion de arcilla, capacidad de
intercambio de cationes y fraccion organica. El tamafio de particula afecta a la
quimica afecta a la quimica de la superficie de los suelos y al tamafio de los
poros. La cantidad de poros depende de la textura, estructura y contenido de

materia organica del suelo.

El suelo se ha formado lentamente como consecuencia de la accién combinada
del clima, materia organica, paisaje, factores bibticos (vegetacién, fauna y
acciones antropicas) y el tiempo.

En un corte vertical del terreno, se puede distinguir diversas capas que se
llaman horizontes. Cada uno de ellos tiene caracteristicas y propiedades
diferentes en cuanto a color, estructura, textura, composicién quimica, biolégica
o mineraldgica. De forma descendente se distinguen (Griem W. & Griem-Klee
S)

Horizonte O: horizonte organico de un suelo mineral que hace referencia
al suelo de bosque.

Horizonte A: horizonte mineral oscurecido por aportes de materia
organica.

Horizonte B: horizonte mineral formado en el interior del suelo

Horizonte C: horizonte mineral, comparativamente poco afectado por

procesos edafogénicos, excepto meteorizacion o hidroformismo.
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Horizonte D: roca consolidada subyacente, que es demasiado dura para

romperla con la mano. Impide el paso de las raices.

A nivel hidroldgico, el suelo se define de manera descendente por lo siguiente:

Zona edafica: es la parte superficial del terreno que contiene las raices de
las plantas

Zona vadosa o0 no saturada: es el espacio comprendido entre el nivel
fredtico y la superficie, donde no todos los poros estan llenos de agua

Nivel freatico: es el lugar en el que se encuentra el agua subterranea y
separa la zona saturada de la no saturada. Este varia segun las circunstancias:
descendiendo en épocas secas cuando el acuifero no se recarga o lo hace a
un ritmo mas lento que su descarga y ascendiente en épocas humedas.

Zona saturada: esta situada por debajo del nivel freatico donde el agua
rellena completamente los poros de las rocas

Acuifero: terreno rocoso permeable bajo la superficie, en donde se

acumula y por donde circula el agua subterranea.

Figura N° 2: Horizontes del suelo Figura N° 3: Partes del suelo a nivel hidrolégico
’ i ,'U" n-"
Horizonie A _ 2 L Zona edifica

Zona no saturada

Nivel Freatico

Horizonte B

) Zona saturada

ACUIFERO

- J

Fuente: Raquel Alonso Riesco, 2012
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2.4.1.2. Composicion del suelo

La composicion de los suelos depende del tipo de roca que les da origen, del
tipo de organismos que se desarrollan en ellos y de sus condiciones climaticas
y topogréficas. Segun las proporciones de arenas (2-0,05 mm de didmetro),
limos (50-2 um de didmetro), arcillas (inferior a 2um de diametro) y materia
organica, principalmente humus y derivados, existe una gran variedad de tipos

de diferentes suelos.
La matriz de un suelo esta compuesta por cinco componentes principales:

- Minerales: los materiales minerales constituyen los principales
componentes estructurales de los suelos y suponen mas del 50% del volumen
total.

- Aire-agua: conjuntamente constituyen el volumen de poros, que, por lo
general, ocupa entre el 25% y 50% del volumen total. La proporcién aire — agua
varia considerablemente con la humedad del suelo.

- Organismos vivos: ocupan menos del 1% del volumen

- Materia orgénica: oscilan entre 3 y 6% del volumen, con valor medio.

Los componentes minerales y la materia organica se distribuyen en el espacio
generando una estructura porosa. Estos poros pueden contener agua o aire, de
manera que en el suelo existen tres fases sélida, liquida y gaseosa. El agua
contenida en estos poros contiene sales minerales y nutrientes, constituyendo
el medio en el cual se puede desarrollar la actividad metabdlica de los
microorganismos que lo colonizan. Las oscilaciones en el contenido de agua,
habituales en el suelo, pueden por lo tanto afectar dicha actividad. La materia
organica procede, fundamentalmente, de la vegetacion y por lo tanto podemos
encontrar concentraciones muy diferentes variando entre suelos muy ricos
(bosques) y pobres (desiertos) en materia organica. Su descomposicion forma
el humus bruto que aporta al suelo diferentes minerales y gases: amoniaco,

nitratos, fosfatos, etc; en su mayoria con un pH acido.
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En cuanto a la textura el suelo estd constituido por particulas de diferentes
tamafos. ElI término textura se usa para representar la composicidn
granulométrica del suelo. Conocer esta granulometria es esencial para
cualquier estudio. Para clasificar la textura del suelo basicamente todas
aceptan los términos de grava, arena, limo y arcilla, hay diferencia en los
valores de los limites establecidos para definir cada clase. Cada término
textural se corresponde co una determinada composicién cuantitativa de arena,
limo y arcilla (ver Figura N° 4). En los términos de textura se prescinde de los
contenidos de grava; se refieren a la fraccion del suelo que se estudia en el

laboratorio de andlisis de suelos y que se conoce como tierra fina.

Figura N° 4: Tridngulo de textura a partir del cual se obtienen los nombres de las clases de textura.

100, O

& 60 40
&3 Arcillosa
Q“: 2
f2]
50 50
3¢ Arcillo %
Arcillo limosa (@)
40 Arennsa 60
F Franca
/ r_E.’l'RC? arcillo
30 Franco arcilioag limosa 70

arcillo
Arenosa

Franca

Franco
limosa

Franco
arenosa

Limosa
Arenosa

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
% Arena

Fuente: Alexander, 1991.
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a. Fracciéon Mineral

El mineral predominante en un suelo es dioxido de silicio (SiO,). Igualmente se
encuentran en abundancia el aluminio y el hierro, mientras que el calcio,
magnesio, potasio, titanio, manganeso, nitrogeno, azufre, sodio y fosforo estan

presentes en menor cuantia (Alexander, 1991). La composicion quimica varia
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de un suelo a otro y, en un mismo suelo, a diferentes profundidades. Los
microorganismos obtienen parte de los nutrientes que necesitan de la fraccion
mineral del suelo, siendo dichos nutrientes nitrogeno, fésforo, potasio,
magnesio, azufre, hierro, calcio, manganeso, zinc, cobre y molibdeno. Sin
embargo los microorganismos pueden disponer con facilidad uUnicamente de
una pequefa parte de esos minerales, convirtiéndolos mas en una provision de

lento empleo, que en una fuente de rapido uso.

Los suelos se clasifican segun el tamafio de sus particulas6, teniendo en

cuenta tres componentes principales:

- Arcilla. Pasa por un tamiz de 0,002 mm (2um)

- Limo. Queda retenido en el tamiz de 0,002 mm pero pasa a través del
tamiz de 0,05 mm

- Arena. Queda retenida en el tamiz de 0,05mm aunque pasa a través del
de 2mm7.

El area especifica (area/volumen) de los diferentes tipos de particulas afecta
directamente las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo (ver Tabla
N° 2). La arcilla constituye el tipo de particula que mayor efecto produce sobre
las propiedades de un suelo, principalmente debido a la alta actividad
superficial que la caracteriza. La mayor parte de sus particulas son de
naturaleza coloidal, tienen una carga superficial negativa y de forma plan;
ademas, son buenos absorbentes de agua, iones y gases. Las particulas de
mayor tamafio, como la arena, no tienen el mismo nivel de actividad superficial.
Los principales efectos asociados a las particulas de arena estan relacionados
con el tamafo del poro del suelo y, por tanto, con el movimiento del aire y el
agua a través del mismo (las arenas no afectan en gran medida a las

propiedades quimicas y biolégicas del suelo).

*En general, la clasificacion segin tamafios esta basada en el andlisis granulométrico que proporciona el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)

7 Aquellas particulas que quedan retenidas en el tamiz de 2mm de paso se clasifican como grava o
piedra
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La presencia en un suelo de superficies que absorban con gran intensidad
determinadas clases de compuestos puede reducir la disponibilidad de
compuestos organicos para la biodegrabilidad. También afecta la disponibilidad
de nutrientes la capacidad de intercambio de cationes en el suelo de los
minerales arcillosos y los compuestos organicos que constan de zonas con
carga eléctrica superficial negativa8. El amonio, por ejemplo, que tiene carga
positiva, pasa a estar disponible en menor grado para su uso directo por
plantas y microorganismos y queda retenido en el suelo mas tiempo que los

nitratos, oxidandose y pasando a tener carga negativa.

Tabla 2. Clasificacién de las particulas de un suelo, utilizada a partir de 1936 en

Alemania, esta basada en una proposicién original de Kopecky

Material Caracteristica Tamafio mm
Piedra Mayor de 70 mm
Gruesa 30a70
Grava Media 5 a30
Fina 2ab5
Gruesa la?2
Arena Media 0.2a1l
Fina 0.1a0.2
Grueso 0,05a0.1
Polvo
Fino 0,02 a 0,05
) Grueso 0.006 a 0.02
Limo
Fino 0.002 a 0.006
Grueso 0.0006 a 0.002
Arcilla
Fino 0.0002 a 0.0006
Ultra-Arcilla 0.00002 a 0.0002

Fuente: Mecéanica de Suelos, Tomo 1, Von Terzaghi, 1998.

b. Materia Organica de un suelo

La fraccion del suelo esta compuesta por:

Residuos de plantas y animales

Células Microbianas

8 Atraen iones de carga positiva, tales como NH,", K, Na*, Ca®*y Mmg**
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Productos resultantes del metabolismo microbiano, el Humus. Es la materia
organica que ha sufrido varias degradaciones y transformaciones. Esta
compuesto en su mayor parte por sustancias polimerizadas: compuestos
aromaticos, polisacaridos, aminoacidos, polimeros del acido urénico vy
compuestos que contienen fésforo (Alexander, 1991).

Mucha de la materia organica de un suelo, en particular el humus, es
ligeramente salubre Gnicamente en agua y de alguna forma, resistente a la
biodegradacion. El material humico tiene propiedades coloidales y una carga
neta negativa; por lo tanto, la importancia que tiene en el proceso de formacion

de complejos organometalicos es considerable.

2.4.1.3. Tipos de suelos segun sus caracteristicas biolégicas

La arcilla y el humus son el asiento de la actividad del suelo; estos dos
constituyentes existen en el llamado estado coloidal. Las propiedades quimicas
y fisicas de los suelos son controladas, en gran parte, por dichos compuestos,
que actian como centros de actividad donde ocurren reacciones quimicas y

cambios nutritivos.
Por sus caracteristicas bioldgicas los suelos pueden ser:

Suelos mull o de humus elaborado: se caracterizan por tener una actividad
biolégica intensa, sobre todo de la fauna y microorganismos que se alojan en el
suelo y descomponen rapidamente la materia organica del mismo. Aparecen en
regiones de temperatura elevada y humedad mediana. El suelo esta bien

aireado. La roca madre suele ser calcitica y la vegetacion rica en nitrdgeno.

Suelos mor o de humus bruto: son suelos biolégicamente poco activos. La
vegetacion tiende a ser acidificante, pobre en nitrégeno, y la roca madre
silicica. La lentitud de los procesos de descomposicion favorece que se forme

un mantillo de materia organica mal descompuesta.
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Suelos moder: poseen un tipo de humus intermedio entre el mull y el mor. En
realidad se trata de la degradacion desde el bosque caducifolio a la pradera

alpina.

Suelos de turba: son suelos formados en condiciones anaerdbicas
permanentemente cubiertos de agua. La fauna y la flora se reduce a especies
microscopicas y pequefios hongos. La transformacion de la materia organica es
muy lenta, y se acumula en grandes cantidades. Las turbas pueden ser tanto
acidas como basicas. Segun las condiciones climaticas y topograficas los

suelos pueden variar de un tipo a otro.

Suelo permafrost o pergelisol: por falta de calor esta permanentemente
helado, lo que impide el desarrollo de la vegetacién. En un suelo permafrost
podemos diferenciar la zona helada de la capa de molisol, que se deshiela en

verano y se hiela en invierno

2.4.1.4. Estructuray Agregaciéon de un suelo

- Estructura de un suelo: la estructura de un suelo puede definir como la
disposicién y organizacion de las diferentes particulas del mismo. Dicha
estructura y organizacion de las diferentes particulas del mismo. Dicha
estructura constituye una propiedad cualitativa y depende de la porosidad
total de un volumen de suelo, de la forma de cada poro y de la distribucion
global de los tamafos de los poros. Como consecuencia, la estructura de
un suelo afecta en gran medida a las propiedades mecanicas de éste,
principalmente al movimiento de fluidos, incluidas la infiltracion, la retencién

de agua y la aireacion.

Aquellos suelos en los que las particulas estan sueltas y no adheridas entre si
(como los depdsitos no consolidados de polvo del desierto), se definen como
carentes de estructura o0 como poseedores de una estructura de grano simple.
En contraposicion, los suelos con particulas estrechamente unidas (como en

una arcilla seca), se definen como poseedores de una estructura en masa. Los
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suelos que poseen una estructura intermedia entre las dos anteriormente

descritas, se denominan como agregados (Hillel, 1982).

- Agregacion de un suelo: la agregacion de un suelo consiste en la
estabilizacion de la arena, limo y arcilla, mediante la formacién de
complejos de materia arcillosa — organica en agregados. En
comparacion con las particulas minerales, los agregados constituyen
unidades estructurales temporales, en los cuales, su estabilidad se ve
afectada en gran parte por la actividad microbiana, los cambios
climéticas y por las practicas agricolas (tales como la preparacion del

terreno para su sembrado).

La formacion de agregados es el resultado de los enlaces i6nicos originados
entre arcillas, que poseen una gran superficie neta negativa, y materia
organica, que también esta cargada negativamente para valores de pH neutro,
a través de los cationes polivalente presentes en el suelo. Los agregados
padecen una consolidacion posterior debido a fuerzas fisicas tales como
evaporacion, deshielo, el crecimiento de raices y la compactacién (Eweis et al.,
1999).

2.4.15. Gases de un suelo

Existe una relacion directa entre las cantidades de agua y aire contenidas en
un volumen de suelo, ya que el espacio de poros que no ocupe el gas lo ocupa
el agua. Los principales gases que conforman un suelo son, en esencia, los
mismos que se encuentran en la atmodsfera terrestre. El aire de la atmdsfera
estd compuesto, aproximadamente, por un 78,08% de nitrogeno (N;), un
20,94% de oxigeno (O2), un 0,035% de diéxido de carbono (CO;) y un 0,93%
de gases inertes como el argon y el neén. Sin embargo, las concentraciones
relativas de dichos gases en el suelo especificamente del 02 y del CO,
dependen de la aireacién del mismo de la actividad microbiana en todo el

perfil.
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En un suelo con buena aireacion la concentracion de O, puede oscilar entre el
18% y 20% y la concentracion del CO, puede alcanzar valores tan altos como
del 1% al 2%. En suelos con menor aireacion (como los suelos arcillosos con
un alto contenido en agua y una actividad microbiana considerables) el CO,
puede llegar a presentarse en una concentracion del 10%.

En cuanto a la actividad microbiana, el nivel de aireacion de un suelo no es tan
importante como las condiciones en el interior de los agregados. Aquellos
suelos que en general estan bien aireados pueden tener zonas microscopicas
anaerdbicas en el interior de las formaciones de agregados, las cuales
constituyen una explicacion relativa a la presencia de bacterias anaerdébicas,
tales como los clostridium, en las capas superiores de un suelo (Eweis et al.,
1999). Las bacterias aerobias al mismo tiempo que colonizan zonas
microscopicas, consumen todo el oxigeno alli almacenado, dando lugar a las
condiciones que las bacterias anaerobias necesitan para desarrollarse y
sobrevivir. Se calcula que la transicién de condiciones aerobias a anaerobias
tiene lugar para valores de la concentracion de oxigeno inferiores al 1% al
mismo tiempo se cree que manteniendo una aireacion adecuada del suelo, el
porcentaje del espacio de los poros ocupado por aire no disminuiria por debajo
de un 10% (Paul y Clark, 1989).

a. Difusion de gases
En el perfil de un suelo: la difusion de gases en el perfil de un suelo, como

describe la ley de Fick, es directamente proporcional al gradiente de

concentraciéon en dicho perfil:

dC
q=-D—

dZ (Ecuacion N° 1)
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Donde:

Q = flujo difusivo, glcm?®.s

D = coeficiente de difusién, cm?/s
C = concentracién del gas, g/cm®
Z = profundidad, cm

Los gases se mueven bien en la fase aire, esto es, a través de los poros
suponiendo que estan conectados entre si y en contacto con la atmdsfera, o en
fase liquida en forma disuelta. La solubilidad de los gases en agua depende de
varios factores, incluyendo el propio gas, la temperatura y las presiones
parciales de los gases en el espacio de poros (Eweis et al., 1999). Sin
embargo, la difusion de gases en agua es una diez mil veces mas lenta que en

el aire (ver Tabla N° 3).

Tabla N° 3: Constantes de difusién de los principales

Difusividad, cm?®/s Coeficientes
Gas ) adimensional de la ley de
Aire Agua
Henry*

CO, 0,161 0,177 x 10™ 1,07

(o) 0,205 0,180 x 10™ 30,7

N2 0,205 0,164 x 10™ 60,4
Fuente: Paul y Clark, 1989

*H = Cy/C,

2.4.1.6. Humedad de un suelo
Para darse una idea general de la importancia que tiene el agua para el suelo
es necesario resaltar que junto con sus sales disueltas, forma la llamada
solucion del suelo; ésta es esencial para abastecer de nutrimentos a las plantas

que en él se desarrollan.

La humedad del suelo influye significativamente en la actividad bioldgica,
puesto que un suministro adecuado de agua es esencial para el crecimiento y

la estabilidad microbianos. Un suelo con una humedad demasiado baja da

53



lugar a zonas secas y a una disminucion en la actividad microbiana; sin
embargo, demasiada humedad inhibe el intercambio de gases y el movimiento
de oxigeno a través del suelo y deriva en la aparicién de zonas anaerobias, lo
cual daria lugar a la eliminaciéon de las bacterias aerobias y el aumento de la

presencia de anaerobios o anaerobios facultativos.
El agua que se encuentra en un suelo se clasifica en tres tipos:

- Gravitacional: es el agua que esta disponible para los microorganismos y
las raices de las plantas. Esta juega un papel importante en el transporte

de contaminantes y otras materias.

- Capilar: es el agua que estd contenida en los poros; también esta

disponible para los microorganismos del suelo.

- Osmodtica: es el agua que esta retenida por las particulas de arcilla y el
humus y, opuesto a los otros tipos de agua, no es de fécil alcance para los

microorganismos y las raices de las plantas.

El contenido de agua en un suelo, en peso o volumen, es funcion de la presion
de succion o, como también se le conoce, el potencial de la matriz. Como
concepto, el potencial de la matriz constituye una medida de la tenacidad con la
que es agua es retenida en los poros o en la matriz de un suelo.
Principalmente, el agua es retenida en los poros por efecto capilar y por
adsorcion. En la practica, el potencial de la matriz es una medida de la succion
necesaria para que un determinado volumen de suelo contenga una cierta
cantidad de agua. La relacion entre el potencial de la matriz y la humedad del
suelo se representa graficamente mediante la curva caracteristica de la
humedad de un suelo, la cual es Unica para cada tipo de suelo. Segun los
diferentes tipos de suelo, cuanto mayor sea el contenido de arcilla de un suelo,
mayor sera su capacidad de retener agua y la variacion de la pendiente de la

curva caracteristicas suelo-agua sera mas gradual (Eweis et al., 1999).

En la bibliografia la presién de succién puede expresarse en bares (bar) y

algunas veces en atmoésferas (atm) o en megapascales (MPa), pero en el
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laboratorio normalmente se expresa en centimetros de succion de agua. La
altura de la columna de agua se traduce como medida de presion mediante la

Ecuacion N° 2.

P = pgh
(Ecuacion N° 2)
Donde:

P = presion, kg/m.s2

p = densidad de agua, km/m3

g = constante gravitacional, 9,81m/s2
h = altura de la columna de agua, m

Los tres tipos de agua anteriormente mencionados®, pueden ser eliminados de
la matriz de un suelo si se aumenta la presion de succion, como se ve en la
Tabla N° 4 se estima que la actividad microbiana Optima se obtiene para las
humedades correspondientes a 0,5 bares de presion de succion (Paul y Clark,
1989). A presiones de succion menores el suelo tiene demasiada humedad y
puede encharcarse, mientras que en presiones mayores el suelo esta

demasiado seco.

Tabla N° 4: Presion de succidn necesaria para eliminar agua en el suelo

Tipo de agua Presion de succién necesaria para eliminar todo el
agua
m Bares
Gravitacional 0-3 0-0,3
Capilar 3-150 0,3-15
Osmdtica 150 - 1500 15-150

Fuente: Paul y Clark, 1989

9 . . . s .
Gravitacional, capilar y osmdtica
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2.4.1.7. Sistemas de Clasificacion de Suelos

Los suelos son clasificados de acuerdo con su estructura y composicién en
ordenes, subdrdenes, grandes grupos, subgrupos, familias y series. Se ha visto
que las caracteristicas del suelo enormemente de un lugar a otro; se han
reconocido estas variaciones en los diferentes lugares y han establecido

distintos sistemas de clasificacion, ver Tabla N° 5.

Tabla N° 5: Clasificacion de Suelos y su Porcentaje en el Mundo

Tipo de Suelo % de superficie en
el mundo

Aridisoles 192
Inseptisoles 15.8
Alfisoles 14.7
Entisoles 12.5
Oxisoles 92
Molisoles 90
Ultisoles 85
Espodosoles 52
Vertisoles 51
Histosoles 08
Suelos diversos 58
Total 100

Fuente: Paul y Clark, 1989

Las diferencias que presentan los suelos se utilizan para clasificarlos en diez

ordenes principales:

- Ardisoles: son los suelos de climas aridos ya sean frios o célidos, que no
disponen durante largos periodos de agua suficiente para el crecimiento de
cultivos o pasturas polifiticas. La mayor parte del tiempo el agua presente
es retenida a gran tension, lo que la hace practicamente inutilizable para

las plantas o bien es agua salada. En general estos suelos se caracterizan
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por un horizonte superficial claro y pobre en materia organica (epipedén
ocrico) por debajo del cual puede aparecer una gran variedad de
caracteres morfologicos de acuerdo a las condiciones y a los materiales a

partir de los que se ha desarrollado.

Entisoles: en este orden estan incluidos los suelos que no evidencian o
tienen escaso desarrollo de horizontes pedogenéticos. La mayoria de ellos
solamente tiene un horizonte superficial claro, de poco espesor y

generalmente pobre en materia organica (epipedon oOcrico).

Inceptisoles: son suelos de regiones subhumedas y humedas que no han
alcanzado a desarrollar caracteres diagnoésticos de otros o6rdenes pero
poseen evidencias de desarrollo mayores que las de los Entisoles. Debe
interpretarselos como suelos inmaduros que tienen débil expresidon
morfologica de los suelos maduros. Muestran horizontes alterados que han
sufrido pérdida de bases, hierro y aluminio pero conservan reservas de

minerales meteorizables.

Alfisoles: son suelos que se desarrollan en climas que tienen periodos
aridos; por lo tanto, el perfil se presenta seco en parte del afio. El orden de
los alfisoles se caracteriza por presentar un horizonte subsuperficial de
enriguecimiento secundario de arcillas desarrollo en condiciones de acidez
o de alcalinidad sodida, y asociado con un horizonte superficial claro,

generalmente pobre en materia organica o de poco espesor.

Oxisoles: este orden de suelos son bien conocidos por su presencia en
selvas tropicales humedas, 15 a 25° norte y sur del ecuador terrestre. Los
oxisoles siempre tienen color rojo o amarillo, debido a la alta concentracion
de hierro (Ill) y 6xidos e hidroxidos de aluminio. Ademas contienen cuarzo y
arcilla caolinita, mas pequefas cantidades de otros minerales de arcilla y

de materia organica.

Molisoles: bésicamente son suelos negros o pardos que se han
desarrollado a partir de sedimentos minerales en climas templado hiumedo

a semiaridos, aunque también se presentan en regimenes frios y calidos
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con una cobertura vegetal integrada fundamentalmente por gramineas.
Otras propiedades que caracterizan a los molisoles son: la estructura
granular o migajosa moderada y fuerte que facilita el movimiento del agua y
aire; la dominancia del cati6on calcio en el complejo de intercambio
catiénico, que favorece la fluctuacion de los coloides. Los molisones son
utilizados por el hombre, en un alto porcentaje, para la produccion de

alimentos.

Ultisoles: se desarrollan en climas con superavit de precipitacion, pero con
una estacién parcialmente seca. Lo anterior los hace ser lixiviados y pobres
en bases. Fuerte desequilibrio entre la cantidad de bases liberadas por
meteorizacion y las bases removidas por lixiviacion. La agricultura es

imposible sin el uso de fertilizantes.

Espodosoles: son suelos desarrollados en climas humedos y frios, en
presencia de vegetacion de bosque. Existencia de un horizonte de
eluviacion, espodico, en el cual se acumulan sustancias amorfas, tanto

coloides organicos, como sesquiéxidos de aluminio.

Vertisoles: son suelos en donde hay un alto contenido de arcilla expansiva
conocida como montmorillonita que forma profundas grietas en las
estaciones secas, 0 en afios. Los vertisoles se forman tipicamente de rocas
altamente bésicas tales como basalto en climas estacionalmente humedos
0 sujetos a sequias erraticas y a inundacion. Dependiendo del material
parental y del clima pueden oscilar del gris o rojizo al mas familiar negro,
ademas son especialmente buenos para el cultivo del arroz debido a su

impermeabilidad cuando se saturan.

Histosoles: este orden comprende a los suelos organicos, que tienen su
origen en la produccion de materia organica en forma mas rapida que su
mineralizacion, lo que ocurre comunmente bajo condiciones de saturaciéon
con agua casi continua que restringe la circulacion del oxigeno a través del
suelo. La lentitud resultante en la descomposicion de la materia organica

permite su acumulacién. La mayoria tiene una densidad aparente baja (>
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de 1 gr/cm3). ComlUnmente estdn saturados con agua, tiene una

capacidad de retencién de humedad extremadamente alta.

- Andisoles: el material original lo constituyen fundamentalmente cenizas
volcanicas, son suelos de regiones con temperatura media anual
superiores a 0°. Se encuentran en areas onduladas o montafiosas de las
regiones humedas. Tienen una textura fina, aunque su contenido arcilloso
no pasa de 20 a 25%, pobre en arenas, estructura muy porosa Yy
permeabilidad elevada.

2.4.1.8. Causas y Efectos de la Contaminacion del Suelo

Un suelo contaminado es aquel cuyas caracteristicas han sido alteradas
negativamente por la presencia de compuestos quimicos de caracter peligroso
de origen antropogénica, en concentraciones que superan los estandares de
calidad ambiental y que conllevan a un riesgo inaceptable para la salud

humana o el medio ambiente.

Las causas de contaminacion del suelo son (Riesco, 2012):

- Almacenamiento incorrecto de productos y/o residuos de actividades
industriales

- Vertidos incontrolados de residuos

- Escombro industrial

- Bidones enterrados

- Accidentes en el transporte de material peligroso

- Fugas en tanques en operaciones

- Uso incorrecto de pesticidas y/o abonos

- Deposicion de contaminantes atmosféricos

Los efectos de contaminacién del suelo son (Riesco, 2012):

- Contaminacion de las aguas subterraneas
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- Sedimentacion en los rios
- Evaporacion de compuestos volatiles

- Peligros en excavaciones

2.4.1.9. Fuentes de Contaminacion por Hidrocarburos

La contaminacion por hidrocarburos se produce en forma frecuente y los
principales origenes de aparicion de hidrocarburos en el suelo-subsuelo son

por orden de importancia (Riesco, 2012):

- Fuga de depoésitos

- Vertidos accidentales

- Enterramiento de residuos que contienen hidrocarburos
- Lavado de maquinaria

- Riegos de caminos de tierra con residuos liquidos para evitar el polvo

2.4.1.10. Comportamiento del Hidrocarburo en el Subsuelo

Un derrame de hidrocarburos genera cambios progresivos de las propiedades
fisico-quimicas del suelo. Los procesos de intemperizacion o meteorizacion
ocurren cuando se inicia el derrame de crudo de petroleo, ademas se generan
los siguientes procesos: evaporacion, disolucién, dispersion, oxidacion,
emulsion, sedimentacion y biodegradacion.

La tasa de intemperizacion varia en funcion de las caracteristicas del producto

derramado y de las condiciones climaticas existentes en el lugar del derrame.

Los hidrocarburos tienen las siguientes variables denominadas degradabilidad,
comportamiento y la extension en el medio. Cuando el hidrocarburo es vertido
en la superficie, éste se propaga verticalmente hacia el nivel freatico y cuando
lo alcanza, se va diluyendo, desplazandose segun el flujo del agua, siendo que
la mayor parte de los hidrocarburos se acumulan directamente en el agua y
bajo la zona de fuga, ademas extendiéndose hacia la zona de menor velocidad
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de flujo. Lo siguiente es que los hidrocarburos se van diluyendo hasta alcanzar
la saturacion, valor por el cual el hidrocarburo deja de fluir, y asi el hidrocarburo

se desplaza rapidamente en el componente horizontal.

El derrame de crudo de petréleo en suelo puede percollar hasta los acuiferos,
de manera que parte del hidrocarburo percolado puede sufrir, durante su

movilizacion, los siguientes procesos:

- Evaporacion: los compuestos mas volatiles de los hidrocarburos son los
gue se evaporan, haciéndolo mas pesado, pasadas las 24 horas casi el
40% del hidrocarburo se ha evaporado. Estos porcentajes varian de
acuerdo al valor de la viscosidad de los hidrocarburos, por lo que este
proceso de evaporacién es muy transcendental en los derrames. La
evaporacion de los hidrocarburos es uno de los factores principales para
determinar el destino del derrame. Durante las primeras 24 horas la
evaporacion es responsable por la pérdida de hidrocarburos de tamafio Cg
a Cis.

- Disolucién: este proceso es de largo plazo y continda durante todo el
proceso de degradacién del hidrocarburo. Los compuestos mas ligeros son
los mas solubles, por lo tanto se convierten en los mas toxicos, por lo que
es importante calcular su concentracion para estimar los posibles efectos
toxicos.

- Oxidacion: la descomposicion del hidrocarburo se origina por la
combinacion del hidrocarburo con el oxigeno molecular. A mayor area
expuesta exista mayor serd la oxidacion y mayor la velocidad de
degradacion. La radiacion ultravioleta puede reducir diariamente 1% del
derrame, pero va a depender de la intensidad de la radiacién solar.

- Emulsificacion: es el procedimiento por el cual un liquido se dispersa en
sobre otro liquido en forma de pequefias gotitas, es decir que queda como

particulas en suspension.
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- Sedimentacion: este proceso se da cuando el hidrocarburo se
intemperiza, provocando un incremento de su densidad respecto al agua

circundante y por consiguiente se hunde.

Cuando los hidrocarburos vertidos logran alcanzar el nivel freatico, se debe
tener en cuenta que el nivel freatico puede tener oscilaciones muy amplias en
funcion del nivel de recarga del acuifero que puede ser bajo/alto, o en caso
existan bombeos, porque estas variables hacen subir y bajar a los

contaminantes a través del subsuelo.

Dependiendo si el hidrocarburo presenta una alta o baja densidad en las fases
en que se encuentra se le denomina Dense Noanqueous Phase Liquid
(DNALPSs) o Light Nonaqueous Phase Liquid (LNAPLs) y cada uno de ellos

presenta una evolucion diferente en el subsuelo.

- Los DNALPs o hidrocarburos pesados tienden a penetrar por la zona
saturada, venciendo las fuerzas de presion de los poros. Debido a la
diferencia de densidades y efectos de la capilaridad, el desplazamiento del
hidrocarburo dentro de la zona saturada se hace inestable por lo que la

migracion se produce en forma de ramificaciones (ver Figura N° 5)

Figura N° 5: Movimiento de hidrocarburos pesados (DNALPSs) en el subsuelo

Zonano saturada

Fase de vapor del
contanmunante

Fase disuelta del contaminante

Zona saturada

Fuente: Proyecto de Recuperacién de suelos contaminados por hidrocarburos, 2012
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- Los LNAPLs o hidrocarburos ligeros tienden a formar una capa en forma de
nata en el nivel freatico y se mueven horizontalmente en la direcciéon del
flujo del agua subterranea. Este es el caso de las gasolinas, aceites y

petréleo crudo (ver Figura N° 6)

Figura N° 6: Movimiento de hidrocarburos ligeros (LNAPLS) en el subsuelo

Deposito de
hidrocarburos

Superficie flotante del contaminante

Zona no saturada

Fase de vapor del
contaminante

Zona samurada

Fase disuelra

—— | 1[ T 10 111 ] |

L 1 r 1l 1 _r 1 x y —y
Fuente: Proyecto de Recuperacién de suelos contaminados por hidrocarburos, 2012.

2.4.2. El Petréleo

Etimolégicamente la palabra petréleo significa aceite de piedra, por su textura
similar a la del aceite y hallarse principalmente en yacimientos de roca
sedimentaria. Su color varia entre ambar y negro, en funcion de su

composicion.

El petréleo, asi como sus derivados, es un conjunto complejo de compuestos
guimicos (Henry, 1998), en el que coexisten fases solidas, liquidas y gaseosas.
En la literatura existen varias publicaciones acerca de la composicion del
petréleo (Postanogova, 1981; King, 1988; Henry, 1998), y a medida que se
mejoran las técnicas analiticas de separacion e identificacion, se consigue

identificar nuevos componentes. Estd compuesto basicamente por carbono e
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hidrogeno, y algunos hetero-atomos, principalmente nitrégeno, azufre vy
oxigeno (Alajbeg et al., 2000), formando hidrocarburos, moléculas altamente

reducidas y con un gran potencial quimico (Kenney et al. 2002).

El petréleo es el producto de la degradacién anaerdbica de materia organica,
durante largos periodos de tiempo y bajo condiciones de alta presion y
temperatura, que la convierte en gas natural, crudo y derivados del petréleo. El
petroleo crudo es una mezcla extremadamente compleja y variable de
compuestos organicos, donde la mayoria de ellos son hidrocarburos, que
varian en peso molecular desde el gas metano hasta los altos pesos
moleculares de alquitranes y bitimenes. Estos hidrocarburos pueden
presentarse en un amplio rango de estructuras moleculares: cadenas lineales y
ramificadas, anillos sencillos, condensados aroméaticos. Los dos grupos
principales de hidrocarburos aromaticos son los monociclicos, el benceno,
tolueno y xileno (BTEX) y los hidrocarburos policiclicos (HAP’s) tales como el

naftaleno, antraceno y fenantreno (Garcia, 2012).

La degradacion microbiana constituye el principal proceso de
descontaminacién natural (Prince, 1993). Este proceso se puede acelerar y/o
mejorar mediante la aplicacion de tecnologia de biorremediacion (Alexander,
1999). El crudo de petréleo se caracteriza por ser una matriz contaminante que
contiene una elevada diversidad de compuestos, por lo que es un sustrato ideal
para evaluar el potencial catabolico de cepas o consorcios microbianos de

interés en biorremediacion (Garcia, 2012).

