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Introduccion

INTRODUCCION

Durante la perforacion de pozos petroleros se genera una gran cantidad de residuos
llamados lodos o recortes de perforacion, los cuales contienen aceite diesel y son
considerados residuos peligrosos. Dentro de las actividades de perforacion se
encuentran dos tipos de pozos, los marinos y terrestres. En el primer caso los desechos
generados se vertian sin ningun tipo de tratamiento al mar. En los terrestres, el lodo era
depositado en una fosa de aproximadamente 70 m X 70 m X 2 m de profundidad
ubicada a un lado del pozo de perforaciéon, ocasionando de esta manera la
contaminacién del suelo en el cual se depositaba®.

Estos depésitos han permanecido intactos en su mayoria por mas de 20 afios dentro de
las zonas de alta productividad petrolera (principalmente en los estados de Tabasco y
Chiapas). La utilizacion de estas fosas para la disposicion de dichos desechos en la
actualidad esta prohibida; sin embargo, aun existen muchas de éstas en los estados
antes mencionados.

Actualmente Petréleos Mexicanos (PEMEX) estd comprometido con la limpieza de estos
sitios y se estan realizando acciones para la restauracion de estos lugares, sin embargo,
debido a las particulares condiciones de éstos se han encontrado algunas dificultades.
Estas han sido principalmente las condiciones climéaticas de la region (intensa irradiacion
solar en verano y altas precipitaciones pluviales en otofio), la lejania con los centros
urbanos proveedores de servicios basicos (agua, energia eléctrica, medios y vias de
transporte), las condiciones de las propias fosas (en su mayoria espacios limitados,
mantos freaticos superficiales y contaminantes intemperizados), y por ultimo la falta de
experiencia en el uso de sistemas de tratamiento biologicos por parte de companias que
han estado a cargo de la restauracion de estos sitios.

Por todo lo anterior, es necesario realizar un estudio integral que permita definir el tipo
de tecnologia adecuada para cada fosa y dentro de éste deben incluirse pruebas de
factibilidad que confirmen o descarten el potencial del tratamiento biolégico para éstos
residuos. Estas pruebas deberan proporcionar informaciéon acerca del alcance de la
biodegradacion y el tiempo del tratamiento, asi como algunas de las condiciones en las
cuales se lleva a cabo®.



Antecedentes

ANTECEDENTES
Fluidos de perforacion

Los fluidos de perforacién son materiales que se utilizan durante la perforacion de pozos
petroleros. Sus funciones son:

Mantener la integridad de la perforacion, ya que al excavar a grandes profundidades las
paredes del pozo tienden a colapsarse debido a la presion ejercida por el material
que se encuentra a un lado,

Proporcionar estabilidad térmica al barreno, ya que se presenta un incremento en la
temperatura a mayores profundidades. Ademas, al aumentar la presion del
subsuelo sobre las paredes de la perforacién con el avance en profundidad es
necesario aumentar también la presion del fluido lo que conlleva a un aumento de
temperatura. También deben evitar los aumentos bruscos de temperatura cuando
se encuentran estratos ricos en carbonato de calcio (CaCQO,),

Evitar la pérdida del fluido, como éste puede filtrarse por las paredes de la perforaciéon
hacia el subsuelo, es necesario que el fluido forme una costra impermeable al
mismo en las paredes del pozo,

Arrastrar el material excavado, para que el fondo de la perforacion permanezca
continuamente limpio del material que se esta excavando, y

Evitar la contaminacioén del fluido, suministrando al pozo la suficiente presion hidrostatica
confinando asi el gas, aceite y agua salada en sus respectivas formaciones en el
subsuelo.

En la figura 1 se muestra un esquema del sistema utilizado en la perforacion de un pozo
petrolero. Este sistema consta de una bomba que inyecta el fluido al pozo por el tubo
interior, éste se mezcla con los cortes que esta generando el barreno y un lodo caliente,
emerge por la parte exterior del pozo (entre la roca y el tubo, también llamado espacio
anular); este lodo pasa a través de una malla vibradora en la cual los sélidos son
separados del fluido y este ultimo se recircula, se analiza, se le adiciona fluido fresco y
se reinyecta al pozo. Por otro lado los solidos separados en la malla e impregnados con
el fluido se depositan en la fosa de desechos™.

Existen dos tipos de fluidos que son los base agua y los base aceite. Los primeros se
utilizaron en los inicios de la perforacion a grandes profundidades, éstos eran lodos
naturales a base de agua y arcilla; con el paso del tiempo se desarrollaron productos
especificos para solucionar problemas que se presentabandurante la perforacion.
Algunos ejemplos de estos problemas son:

a) Presencia de mayores gradientes de temperatura al excavar a mayores
profundidades,

b) Perforacion de pozos de angulo elevado con lutitas del terciario altamente reactivas
al agua, y

c) Presencia de contaminantes severos como dioxido de carbono (CO,), acido
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sulfidrico (H.S), asfalto y domos salinos.

g Sistema
53::;22 Ode circulatorio
ecorte M
- -~ Satra de
/ = 3 | |perforacion
s A - Malla i
s 12

4 e !
Fosa d (
desechps ( . 7 D 3 u
- . i

Figura 1. Sistema utilizado en la perforacion de un pozo petrolero

Para solucionar el primer tipo de problemas se utilizaron metales pesados en la
formulacién de los fluidos. Para solucionar los demas se opt6é por adicionar diesel y
productos asfalticos que le proporcionaron mayor estabilidad al fluido, de modo que
durante mucho tiempo la composicion de éstos consistid en dispersantes cromados,
aceite diesel, asfalto y emulsificantes de accion inversa.

De acuerdo al estrato que se perfora y a las condiciones propias de la perforacién la
composicion de los fluidos utilizados puede variar; dentro de los ingredientes del fluido
puede encontrarse lo siguiente:

Fase liquida, agua (dulce o de mar) y aceite (diesel o petréleo crudo).

Fase sdlida, arena, silice, caliza, cuarzo, barita, bentonita, atapulgita.

Diversos, dispersantes (taninos, cromolignitos, lignosulfonatos), obturantes, sélidos
disueltos (hidroxido de sodio para controlar el pH), agentes reductores del filtrado
(pirofosfato tetrasodico, cloruro de sodio, almidén, polisacaridos, polimeros
acrilicos), surfactantes (jabones, detergentes), defloculantes (arcillas) y
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desespumantes (alcoholes de cadena larga) entre otros®.

Desde hace mas de 10 afos la composicion de estos fluidos ha sido modificada debido
principalmente a la creciente sensibilidad en materia ambiental por parte de la industria
petrolera y de las autoridades gubernamentales, prohibiéndose el uso de estos
compuestos toxicos (cromolignosulfonatos y metales) en la formulacion de los fluidos v,
utilizando productos mas inocuos al medio ambiente® . Sin embargo, es imposible
prescindir de los fluidos base aceite, por lo que se han formulado productos a base de
hidrocarburos lineales mas facilmente biodegradables que provean las caracteristicas
necesarias para las condiciones de perforacién, evitando asi el uso de diesel en la
formulacion de éstos® ® 9,

En estas zonas de explotacion petrolera en el sureste mexicano, y en especial en el
caso de Tabasco, las lluvias son abundantes®” por lo que las fosas en ocasiones se
llenan y al exceder su capacidad se derrama el aceite que flota en el suelo aledafio,
dispersando asi los contaminantes. -

Precipitacion
pluvial
<3 Migracién del contaminante

Flujo de agua

Zona no saturada

.

Zona saturada

Figura 2. Consecuencias de la contaminacion del suelo

Algunas de las consecuencias de la contaminacién del suelo son: el arrastre del
contaminante hacia el manto freatico y a los cuerpos superficiales de agua (como se
muestra en la figura 2), los cuales pueden utilizarse para el riego de cultivos, para
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consumo humano o para la ganaderia. La contaminacion de los recursos pesqueros, es
otra consecuencia importante, pues en el caso de Tabasco el flujo del agua subterranea
es hacia el Golfo de México, el cual es una zona de gran actividad pues representa el
30% de la produccion pesquera nacional.

Para tener una idea de la magnitud del problema, el Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Informatica (INEGI) reporta que existen en explotacion poco mas de 1000
pozos hasta 1995"%, los cuales en el momento de perforarlos requirieron una gran
cantidad de fluidos ademas de que .cada cierto tiempo reciben mantenimiento para
destaparlos y mejorar la produccién. En estas acciones el aceite diesel del que estan
constituidos son introducidos al ambiente, contaminando asi el suelo y los mantos
freaticos que en este estado son vastos y superficiales.

Biodegradacién de hidrocarburos

Una de las opciones de restauracion de sitios contaminados es la biorremediacion. Esta
se refiere a los métodos que emplean a los microorganismos con capacidad de degradar
(biodegradacion) compuestos contaminantes para la limpieza de suelos o acuiferos, y es
en términos generales una de las opciones viables mas econémicas para el tratamiento
de sitios contaminados, ya que los métodos quimicos y fisicos son ademas de caros
generadores de otros residuos™ .

La biodegradaciéon de hidrocarburos es un tema ampliamente estudiado; a principios de
los afios setenta los estudios acerca del comportamiento de algunos productos del
petréleo demostraron la capacidad de los microorganismos del suelo para degradar
dichos productos, y a finales de la década de los 90 se realizaban ya estudios acerca de
los parametros que afectan la degradacion de éstos'™. También se han estudiado los
metabolitos intermediarios en la degradacion de algunos compuestos e incluso se han
desarrollado sistemas computacionales que predicen la biodegradabilidad de éstos. Es
por esto que hoy se sabe cual es la-forma sistematica de abordar la biodegradacion de
hidrocarburos y cuales son los parametros de mayor importancia en un proceso de
biodegradacion, estos estudios se han realizado en medio liquido""®, en matrices sélidas
(suelo), tanto para la degradacion de compuestos puros'” como para mezclas de
compuestos®, utilizando cepas puras asi como consorcios microbianos!®.

Los factores que afectan la degradacion de los hidrocarburos son de dos tipos
principales, los quimicos y los fisicos, siendo limitantes de la degradacion, los nutrientes,
las cantidades de oxigeno, de contaminante disponible y la temperatura, solo por
mencionar los mas importantes. Existe ademas evidencia de que cada sitio
contaminado debe ser particularmente analizado pues no siempre, y sobre todo en
suelos, se encuentran las mismas condiciones microambientales ni la misma biota, ya
que en ocasiones se observan microorganismos adaptados a la presencia del
contaminante y en otras ocasiones no, ademas un mismo contaminante puede tener
diferentes caracteristicas ocasionadas por el tiempo de intemperizacion, asi como por
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las condiciones ambientales de donde se encuentre!™,

En cuanto a la biodegradacion de hidrocarburos se ha observado que los alifaticos son
facilmente biodegradados, mientras que los poliaromaticos son biodegradados mas
lentamente, y hay que recordar que los hidrocarburos que se encuentran en el diesel (de
los fluidos de perforacion) corresponden a una mezcla que destila entre 370 y 570°C,
por lo que son hidrocarburos aromaticos y poliaromaticos los que se hallan en este
aceite"?.

Debido a que los estudios correspondientes a la biodegradacién de los hidrocarburos ha
sido un tema ampliamente estudiado hay evidencias que los presentes en los cortes
(lodos) de perforacién pueden ser tratados por métodos biolégicos.

Pruebas de biodegradabilidad

Para llevar a cabo la limpieza o restauracion de un sitio contaminado es necesario
primeramente realizar un estudio de manejo de riesgo que indique la necesidad de
limpieza del sitio contaminado, esto es, determinar la velocidad y el nivel de limpieza
necesarios que se tiene que efectuar en el mismo. Posteriormente con esta informacion
se debe seleccionar el tipo de tratamiento (fisico, quimico o biolégico) adecuado para la
restauracion del sitio. En este sentido Rogers®? y colaboradores sugieren que dentro de
un protocolo de biorremediacion debe considerarse primero un estudio de
caracterizacion y factibilidad que permita decidir si ésta es aplicable y si se lleva a cabo
in-situ o ex-situ. En seguida debe realizarse un estudio de tratabilidad (mediante
pruebas de biodegradabilidad), que permita definir los criterios de disefio del sistema a
implementar basado en el objetivo de limpieza planteado en el estudio de evaluacién del
sitio asi como el costo del tratamiento, y finalmente disefar el sistema a gran escala
manteniendo los resultados obtenidos en el paso anterior.

Las pruebas de biodegradabilidad -son una herramienta que demuestra si bajo las
condiciones experimentales probadas un compuesto es susceptible de ser
biodegradado, esto es, la estimacion del potencial de biodegradacion del compuesto
bajo ciertas condiciones estandarizadas.

Estas condiciones estandarizadas dependeran del objetivo principal del estudio, para
esto todas las variantes involucradas en éste deberan ser controladas y las que no se
pueden controlar deberan ser medidas; para esto deben considerarse, en el caso
especifico de la biorremediacion de hidrocarburos, los factores que ya se mencionaron,
bajo el titulo de biodegradacion. Los resultados del estudio de manejo de riesgo
determinan las necesidades de limpieza del sitio, lo referente al tipo de sistema de
biorremediacién que se pretende implementar (biorreactor, biolabranza o composteo),
asi como los factores ambientales propios del sitio contaminado (temperatura, humedad,
precipitacion pluvial, etc).
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Todo lo anterior es con en fin de que.los resultados obtenidos en dichas pruebas puedan
ser utilizados en la eleccion y el disefio del sistema a implementar en gran escala para la
restauracion del sitio. Ademas estos resultados aunados a la experiencia obtenida en el
tratamiento de otros sitios permite predecir en que porcentaje los valores encontrados en
gran escala son correlacionables a los que se obtienen en las pruebas de
biodegradacion®’.

Por otra parte la duracién de las pruebas de biodegradabilidad dependera de las
caracteristicas particulares del contaminante, del sitio y del objetivo planteado en el
estudio de manejo de riesgo, sin embargo éste debe ser razonablemente rapido de
forma que pueda dar informacion del potencial de biodegradabilidad del sitio en un corto
tiempo.

Cabe mencionar que como parte de los estudios realizados en materia de
biodegradacion se han obtenido bases de datos con valores de la biodegradabilidad de
ciertos compuestos modelo. Para mezclas de compuestos se puede estimar la
biodegradabilidad caracterizando la mezcla de contaminantes y combinar estos
resultados con los datos de biodegradabilidad de los compuestos tipo. Es importante
estudiar la biodegradabilidad de los desechos de perforacion (lodos) pues en el caso
particular de México el grado de intemperizacién, composicion y/o variabilidad de éstos
no es conocida.

Dentro de las pruebas de biodegradabilidad encontradas en la literatura existen algunas
muy bien definidas para biodegradacion de materiales plasticos, de lubricantes y para
compuestos organicos. Sin embargo, para fluidos de perforacion se pueden encontrar
algunos métodos dentro de la literatura, aunque para lodos aceitosos de perforacion son
intentos por parte de la comunidad internacional los que se tienen a la fecha. Para los
sitios contaminados con lodos de perforacion, hay que considerar la diversidad de
terrenos que pudieran ser afectados y la variedad de lodos que se pueden obtener pues
los fluidos se mezclan con los diferentes estratos del subsuelo que se estan excavando
lo que da un lodo con caracteristicas diferentes por estrato de subsuelo. Ademas,
dependiendo del estrato excavado la formulacion del fluido cambia por lo que la
variacion en el lodo esta dada por la composicion del fluido y del estrato excavado, y
finalmente después de terminada la perforacion lo que se tiene en la fosa de desechos
es una mezcla de todas estas variaciones obtenidas a lo largo de toda la excavacion. El
ultimo factor de variacion radica en los posibles problemas que se hayan tenido en la
perforacion y al uso que se le haya dado a la fosa de desechos ya que en ocasiones se
utilizan éstas para disposicion de otros residuos de la misma industria.

Por esto es necesario un método de prueba de biodegradabilidad para este tipo de
desechos considerando todos las posibles variables que se pudieran obtener en la
generacion de los mismos.
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indices

Existe en la literatura una gran variedad de indices en muchos campos de la ciencia
donde como su nombre lo indica son indicadores con ciertas caracteristicas de un
fenomeno particular, en otras palabras, estos son utilizados como una forma de
clasificacion; una forma de obtenerlos es a partir de valores experimentales comparados
contra ciertos valores estandares.