2.4.2.1. Formacion

La formacion del petrdleo se basa en la transformacion en hidrocarburos de
restos organicos de plantas y animales principalmente por la accion de
bacterias anaerobias. Para que este proceso pueda llevarse a cabo son
necesarias altas temperaturas, una gran presion, que es ejercida por las capas
terrestres de sedimentos y, por supuesto, condiciones de anoxia.
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La variacion de estas condiciones determinara la composicion final del crudo
(Schenk et al., 1997; Langrock and Stein, 2004), aunque existan ciertas
discrepancias acerca de cual de estas variables es la mas importante, y
algunos autores sugieren que los mecanismos relacionados con la temperatura

son los mas determinantes (Paschoa, 1997).

A finales de siglo pasado aparecié en la comunidad cientifica cierto debate
acerca del posible origen abidtico del petrdleo, bajo condiciones muy concretas
como sistemas hidrotermales de algunas zonas de rifts oceénicos que alcanzan
temperaturas de entre 200 y 400 °C (Simoneit et al., 2004) y aunque el debate
sigue abierto (Zhang, 2008), mayoritariamente, la idea original del origen del
petroleo sigue siendo la mas aceptada (Ding et al., 2008; Grosjean et al.,
20009).

2.4.2.2. Produccién

A finales de 2006, las reservas probadas de petroleo a nivel mundial ascendian
a 168.600 millones de toneladas, de las cuales, el 75.5% se encuentran en los
11 paises pertenecientes a la Organizacion de Paises Exportadores de
Petréleo (OPEP). Si a esto le unimos las reservas de la antigua Unién
Soviética, el 85.9% del petrdleo cuya existencia es conocida se encuentra
localizado en estos pocos paises. El petréleo en crudo, tal y como se encuentra
en los yacimientos no tiene utilidad practica algunas. Es necesario realizar un

proceso de separacion en fraccion o refinado.

2.4.2.3. Aplicaciones

Los productos derivados del petréleo tienen gran variedad de usos aunque
principalmente sirven para el gasto energético de consumidores industriales y
privados. El 90% de los derivados del crudo se destina a combustibles. En este
sentido, se obtienen del refinado del petréleo, gasolinas de diferentes
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octanajes, gasoleos, para vehiculos y calefacciones, gases del petroleo, como
butano o propano, combustibles de aviones, con alto octanaje como el
querosene o fueldleos, que se usan en la industria o como combustibles de

buques.

Ademas del uso energético, los derivados del crudo se utilizan como aceites
lubricantes, asfaltos para carreteras o pistas deportivas, 0 como aditivos para
combustibles. Ademas algunos subproductos pueden ser utilizados en ceras,
plasticos, detergentes, fibras sintéticas o medicinas. También durante el
refinado del crudo pueden obtenerse grandes cantidades de azufre e

hidrégeno.

2.4.2.4. Importancia EconOmica

El petréleo es la fuente de energia principal de la sociedad actual. Pero es un
recurso no renovable, de que se dependera hasta la entrada en vigor de
nuevas fuentes energéticas, baratas, ecologicas y renovables. Su importancia
no ha dejado de crecer desde que se descubrieran sus primeras aplicaciones a
mediados del siglo XIX, incluso ha sido responsable de conflictos bélicos en

algunas zonas del mundo.

El petréleo es el sustento economico de los paises que son grandes
productores, y las fluctuaciones en el precio del crudo, influyen en gran medida

en la economia mundial.

2.4.2.5. Transporte
Geograficamente, podemos decir que el 61% de petréleo mundial se encuentra
en Oriente medio, que sin embargo consume tan solo el 7.2% del crudo

mundial. Sin embargo, América del Norte, que tal solo produce el 5.6% del

total, consume el 28.7%, mientras que Asia y las islas del Pacifico son el menor
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productos, con un 3.3%, y el maximo consumidor, ya que utiliza el 30%
(BP2008).

Segun estos datos, los pozos petroliferos se encuentran muy alejados de los
puntos de consumo, por lo que el transporte es un aspecto fundamental para la
industria del petrdleo, ya sea terrestre, a través de oleoductos o maritimo
usando grandes petroleros. De hecho, el transporte maritimo de petréleo
realizado durante 2002, corresponde el 40% del total de todos los productos
transportados por esta via (Fernandez-Alvarez et al., 2006).

Un accidente en cualquiera de estos dos métodos de transporte masivo de

crudo puede generar un desastre ecologico de grandes dimensiones.

2.4.2.6. Composicion del crudo de petréleo

a. Composicion General

El crudo de petroleo es la mezcla mas compleja de compuestos organicos que
se produce de forma natural en la tierra. Estudios recientes con espectrometria
de masas de ultra-alta-resolucién han permitido identificar mas de 1700

componentes quimicos distintos (Head et al., 2006).

El crudo de petréleo se caracteriza por ser un liquido negro, viscoso y con una
composiciéon quimica sumamente compleja, pudiendo contener un sin nimero
de compuestos basicamente de la familia de los hidrocarburos (Rosini, 1960).
En su composicion predominan los hidrocarburos (50-98%), que a su vez
constituyen uno de los principales grupos de contaminantes ambientales, tanto
por su abundancia como por su persistencia en distintos compartimientos
(Izquierdo, 2013).
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Tabla N° 6: Composiciéon elemental tipica de un crudo de petréleo

P . Composicion elemental de un crudo de
orcentaje .
petroleo
84 -87% C
11 - 14% H
0—-8% S
0-4% O, N, metales como el niquel y el vanadio

Fuente (Howe-Grant, 1996).

Los hidrocarburos hacen parte de la familia predominante de compuestos*®, por
lo que constituyen uno de los grupos de contaminantes ambientales mas
importantes, tanto por su abundancia, como por sus persistencia en distintos

compartimientos ambientales (Casellas et al., 1995).

En su mayoria son alcanos de cadena lineal (n — alcanos o n — parafinas),
alcanos ramificados (en menor cantidad), ciclo alcanos (o naftenos) y
cantidades variables de hidrocarburos aromaticos (Fernandez et al., 1992). La
composicion elemental de un crudo esté condicionada por la predominancia de
los compuestos tipo hidrocarburos: 84 a 87% de carbono (C), 11 a 14% de
hidrogeno (H), de 0 a 8% de azufre (S), y de 0 a 4% de oxigeno (O) y nitrégeno
(N) y metales como el niquel y el vanadio (Clark y Brown 1977; Howe-Grant,
1996). Los principales componentes se subdividen y purifican en distintas

fracciones:

e Fraccion saturada: n-alcanos, alcanos ramificados con cadenas
alquilicas, las ciclo parafinas o ciclo alcanos y los hopanos (Garcia,
2012).

e Fracciéon aromética: hidrocarburos mono aromaticos, diaromatico y
aromaticos policiclicos (HAP) (Garcia 2012).

e Fraccion de resinas: agregados de piridinas, quinolinas, carbazoles,

tiofenos, sulféxidos y amidas (Garcia, 2012).

% Un 50 a 98% de la composicion
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e Fraccion de asfaltenos: agregados de HAP, &cidos nafténicos,
sulfuros, &cidos grasos, metaloporfirinas, fenoles polihidratados. Son
menos abundantes y consisten en compuestos mas polares, pudiéndose
encontrar hidrocarburos heterociclicos, hidrocarburos oxigenados y
agregados de alto peso molecular (Speight, 1991).

b. Composicion por familiar de hidrocarburos

El estudio mas detallado de los hidrocarburos de un crudo de petréleo agrupa

estos compuestos en las siguientes familias:

Parafinas volatiles: representan hasta un 30% del crudo de petréleo. Son n-
alcanos e isoprenoides (alcanos ramificados) de un tamafio C1 a C10. Es la
fraccion mas volatil del crudo y por lo tanto la mas susceptible de pérdidas
abidticas por volatilizacién. La fraccion gas natural contiene, principalmente C1
a Cb5. Los isoprenoides volatiles, estan representados principalmente por el
isobutano e isopentano. Los isoprenoides volatiles también pueden llegas hasta
C10 (2,6 dimetil octano) (Howe-Grant, 1996).

Parafinas no volatiles: se definen como aquellos n — alcanos e isoprenoides
entre C11 a C40. Los n — alcanos oscilan entre C11 a C40, aunque se han
descrito cadenas largas y pueden constituir entre el 15 y 20% de crudos no
degradados; mientras que los isoprenoides varian de C12 a C22 y constituyen
entre 1-2% del crudo, llegando a 15% en crudos degradados. Los componentes
entre C11 y C15 son de volatilidad intermedia (Garcia, 2012).

e Naftenos: esta familia esta compuesta por las cicloparafinas o
cicloalcanos. Los compuestos mas abundantes de esta familia son los
ciclopentanos alquilados (fundamentalmente metilados), que pueden
llegar a representar un 31% del crudo. Los compuestos mono y

dicicilicos corresponden entre el 50 y 55% de esta fraccion, los triciclicos
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al 20% vy los tetraciclicos al 25%. Esta familia engloba a los hopanos.
(Garcia, 2012)

Oleofinas: son aquellos, los cuales estan poco presenten en el crudo de
petréleo, encontrdndose en concentraciones trazas. Adquieren
importancia en los productos resultantes del refinado, ya que se generan
durante el proceso de cracking, existiendo un 30% en gasolinas y un 1%
en fueles (Garcia, 2012)

Aromaticos: el crudo de petroleo contiene una mezcla muy compleja de
hidrocarburos aromaticos. Esta fraccion la componen moléculas que
contienen uno o varios anillos bencénicos en su estructura. Asi se
encuentran hidrocarburos monoaromaticos (un anillo bencénico),
diaromaticos (2 anillos bencénicos) y poliaromaticos (HAP’s, con mas de

dos anillos bencénicos) (Garcia, 2012).

Figura N° 7: Estructuras quimicas de diferentes compuestos mayoritarios del

petréleo
ALIFATICOS AROMATICOS RESINAS ASFALTENOS
n-alcanos Monoaromaticos Mondmeros de : Mokculas de elevado
peso molkecular
@ Piridinas
Isoprenoides Poliarométicos \(;// - 1
)\W IQ O; QUin()Iinas s_(;:f Q;"_(,( /}_/v
Cicloparafinas AN N N4 NN
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Sulféoxidos
Amidas

Fuente: Howe — Grant 1996
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v' Hidrocarburos mono aromaticos: se encuentran el benceno y sus
alquilados (mono alquilados como el tolueno y di alquilados como los
xilenos), formando la familia de los BTEX (benceno, tolueno, etil
benceno y xileno) de gran importancia ambiental debido a su volatilidad
y toxicidad (Garcia, 2012).

v Hidrocarburos poli aromaticos: entre los hidrocarburos di aromaticos,
encontramos el naftaleno y sus alquilados (mono, di, tri y tetra metil
naftalenos). Constituyen la familia mayoritaria de hidrocarburos
arométicos presentes en un crudo (Garcia, 2012).

Entre los hidrocarburos poli aromaticos de tres anillos, encontramos el
fenantreno, antraceno, fluoreno, y sus derivados alquilados. El fenantreno y los
metilfenantrenos, representan los componentes mayoritarios de los

triaromaticos.

Entre los hidrocarburos poli arométicos de mas de tres anillos, encontramos el
fluoranteno (3 anillos bencénicos y uno no bencénico), pireno y criseno (4
anillos aromaticos), pireno y benzo(a) pireno (5 anillos aromaticos) y coroneno
(un HAP pericondensado con 6 anillos). Resinas y asfaltenos. Se trata de
mezclas complejas, integradas por nucleos policiclicos o naftenoaromaticos.
Contienen cadenas hidrocarbonadas con heteroatomos de oxigeno, nitrégeno y
azufre (componentes NOS del petr6leo) y a veces estdn asociadas con
pequefias concentraciones de metales como el vanadio y el niquel. Constituyen
entre un 10% en crudos poco degradados o ligeros, hasta un 60% en crudos
muy degradados. Es la fraccidbn que presenta una mayor de recalcitrancia de
un crudo de petroleo. Se trata de agregados de piridinas, quinolinas,
carbazoles, tiofenos, sulfoxidos, amidas, HAP, sulfuros, acidos nafténicos,

acidos grasos, metaloporfirinas y fenoles polihidratados (Howe — Grant, 1996).
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c. Composicion del crudo segun el origen

La composicion de un crudo varia segun su localizacion (Muller, 1987).
Habitualmente, todos los crudos de petroleo (no degradados) contienen
alcanos de cadena lineal y ramificada, de C1 a C40 aproximadamente, ciclo
alcanos o naftenos e hidrocarburos aromaticos. Las fracciones de punto de
ebullicion menor, estan formadas por alcanos en todos los casos, mientras que
la composicion de las fracciones superiores varia segun la fuente del petrdleo.
Se denomina crudo parafinico o ligero cuando el crudo contiene una elevada
proporcion de parafinas (n — alcanos y alcanos ramificados), y asféltico o
pesado si predominan naftenos (cicloalcanos), alcanos de cadena larga (C30 a
C45) y HAP’s (Howe — Grant, 1996). Segun el origen se tienen crudos
parafinico o asfélticos (ver Tabla N° 7):

Tabla N° 7: Tipo de crudo segln el pozo de origen.

Pozo de Origen Tipo de Crudo

Pennsylvania Parafinico
Iran Parafinico
Irak Parafinico
Rumania Parafinico
Méjico Parafinico
Baku Asfaltico

Venezuela Asféltico

Texas Intermedio
Oklahoma Intermedio

Fuente: Howe — Grant, 1996.

2.4.2.7. Clasificacion del crudo segun gravedad API

La gravedad APl es una unidad implementada por el “American Petroleum
Institute” en 1921. Basicamente creada para clasificar liquidos menos densos

que el agua en una escala relacionada con la gravedad especifica de dicho
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fluido (Garcia, 2012). Las propiedades tienen una gran importancia ya que

influyen en el comportamiento de los hidrocarburos sobre la superficie del mar

y en su velocidad de disipacion mediante procesos naturales:

Densidad relativa (gravedad especifica): la densidad condiciona la
flotabilidad de los hidrocarburos en el agua e influye en los procesos de
su propagacion y dispersiéon natural. La densidad de los hidrocarburos
puede expresarse de dos formas; en unidades de masa por unidad de
volumen (kg/m3 ) (la densidad relativa es la medida de la densidad del
hidrocarburos con relacién al agua dulce, cuya densidad es 1 kg/m3) o
bien en funcion de la densidad API de acuerdo con la siguiente férmula:

141.5

APl =
Gravedad Especifica del Fluido

— 1315
(Ecuacion N° 3)

Como se ve en la ecuacion, los petrdleos con menores gravedades especificas

(mas livianos), tendran mayores valores API. En lineas generales los petrdleos

con gravedades API entre 40 y 45 tienen mas altos precios en el mercado. El

petroleo se clasifica como liviano, mediano o pesado de acuerdo a su gravedad

API:

Petréleo liviano: es el que tiene una gravedad APl mayor que 31.1° APL.
Petrdleo mediano: esta definido por una gravedad API entre 22.3° APl y
31.1° APIL.

Crudos pesados: se caracterizan por tener gravedades API por debajo
de 22.3° API.

Crudos extra pesados o bitumen: se caracterizan por tener gravedades
API menores de 10 API.

Estas clasificaciones pueden variar por regiones, especialmente en el caso de

crudos pesados y extra pesados (bitumen). El bitumen se hunde en el agua

mientras que el petrdleo flota. Por regla general, los hidrocarburos que tienen
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una baja densidad (alta densidad API) suelen tener viscosidades bajas y

contienen una gran proporcion de componentes volatiles (OMI, 2005).

2.4.2.8. Componentes del Petroleo

Los hidrocarburos de petréleo son de variadas estructuras, que pueden ir
desde los alcanos alifaticos saturados simples a compuestos aromaticos
policiclicos complejos (ver Figura N° 8) (Lindley, 1992). Los compuestos del
petroleo que pueden ser separados mediante cromatografia de adsorcion se
dividen en cuatro fracciones: saturados, aromaticos, asfaltenos y resinas

(Harayama et al., 1999).

Figura N° 8: Ejemplos de estructuras de (a) un hidrocarburo alifatico, (b) un carbono
aromatico y (c) una molécula de asfaltenos

@ CH,-(CH,),,-CH, ©

Straight chain alkanes
(Hexadecane)

Aromatic
(Benzene) Asphaltene

Fuente: Reproducido desde Mullins et al., 2007

a. Hidrocarburos Saturados

Los hidrocarburos saturados son aquellos que no poseen dobles enlaces (ver
Figura N° 9) y se componen de hidrocarburos alifaticos y son clasificados de
acuerdo a su estructura quimica en grupos incluyendo alcanos (parafinas) y
cicloalcanos (naftenos) (Sheppard, 2013). Los alcanos se pueden dividir a su
vez en ramificados o no ramificados en funcién de su estructura quimica lineal.

Estan definidos por la formula general CyHzn:2 (Harayama et al., 1999). Los
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alcanos son los principales constituyentes de los hidrocarburos del petroleo
(Margesin and Schinner, 2001).

Los componentes saturados de petrdleo crudo, particularmente los n-alcanos
de longitudes intermedias (Ci1o-C20) se biodegradan mas facilmente en el
suelo, en lodos, sedimentos y ambientes marinos (Lindley, 1992; Salanitro et
al., 1997b; Yuste et al., 2000). Aquellos de longitudes de cadena mas largas
(C20-C40) son sélidos hidrofobos y son por lo tanto son dificiles de degradar
debido a su baja solubilidad acuosa, biodisponibilidad y estructura (Yuste et al.,
2000). Por lo tanto, estos compuestos de alto peso molecular son productos
finales que a menudo denominados compuestos recalcitrantes no responden

bien a los tratamientos de rehabilitacion (Trindade et al., 2005)

Figura N° 9: Ejemplos de hidrocarburos saturados que forman parte de la mezcla de
hidrocarburos del petroleo (hidrocarburos lineales y ramificados)

CH3

HaC CH3
Pentadecano 7Yy
h /
./
H 3C

HaC Ciclopentano
CHg

CH 1,3-dimetilciclohexano

Fitano

Triacontano

Fuente: Shepard, 2013

b. Hidrocarburos Arométicos

Los hidrocarburos aromaticos son aquellos que poseen uno o mas anillos
arométicos, y pueden estar sustituidos, o no, por radicales alquilo (ver Figura
N° 10) (Largo Pereda, 2008). Los Hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAP’s)
son de gran preocupacion debido a su persistencia, mutagenicidad y toxicidad
(Dyksterhouse et al., 1995). Como resultado de su pobre solubilidad en agua y
de su naturaleza hidr6foba, se adhieren fuertemente a particulas materiales y

en los ambientes marinos se depositan en el fondo marino y se acumulan
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dentro del sedimento marino (Sheppard, 2013). El petréleo incluye compuestos
que poseen de uno a cinco anillos aromaticos. Estos compuestos son mas
estables que los ciclo alcanos, debido a la comparticion de sus electrones

deslocalizados por los enlaces 11 (Eweis et al., 1999).

El benceno es el mas simple, y junto al tolueno el Etilbenceno y los tres xilenos
son conocidos como BTEX, un conjunto de compuestos relativamente solubles
en agua, y por lo tanto son de los mas méviles de la gasolina. Ademas poseen
un potencial contaminante elevado, especialmente el benceno que es
cancerigeno (Eweis et al., 1999), y por ello se suelen usar como indicadores de

contaminacion.

Los hidrocarburos con varios anillos aromaticos o poliarométicos (PAH), como
el antraceno y fenantreno, son productos de diversas operaciones industriales
a altas temperaturas como el refinado del petrdleo. Son en general poco
solubles en agua y poco volatiles, y los incrementos en la masa molecular y el

namero de anillos, decrece aun mas la volatilidad y solubilidad.

Figura N° 10: Ejemplos de hidrocarburos presentes en la fraccion aromatica del petréleo

Benceno Antraceno 7
Fenantreno
CH, CH, CH,
GHB
CH 3
CH3
p-xileno m-xileno o-xileno

Fuente: Eweis et al., 1999
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c. Resinas y Asfaltenos

Los asfaltenos (fenoles, acidos grasos, cetonas, ésteres y porfirinas) y resinas
(piridinas, quinolinas, carbazoles, sulfoxidos, y amidas) constituyen
aproximadamente el 10 % de la composicion de crudo de petréleo y su
presencia puede ser un problema en la produccién y refinacion de crudo de
petréleo (Gaspar et al., 2012; Leyva et al., 2013). La fracciéon del crudo
conocida como resinas y asfaltenos, a diferencia de las anteriores, contiene
compuestos polares no hidrocarbonados (Harayama et al., 1999). Son
compuestos en general de alto peso molecular que ademas de carbono e
hidrégeno, contienen trazas de oxigeno, nitrégeno y azufre (ver Figura N° 11).
Su estructura puede incluir ramificaciones policiclicas arométicas, incluso en
ocasiones forman complejos con metales pesados como niquel y vanadio. Son
compuestos recalcitrantes, debido a su insolubilidad y poseen grupos
funcionales que les protegen de ataques microbianos, como las estructuras de

anillos aromaticos (Eweis et al., 1999).

Para diferenciar entre resinas y asfaltenos se utiliza el parametro de solubilidad
en disolventes similares a n-heptano. Los asfaltenos son insolubles, mientras
gue las resinas, son compuestos que se disuelven en este tipo de disolventes

(Harayama et al., 1999).

Los estudios han demostrado que las resinas y asfaltenos pueden ser alterados
por la biodegradacién microbiana, a pesar de que se consideran como
recalcitrantes al ataque microbiano (Liao et al., 2009). Estos cambios quimicos
e isotopicos han sido asociados con la biodegradacion anaerobica, lo cual es

l6gico ya que el proceso primario se da en reservorios profundos.
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Figura N° 11: Ejemplos de Asfaltenos (izquierda) y resinas (derecha)

I | o

/\> Benzofurano
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> Pirrol
Asfalteno

Fuente: Eweis et al., 1999.

2.4.2.9. Propiedades de los hidrocarburos, fuente OMI 2005:

Punto de ebullicion y gama de ebullicion: la velocidad a la que se
evaporan los hidrocarburos depende de su punto de ebullicion inicial y su
gama de ebullicion. Cuando menores sean estos valores, la evaporacion se
produciran con mas rapidez.

Viscosidad: la viscosidad de los hidrocarburos es un indicio de su
resistencia a fluir. Los hidrocarburos que poseen una viscosidad baja
resultan sumamente moviles. Los distintos grados de viscosidad
disminuyen conforme aumenta la temperatura; de este modo, la
temperatura que tenga el agua del mar y la absorcion del calor del solo
afectaran a la viscosidad aparente de los hidrocarburos derramados.

Punto de fluencia: el punto de fluencia de los hidrocarburos es la
temperatura por debajo de la cual los hidrocarburos no fluyen. Este efecto
es el resultado de la formacion de una estructura interna microcristalina. Si
la temperatura ambiente se encuentra por debajo del punto de fluencia, los
hidrocarburos se comportaran como solidos.

Punto de inflamacion: el punto de inflamacion es la temperatura minima a

la que existe suficiente vapor sobre los hidrocarburos derramados como
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para formar una mezcla inflamable. Muchos hidrocarburos que acaban de
ser derramados se pueden prender con facilidad hasta que los
componentes mas volatiles se hayan evaporado y dispersado en la
atmosfera.

Dispersion natural: La velocidad de la dispersion natural, junto con la
evaporacion, determina en gran parte la persistencia de los hidrocarburos
sobre la superficie del mar. La dispersion natural reduce el volumen de los
hidrocarburos existentes en la superficie del mar asi como la pérdida por
evaporacion pero no produce cambios en las propiedades fisico-quimicas
del material derramado, como si lo hace la evaporacion. La mayor parte de
las pequefias manchas de hidrocarburos mas ligeros desapareceran del
mar en pocas horas por este proceso de dispersion natural, siempre que
haya una accion suficiente de las olas.

Evaporacién: el proceso mas importante que elimina los hidrocarburos de
la superficie del agua es la evaporacién. La velocidad y la magnitud de la
evaporacion dependen principalmente de la proporciéon de fracciones con
un bajo punto de ebullicibn que se encuentren en los hidrocarburos. Las
velocidades de evaporacion dependen también de la propagacion inicial de
los hidrocarburos ya que cuanto mayor sea la superficie, con mas rapidez

se evaporaran los componentes ligeros.

2.4.2.10. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS)

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos, conocidos como HAP o PAH, por sus

siglas en inglés, constituyen una familia ampliamente distribuida en el medio

ambiente (Cabal, 2009). Son compuestos organicos formados al menos por

dos anillos fusionados de benceno, los cuales difieren en el nGmero y posicion

del anillo aromaticos (Cabal, 2009). Se consideran compuestos organicos

persistentes, porque pueden permanecer en el medio ambiente durante largos

periodos de tiempo sin alterar sus propiedades toxicas (Cabal, 2009). Las

propiedades semivolatiles'* de los HAP les otorgan gran movilidad, facilitando

11 . Za: . . ;.
Semivolatiles: pueden presentarse en fase vapor o ser adsorbidos por las particulas atmosféricas
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asi su transporte a grandes distancias antes de depositarse (Cabal, 2009). La
combinacion de dichas caracteristicas resulta extremadamente peligrosa. Por
ejemplo, su persistencia y movilidad hace que se les encuentra practicamente
en cualquier lugar del planeta, incluso donde no han sido utilizados (Cabal,
20009).

Los HAP son compuestos no polares o muy débilmente polares, que tienen
afinidad por las fases organicas hidrofébicas, presentando una baja solubilidad
en agua (Cabal, 2009). A pesar de ser muy liposolubles tienden a
bioconcentrarse; a medida que los organismos que se encuentran en la base
de la cadena alimentaria consumen HAP, estas sustancias se absorben y se
almacenen en el tejido graso (Cabal, 2009). Como no se excretan con rapidez,

el consumo continuo produce con el tiempo su bioacumulacion (Cabal, 2009).

A pesar de estar presentes en el medio ambiente en pequeias
concentraciones, los HAP presentan efectos muy nocivos para la salud, ya que
se les considera agentes potencialmente carcindbgenos, mutagénicos Yy
teratogénicos (Cabal, 2009). La Agencia de Proteccion al Ambiente de Estados
Unidos (US-EPA), la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Unidn
Europea (UE), han declarado 16 de estos hidrocarburos aromaticos policiclicos
incluyen: naftaleno, acenafteno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indenol(1,2,3-c,d)pireno,
benzo(g,h,i)perileno y dibenzo(a,h)antraceno ( ver Figura N° 12) (Cabal, 2009).
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Figura N° 12: Lista de los dieciséis hidrocarburos aromaticos policiclicos por la EPA,

OMS y UE como contaminantes primarios
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La mayoria de los HAP que se encuentran en el agua son de origen pirogénico
(Blumer, 1976; Sues, 1976; Hites, 1977; NRC, 1985; WU, 2001). En general,
los HAP de origen petrogénico aparecen asociados a focos locales o puntuales,
como refinerias o industrias petroliferas, mientras que los de origen pirogénico

se localizan en una escala geogréafica mas amplia.

La fuente mas importante de HAP es la combustion incompleta de cualquier
material organico que contenga carbono e hidrogeno (Neff, 1979). Los HAP
pueden sintetizarse a partir de los hidrocarburos saturados bajo condiciones
deficientes de oxigeno (Cabal, 2009). Esto sucede a temperaturas que excedan
aproximadamente los 500 °C, a las cuales se rompen los enlaces carbono-
hidrégeno y carbono-carbono, para formar moléculas mas pequefias vy
radicales libres (Cabal, 2009).

La tendencia de los hidrocarburos a formar HAP por pirosintesis varia en el

orden: aromaticos> cicloolefinas> olefinas> parafinas (Cabal, 2009). Los
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compuestos insaturados son especialmente susceptibles a las reacciones de

adicion involucradas en la formacion de HAP (Cabal, 2009).

Figura N° 13: Pirosintesis de HAP a partir de etano
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El comportamiento ambiental de los HAP’s esta determinado por varios
aspectos, como su peso molecular, su configuracién estructural, el grado de
solubilidad, numero de anillos aromaticos, volatilidad y su coeficiente
octanol/agua (log Kow) (Harmsen, 2004). Los HAP’s de bajo peso molecular (2
y 3 anillos) son mas facilmente degradables debido a su naturaleza semivolatil
y mayor solubilidad (Wild et al. 1995). Por su parte los HAP’s de elevado peso
molecular (4 o mas anillos) presentan una baja solubilidad en agua y se
encuentran en suelo asociados principalmente a la materia organica, lo que

limita notablemente su biodegradacion (Howsam et al., 1998).

2.4.2.11. Efecto de los Hidrocarburos

a. Efectos ecolégicos

Las investigaciones realizadas durante los afios 70 y 80 trajeron como

resultado un considerable aumento de la concienciacién y el conocimiento de
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los efectos que tienen los hidrocarburos (OMI, 2005). A éstas se le siguieron
sumando investigaciones en curso y, mas recientemente, en los afios 90, han
sido corroboradas por exhaustivos estudios realizados tras haberse producido
casos importantes de contaminacion por hidrocarburos (OMI 2005). Los efectos
de una situacion concreta en la que se haya producido un derrame dependeran
de muchos factores, entre éstos se incluyen el volumen de hidrocarburos
derramados, caracteristicas fisico-quimicas y toxicélogas (particulas que
determinan la capacidad que tengan los hidrocarburos para persistir en el
entorno) y su condicion (como mancha que posee flotabilidad o como mancha
dispersa en columna de agua); las condiciones locales en el momento del
derrames (por ejemplo, temperatura o viento); la época del afio; la presencia de
estructuras o recursos en la trayectoria del derrames; y el emplazamiento del
derrames en relacibn con la naturaleza y la mezcla de sedimentos, la
topografia del fondo marino y la geomorfologia de la costa (OMI, 2005).

El valor final que se le adjudique a los diferentes efectos dependera de las
circunstancias que rodeen a un derrame concreto (OMI, 2005). Desde un
principio se debe distinguir entre los efectos de los hidrocarburos derramados
propiamente dichos y los efectos de las medidas de limpieza (OMI, 2005). Los
tipos principales de medidas correctoras (control y recuperacion) implican
medios manuales, mecéanicos y quimicos, en algunos casos, las medidas

correctoras pueden tener por si mismas consecuencias negativas (OMI, 2005).

b. Efecto de uso de Dispersantes

Debido a la creciente preocupacion publica sobre los efectos de los derrames
de petroleo (tanto efectos agudos y crénicos) en el ecosistema acuatico y
terrestre, en los ultimos 50 afios se han desarrollado varias técnicas de lucha
contra derrames de hidrocarburos (Karam, 2011).

Dispersantes quimicos han ganado una amplia aprobacién como una técnica
potencialmente eficaz y beneficiosa como estrategia de respuesta frente a
derrames de petréleo. La Organizacion Regional para la proteccién del medio
marino (ROPME siglas en inglés) ha preparado un programa de respuesta para
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derrame de petréleo en caso de una liberacion accidental de petréleo en el
Golfo Pérsico para minimizar la amenaza frente a las plantas, animales
acuaticos y a los recursos marinos (CNEXO, 1981; Kocan et al., 1996; Marty et
al., 1997).

Los dispersantes son formulas quimicas que consisten en componentes
individuales, llamados tensioactivos (Karam, 2011). Los tensioactivos son unos
compuestos quimicos especificos que poseen dos grupos distintivos llamados
oleofilicos e hidrofilicos (Karam, 2011).

La funcion principal de estos productos quimicos es reducir la tension entre el
crudo y el agua o el suelo, y ayuda en la formacion de gotitas diminutos o
micelas de tensioactivos (aceite mezclado) que se mueven y se dispersan en la
columna de agua, este movimiento facilita aun mas la biodegradacion y
dispersion (Karam, 2011). Por ultimo, el tamafio de las gotitas de crudo se
reducira; y se dispersaran lo que conducira a su vez a un aumento de la

superficie que mejorara la biodegradacion del petréleo (ROPME, 1998).

2.4.2.12. Formas de contaminacion por la operacion petrolera

a. Operacion Sismica

La sismica es una técnica que tiene como proposito realizar estudios de la
estructura de la Tierra, y en este caso puntual, donde se lanzan burbujas de
aire que producen un sonido y que penetra en las capas de la Tierra. Cada
capa, dependiendo de su composicion y estructura, hace que este sonido
rebote de forma diferente. Las ondas que rebotan son registradas y procesadas
por un computador que al final produce una imagen de la estructura de la roca

madre.

La Prospeccion sismica consiste en emitir ondas de sonido, con la finalidad de
ubicar posibles depésitos de hidrocarburos. Las ondas que rebotan son
captadas por la embarcacién que cuenta con sensores y equipos de coémputo

donde luego se procesan para obtener finalmente un mapa de las capas.
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La prospeccion sismica 3D (tres dimensiones) se realiza bajo el mismo enfoque
conceptual, con la diferencia que se realiza en una zona especifica y registra
en mayor detalle la estructura del subsuelo del area prospectada. Esta
prospeccién se realiza sobre areas donde previamente se han identificado
prospectos y estructuras con potencial de contener reservas de hidrocarburos.

b. Fase de Perforacion

La secuencia tipica de operacion de perforacion de pozos, es sobre perforar

uno de los pozos hasta la profundidad programada

e Bajar el casing conductor con zapato guia. Cementar, bombeando la
lechada de cemento por el interior del forro hasta el anular externo entre
el forro y la formacién.

e |Instalar el casing de superficie colocando zapato guia y collar retenedor
de cemento

e Bombear la lechada de cemento por el interior del forro hasta el anular
externo entre el forro y la formacion

e Perforar un pozo de diametro mas pequefio desde el zapato guia del
casing anterior hasta la profundidad programada

e Perfilar el pozo, bajar un casing de diametros programado colocando un
zapato guia y retenedor de cemento.

e Bombear lechada de cemento por el interior del casing hasta el anular

externo entre el forro y la formacion.

A partir del casing intermedio, se utiliza un Liner (Laina) de Produccién que es
un casing de revestimiento del pozo que no llega hasta la superficie.
Generalmente cubre sélo la parte profunda y productiva del pozo. Los disefios
de los distintos casing a ser instalados en el pozo, diametros, tipos de
conexion, grado de acero, peso, espesor de pared y los tramos respectivos
estan basados en el andlisis previo de los esfuerzos que soportara el casing y
de estudios anteriores de las formaciones atravesadas y a proteger, presiones

estaticas porales y litostaticas de las formaciones, y la estabilidad del pozo en
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las condiciones operativas a las cuales estard sometido en la etapa de

produccion.

Una vez cementada la tuberia de Revestimiento, ésta debe ser probada con
presion igual a la presion interna a la cual, segun los célculos estara expuesta.
La presion no debe exceder el 85% de la maxima presion interna de la tuberia

de revestimiento y debe ser mantenida por lo menos por 10 minutos.

Para la perforacion de los pozos, se emplea lodo de perforacion, el cual debe
controlar la presion poral del pozo, mantener estabilizado las paredes,
refrigerar el trepano, transportar hacia la superficie los recortes de formacion,
no interactuar con las formaciones permeables disminuyendo la permeabilidad,
proveer lubricidad a la tuberia de perforacion para disminuir el arrastre y
rozamiento, y permitir la obtencién de datos petrofisicos por medio de perfiles
geofisicos. Este fluido de perforacion (lodo) consiste en una solucién a base de
agua dulce con un polimero biodegradable (lodo ecoldgico), este fluido ingreso
al tubo a una presién maxima de 3000 Ib/pulg? y retorna a la superficie por el
exterior de la tuberia, siendo tratado en el tanque de control de soélidos
retirando las particulas de la perforacién con la ayuda de una zaranda, luego
pasa al tanque de control de lodos donde es reacondicionado quimicamente
para ser reintroducido de nuevo a la perforacién. El fluido de perforacion

requiere el uso de insumos para la formulacion de los lodos.
c. Fase de Extraccién

Comienza cuando alguno de los pozos exploratorios toca un yacimiento. En
tierra 0 en mar las operaciones a realizarse en esta etapa alteran el ambiente
natural y lo contaminan. Esta etapa presenta riesgos adicionales de accidentes,
relacionados con gases toxicos, aguas acidas y lo depdsitos de crudo (Garcia,
2012).
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d. Transporte

Se da después de la extraccion del crudo (Garcia, 2012). El transporte del
crudo es una de las etapas mas riesgosas y costosas en términos de
destruccibn ambiental (Garcia, 2012). Desde que se transporta el crudo
masivamente, son millones de barriles que se han derramado en zonas
selvéticas, rios, lagos y mares (Garcia, 2012). Las consecuencias de tales
derrames continlan afectando estos ecosistemas muchos afios después
(Garcia, 2012). Dentro de las etapas de exploracidén y explotacion también se
da una compactacion de los suelos por la maquinaria pesada donde por la
pérdida de vegetacion, se produce una erosién y contaminacion de los suelos
de la zona (Garcia, 2012). Los microorganismos del suelo son alterados por la
contaminacion con hidrocarburos, desapareciendo o disminuyendo las
especies menos resistentes sin dejas atrds las altas tasas de mutaciones
(Garcia, 2012). Las alteraciones al suelo producen cambios en el pH de este y
del agua, que pueden causar un deterioro crénico de los ecosistemas (Garcia,
2012). Por lo tanto un manejo inadecuado de dicha fuente energética puede

causar problemas de gran envergadura Socioambiental (Garcia, 2012).

2.4.3. Biorremediacion

La biorremediacion es el proceso en el que se utilizan organismos bioldgicos
para remover sustancias peligrosas del ambiente (Booyjzsen, 2007). Una vez
que el contaminante ha sido consumido por los microorganismos, esto debe
desaparecer, por lo tanto presentan poco o0 ningun riesgo de contaminaciéon en
el medio ambiente (EPA, 1996; Blumenroth, 1998; Leung, 2004). El proceso se
puede acelerar mediante la adicion de aditivos, tales como el oxigeno o
nutrientes, proporcionando asi las condiciones para el crecimiento bacteriano y
asi aumentar la velocidad de biodegradacién y la recuperacién del sitio
(Booyjzsen, 2007).

87



En general el término biorremediacion o biorrecuperacion se aplica a cualquier
sistema o proceso en el que se emplean métodos biolégicos para transformar o
fijar contaminantes (Eweis et al., 1999). La biorremediacion de contaminantes
organicos incluyen los procesos que llevan su transformacion en productos
menos téxicos o sin toxicidad, la evoluciébn de los microorganismos ha
permitido su uso y degradaciéon pero existe la limitaciébn de que generalmente
son procesos lentos (Singh et al., 2008).

La biorremediacion puede ser in 0 ex situ y mientras que algunos compuestos,
como hidrocarburos, son susceptibles a la biorremediacion, otros por ejemplo,
como ciertos pesticidas, son mas dificiles de biodegradar. Los métodos in situ
tienen algunas ventajas: hay menos probabilidad que el contaminante sea
movilizado, por lo general son menos costosos, crean menos polvo y es posible

el tratamiento de grandes volumenes (Booyjzsen, 2007).

Los microorganismos son capaces de degradar hidrocarburos que son
comunes y que estan distribuidos en la naturaleza (Atlas, 1981; Rosenberg,
1991; Van Hamme et al., 2003) y lo hacen principalmente con la finalidad de
producir energia y biomasa pero también para reducir la toxicidad y realizar

otras funciones (Booyjzen, 2007).

Se requiere de un consocio bacteriano para realizar la biodegradacion
completa de una mezcla de hidrocarburos (Scott et al., 2000; Van Hamme et
al., 2001). Los Consorcios bacterianos pueden proveer una gama de
capacidades metabodlicas que cubren el espectro completo de las reacciones
necesarias para completar la mezcla de hidrocarburos y luego utilizar todos los
productos de la degradacion (Booyjzsen, 2007), esto es porque cada
microorganismos tiene una capacidad metabdlica especifica, y sus deficiencias
respectivamente (Booyjzsen, 2007). La degradacion del petréleo requiere de un
consorcio complejo, especialmente si se requiere completar la mineralizacion
de CO, a H,0 (Ghazali et al., 2004).
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Asimismo, la bacteria se beneficia de vivir en asociacion debido a la relacion
comensalita y sinérgica, ademas la biodegradacion es mas rapida y completa
cuando es un consorcio bacteriano (Gazhali et al., 2004). Esto se puede
realizar cuando se agregan microorganismos a un sitio contaminado para
facilitar la limpieza de la contaminacion, conocida como bioaumentacion
(Booyjzsen, 2007).

En general, cuando se refiere a petrdleo, la biorremediacion es un proceso para
acelerar la degradacion normal de los contaminantes del crudo, es decir una
solucion natural para que los contaminantes causen el menor dafio ecoldgico
posible (Atlas, 1995). Dado el alto nimero de compuestos que forma el
petréleo y su alta complejidad estructural, la biodegradacion del petréleo
produce un incremento en la resistencia a una posterior biodegradaciéon de la
mezcla residual. El petrdleo crudo no llega nunca a degradarse completamente,
y siempre deja algunos residuos complejos. Sin embargo, estos residuos que
contienen principalmente asfaltenos, tienen una toxicidad muy baja y terminan

convirtiéndose en residuos inertes sin efecto ecoldgico (Atlas, 1995).

a. Fundamento bioquimico de la Biorremediacion

La biorremediacion tiene como fundamento bioquimico las reacciones de Oxido-
reduccion, que tiene como finalidad obtener energia, producida en la cadena
respiratoria, o transportadora de electrones. La cadena inicia con un sustrato
organico (compuestos de hidrocarburos) que actia como un dador de
electrones, de modo asi que la actividad metabodlica degrada y consume dicha

sustancia.

Los microorganismos utilizan mayormente aceptores como el oxigeno, nitratos,
hierro (lIl), sulfatos y diéxido de carbono. Cuando se utiliza el oxigeno como un
aceptor de electrones la respiracion microbiana se produce en condiciones
aerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo aerobia; sin embargo,
si utiliza sulfatos o diéxido de carbono que se producen en condiciones
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receptoras 0 anaerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo

anaerobio como se muestra en las siguientes reacciones:

Degradacion aerobia:

Degradacion anaerobia:

Sustrato + (No*, S, %, Fe**, Mn*", CO,)— biomasa + CO2+ (N,, Mn?*, S**, Fe2",
CH,)

La biodegradacion de los hidrocarburos puede producirse en presencia de
oxigeno (condiciones aerbbicas) o en ausencia de oxigeno (condiciones
anaerobicas). Sin embargo, en condiciones anaerdbicas el proceso se produce
de una forma mucha mas lenta y, desde el punto de vista operacional, tiene
poco interés para la biorrehabilitacién. Las bacterias, mohos, levaduras y algas
que son responsables del proceso de biodegradacion, también estan
necesitados de fuentes adicionales de alimento en forma de nitrégeno (N) y
fésforo (P), los cuales se encuentran de forma habitual en el medio marino.

La férmula siguiente representa el modelo tipico de biodegradacion en

condiciones aerébicas, Fuente PECMAR??, 2005:

1 Kg de Hidrocarburos + 2,6 Kg de O, + 0,07 Kg de N + 0,007 Kg de P
— 1,6 Kg CO, + 1 Kg H,0 + 1 Kg de Biomasa

En resumen, los productos del proceso de biodegradacion son: dioxido de
carbono, agua y biomasa de microorganismos. Esta reaccion metabolica de
origen natural puede emplearse como mecanismo de remediacion de una

contaminacion por derrame de hidrocarburos (PECMAR, 2005).

2 PECMAR: Plan Especifico de Contaminacién Marina Accidental de Canarias
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b. Biorremediacion segun la accion humana

La biorremediacion de acuerdo a la accibn humana puede ser de dos tipos, el
primer tipo, es la atenuacion natural, que se define como la reduccion en
toxicidad, masa o movilidad de un contaminante sin intervencién humana, y
puede deberse a procesos fisicos (dilucidn, adsorcion), quimicos (precipitacion,
evaporacion) o biologicos (biodegradacion). El proceso de biodegradacion
depende en gran medida de la presencia en el medio natural de donadores y
aceptores de electrones y de la concentracién de nutrientes.

El segundo tipo es la accion humana en los procesos de biorremediacién o
biorremediacion aumentada, puede llevarse a cabo a través de dos procesos
diferentes. El primero es la bioestimulacion que es la mejora o el aumento de
los nutrientes, donadores o aceptores de electrones o la modificacion de
algunas de las condiciones ambientales locales para estimular las poblaciones
microbianas. La bioaumentacién es la introduccion de microorganismos en el
medio natural que degraden especificamente los compuestos contaminantes, y
ademas puede incluir la estimulacion ex situ de biomasa nativa, la introduccion
de organismos o de cultivos mixtos wild-type no nativos, que degraden o co-
metabolicen el contaminante, o la introduccion de cepas modificadas

genéticamente (Scow and Hicks, 2005).

c. Degradacién de los Hidrocarburos del Petréleo

Los componentes de los hidrocarburos no presentan diferente grado de
biodegradabilidad. Para el caso de la biorrehabilitacion, es la complejidad de
los componentes individuales la que determina si éstos pueden degradarse y
en qué medida. Se pueden identificar diferentes grupos de compuestos, en
orden de biodegradabilidad, que van desde hidrocarburos saturados (alcanos y
cicloalcanos) a asfaltenos, resinas y compuestos polares, pasando por
hidrocarburos  insaturados 'y  aromaticos (incluidos  hidrocarburos

poliarométicos).
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Tabla N° 8: Esquema de biodegradabilidad de los diversos hidrocarburos

Fraccion de los alcanos que incluye alcanos normales, alcanos ramificados

ALTA . i
(isoalcanos) y cicloalcanos (naptenos)

Compuestos aromaticos e hidrocarburos policiclicos aromaticos. Dentro de
los cuales estan los monoaromaticos volatiles como el benceno, tolueno,
INTERMEDIA | xileno, etc. Los naptenoarométicos y compuestos arométicos sulfurados
como los tiopenos y benzotiopenos. Estos compuestos son los de mayor
importancia debido a su toxicidad y tendencia a la bioacumulacion

Fraccion polar que son las resinas (piridinas, quinolinas, carbazoles,
BAJA sulfoxidos y amidas) y asfaltenos (fenoles, acidos grasos, cetonas, esteres y
porfirinas)

Fuente: PECMAR, 2005
d. Destino ambiental de los Hidrocarburos

Cuando los hidrocarburos son introducidos en el medio ambiente, estos pueden
estar sujetos a distintos fendmenos fisicos, quimicos y bioldgicos, que pueden
dar lugar a su transformacion, eliminacion o transporte a otros compartimientos

ambientales (ver Figura N° 14) (Izquierdo, 2013).

Figura N° 14: Procesos que puede sufrir un contaminante en el ambiente

Volatilizacion

Biodegradacion T Lixiviacion

N #

/ N

Bioacumulacion l Secuestro

Oxidacion

Fuente: Adaptado de Semple et al., 2003.

Los procesos a que se enfrentan estos contaminantes incluyen la evaporacion,
dilucién, precipitacion, reacciones abidticas (hidroélisis, fotooxidacion,
oxidaciones quimicas, etc), biodegradacion microbiana, bioacumulacion y
secuestro (lzquierdo, 2013). En la mayoria de los casos estos fendmenos

tienen como resultado una redistribucién de los contaminantes, siendo la

92




degradacion microbiana, catalizada por bacterias, algas, hongos y levaduras, el
proceso mas importante que interviene en la eliminacion total o parcial de los
contaminantes mediante su mineralizacién o transformacion. Las tecnologias
de biorremediacion explotan este potencial degradador de las poblaciones
microbianas naturales, que son utilizada como alternativa, o de forma
complementaria a los tratamientos fisico-quimicos en la descontaminacion de

suelos acuiferos, sedimentos y playas (Izquierdo, 2013).

2.4.3.1. Tratamientos de biorremediaciéon

Como resultado de la gran afluencia de compuestos de hidrocarburos
complejos en el medio ambiente marino cada afo, ha surgido la necesidad de
desarrollar de nuevas estrategias de remediacion (Andersson et al, 2006). El
crudo es eliminado en el ambiente cuando es transformado a didxido de
carbono y agua por dos procesos de combustion y biodegradacién (Sheppard,
2013). Las técnicas de remediacion que se usan para alcanzar estos procesos
son métodos naturales, fisicos, quimicos y biolégicos (Sheppard, 2013). Los
objetivos principales de la remediacion es minimizar el riesgo de los
contaminantes para salud humana y el ambiente (se incluyen destruccién

minima del habitat y/o modificaciones) (Perelo, 2010).

a. Método fisico

Las técnicas fisicas se utilizan como una respuesta primaria con la finalidad de
restringir la propagacion del petréleo. Estas técnicas incluyen el uso de equipos
tales como barreras de contencién, extraccion manual a través de skimmers,
uso de dispersantes y materiales oleofilicos. La recuperacion mecénica es la
transferencia de petréleo de la zona donde ocurrié el vertimiento hacia una
zona de almacenamiento temporal donde el crudo puede ser transportado con

ayuda de absorbentes de crudo o de skimmers (Wei et al., 2003)
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Con la finalidad de reducir el impacto de un derrame de petroleo, la respuesta
inicial es la contenciéon de la marea negra (Millet et al., 2008). El éxito de la
contencion del derrame depende mucho de las condiciones ambientales
(Nordvik, 1995). A pesar de la baja tasa de recuperacion de los skimmers, que
es menos del 20% (Prince y Clark, 2004) estos todavia estan siendo utilizados
como respuesta primaria como se demuestra en el Plan de Respuesta a

derrames de petréleo en el mar de Australian National (AMSA, 2010).

b. Método quimico

Como resultado de la accién de las olas y la dispersion natural, los derrames
de petroleo se convierten en micro gotas que eventualmente se diluyen en
concentraciones por debajo de los limites téxicos (Shaw, 2003; Tkalich y Chan,
2002). Estudios detallados de OMA han revelado que los minerales y los
particulas organicas pueden estabilizar las gotas de petrdleo dentro de la
columna de agua (Lee, 2002; Lee et al.,, 2003; Omotoso et al., 2002). Por lo
tanto la aplicacion de métodos quimicos, tales como dispersantes vy
emulsificantes se destinan a mejorar la tasa de dispersion aumentando la tasa
de biodegradacién y proteccién ambiental

Los dispersantes estan compuestos por un complejo de sorbentes y aditivos
que pueden acelerar la dispersion del petréleo de la superficie del mar en la
columna de agua. El rol del dispersante no es estimular la biodegradacion del
petroleo sino permitir la dispersion (Sheppard, 2013). Sin embargo, esto a su
vez puede ayudar a acelerar la biodegradacién, como el proceso hace que las
gotas de petroleo sean altamente accesibles a las bacterias que degradan
hidrocarburos, promoviendo la eliminacion del petroleo en el medio ambiente
por procesos naturales (Sheppard, 2013). En general, cuando se aplica a una
pelicula de crudo de petréleo, los surfactantes difunden la interfase
petréleo/agua que penetra en las capas donde el crudo es mas efectivo
(Sheppard, 2013)
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c. Método biolégico

En la naturaleza existe una amplia variedad de microorganismos que se
encuentran en el medio de forma natural y que descomponen sustancias,
incluidos los hidrocarburos, en formas menos complejas. Este proceso de
biodegradacion es caracteristico de todos los sistemas ambientales. La
introduccion de hidrocarburos, por ejemplo durante un vertimiento, concede a
estos organismos la oportunidad de proliferar si las condiciones son adecuadas
(PECMAR, 2005).

Los métodos bioldgicos tienen varias ventajas sobre otras tecnologias
convencionales, como ser menos costoso, menos intrusivo para el sitio y mas
amigable con el ambiente el término de productos finales (Zhu et al., 2004). Los
métodos bioldgicos incluyen plantas como material absorbente del petréleo,
otro tipo de biorremediacién consiste en la adicion de enzimas que actian

como catalizadores en la degradacion de hidrocarburos (PECMAR, 2005).

La Biorremediacion se define como la accibn de agregar materiales a
ambientes contaminados para acelerar el proceso natural de biodegradacion
(Zhu et al.2004). Como las condiciones ambientales, como la baja temperatura,
bajas concentraciones de microorganismos que degradan el petréleo, y
nutrientes inorganicos no son favorable (Oh et al., 2000), la adicion de
nutrientes (bioestimulacion) y de microorganismos (bioaumentacion) han sido

introducidos para superar estas dificultades (Sheppard, 2013).

2.4.3.2. Técnicas de Biorremediacioén

Las técnicas de biorremediacion se pueden clasificar en in situ o ex situ
(Hatzinger et al., 2002; Talley & Sleeper, 2006). En los tratamientos ex situ la
muestra es transportada hasta la localizacion donde se implementara la
tecnologia. Esto implica la eliminacién fisica de la contaminacion en otra zona.

La técnica in situ implica el tratamiento del material contaminado en su sitio.

95



La seleccion de la tecnologia de biorremediacibn mas adecuada depende de
tres principios basicos; la susceptibilidad del contaminantes a la transformacion
biologica, la accesibilidad de los contaminantes a los microorganismos
(biodisponibilidad) y la capacidad de optimizar la actividad biolégica (lzquierdo,
2013)

a. In situ

Las técnicas de tratamiento in situ, es una de las mas utilizadas para la
recuperacién de ecosistemas contaminados, ya que es la técnica que se
aplican sin tener la necesidad de trasladar el medio contaminado. Las ventajas
de la técnica in situ es que evita el contacto de los trabajadores con el suelo o
agua contaminada, evita la liberacion de gases dafiinos al aire, generan pocos

residuos, y resulta ser mas econdémica.

La biorremediacién in situ tiene como objetivo estimular el crecimiento de los
microorganismos autéctonos (Rittman, 1994) o lo microorganismos importados
para degradar los hidrocarburos (Atlas y Bartha, 1992). Los microorganismos
autoctonos generalmente son escogidos por muchos factores, como el clima,
las corrientes, el viento, las olas, la lluvia y la competencia microbiana y la
depredacion actuan como limitantes en la eficacia de la adicion de bacterias u
otros materiales a un derrame de petréleo en la costa del mar (lzquierdo,
2013).

a.l. Bioestimulacién

La bioestimulacion consiste en incrementar la actividad de los microorganismos
nativos de un ambiente natural por medio de la adicidén de nutrientes, humedad,
aire u otros agentes destinados a aumentar la velocidad de biodegradacion de

los contaminantes en un emplazamiento contaminado (Swannell et al., 1996).

Identificar las condiciones limitantes para que los microorganismos nativos

puedan llevar a cabo una remediacién es un paso critico. Los pardmetros que
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limitan la actividad microbiana generalmente son nutrientes inorgénicos y

organicos (Izquierdo, 2013).

De estos lo mas comunes son agua, oxigeno, nitrogeno y fésforo. La
introduccién de aire, oxigeno o peréxido de hidrégeno a través de galerias de
infiltracién, arado, burbujeo o volteo ha demostrado ser extremadamente eficaz
en la biorremediacién de contaminantes derivados del petréleo y una variedad
de otros compuestos organicos que no son particularmente recalcitrantes
(Thomas y Ward, 1992).

Otro parametro importante que afecta a la biodegradacién es la temperatura,
que a parte de su influencia directa en el metabolismo, puede tener también un
efecto sobre la viscosidad, solubilidad en agua y a la composiciéon quimica de

crudos de petréleo y derivados (Izquierdo, 2013).

Generalmente, los litorales mas porosos (de arena, grava, bolos y cantos
rodados) poseen cantidades muy limitadas de carbono disponible, por lo que
éste constituye un recurso limitante, de manera que la introduccion de
hidrocarburos durante un derrame facilita la proliferacion de microorganismos
(PECMAR, 2005).

Con concentraciones bajas (segun las investigaciones se ha estimado
provisionalmente como menores a 1g de hidrocarburos por kg. De sedimento),
la disponibilidad de oxigeno, asi como las concentraciones ambientales de
nitrogeno y fosforo, suelen ser suficientes para permitir que el proceso de
degradacion de los hidrocarburos se produzca con rapidez. Sin embargo, con
elevadas concentraciones de los hidrocarburos, la actividad biologica reduce
rapidamente los niveles de oxigeno y nutrientes, que se convierten en recursos

limitantes del crecimiento microbiano, y este es inhibido (PECMAR, 2005).

La combinacion de Bioaumento, bioestimulacibn y la adiciébn de

biotensioactivos, dependiendo de las caracteristicas del emplazamiento
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contaminado, podria ser una estrategia prometedora para acelerar la

biorremediacion (Baek et al., 2007).

a.2. Adicion de nutrientes

Se pueden aplicar nutrientes en la zona litoral con la finalidad de mantener las
concentraciones suficientes. Una relacion aceptada generalmente entre
carbono, nitrégeno y fésforo es C:N:P = 120:10:1 (PECMAR, 2005).

El proceso de biodegradacion se produce con la interfaz entre las moléculas de
hidrocarburos y el agua. Por tanto, los nutrientes han de encontrarse
disponibles en forma soluble entre las particulas individuales de sedimento que
conforman el litoral (PECMAR, 2005).

Los granulos cilindricos y esféricos de liberacién lenta pueden ser una
alternativa, ya que liberan nutrientes en contacto con el agua de mar o el agua
de lluvia, pero también pueden ser arrastrados antes de que resulten eficaces,
cuando se estén aplicando nutrientes en cualquiera de estas formas, se debera
tener especial cuidado para evitar una sobreaplicacién y la consiguiente
acumulacion de nutrientes, ya que esto podria producir fenbmenos de

eutrofizacion y afloramientos toxicos de algas (PECMAR, 2005).

a.3. Atenuacién natural

La atenuacién natural se basa en el aprovechamiento de los procesos
naturales para eliminar o reducir la contaminacién en los suelos y las aguas
subterraneas, y es considerada un proceso de degradacion ventajosa ya que
evita la destruccion de habitat ecolégicos mediante la mejora de las
capacidades de degradacion intrinseca de los microorganismos nativos para
degradar contaminantes (Yu et al., 2005). Su caracteristica principal es la
utilizacién de los procesos fisicoquimicos de interaccion contaminantes-medio y

los procesos de biodegradacion que tienen lugar de forma natural en el medio.
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La atenuacion natural puede darse en presencia (condiciones aerobias) o
ausencia de oxigeno (condiciones anaerobias). Cuando el medio ambiente se
halla contaminado con sustancias quimicas, la naturaleza las elimina por cuatro

vias:

Accion bacteriana: las bacterias que viven en el suelo y en las aguas
subterraneas utilizan algunas sustancias quimicas como alimento, y
cuando las sustancias quimicas estan completamente digeridas, las
transforman en agua y gases inofensivos.

- Sorcidn: las sustancias quimicas se pegan o sorben al suelo, que las fija
al lugar. De ese modo no se eliminan las sustancias quimicas pero si se
impide que contaminen las aguas subterraneas y que escapen del lugar,
al menos mientras las condiciones fisico-quimicas del suelo
permanezcan estables.

- Mezcla y dilucién: al pasar las aguas subterraneas a través del suelo, la
contaminacion se puede mezclar con el agua limpia. De ese modo se
diluye la contaminacion.

- Evaporacion: algunas sustancias quimicas como el petréleo y los

solventes, se evaporan, lo que significa que se convierten de liquidos a

gases dentro del suelo. Ademas, si esos gases escapan al aire en la

superficie del terreno, la luz del sol puede destruirlos.

En general, los procesos de atenuacién natural incluyen una variedad de
mecanismos fisicos, quimicos o biologicos tales como la biodegradacion,
dispersion, dilucién, adsorcion, volatilizacion, de manera favorable y sin
intervencién humana, con el fin de reducir la masa, la toxicidad, movilidad,
volumen, o la concentracion de contaminantes en el suelo y las aguas
subterraneas, llegando incluso a la completa mineralizacion de un
contaminantes (Izquierdo, 2013).

Existen dos tipos de atenuacion natural, uno de ellos es la atenuacion natural
monitorizada (MNA), que se refiere a la utilizacion de la atenuacién natural (NA)

como una opcién de remediacién de emplazamientos contaminados y gestiona
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los procesos de NA para lograr los objetivos de remediacion especificos de un
emplazamiento en un plazo razonables y bien fundamentado (Izquierdo, 2013).
La MNA debe incluir dos aspectos esenciales: control de las fuerzas y control
del rendimiento del proceso a largo plazo. La MNA se debe utilizar como una
técnica de remediacion cuando cumpla con los criterios pertinentes de
seleccién y objetivos de la remediacion. Generalmente la MNA se utiliza en

combinacion con otros métodos de biorremediacién (Izquierdo, 2013).

La US EPA"fue la primera en proponer tres lineas de evidencia que se deben
cumplir para demostrar que la atenuacion natural se lleva a cabo: (i)
disminucion documentada de las concentraciones de contaminantes en el
emplazamiento (datos historicos), (ii) presencia y distribucion de indicadores
geoquimicos y bioquimicos de biodegradacion (evidencia indirecta), (iii)

evidencia microbiolégica directa.

Estos principios han sido adoptados por muchos paises para la regulacion de la
atenuacion natural monitorizada como estrategia de biorremediacion (EPA,
1999).

a.4. Bioaumento

El Bioaumento o biorefuerzo consiste en la adicion de la poblacion microbiana
especializada (cepas individuales o consorcios), que generalmente se cultivan
por separado en condiciones definidas, para realizar una tarea especifica de
remediacion en un ambiente dado (in situ 0 en un biorreactor) (Alvares y lliman,
2006).

La bioaumentacion puede realizarse sembrando las areas afectadas con
microorganismos petroleoliticos autéctonos y adicionado nutrientes auxiliares
(N, F y Fe) para favorecer el desarrollo de las especies, ya que el medio marino

es deficitario en éstos y se deben utilizar las proporciones de carbono que

® US EPA: United States Environmental Protection Agency
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implica un vertido de petroleo. El tamafio del in6culo a utilizar, depende del
tamafo de la zona contaminada, de la dispersién de los contaminantes y de la
velocidad de crecimiento de los microorganismos degradadores (PECMAR,
2005)

Es una de las estrategias mas utilizadas en procesos de biorremediacion. Esta
técnica es la mas adecuada para emplazamientos que no poseen suficientes
células microbianas o donde la poblacién nativa no posea las rutas metabdlicas
necesarias para metabolizar los contaminantes (lzquierdo, 2013).

Esta tecnologia se utiliza cuando se requiere el tratamiento inmediato de un
sitio contaminado, o cuando la microflora autoctona es insuficiente en nimero o
capacidad degradadora. Consiste en la adicion de microorganismos vivos, que
tengan la capacidad para degradar el contaminante, para promover su

biodegradacion o su biotransformacién (PECMAR, 2005).

Se han desarrollado dos enfoques distintos para el biorefuerzo. Uno se basa en
la inoculacion con microorganismos con el potencial catabdlico deseado para
complementar o sustituir a una poblacion de microorganismos nativos
(Izquierdo, 2013). El segundo enfoque consiste en la adicion de una gran
concentracion de células que actian momentaneamente como biocatalizadores
y que degradan significativamente un contaminante objetivo antes de
convertirse en inactivas o morir (Duba et al., 1996; Krume et al., 1994). En este
caso, los microorganismos inoculados no son capaces de establecerse debido

al estrés abidtico y biologico encontrado en el nuevo entorno (Izquierdo, 2013).

Los indculos utilizados para el Bioaumento pueden ser de diferentes tipos de
microorganismos, incluyen tanto bacterias y hongos. Los indéculos mas
utilizados para Bioaumento incluyen:
- Cultivos mixtos, cultivos de bacterias nativas que han sido altamente
enriquecidas utilizando el contaminante o los contaminantes de interés
(Steffan et al., 1999; Ulrich y Edwards, 2003; Zheng et al., 2001).
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- Cultivos puros, la inoculacion con una Unica cepa capaz de degradar el

contaminantes, muchas cepas estan disponibles en las colecciones de

cultivos (Izquierdo, 2013).

- Elementos genéticos, introduccion de genes mediante la utilizacion de

vectores que seran incorporados por las bacterias nativas. Esta

estrategia permite introducir nuevas funciones catabdlicas minimizando

las dificultades asociadas con la inyeccion, distribucidn y supervivencia

de células bacterianas exdgenas (Izquierdo, 2013).

- Los microorganismos genéticamente modificados (OGM). Aunque existe

una vasta literatura sobre el desarrollo y potencial de bacterias

degradadoras obtenidas por modificacion genética.

La biomasa que va ser utilizada como in6culo para el Bioaumento se produce

en biorreactores,

de modo que

la transferencia de esos cultivos al

emplazamiento a menudo resulta critica. En casos reales, la poblacion

introducida comienza a disminuir poco después de su adicién debido a varios

tipos de estrés abioticos y bidticos. La tabla N° 9 resume los factores que

pueden dificultar el éxito del Bioaumento.

Tabla N° 9: Factores que influyen en los proceso de Bioaumento

Factores

Descripcion

Referencias

Pérdida de viabilidad
microbiana durante la
inoculaciéon

Estrés debido a los cambios drasticos
en condiciones medioambientales

vanVeen et al., 1997
Goldstein et al., 1985

Eventual muerte celular
después de la inoculacion

Agotamiento de los nutrientes o
toxicidad causada por contaminantes

Goldstein et al., 1985
Liu et al., 2009

Competencia

Competencia  por nutrientes  con
microorganismos nativos

Thompson et al., 2005
El Fantroussi y Agathos, 2005

Predacion

Bioaumento seguido por la desaparicion
de la poblacion bacteriana y el
crecimiento excesivo de protozoos

Bouchez et al., 2000

pH

pH extremos inhiben los procesos de la
degradacion microbiana

Dibble y Bartha, 1979

Temperatura

La temperatura influye en el crecimiento
y la potencial degradaciéon microbiana,
asi como la naturaleza fisica y quimica
composicién del contaminante

Atlas, 1981

Humedad

El contenido bajo de humedad limita el
crecimiento microbiano y su
metabolismo, los valores mas altos
reducen la aireacion del suelo

Dibble y Bartha, 1979
Leahy y Colwell, 1990

Fuente: Tyagi et al., 2011.
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a.5. Fitorremediacion

Este proceso se basa en el crecimiento de las plantas para acelerar la
biodegradacion natural de los hidrocarburos, estos se encuentran infiltrados en
el terreno, o bien transformados en el proceso de crecimiento de las plantas, o

bien asimilados y metabolizados por la propia vegetacién (PECMAR, 2005).

La Fitorremediaciéon se practica sélo en situaciones donde la contaminacion es
poco profunda (menos de 5 m), aunque en algunas situaciones de
contaminacion mas profunda puede ser usada en conjuncidn con otras
tecnologias. Las plantas facilitan la remediacion a través de varios
mecanismos: (i) captacion directa e incorporacion de contaminantes en la
biomasa vegetal, (ii) inmovilizacién, o fitoestabilizacién de contaminantes en el
subsuelo, (iii) secrecion de enzimas de la planta en la rizosfera para que actien
directamente sobre los contaminantes y (iv) la estimulacion de la degradacion

mediada por microorganismos en la rizosfera (Izquierdo, 2013).

Se puede usar para la remediacion de aguas subterraneas contaminadas y de
suelos con metales pesados toxicos, radionuclidos, contaminantes organicas,
tales como disolventes clorados, compuestos BTEX, hidrocarburos de petroleo
y exceso de nutrientes (Schnoor et al., 1995). Otras aplicaciones de la
Fitorremediacion incluyen zonas de amortiguamiento de la escorrentia agricola
y tratamiento de aguas urbanas y residuales industriales. También se puede
emplear como un paso de final de biorremediacidén, en conjuncién con otras
técnicas de tratamiento, a pesar de todo su aplicabilidad esta limitada por
varios factores (lzquierdo, 2013).
Existen diferentes métodos de Fitorremediacion (PECMAR, 2005):
- Fitoextraccion: durante la fitoextraccion los contaminantes son captados
por las raices (fitoacumulacion), y posteriormente estos son traslocados

y/o acumulados hacia los tallos y hojas (fitoextraccion).
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- Fitodegradcion: consiste en el metabolismo de contaminantes dentro de
los tejidos de la planta, a través de enzimas que catalizan su
degradacion

- Fitoestabilizacién: las plantas limitan la movilidad y biodisponibilidad de
los contaminantes en el suelo, debido a la produccién en las raices de
compuestos quimicos que pueden adsorber y/o formar complejos con

los contaminantes, inmovilizandolos asi en la interfase raices: suelo.

a.6. Landfarming

Es un método mas popular para la destruccién de productos de petréleo, asi
como de residuos solidos y liquidos. Landfarming, es considerado una técnica
de biorremediacion mejorada mediante la cual el suelo o sedimentos
contaminados se extienden en un espacio abierto. El laboreo regular se utiliza
para mejorar la textura del suelo, y por tanto la permeabilidad, uniformidad y
aireacion del suelo, se puede instalar un sistema de riego o rociador para ser
aplicado en condiciones acuaticas junto con nutrientes y surfactantes para
incrementar los niveles de humedad y maximizar el crecimiento microbiano (Xu
Ran, 2004)

b. Ex situ

La biorremediacién ex situ requiere menos tiempo que la biorremediacién in
situ, pero es mas caro. Se pueden degradar altas concentraciones de
contaminantes, pero el sustrato del contaminante requiere que la
biorremediacion sea fuera del sitio (Xu Ran, 2004). Las técnicas de
biorremediacion ex situ que son usadas comunmente incluyen el landfarming,
biopiling, compostaje y el uso de un birreactor para manipular el ambiente
microbiano (Xu Ran, 2004).
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b.1. Biopiling

Biopiling es una version modificada de Landfarming que aprovecha la
degradacion de los productos del petréleo. Es necesario la construccion de un
canal donde van a drenar los lixiviados y aplicar en vacio para extraer el aire de
la biopila y estimular el crecimiento de la comunidad microbiana. También se
puede incluir un sistema de irrigacion en el disefio de la biopila para optimizar

el nivel de humedad y la eficiencia del tratamiento (Xu Ran, 2004).

b.2. Compostaje

El compostaje es otra version modificada de landfarming en la que se afiade un
material de enmienda que permite el crecimiento microbiano y la posterior
degradacion de los derivados del petrdleo. EI compostaje es un método
efectivo en la eliminacibn de compuestos organicos que tienen altas
concentraciones de sodlidos volatiles. EI material de enmienda puede ser en
base a estiércol, aserrin, recortes, heno, hojas, y virutas de madera o paja. El
material de enmienda incrementa la permeabilidad del sustrato, mejora la
transferencia de oxigeno, y proporciona una fuente de carbono mas facilmente
degradable que ayuda a establecer una poblacion microbiana que degrada el

contaminante mas rapido (Xu Ran, 2004).

b.3. Bioreactor

Altas cantidades de peso molecular (mayores que n-C;;) de compuestos
alifaticos y aromaticos pueden permanecer en sedimentos durante varios afios
después de un derrame de petréleo en la costa marina. Especialmente la
biodegradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) es limitada
por su baja biodisponibilidad, resultado de una baja solubilidad del agua y de la
gran adsorcion en sedimentos (Cho y Kim, 1997; Bardi et al., 2000; Yuan et al.,
2001).
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En biorreactores en suspension, la eficiencia de la biorremediaciéon aumenta
siempre que los sustratos sean transportados eficientemente a las células de
los microorganismos (Woo et al., 1997). Por lo general, la arena es separada
del limo y arcilla y tratadas mediante un método de lavado. La arena es tratada
mediante un método de lavado siempre que el nivel de contaminantes sea
menor que el area superficial del limo/arcilla. Sin embargo, el método de lavado
requiere de un equipo adicional y de grandes cantidades de agua, por lo tanto
seria deseable que los sustratos del contaminante sean tratados en una sola
etapa sin que se tenga que remover la arena de las otras fases soélidas.
Recientemente, se han utilizado los tambores de los reactores rotativos para
manejar los niveles altos de sdlidos (Gray et al., 1994). De acuerdo a los
resultados de estudios previos, la adecuada adicion de una cierta cantidad de
agua es esencial para una mezcla eficiente de las particulas de solidos (Xu
Ran, 2004).

c. Ventajas e Incovenientes de la Biodegradacion

c.1l. Ventajas, fuente PECMAR, 2005

- Generalmente solo origina cambios fisicos menores sobre el medio, con
lo que resulta una técnica de bajo impacto ambiental.