Un indice de biodegradabilidad diria que tan biodegradable es un compuesto bajo
ciertas condiciones estandares y en caso de tener una experiencia mas amplia se puede
incluso comparar resultados obtenidos en el laboratorio con resultados obtenidos en el
campo para determinar si estos valores de laboratorio tienen cierta validez bajo ciertas
condiciones para predecir la biodegradabilidad de un compuesto en un medio
caracteristico.

Si existen esos indices de biodegradabilidad no son conocidos en la literatura pues al
tener un valor predictivo de un comportamiento de biodegradacion de un compuesto se
pueden utilizar por empresas dedicadas a la restauracion de sitios contaminados.

Finalmente debido a todo lo anterior es importante la obtencion de una metodologia
estandar para la creacion de una base que en un futuro puede ser de muy alta utilidad
en la restauracion de sitios contaminados tanto de las empresas dedicadas a la
explotacion de los productos del petréleo (PEMEX) como para aquellas que prestan
servicios a las primeras (IMP).
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OBJETIVOS
Objetivo general

Obtener indices de biodegradabilidad para desechos de perforacion de pozos petroleros.

Objetivos especificos
1. Determinar la concentracion y composicion de hidrocarburos y metales
pesados en los desechos que se van a estudiar asi como algunas de sus
propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas.

2. Establecer una prueba de tratabilidad para biodegradar hidrocarburos a nivel
de matraz.

3. Establecer diferencias en la biodegradaciéon de hidrocarburos presentes en tres
diferentes desechos por medio de indices de biodegradabilidad.
HIPOTESIS
Los mejores indices de biodegradabilidad de hidrocarburos en desechos de perforacion

de pozos petroleros son aquellos que se relacionan con la concentracion de los diversos
contaminantes y no solo con la concentracién de uno de ellos.

. METAS

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas mas importantes de los
desechos de perforacion de pozos petroleros.

Generar un sistema de prueba de tratabilidad para estudiar la biodegradacion de
hidrocarburos presentes éstos residuos.

Obtener indices de biodegradabilidad que permitan conocer de manera rapida si es
posible tratar estos residuos.
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MATERIAL Y METODOS
Localizacion del area de estudio

Se seleccionaron desechos provenientes de las fosas Bellota 401, Bellota 301 y
Chinchorro, por razones de accesibilidad, estado en que se encuentran los desechos de
las mismas y por sus caracteristicas fisicoquimicas; estas fosas se encuentran
localizadas en dentro del activo Bellota-Chinchorro en el municipio de Cunduacan
Tabasco (figura 3).

El municipio de Cunduacan se localiza en la region de la Chontalpa tabasquena,
teniendo como cabecera municipal a la ciudad de Cunduacan, ubicada entre los
paralelos 18°03’ de latitud norte y 93° 10’ de longitud oeste.

Figura 3. Municipio de Cunduacan, Tabasco.

Colinda al norte con los municipios de Comalcalco y Jalpa de Méndez, al sur con el
municipio de Centro y el estado de Chiapas, al este con los municipios de Nacajuca y
Centro y al oeste con el municipio de Cardenas.

Los pozos se encuentran localizados en las siguientes coordenadas UTM: el Bellota

301 en 1'999,250 y 465,500; el Bellota 401 en 1'997,200 y 467,100 (figuras 4 y 5); y el
Chinchorro en 2'000,050 y 457,200 (figuras 6 y 7).
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Figura 4. Localizacion de los pozos Bellota 301 y Bellota 401
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Figura 5. Pozos Bellota 301 y Bellota 401
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Figura 6. Localizacion del Pozo Chinchorro
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Muestreo y preparacion de las muestras

Para que el muestreo fuera representativo de las condiciones predominantes de los
desechos de perforacion en el estado se consideré tomar muestras de tres tipos de
lodos los cuales se detallan a continuaciéon. Los desechos de la fosa Bellota 401 todavia
contintan dentro de ésta e incluso se continta adicionando desechos provenientes de
los separadores API que se encuentran la bateria Bellota aledana al pozo (figuras 8, 9 y
10); los de la fosa Bellota 301 fueron,sacados de ésta y se encuentran en la pera del
pozo en forma de pilas de 2 m de alto por 1.5 m de ancho y 20 de largo (figuras 11, 12y
13), mientras que los desechos de la fosa Chinchorro son lodos que fueron tomados
saliendo de la perforacioén.

Para realizar el muestreo se utilizé un cavahoyos y se depositaron las muestras en
cubetas de 20 litros. En el pozo Bellota 401 se tomaron las muestras en la orilla de la
fosa, los desechos del pozo Bellota 301 en uno de los monticulos hasta 1 m de
profundidad y los desechos del pozo Chinchorro del Unico monticulo disponible. Las
muestras consistieron de aproximadamente 40 kg cada una y se enviaron al laboratorio
para su posterior analisis, donde se almacenaron a 4°C.

Las muestras se secaron al aire y en la oscuridad por una semana, se mezclaron

manualmente dentro de la cubeta, se molieron con un molino de martillos y se tamizaron
por una malla de 0.2 cm con el fin de tener una muestra homogénea para su analisis.

14
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Figura 9. Desechos del pozo Bellota 301
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Figura 10. Desechos del pozo Bellota 301

Figura 11. Pozo Bellota 401
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Figura 13. Presa auxiliar del pozo Bellota 401

Caracterizacion de los desechos |

Se caracterizaron los desechos, determinando los parametros mostrados en la tabla 1.
El nitrégeno y la humedad se analizaron por métodos estandar® (Kjeldahl y gravimetria
respectivamente), el pH se midi6 en una solucién del suelo, bagazo y/o la mezcla en
proporcion 1:2, la textura por el método de Boyoucos®* ?®, los metales de acuerdo a los
métodos EPA 3050B, 7000A y 6020, para la digestiéon y el analisis por absorcién atémica
y emision de plasma respectivamente®: %), |a extracciéon de hidrocarburos, y el analisis
de hidrocarburos totales por los métodos EPA 3540C y 418.1%" 2 para el
fraccionamiento de los hidrocarburos se utilizé el procedimiento descrito por llias, et. al.,
Wang et. al., y Karlsen,® % 3" y finalmente el andlisis de microorganismos se realizo
segun el procedimiento de numero mas probable (NMP) para organismos heterétrofos
totales e hidrocarbonoclasticos segtin Braddock y Catterall®?.
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Tabla 1. Parametros de caracterizacion de los desechos

Parametro Método
pH potenciométrico
metales pesados EPA 3050B, 7000A y 6020
nitrégeno total Kjeldahl
humedad gravimetria
textura Boyoucos
concentracion de hidrocarburos . EPA 418.1
composicion de hidrocarburos cromatografia en columna
microorganismos degradadores de hidrocarburos NMP
microorganismos heterétrofos totales NMP

Estandarizacion del método para determinacioén de los hidrocarburos

Para la andlisis de los hidrocarburos. se utilizd el método de extraccion soxhlet EPA
3540C, y el EPA 418.1 modificado para la cuantificacion; la modificacion consistié en
utilizar tetracloruro de carbono (CCl,) como disolvente extractor y se elimind el uso de
silica gel para evitar pérdida de hidrocarburos.

Debido a las modificaciones antes mencionadas fue necesario estandarizar el método
de analisis de los hidrocarburos totales del petroleo (HTP), para esto se realizaron tres
pruebas: - :

a) porcentaje de recuperacion en la extraccion,
b) variacion del método de deteccion, y
c) limite de deteccion.

El método seguido para las tres pruebas antes mencionadas fue el siguiente:

a) A un suelo limpio se le adicioné una cantidad conocida de petréleo crudo Maya
(10,000, 100,000 y 200,000 ppm), y se extrajo mediante el procedimiento descrito
por EPA (3540); se montaron seis réplicas para cada concentracion y se determino
el coeficiente de variacion, media, desviacion estandar y error estandar. Se incluy6
el blanco del suelo limpio.

b) Se disolvid petréleo crudo en CCI, obteniendo tres concentraciones (10,000,
100,000 y 200,000 ppm) con seis réplicas para cada concentracion. Se determind
el coeficiente de variacion, media, desviacion estandar y error estandar.

c) El desecho contaminado se diluyé con suelo limpio (1:2 y 1:4 con seis réplicas
cada dilucién) y se mezcl6 en un agitador de polvos por 24 horas, se extrajo y se
cuantificaron los HTP. Se determind el coeficiente de variacion, media, desviacion
estandar y error estandar. Se incluy6 el blanco del suelo limpio.

18
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En todos los casos se incluyeron blancos de CCI, y un estandar (por duplicado) de
concentracion conocida de petroleo crudo maya (10,000, 100,000 y 200,000 ppm).

Para la extraccidon de hidrocarburos’'de la mezcla de bagazo agua y desecho se
realizaron pruebas a diferentes tiempos (4, 8, 12 y 24 hrs) para determinar si existe
diferencias a mayores tiempos de extraccion, ya que las muestras se incubaron a 35°C y
es necesario asegurar que se extrae la mayor cantidad de hidrocarburos, ya que por el
tiempo, y la temperatura éstos pueden estar absorbidos®. Antes de extraer los
hidrocarburos, la muestra se sec6 al aire por 24 horas y se adicion6 sulfato de sodio
anhidro seco para eliminar el agua remanente de la mezcla. Se realizé un analisis de
varianza para determinar si existe diferencia entre los tiempos de extraccion.

Preparacion de mezclas de bagacillo, agua y desecho

Aguilera-Vazquez® y colaboradores reportan que la densidad a la que se encuentra la
mayor biodegradaciéon de hidrocarburos en experimentos a escala de laboratorio es
0.4g/ml, mientras que para la humedad, Haug® encontré6 que por debajo del 50% la
actividad microbiana decrece. Por estas razones se utilizaron estos parametros dentro
de la prueba de biodegradacién. Para eso se prepard una mezcla que contenia el 60%
de agua destilada y el 40% de solidos, éstos correspondieron a la mezcla de bagacillo y
desecho.

Debido a que los diferentes desechos presentaban densidades diferentes al mezclar
éstos en la misma proporcion con el bagacillo se obtenian mezclas con diferentes
densidades, hubo entonces que determinar para cada desecho la proporcion de éste y
bagacillo que rindiera la densidad deseada. Se ideé un método gréafico en el cual se
prepararon mezclas al 60% de humedad con las siguientes proporciones de
desecho:bagacillo: 60/40, 65/35, 70/30, 75/25, 80/20, 85/15, y 90/10.

Se peso el bagacillo y el desecho de cada mezcla hasta hacer 20 g, se le adicioné 30 g
de agua, se homogeneizé con una espatula y se midié la densidad aparente por el
método del cilindro de volumen conocido®. Se construyeron con estos datos graficas
del inverso de la densidad aparente en el eje de las ordenadas contra proporcion de
desecho en la mezcla en el eje de las abscisas de alli se extrapolé la proporcion de
desecho:bagacillo con que se obtiene una mezcla con la densidad deseada para cada
uno de los desechos.

Montaje de pruebas de biodegrada'bilidad
Este estudio se realizd con el fin de establecer el tiempo de tratamiento para la prueba,
se estandarizaron las técnicas de monitoreo, y se determiné si existe diferencia

estadistica entre unidades experimentales (matraces) o dentro de la misma unidad
experimental. Se probaron dos tratamientos, uno con medio de cultivo Lebac®” y otro
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solo con agua destilada; cada tratamiento se implementé por duplicado y se realizaron
las determinaciones de pH, humedad, HTP y CO, por duplicado en cada unidad
experimental.

Se determiné el pH porque en la biodegradacién se obtienen acidos organicos que
pueden aumentar la acidez del sistema y afectar el proceso de transformacion de
hidrocarburos, la humedad porque es importante proveerle al sistema el medio a través
del cual pueden transportarse los nutrientes y los microorganismos, el CO, para medir la
actividad microbiana y los hidrocarburos residuales los cuales son la variable de
respuesta del proceso de biodegradacion.

El diéxido de carbono (CO,), se midié en matraces Bartha® de 500 ml (figura 14) con 40
g de mezcla, se utilizé una solucion 2 N de KOH para capturar el CO, utilizandose una
solucion normalizada de HCI para cuantificarlo por titulaciéon. Los resultados de este
analisis se expresan en mg de CO, producidos por gramo de mezcla en base hiumeda, lo
que se grafica en resultados es lo que se produjo, diariamente en el matraz y capturado
en el KOH mas lo producido el dia anterior. El pH, la humedad y los HTP residuales se
cuantificaron en matraces Erlenmeyer de 350 ml con 20 g de mezcla sacrificando un par
de éstos a cada tiempo de muestreo, y para evitar cambios en la humedad se cerraron
con tapones de hule con una perforacion de 2 mm de didmetro. Los matraces se
incubaron a 35°C en una estufa a temperatura constante con humidificacion.

Figura 14. Respirometro de Bartha para medicién de produccién de CO,. Consta de cuatro
partes a) un matraz Erlenmeyer que contiene la mezcla de desecho y bagacillo, b) un tubo
reservorio unido al matraz a través de un tubo que contiene KOH 1N con tapén de hule y una
aguja de acero inoxidable de punta recta que llega hasta el fondo de éste, c) una jeringa con la
que se extrae el KOH donde se captur6 el CO, en forma de KCO; y d) una trampa que filtra del
aire que entra al matraz el CO, que pueda contener el aire circundante, consta de perlas de
NaOH, tapén hule, algodon en el fondo y llave de teflon con punta de vidrio.
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Pruebas para determinar la fuente de nitrégeno y la relacién C:N:P donde se
encuentra la mayor biodegradacion de hidrocarburos

Para evaluar al mismo tiempo, con el menor numero de repeticiones, las fuentes de
nitrogeno, y las concentraciones de las mismas, las opciones eran un disefio
experimental de bloques incompletos o uno factorial. En el primer disefio se tendrian 24
unidades experimentales a cada tiempo de muestreo y en el segundo 36 por lo que se
eligi6 el de bloques incompletos, el cual se esquematiza en la tabla 2.

Tabla 2. Disefio de bloques incomple{os para el analisis de los nutrientes en las pruebas de

biodegradacion
Fuentes de Urea Nitrato de Sulfato de Nitrato de
nitrégeno amonio amonio potasio
100:20:1 100:20:1 100:20:1 100:20:1
Relaciones C:N:P 100:10:0.5 100:10:0.5 100:10:0.5 100:10:0.5
100:5:0.25 100:5:0.25 100:5:0.25 100:5:0.25

Se montaron para cada relacion C:N:P seis matraces, cinco para pH, humedad, y HTP,
los cuales se sacrificaron a cada tiempo de muestreo (3 dias) y uno para CO,. Las
determinaciones de cada parametro se realizaron por duplicado en cada unidad
experimental y el error se calculé en cada bloque ya que entre ellos debe encontrarse la
mayor diferencia, los bloques pueden ser las diferentes fuentes de nitrogeno o las
relaciones C:N:P.

Las fuentes de nitrégeno elegidas para este estudio son las cominmente encontradas
en el mercado y que ademas son de facil obtencion. En cuanto a las relaciones C:N:P
reportadas en la literatura®® son muy amplias (van desde 100:25:5 hasta
100:0.1:0.0001) y se basan la mayoria en la mera experiencia, por esto, se tomd como
punto de partida el contenido de carbono, nitrogeno y foésforo de las bacterias del suelo
que segun Atlas es de 100:20:1 utilizandose esta relacion como la concentracion mas
alta de nutrientes y las siguientes dos fueron la mitad y la cuarta parte quedando en
100:10:0.5 y 100:5:0.25.

En el apartado de resultados se describen los valores promedio encontrados, los cuales
se grafican junto con su desviacion estandar.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion fisicoquimica de los desechos

En la caracterizacion inicial se evalué la textura para determinar el origen de los
desechos, el pH para saber si éste se encontraba lejos de la neutralidad en cualquiera
de los desechos, el nitrégeno con el fin de evaluar el contenido de este macronutriente
en los mismos, la cantidad de contaminantes presentes en el desecho (hidrocarburos
totales y metales pesados), la composicion de los hidrocarburos de acuerdo a sus
grupos mas importantes y la cantidad de microorganismos que permitirian llevar a cabo
el proceso de biodegradacion.