- Cuando se usa correctamente no produce efectos adversos significativos
en la biota local del medio contaminado.

- Ofrece una solucion mas sencilla y completa que las tecnologias

mecanicas, y resulta menos costosa que estas tecnologias.

c.2. Incovenientes, fuente PECMAR, 2005

- Para muchos tipos de vertidos su efectividad no ha sido determinada, y
en general es poco eficiente con compuestos pesados.

- Su aplicacién en el mar reviste una elevada dificultad y en general no es
viable debido a la inestabilidad del medio.
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- El tiempo necesario para la actuacion de los microorganismos es largo.

- Su implementacion es especifica para cada lugar contaminado, tanto en
lo referente al tipo de microorganismos empleados como a las técnicas
de enriquecimiento nutricional y técnicas de aplicacion.

- Su optimizacion requiere informacién sustancial acerca del lugar
contaminado y las caracteristicas del vertido, por lo que generalmente

no es una técnica de aplicacion inmediata.

2.4.3.3. Factores que afectan a la biodegradacién de los

hidrocarburos

Normalmente, los factores que afectan la biodegradacion de los hidrocarburos
se puede dividir en tres aspectos: fisico, quimico y biolégico. Es necesaria
realizar un analisis profundo de estos factores para poder llevar implementar

las medidas correctivas y optimizar el proceso de tratamiento (Xu Ran, 2004)

a. Nutrientes

Los microorganismos dependen de diversos nutrientes para su supervivencia,
asi como otros minerales para incorporarla a la biomasa (Xu Ran, 2004). A
pesar de que los requerimientos son diferentes en funcion del tipo de
microorganismo de que se trate, todos necesitan nitrogeno, fésforo y carbono.
Como resultado, la disponibilidad de estos nutrientes es critica para la
degradacion de compuestos peligrosos, porque la poblacion de los
microorganismos aumenta rapidamente después de un evento de derrame de
petroleo. Por lo general, el crecimiento de microorganismos se ve limitada por
el agotamiento de nutrientes, incluso en la presencia de sustratos degradables
(Atlas, 1991; Pritchard et al., 1992; Lessar et al., 1995; Sveum y Ramstad,
1995; Wright et al.,, 1996; Mearns, 1997; Venosa et al., 1997; Oudot et al.,
1998; Lee y Merlin, 1999; Liebeg y Cutright, 1999; Ramsay et al., 2000;
Swannell et al., 1999; Santas et al., 1999; Santas, 2000).
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En una mancha de crudo en el mar, existe una masa disponible de carbono
para el crecimiento microbiano dentro de un area limitada y los
microorganismos que degradan los hidrocarburos dependen en la
disponibilidad de los nutrientes en el volumen de agua de contacto directo con
el crudo (Xu Ran, 2004).

En la descomposicion del fuel, la fuente de carbono no representa ninguna
limitaciobn ya que proviene de las propias moléculas orgénicas. Existe cierta
confusion y conflicto cuando se analiza la limitacion de la biodegradacion de
petréleo debido a la disponibilidad de nitrégeno y fésforo en agua de mar.
Mientras que un gran namero de investigadores han afirmado que se trata de
nutrientes limitantes (Ahn et al., 1998; Head and Swannell, 1999); aunque con
distintas conclusiones a cerca de la proporcién C/N, C/P necesaria, otros han
llegado a la conclusién opuesta, debido a que cuando se consideran
hidrocarburos solubles la solubilidad de estos es tan baja que imposibilita que
se dé un ratio C/N o C/P desfavorables (Atlas, 1981).

b. Variables ambientales

Ademas de estos factores nutricionales existen varias variables ambientales
que influyen en la degradacién de los contaminantes organicos, tanto en
sistemas terrestres como en acuaticos. Estas variables incluyen la temperatura,
pH, salinidad y, en particular la disponibilidad de oxigeno (Bauer y Capone,
1985).

b.1. Oxigeno

Los pasos iniciales del catabolismo de hidrocarburos alifaticos, ciclicos y
aromaticos por parte de bacterias que implican la oxidacion del sustrato
mediante oxigenasas, las cuales requieren oxigeno molecular. Normalmente no
existen condiciones limitantes en la superficie de la columna de agua o en las

capas superficiales de los ecosistemas bentdnicos marinos.
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Se ha considerado que la biodegradacién anaerdbica de hidrocarburos tiene
lugar a tasas despreciables, y que, por lo tanto, la importancia ecoldgica es
limitada. No obstante, posteriores investigaciones han puesto de manifiesto la
trascendencia de las rutas catabodlicas anaerdbicas en la biorremediacion
(Leahy y Colwell, 1990).

La respiracion aerobia es la via metabdlica mas eficiente que la respiracion
anaerobia y la fermentativa. Por lo tanto, es el método preferido que se utiliza
en la biorremediacion de crudo de petroleo. La oxidacion del sustrato por
accion de las oxigenasas durante el proceso de respiracion aerobia, para lo
cual se requiere oxigeno molecular, y esto ocurre en las etapas iniciales del
catabolismo de hidrocarburos alifaticos, ciclicos y aromaticos por bacterias y
hongos (Leahy y Colwell, 1990). Como resultado, la velocidad de
biorremediacion puede ser mejorada con aireacion (Atlas, 1981; Bossert y
Bartha, 1984)

La disponibilidad de oxigeno es fundamental para las degradaciones aerdébicas,
que son las que resultan mas eficientes. Aunque su disponibilidad no suele ser
limitante en ambientes marinos, la concentracion del mismo depende de su
ubicacién en el ambiente marino, por ejemplo, es mucho menos en sedimentos

de baja granulometria.

b.2. Salinidad

Cuando la concentracion de sal en las zonas afectadas por un vertido son
elevados, la eliminacion de contaminantes con métodos de biorremediacion
convencionales resulta dificil. Concentraciones de sal elevadas provocan
alteraciones en las membranas de las células, pueden desnaturalizar las
enzimas implicadas en el proceso o provocar la desecacion osmaética de las
células provocandoles su muerte (Kargi y Dincer, 2000). El nUmero de estudios
que analizar el efecto de la salinidad en la degradacién microbiologica de fueles
es escaso, aunque su efecto perjudicial sobre la actividad microbiana si ha sido
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descrito (Diaz et al.,, 2000). No obstante, se han obtenido diversos
microorganismos capaces de vivir y mantener las tasa de biodegradacion en

condiciones de salinidad elevadas (Diaz et al., 2000).

b.3. Temperatura

La temperatura es un parametro fundamental a considerar en la
biorremediacion in situ, ya que tanto la biodisponibilidad como la solubilidad de
los compuestos mas hidrofébicos dependen de este parametro. Un incremento
en la temperatura provoca un descenso de la viscosidad y, por tanto, afecta al
grado de dispersion y al aumento de las tasas de difusion de los compuestos
organicos.

Generalmente las especies bacterianas crecen a intervalos de temperatura
bastante reducidos en torno a un valor medio tipico de cada zona.
Temperaturas altas incrementan la metabolizacion de los hidrocarburos
normalmente hasta un maximo entorno a los 30° - 40°C, por encima de la cual
la toxicidad de los hidrocarburos aumenta para la membrana celular (Leahy y
Colwell, 1990).

La biodegradacion decrece por desnaturalizacion de las enzimas a
temperaturas superiores a 40°C, mientras que se inhibe con temperaturas
bajas. Una temperatura éptima de crecimiento bacteriano suele estar en torno a
los 25°C. La tasa de degradacion decrece exponencialmente cuando se baja
de esta temperatura, habiéndose comprobado que es 10 veces inferior a 5°C.

La biodegradacion de hidrocarburos se produce en un amplio intervalo de
temperaturas (Xu Ran, 2004). La temperatura determina la tasa de degradacién
de hidrocarburos a través de su efecto sobre la naturaleza fisica y su

composicién quimica en el crudo, y la tasa metabdlica de microorganismos.
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b.4. pH

El efecto del pH sobre la biodegradacion del petroleo ha recibido poca atencién
porque el agua de mar soporta alrededor un pH de 8,5 (Xu Ran, 2004). Se
permite un ph de 8.0 o un pH natural en el agua de mar en altas tasas de
biodegradacion de petrdleo cuando se eliminan otras limitaciones. Al tener las
bacterias un pH Optimo o por encima de la neutralidad, esto es favorable en la
biodegradacion de los hidrocarburos y consistente en que las bacterias sean
dominantes en la biodegradacion de hidrocarburos (Xu Ran, 2004).

Afecta a la solubilidad de muchos compuestos y, por tanto, a la disponibilidad
de productos que pueden afectar a la actividad bioldgica. ElI pH 6ptimo para la
actividad del sistema enzimatico naftaleno dioxigenasa, que cataliza el primer

paso de la ruta catabdlica del naftaleno es 7.

b.5. Necesidad de nutrientes

El metabolismo microbiano est4 orientado a la reproduccién de los organismos
y éstos requieren que los constituyentes quimicos se encuentran disponibles
para su asimilacion y sintesis. Los nutrientes requeridos son el fésforo y el
nitrogeno, cuya disponibilidad suele ser mas limitante que la del oxigeno,
siendo la mayoria de los ambientes marinos deficitarios en estos nutrientes, asi

como en el hierro.

2.4.4. Microrremediacion

La microrremediacion es la disciplina que estudia esta habilidad de los hongos
para contribuir a la descontaminacion del medioambiente, la microrremediacion
es posible gracias a su habilidad biodegradadora; es decir su capacidad
metabodlica de descomponer la materia organica muerta en moléculas mas

sencillas, bajando los niveles de contaminaciéon. De esta manera permite que
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otros organismos menos resistentes, como plantas o bacterias, puedan

colonizar, generando una sucesién bioldgica.*

Hay una serie de ventajas en el uso de hongos en relacién al uso de plantas
(Hernando, 2012):

- La infiltracion del hongo al sustrato es muy superior al de las plantas
(debido a que su cuerpo constituido por hifas puede penetrar mas
profundo por su diametro mas pequefio).

- La actividad descomponedora del micelio sobre el sustrato, permite no
solo seguir la depuracién de contaminantes, sino también la degradacion
de xenobidticos organicos en las pilas de compost o el reciclado para un

posterior uso agricola.
2.4.5. Organismos Hidrocarburoclasticos

Los llamados organismos Hidrocarburoclasticos o petroleoliticos son bacterias
y hongo capaces de degradar petréleo fisioldgica y metabdlicamente. Mas de
100 especies de 30 géneros microbianos son capaces de usar hidrocarburos,
como método de subsistencia. Los géneros de  organismos
hidrocarbonoclasticos son: Pseudomonas, Nocardia, Vibrio, Candida,
Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Acinetobacter, Micrococus,
Arthrobacter, Achromobacter, Rhodococcus, Alcaligenes, Mycrobacterium,
Bacillus, Aspergillus, Mucor, Fusarium, Penicillium, Rhodotorula vy
Sporobolomyces. La fraccion del total de organismos que metabolizan
hidrocarburos es altamente variable, 6 a 82% para hongos terrestres, 0.13% a
50% para bacterias de la tierra y del 0,03% a 100% para bacterias marinas
(PECMAR, 2005).

% http://regiones.explora.cl/ohiggins/noticias-ohiggins/4148-mico
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En ecosistemas no contaminados, los microorganismos degradadores de
hidrocarburos constituyen menos del 0,1% de la comunidad microbiana,
mientras que en ecosistemas contaminados con hidrocarburos pueden
constituir el 100% de la comunidad microbianas (PECMAR, 2005).

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

componentes celulares.

2.4.6. Cepa Aspergillus niger

La cepa Aspergillus niger es un hongo filamentoso hialino, saprofito,
perteneciente al filo Ascomycota. Se encuentra formado por hifas hialinas
septadas y puede tener reproduccion sexual (con formacion de ascosporas en
el interior de ascas) y asexual (con formacién de conidios).

Las diferentes especies se diferencian en tamafio, tasa de crecimiento, textura
(aterciopelada, granular, algodonosa) y color de la colonia: verde-amarillento
(Aspergillus flavus), negro (Aspergillus niger), marrén (Aspergillus terreus). La
coloracién aparece casi siempre en todas las estructuras aéreas, tanto en el

micelio como en las cabezas conidiales.

Aspergillus es uno de los principales hongos productores de micotoxinas. Las

micotoxinas son metabolitos secundarios producidos y secretados por el hongo
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durante el proceso de degradacion de la materia organica, como mecanismo de
defensa frente a otros microorganismos

Aspergillus niger crece en cualquier tipo de sustrato, especialmente en suelos y
materiales en descomposicion. Es un contaminante habitual de los conductos
de climatizacién-ventilaciébn. Es termotolerante, puede vivir entre los 12°C y
57°C.

Las esporas de Aspergillus niger pueden sobrevivir a 70°C.

La taxonomia de Aspergillus niger se basa principalmente en las caracteristicas
morfologicas, en lugar de las caracteristicas bioguimicas, fisiol6gicas y
caracteristicas genéticas a menudo utilizan para clasificar bacterias. El género
Aspergillus niger se define generalmente como hongos saprofitos asexuales
que producen gran conidios negros o marrones por fidlides. Esta definicion
lleva a la inclusion de una compleja variedad de organismos dentro del taxon.
Esto se ilustra por las 132 especies dispuestas en 18 grupos por Raper y
Fennell (1965) debido a la superposicion de caracteristicas morfolégicas o
fisiologicas. Aspergillus niger es a la vez una especie y un grupo dentro del

género Aspergillus.

El enfoque morfolégico a la taxonomia ha dado lugar a la existencia de varios
sinénimos para el género Aspergillus. Ellos son: Alliospora pim; Aspergillonsis
spegazzini; Cladaspergillus ritg; Cladosparum yuill y yuill; Euaspergilus ludwig;
Gutturomyces rivolta; Raperia subramaniam y grove; Sceptromyces corda;
Spermatoloncha spegazzini; Sphaeromyces montagne; Sterigmatocystis
cramer; y Stilbothamnium hennings (Bennett, 1985).

Aspergillus niger no es un patdgeno humano significativo. A lo largo de afios
de uso y la exposicién generalizada a Aspergillus niger en el medio ambiente,
sélo hay varios informes de la Aspergillonsis con Aspergillus niger, y en Nigeria,
se informd sobre un nimero de casos de otomicosis. No ha habido sélo varios
informes de reacciones alérgicas, que no son infrecuentes para aspergillus en

general, y no es exclusivo de Aspergillus niger.
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2.4.7. Inmovilizaciéon de la Biomasa Microbiana

Una aproximacion efectiva para encontrar una solucion practica a la
contaminacion es concentrar los biodegradadores inmovilizandolos por medio
de soportes naturales o sintéticos con alta porosidad que permitan su uso en
diferentes tipos de reactor, o biofiltros a través de los cuales se haga pasar el

agua contaminada.

La inmovilizacion de células viables se ha definido como la localizacion o el
confinamiento fisico de células intactas en una regién concreta que incluye el
mantenimiento de las actividades enziméticas deseadas (Karel et al., 1985). A
menudo la inmovilizacion de biomasa imita los procesos que ocurren en la
naturaleza cuando crecen sobre superficies o dentro de estructuras naturales
(Kourkoutas et al., 2004).

La biodegradacion de compuestos organicos como el fenol, &cido
dicloroacético, piridina o acetofenona se ha visto muy favorecida por la
inmovilizacion de los microorganismos en fibras o micro particulas elaboradas
con distintos polimeros naturales y/o sintéticos: Los polimeros protegen a los
microorganismos de la toxicidad del xenobiotico y/o mejoran las velocidad de
degradacion (Cassidy et., 1997; Manohar y Karegoudar, 1998; Manohar et al.,
2001; Gardin y Pauss, 2011).

La biorremediacibn de compuestos toxicos usando la tecnologia de
inmovilizacion de microorganismos ha sido estudiada empleando diferentes
transportadores que incluyen poliacrilamida (Manohar y Karegoudar, 1998;
Manohar et al., 2001; White y Thomas, 1990), alginato (Manohar y Karegoudar,
1998; Manohar et al., 2001; Weir et al., 1995).

La inmovilizacion de las bacterias aumenta significativamente la
biodegradacion de crudo en comparacion con células libres en un amplia rango

de salinidad (Diaz et al., 2002).
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Un buen numero de procesos biotecnoldgicos se ven favorecidos usando
biomasa inmovilizada, y por ello, se han desarrollado gran numero de
tecnologias y métodos de inmovilizacién de células vivas desde su aparicion a
principios de los 80 (Junter and Jouenne, 2004). Existen gran variedad de
aplicaciones que emplean células inmovilizadas en soportes o matrices sélidas
(Pereda, 2010). Algunas de ellas se resumen en la Tabla N° 10 (Pereda, 2010):

Tabla N° 10: Aplicaciones en las que se emplean células enteras inmovilizadas
a-amilasa, celulosa, enzimas quitinoliticos, L-
glutaminasa, inulasa, lipasas, penicilina V acilasa,
peroxidadas, polimetilgalacturonasas, proteasas
acidas y basicas, ribonucleasa, xilasa

Ampicilina,  candicidina, cefalosporina,  &cido

Actividades enzimaticas

Antibiéticos . . ) " N
clavulinico, cicloesporina A, penicilina G, rifamicina B
. Androstenediona,  hidrocortisona,  prednisolona,
Esteroides
progesterona
L Alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, acido
Aminoécidos

glutamico, fenilalanina, serina, triptéfano
Acético, citrico, fumarico, glucénico, lactico, malico,
acidos propiénicos

Acidos orgéanicos

Alcoholes Butanol, etanol, sorbitol, xilitol
L Alginato, dextrano, levano, exopolisacéridos
Polisacaridos
sulfatados
Otros Pigmentos, vitaminas, saborizantes y aromatizantes

Medio ambiente

Eliminacién de carbono, nitrdgeno, metales pesados,
biodegradacién de contaminantes (fenoles y
compuestos fendlicos, policiclicos arométicos,
cianuro, surfactantes, hidrocarburos...)

Inoculacion de suelos con organismo promotores del
crecimiento de plantas

Degradacion de contaminantes en suelos, acuiferos y
ambientes marinos

Produccién de hidrégeno y metano, etanol, células de
Combustibles biocombustibles.

Tratamiento de aguas

Biofertilizacién

Biorremediacion

Procesado de alimentos

Elaboracion de cerveza, vinificacion, fermentacién de
sidra y kéfir, generacién de bioflavores

Inéculos continuos de la leche (iniciadores del acido
lactico), hidrodlisis de lactosa en el suero de la leche.

Bebidas alcoholicas

Productos lacteos

Fuente: Junter y Jouenne, 2004;
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a. Ventajas de las células inmovilizadas sobre las libre

Existen numerosas ventajas derivadas del uso de células enteras y viables

inmovilizadas tanto en procesos industriales como en procesos de
biorremediacion, ya sea comparandolo con el uso de células libres o con el uso
de enzimas aislados e inmovilizados (Pereda, 2010). Algunas de ellas se

muestran en la Tabla N° 11 (Pereda, 2010):

Tabla N° 11: Ventajas de lainmovilizacién de células viables frente a la inmovilizacion de
enzimas o alas células libres

Frente a enzimas inmovilizados

Frente a células libres

No es necesario un proceso de purificacion o
extraccion del enzima o conjunto de enzimas
necesario, que a menudo lleva consigo un
costo economico, y una pérdida de actividad y
estabilidad enzimética.

Prolongacion de la actividad catalitica. El
soporte actia como agente protector frente a
los efectos fisico-quimicos del pH,
temperatura, solventes o contaminantes.

Puesto que las células viables pueden
continuar creciendo y aumentando la
densidad celular, la actividad puede verse
aumentada.

Alta densidad celular. La inmovilizacion evita
la dispersiébn y concentra los nutrientes,
mejorando la actividad bioldgica y acortando

los tiempos de reaccién.

Facilita procesos continuos.

Posibilita procesos inhibidos altas

concentraciones de substrato.

por

La actividad enzimatica es mas estable con el
tiempo debido a la proteccion ejercida por la

Minimiza los riesgos de contaminacion debido
a la alta densidad celular.

célula.

Facilita la recogida y procesado de los

productos.

Permite reutilizar la biomasa en procesos
industriales.

Fuente: Junter y Jouenne, 2004,

Las principales ventajas de la inmovilizacion son: (i) estabilidad, (ii) elevada
densidad celular, (iii) elevadas tasas de conversion, (iv) limitaciéon de la
inhibicion por sustrato y toxicidad debido a limites difusionales (Abou Seoud y

Maachi, 2003), y (v) uso en reactores continuos (Manohar y Karegoudar, 20019
En el caso concreto de la biorremediacion, las zonas naturales en las que se

introducen microorganismos suelen resultar ambientes hostiles para los

mismos, por lo que la estrategia de la introduccion del in6culo inmovilizado en
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una matriz sélida resulta muy atractiva para solventar el problema (van Veen et
al., 1997). Ademas en el medio marino se producen procesos de extrema
dilucion de la biomasa y de los nutrientes, que son subsanables mediante la

inmovilizacion de los mismos (Swannell et al., 1996).

2.4.7.1. Tipos de inmovilizacién celular

Podemos definir las diferentes técnicas de inmovilizacion de biomasa viable en
4 categorias en funcién de los mecanismos fisicos empleados: union o
adsorcion a la superficie de un soporte sélido, atrapamiento en matriz porosa,
agregacion celular y contencion de biomasa entre barreras fisicas (ver Figura
N° 15) (Pereda, 2010).
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Figura N° 15: Representacion esquematica de los principales tipos de inmovilizacién de

biomasa
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a. Inmovilizacion a superficies de soportes liquidos

Se lleva a cabo a través de la adsorcion fisica debido a fuerzas electroestaticas
0 union covalente entre la biomasa y el soporte solido (Pereda, 2010). Su
grosor varia entre una Unica capa de células y aproximadamente 1 mm
(Pereda, 2010). Es muy conocida por la facilidad con la que se puede revertir la
inmovilizacién, y no existen barreras fisicas entre las células y el solvente
(Pereda, 2010). Algunos ejemplos de estos soportes son materiales de tipo
celulésico (DEAE-celulosa, madera o serrin) o algunos materiales inorganicos
(porcelana o cristal poroso) (Pereda, 2010). Se pueden usar ademas

activadores para mejorar la adsorcion a superficies (Kourkoutas et al., 2004).

b. Atrapamiento en matriz porosa

En este tipo de inmovilizacion, existen dos métodos principales (Pereda, 2010).
En uno de ellos, se utiliza la matriz preformada y las células penetran en el
soporte hasta que otras células o la propia matriz impidan seguir avanzando en
el interior del soporte (Pereda, 2010). En el otro método la matriz se forma in
situ, en torno al cultivo celular (Pereda, 2010). Ambos métodos se basan en la
inclusion de células en una matriz rigida y porosa, que minimiza la liberacién de
biomasa, pero que permite la transferencia de materia de nutrientes y
metabolitos (Pereda, 2010).

El crecimiento celular dentro de la matriz depende en principio de las
limitaciones impuestas por el propio soporte y del impedimento estérico
derivado de la acumulacion de biomasa (Pereda, 2010). Es posible la
formacion de patrones poblacionales diferentes en funcion de si las células se
encuentran en el interior o en la superficie de la matriz (Freeman and Lilly,
1998). Uno de los problemas de este tipo de inmovilizacién es la posibilidad de
crecimiento de la biomasa mas cercana a la superficie y su liberacion al medio
(Kourkoutas et al., 2004).
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c. Agregacion celular

Se define la floculacion como el fendmeno por el cual las células se adhieren
rapidamente formando grupos y sedimentos en el medio en el que se
encuentran suspendidas (Jin and Alex Speers, 1998). Los floculos que se
producen son de gran tamafio, lo que permite que sea una técnica de
inmovilizacion utilizada en el uso de biomasa para reactores (Pereda, 2010). Se
usa principalmente en mohos, hongos y células vegetales (Kourkoutas et al.,
2004).

Se pueden usar entrecruzantes artificiales para mejorar la agregacion celular o
para inducirla en cultivos en los que no se produce de forma natural (Pereda,
2010). Tiene importancia sobre todo en la industria alimentaria, concretamente
en la fermentacion de la cerveza (Pereda, 2010). Los factores que influyen en
la agregacion son principalmente la composicién de la pared celular, el pH, el

oxigeno disuelto y la composicion del medio (Kourkoutas et al., 2004).

d. Retencion de biomasa

Los métodos mas utilizados para inmovilizar biomasa mediante la retencion
mecanica son encapsulacion entre filtros microporosos, atrapamiento en
microcapsulas e inmovilizacion de biomasa en la interfase de dos liquidos
inmiscibles (Pereda, 2010). La mayor desventaja de este tipo de inmovilizacion
es la baja transferencia de materia, lo que dificulta la obtencion del producto y
el biofouling debido al crecimiento de la biomasa entre las membranas (Pereda,
2010).

e. Requisitos del soporte para inmovilizacién
Un soporte optimo para la biorremediacion no debe ser toxico para la biomasa
ni para el medio ambiente, y debe ser estable en el tiempo que la biomasa

mantenga su actividad degradadora y tener, ademas, un bajo coste de
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produccion (Leenen et al., 1996). También es importante que una vez que haya
completado su accién, este soporte pueda ser eliminado con facilidad, es decir,

sea biodegradable (Pometto et al., 1998).

Ademaés el proceso de inmovilizacion no debe tener efectos adversos sobre la
actividad catalitica de la biomasa, y llevarse a cabo de manera sencilla y con
productos que posibiliten un escalado (Pereda, 2010). Es necesario asimismo,
que el soporte permita el paso a través de los poros de los sustratos y
nutrientes, asi como de los gases necesarios para que la biomasa lleve a cabo

su actividad biologica (Kourkoutas et al., 2004).

2.4.8. Inmovilizacién en hidrogeles

Si bien no existe una definicion concreta y precisa de hidrogel, generalmente se
les define como materiales poliméricos obtenidos por entrecruzamiento
formando una red tridimensional, cuya propiedad principal es que se hinchan al
contacto con el agua, formando materiales blandos y de alta elasticidad
(Pereda, 2010). Ademd&s retienen una cantidad importante de agua,
hinchandose, sin llegar a disolverse (Pereda, 2010). Pueden ser tanto de origen
natural como de origen sintético (Pereda, 2010). Los polisacaridos como la
goma xantano o el quitosano son unos de los principales formadores de
hidrogeles (d'Ayala et al., 2008).

Los hidrogeles han sido ampliamente utilizados como soporte para la
inmovilizacion de enzimas y células (Chia-Hong et al., 1996; Chellat et al.,
2000; Magnin et al., 2001; Magnin et al., 2003; Farris et al.,, 2009). Sus
principales ventajas son una elevada permeabilidad a determinados sustratos,
productos y nutrientes, una excelente estabilidad quimica y compatibilidad
biol6gica, asi como la capacidad de intercambio i6nico controlable y una
importante resistencia al hinchamiento y encogimiento en soluciones

electroliticas (Pereda, 2010). Ademas son sencillos de preparar y de usar, y
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pueden ser usados con una gran variedad de biocatalizadores, desde enzimas
hasta células (Salter and Kell, 1992).

f. Alginato

Los alginatos son las sales del &cido alginico, polisacarido natural, no toxico,
que se obtiene de algunas “algas marrones” como Macrocystis pyrifera,

Ascophyllum nodosum y Laminaria hyperborea.

Esta compuesto de dos unidades monoméricas, el acido-B-D-manurénico (M) y
el a-L-gulurénico (G). El contenido relativo de cada uno de estos bloques
depende del tipo de alga, de su grado de desarrollo y en menor medida, de las
condiciones de su crecimiento. La presencia mayoritaria de uno u otro
mondmero repercute ostensiblemente en las propiedades fisicoquimicas,
mecanicas y de gelificacién de los alginatos (Serp et al., 2000). Este hecho,
unido a la gran variedad de alginatos existentes, ha suscitado un debate acerca

de la composicion mas adecuada para la elaboracion de las capsulas.

Estos mondmeros se unen como bloques formando una cadena. La cadena
polimérica que constituye el acido alginico y sus sales se compone de tres tipos
de regiones o bloques. Los bloques G contienen solo unidades derivadas del
acido L-gulurénico, los M se basan enteramente en acido D-manurénico y las
regiones MG, que consisten en unidades alternadas de ambos acidos, (ver
Figura N° 16).

Figura N° 16: Bloques G (acido L-gulurdnico); bloques M (4cido D-manurénico) y
regiones MG.
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Cuando dos cadenas de bloques G se alinean lado a lado resulta un hueco en
forma de diamante, el cual tiene la dimension ideal para acomodar en su

interior un i6n calcio, formandose una estructura dimérica.

El alginato forma geles insolubles como consecuencia de su unién a cationes
multivalentes como el calcio (Albarghouthi et al., 2000). El calcio es el i6n
divalente de mayor uso en la formacion de geles de alginato debido a que sus
sales son econdmicas, de facil disponibilidad y no toxicas. Las mas usadas son
el carbonato de calcio, sulfato, cloruro, fosfato o tartrato.

El modelo que explica la formacion de los geles de alginato con sales célcicas
se denomina “egg-box” (ver Figura N° 17) y se basa en la formacion de una
unidad dimérica entre los iones calcio y las cadenas del polimero en forma de

bucles (regiones de bloques GG) (Grant et al., 1973).

Figura N° 17 Representacion grafica del modelo “Egg-box”
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La secuencia de residuos de acido gulurdnico se cree que es la responsables
de las propiedades gelificantes del alginato con cationes divalentes, mientras
gue las de manuronico son las de interaccion preferente con el agua. Por lo
tanto, un alginato con elevados niveles de secuencias G presentara una mayor
afinidad por agentes de entrecruzamiento (cationes polivalentes) que un

alginato con bajo contenido en G.

Figura N° 18: Redes de Alginato

M-rich network G-rich network

{'\—"’ represents M-fractiors

represents cross-linked Gfractiors

Fuente: Pereda, 2010.

El uso del alginato como matriz destinada a la inmovilizacién presenta una
serie de ventajas, como son: una elevada porosidad y estabilidad quimica junto
con un método de inmovilizacion rapido, simple y de bajo coste (Abou Seoud y
Maachi, 2003). Ademas la inmovilizacion de las bacterias en alginato permite
gue estas se puedan reutilizar después de la biodegradacion sobre crudo, sin
gque se vea comprometida su capacidad degradativa y evita que las células
sean “lavadas” en sistemas de aguas “abiertas” con lo cual se reduce el coste
(Rahman, 2006; Quek et al., 2006; Manohar y Karegoudar, 2001).

La principal desventaja que presenta es la desestabilizacion que sufre en
presencia de agentes quelantes de Ca*? o cationes monovalentes (Serp et al.,
2000) asi como su inestabilidad cuando entra en contacto con elevadas
concentraciones de aniones fosfato, citrato y lactato, los cuales tienen afinidad

por los iones calcio (Albarghouthi et al., 2000).
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CAPITULO Il
PLANTEAMIENTO METODOLOGICO

3.1. Metodologia

3.1.1. Método de la Investigacién

Para la elaboracion del terrario se extrajo suelo a una profundidad de 15
centimetros desde la superficie, utilizando una pala y un pico para excavar la
profundidad indicada. Se extrajo aproximadamente 60 kg de suelo, luego este
lote es homogenizado haciendo uso de un mortero de porcelana, y se hace

pasar por una malla metalica de 2mm.

Este material, luego de haber sido tamizado, debe tener una apariencia y
textura arenosa, luego este material es depositado en dos bateas plasticas,
(ver Figura N° 19).
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Figura N°19: Preparacion del suelo contaminado

Fuente: Elaboracién Propia

De la elaboracién de los terrarios, se utilizé 300 gr. de suelo como muestra
para su envio al laboratorio para el analisis fisicoquimico, y poder contar con
una linea base previa a la simulacién de contaminacién por derrame de crudo

de petroleo.

En la muestra del suelo se analizo el contenido de sales minerales a través del

Método Espectrofotometria de Absorcién Atomica.

Para la medicién de la Materia Organica se realizdé a través del Método de
Walkley y Black % MO = %C x 1,724

Para la medicion de la Textura se realiz6 a través del Método de Hidrémetro

Para la medicion de la pH se realiz6 a través del Método de potenciémetros,

relacion suelo-agua 1:1y en la pasta saturada.

Para la medicion de la Conductividad eléctrica se realiz6 mediante la Lectura

de extracto de relacion suelo agua 1:1 y extracto de la pasta saturada.

127



Contenido de fosforo se realiz6 a través del Método de Olsen Modificado,
Extracto, NaHCO3 0.5M, pH = 8.5

Luego de la elaboracién de los terrarios, se procedio a realizar la simulacion de
la contaminacion, vertiendo 1 Lt. de crudo de petréleo, sobre el cual se realizd

un analisis previo de cromatografia de gases, (ver Figura N°20).

Figura N° 20: Suelo contaminado con crudo de petroleo

Fuente: Elaboracion Propia

Preparaciéon de Células Inmovilizadas

Para el desarrollo de la investigacion se llevo las Placas Petri, tubos de ensayo
(ver Figura N° 22), al horno seco que se encuentra a una temperatura de 180°c
por un periodo de 2 horas, (ver Figura N° 21), para esterilizar el material de
vidrio a utilizar. En el proceso se utilizaron un total de 20 Placas Petri y 24

tubos de ensayo.
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Figura N° 21: Preparacién de la Camara de Flujo Laminar

Fuente: Elaboracion Propia

Figura N° 22: Material de vidrio a esterilizar
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Fuente: Elaboracion Propia

Para la presente investigacion se traslapo la cepa del hongo de Aspergillus
niger a tres tubos de ensayo, (ver Figura N° 23) que incluia previamente
Sabouraud Dextrose Agar, (ver Figura N° 24), en la cAmara de flujo laminar, la
cual se procedid a encenderla por 15 minutos antes de utilizarla para el

proceso de esterilizacidon por radiacion UV.
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Figura N° 23: Cepa Aspergillus niger, ACTT 16888

Fuente: Elaboracion Propia

Figura N° 24: Tubos de Ensayo con la Cepa A. Niger y el medio Agar S.