Se observa en la tabla 3 que todos los desechos tienen la misma textura debido a su
origen comun, ésta es arenosa pues proviene de la roca del subsuelo que es
desgastada en la perforacion, proveyéndole el contaminante la caracteristica de
migajon. Todos presentan un pH neutro (7.38 a 7.63), lo que puede deberse al lavado
constante de los sitios por las lluvias. La concentracion de nitrégeno esta en el intervalo
de muy pobre para Bellota 301 (0.026%) y Chinchorro (0.026%) y pobre para Bellota 401
(0.083%) segun la clasificacion de Tavera® en el rubro de nutrientes en suelos.

Tabla 3. Caracterizacion de los desechos examinados

PARAMETRO BELLOTA BELLOTA CHINCHORRO

401 301

Textura Arena Arena Arena

migajosa migajosa

* % Limos 14 16 6

e % Arenas 82 84 90

e % Arcillas ' 4 0 4

pH 7.38 7.85 7.63

Nitrogeno Total (%) 0.083 0.026 0.041

HTP (ppm) 127,117.62 47,966.62 117,221.62

NMP de microorganismos _

degradadores de hidrocarburos/g de. 1.5 X 10° 1.5 X 10 2.5 X10°

muestra seca .

NMP de microorganismos

heterétrofos totales/g de muestra 1.5 X 10° 9.1 X10* 9.5 X 10°

seca

En cuanto a la concentracion de hidrocarburos se encontré que ésta es menor en los
residuos en el siguiente orden Bellota 401 (127,117.62 ppm), Chinchorro (117,221.62
ppm) y Bellota 301 (47,966.62 ppm), esto demuestra la variedad de contaminacion en
términos de concentracion que existe en estas fosas; la concentracion mas elevada en
el Bellota 401 obedece a que a esta fosa se siguen arrojando desechos.
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Respecto a los microorganismos, el desecho de la fosa Bellota 301 es el que contiene la
mayor cantidad de éstos, tanto en degradadores de hidrocarburos (1.5 X 10* NMP/g de
muestra seca) como los heterétrofos totales (9.1 X 10° NMP/g de muestra seca),
después le sigue el Bellota 401 (con 1.5 X 10° NMP/g de muestra seca para ambos tipos
de microorganimos) y finalmente el Chinchorro (con 2.5 X 10 y 9.5 X 10° NMP/g de
muestra seca respectivamente). Se observa una diferencia de casi dos ordenes de
magnitud entre el Bellota 301 y el 401 en ambos tipos de microorganismos.
Seguramente esto se debe a la forma en que estan dispuestos ambos residuos, pues
con los del Bellota 301 se construyeron pilas de 2 m de alto por 2 m de base, mientras
que las del Bellota 401 se encuentran todavia en la fosa donde las condiciones de
aerobiosis no son iguales que en las pilas pues cuando llueve la fosa se llena de agua
permaneciendo asi mucho tiempo. 'En el Bellota 401 |la cantidad de microorganismos
heterotrofos totales es casi un orden de magnitud mayor que en el Chinchorro, ademas,
en el primero se observd una mayor cantidad de microorganismos degradadores de
hidrocarburos en relacién al Chinchorro, seguramente por la continua adicion de
hidrocarburos pues aqui se siguen descargando los desechos provenientes de una
baterias cercana a la fosa.

Composicion por fracciones del hidrocarburo presente en los desechos

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos del fraccionamiento de los
hidrocarburos por cromatografia en columna. Aqui se aprecia que al igual que la
concentracion de hidrocarburos totales es variable en los diferentes desechos, la
composicion es igualmente variable, sin embargo la mayor cantidad de hidrocarburos
corresponde a los alifaticos en todas las muestras, o que puede ser un indicativo del
potencial de biodegradabilidad del contaminante. Cabe resaltar que los desechos del
Bellota 401 son los que tienen la mayor cantidad de hidrocarburos poliaromaticos y la
menor de insolubles en pentano, lo que indica que pudiera existir un proceso de
acumulacion de hidrocarburos poliaromaticos -los cuales son dificiimente
biodegradados- y una dilucion de insolubles en pentano por la adicion continua de
hidrocarburos provenientes de la bateria. La diferencia existente entre el Bellota 301 y
los del Chinchorro se encuentra en los hidrocarburos alifaticos y aromaticos, y ésta
puede deberse a que en el Bellota 301 los hidrocarburos presentan ya un proceso de
biodegradacion y los hidrocarburos aromaticos se estan convirtiendo en alifaticos al
romperse los anillos. '

Tabla 4. Composicién de hidrocarburos encontrados en los desechos

Fraccién Bellota 301 Chinchorro Bellota 401
Alifaticos 40.34% 27.76% 34.08%
Aromaticos 12.56% 29.73% 23.03%
Poliaromaticos  4.32% 2.46% 15.73%
Polares 14.32% 13.09% 10.61%

Insolubles en pentano  28.47% 26.96% 16.56%
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Evaluacion del contenido de metales en los desechos

Dentro de este analisis, y de acuerdo al cédigo de normatividad de Berkeley California,
se observa (tabla 5) que para casi todos los elementos analizados, y en particular el
cromo y plomo, que son utilizados como ingredientes en la formulacién de los fluidos (en
forma de cromolignosulfonatos y dentro de la bentonita respectivamente), no se
encuentran en altas concentraciones, asi como ninguno de otros metales de interés
toxico sobre las bacterias, el alto contenido de fierro se debe seguramente al resultado
de la corrosion del equipo de perforacion por parte del lodo, sin embargo cabe resaltar
que es uno de los componentes del suelo y por tanto no representa problema alguno.

Tabla 5. Composicion del contenido de metales en los desechos analizados

ELEMENTO Bellota 401 Bellota 301 Chinchorro Normatividad?®

Bario 246.55 0.66 837.00 10,000
Cadmio 0.01 <5.00 <5.00 100
Cromo 45.25 38.10 36.00 2,500

Fierro 12,106.50 1,6100.00 14,200.00 N. E.°

Magnesio 3,959.50 4,500.00 14,900.00 N. E.
Manganeso 239.00 340.00 298.00 N. E.

Niquel 31.40 47.00 60.30 2,000
Plomo 60.50 38.00 215.00 1,000
Vanadio 6.80 28.00 26.40 240

Zinc 392.00 192.50 369.00 2,500

Arsénico 16.55 - 15.44 45.76 500
Mercurio 0.83 1.54 4.33 20
Selenio 0.05 0.15 0.20 N. E.

* Berkeley California Code of Regulations 22-66261.24
® N. E. No especificado
Todos los valores son reportados en partes por millon en base seca

Estandarizacion del método para determinacion de hidrocarburos

Esto se realizé para determinar si 'la modificacién hecha al método (cambio de
disolvente) influiria en la cuantificacion de hidrocarburos residuales ya que el limite
superior de deteccién sefialado en el método es 50,000 ppm.

Se encontré que el error relativo del equipo es del 10%, y al extraer el petréleo
adicionado al suelo limpio se encontr6 un 91.22% de recuperacion. Al hacer las
diluciones del desecho con suelo limpio y extraer el hidrocarburo se encontré un
coeficiente de correlacion multiple de 0.9631 como se muestra en la figura 15 lo que
indica que la sensibilidad del método no varia con respecto a la concentracion de
hidrocarburos en la muestra, siempre que se trabajen muestras con concentraciones
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entre 40,000 y 140,000 ppm.

En cuanto a la estandarizacion del método de extraccion soxhlet no se observod
diferencia significativa al 95% de confianza al extraer por periodos de 4, 8, 12 o0 24

horas, por lo que se extrajeron las muestras por cuatro horas con tetracloruro de
carbono.
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ppm 80000
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20000 | : ==0.9631—

0 =

Diluciones

Figura 15. Sensibilidad del método EPA 418.1 a diferentes concentraciones de hidrocarburos
con respecto a las diluciones

Preparacion de mezclas de bagacillo, agua y desechos

Debido a que los desechos tienen una textura arenosa, no pueden retener agua en
cantidades suficientes para que los microorganismos se desarrollen de manera
adecuada, ya que con pocas cantidades de agua (20% de humedad) se obtienen un
lodo que vuelve el sistema anaerobio. " Por esto se afiadidé un texturizante que mejorara
las caracteristicas del desecho de manera que la mezcla pudiera soportar una gran
cantidad de agua (60% de humedad) asi como mantener las condiciones aerobias del
sistema para una biodegradacion mas rapida.

Para obtener la densidad deseada (0.4 g/ml) se prepararon mezclas con proporciones

para cada uno de los desechos de acuerdo a la tabla 6, estos valores provienen de la
figura 16.
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Tabla 6. Proporciones de los componentes de las mezclas en las pruebas de biodegradacion

Desecho Bagacillo Agua Desecho
Bellota 301 9.2% 60% 30.8%
Bellota 401 8.8% 60% 31.2%
Chinchorro 8.0% 60% 32.0%

Como se observa en la tabla 6 para todos los desechos se utilizaron proporciones
similares de desecho:bagacillo, esta similitud se debe a la naturaleza de los desechos-es

roca molida del subsuelo-.

En la figura 16 se puede observar que al aumentar la

proporcion de desecho en la mezcla la densidad de todos los desechos aumenta de

forma similar hasta cerca de 0.4 g/ml.

Este comportamiento homogéneo se debe

principalmente por efecto del bagacillo, después de este punto el bagacillo deja de
retener agua y de participar de manera activa en la densidad y es al desecho
principalmente a quien se debe la densidad de la mezcla a partir de 0.8 para los
desechos del Bellota 301 y 0.85 para Bellota 401 y Chinchorro.
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Figura 16. Densidad de los diferentes desechos a diferentes proporciones desecho:bagacillo

Montaje de las pruebas de biodegradabilidad

Para este estudio se utilizé el desecho de la fosa Bellota 401 debido a que tiene la
menor cantidad de microorganismos degradadores y la mayor concentracion de
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hidrocarburos, por lo tanto, es en teoria el menos biodegradable, y se necesita saber,
como el caso mas dificil cuanto tiempo lleva la biodegradacion para establecer el tiempo
de la prueba. En las siguientes figuras se observan los resultados obtenidos donde, A
es el sistema al que solo se le adicion6 agua y M medio de cultivo Lebac®”.

Para esto se realizé un seguimiento 'de los siguientes parametros: la humedad para
determinar si ésta se mantenia constante durante toda la prueba y eliminar este
parametro como fuente de variabilidad en los datos de biodegradacién. El pH para
determinar si como consecuencia de la biodegradacion se producian acidos organicos
que acidificarian el medio, resultando asi en una fuente de variacion para el proceso de
biodegradacion. El CO, para determinar si la degradacion de los hidrocarburos es un
efecto de la actividad bioldégica. Los hidrocarburos residuales como variable de
respuesta de la biodegradacion y la actividad de agua para verificar que esta disponible
para los microorganismos el agua presente en el medio.

En relacion a la humedad, en el analisis estadistico realizado se encontré que al 95% de
confianza no hay diferencia significativa, entre unidades experimentales y durante el
tiempo, lo que quiere decir que la humedad no varia en el sistema (figura 17).

65 -

56 1 — S ———

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiempo (dias)

Figura 17. Comportamiento de la humedad en el estudio exploratorio de biodegradacién de
hidrocarburos en los desechos. A es el sistema con agua destilada y M con medio de cultivo.

En cuanto al pH se observa a la misma confiabilidad (95%) que si hay diferencia
significativa entre tratamientos, lo cual se muestra claramente en la figura 18, si bien se
observa la misma tendencia durante el tiempo es evidente que en el tratamiento que
corresponde al medio de cultivo hay una acidificacion en comparacion con el medio al
que solo se le adiciond agua destilada, esto pudo deberse principalmente a la
produccion de acidos organicos producto de la mayor biodegradacion de hidrocarburos
en el sistema con medio de cultivo. Sin embargo dentro del mismo analisis estadistico
no se observé diferencia significativa en el tiempo de la prueba; como se puede observar
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en la figura no existe un cambio en el pH final con respecto al inicial.
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Figura 18. Comportamiento del pH en el estudio exploratorio de biodegradacion de
hidrocarburos en los desechos. A es el sistema con agua destilada y M con medio de cultivo.
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Figura 19. Comportamiento del CO, en el estudio exploratorio de biodegradacion de
hidrocarburos en los desechos. A es el sistema con agua destilada y M con medio de cultivo.

Dentro de los resultados del CO, (figura 19) se observé una gran diferencia entre
tratamientos y que corresponde a la dramatica caida en los hidrocarburos residuales la
mayor produccion diaria de CO, en el sistema con medio de cultivo coincidié con la
mayor biodegradacion de hidrocarburos en el dia 6; el anélisis estadistico indica que si
hay diferencia entre tratamientos; lo cual era de esperase por la adicion de nutrientes.

En cuanto a los HTP igualmente existe una diferencia significativa entre los tratamientos,
y al final de la prueba (23 dias) se encontré un porcentaje de degradacién del 81.10%,
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mientras que para el tratamiento con agua se obtuvo un 31.24% de degradacion. En la
figura 20 puede apreciarse claramente que la mayor biodegradacion se observo a los
siete dias, posterior a éste se observa una tendencia asintotica del dia siete al dia 20,
disminuyendo nuevamente los hidrocarburos después de este dia. Como se puede
observar esta figura presenta un comportamiento de tipo diauxico al consumo de
hidrocarburos aunque debido a las desviaciones estandares obtenidas y a los tiempos
de muestreos no es confiable afirmar este tipo de comportamiento.

En este estudio se concluyé que el tiempo de la prueba deberia de ser no mayor a 12
dias, pues es en este periodo donde se observa la mayor actividad de biodegradacion
de hidrocarburos, ademas es un periodo razonable para obtener informacién rapida del
potencial de biodegradacion del contaminante ya que se encontré una disminucién de un
poco mas del 50% del contaminante en el dia 13.
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Figura 20. Disminucion de hidrocarburos en el estudio exploratorio de biodegradacion en los
desechos. A es el sistema con agua destilada y M con medio de cultivo.

Dentro del estudio de la humedad hay que resaltar que se investigdo si el agua
disponible, medida como actividad de agua, se mantenia durante el tiempo de la prueba
en el nivel que permite el desarrollo de cualquier microorganismo. Para esto se
realizaron mediciones en los mismos tiempos de muestreo con las diferentes fuentes de
nitrégeno estudiadas y se encontr6, en el andlisis de varianza realizado a estos
resultados, que no hay diferencia significativa en el tiempo al 95% de confianza. Dentro
de estos resultados se observé que las medias se mantuvieron entre 0.986 y 0.991.

Como se puede observar en las figuras 21, 22 y 23 estos valores permanecen
aproximadamente constantes durante todo el estudio.

29



Resultados y Discusion

0.995
0.99
0.985
|—4—525
Aw 0.98 \—m—N25
0.975 | =ty NN25
ol
0.965 -
0.96

8 9 10 11 12 13

0 1 2 3 4 5 6 7
. Tiempo (dias)

Figura 21. Comportamiento de la actividad de agua en el tratamiento de los desechos de la fosa
Bellota 401 en la menor concentracion de nutrientes. S es el tratamiento con sulfato de amonio,
N con nitrato de potasio, NN con nitrato de amonio, y U con urea, el 25 es la relacién C:N:P

"100:5:0.25.
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Figura 22. Comportamiento de la actividad de agua en el tratamiento de los desechos de |a fosa
Bellota 401 en la concentracion intermedia de nutrientes. S es el tratamiento con sulfato de
amonio, N con nitrato de potasio, NN con nitrato de amonio, y U con urea, el 50 es la relacion
C:N:P 100:10:0.5.
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Figura 23. Comportamiento de la actividad de agua en el tratamiento de los desechos de la fosa
Bellota 401 en la mayor concentracion de nutrientes. S es el tratamiento con sulfato de amonio,
N con nitrato de potasio, NN con nitrato de amonio, y U con urea, el 100 es la relacion C:N:P
100:20:1.