Fuente: Elaboracion Propia
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Se procedio a desarrollar el medio de Sabouraud Dextrose Agar, (ver Figura N°
25), con un 1,5 Lt. de agua destilada y 95,5 gr de Sabouraud Agar, luego se
procedi6 a calentar el medio por tiempo aproximado de 10 a 15 minutos, luego
el medio es llevado al Autoclave por un periodo de 3 horas para su

esterilizacion.
Figura N° 25: Sabouraud Dextrose Agar

Fuente: Elaboracion Propia

El medio de Sabouraud Agar, ya esterilizado es dispuesto en las placas petris

y en los tubos de ensayo, (ver Figura N° 26).

Figura N° 26: Sabouraud Agar dispuesto en Placas Petris

Fuente: Elaboracion Propia
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Para la activacion de la cepa Aspergillus niger, se realizé el medio liquido en el
Extractor, utilizando una balanza, 7 espatulas para cada uno de los reactivos a
utilizarse junto con un 1 Lt de agua destilada, en el proceso se uso 1 Matraz
Erlenmeyer de capacidad de 2 Lt., luego el medio se llevo a la autoclave para

su correcta esterilizacion, (ver Figura N° 27).

Figura N° 27: Realizando el Medio Liquido en el Extractor

Fuente: Elaboracion Propia

Lo siguiente, fue realizar el traslapo de la cepa Aspergillus niger en las Placas
Petri y los Tubos de Ensayo previamente esterilizadas, replicandola para
mantener activa la cepa, luego se procedio a llevar las placas petris y los tubos
de ensayo con la cepa hacia la incubadora a una temperatura constante de

21°c, para su correcto crecimiento, (ver Figura N° 28).
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Figura N° 28: Crecimiento de Aspergillus niger en Placa Petri y Tubo de Ensayo

Fuente: Elaboracion Propia

Lo siguiente fue realizar el medio de crecimiento con 270 ml de medio liquido
250 gr de arroz y 20 ml de crudo, en 1 matraz con una capacidad de 1 Lt.,
también se realizo el procedimiento con 50 ml de crudo de petréleo para
observar el crecimiento de la cepa Aspergillus niger, luego se llevo el medio al
autoclave para su esterilizacion. Posteriormente, el medio fue llevado fue
llevado para la inoculacion de la cepa Aspergillus niger activada, (ver Figura N°
29).
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Figura N° 29: Semilla, Aspergillus niger en el medio de crecimiento

Fuente: Elaboracién Propia

La siguiente etapa del proceso es desarrollar el Alginato de Sodio, el cual se
define como un material polimérico que se obtiene por el entrecruzamiento
formando una red tridimensional, cuya propiedad principal es hincharse al
contacto con el agua, formando un material blando llamado Pelet. Se conoce
que el xantano o el quitosano son unos de los principales formadores de los
hidrogeles.

Estos hidrogeles son ampliamente utilizados como soporte para la
inmovilizacion de enzimas y células, por tener estas propiedades se decidio

utilizar las macroalgas pardas 6 Macrocystis peryfera sp. Proveniente de

Marcona, (ver Figura N° 30).
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Figura N° 30: Macroalga Macrocystis peryfera sp.

Fuente: Elaboracién Propia

Para la elaboracion de Alginato, se procedié a pesar 200 gr de macroalga, y
lavarla con abundante agua de cafio, luego enjuagarla con aproximadamente 2
Lt. de agua destilada para eliminar las impurezas, lo siguiente es lavar la
macroalga con HCI a una concentracion de 0,2 M, y volver a lavarla con agua
destilada para eliminar completamente las sales. , Posteriormente, se procedio
a remojar las macroalgas en un 1 Lt de agua destilada de solucion de NaHCOg3'
con un pH de 9, en un biker de una capacidad de 2 Lt. Finalmente, se llevo la
macroalga a calentarla a una temperatura de 200°c, hasta obtener su total

disgregacion, (ver Figura N° 31).
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Figura N°31: Preparacion de Alginato en base a la macroalga Macrocystis peryfera sp.

Fuente: Elaboracién Propia
Por ultimo, luego de obtener la semilla de Aspergillus niger, ver Figura N° y el
alginato, se procede a llevarlo a la licuadora, para obtener la mezcla final y

homogénea.

Figura N° 32:.Semilla Final de Aspergillus niger

Fuente: Elaboracion Propia
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Lo siguiente es ubicar en un biker de capacidad de 1 Lt. con una solucion de
CacCl; al 2%, junto a un agitador magnético, se procede a agregar la mezcla

gota a gota formando los pellets, (ver Figura N° 33).

Figura N° 33: Mezcla Final (Cepa/Alginato)

Fuente: Elaboracién Propia

Finalmente se obtuvieron las células inmovilizadas en los pellets, (ver Figura N°
34), luego se procedi6 a llevar la mezcla al suelo contaminado con crudo de
petréleo, (ver Figura N° 35).
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Figura N° 34: Células Inmovilizadas en base a Aspergillus niger

Fuente: Elaboracion Propia

Figura N°35: Aplicacion de Cédulas Inmovilizadas en los terrarios de suelo contaminado

Fuente: Elaboracién Propia
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3.1.2. Tipo de la Investigacion

La investigacion que se propone en este proyecto de tesis es del tipo aplicada-

experimental.

3.1.3. Nivel de la Investigacién

La investigacion del presente proyecto tiene el nivel de aplicativa.

3.2. Disefio de la Investigacion

La presente investigacion se ha realizado mediante un tratamiento de
remediacion a traves de la inmovilizacion de la cepa Aspergillus niger, a nivel

de laboratorio en terrarios en base a la muestra de suelo.

En esta investigacion se desarrollaron pruebas para determinar el nivel de
degradacion de los hidrocarburos en funcién a la capacidad degradativa de la
cepa Aspergillus niger empleada, la cual fue seleccionada de acuerdo a los

siguientes criterios:

- Los hongos son los que mejor se adaptan a cualquier condicion de
supervivencia.

- Los hongos, en especial la cepa Aspergillus niger tiene la capacidad de
degradar y tolerar altas concentraciones de téxicos con excelentes
resultados, como se indico en los antecedentes.

- Los hongos cuentan con sistemas enzimaticos altamente eficientes que
logran mineralizar los compuestos toxicos sin dejar residuos.

- Los hongos tienen una alta capacidad de crecer eficientemente en
suelos contaminados con crudo de petroleo

- Los hongos, a través de los micelios, en los ecosistemas tienen entre
sus funciones descomponer toda materia organica. Estos segregan
enzimas y acidos que sirven para degradar las largas cadenas de

carbono e hidrogeno de los contaminantes del petroleo.
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- Lo mas importante en la microrremediacion es identificar la cepa de
hongos mas apropiada para remediar el medio contaminado.

- Los hongos son una de las especies con mayor capacidad de
acumulacion y de degradacion de contaminantes.

- Ciertas cepas de hongos son muy efectivas en la remocion de
contaminantes tal como ciertas sustancias empleadas en la preservacion
de la madera, hidrocarburos aromaticos policiclicos, organoclorados,
bifenilos policlorados, tinturas, pesticidas, fungicidas, herbicidas y

lignina.

Los ensayos realizados a los terrarios en las bandejas de plastico, como se
muestra, tiene las siguientes dimensiones, y debido a que las dimensiones del
terrario no permitian mantenerlo en un calentador el desarrollo de la

investigacién se realizo a temperatura ambiente.

0.80 cm

0.30 cm

1 mt

Se realizaron 02 ensayos en las bandejas de plasticos con 02 repeticiones™
cada uno y un testigo:

Ensayos

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Testigo

5 Kg de suelo
contaminado con 1 Lt de 5 kg de suelo

. : 5 kg de suelo no
crudo de petréleo + cepa | contaminado + 1 Lt de .
i . . contaminado
Aspergillus niger crudo de petroleo
inmovilizada

B Biodegradacion bacteriana por estimulacion en suelos contaminados con petrdleo crudo. Samanez G.
Elizabet. 2008
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Para el procedimiento de crecimiento de la cepa Aspergillus niger, el criterio a
utilizar es el Recuento Estandar en Placa por la técnica de agar volcado “Pour
Plate”, en esta técnica se realizan diluciones de la muestra en forma similar a la
técnica del “Numero mas Probable”. De cada dilucién se toman 3 muestras de
1 ml. y se depositan en una placa Petri estéril, a continuacién se agrega a cada
placa 11 ml de agar fundido, luego las placas son colocadas son colocadas en
una mesa lisa y son enfriadas a temperatura ambiente hasta esperar su
solidificacion, posteriormente se deben invertir las placas a incubar. Esta
técnica puede ser usada para determinar unidades formadoras de colonias por

mililitro o por gramo de muestra.®

En los resultados descritos en el siguiente capitulo se describen el producto

obtenido de los 02 ensayos ya descritos.

Reactivos y materiales utilizados en el presente estudio:

Para la realizacidn del presente trabajo se ha utilizado los siguientes reactivos y
materiales de laboratorio:
a. Reactivos de Laboratorio:

- Almidon

- Alcohol

- Sabouraud Dextrose Agar

- Cepa Aspergillus niger

- Agua destilada

- Macroalga Macrocystis Peryfera

- Sulfato de Amoniaco (NH,4)2 SO4

- Fosfato Monobasico de potasio K;HPO,4

- Sulfato de Magnesio Mg SO4.7H,0

- Sulfato monobasico de Calcio CaHPO,4.2H,0

- Sulfato Férrico Fe,(S04)3.7H,0

- Sulfato de Zinc ZnS0O4.7H,0

Biorremediacion estimulada por efluentes cloacales tratados de suelos contaminados con
hidrocarburos. Zajonskovsky Irene. 2006.
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- Sulfato de Manganeso MnSO4H,0
- Acido muriatico HCL

- Bicarbonato de sodio NaHCO3

- Cloruro de Calcio CaCl,

3.3. Hipétesis de la Investigacion

3.3.1. Hipotesis General

Es posible que la inmovilizacion de Apergillus niger, como método de
biorremediacion, sea viable en la reduccibn de los efectos negativos

ocasionados por derrames de hidrocarburos de petréleo en lo suelos.

3.3.2. Hipotesis Especificas

- Los niveles de contaminacion del suelo contaminado son significativos

para la poblacion microbiana del suelo.

- La contaminacién del suelo ocasionado por derrame de crudo de
petréleo muestra un nivel de pH ligeramente alcalino, contenido de sales

minerales altas.

- Las variables del método de biorremediacion influyen |len la reduccién

de los efectos negativos de los derrames de crudo de petroleo.

3.4. Variables
3.4.1. Variable Independiente

1. Concentracién de células inmovilizadas en los pellets (granos) de
alginato.

2. Humedad del suelo contaminado.

3. Temperatura del suelo contaminado.

4. pH del suelo contaminado.
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5. Periodo de aplicacion del método de biorremediacién
3.4.2. Variable Dependiente

1. Concentracion de Hidrocarburos Totales de petroleo en el suelo.

3.5. Cobertura del Estudio.

3.5.1. Poblacion.

La poblacién se determina mediante la toma de 9 muestras de suelo de la
Universidad Alas Peruanas ubicada en el distrito de Pachacamac, estas
mismas se homogenizaron y se dividieron dentro de una batea de plastico
formando 9 cuadrantes, de las cuales se escogieron 3 de manera aleatoria, y

se procedieron a ubicar las 3 muestras en 3 bandejas de plasticas.

3.5.2. Muestra

Para determinar la proporcion de la muestra se tomé una alicuota del terrario,
luego se procedid a homogenizar la alicuota empleando una espatula; la
porcion se ubica sobre una superficie lisa para dividirla en 9 cuadrantes, de

esto 3 porciones se escogen al azar y se vuelve a homogenizar.

Ejemplo: Muestra

tomada de manera

aleatoria del
cuadrante 1,5y 9
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Preparacion de muestras de suelo para extraccion.

Aunque el analisis de hidrocarburos puede hacerse con muestras hiumedas se
recomienda secarlas y molerlas para obtener muestras mas homogéneas. El

secado de suelo para la extraccion se lleva a cabo de la siguiente forma:

Material:

- Espatula

- Mortero

- Papel aluminio

- Frascos de vidrio de 30 ml

- Equipo para extraccion por Soxhlet

Procedimiento:

- Poner a secar la muestra (8-15g de suelo) extendida en un papel
aluminio a 30°C, durante 48 horas, en un cuarto de temperatura
controlada o a la sombra.

- Moler la muestra en un mortero hasta obtener particulas finas

- Colocar la muestra seca en un frasco seco y limpio.

3.5.3. Muestreo

Extraccion de Hidrocarburos por reflujo (Soxhlet)

La extraccion Soxhlet es una de las técnicas analiticas mas ampliamente
usadas, es un procedimiento para la extraccion de compuestos organicos no
volétiles y semivolatiles de solidos, como suelos, lodos y residuos. Este método
asegura el contacto intimo de la matriz de la muestra con el solvente de
extraccion. La extraccion de hidrocarburos del petréleo por Soxhlet provee
fracciones de C6 a C50. Para la Optima extraccion de los compuestos
organicos, los solidos deben estar en particulas pequefias; mientras mas
pequefias sean las particulas, mas area de superficie y contacto y, por lo tanto,

mejor extraccion. Asi, soélidos de mayor tamafio deben ser reducidos a
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pequefias particulas antes de la extraccion. El desarrollo del método de
extraccion Soxhlet incluye encontrar un solvente o mezclas de solventes que
tengan una alta afinidad por lo analiticas y una baja afinidad por la matriz de la
muestra soélida. El solvente debe tener una alta volatilidad porque debe ser
removida al final de la extraccion para concentrar el analito de interés
(Weisman, 1998).

Para extraer los hidrocarburos de suelos contaminados se utiliza el método de
reflujo con equipos Soxhlet, tomando como referencia los métodos D5369-93
de la ASTM (2003) y 3540C y 3541 de la US EPA (1996, 1994).

Este método consiste en extraer los hidrocarburos contenidos en el suelo,
mediante la accion de un solvente organico volatil apropiado, que es reflujado a
través de la muestra varias veces durante un tiempo determinado. El solvente
es evaporado y posteriormente condensado en un refrigerante, se le hace
pasar por la muestra y se le regresa al origen para ser nuevamente evaporado.
La muestra solida es mezclada con sulfato de sodio anhidrido para eliminar el
agua residual, se le coloca en un dedal o cartucho de papel o fibra de vidrio y
se usa un solvente organico apropiado para su extraccion en un equipo
Soxhlet. Mediante los reflujos del solvente y la temperatura se permite el
contacto intimo de la muestra con el solvente de extraccion, de esta manera se
logra la liberacion de los hidrocarburos presentes en la muestra. El extracto
organico se concentra (si es necesario) o bien se evapora para realizar el

intercambio de solvente, acorde con el método de cuantificacion.

Extraccion de hidrocarburos mediante la agitacion-centrifugacion

Aunque la extraccion con Soxhlet es una de las técnicas mas utilizadas para la
extraccion de hidrocarburos por su eficiencia de extraccion (mayor a 80%), el
tiempo y numero de muestras que se logran procesar son limitadas a la
cantidad de equipos disponibles. Por esta razén, se han desarrollado otras

técnicas que tienen como finalidad optimizar los tiempos de extraccion y
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cantidad de solvente por utilizar, haciéndolas mas econémicas y rapidas, con la
ventaja de poder procesar mas muestras en menor tiempo; tal es el caso de la

extraccion agitacion-centrifugacion.

La técnica para la extraccion de los hidrocarburos del petrdleo del suelo se
basa en los métodos 3500B y 3540C de la US EPA (1996) y el reportado por
Schwab et al (1999), con algunas modificaciones (Arce et al., 2004) en cuanto

a la velocidad de agitacion y volumenes de solvente por utilizar.

Este método se basa en la extraccion de hidrocarburos no volatiles y
semivolatiles de muestras sélidas (suelo) a través del contacto intimo de la
muestra con el solvente, mediante la agitacion en un matraz o tubo (lavado),
produciendo un efecto de extracciones sucesivas, y separando posteriormente

el solvente del suelo por centrifugacion.

3.6. Técnicas e Instrumentos

3.6.1. Técnicas de la Investigacion.

Medicién de Fraccién de Hidrocarburos F1 (Cs — Cyp)
EPA 8015 C, Rev. 3, Febrero 2007

Este método se puede usar para determinar las concentraciones de diversos
compuestos organicos no halogenados volatiles y compuestos organicos
semivolatiles por cromatografia de gases.

Este método proporciona condiciones cromatograficas de gas para la deteccion
de determinadas compuestos organicos volatiles y semivolatiles no
halogenados.

Las muestras de agua subterranea o de agua superficial en general deben ser
analizadas en conjunto con los métodos 5021, 5030, 5031, 5032, 3510, 3520, u
otros métodos de preparacion adecuados para obtener los limites inferiores de
cuantificacion necesarios. EI método 3535 (extraccion en fase solida) también
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puede ser aplicable a algunos de los analitos, sin embargo, este método no ha

sido validado por la EPA en conjuncion con este método determinante.

Se utiliza un programa apropiado de temperatura en el cromatégrafo de gas
para separar los compuestos organicos. La deteccion se consigue mediante un

detector de ionizacién de llama (FID).

Al analizar los compuestos organicos volatiles, las muestras pueden ser
contaminadas por difusion de compuestos organicos volatiles (en particular los
clorofluorocarbonos y cloruro de metileno) a través del septo recipiente de la

muestra durante el transporte y almacenamiento.

Medicién de pH
EPA 9045 D, Rev. 4 2004

Este método es un procedimiento electrométrico para medir el pH en los suelos
y muestras de desecho. Los residuos pueden ser sdlidos, lodos o liquidos no
acuosos. Si el agua esta presente, debe constituir menos del 20% del volumen
total de la muestra.

La muestra se mezcla con agua de grado reactivo, y se mide el pH de la

solucién acuosa resultante.

Materiales
- Medidor de pH con medios para la compensacion de temperatura.
- Electrodo de vidrio
- Beaker — 50 ml
- Termodmetro y/o la temperatura del sensor de compensacion automatica.

- Balanza analitica

Procedimiento
- Cada sistema de instrumentos/electrodo debe ser calibrado en un

minimo de dos puntos que enmarquen el pH esperado de las muestras y
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las cuales son aproximadamente tres unidades de pH o mas. Se debe
repetir los ajustes en porciones sucesivas de las dos soluciones tampén
hasta lecturas que estén dentro de 0,05 unidades de pH del valor.

- En un beaker de 50 ml con 20 gr de suelo, se debe agregar 20 ml de
agua con grado reactivo, y remover la suspension cada 5 minutos.

- Dejar que la suspension del suelo repose durante aproximadamente 1
hora para permitir que la mayor parte de la arcilla suspendida se establezca
fuera de la suspension de la fase acuosa para la medicién de pH.

- Ajuste los electrodos en las mordazas de la pinza portaelectrodos de
modo que, tras la reduccion de los electrodos en el vaso, el electrodo de
vidrio se sumerge simplemente lo suficientemente profundo en la solucién
para establecer un buen contacto eléctrico a través de la junta de vidrio

esmerilado o el agujero en fibra capilar.

Medicién de Contenido de Humedad de Suelo
NOM-021-RECNAT-2000, Seccién 7.1.5. (AS-05)

7.1.5. La determinacion del contenido de humedad del suelo por gravimetria, se

realizara a través del método AS-05.

Método gravimétrico para la determinacién del contenido de humedad de los
suelos, sean estos organicos o minerales. El método se basa en la medicién o
determinacion de la cantidad de agua expresada en gramos que contiene una
muestra de suelo. Esta masa de agua se referencia de la masa de suelo seco
de la muestra. La determinacion de la masa de agua se realiza por la diferencia
en peso entre la masa de suelo hiumedo y la masa de suelo seco. Se considera
como suelo seco aquél secado a la estufa a 105°C hasta obtener un peso

constante.

Material y equipo
- Botes de aluminio para humedad

- Estufa con circulacion forzada de aire y temperatura controlada
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- Balanza con aproximacién de 0.01 g
- Pinzas

- Desecador

Procedimiento

1. Lavey limpie perfectamente e identifique los botes de aluminio a utilizar.

2. Los botes con todo y tapa introduzcalos a la estufa durante 8 horas
como minimo a una temperatura de 105°C posteriormente registre el
peso y vuelva a introducir los botes a la estufa hasta que se logre un
peso constante en las muestras, todo este procedimiento previo al
enfriamiento de los botes que se colocan en un desecador.

3. Utilizando las pinzas, saque los botes del desecador de vacio hasta que
se enfrien y péselos con todo y tapa, éste sera el peso del bote (PB).

4. Obtenga la muestra deseada, se recomienda sean de 30 a 50 gramos,
aproximadamente, y coloquela en el bote de aluminio, en caso de que la
muestra vaya a ser transportada es necesario tapar y sellar
herméticamente el bote con parafilm.

5. Pese el bote con el suelo humedo, este peso debera ser el peso del bote
mas el suelo himedo (PB + Psh).

6. Destape el bote con el suelo humedo, coloque la tapa en la parte inferior
e introdlzcalo a la estufa a una temperatura de 105°C.

7. Después de 24 horas saque el bote de la estufa tapelo y coléquelo en el
desecador de vacio hasta que se enfrie, posteriormente pese el bote con
la muestra seca, este peso sera el peso del bote mas el peso del suelo
seco (PB + Pss).

8. Vuelva a introducir el bote a la estufa y una hora después saquelo, enfrie
en un desecador y pese; repetir este procedimiento hasta obtener el

peso constante.
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3.6.2. Instrumentos de la Investigacion.

El Instrumento utilizado a utilizar son:

Tubos de Ensayo

Placas petri

Matraz Erlenmeyer

Autoclave

Encubadora a 28°C

Mechero

Espatulas

Horno seco

Balanza analitica

Céamara de flujo laminar (rayos UV)
Extractor

Estufa para esterilizacion
Estufa para cultivo de bacterias
Probeta (250 ml)

Parafilm

Agitador magnético

Mortero de porcelana

Tamiz, 2 mm

Balde (1.5 Lt capacidad)
Licuadora
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CAPITULO IV
ORGANIZACION, PRESENTACION Y ANALISIS DE

RESULTADOS

4.1. Analisis e Interpretacion de los Resultados
4.1.1. Caracterizacion del Suelo

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos de la

caracterizacion del suelo

Caracterizacion del Suelo

500 5%
400
300
200
100 4295

592 29 1983 551 055 073 0 208 077 762
gL — Bl e ||

CE. CC Ca++ Mg++ Na+ K+ %H  %M.O. P(ppm)K (ppm) CaCO3  pH

Total

Fuente: Elaboracién propia
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4.1.1.1. Determinacién de la Conductividad Eléctrica del Suelo

Este andlisis se realiza para medir el potencial de transporte de una corriente

eléctrica en agua, y determinar la capacidad de los electrones para

desplazarse, y si las sales solubles se encuentran en cantidades suficientes

como para afectar la germinacion de las semillas, la absorcion del agua, los

resultados se indican en la siguiente Tabla N° 12:

Tabla N° 12: Resultados de la Conductividad Eléctrica del Suelo

C.E. (Sales)
Segun respuesta de los cultivos
(dS/m)

Muy Ligeramente Salino :
Ligeramente Salino 2
Moderadamente Salino : 4
Fuertemente Salino 8
Extremadamente Salino : >

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina, 2015

Numero de Muestra CE

Lab. Campo dS/m
Relacion 1:1

8738 Suelo 5.92

4.1.1.2. Anélisis Mecéanico del Suelo

Para el analisis mecanico del suelo se realiza las siguientes mediciones que se

indican a continuacién en la Tabla N° 13.

Tabla N° 13: Resultados del Andlisis Mecanico del Suelo

Numero de Muestra Andlisis Mecanico

Lab. Campo Arena Limo Arcilla Textura
% % % %

8738 Suelo 49.12 35.44 15.44 Franco

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina, 2015.
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4.1.1.3. Determinacién del Contenido de Sales Minerales

El contenido de sales minerales del suelo, se realiza mediante el método de
Espectrofotometria de Absorciéon Atdmica, mediante el cual se obtuvieron los

siguientes resultados que se muestran en la Tabla N° 14.

Tabla N° 14: Resultados de contenido de sales minerales

NUmero de Muestra Cationes Cambiables
C|C ++ ++ + +
Lab. Campo Total ca Mg Na K
Cmol (+) / Kg
8738 Suelo 2900 | 19.83 251 | 055 | 073

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina, 2015

CIC Efectiva
CIC : Capacidad Intercambiable de Cationes
Muy Baja: < 5 meq/100 gr
Baja : 5-10
Medio : 10-15
Alto : 15-20
Fuertemente Salino : > 20

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina, 2015

4.1.1.4. Determinacion del Porcentaje de Humedad del Suelo

Para el andlisis de porcentaje de humedad del suelo se realiza la siguiente

medicion que se indica a continuacion en la Tabla N° 15.

Tabla N° 15: Resultados de la Humedad del Suelo

Ndmero de Muestra
%H
Lab. Campo
8738 Suelo 32.00

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina, 2015
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4.1.1.5. Determinacién de la Materia Organica del suelo

El andlisis de cantidad de materia organica se realiza mediante el método de
Walkley y Black y se obtuvo el siguiente resultado que se indica a continuacion
en la Tabla N° 16.

Tabla N° 16: Resultados de la Materia Organica del Suelo

Numero de Muestra M.O.
Clase Materia Orgénica Lab. Campo %
8738 Suelo 2.08
Bajo <2%
Medio 2-4%
Alto >4 %

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina, 2015

4.1.1.6. Determinacion del Contenido de Fosforo, Potasio y

Calcareo total CaCO3 del suelo

Para el analisis de Fosforo, potasio y calcareo total del suelo se realiza la

siguiente medicion que se indica a continuacion en la Tabla N° 17.

Tabla N° 17: Resultados de contenido de fosforo, potasio y calcareo total del suelo

Numero de Muestra P K CaCO;
Lab. Campo ppm ppm %
8738 Suelo 42.95 426.00 0.77
Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina, 2015
Clase Calcéreo Total Faésforo Potasio
CaCo03 P (ppm) K (ppm)

Bajo <1% <7% <100

Medio 1-5% 7-14% 100-240
Alto > 5% >14% <240

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina, 2015

4.1.1.7. Determinacion del pH del suelo

Para el andlisis de pH del suelo se realiza la siguiente medicién que se indica a

continuacion en la Tabla N° 18.




Tabla N° 18: Determinacion del pH del Suelo

- Numero de Muestra pH
Relacion del Suelo Lab. Campo | Relacion1:1
i 8738 Suelo 7.62
5.1-55 Fuertemente acido
5.6 -6.0 Moderadamente acido
6.1-6.5 Ligeramente acido
6.6-7.3 Neutro
7.4-7.8 Ligeramente alcalino
79-8.4 Moderadamente alcalino

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina, 2015

4.1.2. Caracterizacion de los microorganismos durante el proceso de

remediacién sobre el suelo contaminado con petréleo
» La poblacién microbiana llego a su mayor cantidad al finalizar el proceso
de remediacién(valor elevado se debe a que los microorganismos se

encuentran en gran concentracion en cada uno de los pellets formados).

Conteo de la Cantidad de U.F.C. (unidades formadoras de colonias)

Dias U.F.C.
Inicio |1 10" por cada gr. de tierra
Fin 28 | 10% por cada ml. de pellet

» Debido al tiempo de exposicion y al agotamiento de la fuente de carbono
que fue extraida por descomposicion del hidrocarburo, puesto que
inicialmente no habia una fuente de carbono en los terrarios, porque de
los analisis realizados a la muestra de suelo se obtuvo que no habia
presencia de carbono

» Siendo el petrdleo la Unica fuente de carbono presente en los terrarios, y
como se sefiala en los resultados de determinacion de hidrocarburos de
petréleo, los microorganismos utilizaron el petréleo como Unica fuente de
alimento para su crecimiento, por tal razén se obtiene que el petréleo se

descompuso a raiz de las reacciones quimicas de 6xido reduccion de los

155



microorganismos que tiene como finalidad obtener biomasa, di6xido de

carbono y agua, elementos que son inocuos en el medio ambiente.

» De los resultados obtenidos en el tratamiento se obtiene que la materia

organica ya no es inocua para el medio analizado.

» Sin embargo, se indica que por encontrarse los microorganismos

inmovilizados, no se pudo identificar el tipo de especie presente en los

terrarios.

4.1.3. Variacion de los Parametros pH, Porcentaje de Humedad y

Temperatura del suelo contaminado

Tabla N°19: Resultados de pH, %H y T° del suelo contaminado

%H pH T°
Semana 1 32 7.62 20.6
Semana 2 30.5 7.5 20
Semana 3 294 7.3 19.8
Semana 4 29 7.1 19.2

Fuente: Elaboracion Propia

4.1.3.1. Variacion del pH en suelo no contaminado

Grafico N° 1: Variacién del pH en suelo no contaminado

7.9
7.6
7.5
7.4
7.3
7.2
7.1
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pH
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Fuente: Elaboracién Propia
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4.1.3.2. Variacion del Porcentaje de Humedad en suelo no

contaminado

Grafico N°2: Variacién del porcentaje de humedad en suelo no contaminado
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Fuente: elaboracion propia

4.1.3.3. Variacion de la Temperatura en suelo no contaminado

Grafico N° 3: Variacién de la Temperatura en suelo no contaminado

To
21
20.5
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mT
19.5
) .
18.5 T T T 1
Semanal Semana 2 Semana3 Semana4

Fuente: elaboracién propia
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4.1.4. Variacion de los Parametros: pH, Porcentaje de Humedad,
Temperatura y HTP (Hidrocarburos Totales de Petroleo)
durante el proceso de remediacidén sobre el suelo contaminado

con petrdleo

Tabla N° 20: Resultados de pH, %H, T°y HTP durante el proceso de Biorremediacién
sobre suelo contaminado con petroleo

HTP (F1) (mg/kg) %H pH T
Semana 1 12 9.9 7.4 21
Semana 2 0 9.5 7.2 20.6
Semana 3 0 23.1 7.6 21.1
Semana 4 4 22.3 7.5 20.7

Fuente: elaboracion propia

4.1.4.1. Variacion del pH durante el proceso de remediacion

Grafico N° 4: Variacién del pH sobre el suelo contaminado con petrdleo

pH
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Fuente: elaboracion propia

En las muestras de suelo analizadas se encontré el suelo ligeramente alcalinos
(pH 7.4 — 7.8), tomando en cuenta que esta condicion favorece el crecimiento
de los microorganismos existentes en el suelo. La variacion del pH, puede

provenir de la posible conversion del nitrégeno organico en amoniaco, el cual al
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disolverse en el agua libera iones hidroxidos. Sobre los resultados obtenidos,
los microorganismos pueden sobrevivir encargandose de la remediacion del

suelo contaminado.

4.1.4.2. Variacion del Porcentaje de Humedad durante el

proceso de remediacién

Grafico N° 5: Variaciéon del Porcentaje de Humedad en suelo contaminado
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Fuente: elaboracion propia

El porcentaje de humedad ha variado hasta alcanzar un maximo de 23%. Esta
variacion se explica dado que el material polimérico de las macroalgas necesita
una gran cantidad de agua, por tener como propiedad principal, que al entrar
en contacto con el agua se hinchan formando un material donde los
microorganismos se encuentran inmovilizados y que son capaces de degradar

los hidrocarburos de petroleo.
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4.1.4.3.Variacion de la Temperatura durante el proceso de

remediaciéon

Grafico N° 6: Variaciéon de la Temperatura en suelo contaminado
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Fuente: elaboracion propia

Respecto a la variacion de los datos obtenidos del parametro Temperatura, los
resultados del proceso varian entre 20 °C y 21°C, la variacién del parametro
puede deberse a la energia que se genera durante la reaccion de
descomposicion de los compuestos del crudo de petroleo.
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4.1.4.4. Variacion de los HTP durante el proceso de

remediaciéon

Tabla N°21: Medicién de los HTP (Hidrocarburos Totales de Petréleo) antes y después
del proceso de biorremediacion.

Antes de la Despuésde la
Inmovilizacién Inmovilizacién
microorganismos | microorganismos

Peso de tierra
contaminado (gr)

Peso de petréleo
extraido (mg/kg)

Fuente: elaboracion propia

3000 3000

12 4

Grafico N°7: Variacién de HTP antes y después del proceso de remediacion
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Fuente: elaboracion propia

Para el proceso de biodegradacion ex situ se procedié a armar bandejas de
plastico, donde se coloco tierra de suelo no contaminado, sobre el cual se
procedié a verter 1 Lt de crudo de petréleo controlado, por un periodo de 8
dias. Lo siguiente fue adicionar una cantidad de células inmovilizadas de
Aspergillus niger, y mezclarlos sobre el suelo contaminado con crudo de

petréleo.
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El presente ensayo se realiza con la finalidad de observar la disminucion de la
concentracion de los hidrocarburos de petréleo, durante un periodo de 28 dias-
Estos resultados indican que la cantidad de los hidrocarburos de petréleo ha

disminuido en un 66.67%.

4.1.5. Andlisis Estadistico

Las hipétesis planteadas en la investigacion son las siguientes:

HO = Los niveles de Hidrocarburos totales de petréleo son iguales luego de
utilizar la cepa Aspergillus niger.

H1 = Los niveles de Hidrocarburos totales de petréleo disminuyeron luego de

utilizar la cepa Aspergillus niger.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0.99220261
Coeficiente de determinacion RA2 0.984466019
RA2 ajustado 0.976699029
Error tipico 0.521387246
Observaciones 4

Andlisis de varianza

Grados de Suma de Promedio de los £ Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 34.45631068 34.45631068 126.75 0.00779739
Residuos 2 0.54368932 0.27184466
Total 3 35

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95% Superior 95%  Inferior 95.0%  Superior 95.0%

Intercepcion

Variable X 1

-68.7961165 6.78187134  -10.14411997 0.009578474  -97.97615374  -39.61607927 -97.97615374
2.524271845 0.224213697 11.25833025  0.00779739 1.55955817 3.488985519 1.55955817

Andlisis de los residuales

Observacion Prondstico para Y Residuos
1 11.98058252 0.019417476
2 8.194174757 -0.194174757
3 5.417475728 0.582524272
4 4.40776699 -0.40776699
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Variable X ; Curva de regresion ajustada

5 .. oY

M Pronostico paraY

28 29 30 31 32 33
Variable X ;

Si el valor P es menor o igual que el nivel de significancia predeterminado, se
rechaza la hipotesis nula, el andlisis de la prueba de hipotesis se basa en el
valor de la probabilidad P; De acuerdo a los resultados podemos inferir que
existe diferencia significativa entre los resultados iniciales y finales de los

Hidrocarburos totales de petréleo.

P- value < 0.05 —> Se rechaza la Hipétesis nula

De la gréfica se puede observar:

- Cuando la variable independiente disminuye progresivamente, la
variable dependiente disminuye drasticamente, dando como resultado
un resultado significativo en la aplicacion del tratamiento de remediacion
de suelo contaminado mediante la inmovilizacién de la cepa Aspergillus

niger.
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CONCLUSIONES

Del presente estudio se puede concluir lo siguiente:

1. De acuerdo al andlisis estadistico realizado se puede concluir que
la cantidad de hidrocarburos en el suelo disminuye producto de la
técnica utilizada en el experimento (inmovilizacion de Aspergillus niger),
se llega a esta conclusion a través del contraste de la hipétesis nula y la
hipétesis alternativa, usando como variable de decision el p-value. En
este caso el p-value es menor a 0.05, por tanto se rechaza la hipétesis
nula: Los niveles de Hidrocarburos totales de petrdleo son iguales luego

de utilizar la cepa Aspergillus Niger.