Pruebas para determinar la fuente de nitrégeno y la relacion C:N:P donde se
encuentra la mayor biodegradaciéon de contaminantes

Dentro de los parametros que se analizaron durante todo el proceso se cuentan el pH,
CO;, y HTP, aqui se muestran solamente los resultados obtenidos en el desecho de la
fosa Bellota 301 debido a que en todos los desechos el comportamiento es mas o menos
similar.

pH

En la figura 24 se observa que para el sulfato de amonio el pH se mantiene cerca de la
neutralidad, entre 7.27 y 7.61 durante toda la prueba, probablemente porque al liberarse
el amonio es utilizado inmediatamente por las bacterias que se encuentran tanto en el
bagacillo como en el desecho contaminado.

En la figura 25 se observa en los dos tratamientos con mayor cantidad de nitrébgeno que
el comportamiento del pH es similar a la figura 24 aunque de manera mas marcada se
observa una acidificacion en relacion al pH inicial durante los primeros dias en el
tratamiento con menos cantidad de nitrégeno. En las concentraciones mas altas
utilizadas el pH oscila de 7.25 a 7.67, mientras que en la concentracion mas baja se
observa una mayor variacién de 7.04 y 7.84, sin embargo, esto es considerado todavia
dentro de la neutralidad.
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Figura 24. Comportamiento del pH en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota 301 al
utilizarse sulfato de amonio con las tres concentraciones probadas; s es el tratamiento con
sulfato de amonio; 100, 50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y

100:5:0.25 respectivamente.
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Figura 25. Comportamiento del pH en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota 301 al
utilizarse nitrato de amonio con las tres concentraciones probadas; nn es el tratamiento con
nitrato de amonio; 100, 50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y

100:5:0.25 respectivamente.
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Figura 26. Comportamiento del pH en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota 301 al
utilizarse nitrato de potasio con las tres concentraciones probadas; n es el tratamiento con nitrato
de potasio; 100, 50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y 100:5:0.25

respectivamente.
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Figura 27. Comportamiento del pH en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota 301 al
utilizarse urea con las tres concentraciones probadas; u es el tratamiento con urea; 100, 50 y 25
corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y 100:5:0.25 respectivamente.
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Se observa en la figura 26, en las tres concentraciones utilizadas, un comportamiento
similar, tienden a la basicidad después del tercer dia (entre 7.82 y 8.17), y solamente en
la concentracion mas alta se observa un cambio de mas de una unidad de pH entre los
dias 9y 12 (de 7.54 a 8.58).

En la figura 27 se observa con urea como fuente de nitrégeno, que se incrementa el pH
por encima de 8 en el dia 12, en todos los tratamientos; esta elevacién puede deberse al
liberacion del amonio contenido en la urea al utilizarla los microorganismos.

En todos los tratamientos, a excepcion de la urea, se observa una ligera tendencia a la
disminucion del pH en los primeros tres dias, la cual se debe a la generacion de acidos
organicos durante el metabolismo microbiano. Al realizar un analisis de varianza de un
factor sobre los resultados obtenidos en el pH se encontré que al 95% de confianza hay
diferencias significativas en el pH durante el tiempo de la prueba para todos los casos;
también hay diferencias significativas de pH entre las fuentes de nitrégeno, no siendo asi
entre las distintas concentraciones para una misma fuente de nitrogeno.

Producciéon de CO, '

Con respecto a la medicion del CO, cabe mencionar que se presentaron muchos
problemas para llevarla a cabo. Dentro de éstos se cuentan las altas tasas de
respiracion de los matraces en estudio, lo que en ocasiones provoco -sobre todo durante
la noche- que se crearan situaciones de anaerobiosis al consumir los microorganismos el
oxigeno disponible en el espacio de cabeza del matraz Bartha antes de que se abrieran
nuevamente por la mafana para sustituir éste. Ademas al consumirse el oxigeno los
microorganismos producen CO, y al capturarse éste en el hidréxido de potasio
disminuye la presion parcial del gas'(O2) dentro del matraz con relacion a la presion que
se tiene afuera de éste, lo que conlleva a que los microorganismos no tienen la misma
disponibilidad por el oxigeno después de que transcurre un determinado lapso de tiempo
y el matraz no se ha abierto. En las siguientes figuras se muestra el CO, acumulado.

En la figura 28 se observa que donde hay la mayor produccién de CO, es en el
tratamiento con la mayor concentracion de nitrégeno (40.106 mg/g de muestra en base
himeda al dia 12) y la tendencia es que a mayor concentracion de nutrientes hay mayor
produccién de CO, (23.601 y 20.101 mg/g de muestra himeda al dia 12 en las dos
concentraciones restantes) . Dentro del analisis estadistico realizado (analisis de
varianza de un factor al 95% de confianza) se encontrd que si hay diferencia significativa
entre las concentraciones de sal utilizada.
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Figura 28. Produccion de CO; en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota 301 al
utilizarse sulfato de amonio con las tres concentraciones probadas; s es el tratamiento con
sulfato de amonio; 100, 50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y

100:5:0.25 respectivamente.
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Figura 29. Produccion de CO; en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota 301 al
utilizarse nitrato de amonio con las tres concentraciones probadas; nn es el tratamiento con
nitrato de amonio; 100, 50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y

100:5:0.25 respectivamente.
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En la figura 29 se puede apreciar que el comportamiento para el nitrato de amonio es
similar para las tres concentraciones probadas (29.081, 27.464 y 26.409 mg/g de
muestra himeda), obteniéndose una menor produccién de CO, en comparacion con el
sulfato de amonio. La similitud en el comportamiento de estos tratamientos puede
atribuirse a que el amonio es facilmente asimilable por los microorganismos presentes en
los desechos.

En las figuras 30 y 31 se observan comportamientos similares de produccion de CO,
entre las concentraciones probadas. (26.116, 27.186 y 23.063 mg/g en base himeda
para el nitrato de potasio; 25.309, 24.68, y 18.802 mg/g en base himeda para urea).
Estadisticamente no existen diferencias significativas entre las concentraciones de
dichas fuentes a excepcion del sulfato de amonio. Se observa también una menor
produccion de CO, en todos los tratamientos con nitrato de potasio y urea en
comparacion con los de nitrato de amonio. Correlacionando éstos datos con el pH,
(figura 26 y 27) después del dia 8, para el nitrato de potasio, se tienen valores cercanos
y/o por arriba de 8, esto denota el siguiente fendémeno. Al disminuir la actividad
microbiana se dejan de producir acidos organicos y el pH se eleva, esto se relaciona
fuertemente con los datos de produccion de CO,. Baste ver las figuras 27 y 31, asi
como los valores del nitrato de amonio en la menor concentracion (nn25) después del
dia 9 para pH y CO; (figuras 25 y 29). Resumiendo, la disminucién en la produccién de
CO; puede reflejarse en un aumento del pH.
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Figura 30. Produccion de CO; en e] tratamiento de los desechos de la fosa Bellota 301 al
utilizarse nitrato de potasio con las tres concentraciones probadas; n es el tratamiento con nitrato
de potasio; 100, 50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y 100:5:0.25
respectivamente.
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Figura 31. Produccion de CO, en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota 301 al
utilizarse urea con las tres concentraciones probadas; u es el tratamiento con urea; 100, 50 y 25
corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y 100:5:0.25 respectivamente.

En el analisis estadistico se encontr6 que no hay diferencias significativas en la
produccién de CO, entre concentraciones para una misma fuente ni entre fuentes de
nitrbgeno a una misma concentracion, con excepcion de la diferencia entre
concentraciones para el sulfato de amonio que ya se mencion6 con anterioridad.

Hidrocarburos residuales

Dentro del analisis de hidrocarburos se encontré que para el sulfato de amonio (figura
32) la mayor disminucion de hidrocarburos se obtuvo entre los dias 3 y 6, de 39,659.8 a
19,534.6 ppm en base seca para la mayor concentracion, de 40,994.84 a 20,956.46 ppm
en base seca para la concentracién intermedia y de 44009.42 a 14221.1 ppm en base
seca para la menor concentracion de nitrogeno; después del dia seis la concentracion
de éstos permanece casi constante hasta el final de la prueba, 14,396.00, 19,465.71 y
17,511.03 ppm en base seca para las tres concentraciones utilizadas respectivamente.

Este comportamiento se debe a que los hidrocarburos mas facilmente biodegradables se
consumieron en los primeros 6 dias. Para todos los tratamientos entre los dias 1y 3 se
observa también un ligero aumento en la concentracién de hidrocarburos ésta quizas
sea la liberacion de la lignina proveniente de la celulosa del bagacillo y correlacionando
los resultados de CO, a éstos, se infiere que no hay limitacién de nutrientes pues la
produccion de CO, continta hasta el final de la prueba y este CO, seguramente proviene
de la degradacién de la celulosa.
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Figura 32. Disminucién de hidrocarburos en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota
301 al utilizarse sulfato de amonio con las tres concentraciones probadas; s es el tratamiento
con nitrato de amonio; 100, 50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y
100:5:0.25 respectivamente.

En la figura 33 se observa un cdmportamiento similar al de la grafica anterior, sin
embargo después del dia 9 se presenta un aumento en la concentracion de
hidrocarburos, esta puede explicarse si se tiene en cuenta que parte de la materia sélida
(bagacillo) que compone la mezcla se esta consumiendo, no asi los hidrocarburos por lo
que se esperaria una aparente aumento en la concentracion . de éstos en la mezcla.
Esta también puede ser una explicacién del aumento observado al inicio en todos los
sistemas. -

La mayor disminucién de hidrocarburos se observa del dia 3 al 9 disminuyendo de
40,929.87 a 1,994.62 ppm en base seca en la mayor concentracion de nitrogeno, de
40,899.94 a 5,613.67 ppm en base seca en concentracion intermedia, y de 44,475.57 a
5,937.68 ppm en base seca para la menor concentracion de nitrogeno. Cabe mencionar
que los valores obtenidos al final de la prueba son muy parecidos a los obtenidos con
sulfato de amonio, 15,650.30, 19,956.46 y 20,393.87 ppm en base seca
respectivamente para las tres concentraciones de nitrégeno analizadas.
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Figura 33. Disminucion de hidrocarburos en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota
301 al utilizarse nitrato de amonio con las tres concentraciones probadas; nn es el tratamiento
con nitrato de amonio; 100, 50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y
100:5:0.25 respectivamente.

En la figura 34 no se observa el aumento inicial de hidrocarburos, y si una pendiente
menor en la desaparicion de éstos, lo que reafirma la explicacion de que el aumento
inicial de hidrocarburos es por la desaparicion del bagacillo en la mezcla y la menor
pendiente en este sistema es seguramente debida a la asimilacion no tan rapida de la
fuente de nitrégeno (nitrato de potasio) por los microorganismos.

La mayor disminucion de hidrocarburos nuevamente se presenta en los dias 3 al nueve
y va de 31,609.42 a 21,510.15 ppm en base seca para la mayor concentracion, de
30,799.40 a 15,348.39 ppm en base seca para la concentracion intermedia y de
37,504.96 a 20,291.81 ppm en base seca para la menor concentracién de nitrégeno.
Estos valores son menores a los encontrados con sulfato y nitrato de amonio y el
posterior aumento es menos pronunciado en el dia 12 obteniéndose 23,167.80,
15,143.28 y 17,868.78 ppm en base seca respectivamente para las tres dosificaciones
estudiadas.

Correlacionando estos valores con los de pH y CO, se observa en las figuras 26 y 30

que el pH se eleva después del dia 9 y practicamente la produccion de CO, se detiene
después del dia 8.
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Figura 34. Disminucién de hidrocarburos en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota
301 al utilizarse nitrato de potasio con las tres concentraciones probadas; n es el tratamiento con
nitrato de potasio; 100, 50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y
100:5:0.25 respectivamente.

En la figura 35 se presenta un comportamiento similar al del sulfato de amonio, sin
embargo no se observa una pendiente tan pronunciada entre los dias 3 y 6 como en la
figura 28, aunque si un rapido aumento de hidrocarburos entre los dias 0 y 3 que
concuerda con la rapida produccion de CO, en estos dias segln se observa en la figura
31.

La disminucion de hidrocarburos se produce entre los valores 41,92.85 y 21,157.90 ppm
en base seca para la mayor concentracion de nitrégeno, 41,617.51 y 18,785.77 ppm en
base seca para intermedia y 40,977.92 y 17,476.15 ppm en base seca para la menor
concentracion de nitrégeno entre los dias 3 y 9 lo que corresponde a la estabilizacion de
pH (figura 27) y a la moderada produccion de CO, que se observa en la figura 31,
finalmente destaca que el ligero aumento de hidrocarburos residuales en el dia 12,
(26,284.48, 19,500.18 y 19,668.71 ppm en base seca para las tres concentraciones
probadas respectivamente) nuevamente se relaciona con el aumento del pH vy la casi
nula produccion de CO, (figuras 28 y 31).
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Figura 35. Disminucion de hidrocarburos en el tratamiento de los desechos de la fosa Bellota
301 al utilizarse urea con las tres concentraciones probadas; u es el tratamiento con urea; 100,
50 y 25 corresponden a las relaciones C:N:P 100:20:1, 100:10:0.5 y 100:5:0.25 respectivamente.

Cabe mencionar que haciendo un analisis estadistico de estos resultados no se
encontré al 95% de confianza diferencias significativas entre fuentes de nitrogeno a una
misma concentracion ni entre concentraciones de una misma fuente de nitrégeno, y al
mismo intervalo de confianza, si hay diferencias significativas entre los tiempos inicial y
final para todos los casos.

En términos de pH, produccién de CO, e hidrocarburos residuales se encontr6 que la
disminuciéon mas pronunciada de HTP se hall6 entre los dias 3.y 9 para todos lo casos;
que el sulfato de amonio produjo la menor variacion en el pH de la mezcla en
tratamiento y que la produccién de CO, fue mayor con esta sal; para el nitrato de amonio
se encontré6 que éste produce una buena disminucién de hidrocarburos aunque una
perceptible variaciéon en el pH en la menor concentracion utilizada, y una menor
produccién de CO, en comparacioén con el sulfato de amonio; para el nitrato de potasio y
para la urea se hall6 que estos producen la mayor variacion en el pH, la menor
disminucion de hidrocarburos y una pronta reducciéon en la produccion de CO,. Todos
los valores sefalados con anterioridad son el promedio y éstos con sus desviaciones
estandar, de todos los sistemas analizados, se muestran en el anexo 2.
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Porcentajes de biodegradacién

En la tabla 7 se muestran los promedios en porcentaje de biodegradacién de los
hidrocarburos en los diferentes desechos analizados, las fuentes de nitrégeno y las
concentraciones. Aqui se observa que para el sulfato de amonio el mayor porcentaje de
biodegradacion se obtiene con el desecho del pozo Bellota 301 igual que para el nitrato
de amonio y nitrato de potasio, sin embargo para la urea se observa que el bellota 401
muestra el mayor porcentaje de biodegradacion seguido muy de cerca por el Bellota 301.

En cuanto a las concentraciones de nutrientes utilizadas se obtuvo los mayores
porcientos de biodegradacion en las mayores concentraciones de nitrogeno para sulfato
de amonio y nitrato de amonio, mientras que para el nitrato de potasio y urea los
mayores porcentajes de biodegradacidon se observaron en las concentraciones
intermedia (aunque muy cerca de la menor concentracion), y la menor concentracion
respectivamente.

Tabla 7. Porcentajes de biodegradacion en los diferentes desechos, fuentes y concentraciones
de nitrogeno probadas

Muestra Chinchorro Bellota 301 Bellota 401
s100 34.37% 60.47% 24.20%
s50 27.93% 42.19% 19.65%
s25 28.06% 52.15% 48.84%

nn100 26.01% 60.66% 23.06%
nn50 4.79% 47.68% 35.37%
nn25 15.92% 54.30% 48.79%

n100 25.40% 41.88% -5.25%
n50 11.53% 54.03% 23.93%
n25 10.73% 52.51% 35.78%

u100 32.01% 22.53% 28.86%
us0 40.95% 45.17% 36.12%
uz25 29.64% 50.36% 52.44%

Promedio 23.95% 48.66% 30.98%
Desvestp  10.39% 9.82% 15.19%

Desvestp es desviacidon estandar poblacional, s sulfato de amonio, nn nitrato de amonio, n nitrato
de potasio, u urea, 100 es C:N 100:20:1, 50 es C:N 100:10:0.5 y 25 es C:N 100:5:0.25.

Con estos datos se construyeron las figuras 36, 37 y 38, en éstas se muestra el
porcentaje de biodegradacion a las diferentes concentraciones de los cuatro nutrientes
empleados.

En la figura 36 se puede observar que los mayores porcentajes de biodegradacion para
el desecho de la fosa Chinchorro se obtienen con las dos sales de amonio en la relacion
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C:N 100:10:0.5. La menor biodegradacion encontrada con las otras dos sales se deben
probablemente a la limitacién de nitrégeno cuando se usa nitrato de potasio, y en el caso

del nitrato de amonio no es posible por los estudios realizados explicar el
comportamiento de éste.
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Figura 36. Porcentajes de biodegradacion en los desechos de la fosa Chinchorro en las fuentes
y concentraciones de nitrégeno probadas
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Figura 37. Porcentajes de biodegradacion en los desechos de la fosa Bellota 401 en las fuentes
y concentraciones de nitrégeno probadas
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Para los desechos de la fosa Bellota. 401 (figura 37) se obtuvieron, igual que en el caso
anterior, los mejores porcentajes de biodegradacion cuando se usan las sales de amonio
y en este caso la menor concentracion de nitrogeno es donde se observa la mejor
biodegradacion.

Finalmente para el desecho de la fosa Bellota 301 (figura 38) se observa un
comportamiento diferente al' de las figuras 36 y 37, esta heterogeneidad en el
comportamiento de la biodegradacion puede atribuirsele a la diferente composicion de
los hidrocarburos en el contaminante, sin embargo las sales de amonio son las que
proveen nuevamente la mayor biodegradacion de hidrocarburos. En este caso la mayor
concentraciéon de nitrégeno es la que provee una mejor biodegradacion, cabe mencionar
que en este desecho y en el anterior el nitrato de amonio es de las sales que mejor
funciona para la biodegradacion, no siendo asi para el desecho de la fosa Chinchorro,
debido a esta heterogeneidad de resultados con relacion a la fuente de nitrégeno y a la
concentracion a la cual se observan mayores porcentajes de biodegradacion, es
necesario hacer un analisis estadistico que discrimine, de entre todos los efectos
(contaminante, fuente y concentracién de nitrégeno) y entre todos los valores obtenidos,
en donde se obtienen los mejores resultados para la generacién de los indices.

Porcentaje de biodegradacion

20 —e— Nitrato de potasio
[ - o - | —m—Urea [
10 | = —a— Sulfato de amonio |
—@— Nitrato de amonio
0
S 10 15 20

Relacion C/N

Figura 38. Porcentajes de biodegradacion en los desechos de la fosa Bellota 301 en las fuentes
y concentraciones de nitrodgeno probadas

En la tabla 8 se muestra el resultado obtenido en el andlisis de bloques divididos
alimentado con los datos de porcentaje de biodegradacién; aqui hay que destacar que
en el rubro de significancia (Sig), los valores menores a 0.05 (95% de confianza),
denotan la existencia de diferencias significativas entre los valores comparados. En
otras palabras, dentro de los efectos principales se observa que si hay diferencias en los
porcentajes de biodegradacién obtenidos entre los diferentes desechos, las diferentes
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fuentes de nitrégeno y las diferentes concentraciones probadas. Para las interacciones
de orden 2 no hay diferencia significativa entre los datos obtenidos para la interaccion
entre desechos y fuentes de nitrégeno, y si hay diferencias entre desechos y
concentracién de nitrégeno y entre fuentes y concentracion de nitrégeno.

Cuando se analizan las interacciones de orden 3 es decir todos los factores entre si no
se observan diferencias significativas en la biodegradacion de hidrocarburos. En otras
palabras cuando se analizan los efectos por separado de cada una de las variables
probadas, si hay diferencias en términos de biodegradacion, pero cuando se analiza la
biodegradaciéon obtenida con los diferentes tratamientos no se observan diferencias
significativas.

Tabla 8. Andlisis de varianza entre los diferentes tratamientos y las interacciones entre éstos

ANOVA*
Método jerarquico
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig
porcentajes  Efectos principales (Combinadas) 13507.655 7 1929.665 19.578 .000

DESECHO 11469.252 2 5734.626 58.184 .000

CN 662.135 2 331.068 3.359 .048

FUENTES 1376.269 3 458.756 4.655 .008
Interacciones de orden 2 (Combinadas) 5601.071 16 350.067 3.552 001

DESECHO *CN] 1887.750 4 471.937 4.788 .004

DESECHO *

FUENTES 1987.325 6 331.221 3.361 011

CN*

FUENTES 1600.644 6 266.774 2.707 .031
Interacciones de orden 3 DESECHO * CN]

FUENTES 1839.742 12 153.312 1.556 A57
Modelo 20948.468 35 598.528 6.073 .000
Residual 3055.391 31 98.561
Total 24003.859 66 363.695

DESECHO Tipos de desechos, CN relaciones carbono:nitrégeno, FUENTES tipos de fuentes de nitrégeno

En la tabla 9 se muestran las medias obtenidas en el analisis de comparacién multiple,
aqui se observan los valores corregidos para los porcentajes de biodegradacion segin
cada uno de los parametros analizados. Para los desechos se tiene que el mayor
porcentaje de biodegradacién se observa en el desecho del Bellota 301, para la
concentracion de nitrobgeno el mejor valor se tiene en la concentracion mas baja utilizada,
y para las fuentes de nitrégeno se observa que el sulfato de amonio es el que provee
una mayor biodegradacion de hidrocarburos.

Como en el analisis se encontré6 que no hay diferencias entre desechos y fuentes de
nitrégeno se utilizaron los datos obtenidos en el andlisis de comparacién muiltiple, por lo
que se eligié para los términos de comparacion y de generacion de los indices los
resultados obtenidos con el sulfato de amonio.
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Tabla 9. Analisis de comparacién multiple donde se determinan las diferencias estadisticas
entre tratamientos asi como las interacciones entre éstos

ACM®

Media pronosticada Desviacioén
Corregida Caorregida
Sin por los Sin por los
. N corregir factores corregir factores
porcentajes DEéECHO B401 24 18.5921 18.6295 | -11.2970 | -11.2596
B301 21 48.9676 49.6075 19.0785 19.7184
CHIN 22 24.0018 23.3502 -5.8873 -6.5389
100 22 25.6586 25.5526 -4.2305 -4.3365
50 21 30.0514 30.9388 .1623 1.04897
25 24 33.6250 32.9457 3.7359 3.0566
FUENTES SULFATO 16 35.0263 36.6520 5.1371 6.7629
NITRATO 16 25.5719 23.9154 -4.3172 -5.9737
AMONIO 18 28.5694 28.0062 -1.3197 -1.8829
UREA 17 30.5147 31.1400 6256 1.2509

DESECHO Tipos de desechos, CN relaciones carbono:nitrégeno, FUENTES tipos de fuentes de nitrégeno

En la tabla 10 se muestran en negritas los mayores porcentajes de biodegradacion con
sulfato de amonio en las diferentes concentraciones de nitrogeno y en los diferentes
desechos.

Tabla 10. Porcentajes de biodegradacion en los diferentes tratamientos

Muestra 5 10 20
Chinchorro 28.92% 42.66% 2589%
Bellota 301 60.92% 40.38% 51.81%
Bellota 401 21.46% 17.93% 43.98%

En la tabla 11 se muestra un comparativo de los resultados obtenidos en la
caracterizacion del desecho y en la biodegradacion de hidrocarburos, aqui podemos ver
que la mayor degradacion de hidrocarburos en el caso del Bellota 301 esta
principalmente afectada por la cantidad de microorganismos tanto totales como
degradadores de hidrocarburos. En este rubro se aprecia que éstos se encuentran en
un orden mayor de magnitud a los valores encontrados en el desecho de la fosa Bellota
401 y de dos ordenes comparandolos con los resultados de la fosa Chinchorro asi como
también por las concentraciones de hidrocarburos aromaticos y poliaromaticos.

Comparando los porcentajes de biodegradacion de hidrocarburos de los desechos de las
fosas Bellota 301 y Chinchorro se observan muy similares y probablemente esto se deba
a la diferencia que existe entre la concentracion de microorganismos degradadores de
hidrocarburos. Hay que recordar que dentro del sistema de fermentacion sélida se
favorece la proliferacion de la mayoria de los microorganismos presentes en el material
de partida y la similitud de la biodegradacién de hidrocarburos muy probablemente se
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deba a la capacidad metabdlica de éstos, es decir, como el desecho de la fosa Bellota
401 es mas viejo que el de la fosa Chinchorro aqui se deben encontrar microorganismos
mejor adaptados, capaces de degradar y/o subsistir en concentraciones mas altas de
hidrocarburos poliaromaticos.

Finalmente hay que destacar que la concentracion de hidrocarburos totales es mayor en
las fosas Bellota 401 y Chinchorro, lo que también puede ser un factor limitante para la
biodegradacion de microorganismos, ya que a mayor cantidad de hidrocarburos téxicos
la biodegradacion se esperaria fuera menor.

Tabla 11. Porcentaje de biodegradacion y factores mas importantes que influencian éste
proceso en los diferentes desechos analizados

: : : . Hidrocarburos A Concentracion de
= ; Microorganis- Microorganismos TS Hidrocarburos 2
Muestra  Biodegradacion . . alifaticos y ; : hidrocarburos

mos totales  hidrocarbonoclasticos SronaEes poliaromaticos totales
40.34%

Bellota 301 60.92% 90,648 14,970 12.56% T 4.32% 4.79%
: 52.90%
i 27.76%

Chinchorro 42.66% 9,471 249 29.73% 2.46% 11.72%
57.49%
34.08%

Bellota 401 43.98% 1,497 1,500 23.03% 15.73% 12.71%
57.11%

Obtencion de indices

Dentro de los andlisis de caracterizacion de los desechos a estudiar los siguientes
parametros tienen implicaciones 'que permiten o no que se lleve a cabo la
biodegradacion de los contaminantes, estos son:

Textura,

pH, y
Nitrégeno

Sin embargo al disefar la prueba de tratabilidad se proporcionaron los medios fisicos y
quimicos suficientes para que estos parametros no afectaran de manera negativa el
desarrollo de los microorganismos; los parametros que no se modificaron fueron:

Hidrocarburos totales del petréleo,

Numero mas probable de microorganismos totales,

Numero mas probable de microorganismos degradadores de hidrocarburos,
Hidrocarburos alifaticos,

Hidrocarburos aromaticos,

Hidrocarburos poliaromaticos,

Compuestos polares, e

Insolubles en pentano o asfaltenos.
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De la relacién de todos estos parametros, se entiende que la biodegradacion de un
contaminante es dependiente, de manera primordial, de:

la concentracidn y tipo de los microorganismos que lo pueden degradar,
la concentraciéon en que se encuentra el contaminante, y
la concentracion y tipo del contaminante a biodegradar.

Por lo tanto se plantean tres tipos de indices, uno relacionado al tipo de microorganismos
(11), otro con la concentracién de hidrocarburos totales (12) y otro con la concentracion de
alifaticos, aromaticos, poliaromaticos y polares en relacion a la concentracion de
hidrocarburos totales (I3). :

li= Log del NMP de microorganismos totales + Log ( NMP de microorganismos
degradadores / NMP de microorganismos totales )

En este indice hay dos conceptos involucrados en la expresion, €l primero es la cantidad
de microorganismos totales en el término “Log del NMP”, obteniéndose aqui valores de O
a 12 lo que implica tener desde 1 microorganismo (el logaritmo de 1 es 0) hasta 10"
microorganismos (cuyo logaritmo es 12) lo que significaria que toda la muestra es pura
biomasa. EIl otro concepto involucrado en la segunda parte de la expresiéon es el
logaritmo de la fraccion de los microorganismos degradadores respecto de los totales en
donde los valores serian de O -en el caso de que los todos los microorganismos
presentes en la muestra sean degradadores- hasta nimeros negativos cuando los
totales sean mayores que los degradadores ya que el logaritmo de un nuamero
fraccionario es negativo.

La suma de los dos términos de la expresion sirve para que a los valores obtenidos de
los microorganismos totales se le reste el factor relativo a la cantidad de
microorganismos con capacidad degradadora de hidrocarburos. Por lo tanto los valores
mas altos en este indice denotan una mayor biodegradabilidad del sustrato a tratar.

El indice relacionado con la concentracion de hidrocarburos totales se define con la
siguiente expresion:

l2=1.5-Log del % de HTP

Aqui se obtienen valores tanto negativos como positivos para el segundo término de la
expresion. Los primeros se obtienen del logaritmo de niumeros fraccionarios, dicho de
otra forma, por debajo del 1% de hidrocarburos en la muestra -esto es menos de 10,000
ppm-; los valores positivos se obtienen del logaritmo de concentraciones mayores a 1% y
hasta el 100% de hidrocarburos, sin embargo cabe mencionar que la biodegradacion es
dificil que se lleve a cabo en concentraciones por encima de 300,000 ppm (30%). Por lo
tanto para concentraciones mayores al 31.6% no se puede utilizar este indice ya que es
muy dificil que se lleve a cabo la biodegradacion y éste es el origen del primer término de
la expresion (el antilogaritmo de 31.6 es 1.5).
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El otro limite del indice es para concentraciones menores a 10,000 ppm ya que el
logaritmo de concentraciones menores, al 1%, arroja numero negativos que se sumarian
al primer término de la formula, obteniéndose asi valores del indice cada vez mas altos a
concentraciones menores de hidrocarburos. Esto indicaria que el sustrato es muy
biodegradable, sin embargo este fendbmeno no concordaria con la realidad ya que a
menores concentraciones de sustrato (hidrocarburos) éstos se encontrarian cada vez
mas lejos 0 menos disponibles para los microorganismos y por lo tanto no serian mas
biodegradables o dicho de otra forma el proceso seria mas lento al igual que a
concentraciones altas (mas de 30%).

Este indice entonces fluctuaria entre 0 a 1.5 siendo este ultimo valor el que indicaria la
mayor biodegradabilidad de los contaminantes.

El dltimo de los indices se relaciona con la concentracion de los diferentes componentes
del contaminante en relacién a la concentracién de hidrocarburos totales.

Isa = 1.5 - Log del % de HTP + Fraccién de Alifaticos

Is3s = 1.5 — Log del % de HTP + Fracc:iéﬁ de Aromaticos

lac = 1.5 — Log del % de HTP + Fraccion de Poliaromaticos
lab = 1.5 — Log del % de HTP + Fraccién de Polares

l3e = 1.5 — Log del % de HTP + Fracc.ic'nn de Asfaltenos

En este indice se suma a Iz la fraccidon de hidrocarburos en la muestra, de esta forma se
obtendrian valores mas altos para I3, que para Iz, hay que considerar también para éste
indice los limites sefalados para l2. Cabe mencionar que I3, relaciona en la tercer parte
del término los hidrocarburos no biodegradables por lo que su inverso puede también ser
utilizado, esto es la fraccion de maltenos o de hidrocarburos biodegradables. En la tabla
12 se muestran los valores obtenidos para cada uno de los indices de acuerdo a los
resultados obtenidos en la caracterizacion y en las pruebas de tratabilidad.