2. La variacibn del contenido de humedad aumentod
considerablemente durante el proceso de remediacion, brindando las
condiciones adecuadas para que la cepa Aspergillus niger realice con

mayor efectividad la degradacion de los HTP.
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Los resultados del pardmetro pH presentan variaciones
significativas, lo que permitioé el crecimiento de la cepa A. Niger sp. y en

su funcién como un actor degradativo.

La variacién de los resultados de la temperatura tuvo un rol
importante en la eficacia de la técnica de remediacién, porque facilito el
consumo de energia por parte de la cepa Aspergillus niger
transformando los compuestos complejos de los hidrocarburos en

simples.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos del presente estudio y con el fin de
continuar profundizando el estudio respecto a la técnica de remediacion

utilizada se recomienda lo siguiente:

1. Se recomienda evaluar la viabilidad de la realizacion del analisis de
identificacion taxonomica de los microorganismos como parte del
experimento, teniendo en cuenta que si bien se ha utilizado la cepa
Aspergillus niger en el experimento, es posible que durante el desarrollo
del mismo, se hayan generado otros microorganismos debido a la
exposicion de los terrarios a condiciones ambientales no contraladas,
dichos microorganismos podrian haber tenido algun efecto sobre el

suelo contaminado.

2. Se recomienda evaluar en futuras investigaciones, el incremento
del nimero de muestras para tener una mejor representacion de la
poblacion estudiada. Si bien se han realizado las muestras necesarias
para lograr obtener conclusiones rigurosas la potencia del experimento

podria ser mayor.

3. Se recomienda desarrollar la técnica de inmovilizacion de

microorganismos por un periodo mayor al que se encuentra en la
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presente investigacién y comparar la eficacia del método en funcion al
tiempo remediacién, de forma tal que se puedan lograr resultados mas

robustos.
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ANEXOS

ANEXO |: Matriz de Consistencia
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Titulo: Tratamiento de suelo contaminado por vertidos de crudo de petrdleo mediante la inmovilizacién de células Aspergillus Niger sp.

Problema Objetivo Hipotesis Variables
Problema I L o L Indicadores Métodos Técnicas Instrumentos
Principal Objetivo General | Hipotesis General | Definicion/Conceptualizacion
¢En qué medida la | Comprobar la Es posible que la
inmovilizacion de | viabilidad de la inmovilizacion de Concentracion de | Tipo de EPA 8015 C, Autoclave
Aspergillus niger, inmovilizacion de | Aspergillus niger, Hidrocarburos Investigacion: Rev. 3, Febrero Encubadora a
como método de Aspergillus niger, | como método de totales de | Experimental 2007 28°C
biorremediacion, como método de biorremediacion, petréleo medidos EPA 905 D, Mechero
reduce los efectos | biorremediacion, sea viable en la en gramos de | Nivel de Rev. 4 2004 Algodon
negativos en la reduccion de | reduccion de los petréleo por kg | Investigacion: NOM-021- Papel kraft
ocasionados por el | los efectos efectos negativos de tierra Aplicada RECNAT-2000 Pavilo
derrame de negativos ocasionados por Porcentaje de Seccion 7.1.5 Espatulas
hidrocarburos de ocasionados por derrames de Humedad Disefio de la (AS-05) Horno seco
petréleo en los derrames de hidrocarburos de pH Investigacion: Método de Balanza
suelos? hidrocarburos de petréleo en lo Dependiente: Temperatura Tipo Correlacional Espectrofotom Campana de
petroleo en los suelos. 1. Concentracion de Contenido de etria de flujo laminar
suelos. Hidrocarburos  Totales Sales Minerales Absorcion Extractor
Problema Objetivos Hipodtesis de petréleo en el suelo. Materia Organica Atémica. Probeta
Especificos Especificos Especificas Textura Método de Agar Saboured
¢, Cuales son los Determinar los Los niveles de Independiente: pH Walkley y Parafilm
niveles de niveles de contaminacion del 1. Concentracién de Conductividad Black % MO = Agitador
contaminacion del | contaminacion del | suelo contaminado células inmovilizadas en Eléctrica %C x 1,724 magentico
suelo ocasionado | suelo ocasionado | son significativos los pellets (granos) de Contenido de Método de Agua destilada
por derrame de por derrame de para la poblacion alginato. Fésforo Hidrometro Tubos de
crudo de petroleo? | crudo de petrdleo. | microbiana del 2. Humedad del suelo Cantidad de Método de ensayo
suelo. contaminado. células potenciémetros Placa petris
¢, Cuales son los Caracterizar la La contaminacion 3. Temperatura del suelo inmovilizadas Método de Matraz de boca
tipos de contaminacion del | del suelo contaminado. Olsen ancha
contaminacion del | suelo ocasionado | ocasionado por 4. pH del suelo Modificado Tubo de
suelo ocasionado | por derrame de derrame de crudo contaminado. ensayo

por derrame de
crudo de petréleo?

crudo de petrdleo.

de petroleo
muestra un nivel
de pH ligeramente
alcalino, contenido
de sales minerales
altas.

¢, Como influyen
las variables del
método de
biorremediacion en
la reduccién de los
efectos negativos
de los derrames
de crudo

petréleo?

Determinar cOmo
influyen las
variables en el
método de
biorremediacion en
la reduccién de los
efectos negativos
de los derrames
de crudo de
petréleo.

Las variables del
método de
biorremediacion
influyen en la
reduccioén de los
efectos negativos
de los derrames
de crudo de
petréleo.

5. Periodo de aplicacion

del método
biorremediacion

de




ANEXO II: Histérico de derrames en el Peru y en el Mundo.

Derrames en el Peru (hasta el 2014)

ANO DEPARTAMENTO LUGAR RESPONSABLE
1995 Lima Playa Conchan Petroperu
2000 Terminal Salaverry GMP S.A. Oil Tanking S.A.C.
Chiclayo Puerto Eten Petropert
2001 Talara Punta Arenas Petropert
Loreto Lote 192 Pluspetrol
2002 Talara Estanciéon Tanque PTS Petrotech
2004 Cajamarca Rio Jequetepeque Yanacocha
Loreto Rio Marafién Pluspetrol
2005 Lima Refineria Conchan Marina de Guerra del Peru
2006 Callao Muelle de Pescadores Bugue Tanque Sebastian
Talara Cabo Hellas Petropert
Amazonas Bagua Oleoducto Nor-Peruano
. Empresa Nacional de Puertos
2007 Il B Lydia Oldendroff
Callao uque Lydia Oldendro del Pert (ENAPU)
Selva Peruana Rio Corrientes (FECONACO) Pluspetrol
llo Torata Camién Boliviano
Tumbes Plataforma Corvina Lote Z-1 BPZ Energy
2008 La Libertad Sembrio del Caserio de Plaza Primax
Pampa
Selva Peruana Ri6 Corrientes (FECONACO) Pluspetrol
Amazonas Barrio Florido Petropert
Piura Lote Z-2B Petrotech
Talara Barco de la Marina de Guerra Petroperd
2009 del Per P
Pucallpa Oleoducto Maple
Loreto Rio ltaya Grifo Flotante
Selva Peruana Rio Corrientes (FECONACO) Pluspetrol
Talara Lote Z-2B Savia del Pert (Ex Petrotech)
Ica Pisco Consorcio Terminales
Camisea (GMP)
2010 Talara Cargador “Kodiak Island” IMI S.A.C.
Talara Linea de manga slog Petropert
Carretera de Cajamarca a Rio Pabellon Norte Medio S.R.L.
Hualgayoc
Amazonas Rio Marafién Pluspetrol
Amazonia Rio Napa Sistema OIeoQucto
Transecuatoriano
Piura Costas de playas Punta Savia
2013 Lobos
Loreto (Lote 8X) Reserva Nacprjal Pacaya Pluspetrol
Samiria
Bagua- AMazonas Kilémetro 504 Tramo Il del Petroperd
9 Oleoducto Nor-Peruano P
2014 Tumbes Plataforma Corvina CX-11 BPZ Explora}(':lon &
Lote Z-1 Produccién

Extraido de www.mundoazul.org

Fuente: Elaboracion propia



http://www.mundoazul.org/

Derrames a nivel mundial (hasta el 2007)

Tamafo derrame

Posicién Barco Afio Locacién
(toneladas)
1 Atlantic Empress 1979 Off Tobajo, West Indies 287,000
700 nautical miles off
2 ABT Summer 1991 260,00
Angola
) ] Off Saldanha Bay, South
3 Castillo de Believer | 1983 ) 252,000
Africa
Amoco Cadiz 1978 Off Brittany, France 223,000
Haven 1991 Genoa, Italy 144,000
700 nautical miles of Nova
6 Odyssey 1988 ) 132,000
Scotia, Canada
7 Torrey Canyon 1967 Scilly Isles, UK 199,000
Sea Star 1972 Gulf of Oman 115,000
Irenes Serenade 1980 Navarino Bay, Greece 100,000
10 Urquiola 1976 La Coruna, Spain 100,000
. ) 300 nautical miles off
11 Hawaiian Patriot 1977 95,000
Honolulu
12 Independent 1979 Bosphorus, Turkey 94,000
13 Jakob Maersk 1975 Oporto, Portugal 88,000
14 Braer 1993 Shetland Islands, UK 85,000
15 Aegean Sea 1992 La Coruna, Spain 74,000
16 Sea Empress 1996 Milford Haven, UK 72,000
120 nautical miles off
17 Khark 5 1989 ) 70,000
Atlantic coast of Morocco
Off Kharg Island, Gulf of
18 Nova 1985 70,000
Iran
19 Katina P 1992 Off Maputo, Mozambique 67,000
20 Prestige 2002 Off Galicia, Spain 63,000
Prince William Sound,
35 Exxon Valdez 1989 37,000
Alaska, USA
131 Hebei Spirit 2007 Taean, Republic of Korea 11,000

Fuente: The International tanker owner’s pollution federation limited, 2015.
Elaboracion: Propi




ANEXO Ill: Resultados de laboratorio del suelo no contaminado



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

FACULTAD DE INGENIERIA AGRICOLA

DEPARTAMENTO DE RECURSOS HiDRICOS DRH
LABORATORIO DE AGUA, SUELO, MEDIO AMBIENTE Y FERTIRRIEGO
Av. La Molina s/n. Telefax: 6147800 Anexo 226 Lima. E-mail: las-fia@lamolina.edu.pe zo o cmqwm

ANALISIS DE SUELO - CARACTERIZACION

SOLICITANTE : LOURDES CYNTHIA VALLADARES ROBLES
PROCEDENCIA : LIMA
RESP. ANALISIS : Ing. Elizabeth Monterrey Porras

FECHA DE ANALISIS : La Molina, 02 de Diciembre del 2015

Numero de muestra CE Analisis Mecanico pH MO.| P K CaCo, Cationes Camblables
cic . .
Lab. Campo ds/m Arena | Limo | Arcilla | Textura| Relacién 1:1| % | ppm { ppm o | totat | Ca™ |Mg™| Na K |AN+H’
Relaclén 1:1 % % % Cmol (+}/ Kg
8738 Suelo 5082 4912 | 35441 1544 | Franco 7.62 208| 4295 | 426 00| 077 |2900] 19.83 |2.51| 0.55] 0.73
Numero de muestra % H
Lab. Campo
8738 Suelo 32,00 LABORATORIO DE ANALIS| UAY SUELO

>z._.0?_o ENCISO GUTIERREZ
LABORATORIO




METODOS SEGUIDOS EN EL ANALISIS

1. Analisis Mecanico: Texturn por el Método de Hidrometro. 11. lones Solubles
2 Conductividad eléctrica: C. I-. Lectura de extracto de relacion suelo agua 1:1y a. Cationes Solubles:
extracto de la pasta saturada, ca” : Espectrofotometria de Absorcion Atomica.
3. pH. Método de potenciémotro, relacion suelo-agua 1:1 y en la pasta saturada. Mg? : Espectrofotometria de Absorcion Atémica.
4, Calcéreo total: Método gnso-volumetrico. K : Espectrofotometria de Absorcion Atomica.
5. Materia organica: Método de Walkloy y Black % M.O.= %C x 1,724 Na* : Espectrofotometria de Absorcion Atomica.
6. Nitrdgono total: Método Micro Kjeldahl.
7. Fésforo Método do Olsen Madificado, Extracto, NaHCO, O.5M, pH = 8.5 b. Aniones Solubles:
8. Potasio Disponible: Extracto Acetato de Amonio 1N, pH 7,0 cl : Volumeétrico; Nitrato de Plata.
9. Capacidad de Intercambio Catiénico: Acetato de Amonio 1N pH 7,0 - L . L
10. Cambiables: Determinacionas on oxtracto Amonico. CO;s + Volumetrico; Acido Clorhidrico.
Ca® : Espectrofotomatria de Absorcion Atomica. HCO, : Volumétrico; Acido Clorhidrico.
Mg?* . Espectrofotomaolria de Absorcién Atdmica. -0 ) T .
K* - Espectrofotomotria de Absorcién Atémica. SO - Tubidimétrico: Sulfato de Bario.
Na* : Especlrofotomotria de Absorcion Atdmica. NO, : Colorimétrico.
12. Yeso Soluble: Solubilizacién con agua y precipitacién con acetona.
13. Boro Soluble: Colorimétrico, Método de la Curcumina.
INTERPRETACION
C.E. (Sales)
Segun respuesta de los cultivos DISPONIBLES
(dS/m) CIC Efectiva Reaccion del Suelo (pH)
Clase Materia Calcareo Total Fésforo Potasio
Muy ligeramente Salino 2 Organica CaCO3% P(ppm) | K(ppm) < 5meq/100 gr Muy baja | 5.1 -5.5 Fuertemente acido.

. . - 5-10 Baja 5.6 - 6.0 Moderadamente acido.
Ligeramente Salino 4 Bajo N mM\a < A“} < wm\o <100 10-15 _sm_awo 6.1 - 6.5 Ligeramente &cido.
Moderadamente Salino 4 -~ 8 Medio 2- 4% 1-5% 7-14% | 100-240 6.6 - 7.3 Neutro.

Alto > 4% > 5% > 14% | >240 15-20 Alto 7.4 - 7.8 Ligeramente alcalino
Fuertemente Salino 8 -16 >20 Muy alto 7.9 - 8.4 Moderadamente alcalino.
=xtremadamente Salino 10

EQUIVALENCIAS

1 mmhos/cm
1 emol(+)kg

=1 ds/m

* CIC: Capacidad Intercambiable de Cationes

=1 meq/100gr



ANEXO IV: Resultados de laboratorio de temperatura, pH,

porcentaje de humedad, Fraccion de Hidrocarburos F1 (Cs —
ClO)



INSPECTORATE Registro N'LE - 031

INFORME DE ENSAYO CON VALOR OFICIAL No. 111624L/15-MA

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA C— DA - Pori
CON REGISTRO N° LE - 031 PR

Cliente : LOURDES CYNTHIA VALLADARES ROBLES
Direccién : AL ENRIQUE VILLAR NRO.445 LIMA- LIMA - LIMA
Lima
Producto : Suelos
Numero de muestras H)
Presentacion de ias muestras : Frascos de vidrio y pidstico proporcionados por Inspectorate Services Peri S.A.C.
Procedencia de ia muestra : Musstras enviadas por ei cliente indicando fecha de muestreo. 2015-11-23; 11:30
Referencia del Cliente : Estudio de Suelo - Lima
Fecha de Recepcitn de las muestras : 2015-11-20
Fecha de Inicio de Andlisis : 2015-11-20
Fecha de Término de Analisis : 2015-11-30
Soiicitud de Servicio : SIS 004087-15-LMA
Orden de Servicio : O/S 011063-15-LMA
o
.Cédlqo de Descripcion de Muestra Fraccidn d:;‘:'g::;'b umc_ﬁ pH Humedad (")
Laboratorio Deciarado por el Clients mg/kg Unidades de pH %
09272-38082  Pachca oL 11,54 14 9,9
Limite de Cuantificacién 6,00 - -
Métodos de ensayo
Fraccidn de Hidrocarburos F1 (C5-C10) EPA 8015 C, Rev. 3, Febrero. 2007, Organics By Gas C| phy
pH EPA 90450 Rev4. 2004. Soil and Waste Ph
(*)Humedad NTPA4SO 287/2001
Las ait fio, en cooler.

El informe de Control de Calidad les serd proporcionado a su solicitud
(*) Los métodos indicados no han sido acreditados por INACAL-DA.
Callao, 30 de Noviembre del 2015

Inspectorate Services Peru S.A.C.
A Bureau Veritas Group Company

C.Q.P.112
LABORATORIO MEDIO AMBIENTE

Esle informa no podré ser reproducido porcinlments ain nutorizacién de Inspaciornto Services Peri SA C
Los resultados presontadog correspondan a6io a ta muasira indicadn
No deben ser utilizadoa como unn cerificacion do conformidad con normas de producto o como darlificado dal sintsma de onlidad do in entidnd que o produco
<*valor® aignitign no cunntiticable dobajo dal limita de cusntificacion indlendo
A peion do los prod poraclibles lon empos da cuslodia dapanderdn dol iaboratorio que roalice of andiisis
Fsi0 tlompo variarh dosdo 7 dias haatn 0 moses como MAXIMo

Av. Eimor Faucott N® 444 Callao - Perd / Central: (811)613-8080 Fax : (811)628-9016
www.inspectorate.com.po




1. Amenos que esté especificamente acordado por
escrito, Inspectorate Services Perd SAC.de ahora
en adelante, flamado “LA COMPANIA”, realiza
servicios de acuerdo con estos “Términos y

TERMINOS Y CONDICIONES GENERALES

Procurard todo el acceso necesarios a los
representantes de LA COMPARNIA , para asi
permitir asegurar que todos los serviclos sean
realizados en forma efectiva.

Sumini si es necesario, equipos especiales o

9.2
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Condiciones G " y consec
todas las ofertas o cotizaciones de servicios,

personal para la realizacién de los servicios
b

estaran sujetas a estas Condiciones les, asi
como bién todos los ¢ acuerdos y
arreglos, Estas Condiciones Generales estin
reguladas por el articulo 1764° y siguiente, del
Cddigo Civil de la Republica Peruana.

2. LA COMPARIA es una empresa dedicada a prestar
servicios de inspeccién y anilisis tales como:

2.1 Servicios bdsicos como los descritos en la
condicién nimero 6.

2.2 Prestacion servicios especiales, aceptados por LA
COMPARNIA segun lo indicado en la condicién
numero 7.

2.3 Explde reporte y/o certificados segun lo indicado
en la condicién numero 8.

3. LA COMPANIA actua para la persona o
instituciones de quienes las instrucciones para
ejecutar el servicio han sido recibidas (de ahora
en adelante llamado EL CONTRATANTE).

Ningin individuo o instituci6n tiene derecho a
dar instrucciones, particularmente con respecto
al alcance de un servicio dado o al envio de
reportes o certificados, a menos que sea
autorizado por EL CONTRATANTE y aceptado por
LA COMPANIA. Sin embargo, LA COMPARIA serd
T T I bl

enviar a su discrecién, tos reportes o certificados a
terceras personas, si se encuentra siguiendo
instrucciones de EL CONTRATANTE.

4. LA COMPARIA suministrard sus servicios de
acuerdo con:
4.1 Instrucciones especificas_del contratante y

copfirmadas por LA COMPANIA

4.2 Los tégminos del f dndar de orden de
servicios de LA COMPARIA.

43 Las précticas comunes de comercio, uso y
manejo.

4.4 Los métodos que LA COMPARNIA pueda
considerar apropiados en los campos técnicos,
operacionales y/o financieros.

$.1 Todas las preguntas y ordenes por parte del EL
CONTRATANTE de servicios deben estar
acompainadas de suficiente informacién,
especificaciones e instrucciones que le permitan
a LA COMPARIA evaluar y/o realizar los servicios
requeridos.

5.2 Documentos que reflejen contratos entre EL
CONTRATANTE y terceras personas, o
documentos de terceras personas, tales como
copias de contratos de venta, nota de crédito,
conocimientos de embarque, etc., son
considerados { si son recibidos por LA COMPARIA)

| como inform , sin der o
recuringir los compromisos aceptados por LA
COMPANIA.

6. Los servicios estdndares de LA COMPARIA
pueden incluir todos o algunos de los
mencionados a continuacién:

6.1 inspeccidn cualitativa o cuantitativa.

6.2 Inspeccién de bienes, plantas, equipos,

d < d y medios

de transporte.
6.3 Inspeccidn de carga y descarga.
6.4 Muestreo.
6.5 Andlisis en el laboratorio u otro tipo de prueba.
6.6 Estudios y auditorias

7. Servicios especiales cuando los mismos exceden
el campo de servicios estdmdares referidos en la
condicion 6, serdn reafiol; por LA
COMPARIA, mediante acuerdos particulares.
los siguientes servicios especiales son il

9.45e a;egurars que sean tomadas todas las medidas
necesarias para la seguridad de las condiciones
de trabajo e instalaciones, d el d li

14.5.4 Esta condicién 14 establece la totalidad de ta
responsabilidad financiera de la Compaiifa
{incluyendo cualquier responsabilidad por los
actos u omisi de sus emplead: g y
sub-contratistas) a la principal con respecto a
cualquier incumplimlento de estas Condiciones
Generales, cualquier uso que se haga por el
director de tos servicios y toda representacién,
declaracién o acto delictivo u omisién

de los servicios y no se limitard solamente a
atender las sugerencias de LA COMPARIA en este
respecto, sean o no solicitadas.

Tomar todas las acciones necesarias para
eliminar o resolver obstrucciones o
interrupciones en la realizacién de los servicios
contratados.

Informar con anticipacién a LA COMPARIA
acerca de riesgos o peligros conocidos, actuales

9.5
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Y gligencia ) que surjan en relacién
con estas Condiciones Generales.

15 EL CONTRATANTE podrd garantizar que
protegera o indemnizard a LA'COMPARIA y sus
rep! plead g o sub
contratistas, frente a todos los reclamos hechos

por terceros respecto a pérdidas, costos por

dafios de cualquier naturaleza debido areclamos

o cualquier otra circ ia relacionada con el

o potenciales, relacionados con al
instruccién e o andlisis, incluy

desarrollo, intencién de desarroilar o no
desarrollo, de cualquier servicio, que exceda lo
ipulado, segun la condicién nimero 14.

efementos téxicos, nocivos o expl

0 contaminacién ambiental.

Ejercertodos sus derechosy liberarse de todas sus
obligaciones con respecto a aigin contrato en
particular, independientemente de si se han
emitido reportes o no; debido al incumplimiento
de LA COMPARIA, en alguna de sus obligaciones.

10. Puede permitir a LA COMPARIA delegar a su
discrecion la realizacién del trabajo para el cual
fue c da, en forma ¢ leta o parcial a
cualquier agente o subcontratista.

por
ejemplo, la presencia de riesgo por radiacién,

9.7

1. Todos los técnicos y otro personal
proporcionados por la Compaiia en el ejercicio
de cualquiera de los servicios siempre y en todo
momento serdn los empleados, agentes o
subcontratista (Como puede ser el caso) de la
Compafiia como tal, todas esas personas seran
responsables y sujeto a las instrucciones de la
compaiifa en todo momento . Salvo acuerdo en
contrario de la Compaiifa, estas

16 Cada empleada, agente o subcontratista de LA
COMPANIA, podr3 tener el beneficio de las
limitaciones de comg i6n o ind
contenidos en estas Condiciones Generales y en
consecuencia en los que a tales limitaciones
respecta, cualquier ¢ por LA
COMPARIA es asumido no solos en su propio
beneficio, sino también como agente y garante
de las personas aqui mencionadas.

i
i6n

nombrar a un sindico 0 administrador de la
principal, o

21.5 principal hace cualquier acuerdo o convenio con
sus acreedores, 0 hace una solicitud a un tribunal
dejurisdiccién competente parala proteccion de
sus acreedores en forma alguna, o

21.6 Principal cesa, 0 amenaza con cesar, al comercio,

°
21.7 de la principal toma o sufre cualquiera otra
similar o anédlogo de accién en cualquier
jurisdiccién, en consecuencia, de la deuda.
22 Encasodecesedec otodosiosc
para la prestacién de servicios por cualquier

razén:

22.1 £l Director de pagar inmediatamente a la
Compafifa todos los pendi de la emp:
fas facturas impagadas e interesesy, en el caso de
los servicios prestados, pero para los que no se
ha presentado la factura, la empresa podré
presentar una factura, en {a que se pagaran
inmediatamente después de la recepcién,

22.2 los derechos adquiridos de las partes en cuanto
a la rescision no se vera afectada

23 LACOMPANIA noesunasegurador niungarante
yestd liberada de responsabilidad con respecto a
esas atribuciones. El CONTRATANTE que
requiera garantias contra pérdidas o dafios,
deber4 obtener el seguro apropiado.

24 Ninguna alteracién, enmienda o renuncia a

l de estas Condiciones Generales,

17 En el evento que surja cualq p o
costo imprevisto durante la ejecucién de algun
servicio contratado, LA COMPANIA podré ser
autorizada para realizar cobros adicionales para
cubrir los costos para cubrir tiempo de trabajo

tendré algun efecto a menos que sean hechas

por escrito y firmad 7 un repi
autorizado de la COMPANIA
25.1 Si cualquiera de la disposiciones (o parte de una

adicional y gastos en los que nec se
incurre para cumplir con el Servicio

18 18.1 EL CONTRATANTE pagara puntuaimente en
un plazo no mayor de 30(treinta) dias después
de la fecha de emisién de la factura o dentro de

p no
estardn obligados a seguir todas las
instrucciones del CONTRATANTE.

12. Si los requerimientos de EL CONTRATANTE
exigen el andlisis de muestras por parte de EL
CONTRATANTE o por un tercer laboratorio, LA
COMPANIA emitira los resultados pero sin
responsabilidad por la exactitud de los mismos.
del mismo modo, cuando LA COMPARIA solo
actué como testigo en la realizacién de anélisis
por EL CONTRATANTE o por un tercer
{aboratorio, LA COMPARIA daré confirmacién de
que la muestra comecta fue analizada, pero no
tendrd ningin responsabilidad sobre la
exactitud de los resultados.

13. Debido a la posibilidad de estratificacién de
algunas cargas y/o las limitaciones impuestas a
nosotros por cerradas o restringidas sistemas de
toma de muestras, ia compafia no puede
garantizar que estas muestras son
repr_ese)matlvas de IaLcavgg oa bordo‘o Io‘s

cualquier otro plazo que halla sido acordado por
escrito con LA COMPARIA, todos los respectivos
cargos hechos por LA COMPANIA. El no
cumplimiento del plazo acarreard €l pago de
intereses a razén de 15% anual a partir de la
fecha de emisién de la factura hasta la fecha de
pago mas los gastos e impuestos producto de la
demanda.

18.2 Todos los precios y las tasas debidas en virtud de
las presentes Condiciones Generales, a menos
que la compaiifa confirma por escrito, ser
exclusiva de ningun valor afladido o impuesto
sobre las ventas que se cobrar4 en adicién a la
tasa vigente que corresponda.

18.3 EL CONTRATANTE no estd autorizado para
retener o diferir el pago de cualquier suma que se
le adeude a LA COMPARIA, aduciendo alguna
disputa o reclamos que pueda alegar en contra
de LA COMPARIA.

184 En el caso de cualquier suspensién de los

disposicién) de las presentes Condiciones
Generales se encuentra por cualquier tribunal u
érgano administrativo de la jurisdiccién
competente para ser invalida, ilegal o
inaplicable, las demds disposiciones seguirdn en
vigor.

25.2 Si cuatquier invélida, inaplicable o ilegal
disposicion serfa vélida y ejecutable o juridica, si
alguna parte de ella se han suprimido, esta
disposicién se aplicara a cualquier modificacién
esnecesario para que sea viliday exigible y legal.

26 Cadaunade las partes reconocey acepta que, en
la celebracién de cuaiquier contrato de
prestacién de servicios de conformidad con estas
Condiciones Generales no cuenta con ninguna
empresa, promesa, garantia, declaracién

p ién, g o dimi {ya
sea por escrito o no ) de cualquier persona (ya
sea parte en estas condiciones o no) relacionados
con el objeto de estas Condiciones Generales,
con excepcién de los expresamente establecido
en el o mencionada en las presentes
Condiciones Generales

27 Todos los contratos para la prestacién de
servicios entré en conformidad con las

Condiciones Generales se reafizan

[< de pago con acf

de fas p
sobre nuestros certificados de calidad son
representativas de dicha carga.
14,
14.1 LA COMPARIA tomaré el debido cuidado y

P q
liquidez, embargo o cesacién de actividades por
parte de EL CONTRATANTE, LA COMPARIA podra
ser autorizada 4 ara suspend
el desarrollo de sus servicios y sin
bilidad alguna.

buena préctica en la realizacién de sus servicios y
aceptara responsabilidad solo cuando tales
cuidados y practicas no hayan sido ejecutados y
se pruebe algun, tipo de negligencia por parte de
LA'COMPARIA.

14.2 La responsabilidad de LA COMPARIA respecto a
quejas por pérdidas, dafios gatos de cualquier
naturaleza, ocurridas en cualquier momento,
debido a cualquier infraccién al contrato o
alguna falla en el cuidado y buena practica por
parte de LA COMPARIA, no debers en ninguna

drcug!jta:\da exceder 10(diez) veces la tarifa o

y no excluyentes:

7.1 Garantias cualitativas o cuantitativas.

7.2 Calibracién de tanques, calibracion métrica o
mediciones

7.3 Provisién de técnicos o algin otro personal.

7.4 Inspecciones pre-embarque bajo regulaciones
gubernamentales de importaciones o aduanas.

7.5 Supervisién de proyectos industriales completos.
incluyendo ingenlerfa y reportes de progreso.

7.6 Servicios de Consultoria.

8.

8.1 Sujeto a la instrucciones de EL CONTRATANTE y
aceptadas por LA COMPARIA, esta tltima emitirs
reportes y certificados del servicio realizado los
cuales incluirdn opiniones emitidas en el marco
de las limitaciones de la instrucciones recibidas.
LA COMPARIA. no est4 en obligacién de referirse
o reportar acerca de cualquier hecho o
circunstancia fuera de estas instrucciones
especificas recibidas.

8.2 Los reportes o certificados emitidos a partir de
pruebas o andlisis realizados a “muestras
articulares”, contienen las opiniones especificas
de LA COMPANIA de dichas muestras, y no
expresan una opinién con respecto al total (lote)
del material de donde estas fueron obtenidas. Si
se requiere una opinién acerca del material
completo, se deberd coordinar en forma
anticipada con LA COMPANIA, |2 inspeccién y
toma de muestras del total del material.

9. Obligaciones de EL CONTRATANTE:

9.1 Asegurarse que las instrucciones dadas a LA
COMPARIA contengan Ia suficiente informacién
y sean inistradas oport para
disponer que los servicios requeridos sean
realizados efectivamente.

< pag. con respecto al servicio
especifico requerido, ef cual a su vez estd bajo
un contrato en particular con LA COMPARIA, que
da lugar a las reclamaciones en cuestién. Sin
embargo, LA COMPARN(A n o tendrd
responsabilidad con respecto a cualqui

19 En el caso que LA COMPARIA sea prevenida, por

alguna causa fuera de su control de efectuar o

completar algun servicio acordado, EL

CONTRATANTEpagara a LA COMPARNIA:

Costos realizados o aun por hacer con el objeto

de poder detener los trabajos.

19.2 Una porcién de la tarifa acordada equivalente a
fa proporcién del servicio efectivamente
realizado, quedando LA COMPARIA dispensada
de toda resp bilidad en absol por la
parcial o total no ejecucién del servicio.

20. LA COMPANIA podra ser dispensada de toda
responsabilidad con EL CONTRATANTE, por
reclamos de pérdidas o costos por daiios dentro
de [os seis meses subsiguientes a la ejecucién por
parte de LA COMPARIA de los servicios que dan
tugar al reclamo, a menos que se entable una

19

reclamo por pérdida indirecta o consecuente,
incdluyendo pérdidas de ganancias y/o negocios
futuros y/o produccién y/o cancelacién de
contratos en los cuales participa EL
CONTRATANTE. En el caso que la tarifa o
cantidad a pagar por servicio, se refiera a un
grupo de servicios y el reclamo se sucede con
respecto a uno de dichos servicios de fa tarifa
deberd ser indicada, para el propésito de este
| di { ia al tiempo total
involucrado en el desarrollo de cada servicio.
14.3 El limite de responsabilidad de LA COMPANIA
bajo los términos de la condicién nimero 14.2,
puede ser aumentado por solicitud recibida con
anterioridad a la ejecuci6n de un servicio 0 como
acuerdo por el pago de una tarifa més alta,
equivalente a una fraccién adecuada del
incremento de la compensacién.
14.4 Todas las garantias, condiciones y otros términos
implicitos por la ley o de derecho comin son, en
la maximo medida permitida por la ley, excluidas
de las presentes Condiciones Generales.
14.5 Nada de fo dispuesto en estas Condiciones
Generales, limite o excluya a la responsabilidad
dela Empresa:
145 .1en caso de muerte o lesiones personales
resuftantes de negligendia, o
14.5 .2 de cualquier dafto o responsabilidad incurrida
por e principal como resultado de fraude o
gt i6n fraudul por la compaiiia, o
14.5 3de cualquier responsabilidad que no puede ser
restringida o excluida por la ley.

da o en caso se al ta no ejecucién de
algun servicio, si no es dura nte los seis meses
subsiguientes a fecha en que el servicio debié
haber sido ejecutado.
21. Sin perjuicio de cualesquiera otros derechos o
recursos que puede tener, I3 Compaiia puede
inar cualquier o todos los ¢ para la
prestacién de servicios de conformidad con estas
Condiciones Generales, sin que la principal
responsabilidad de dar aviso de inmediato a la
principal si:
Principal comete un incumplimiento sustancial
de cualquiera de los términos de estas
Condiciones Generales y (si esa violacién es

ey

21

-

para el beneficio de la Sociedad y la dnica y
principal (en su caso) de sus sucesores y
cesionarios autorizados y que no estén
destinados a beneficiar, o ser exigible por
cualquier otra persona.
28 Avisos dados bajo las presentes Condiciones
G tes se realizardn por escrito, enviado a las
atencién de la persona, y que dicha direccién o
numero de fax de la parte podré notificar a la
otra parte de vez en cuando y se entregaran
personalmente o enviarse por correo enviado
por pre-pago, de primero clase de correo o
correo certificado. Un aviso se considerara que se
han recibido, en caso de entrega personal, en el
momento de la entrega, en el caso de pre-pago o
post de primera clase correo (enﬁ'lcado, 48
horas a partir de la fecha de envio y, si se
considera la recepcidn en virtud de la presente
Condicién 28 se no en el horario comercial ( es
decir, 9.00a 5.30 pm. de Lunes a Viernes enun dia
que es un dia habil), a fas 9:00 horas en el primer
dia hdbil tras la entrega. Para probar el servicio
es suficiente para demostrar ta notificacién
fue debidamente y se publicara.

29

29.1 Cualquier ¢ od da que surja de
o en conexién con estas Condiciones Generales o
de sus materias, se regirdn e interpretardn de
conformidad con las leyes del Estado Peruano.