Como se observa en la tabla 12 los indices que mejor se relacionan en su
comportamiento a los resultados obtenidos en términos de porcentaje de biodegradacion
son |2, I8, lac e Ise*. Estos indices involucran la concentracién de hidrocarburos totales,
de aromaticos, de poliaromaticos y la cantidad de hidrocarburos que podian ser
biodegradables (maltenos) respectivamente. Los indices indican que la cantidad de
microorganismos o las capacidades metabdlicas de éstos, asi como la composicion del
contaminante no son tan importantes en el fenomeno de biodegradabilidad como la
concentracién total de hidrocarburos y la proporcion de éstos que pueden ser
biodegradables. Los valores sefialados con negritas en la tabla 12 muestran que en
todos los casos todos los indices presentaron los valores mas altos para el desecho de
la fosa Bellota 301 la cual mostro el mayor porcentaje de biodegradacion. El Bellota 401
present6 el menor porcentaje de biodegradacion en promedio, la mayor concentracion de
hidrocarburos y los valores menores en los indices mencionados al principio el parrafo.
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Tabla 12. Datos y generacion de indices de biodegradabilidad

CARACTERISTICAS DEL RESIDUO INDICES
PARAMETRO BELLOTA BELLOTA CHINCHORRO BELLOTA BELLOTA CHINCHORRO

401 301 401 301
NMP de
MICroorganismos 4 544 09 14,970.05 2495 3176  4.175 2.397 I
degradadores de
hidrocarburos
NMP de
MICroorganismos 4 497 00 90,648.85  9,471.58
heterétrofos
totales .
Alifaticos 40.34% 27.76%  34.08% 2799  3.097 2.772 13A
Aromaticos 12.56% 29.73%  23.03% 2521  3.116 2.661 138
Poliaromaticos ~ 4.32%  2.46% 15.73% 2.439  2.844 2.588 13C
Polares 14.32% 13.09%  10.61% 2539  2.950 2.537 13D
Insolubles en g 470, 26.96%  16.56% 2680  3.089 2597 I3E
pentano i
Biodegradacion .
(% promedio)  23.95% 48.66%  30.98% 14 A s BR
HTP (ppm) 127,117.6247,966.62 117,221.62 2396  2.819 2.431 12

El % de biodegradacién se tomé de la tabla 7
*Este indice se calculdé con el inverso de los insolubles en pentano, es decir, los maltenos o
biodegradables.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

El método de cuantificacién de hidrocarburos prob6é ser adecuado para los fines
perseguidos.

Dentro del montaje de las pruebas de biodegradabilidad se observé que la medicion del
pH es importante pues explica el comportamiento de la biodegradacion en los sistemas
implementados.

Dentro del disefio experimental se concluye que el de bloques divididos es una valiosa
herramienta que aporta vasta informacion de las interacciones existentes entre los
parametros que se prueban en el montaje de los sistemas de tratabilidad permitiendo
evaluar varios tratamientos con pocas repeticiones.

También se concluye que la biodegradabilidad obtenida en los diferentes desechos esta
influenciada principalmente por la concentracion de hidrocarburos totales.

Finalmente una de las maneras en.las cuales es posible generar los indices de

biodegradabilidad es refiriéndola a la cantidad de los hidrocarburos totales
biodegradables.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES

En lo referente al CO2 se encontré que ‘el método de medicién es laborioso, complicado y
tomando los problemas que se pueden presentar durante el seguimiento de la prueba
(obtencién de anaerobiosis en ciertos momentos) es necesario implementar un mejor
sistema de monitoreo de la respiracion de los desechos analizados.

La cuantificacion de hidrocarburos durante la evaluacion de las pruebas puede referirse
a una base diferente a la seca como lo es la cenizas para evitar los comportamientos
extrafios de elevacién de los hidrocarburos al inicio de las pruebas.

Los indices pueden ser utilizados posteriormente, con la debida experiencia adquirida,
como un parametro de clasificacion de los desechos de perforaciéon en términos de su
biodegradabilidad.

Es necesario realizar pruebas a mayor escala para determinar si los resultados
obtenidos en matraces son equiparables a sistemas en escalas mayores.
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Anexo 1

METODOS
pH
Introduccién

Muchas de las reacciones quimicas y biolégicas del suelo son controladas por el pH de
la solucién de suelo en equilibrio con la superficie de las particulas del mismo. EIl pH del
suelo es medido en una matriz acu6sa como agua o una solucion diluida de sal. Esta
medida es el pH mas cercano a la solucién de suelo en el campo, lo cual es valido para
suelos con baja conductividad eléctrica y sin fertilizar, pero es dependiente del grado de
dilucién. Una variante para la medicion de pH, es utilizar una matriz de CaClz 0.01 M, lo
cual es preferido para suelos fertilizados ya que esta medicion es menos dependiente de
la reciente historia de fertilizacion del suelo.

Cuando la medicion del pH es en agua se debe tomar en cuenta que un incremento en la
cantidad de agua adicionada causara un incremento del pH, por lo tanto debe
mantenerse la relacion constante y,tan baja como sea posible cuidando que el
sobrenadante sea suficiente para mantener inmerso el electrodo.

Reactivos

CaCl, 0.01 M: Disolver 2.94 g de CaCl2e2H20 en agua desionizada en un matraz
volumétrico de 2 |. La conductividad eléctrica de esta solucion debe ser entre 2.24 y 2.40
mS/cm a 25°C.

Procedimiento

Se pesan 10 g de suelo mineral secado al aire en un vaso de precipitados y se adicionan
20 ml de agua desionizada. Para muestras organicas usar 2 g en 20 ml. Debe incluirse
duplicados y muestras de control de calidad.

Se agita intermitentemente durante 30 minutos.

Se deja reposar 1 hora y se mide el pH en el sobrenadante claro con el potencidmetro
calibrado a dos puntos.

Comentarios. El uso de CaClz tiene algunas ventajas en la medicion del pH: éste no se
afecta cuando se varia la relaciones suelo-solucion, es casi independiente de la
concentracion de sal soluble para suelos no salinos, es una muy cercana aproximacion
al pH de campo para suelos agricolas, no hay diferencias significantes en la
determinacion para suelos secos o humedos y el almacenamiento del suelo seco por un
afio no afecta el pH.

Las muestras que contienen grandes cantidades de materia organica tienden a formar
una nata cuando se utiliza la relacion para suelos minerales por lo que una disminucion
en esta relacion puede ser benéfica (1:5 6 1:10). Los estandares de pH para calibracion
deben seleccionarse de acuerdo al intervalo de pH esperado (entre 4 y 7 o entre 7 y 10).
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Humedad

La determinacién del contenido de agua es unos de los analisis mas comunes dentro del
analisis del suelo, sin embargo el contenido de agua no indica la cantidad de agua que
esta disponible para el crecimiento de las plantas ni cuanta esta fuertemente retenida en
las particulas del suelo. Ademas el contenido de agua es un parametro dinamico en
base al tiempo, y depende también de factores como la textura, estructura del suelo y
drenaje entre otros y afecta directamente el crecimiento de cultivos, microbios e insectos.

Procedimiento

Se pesa exactamente 1 g de muestra en un crisol o capsula de porcelana previamente
tarada y a peso constante y se deposita en una estufa a 105°C. Después de 12 h se
pasa a un desecador y una vez a temperatura ambiente se vuelve a pesar; se considera
la muestra seca cuando la variacion de peso es menor al 0.1% en 6 h de secado.
Normalmente una muestra se seca en 24 0 48 h.

Calculos

100 [ (peso muestra himeda + peso del crisol) - (peso muestra seca +peso del crisol) ] /
peso muestra himeda

El resultado se expresa en porcentaje.
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Textura

El andlisis del tamafio de particula es la medicién de la proporciéon de los diferentes
tamanos de las principales particulas del suelo, esto se determina usualmente por la
capacidad de estas particulas para atravesar mallas de diferente tamafios de abertura o
por su velocidad de sedimentacion en agua. Esta proporcidn resultante es representada
por los pesos relativos de las particulas dentro de ciertos tamafios establecidos. Los
limites de estos tamarios establecidos difieren de acuerdo a la clasificacion utilizada por
las agencias relacionadas al suelo en cada pais. Dentro de los métodos basados en la
velocidad de sedimentacion se encuentra el del hidrometro este se basa en la ley de
Stokes, esta describe a una particula pequefia y esférica de una densidad PS y didmetro
D sedimentando a través de un liquido de densidad PL y viscosidad n a una velocidad de

v = D’g(PS’PL)18n

Donde g es la aceleracién de la gravedad, cabe mencionar que para este analisis se
deben hacer las siguientes consideraciones: 1) las pamculas del suelo son esféricas (de
hecho las arcillas son aplanadas), 2) PS =2.65 o 2.60 g/cm (la densidad puede variar
de 2.0a 3.2 glcma) 3) la temperatura ‘debe ser constante durante la sedimentacion y 4)
se asume que la sedimentacion de las particulas del suelo en el cilindro no es afectada
por otras particulas o por las paredes del cilindro.

Reactivos

Hidrémetro ASTM No.1 152 H con escala de Bouyoucos en g/l
Agitador eléctrico con recipientes

Solucién acuosa de hexametafosfato de sodio al 10%

Cilindros con marca de un litro con marca de 36 + 2 cm desde el fondo.
Alcohol amilico

Solucién de Calgon (50 g/l)

Cuarto a temperatura constante

Procedimiento

Se calibra el hidrometro adicionando 100 ml de la solucién de Calgon al cilindro y se
lleva a un volumen de 1000 ml con agua destilada, se agita y se deja reposar. De
introduce el hidrometro cuidadosamente en la solucién y se toma la lectura en la parte
superior del menisco que rodea el hidrometro (RL).

Se Pesan 40 g de suelo en un vaso de precipitados de 600 ml, se adicionan 100 ml de la
solucién de Calgon y 300 ml de agua destilada, se deja reposar toda la noche. Se agita
por 15 minutos en el agitador eléctrico (de malteadas). Se transfiere a un cilindro y se
adiciona agua destilada hasta 1000.ml. Se agita con una varilla y se adiciona un agota
de alcohol amilico si hay formacién de espuma. Se introduce el hidrometro y pasados 40
s se toma la lectura (R4os). Se retira y se seca el hidrémetro y se vuelve a colocar a las 7
h para tomar la lectura (Rn).
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Simultaneamente se realiza una prueba de humedad con 10 g de suelo a 105°C por 12
h. Para la textura se consulta una tabla donde de acuerdo al porcentaje de cada uno de
las particulas se define la textura del suelo analizado.

Calculos
% de arena = 100-(R40s-RL) (100/peso del suelo seco en g)

% de arcilla = (R7n- R) (100/peso del suelo seco en g)
% de limo = 100 - (% de arena + % de arcilla)
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Nitrégeno total
Reactivos

H2S04 concentrado

CuSOs4 e 5H20

K2SOs4 anhidro o NazS0O4

Granalla de zinc (30 mallas)

Solucién de HaBO3 al 4% (40 g de H3BOs diluidos y aforados a 1 | de agua destilada)
Solucion de NaOH al 40% (40 g de sosa diluidos y aforados en 600 ml de agua
destilada)

Indicador (solucién alcohdlica que se prepara disolviendo 0.1 g de rojo de metiloy 0.5 g
de verde de bromocresol, en 100 ml de alcohol etilico al 95%)

Solucion valorada de HCI 0.1 N.

Digestion

Del suelo secado al aire, molido y pasado por un tamiz (100 mallas), pesar 10 g sobre un
papel filtro delgado. En caso de que’el suelo contenga bastante materia organica es
conveniente pesar solamente 1 g, y si el suelo es arenoso se recomienda pesar 20 g (si
se trata de estiércol o tejido vegetal se pesa 1 g). En cualquier caso la muestra se
envuelve en el papel filtro y se introduce en el matraz Kjeldahl de 800 ml.

Agregar 10 g de K2S04 (para aumentar el punto de ebullicion y acortar el tiempo de
digestion). '

Agregar 0.5g de CuSO4 e 5H20 (catalizador).

Agregar algunas perlas de vidrio (de 8 a 10).

Agregar 35 ml de H2SO4 concentrado. El acido se vierte haciéndolo resbalar el cuello
para arrastrar particulas de suelo o reactivos que pudieron haber quedado adheridos .
Se agita cuidadosamente procurando.que la muestra no se quede en las paredes del
matraz. Si el suelo es arcilloso, se deja remojar media hora con 50 ml de agua antes de
la adicion del acido sulfarico.

Prender el aparato extractor de humos (CO2 y SO2).

Colocar el matraz en el tren de digestion (parte inferior del aparato Kieldahl).

Enciender la parrilla del tren de dfgestién para calentar con calor bajo durante los
primeros 10 a 30 min hasta que termine la formacién de espuma.

Elevar gradualmente la temperatura hasta que el acido hierva, evitando un calentamiento
demasiado alto porque habria grandes pérdidas de acido, el cual volatizaria sin haber
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oxidado la materia organica y ademas porque se elevaria la temperatura de ebullicion a
mas de 410°C, presentandose pérdidas de nitrégeno bajo la forma de amoniaco.

Durante la digestion es conveniente dar movimiento de rotacion al matraz para que las
particulas de materia organica no digerida sean arrastradas por el H2SOa.

La digestion se considera terminada en el momento que aparece la solucién de un olor
gris, azul verdoso o ligeramente amarillo y para asegurarse que ha terminado se
prosigue el calentamiento para un total de 1 h 15 min.

Apagar la parrilla, pero dejar prendido el extractor de humos, y dejar enfriar el contenido
hasta una temperatura aproximada entre 40 y 50°C (que es el punto de formacién de
cristales, los cuales se disuelven lentamente).

Afadir 300 ml de agua destilada que esté libre de amoniaco. Esta adicién de agua se
efectia con cuidado haciéndola resbalar poco a poco y agitando. Si se tiene un suelo
arenoso, antes de la destilacion es conveniente decantar la solucion acida a otro matraz
Kjeldahl, con el fin de eliminar las arenas, las que si permanecen durante el
calentamiento hacen irregular la ebullicién, y provocan que el matraz salte sobre la
parrilla, con el riesgo de que se caiga del tren de destilacidn.

Destilacion

En un matraz Erlenmeyer de 500 ml se vierten 25 ml de H3BO3 al 4% y cuatro gotas de
indicador (rojo de metilo y verde de bromocresol).

El tubo inferior del refrigerante del tren de destilacion se coloca dentro del matraz
Erlenmeyer en tal forma que su extremo quede sumergido en el acido bérico que
contiene dicho matraz.

Se enciende la parrilla del tren de destilacion para calentar con calor bajo (parte superior
del aparato Kjeldahl). .

Se abre la llave de agua del refrigerante.

Al matraz Kjeldahl se le agrega lo siguiente: un trocito de parafina no para tejido vegetal),
varias granallas de zinc (para regular la ebullicion) y 100 ml de NaOH al 40%. La sosa
(NaOH) se resbala por el cuello del matraz, que se mantiene inclinado a 45°, con objeto
de que la sosa llegue al fondo del matraz sin mezclarse con su contenido.

El matraz Kjeldahl se conecta al refrigerante procurando que el tapon de hule quede bien
apretado.

Se agita el matraz mediante un movimiento giratorio para mezclar las dos capas
formadas al afiadir la sosa (el agitado no debe efectuarse hasta que el matraz Kjeldahl
haya sido conectado al bulbo de seguridad del refrigerante para evitar que haya escape
de NHs)
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Cuando se hayan recibido aproximadamente 150 ml de destilado (color azul), se retira el
matraz Erlenmeyer del tubo del refrigerante y se suspende el calentamiento. Sise
apaga la parrilla antes de quitar el matraz Erlenmeyer, el destilado se regresa al Kjeldahl,
teniéndose que repetir toda la determinacion.

Se cierra la llave del agua.
Titulacién

En una bureta de 50 ml se pone el HCI 0.1N, el cual se agrega lentamente al matraz
Erlenmeyer (que contiene el destilado de color azul) y éste se mantiene en movimiento
giratorio. Cuando el color cambie a ambar se da por terminada la titulacién, anotando
enseguida los mililitros de HCI gastados.

Calculos

Cada dos moléculas del HCI titulan (déj[erminan) una molécula de borato de amonio, que
contiene dos atomos de nitrogeno. Es decir, hay una relacion directa, 1 equivalente
gramo de HCI (36.458 g) titula (determina) 1 equivalente gramo de N (14.008 g de N).

Esto significa que si se tuviera una solucion de HCI 1 N (36.458 g HCI puro/1000 ml)
podriamos determinar 14.008 g de nitrégeno del borato de amonio, y si se tuviera una
solucion de 0.1 N de HCI (3.6458 g de HCI puro/1000 ml) se podria determinar 1.4008 g
de nitrégeno del borato de amonio. De éste se obtiene la siguiente relacion:

1000 ml HCI 0.1 N titulan 1.4008 g de N
1 ml de HCI 0.1 N titula 0.0014008 g de N

o sea que cad mililitro de HCI 0.1 N titula (determina) 0.0014 g de N.