29.2 Las partes irrevocablemente de acuerdo en que
los tribunales del Estado Peruano no tendra
competencia exclusiva para resolver cualquier
controversia o reclamacién que surja de o en
conexion con estas Condiclones Generales o de
su i

no dicho inc
dentro de los 30 dias de fa principal que se
notificard por escrito de la violaclén, o
21.2 se hace un pedido o se aprucba una resolucldn
para la liquidacldn de la principul, o de
circunstancias que autorleen un triibunal de
jurisdiccion competente parn hacar una
disolucién de la principal
21.3 se hace una orden, o los documentos que se
presentan en un tribunal de Jurlsdicclén
competente, para el nombramiento de un
d dor para ad| los negoclos, las
empresas y la propiedad de la principal, o
dministrador para admini los negocios, las
empresas y la propiedad de la principal, o
21.4 se nombra un receptor de cualquiera de los
principales activos o empresa, o de
circunstancias que autoricen un tribunal de
Jurisdiccién competente o un acreedor de
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). Amenos que esté especificamente acordado por
escrito, Inspectorate Services Peri SAC.de ahora
en adelante, flamado “LA COMPARIA®, realiza
servicios de acuerdo con estos “Términos y

9.2

9.3

TERMINOS Y CONDICIONES GENERALES

Procurard todo el acceso necesarios a los
representantes de LA COMPANIA , para asl
permitir asegurar que todos los servicios sean
realizados en forma efectiva.

Ini si es necesario, equipos especiales o

Condiciones Generales” y consec

todas las ofertas o cotizaciones de servicios,
estaran sujetas a estas Condlciones Generales, asi
como bién todos los acuerdos y
arreglos. Estas Condlciones Generales estdn
reguladas por el articulo 1764" y siguiente, del
Cadigo Clvil de la Republica Peruana.

2. LACOMPARIA es una empresa dedicada a prestar
servicios de inspeccidn y andlisis tales como:

2.1 Servicios bisicos como los descritos en la
condicién nimero 6.

2.2 Prestacion serviclos especiales, aceptados por LA
COMPARIA segun lo indicado en la condicion
numero 7.

2.3 Explde reporte y/o certificados segun lo indicado
en la condicién numero 8.

3. LA COMPANIA actia para la persona o

instituciones de quienes las instrucciones para
ejecutar el servicio han sido recibidas (de ahora
en adelante llamado EL CONTRATANTE).
Ningun individuo o institucién tiene derecho a
dar instrucciones, particularmente con respecto
al alcance de un servicio dado o al envio de
reportes o certificados, a menos que sea
autorizado por EL CONTRATANTE y aceptado por
LA COMPANIA. Sin embargo, LA COMPARIA serd
considerada como autorizada irrevocablemente
enviar a su discrecién, los reportes o certificados a
terceras personas, si se encuentra sigulendo
instrucciones de EL CONTRATANTE.

4, LA COMPARIA suministrard sus servicios de
acuerdo con:

personal para la realizacidn de los servicios
requerldos,

9.4Sc asegurard que sean tomadas todas las medidas

9.5

9.6

9.7

necesarins para la seguridad de las condiciones
da trabajo e Instalaciones, durante el desarrollo
de los servicios y no se limitard solamente a
atender las sugerencias de LA COMPANIA en este
respecto, sean o no solicitadas.

Tomar todas las acciones necesarlas para
eliminar o resolver obstrucciones o
interrupciones en la realizacién de los servicios
contratados.

Informar con anticipacién a LA COMPAR{A
acerca de riesgos o peligros conocidos, actuales

14.5.4 Esta condicién 14 establece la totalidad de la

responsabilldad financiera de Ia Compafiia
{incluyendo cualquier responsabilidad por los

nombrar a un sindico o administrador de la

principal, o

215 prindpal'hace cualquier acuerdo o convenio con

SUs ac , 0 hace una solicitud a un tribunal

actos u de sus emplead g y
sub-contratistas) a la principal con respecto a
cualquier incumplimiento de estas Condiciones
Generales, cualquier uso que se haga por el
director de los servicios y toda representacién,
declaracién o acto delictivo u omisién
(incluyendo negligencia ) que surjan en relacién
con estas Condiciones Generales.

EL CONTRATANTE podra garantizar que
protegerd o indemnizard a LA COMPARIA y sus
repi plead. g o sub
contratistas, frente a todos los reclamos hechos
por terceros respecto a pérdidas, costos por
dafios de cualquier naturaleza debido a redamos
o cualquier otra circ ia relaclonada con el

o potenciales, relacionados con al
instruccidn e o andlisis, induy por
e!emplo, la presencia de riesgo por radiaci6n,

desarrollo, intencién de desarrollar ¢ no
desarrollo, de cualquier servicio, que exceda lo
lado, sequn la condicién nimero 14.

tdxicos, nociy
o contaminacién ambiental.
Ejercertodos susderechosy liberarse detodas sus
obligaciones con respecto a algin contrato en
particular, independientemente de si se han
emitido reportes o no; debido al incumplimiento
de LA COMPARIA, en alguna de sus obligaciones.

Puede permitir a LA COMPANIA delegar a su
discrecién la realizacion del trabajo para el cual
da, en forma ¢ leta o parcial a

fue
cualquier agente o subcontratista.

. Todos los técnicos y otro personal

ey

prop por la Comp en el ejercicio
de cualquiera de los servicios siempre y en todo
momento serdn los empleados, agentes o

4.1 Instrucciones especificas del cont y
copfirmadas por LA COMPAR{A

4.2 Los términos del f andar de orden de
serviclos de LA COMPARIA,

4.3 Las pricticas comunes de comercio, uso y
manejo.

4.4 Los métodos que LA COMPARIA pueda
considerar apropiados en los campos técnicos,
operacionales y/o financieros.

5.1 Todas las preguntas y ordenes por parte del EL
CONTRATANTE de servicios deben estar
acompaiadas de suficiente informacién,
especificaclones e instrucciones que le permitan
a LA COMPARIA evaluar y/o realizar los servicios
requeridos.

5.2 Documentos que reflejen contratos entre EL
CONTRATANTE y terceras personas, o
documentos de terceras personas, tales como
copias de contratos de venta, nota de crédito,
conocimientos de embarque, etc., son
considerados ( si sonrecibidos por LA COMPARNIA)
sulamente como Informativos, sin extender o
reitringir los compromisos aceptados por LA
COMPARNIA.

6. Los servicios estindares de LA COMPARIA
pueden incluir todos o algunos de los
mencionados a continuacién:

6.1 inspecci6n cualitativa o cuantitativa.

6.2 Inspeccién de bi , plantas, equipos,

paq < y medios
de transporte.
6.3 Inspeccion de carga y descarga.
6.4 Muestreo.

6.5 Andlisis en el laboratorio u otro tipo de prueba.
6.6 Estudios y auditorias

7. Servicios especiales cuando los mismos exceden
el campo de servicios estdmdares referidos en la
condicién nu 6, seran reafioizad LA
COMPARIA, mediante acuerdos particulares.
los sigulentes servicios especiales son il

12

14,
14

subc (Como puede ser el caso) de la
Compafia como tal, todas esas personas serdn
responsables y sujeto a ias instrucciones de la
compaiifa en todo momento . Salvo acuerdo en
contrario de la Compaiifa, estas personas no
estardn obligados a seguir todas las
instrucciones del CONTRATANTE.
Si los requerimientos de EL CONTRATANTE
exigen el andlisis de muestras por parte de EL
CONTRATANTE o por un tercer laboratorio, LA
COMPARIA emitira los resultados pero sin
responsabilidad por la exactitud de los mismos.
del mismo modo, cuando LA COMPARIA solo
actué como testlgo en la realizacion de andlisis
or EL CONTRATANTE o por un tercer
aboratorio, LA COMPARIA dard confirmacién de
que la muestra correcta fue analizada, pero no
tendrd ningan responsabilidad sobre la
exactitud de los resultados.

. Debido a la posibilidad de estratificacién de

algunas cargas y/o las limitaciones impuestas a
por cerradas o ingidas si de

toma de muestras, la compaifa no puede
garantizar que estas muestras son
representativas de la carga o a bovdo‘o los
PR btenidos e i i

17

Cada | agente o subc ista de LA
COMPARIA, podrd tener el beneficio de las
limitaciones de comp i6n o ind |
contenidos en estas Condiciones Generales y en
consecuencia en los que a tales limitaciones
respecta, cualquier contrato asumido por LA
COMPARIA es asumido no solos en su propio
beneficio, sino también como agente y garante
de las personas aqui mencionadas.

Py
ion

dejurisdiccién competente para la proteccién de
sus acreedores en forma alguna, o

21.6 Principal cesa, 0 amenaza con cesar, al comercio,

o
217 de la principal toma o sufre cualquiera otra

22

razén:
22.1 El Director de pagar inmediatamente a la
¢ i

similar o andlogo de accién en cualquier
Jurisdiccién, en consecuencia, de la deuda.
En casode cese de cualquler o todos los contratos
para la prestacién de servicios por cualquier

fa todos los i

IR

de la emp

las fac impag y,enel casode
los servicios prestados, pero para los que no se
ha presentado la factura, ta empresa podrd
presentar una factura, en la que se pagarin
inmediatamente después de la recepcién,

22.2 los derechos adquiridos de las partes en cuanto

23

24

a la rescisién no se verd afectada
LACOMPARIA noesunaseguradornl ungarante
y esti liberada de responsablilidad con respecto a
esas atribuciones. El CONTRATANTE que
quiera g contra pérdidas o dafios,
deberd obtener el seguro apropiado.
Ninguna alteracién, enmienda o renuncia a
I de estas Condiciones Generales,

En el evento que surja cualquier probl [
costo imprevisto durante la ejecucién de algun
servicio contratado, LA COMPARNIA podrs ser
autorizada para realizar cobros adicionales para
cubrir los costos para cubrir tiempo de trabajo

25

25.1 S cualqui

tendFé algun efecto a menos que sean hechas
por escrito y firmad ;or un rep
autorizado de la COMPANIA

de la disposiciones (o parte de una

adiclonal y gastos en los que necesari. se
incurve para cumplir con el Servicio

18.1 EL CONTRATANTE pagara puntualmente en
un plazo no mayor de 30(treinta) dias después
de la fecha de emisién de Ia factura o dentro de
cualquier otro plazo que halla sido acordado por
escrito con LA COMPARNIA, todos los respectivos
cargos hechos por LA COMPAR{A. El no
cumplimiento del plazo acarreard el pago de
intereses a razon de 15% anual a partir de la
fecha de emision de ta factura hasta la fecha de
pago mas los gastos e impuestos producto de la
demanda.

18.2 Todos los precios y las tasas debidas en virtud de

las presentes Condiciones Generales, a menos
que la compaiia confirma por escrito, ser
exclusiva de ningtn valor aiadido o impuesto
sobre las ventas que se cobraré en adicién a fa
tasa vigente que corresponda.

18.3 EL CONTRATANTE no est4 autorizado para

retener o diferir el pago de cualquier suma que se
le adeude a LA COMPANIA, aduciendo alguna
disputa o reclamos que pueda alegar en contra
de LA COMPANIA,

18.4 En el caso de cualquier suspensién de los

disposicion) de las presentes Condiciones
Generales se encuentra por cualquier tribunat u
érgano administrativo de la jurisdiccién
competente para ser invdlida, tlegal o
inaplicable, fas demas disposiciones seguirdn en
vigor.

g
25.2 5t cualquier invélida, inaplicable o ilegal

26

27

disposicion serfa vilida y ejecutable o juridica, si
alguna parte de ella se han suprimido, esta
disposicién se aplicara a cualquier modificacién
esnecesario para que sea viliday exigible ylegal.
Cada una de las partes reconoce y acepta que, en
la celebracién de cualquier contrato de
prestacion de serviclos de conformidad con estas
Condiciones Generales no cuenta con ninguna
empresa, promesa, garantia, declaracién
P T : Pt ya
sea por escrito o no ) de cualquier persona (ya
sea parte 1 dici ono) relacionad
con el objeto de estas Condiciones Generales,
con excepcién de los expresamente establecido
en el o mencionada en las presentes
Condiciones Generales
Todos los contratos para la prestacién de
servicios entré en conformidad con las
Condiciones Generales se realizan

de pago con acreedores,

de las prueb
sobre nuestros certificados de calidad son
representativas de dicha carga.

LA COMPARSA tomara el debido cuidadi

liquidez, embargo o cesacién de actividades por
parte de EL CONTRATANTE, LA COMPAR{A podré
ser d; & para suspend
el desarrollo de sus servicios y sin
bilidad alguna.

buena prictica en la realizacién de sus servicios y
aceptara responsabilidad solo cuando tales
culdados y practicas no hayan sido ejecutados y
se pruebe algun, tipo de negligencia por parte de
LA COMPANIA,

14.2 La responsabilidad de LA COMPARNIA respecto a

quejas por pérdidas, daftos gatos de cualquier
naturaleza, ocurridas en cualquier momento,
debido a cualquier infraccién al ¢ [

19.1

En el caso que LA COMPANIA sea prevenida, por
alguna causa fuera de su control de efectuar o
completar algun servicio acordado, EL
CONTRATANTEpagara a LA COMPARIA:

Costos realizados o ain por hacer con el objeto
de poder detener los trabajos.

19.2 Una porcién de la tarifa acordada equivalente 2

la proporcién del servicio efectivamente
e

alguna falla en el cuidado y buena practica por
parte de LA COMPARIA, no deberd en ninguna
dircunstancia exceder 10(diez) veces |la tarifa o

y no excluyentes:

7.1 Garantias cualitativas o cuantitativas.

7.2 Calibracién de tanques, calibracién métrica o
mediciones

7.3 Provisién de técnicos o algiin otro personal.

7.4 Inspecciones pre-embarque bajo regulaciones
gubernamentales de importaciones o

cantidad pagable con respecto al servicio
especifico requerido, el cual a su vez esta bajo
un contrato en particular con LA COMPARIA, que
da lugar a fas reclamaciones en cuestién. Sin
embargo, LA COMPARIA n o tendrd
responsabilidad con respecto a cualqui

20.

dando LA COMPARIA dispensada
de toda resp bilidad en absol por la
pardal o total no ejecucién del servicio.
LA COMPANIA podré ser dispensada de toda
responsabilidad con EL CONTRATANTE, por
reclamos de pérdidas o costos por dafios dentro
delos seis meses subsiguientes ala ejecucién por
parte de LA COMPARIA de los servicios que dan
IJugar al reclamo, a menos que se entable una

reclamo por pérdida indirecta o consecuente,
Pon iy

didas de ganancias y/o negocios

7.5 Supervisién de proyectos ind -
incluyendo Ingenieria y de prog
7.6 Servicios de Consuttorfa.

8.

8.1 Sujeto a la instrucciones de EL CONTRATANTE y
aceptadas por LA COMPARIA, esta Gitima emitird
reportes y certificados del servicio realizado los
cuales inclulrén opiniones emitidas en el marco
de las limitaciones de la Instrucciones recibidas.
LA COMPANIA. no est4 en obligacién de referirse
o reportar acerca de cualquier hecho o
circunstancia fuera de estas instrucciones
especificas recibidas.

8.2 Los reportes o certificados emitidos a partir de

lizados a *

143

y/o produccién y/o cancelacién de
contratos en los cuales participa EL
CONTRATANTE. En el caso que la tarifa o
cantidad a pagar por servicio, se refiera a un
grupo de servicios y el reclamo se sucede con
respecto a uno de dichos servicios de la tarifa
deberd ser indicada, para el propdsito de este
numeral, mediante referencia al tiempo total
Involucrado en el desarrollo de. cada servicio.
El limite de responsabilidad de LA COMPARIA
bajo los términos de la condicién nimero 14.2,
puede ser aumentado por solicitud recibida con
anterioridad a la ejecucidn de un servicio 0 como
acuerdo por el pago de una tarifa més alta,

i te a una fraccién adecuada del

pruebas o anélisis r

articulares®, contienen las opiniones especificas
de LA COMPARIA de dichas muestras, y no
expresan una opinién con respecto al total (lote)
del.material de donde estas fueron obtenidas. Si

144

q
incremento de la compensacion.
Todas las garantias, condiciones y otros térmi

21,

pal

da o en caso se aleguue la no ejecucién de

algun servicio, si no es dura nte los seis meses
subsiguientes a fecha en que el servicio debié
haber sido ejecutado.
Sin perjuicio de cualesquiera otros derechos o
recursos que puede tener, fa Compaiila puede

inar cualquier o todos los ¢ para la
prestacién de servicios de conformidad con estas
Condiciones Generales, sin que la principal
responsabilidad de dar aviso de inmediato a la
principal si:
Principal comete un incumplimiento sustancial
de cualquiera de los términos de estas
Condl‘cigne‘s Generales y (si esa violacidn es

i

28

29
29.1 Cualquier ¢ fa o d

p
para el beneficio de la Socledad y la dnlca y
principal (en su caso) de sus sucesores y
cesionarios autorizados y que no estan
destinados a beneficiar, o ser exigible por
cualquier otra persona.
Avisos dados bajo las presentes Condiciones
les se realizardn por escrito, enviado a las
atencion de la persona, y que dicha direccién o
namero de fax de la parte podré notificar a la
otra parte de vez en cuando y se entregarén
personalmente o enviarse por correo enviado
por pre-pago, de primero clase de correo o
correo certificado, Un aviso se considerard que se
han recibido, en caso de entrega personal, en el
momento de la entrega, en el caso de 00
post de primera t:Ieagse correo cenﬁmw
horas a partir de la fecha de envio y, sl se
considera la recepcién en virtud de la presente
Condicién 28 se no en el horario comercial { es
decir, 9.0025.30 pm.de Lunesa Viemesenundia
que es un dia habil), a fas 9:00 horas en el primer
dia habil tras la entrega. Para probar el servicio
es suficiente para demostrar la notificacién
fue debidamente y se publicara.

da que surja de
oen conexién con estas Condiclones Generales o
de sus materias, se regiran e interpretardn de
conformidad con las leyes del Estado Peruano.

29.2 Las partes irrevocablemente de acuerdo en que

los tribunales del Estado Peruano no tendrd
competencia exclusiva para resolver cualquier
controversia o reclamacién que surja de o en
conexion con estas Condiciones Generales o de
su (

no dicho incumg

dentro de los 30 dias de la principal que se
natificard por escrito de Ia violncién, o

21.2 se hace un padldo o se aprueba una resoluclén

para la liquidacién de In principal, o de

implicitos por la ley o de derecho comun son, en
13 maxi

se requiere una opinién acerca del material
completo, se deberd coordinar en forma
anticipada con LA COMPANIA, la Inspeccién y
toma de muestras del total det material.

Obligaciones de EL. CONTRATANTE:

Asegurarse que las instrucciones dadas a LA
COMPARIA contengan la suficiente informacién
y sean inistradas opor para
disponer que los servicios requeridos sean
reallzados efectivamente.

oo

145

145
145
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dida permitida por la ley, excluidas
de las presentes Condiciones Generales.
Nada de lo dispuesto en estas Condiclones
Generales, limite o excluya a la responsabilidad
dela Empresa:
.len caso de muerte o lesiones personales
resultantes de negligencia, o
.2 de cualquler dailo o responsabllidad incurrida
por e principal como resultado de fraude o
tergiversacién fraudulenta por la compaiiia, o
3de cualquier responsabilidad que no puede ser
restringida o excluida por la ley.

circ fas que autoricen un tilbunal de
jurisdiccién competente pars hincer unp
disolucién de la principal

21.3 se hace una orden, o los documentos que s¢

presentan en un tribunal de jurisdiccion
competente, para el nombramiento de un
adminlstrador para adminlstrar los negoclos, las
empresas y la propledad de la principul, o
b dor para adminl los negoclos, las
empresas y la propledad de la principal, o

21.4 se nombra un receptor de cualquiera de los

principales activos o empresa, o de
circunstanclas que autoricen un tribunal de
jurisdiccion competente o un acreedor de




LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA = DA - Pori
CON REGISTRO N° LE - 031 Lo

INSPECTORATE Registro N'LE - 031

Pig. 0111
INFORME DE ENSAYO CON VALOR OFICIAL No. 122363L/15-MA

Cliente : LOURDES CYNTHIA VALLADARES ROBLES
Direccién : AL. ENRIQUE VILLAR NRO.445 LIMA- LIMA - LIMA
LIMA

Producto : Suelos
Numero de muestras ]
Presentacion de las muestras : Frasco de pléstico proporcionados por Inspectorate Services Peri S.A.C.
Procedencia de la muestra < Muestras enviadas por el cliente indicando fecha de muestreo: 2015-12-07; 08:30
Referencia del Cliente : Pachacamac - Pachacamac - Lima - Lima
Facha de Recepcién de las muestras 1 2015-12-07
Fecha de Inicio de Andlisis : 2015-12-07
Fecha de Término de Andlisis : 2015-12-17
Soiicitud de Servicio 1 §/8 004368-15-LMA
Orden de Servicio : O/8 11063-15-LMA

‘Cédigodo  Descripcion de Musstra pH Humedad (%)

Laboratorio Declarado por el Cliente Unidades de pH %
08855-38975  N°1 78 23,1

Limite de Cuantificacién - -

Métodos de ensayo

pH EPA 90450 Rev4. 2004. Soll and Waste Ph
{")Humedad NTP4SO 2872001

Las ing! al Lab rio, en cooler.

El informe de Controi de Calidad les serd proporcionado a su solicitud,
(*) Los métodos indicados no han sido acreditados por INACAL-DA.
Callao, 17 de Diciembre del 2015

Inspectorate Services Per S.A.C.
A Bureau Veritas Group Company

A.ZEGARRARUIZ

C.Q.P.1112
LABORATORIOMEDIO AMBIENTE

Esta Iinforme no podra ser reproducido parcialmente sin autorizacién de Inspectorate Services Peri S.A.C.
Los resultados presentados corragponden sélo a la muestra indicada
No deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas do producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce
<"valor” significa no cuantificable dobajo dol limite de cuantificacién indicado
A axcepcion do los productos perecibles los tiempos do custodin depanderdn del laboratorio que realice el anélisis.
Esle tiempo variard desde 7 ding hnata 6 meses como maximo,

Av. Elmer Faucett N° 444 Callao - Perd / Contral: (511) 613-8080 Fax : (511) 628-9016
www.inspoctorato.com.pe
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. Amenos que esté especificamente acordado por

escrito, Inspectorate Services Perd SAC.de ahora
en adelante, llamado “LA COMPANIA", realiza
servicios de acuerdo con estos “Términos y

92

9.3

TERMINOS Y CONDICIONES GENERALES

Pracurara todo el acceso necesarios a los
representantes de LA COMPARIA , para asi
permitir asegurar que todos los servlclos sean
veallzados en forma efectiva.

i si es necesario, equipos especiales o

Condiciones G
todas las ofertas o cotizaciones de scrvlclos.

y consec

personal para la realizacién de los servicios
n

estardn sujetas a estas Condiciones G asl
como bién todos los ¢ acuerdos y
arreglos. Estas Condiciones Generales estdn
reguladas por el articulo 1764° y siguiente, del
Cédigo Civil de la Republica Peruana.

LA COMPARIA es una empresa dedicada a prestar
servicios de inspeccion y andlisis tales como:
Servicios basicos como los descritos en la
condicién numero 6.

2.2 Prestacién servicios especiales, aceptados por LA

COMPANIA segun lo indicado en la condicién
numero 7.

2.3 Expide reporte y/o certificados segtin lo indicado

3.

4.

en la condicién nimero 8.

LA COMPARIA actua para la persona o
instituciones de quienes las instrucciones para
ejecutar el servicio han sido recibidas (de ahora
en adelante llamado EL CONTRATANTE).

Ningun individuo o institucién tiene derecho a
dar instrucciones, particularmente con respecto
al alcance de un servicio dado o al envio de
reportes o certificados, a menos que sea
autorizado por EL CONTRATANTE y aceptado por
LA COMPANIA. Sin embargo, LA COMPARIA serd
considerada como rizada irrevocabl

enviar a su discrecién, los reportes o certificados a
terceras personas, si se encuentra siguiendo
instrucciones de EL CONTRATANTE.

LA COMPARIA suministrard sus servicios de
acuerdo con:

4.1 Instrucciones especificas del contratante y
comfirmadas por LA COMPANIA

4.2 Los términos del formato estindar de orden de
servicios de LA COMPANIA.

4.3 Las practicas comunes de comercio, uso y

manejo.

4.4 Los métodos que LA COMPARIA pueda

5.1

5.2 Doc flejen ¢

6.1

considerar apropiados en los campos técnicos,
operacionales y/o financieros.

Todas las preguntas y ordenes por parte del EL
CONTRATANTE de servicios deben estar
acompanadas de suficiente informacién,
especificaciones e instrucciones que le permitan
a LA COMPANIA evaluar y/o realizar los servicios
requeridos.

entre EL
CONTRATANTE y terceras personas, o
documentos de terceras personas, tales como
copias de contratos de venta, nota de crédito,
conocimientos de embarque, etc., son
conslderados {si son recibldos porlLA COMPANIA)

como informativos, sin der o
testringir los compromisos a:eptados por LA
COMPANIA.

. Los servicios estindares de LA COMPANIA

pueden incluir todos o algunos de los
mencionados a continuacién:
inspeccidn cualitativa o cuantitativa.

6.2 lnspecclén de blenes, plamas equlpos,

medios
de (ranspone

6.3 Inspeccién de carga y descarga.

6.4 Muestreo.

6.5 Anélisis en e} laboratorio u otro tipo de prueba.

6.6 Estudios y auditorias

7. Servicios especiales cuando los mismos exceden

71

el campo de servicios estimdares referidos en la
condicién 6, seran reafioizados por LA
COMPARNIA, mediante acuerdos particulares,

los siguientes servicios especiales son il

9.45e a;egumré que sean tomadas todas las medidas

9.5

9.6

9.7

14,
14

necesarias para la sequndad de las condiciones
de trabajo e instalaciones, durante el desarrolio
de los serviclos y no se limitard solamente a
atender las sugerencias de LA COMPARIA en este
respecto, sean o no solicitadas.
Tomar todas las acciones necesarias para
eliminar o resolver obstrucciones o
interrupciones en la realizacidn de fos servicios
contratados.
Informar con anticipacién a LA COMPANIA
acerca de riesgos o peligros conocidos, actuales
o potenciales, relacionados con alguna
instruccién e o andlisis, incluyendo por
ejemplo, la presencia de nesgo por radiacién,
p

14.5.4 Esta condicién 14 establece la totalidad de la
responsabilidad financiera de la Compaiia
(incluyendo cualguier responsabilidad por los
actos u omisi de sus emplead y
sub-contratistas) a la principal con vespecto 3
cualquier incumplimiento de estas Condiciones
Generales, cualquier uso que se haga por el
director de los servicios y toda representacién,
declaracién o acto delictivo u omisién
(incluyendo negligencia ) que surjan en relacién
con estas Condiciones Generales.

15 EL CONTRATANTE podréd garantizar que
protegeré o indemnizard alA COMPARIA y sus
repr o sub
contratistas, frente a todos los reclamos hechos
por terceros respecto a pérdidas, costos por
darios de cualquier naturaleza debido a reclamos
o cuaiquiler otra circunstancia relacionada con el
desarrollo, intencién de desarrollar o no
desarrollo, de cualquier servicio, que exceda lo

lad segun !a condlclén numero 14.

elementos téxicos, noch
o contaminacién ambiental.

Ejercertodos sus derechosy liberarse de todas sus
obligaciones con respecto a algun contrato en
particular, independientemente de si se han
emitido reportes o no; debido al incumplimiento
de LA COMPANIA, en alguna de sus obligaciones.

Puede permitir a LA COMPANIA delegar a su
discrecién la realizacién del trabajo para el cual
fue ¢ en forma c o parcial a
cualquier agente o subcontratista.

g Todos Ios técnicos y otro personal
la

por la Compaiia en el ejercicio
de cualqulera de los servicios siempre y en todo
momento serdn los empleados, agentes o
subcontratista (Como puede ser el caso) de la
Compaiiifa como tal, todas esas personas seran
responsables y sujeto a las instrucciones de la
compaiiia en (odo momento . Salvo acuerdo en
(4 io de la C estas

estardn obligados a seguir todas Ias

instrucciones del CONTRATANTE.

. Si los requerimientos de EL CONTRATANTE

exigen el andlisis de muestras por parte de EL
CONTRATANTE o por un tercer laboratorio, LA
COMPANRIA emitir4 los resultados pero sin
responsabilidad por la exactitud de los mismos.
del mismo modo, cuando LA COMPANIA solo
actué como testigo en la realizacién de andlisis

or EL CONTRATANTE o por un tercer
aboratorio, LA COMPANIA dard confirmacién de
que la correcta fue analizad ro No
tendrd ningin responsabilidad sobre la
exactitud de los resultados.

Debido a la posibilidad de estratificacién de
algunas cargas y/o las llmltaciones Irnpuestas a

16 Cada | ente o subc ista de LA
COMPARIA, podré tener el beneﬁcio de Ias
limitaciones de c
contenidos en estas Condiciones Generales yen
consecuencia en los que a tales limitaciones
respecta, ¢ contrato por LA
COMPANIA es asumido no solos en su propio
beneficio, sino también como agente y garante
de las personas aqui mencionadas.

ionoi ion

nombrar a un sindico o administrador de la
principal, o

21.5 principal hace cualquier acuerdo o convenio con

sus acreedores, o hace una solicitud a un tribunal
de jurisdiccién competente parala proteccion de
sus acreedores en forma alguna, o

21.6 Principal cesa, 0 amenaza con cesar, al comercio,

o
21.7 de la principal toma o sufre cualquiera otra

22

similar o andlogo de accién en cualquier
jurisdiccion, en consecuencia, de la deuda.
Encasodecesedec ierotodosios

para la prestacion de servicios por cualquier
razén:

22.1 El Director de pagar inmediatamente a la

Compaiiia todos los pendientes de la empresa
lasfacturas impagadas e interesesy, en el casode
los servicios prestados, pero para los que no se
ha presentado la factura, la empresa podra
presentar una factura, en la que se pagaran
inmediatamente después de la recepcién,

22.2 los derechos adquiridos de las partes en cuanto

23
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a larescision no se verd afectada
LACOMPARNIA noesun aseguradornl ungarante
y esté liberada de responsabilidad conrespectoa
esas atribuciones. Ef CONTRATANTE que
contra pérdidas o dafos,
deber obtener el seguro aproplado
nguna alteracién, enmienda o renuncia a
iera de estas Condiciones Generales,

En el evento que surfa cualqui bl [
costo imprevisto durante la e]ecudén de algin
servicio contratado, LA COMPARIA podra ‘ser
autorizada para realizar cobros adicionales para
cubrir los costos para cubrir tiempo de trabajo
adicional y gastos en los que necesariamente se
incurre para cumplir con el Servicio

18.1 EL CONTRATANTE pagard puntualmente en
un plazo no mayor de 30(treinta) dias después
de la fecha de emision de la factura o dentro de
cualquier otro plazo que halla sido acordado por
escrito con LA COMPARIIA, todos los respectivos
cargos hechos por LA COMPARIA. El no
cumplimiento del plazo acarreard el pago de
intereses a razén de 15% anual a partir de la
fecha de emision de la factura hasta la fecha de
pago mas los gastos e impuestos producto de la
demanda.

18.2 Todos los precios y las tasas debidas en virtud de
las presentes Condiciones Generales, a menos
que la compaiiia confirma por escrito, ser
exclusiva de ningan valor afadido o impuesto
sobre las ventas que se cobrard en adicién a la
tasa vigente que corresponda.

18.3 EL CONTRATANTE no est autorizado para
retenero dlferlr el pago de cualquier suma que se
le adeud COMPANIA, aduciendo alguna

v cerradas o de
toma de muestras, la compaMa no puede
garantizar que estas muestras son
repr.esentaxlvas de IaLcarg_a oa bordo o |Of

disputa o reclamos que pueda alegar en contra
de LA COMPANIA.
184 En el caso de cualquier suspensién de Ios

25

25.1 S cualqui

tendré algun efecto a menos que sean hechas
por escrito y firmadas por un representante
autorizado de la COMPANIA

de |a disposiciones (o parte de una
disposicién) de las presentes Condiciones
Generales se encuentra por cualquier tribunal u
drgano administrativo de la jurisdiccién
competente para ser invélida, ilegal o
inaplicable, las demds disposiciones seguirdn en
vigor.

25.2 Si cualquier invdlida, inaplicable o ilegal

26
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disposicion serfa vdlida y ejecutable o juridica, si
alguna parte de ella se han suprimido, esta
disposicién se aplicara a cual modificacién
es necesario para que seavaliday exigibley legal.
Cada una de las partes reconoce y acepta que, en
la celebracién de cualquier contrato de
prestacion de servicios de conformidad con estas
Condiciones Generales no cuenta con ninguna
empresa, promesa, garam(a, declaracién
ién, g o dimi (ya
sea por escrito o no ) de cualquier persona (ya
sea parte enestas condiciones o no) refacionados
con el objeto de estas Condiciones Generales,
con excepcién de los expresamente establecido
en el o mencionada en las presentes
Condiciones Generales
Todos los contratos para la prestacion de
servicios entré en conformidad con las
Condiciones Generales se realizan

compi de pago con ac

de las p inf
sobre nuestros certificados de calidad son
representativas de dicha carga.

tdad

liquidez, embargo o cesacién de acﬂvidades por
parte de EL CONTRATANTE LA COMPARNIA podrd

o

ser para susp
el desarrollo de sus servicios y sin

LA COMPARIA <
buena préctica en la realizacién de sus servicios y
aceptara responsabilidad solo cuando tales
cuidados y practicas no hayan sido ejecutados y
se pruebe algun, tipo de negligencia por parte de
LA'COMPANIA.

el debid

14.2 La responsabilidad de LA COMPARIA respecto a

quejas por pérdidas, dafios gatos de cualquier
naturafeza, ocurridas en cualquier momento,
debido a cualquier infraccién al contrato o
alguna falla en el cuidado y buena practica por
parte de LA COMPANIA, no debera en ninguna
clrcunstancia exceder 10(diez) veces la tarifa o

y no excluyentes:
Garantias cualitativas o cuantitativas.

7.2 Calibracién de tanques, calibracién métrica o

mediciones

7.3 Provisién de técnicos o algin otro personal.
7.4 Inspecciones pre-embarque bajo regulaciones

(4 ble con respecto al servicio
especifico requerido, el cual a su vez estd bajo
un contrato en particular con LA COMPANIA, que
da lugar a las reclamaciones en cuestién. Sin
embargo, LA COMPANIA n o tendrd
responsabilidad con respecto a cualqul

bilidad alguna.

En el caso que LA COMPANIA sea prevenida, por
alguna causa fuera de su control de efectuar o
completar algin servicio acordado, EL
CONTRATANTEpagaré a LA COMPAN{A:

Costos realizados o ain por hacer con el objeto
de poder detener los trabajos.

19.2 Una porcién de la tarifa acordada equivalente a
la proporcién del servicio efectivamente
realizado, quedando LA COMPARIA dispensada
de toda bilidad en absol por la
parcial o total no ejecucién del servicio.

LA COMPANIA podra ser dispensada de toda
responsabllidad con EL CONTRATANTE, por
reclamos de pérdidas o costos por daiios dentro
de los seis meses subsiguientes a la ejecucién por
parte de LA COMPARNIA de los servicios que dan
lugar al reclamo, a menos que se entable una

19.1

20.

reclarno por pérdida indirecta o consecuente,

gubemamentales de importaciones o

7.5 Supervisién de proyectos industriales completos.

incluyendo ingenieria y reportes de progreso.