De este modo se tiene que la formula final para calcular el pordcentaje de nitrégeno total,
es: :

Prcentaje de N total = ml de HCI 0.1 N gastados X 0.0014 X 100
- Peso de la muestra de suelo

Porcentaje de N total = ml de HCI 0.1 N gastados X 0.0014 X 100
_ g :

Porcentaje de N total = ml de HCI 0.1 N gastados X 0.014
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Hidrocarburos totales del petréleo método EPA 418.1
Reactivos

Aceite de referencia: Pipetear 15 ml de hexadecano, 15 ml de isooctano y 10 ml de
clorobenceno en un recipiente de vidrio.

Estandar stock: Pipetear 1 ml del aceite de referencia en un matraz volumétrico tarado
de 200 ml y tapar inmediatamente. Pesar y diluir a volumen con tetracloruro de carbono.
Estandares de trabajo: Pipetear volimenes apropiados del estandar stock en matraces
volumétricos de 100 ml de acuerdo a la longitud de celda usada, llevar a volumen con
tetracloruro de carbono y calcular la concentracion de cada estandar de trabajo de
acuerdo a la concentracion del estandar stock.

Se calibra el aparato y con los estandares de trabajo se calcula la concentracion del
extracto extrapolando en la curva de calibracion.

Procedimiento

Se deposita 1 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 125 ml, se adicionan 30 ml de
tetracloruro de carbono y se agita vigorosamente por dos minutos, se filtra a través de
papel Whatman # 40 con 1 g de sulfato de sodio anhidro. Se repite la extraccion con dos
volumenes mas de disolvente fresco y se reciben en un matraz volumétrico de 100 ml.
Se enjuaga el embudo y el papel filtro con disolvente y aforar. Se descartan los primeros
5 0 10 ml del matraz y se agregan 3 g de silica gel y agitar por 5 minutos. Transcurrido
este tiempo se filtra nuevamente en Whatman # 42 y se analiza en un espectrometro
infrarrojo. ;
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Fraccionamiento del contaminante

Material

silica gel malla 100-200, tamafio de poro 1504, poro 1.2 cmslg, superficie activa 320 mzlg
n-hexano grado cromatografico

benzeno grado cromatografico

diclorometano grado cromatografico

pentano grado cromatografico

tetrahidrofurano grado cromatografico

metanol grado cromatografico

acetona grado cromatografico

columnas de vidrio para cromatografia

columnas de vidrio para lavar la silica

estufa con salida para vapores

estandares: 200 a 400 pl de la mezcla sintética de hidrocarburos alifaticos y
poliaromaticos o crudo (100 mg/ml) '

fibra de vidrio

sulfato de sodio anhidro

columnas de 200 X 10.5 mm con llave de teflén

columna de 90 x 4 cm con llave de teflén

Se lava la cantidad de silica necesaria para todas las muestras a fraccionar, colocandola
en una columna de 90 x 4 cm y se enjuaga con 3 porciones de 250 ml de cada una de
los siguientes disolventes en este orden: acetona, hexano y diclorometano. Se seca en
una estufa con ventilacién por una noche a 40-50°C. Se activa en una estufa a 180°C
por 20 horas en un recipiente poco profundo cubierto con papel aluminio no
herméticamente.

Preparacion del material

Se prepara una columna cromatografica, con fibra de vidrio en el fondo, y se lava con 20
ml de cada uno de los siguientes disolventes: metanol hexano y diclorometano, se
empaca la columna con 3 g de la silica limpia y activada, adicionando primero 15 ml de
hexano y después la silica poco a poco, en la parte superior se colocan 0.5 g de sulfato
de sodio anhidro seco (a 110°C por 4 horas). Se adicionan 20 ml de hexano y se elimina
el exceso sin que se seque la columna. Sobre el sulfato de sodio se adicionan los
estandares y/o la muestra.

Preparacién de la muestra
Se remueven los asfaltenos depositando 1 g de muestra en un vaso de precipitados de
50 ml y adicionando 20 ml de pentano. Se calienta ligeramente en un bafio de agua para

acelerar la disolucion y se agita intermitentemente. Se deja reposar por 30 minutos a
temperatura ambiente y se filtra a través de papel filtro Whatman 41.
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Se enjuaga el vaso de precipitados con 10 ml de pentano y se filtra. Se enjuaga también
el papel filtro con otros 10 ml de pentano. El filtrado se evapora bajo una corriente de
nitrégeno, se pesa y se registra el peso cuando la variacion sea menor a 10 mg en 10
minutos. La diferencia de peso entre el filtrado y la muestra original es el contenido de
asfaltenos.

Elucion

Doce ml de hexano se usan para eluir los hidrocarburos alifaticos, 12 ml de una mezcla
hexano-benzeno al 50% v/v para eluir los hidrocarburos aromaticos, 12 ml de benzeno
para los poliaromaticos, 12 ml de acetona metanol para los polares y 15 ml de
tetrahidrofurano para los poliaromatico polares.

Se toman fracciones de 2 ml cada una y se corren placas cromatograficas, las fracciones
que corren a la misma distancia se juntan. Se evapora a sequedad el disolvente de cada
fraccion y se pesan en una balanza analitica.

Con la suma de todas las fracciones $e obtiene el porcentaje de recuperacion y con la
cuantificacién de los estandares internos se calcula la eficiencia de la separacién. Se
corren al mismo tiempo blancos y muestras de control de calidad.

NOTA: La silica de cada columna no debe reutilizarse asi como los disolventes

empleados en la elucion para fines cromatograficos, todo el material a utilizar en esta
prueba debe ser lavado con mezcla cromica.
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NMP

Por cada dilucién se esterilizan en la autoclave cuatro tubos de ensaye, 9 ml de solucion
salina fisiolégica (0.85%), 27 ml de medio mineral, una pipeta de 1 ml o una punta para
pipeta automatica y una pipeta de 0.1 ml o una punta para pipeta automatica junto con
dos pipetas de 10 ml o puntas para pipeta automatica para adicional el queroseno, la
solucién salina y el medio mineral a todos los tubos. Por filtracion se esterilizan 0.3 ml
de queroseno por dilucién (con membrana de 0.22 um). Una vez estéril se adiciona a
uno de los cuatro tubos 9 ml de solucién salina y a los otros tres 9 ml de medio mineral y
0.1 ml de queroseno.

Se pesa aproximadamente un gramo de muestra y se adiciona al tubo de solucion salina,
se agita con un agitador vortex, con esto se tiene hecha la dilucién 10 de esta solucién
se adiciona 1 ml a cada uno de los tubos con medio mineral, con lo que se tiene
inoculado el medio para revelar la actividad deseada (degradaciéon de hidrocarburos),
después se adiciona del tubo de la dilucién 10” 1 ml a otro tubo con solucién salina con
lo que tenemos la dilucién 107 y se inoculan los tubos para revelar la actividad deseada,
esto se repite normalmente hasta la dilucion 10-9.

Se incuban los tubos a la temperatura donde se requiere revelar la actividad Que
normalmente es a temperatura ambiente (25°C) durante 72 horas. Se comparan los
tubos inoculados con uno control (sin inéculo) se saca el niumero caracteristico de tres
digitos empezando con la dilucion donde mas tubos p03|t|vos hubieron. Si en la dilucién
10 2 hubieron tres tubos positivos, en la dilucion 10 dos tubos positivos y en la dilucién
10" ningun tubo positivo el numero caracteristico es 320 en la dilucién 10°,
Posteriormente en la tablas de Turkey utilizando el nUmero caracteristico se obtiene el
nuamero mas probable de mlcroorganlsmos encontrados que para el caso de ejemplo es
9.5 y como es en la diluciéon 10~ tenemos que 9,500 es el nimero mas probable de
microorganismos en la cantidad de muestra usada ya sea en base hiumeda o seca.

Para el caso de bacterias heterétrofas totales en lugar de medio mineral se utiliza caldo
nutritivo. :
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TABLAS DE RESULTADOS

pH

Chinchorro

Promedio Desviacién estandar poblacional
Muestra 0 3 6 9 12 Muestra 0 3 6 9 12
s100 7.35 7.00 8.13 7.17 7.28 s100 0.00 0.05 0.00 0.01 0.00
s50 7.25 7.06 7.22 710 742 s50 0.05 0.03 0.01 0.02 0.12
s25 745 713 7.30 7.20 7.51 25 0.01 0.01 0.11 0.06 0.01
nn100 7.38 6.93 712 7.42 711 nn100 0.02 0.03 0.02 0.38 0.03
nn50 747 7.05 724 718 7.35 nn50 0.03 0.02 0.00 0.01 0.00
nn25 7.32 717 7.27 6.94 744 nn25 0.00 0.01 0.10 0.20 0.04
n100 7.58 7.23 722 7.08 746 n100 0.01 0.04 0.02 0.21 0.01
n50 7.36 7.09 7.76 7.21 7.62 . n50 0.04 0.09 0.26 0.00 0.15
n25 7.65 7.23 743 1.22 752 , n25 0.01 0.00 0.05 0.07 0.02
u100 7.39 7.61 822 7.79 8.16 u100 0.01 0.01 0.00 0.01 0.16
us0 7.28 766 7.82 7.65 7.85 ub50 0.02 0.02 0.03 0.02 0.04
u25 7.31 751 7.77 7.52 7.80 u25 0.02 0.00 0.02 0.01 0.09
Bellota 301

Promedio Desviacion estandar poblacional
Muestra 0 3 6 9 12 Muestra 0 3 6 9 12
s100 7.61 7.27 7.36 7.36 7.51 s100 0.03 0.01 0.01 0.08 0.03
s50 7.53 7.35 748 7.31 760 s50 0.00 0.03 0.09 0.15 0.02
s25 7.39 741 740 743 757 s25 0.01 0.01 0.06 0.01 0.09
nn100 7.37 7.25 743 7.31 744 nn100 0.02 0.01 0.08 0.02 0.02
nn50 7.40 7.39 7.55 7.34 7.67 = nn50 0.00 0.03 0.00 0.10 0.01
nn25 7.69 7.30 7.04 7.64 7.84 ' nn25 0.00 0.01 0.16 0.01 0.01
n100 7.89 7.55 7.82 744 858 n100 0.01 0.05 0.08 0.31 0.00
n50 7.91 7.79 8.16 8.14 8.32 n50 0.02 0.10 0.14 0.05 0.06
n25 7.89 7.78 8.17 8.22 856 n25 0.01 0.01 0.11 0.05 0.01
u100 7.58 7.82 824 7.92 829 u100 0.00 0.03 0.07 0.08 0.15
us0 7.51 7.76 8.07 7.97 816 u50 0.02 0.02 0.00 0.09 0.05
u25 7.40 7.77 7.86 7.75 8.06 u25 0.01 0.05 0.10 0.02 0.11
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Bellota 401

Promedio ‘Desviacion estandar poblacional

Muestra 0 3 6 9 12 Muestra 0 3 6 9 12
s100 722 762 711 747 6.94 s100 0.19 0.07 0.02 0.47 0.09
s50 7.38 717 7.45 7.66 7.10 s50 0.22 0.17 0.01 0.48 0.16
s25 7.27 7.26 7.60 7.62 7.50 s25 0.18 0.19 0.03 0.11 0.03
nn100 7.39 7.65 7.43 7.08 7.08 nn100 0.28 0.12 0.04 0.05 0.08
nn50 7.61 7.25 749 7.56 7.59 nn50 0.21 0.22 0.03 0.02 0.12
nn25 7.38 7.88 7.70 7.86 7.52 nn25 0.17 0.02 0.03 0.09 0.06
n100 7.39 7.71 7.53 7.75 7.46 n100 0.21 0.21 0.12 0.05 0.04

n50 7.67 7.58 8.05 7.77 7.98 n50 0.07 0.29 0.01 0.54 0.04
n25 7.60 749 8.04 841 823 n25 0.24 0.20 0.07 0.02 0.01
u100 8.06 8.54 8.54 8.63 8.61 u100 0.23 0.02 0.06 0.05 0.06
us0 7.87 8.00 8.45 8.42 825 ub0 0.25 0.27 0.05 0.04 0.08
u25 7.95 8.44 842 8.24 8.29 , u25 0.14 0.16 0.02 0.06 0.02

% de Humedad
Chinchorro

Promedio : Desviacion estandar poblacional

Muestra 0 3 6 9 12 Muestra 0 3 6 9 12
s100 59.46 62.19 60.99 60.35 60.90 s100 1.80 1.16 0.74 0.76 0.77
s50 59.76 62.60 62.22 62.24 61.88 s50 0.49 1.91 1.23 0.38 0.04
s25 64.19 63.96 65.32 63.10 66.28 s25 0.21 0.24 1.72 1.17 0.19
nn100 64.15 60.27 62.55 61.09 58.65 nn100 0.54 0.35 0.01 0.44 0.03
nn50 64.31 64.34 60.14 60.48 58.97 nn50 0.23 0.00 0.31 0.16 1.27
nn25 67.25 68.69 66.35 64.58 64.35 nn25 0.78 4.31 0.01 1.81 1.36
n100 60.51 65.45 62.22 58.36 63.69 n100 2.40 0.28 2.33 0.06 1.03

n50 65.29 64.64 64.16 61.98 56.73 n50 2.06 0.11 0.14 1.62 0.24
n25 66.74 66.00 64.98 67.58 67.77 n25 0.12 2.97 0.18 1.35 0.58
u100 60.06 64.37 62.21 61.24 60.21 u100 0.74 1.34 1.24 0.70 0.58
us0 63.77 59.15 58.78 62.75 60.92 u50 1.61 0.65 1.19 0.41 1.00

u25 65.75 63.70 66.24 65.52 63.54 u25 1.08 0.00 0.08 0.39 1.20
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Bellota 301

Promedio Desviacion estandar poblacional
Muestra 0 3 6 9 12 Muestra 0 3 6 9 12
s100 59.36 59.31 60.02 60.23 59.73 s100 0.04 0.53 1.17 0.10 0.44
s50 59.43 60.37 60.93 60.42 60.44 s50 1.06 0.72 1.16 0.03 0.64
s25 62.65 62.10 62.87 62.55 62.07 s25 0.15 0.74 0.29 0.13 0.77
nn100 59.50 60.09 60.30 59.71-60.05 nn100 0.10 0.28 0.62 0.08 0.61
nn50 59.97 59.28 59.29 59.88 60.21 nn50 0.38 0.81 0.88 0.03 0.17
nn25 62.20 62.44 63.23 62.93 62.59 nn25 0.07 0.13 0.84 0.70 0.18
n100 59.41 58.56 58.85 59.12 59.57 n100 0.65 0.29 0.61 0.31 0.25
n50 57.80 60.00 59.71 59.63 59.62 n50 1.37 0.06 0.14 0.35 0.35
n25 62.14 62.00 63.90 62.85 62.27 n25 0.40 0.74 0.06 0.07 0.72
u100 58.80 60.73 61.07 60.19 60.67 u100 1.12 0.00 0.03 0.55 0.58
us0 59.32 60.50 59.93 61.01 59.77 u50 1.35 0.17 0.69 0.01 0.25
u25 60.87 63.07 63.34 62.16 62.36 u25 0.00 0.22 0.50 0.18 0.03
Bellota 401