7.6 Servicios de Consultoria.
8.

8.1

Sujeto a la instrucciones de EL CONTRATANTE y
aceptadas por LA COMPARNIA, esta ultima emitira
reportes y certificados del servicio realizado los
cuales incluirdn opiniones emitidas en el marco
de las limitaciones de la instrucciones recibidas.
LA COMPARNIA. no ests en obligacién de referirse
o reportar acerca de cualquier hecho o
circunstancia fuera de estas instrucciones
especificas recibidas.

8.2 Los reportes o certificados emitidos a panlr de

w

pruebas o andlisis realizados a “muestras
articulares®, contienen las opiniones especificas
de LA COMPARIA de dichas muestras, y no
expresan una opinién con respecto al total (lote)
del material de donde estas fueron obtenidas. Si
se requiere una opinién acerca del material
completo, se deberd coordinar en forma
anticipada con LA COMPANIA, la inspeccion y
toma de muestras del total del material

. Obligaciones de EL CONTRATANTE:
.1 Asegurarse que las instrucciones dadas a LA

COMPANIA contengan la suficiente informacién
y sean suministradas oportunamente, para
disponer que los servicios requeridos sean
realizados efectivamente.
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14.4 Todas las garantias, condiciones y otros té

145
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incl érdidas de ganancias y/o negocios
futuros y/o produccién y/o cancelacion de
contratos en los cuales participa EL
CONTRATANTE. En el caso que la tarifa o
cantidad a pagar por servicio, se refiera a un
grupo de servicios y el reclamo se sucede con
respecto a uno de dichos servicios de la tarifa
deberd ser lndicada, para el propésito de este
ia al tiempo total
involucrado en el desarrollo de cada servicio.
€l limite de responsabilidad de LA COMPANIA
bajo los términos de la condicion numero 14.2,
puede ser aumentado por solicitud recibida con
anterioridad a la ejecucion de un serviclo'o como
acuerdo por el pago de una tarifa mds alta,
equivalente a una fraccién adecuada del
incremento de la compensacién.

da 0 en caso se al Ia no ejecucién de
algun servicio, si no es dura nte los seis meses
subsiguientes a fecha en que el servido debié
haber sido ejecutado.
Sin perjuicio de cualesquiera otros derechos o
recursos que puede tener, la Compaiiia puede
terminar ¢ ier 0 todos los ¢ para la
prestacion de servicios de conformidad con estas
Condiciones Generales, sin que la principal
responsabilidad de dar aviso de inmediato a la
principal si:
Principal comete un incumplimiento sustancial
de cualquiera de los términos de estas
Condiciones Generales y (si esa vlolacuén es
diable) no ia dicho inc
dentro de los 30 dias de la prlnclpal que s¢
notificard por escrito de la violacién, o
21.2 se hace un pedido o se aprueba una resolucién
para la liquidacién de la principal, o de

21,

21,

-

implicitos por la ley o de derecho comtin son, en
la méximo medida permitida por la ley, excluidas
de las presentes Condiciones Generales.
Nada de lo dispuesto en estas Condiciones
Generales, limite o excluya a la responsabilidad
dela Empresa:

.1en caso de muerte o lesiones personales
resuftantes de negligencia, o

.2 de cualquier daio o responsabilidad incurrida
por e prm:lpal como resultado de fraude o
tergiversacion f; por la paiifa, o
3de cualquier responsabilidad que no puede ser
restringida o excluida por fa ley.

cire cias que autoricen un wribunsl da
jurisdiccién competente para hacer una
disolucién de la principal

21.3 se hace una orden, o los documentos que se
presentan en un tribunal de jurlsdiccién
compctente, para el nombramiento de un

for para admini los negocios, las
empresas y la propiedad de la principal, o
administrador para administrar los negocios, las
empresas y la propiedad de la principal, o

21.4 se nombra un receptor de cualquiera de los
principales activos o empresa, o de
circunstancias que autoricen un tribunal de
jurisdiccion competente o un acreedor de

28
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29.1 Cualquier ¢ {a o d d

para el beneficio de la Sociedad y la unica y
principal (en su caso) de sus sucesores y
cesionarios autorizados y que no estin
destinados a beneficiar, o ser exigible por
cualquier otra persona.
Avisos dados bajo las presentes Condiciones
se an por escrito, doalas
atencién de la persona, y que dicha direccién o
numero de fax de la parte podra notificar a la
otra parte de vez en cuando y se entregardn
personalmente o enviarse por correo enviado
por pre-pago, de primero clase de correo o
correo certificado. Un aviso se considerara que se
han recibido, en caso de entrega personal, en el
momento de la entrega, en el caso de rve-pago [}
post de primera clase correo certificado, 48
horas a partir de la fecha de envio y, si se
considera la recepci6n en virtud de la presente
Condicién 28 se no en el horario comerdal ( es
decir, 9.00 2 5.30 pm. deLunes aViemesenundia
que es un dia habil), a las 9:00 horas en el primer
dia habil tras la entrega. Para probar el servicio
es suficiente para demostrar la notificacién
fue debidamente y se publicars.

que surja de
o en conexién con estas Condiciones Generales o
de sus materias, se regirdn e interpretardn de
conformidad con las leyes del Estado Peruano.

29.2 Las partes irrevocablemente de acuerdo en que

fos tribunales del Estado Peruano no tendrd
competencia exclusiva para resolver cualquier
controversia o reclamacién que surja de o en
conexion con estas Condiclones Generales o de
su materia,
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1. A menos que esté aspacilicamante acosdado por
escnto, Inspectorate Servicas Paru SAC, da ahorn
en adelante, llamado "LA COMPARIA®, roalize
servicios de acuerdo con eitos “Términos y

912

93

TERMINOS Y CONDICIONES GENERALES

14.5.4 Esta condicion 14 establece la totalidad de la

Procurard todo al acceso necesario a los
aprasantontos de LA COMPARIA, para asi
parmitie asegurar que todos los servicios sean
umlimdm an lorma efectiva

Condiciones y consac

todas las ofertas o cotizaciones de mvvlelm.

estardn sujetas » estas Condicionas Ganarales, asl

como bién todos los , acuardon y
glos. Estas Condici Gonaralas astan

reguladas por el articulo 1764° y siguionta, del

Cédigo Civil da la Republica Paruana

2. LACOMPARIA es una empresa dudicada n prestar
servicios de inspeccién y andlisis talas como

2.1 Servicios bdsicos cémo los dascritos en la
condicién nimero 6.

2.2 Prestacién servicios especiales, aceptados por LA
COMPARNIA segun lo indicado en la condicién
numero 7.

2.3 Expide reporte y/o certificados segun lo indicado
enla condicién nimero 8,

3. LA COMPARNIA actda para la persona o
instituciones de quienes las instrucciones para
ejecutar el servicio han sido recibidas (de ahora
en adelante llamado EL CONTRATANTE).

Ningn individuo o institucién tiene derecho a
dar instrucciones, particularmente con respecto
al alcance de un servicio dado o al envio de
reportes o certificados, a menos que sea
autorizado por EL CONTRATANTE y aceptado por
LA COMPANIA. Sin embargo, LA COMPANIA sers
considerada como autorizada irrevocablemente
enviar a su discrecién, los reportes o certlﬁcados a

S . 8l es necesario, equipos especiales o
parsonal pmn la  realizacidn de los servicios
mqumldox.

9 4 Seasagurard que sean dos todas las medid
nacasarins paea In mguvldnd de fas condlclones
da trabajo i ol d

9.5

9.6.

de los servicios y no se limitard solamente a
atender las sugerencias de LA COMPANIA en este
respecto, sean o no solicitadas,

Tomar todas las acciones necesarias para
climinar o resolver obstrucciones o
interrupciones en la realizacién de los servicios
contratados. ~
Informar con anticipacion a LA COMPANIA
acerca de riesgos o peligros conocidos, actuales
o potenciales, relacionados con alguna
instruccidn e o andlisis, Incluyendo por
ejemplo, la presencia de riesgo por radiacién,
efementos tdxicas, nocivos o explosivos; venenos
o contaminacion ambiental.

9.7 Ejercer todos sus derechos y liberarse de todas sus

10.

obligaciones con respecto a algun contrato en
particular, independientemente de si se han
emitido reportes o no; debido al incumplimiento
de LACOMPANIA, en alguna de sus obligaciones.

Puede permitir a la COMPANIA delegar a su
discrecién la realizacién del trabajo para el cual
fue c en forma o parcial, a

Tt 1

terceras personas, si se encuentra
instrucciones de EL CONTRATANTE.

4. LA COMPANIA suministrard sus servicios de
acuerdo con:

4.1 Instrucciones especificas del contratante y
cbnfirmadas por LA COMPANIA.

4.2 Los términos del formato estandar de orden de
servicios de LA COMPANIA.

4.3 las précncas comunes de comercio, uso y
manejo.

4.4 Los métodos que LA COMPANIA pueda
considerar apropiados en los campos técnicos,
operacianales y/o financieros.

5
5.1 Todas las preguntas y érdenes por parte de EL
CONTRATANTE de servicios deben estar
acompanadas de suficiente informacién,
especificaciones e instrucciones que le permitan
a LA COMPARIA evaluar y/o realizar los servicios
requeridos.
5.2 Documentos que reflejen contratos entre EL
CONTRATANTE y terceras personas, o
de terceras p tales como
copias de contratos de venta, notas de crédito,
conocimientos de embarque, etc., son
(onsldemdos (si son reclbvdos por LA COMPAN[A)
como inf sin der o
restringir los compromisos aceptados por LA
COMPANIA.

doc

6. Los servicios estindares de LA COMPARNIA
pueden incluir todos o algunos de los
mencionados a continuacién:

6.1.Inspeccion cualitativa o cuantitativa,

GZInspecclén de bienes, plan(as, equipos,

[- y medios
de transpom.-.
6.3.Inspeccién de carga y descarga.
6.4.Muestreo.

6.5.Anilisis en el laboratorio u otro tipo de prueba.
6.6.Estudios y auditorias

7. Servicios especiales cuando los mismos exceden
el campo de servicios estandares referidos en la
condicién nimero 6, serdn realizados por LA
COMPARIA, mediante acuerdos par(u:ulares

1.

12

cualquier agente o subc
Todos los técnicos y otro personal

dos por la Comp en el ejercicio
de cualqulera de los servicios siempre y en todo
momento serdn los empleados, agentes o
subcontratistas (Como puede ser el caso) de la
Compaiiia como tal, todas esas personas serin
responsables y sujeto a las instrucciones de la
Compafifa en todo Salvo acuerdo en

18

responsablhdad financiera de Ia Compania
(incluy bil por los

nombrar a un sindico o0 administrador de la
principal, o

21.5 principal hace cualquier acuerdo o convenio con

d

actos u de sus emplead y
sub-contratistas) a la principal con respecto a
cualquier incumplimiento de estas Condiciones
Generales, cualquier uso que se haga por el
director de los servicios y toda representacién,
declaracién o acto delictivo u omisién
(incluyendo negligencia) que surjan en relacién
con estas Condiciones Generales.

. EL CONTRATANTE podréd garantizar que

protegerd o mdemmzaré a LA COMPANIA y sus
o sub
contram(as, frente a todos los reclamos hechos
por terceros, respecto a pérdidas, costos por
danos dé cualquier naturaleza debido a reclamos
o cualquier otra circunstancia relacionada con el
desarrollo, intensién de desarrollar o no
desarrolio, de cualquier servicio, que exceda lo
estlpulado, segun la condicion numero 14,

. Cada da, agente o subc de LA

COMPANTA podra tener el beneﬁcm de las
limitaciones de comg 16n o ind
contenidos en estas Condiciones Generales y en
consecuencia en los que a tales limitaciones
respecta, cualquier contrato asumido por LA
COMPARIA es asumido no solo en su propio
beneficio, sino también como agente y garante
de las personas aqui mencionadas.

i

. En el evento que suna cualquier problema o

costo imprevisto durante la ejecucién de algun
servicio contratado, LA COMPANIA podrs ser
autonzada para realizar cobros adicionales para
cubrir los costos para cubrir tiempo de trabajo
adicional y gastos en los que necesariamente se
incurre para cumplir con el Servicio.

18.1 EL CONTRATANTE pagara puntualmente en
un plazo no mayor de 30 (treinta) dias después
de la fecha de emisién de la factura o dentro de
cualquier otro plazo que halla sido acordado por

contrario de la Compaiifa, estas p no
estardn obligados a seguir todas las
instrucciones del CONTRATANTE.

Si_los requerimientos de EL CONTRATANTE
exigen el anélisis de muestras por parte de EL
CONTRATANTE o por un tercer laboratorio, LA
COMPANIA emitira los resultados pero sin
responsabilidad por la exactitud de los mismos.
Del mismo modo, cuando LA COMPANIA solo
actué como testigo en fa realizacidn del andlisis
por EL CONTRATANTE o por un tercer
laboratorio, LA COMPANIA daré confirmacién de
que la correcta fue analizada, pero no
tendré ninguna responsabilidad sobre la
exactitud de los resuitados.

13 Debido a la posibilidad de estratificacion de

algunas cargas y/o las limitaciones impuestas a

nosotros por cerradas o restringidas sistemas de

toma de muestras, la Compaiila no puede

garantizar que estas muestras son

representanvas de la carga a bordo o Ios
de las prueb

escrito con LA COMPARIA, todos los respectivos
cargos hechos por LA COMPANIA. El no
cumplmiento del plazo acarreara el pago de
intereses a razén de 15% anual a partir de la
fecha de emisién de la factura hasta la fecha de
pago mas los gastos e impuestos producto de la
demanda.

18.2Todos los precios y las tasas debidas en virtud de

las presentes Condiciones Generales, a menos
que ia compafia confirma por escrito, ser
exclusiva de ningun valor afiadido o impuesto
sobre las ventas que se cobrara en adicién a la
tasavigente que corresponda.

18.3EL CONTRATANTE no estd autorizado para

retener o diferir el pago de cualquier suma que se
le adeude a LA COMPANIA, aduciendo alguna
disputa o reclamos que pueda alegar en contra
de LACOMPANIA.

18.4En el caso de cualqmer suspensién de los

compromisos de pago con acreedores, quiebra,

sobre nuestros certificados de calidad son
representativas de dicha carga.

14.
14.1 LA COMPANIA tomar4 el debido cuidado y

buena préctica en la realizacién de sus servicios y
aceptard responsabilidad sélo cuando tales
cuidados y précllcas no hayan sido ejecutados y
se pruebe algun, tipo de negligencia por parte de
LA COMPA( ?

14.2la responsabmdad de LA COMPARNIA respecto a

quejas por pérdidas, dafios o gastos de cualquier
naturaleza, ocurridas en cual

19

lez, embargo o cesacién de actividades por
parte de EL CONTRATANTE, LA COMPANIA podr4
ser autorizada para susp
el desarrollo de sus servicios y sin
responsabilidad alguna.
En el caso que LA COMPANIA sea prevenida, por
alguna causa fuera de su control de efectuar o
completar algin servicio acordado, EL
CONTRATANTE pagaré a LA COMPANIA:

19.1Costos realizados o atin por hacer con el objeto

de poder detener los trabajos.

19.2 Una porcién de la tarifa acordada equivalente a

la proporcuén del servicio efectlvamen\e
q

debido a cualquier infraccion al contrato o
alguna fatla en el cuidado y buena préctica por
parte de LA COMPANIA, no debera en ninguna

Los siguientes servicios especiales son
yno excluyemcs.

N
I

. Cahbracnén de lanques calibracién métrica o
mediciones

7.3. Provisién de técnicos o algun otro personal.

7.4. Inspecciones pre-embarque bajo regulaciones
gubernamentales dei lmporta:lones (-] aduanas

7.5. Supervisién de proyectos i

circ ia exceder 10(diez) veces la tarifa o
cantidad pagable con respecto al servicio
especifito requernido, el cual a su vez est4 bajo
un contrato en particular con LA COMPANIA, que
da lugar a las reclamaciones en cuestion. Sin
embargo, LA COMPANIA no tendrs
responsabilidad con respecto a cualquier
reclamo por pérdida indirecta o consecuente,

incluy pérdidas de ganancias y/o negocios

incluyendo ingenieria y reportes de pmgreso

7.6. Servicios de Consultoria.

8.1 Sujeto a las instrucciones de EL CONTRATANTE y
aceptadas por LA COMPARIA, ésta ultima emitiré
reportes y certificados del servicio realizado los
cuales incluiran opiniones emitidas en el marco
de las limitaciones de las Instrucciones recibidas.
LA COMPARIA. no esté en abligacién de referirse
o reportar acerca de cualquier hecho o
circunstancia fuera de estas instrucciones
especificas recibidas.

. Los reportes o certificados emitidos a partir de
pruebas o andlisis realizados a “*muestras
articulares”, contienen las opiniones especificas
de LA COMPANIA de dichas muestras, y no
expresan una opinién con respecto al total (lote)
del material de donde éstas fueron obtenidas. Si
se requiere una opinién acerca del material
completo, se deberd coordinar en forma
anticipada con LA COMPARIA, la inspeccién y
toma de muestras del total del material.

~

9, Obligaciones de EL CONTRATANTE:

9.1 Asegurarse que las instrucciones dadas a LA
COMPARIA ¢ la suficiente inf
y sean opor para
disponer que los servicios requeridos sean
realizados efectivamante.

o

futuros y/o produccién y/o cancelacion de
contratos en los cuales participa EL
CONTRATANTE. En el caso que la tarifa o
cantidad a pagar por servicio, se refiera a un
grupo de servicios y el reclamo se sucede con
respecto a uno de dichos servicios la tarifa
deberd ser mdlcada para el propésito de este
ia al uempo total
involucrado en el desarrollo de cada servicio.

14.3 El limite de responsabilidad de LA COMPANIA

bajo los términos de la condicién nimero 14.2,
puede ser aumentado por solicitud recibida con
anterioridad a |a ejecucidn de un servicio o como
acuerdo por el pago de una tarifa mis alta,
equivalente a una fraccion adecuada del
incremento de la compensacion..

14.4 Todas las garantias, condiciones y otros términos

implicitos por la ley o de derecho comun son, en
la méxima medida permitida por la ley, excluidas
de las presentes Condiciones Generales.

14.5Nada de lo dispuesto en estas Condmones

14.5.1en caso de muerte o

20

21,

LA COMPANIA di

sus ac o hace una solicitud a un tribunal
de jurisdicci6n competente para la proteccién de
sus acreedores en forma alguna, o

21.6 Principal cesa, 0 amenaza con cesar, al comercio,

°
21.7 de la principal toma o sufre cualquier otra

similar o andlogo de accién en cualquier
jurisdiccion, en consecuencia, de la deuda.

22. En caso de cese de cualquier o todos los contratos

para la prestacion de servicios por cualquier
razén:

22.1 B Director de pagar |nmed|atamente ala
C

paiia todos los p de la emp|
las facturas lmpagadas einteresesy, en el caso de
los servicios prestados, pero para los que no se
ha presentado la factura, la empresa podra
presentar una factura, en la que se pagarén
inmediatamente después de la recepcién,

22.2 los derechos adquiridos de las partes en cuanto

ala rescision no se ver4 afectada

23 LA COMPARIA no es un asegurador ni un garantey

24

esta liberada de responsabilidad con respecto a

esas atribuciones. EL CONTRATANTE que
contra pérdidas o daiios,

deberé obtenerel seguro apropiado.

Ninguna alteracién, enmienda o renuncia a

cualquiera de estas Condiciones Generales,

tendra algun efecto '3 menos que sean hechas

por escrito y fi por un rep
autorizado de LA COMPAN[A

25.

251 Sir Ig iciones (o parte de una

Condiciones
Generales se encuentra por cualquier tribunal u
érgano administrativo de la jurisdiccidn
competente para ser invilida, ilegal o
inaplicable, las demas disposiciones seguiran en
vigor

25.2 Si cualquier invalida, inaplicable o ilegal

disposicién serfa valida y ejecutable o juridica, si
alguna parte de ella se han suprimido, esta
disposicién se aplicara a cualquier modificacion
es necesaria para que sea validay exigible y legal.

26. Cada una de las partes reconoce y acepta que, en

la celebracién de cualquier contrato de
prestacion de servicios de conformidad con estas
Condiciones Generales no cuenta con ninguna
empresa, promesa. garantia, declaracién,
o entend (ya
sea por ascnto ano)de cualquier persona (ya sea
parte en estas condiciones o no) relacionados
con el objeto de estas Condiciones Generales,
con excepcién de lo expresamente establecido
en el o mencionadas en las presentes
Condiciones Generales.

27.Todos los contratos para Ia prestacién de servicios

28.

entré6 en conformidad con las presentes
Condiciones Generales se realizan para el
beneficio de la Sociedad y la Gnica y principal (en
su casa) de sus sucesores y cesionarios
autorizados y que no estan destinados a
beneficiar, o ser exigible por cualquier otra
persona.

Avisos dados bajo las presentes Condiciones
Generales se realizaran por escrito, enviado a la
atencién de la persona, y que dicha direccién o
nimero de fax de la parte podra notificar a la
otra parte de vez en cuando y se entregaran
personalmente, o enviarse por correo enviado
por pre-pago, de primera clase de correo o
correo certificado. Un aviso se considerara que se
han recibido, en caso de entrega personal, en el

de toda resp bilidad en absol
parcial o total no ejecucion del servicio.
LA COMPANIA podra ser dispensada de toda
responsabilidad con EL CONTRATANTE, por
reclamos de pérdidas o costos por darios dentro
de los seis meses subsiguientes a la ejecucién por
parte de LA COMPAN[A de los servicios quedan
lugar al reclamo, a menos que se entable una
demanda o en caso se alegue la no ejecucién de
algun servicio, si no es durante los seis meses
subsiguientes a fecha en que el servicio debié
haber sido ejecutado.
Sin perjuicio de cualesquiera otros derechos o
recursos que puede tener, la Compafia puede
| o todos los ¢ para la
pres\anon de servicios de conformidad con estas
Condiciones Generales, sin que la principal
responsabilidad de dar aviso de inmediato a la
principal si:

por la

21.1 Principal comete un incumplimiento sustancial

de cualquiera de los términos de estas
Condiciones Generales y (si esa violacién es
remediable) no remedia dicho incumplimiento
dentro de los 30 dias de la prncipal que se
notificard por escrito de la violacién, o

21.2s¢ hace un pudido o so aprueba una resolucién

para lo liquidacidn do la principal, o da
circunstancias que autorican un tribunal da
jurisdiccién competente para hacar unn
disolucion dela principal

21.3 se hace una orden, o los documentos que se

presentan cn un tribunal de jurisdiccidn

Generales, limite o excluya la resp bilidad de
la Empresa:

comp para ¢l nombramiento de un
dministrador para ad| ar los negocios, lns
P 1 dela principal, o

resultantes de negligencia, o

14.5.2 de cualquier dafio o responsabilidad incurrida

por el pnn:lpal como resultado de fraude o
n fi porla C fifa, o

1453 de cualquler responsabilidad que nc'o—puede ser

restringida o excluida por la ley.

ylap
administrador. para administrar los negocios, las
empresasy la propiedad de ba principal, o

21.4se nombra un receptor de cualquiera de los

principales activos o empresa, o de
circunstancias que autoricen un tribunal de
jurisdiccion competente o un acreedor de

29,

dela ga, en el caso de pre-pago o
post de primera clase correo certificado, 48
horas a partir de la fecha de envio y, si se
considera la recepcion en virtud de la presente
Condicién 28 se no en el horario comercial (es
decir, 9.00 a 5.30 pm de lunes a viernes en un dia
que es un dia habil), a las 9.00 horas en el pnmer
dia hébil tras la entrega. Para probar el servicio,
es suficiente para demostrar que la notificacién
fue debidamente y se publicara.

29.1 Cualquier controversia o demanda que surja de

0 en conexién con estas Condiciones Generales o
de sus materias, se regirdn e interpretardn de
conformidad con las [eyes del Estado Peruano.

29 2 Las partes irrevocablemente de acuerdo en que

los tribunales del Estado Peruano no tendrd
competencia exclusiva para resolver cualquier
controversia o reclamacién que surja de o en
conexién con estas Condiciones Generales o de
sumatena



ANEXO V: Resultados de analisis de cromatografia de gases

del crudo de petrdleo



)) QUIMPETROL PERU

SUMPLEMENTO DE INFORME DE ENSAYO N° QPP-G-01082014(1)

Gas Natural

BPZ Exploracién y Explotacion

Quimpetrol Peru se dedica al Servicio de andlisis de petréleo Crudo, Agua y Gas, tratamientos
quimicos en depdsitos organicos, inorganicos, control de corrosion. Servicio de Monitoreo y
analisis Ambientales. Desarrollo de proyectos, Formando parte de una corporacion Regional.

Nuestra sede se encuentra en Talara-Peru.



)) QUIMPETROL PERU
INGENIERIA DE PROCESOS

RUC: 20530123457
Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

STAFF DE PROFESIONAL DE CAMPO Y LABORATORIO

QUIMPETROL PERU cuenta con recursos humanos constituidos por profesionales
altamente calificados y entrenados, con una vasta experiencia en muestreo y analisis de
muestras, y con los criterios para detectar problemas de contaminacién ambiental que
requiera ser analizada in-situ o en el laboratorio. Nuestro personal es evaluado y

capacitado en forma permanente.

CERTIFICACIONES Y ACREDITACIONES

QUIMPETROL PERU posee certificados de calibracién de los equipos para analisis de

crudo y agua.

QA/QC

Hoy en dia las empresas necesitan demostrar ante las autoridades, el cumplimiento
estricto de sus operaciones con las exigencias de la legislacién ambiental.

QUIMPETROL PERU asegura la validez de los resultados analiticos a través de un
cumplimiento estricto de los estandares 1SO. La aplicacion de extensos Programas de
Aseguramiento y Control de Calidad (QA/QC) permite garantizar y validar el dato analitico,
logrando confiabilidad y consistencia de la informacion técnica.

Para cada grupo de muestras se realizan controles para asegurar la calidad de los
resultados, como andlisis de blanco de método, estadndares de control de concentracion
conocida, adiciones de estandares a muestras reales y analisis de duplicados de

muestras.

METODOLOGIAS NORMALIZADAS Y VALIDADAS

QUIMPETROL PERU aplica métodos normalizados, publicados por organismos
internacionales tales como APHA (Métodos Estandares), EPA y ASTM, los cuales son
revisados y actualizados. Los métodos son validados, mediante la determinacion del limite
de deteccidon, comprobaciéon de la matriz, linealidad, exactitud, precision y

reproducibilidad.



)) QUIMPETROL PERU
INGENIERIA DE PROCESOS

RUC: 20530123457
Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

TECNOLOGIA

QUIMPETROL PERU posee Instrumental y Equipamiento de Gltimo nivel tecnologico que
abarca todas las Matrices Ambientales: Agua, Suelo, y con la posibilidad de cubrir
necesidades de distintos segmentos del mercado, sean estos de Hidrocarburos, Mineria,
Energia, Ingenieria, Pesca e Industria en general. Todos los equipos de medicion
utilizados en campo y laboratorio cuentan con un Programa de Calibracion y
Mantenimiento Preventivo, parte integrante de nuestro Sistema de Gestion de Calidad.



QUIMPETROL PERU
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INGENIERIA DE PROCESOS

RUC: 20530123457

Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.

Central Telefénica: 073381778
INFORME DE ENSAYO N° QPP-G-01082014

Datos del cliente

Solicitante:

BPZ EXPLORACION & PRODUCCION S.R.L.

Direccion:

AV. EL DERBY NRO. 055 INT. 401 URB. LIMA POLO AND HUNT CLUB
(EDIFICIO CRONOS - TORRE 1) LIMA - LIMA - SANTIAGO DE SURCO

Datos de muestreo

Cdédigo de muestra

Origen de la
muestra

Punto de
muestreo

Suministrado por

GNBPZ

Separador de prueba

Pozo Caracol 1 X

Ing. Rigo Rojas

RESULTADOS DE ANALISIS

Datos

CROMATOGRAFO DE
GASES VARIAN 450

Equipo Utilizado GC

Fecha de muestreo 08/08/2014 Unidad Resultados
Hora de muestreo 12:.00

Fecha de analisis 18/08/2014

Hora de andlisis 09:30

Compuestos ldentificados/ Formula

n- Metano n-C1l % 96.6
n-Etano n-C2 % 0.07
n- Propano n-C3 % 0.05
i-Butano n-C4 % 0.01
n-Butano n-C4 % 0.02
n-Pentano n-C5 % N.D.(*)
n-Hexano n-C6 % N.D.(*)
n-Heptano n-C7 % N.D.(*)
n-Octano n-C8 % N.D.(*)
n-Nonano n-C9 % N.D.(*)
Nitrégeno N2 % 3.25
Di6éxido de Carbono CO2 % N.D.(*)

N.D. (*) No detectado por el Equipo

Condiciones Ambientales: Temperatura: 20.0 °C; Humedad relativa: 71 %
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RUC: 20530123457
Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

ANEXOS

Condiciones Cromatografias
Método 1
Para andlisis de Gases Ligeros

*Columna empacada: porapack N

*Temperatura de horno: temp. Inicial 40°C hasta 100 °C durante 0.5 min con rampa
15°C/min.

* Temperatura del inyector oncolum: 60°C.

* Temperatura del detector TCD: 150°C.Tempfilamento:100°C.
* Temperatura del detector FID: 200°C.

Carrier gas (He): 10PSI

Flujos al detector FID:

-Make-up (helio):25mL/min.

-Combustién (H2):30mL/min.

-Combustion (air):300mL/min.

Limite de deteccién del FID: 0.0001ppm (w/v)

Método 2

Para andlisis de hidrocarburos (gaseosos y liquidos)

*Columna: rt - alimina 30 x 0.53um.

*Temperatura de horno: temp. Inicial 40°C hasta 120 °C durante 0.5 min con rampa
5°C/min.

* Temperatura del inyector split: 200°C.Split: 1/30

* Temperatura del detector FID: 300°C.

Carrier gas (He): 3mL/min

Flujos al detector FID:

-Make-up (helio):25mL/min.

-Combustion (Hz):30mL/min.

-Combustion (air):300mL/min.

Limite de deteccién del FID: 0.0001ppm (w/v)
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RUC: 20530123457
Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

CROMATOGRAMAS DE ESTANDARES

a) Cromatogramas de los estdndares de gases ligeros (Método 1)

Gréafica N°1: Cromatograma del Nitrgeno (N2).

W TR T
800.0003 '

Ton.0o0s
00,0007
500.0007 l
&00.0007
us |

100,000

std co2.DATA [Front (TCD)]
Index Name Time| Height Area
in V_Min
1 N2 0,84 | 843166.2 | 487405
2 1CO2 | 208] 65124] 4016

| Total 849678.7 | 491422
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RUC: 20530123457

Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

Grafica N°2: Cromatograma del Dioxido de Carbono (CO2).
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Total

612503.5

Grafica N°3: cromatograma del Metano.
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RUC: 20530123457
Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

std metano.DATA [Middle (FID)]
Index Name Time Height Area

Min] V]| [V Min]

1_|metano | 1306394594 | 39984 8

 Total 6394594 | 39984 8 |

b) Cromatogramas de los estandares de hidrocarburos gaseosos
(Método 2)
Gréafica N°4: Cromatograma de hidrocarburos livianos: Etano, Propano,

Butano.
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RUC: 20530123457

Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

STD HC-LIVIANOS.DATA [Middle (FID)]

Index Name Time Height Area
[Min] [pV Min]

1 _|etano 204 | 518147 894.1
2 |propano | 290 |5044654.1320614.0
3 |isobutano| 568 | 1158782| 48267

4 |n-butano [ 607 | 192454 7214
Total 5231592,51327056,3

c)Cromatograma de estadndares de hidrocarburos liquidos (Método 2).

Gréafica N°5: Cromatograma de hidrocarburos pesados: Pentano, Hexano,

Heptano, Octano y Nonano.
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Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

STD HC1.DATA [Middle (FID)]

Index Name Time| Hei Area
in V. Min
1 [n-C5 | 630] 10283.1]| 22070
| 2 |InC6 | 962| 122177 4765)
3 |nC7 |1276] 283368| 10986
4 [nC8 |1569| 373790| 19653
5 [n-C9 12052 301952 30399
| Total 1184117 | 87874

CROMATOGRAMAS DE LA MUESTRA

a) Cromatogramas de la muestra (Método 1)

Grafica N°6: Cromatograma de la muestra para el Nitrégeno y Metano.
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RUC: 20530123457
Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

muestra -2 DATA [Front (TCD])]
Index Name Time i Area
|EV.Min|
1 nitrogeno | 0.87| 284718| 15384
2 | metano 1.10 | 497950.7 | 40894 4
3 |1 3.46 13619 1579
4 12 3.83 1050.1 1328 |
5 |3 431| 241095| 40554
Total 552944 1| 467788

Gréfica N°7: Cromatograma de la muestra para el Diéxido de Carbono y

Metano.
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muestra -2 DATA [Middle (FID)]

Index Name Time Houq Area
[Min] [p [uV Min]

1_|metano | 1,23 | 479789056 | 4065671.5
1] 2.15 70007.7| 46635
3 |3 250| 1806364) 105891
4 14 3561 12757591 84543

Total 483571256 140893784
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Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.
Central Telefénica: 073381778

c) Cromatograma de la muestra (Método 2)

Gréfica N°8: Cromatograma de los hidrocarburos gaseosos y liquidos.
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RUC: 20530123457

Urbanizacion: Los Vencedores Mz. A Lote 12.

muestra-1.DATA [Middle (FID)]

Central Telefénica: 073381778

Atentamente:

Olga Perales Navarro
Ingeniero de Procesos
Quimpetrol Peru

www.quimpetrolperu.com

Index Name Time ht  Area| Area%
in V Min
1 InC1 | 183]4942626.7|87971.2] 99426
| 2 InC2 | 204] 135203]| 2345| 0265
3 InC3 | 298 611171 15881 0.180
4 |i-C4 | 554 901.7 307 0035
E [nC4 | 590 1836.6 6271 0,071
6 |1 8,45 415 1,71 0,002
1 |2 9,12 24.1 0,71 0,001
| 8 |3 13.39 498 13] 0.001
9 4 13,76 21.7 03] 0,000
10 |5 16,39 6,1 0,1] 0,000
11 |6 18,77 178 0,11 0.000
12 |7 19.60 76055 16,7] 0019
13 |8 2049 40 00| 0.000
14 |9 20,95 8.2 0,1] 0.000
| Total 4972775.7 ] 68479.0{ 100,000 |




ANEXO VI: Composicion del Sabouraud Dextrose Agar

Identify Specifications

Difco'” Sabouraud Dextrose Agar

Dehydrated Appearance: Light beige, free flowing, homogeneous
6.5% solution, soluble in purified water
Solution upon boiling. Solution is light to medium

amber, very slightly to slightly opalescent

Prepared Appearance

Light to medium amber, slightly opalescent

Reaction of 6.5%
Solution al 25°C

Ph5.6 £0.2

Fuente: Difco, Manual of Culture Media

Formula: Difco™ Sabouraud Dextrose Agar

Formula Aproximada por 1000 mL

Componente Peso
Péptico de tejido animal
digerido 5 0gr
DlgeI:IdO enzimatico de 5.0 gr
caseina
Dextrosa 40.0 gr
Agar 15.0 gr

Fuente: Difco, Manual of Culture Media

Figura: Sabouraud Dextrose Agar utilizado en la investigacion

-

Fuente: Elaboracion Propia




ANEXO VII: Diagrama del disefio experimental
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