Promedio Desviacion estandar poblacional
Muestra 0 3 6 9 12 Muestra 0 3 6 9 12
s100 59.06 58.38 58.26 60.25 60.43 s100 0.30 0.15 1.48 0.74 0.26
s50 58.96 59.32 62.36 59.97 59.83 s50 0.24 0.14 3.29 0.42 0.44
s25 58.44 58.75 60.90 57.92 60.72 s25 0.28 0.32 0.55 0.55 0.88
nn100 59.20 59.57 59.99 61.90 61.08 nn100 0.19 0.24 1.11 0.79 0.29
nn50 59.86 59.19 60.76 60.66 61.27 nn50 0.18 0.67 0.10 0.09 0.31
nn25 58.92 59.72 59.90 59.72 57.39 nn25 0.43 0.26 0.09 0.20 0.23
n100 57.59 57.70 58.90 58.37 58.29 n100 0.35 0.41 0.25 0.17 0.12
n50 59.03 58.34 59.57 59.20 58.16 n50 0.41 0.12 0.10 0.80 0.24
n25 58.41 59.06 59.97 61.16 80.21 n25 0.21 0.45 0.34 0.79 1.48
u100 57.20 62.36 60.21 60.67 59.64 u100 0.21 4.64 0.63 0.37 0.27
u50 58.21 56.99 60.30 61.23 58.31 u50 0.42 0.20 0.21 1.48 0.68
u25 59.02 58.07 60.00 58.51 61.05 u25 0.14 0.21 0.50 0.26 0.81

il



Anexo 2

Produccion diaria de CO; en mg/g de mezcla himeda

Chinchorro

Promedio

Muestra 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
s100 0 0.00 8.12 8.12 9.75 9.75 11.37 11.37 21.94 21.94 23.56 23.56 24.37
s50 0 0.74 3.70 5.92 6.66-10.37 13.33 16.29 17.03 20.00 20.74 20.74 20.74
s25 0 0.62 3.74 4.37 10.61 11.23 12.48 13.11 13.11 13.11 15.61 15.61 15.61
nn100 0 149 6.71 9.70 13.43 14.18 16.42 18.66 19.41 22.39 22.39 23.88 23.88
nn50 0 0.75 6.00 9.00 9.00 9.75 12.00 15.75 19.50 21.00 21.76 22.51 22.51
nn25 0 2.50 6.26 11.27 11.27 14.40 18.79 20.04 24.43 24.43 26.93 26.93 29.44
n100 0 0.00 144 4.31 5.03 7.19 11.51 15.11 21.59 22.31 24.47 24.47 25.91
n50 0 0.00 146 2.92 5.84 949 10.22 13.87 18.98 20.44 21.17 21.90 22.63
n25 0 000 1256 376 376 753 7.53 10.04 12.55 12.55 1255 1255 13.17
u100 0 0.74 148 7.43 7.43 9.67 10.41 17.85 20.82°-23.80 27.52 28.26 28.26
us0 0 000 444 666 7.40 8.14 9.62 9.62 15.54 16.28 17.76 18.51 19.99
u25 0 062 1.25 3.77 3.77 754 8.80 11.31 11.31 12.57 13.20 15.09 15.09

Desviacion estandar poblacional

Muestra 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

s100 0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 2.438 0.000 0.000 0.000 0.813
s50 0 0.741 0.741 0.000 0.741 0.000 0.000 0.000 0.741 2.222 0.000 0.000 0.000
s25 0 0.624 0.000 0.624 0.000 0.624 0.624 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
nn100 0 0.000 0.747 0.747 0.000 0.747 1.493 0.747 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
nn50 0 0.750 0.000 0.000 0.000 0.750 1.501 0.750 0.000 0.000 0.750 0.000 0.000
nn25 0 0.000 0.000 0.000 0.000 1.879 0.626 0.626 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
n100 0 0.000 0.000 0.000 0.720 1.440 0.000 0.720 2.879 0.720 0.000 0.000 0.000
n50 0 0.000 0.000 0.000 1.460 0.730 0.000 0.730 5.841 0.000 0.730 0.000 0.730
n25 0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.628
u100 0 0.744 0.000 0.000 2.976 0.744 0.000 1.488 0.000 0.000 0.744 0.000 0.000
ud0 0 0.000 0.000 0.740 0.000 0.740 0.740 0.740 0.740 0.740 0.740 1.481 0.000
U25 0 0.629 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.629 0.000 0.000

72



Anexo 2

Bellota 301

Promedio

Muestra 0 1 2 4 5 6 4 8 10 1 12
s100 0 2.31 6.17 11.5 12.34 17.73 19.28 23.13 29.30 34.7 35.47 40.10 40.10
s50 0 0.78 6.29 7.8 7.86 8.6511.01 14.16 20.45 21.2 22.02 23.60 23.60
s25 0 0.00 3.76 50 6.28 6.91 10.05 11.30 11.93 144 16.96 19.47 20.10
nn100 0 149 6.71 104 11.18 12.67 16.40 17.89 23.11 26.0 26.09 29.08 29.08
nn50 0 0.72 578 7.2 7.22 9.39 11.56 14.45 18.79 21.6 22.40 27.46 27.46
nn25 0 0.62 503 7.5 8.80 11.31 13.83 18.86 23.89 25.1 26.40 26.40 26.40
n100 0 0.00 362 7.2 8.70 11.60 13.78 16.68 23.21 26.1 26.11 26.11 26.11
n50 0 0.00 0.77 6.9 7.76 12.42 13.98 17.86 24.07 24.8 27.18 27.18 27.18
n25 0 0.00 3.74 56 7.48 9.35 9.97 12.46 20.57 21.8 22.44 23.06 23.06
u100 0 1.58 6.32 11.8 11.86 14.23 15.02 19.77 20.56 24.5 25.30 25.30 25.30
u50 0154 7.71 84 9251234 17.73 17.73 17.73 20.8 20.82 20.82 24.68
u25 0 1.25 5.01 8.1 18.17 18.17 18.80

8.77 11.28 13.78 15.04 15.04 16.2

Desviacion estandar poblacional

Muestra 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
s100

10 11 12
0 0.771 0.000 2.314 0.000 0.771 0.771 0.000 0.000 0.771 0.000 0.000 1.543

s50 0 0.787 0.000 0.000 0.000 0.787 1.573 0.000 0.000 0.787 0.000 0.000 0.000
s25 0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.628 1.884 0.628 0.000 0.000 0.000 0.000 3.141
nn100 0 0.000 0.746 0.000 0.746 0.746 0.000 0.000 0.746 1.491 0.000 1.491 0.000
nn50 0 0.723 0.000 0.000 0.000 0.723 0.000 0.000 1.445 0.000 0.723 1.445 0.000
nn25 0 0.629 0.000 0.000 0.000 0.000 1.258 0.000 0.000 1.258 0.000 0.000 0.000
n100 0 0.000 0.725 0.000 0.000 1.451 0.725 0.725 1.451 0.000 0.000 0.000 0.000
n50 0 0.000 0.777 0.777 0.000 0.000 0.000 0.777 0.777 0.777 0.000 1.553 0.000
n25 0 0.000 0.000 0.623 0.000 1.870 0.000 0.000 1.870 0.000 0.623 0.000 0.000
u100 0 0.000 0.000 0.791 0.791 1.582 0.791 0.791 0.000 0.791 0.000 0.000 0.000
u50 0 0.000 1.543 0.771 1.543 0.000 0.771 2.314 0.771 1.543 0.000 0.000 0.771
u25 0 0.000 0.000 0.627 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.627 0.627 0.000
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Bellota 401

Promedio Desviacién estandar poblacional

Muestra 0 3 6 9 12 Muestra 0 3 6 9 12

s100 0 3.94 9.58 16.34 16.34 S100 0 0.398 0.398 0.398 0.398

s50 0 4.50 10.42 16.62 20.28 S50 0 0.398 3.260 1.054 0.000

s25 0 3.94 13.24 16.62 19.43 S25 0 0.398 0.398 1.054 0.000

nn100 0 3.38 10.14 18.03 20.84 NN100 0 0.000 0.000 0.398 0.398

nn50 0 2.25 11.83 16.34 19.15 NN50 0 0.398 0.690 0.797 0.398

nn25 0 3.66 9.01 14.36 18.31 NN25 0 0.398 1.593 2.390 0.398

n100 0 1.41 7.04 10.98 10.42 N100 0 0.398 0.398 0.690 0.398

n50 0 253 7.89 10.70 14.08 N50 0 0.000 0.398 0.398 0.398

n25 0 141 9.86 13.52 16.90 N25 0 1.053 0.398 0.000 0.000

u100 0 3.38 9.58 17.74 16.05 U100 0 0.398 0.398 1.825 0.000

us0 0 3.38 10.98 15.21 17.18 us0 0 0.000 0.690 0.690 0.398

u25 0 4.22 10.42 14.36 18.03 u25 0 0.000 0.398 0.000 0.398
HTP en ppm base seca

Chinchorro

Promedio

Muestra 0 3 9 12

s100 88,734.87 103,171.10 60,587.8 50,923.40 63,076.15

s50 109,336.64 96,818.82 73,404.8 68,075.07 62,690.03

$25 98,168.57 99,758.64 83,608.5 69,826.24 72,757.37

nn100 89,613.67 86,533.70 72,855.3 52,242.18 66,370.21

nnS50 89,508.39 76,690.36 60,540.3 70,548.63 78,959.03

nn25 87,891.53 78,125.29 77,450.3 64,579.43 68,778.85

n100 79,769.28 87,189.11 52,506.8 50,316.68 60,487.60

n50 72,296.63 84,981.21 82,433.3 57,005.85 68,509.62

n25 80,391.04 95,783.33 85,107.9 50,771.55 74,791.70

u100 90,123.22 73,768.36 76,717.0 39,534.87 53,182.56

u50 95,112.35 90,239.11 57,098.3 36,516.46 47,918.05

u25 94,579.59 106,555.85 74,330.7 54,895.35 61,122.13
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Desviacion estandar poblacional

Muestra 0 3 6 . 12

s100 4,098 2,922 3,314 2,74 2,269

s50 6,092 3,465 7,785 4,39 5,949

s25 3,215 3,035 4,790 1,823

nn100 3,755 578 6,059 4,02 1,570

nn50 1,019 3,120 728 3688 2217

nn25 8,441 2,883 11,385 8,03 88

n100 0 7,041 3,912 11,20 4,268

n50 0 83 548 6,03 3,627

n25 11,343 3,205 8,966 636

u100 808 1,033 6,875 1,02 6,155

us0 11,005 1,078 5,940 5,49 2,388

u25 156 449 15,974 93 412

Bellota 301

Promedio

Muestra 0 3 6 12
s100 36,840.85 39,659.80 19,534.60 14,396.00
s50 32,648.34 40,994.84 20,956.46 18,994.4 19,465.71
s25 36,333.84 44,009.42 14,221.10 22,242.7 17,511.03

nn100 38,099.38 40,929.87 21,865.39 1,994.6 15,650.30
nn50 37,792.26 40,899.94 10,789.64 5,613.6 19,956.46
nn25 42,831.01 44,475.57 22,202.17 5,937.6 20,393.87
n100 39,314.98 31,609.42 21,510.15 16,320.1 23,167.80

n50 34,054.85 30,799.40 16,846.92 15,348.3 15,143.28
n25 37,047.85 37,504.96 20,291.81 12,586.2 17,868.78
u100 33,534.30 41,092.85 26,753.12 21,157.9 26,284.48
us0 34,370.67 41,617.51 21,129.90 18,785.7 19,500.18

u25 40,344.06 40,977.92 11,714.38 19,668.71
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Desviacion estandar poblacional

Muestra 0 3 9. 12

s100 1 591 83 0

s50 2,054 241 93 6,068 0

s25 1,558 1,724 9,17 2,415 2,347

nn100 2,575 1,835 24 0 303

nn50 984 222 10,28 36 912

nn25 1,233 1,075 1,29 0 2,075

n100 149 242 1,63 513 930

n50 5,815 1,904 8 121 849

n25 1,616 5,051 23 5,619 2,804

u100 331 2,319 6,60 1,166 6,600

us0 2,702 724 2,404 0

u25 2,083 2,752 8,82 29

Bellota 401

Promedio

Muestra 0 3 9 12
s100 92,863.30 89,553.50 69,118.4 72,932.77
s50 93,374.00 90,019.72 87,240.5 76,634.85
s25 99,509.95 52,097.76
nn100 92,453.90 91,982.60 85,845.7 74,373.06
nn50 101,412.00 97,135.69 . 67,894.86
nn25 98,405.50 93,776.13 48,379.19
n100 89,573.60 95,833.65
n50 94,015.50 92,917.09 70,764.93
n25 97,713.80 92,270.59 65,591.47
u100 103,163.00 109,042.90 77,810.77
us0 91,726.10 95,251.41 76,113.8 58,750.79

u25 100,264.00 94,483.59 - 64,794.04
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Desviacién estandar poblacional

Muestra 0 3 6 9 12

s100 2,256 1,368 902 5,648
s50 213 6,079 2,959 2,750
s25 4,449 2,586
nn100 4,010 1,790 764
nn50 1,712 408 1,080
nn25 3,241 4,427 ; 4,668
n100 2,198 1,138
n50 409 37 0
n25 1,232 0 : 1,253
u100 662 2,332 2,958
us0 1,261 5,232 2,169 2,433

u25 39,741 0 0
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ANALISIS ESTADISTICOS

Analisis de varianza de un factor sobre los resultados obtenidos en el CO,, pH y HTP del residuo Bellota 301 al

Diferencias en el tiempo todos los tratamientos

95% de confianza

CO;

RESUMEN

GruposCuenta Suma Promedio Varianza

Fila 1 13 272.2545 20.9429 199.0628

Fila 2 13 167.5688 12.8899 72.4679

Fila 3 13 126.2578  9.7121 45.9421 .

Fila 4 13 210.2757 16.1750 101.5068

Fila 5 13 1741783 13.3983 89.1127

Fila 6 13 194.2919 14.9455 102.2765

Fila 7 13 189.3402 14.5646 104.5042

Fila 8 13 190.3029 14.6386 117.3333

Fila 9 13 1569.5705 12.2746 79.2852

Fila 10 13 201.6830 15.5140 80.0216

Fila 11 13 179.7055 13.8235 61.8115

Fila 12 13 149.7907 11.5223 41.1485

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Probabilidad para F

Entre grupos 1,111.4208 11 101.0382 1.8556

Dentro de los grupos 13,133.6840 144

Total 14,245.1048 155
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Diferencias entre concentraciones de sulfato de amonio

RESUMEN

GruposCuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 13 272.2577 20.9429 199.0628
Fila 2 13 167.5688 12.8899 72.4679
Fila 3 13 126.2578 9.7121 45.9421

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F
Entre grupos 871.3420 2 435.6710 4.1169
Dentro de los grupos 3,809.6763 36 105.8243

Total ' : 4,681.0183 - 38 -

Diferencias entre concentraciones de nitrato de amonio

RESUMEN

GruposCuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 13 210.2757 16.1750 101.5068
Fila 2 13 174.1783 13.3983 89.1127
Fila 3 13 194.2919 14.9455 102.2765

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de los Valor critico

Origen de las Suma de Grados de
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 50.3348 2 25.1674 0.2577 0.7741 3.2594
Dentro de los grupos 3,514.7539 36 97.6320
Total 3,565.0888 38

1
)
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Diferencias entre concentraciones de nitrato de potasio

RESUMEN
GruposCuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 13 189.3402 14.5646 104.5042
Fila 2 13 190.3029 14.6386 117.3333
Fila 3 13 159.5705 12.2746 79.2852
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 46.9652 2 23.4826  0.2339 0.7925 3.2594
Dentro de los grupos 3,613.4728 36 100.3742

Total ) : 3,660.4380 - 38 .

Diferencias entre concentraciones de urea

RESUMEN

GruposCuenta Suma Promedio Varianza

Fila 1 13 201.6830 15.5140 80.0216

Fila 2 13 179.7055 13.8235 61.8115

Fila 3 13 149.7907 11.5223 41.1485

ANALISIS DE VARIANZA : :
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 104.3772 2 52.1886  0.8556 0.4334 3.2594

Dentro de los grupos 2,195.7808 36 60.9939

Total 2,300.1580 38
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Diferencias entre fuentes de nitrégeno en la relacién C:N 100:20:1

RESUMEN

GruposCuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 13 272.2577 20.9429 199.0628
Fila 2 13 210.2757 16.1750 101.5068
Fila 3 13 189.3402 14.5646 104.5042
Fila 4 13 201.6830 15.5140 80.0216

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 314.6603 3 104.8867 0.8648 0.4658 2.7980
Dentro de los grupos 5,821.1465 © 48 - 121.2738 , :

Total 6,135.8069 51 -

Diferencias entre fuentes de nitrégeno en la relacién C:N 100:10:0.5

RESUMEN

GruposCuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 13 167.5688 12.8899 72.4679
Fila 2 13 174.1783 13.3983 89.1127
Fila 3 13 190.3029 14.6386 117.3333
Fila 4 13 179.7055 13.8235 61.8115

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de
variaciones cuadrados libertad

Promedio de los Valor critico
cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 21.3593 3
Dentro de los grupos 4,088.7068 48
Total 4,110.0661 51

7.1197  0.0835 0.9686 2.7980
85.1813
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Diferencias entre fuentes de nitrégeno en la relaciéon C:N 100:5:0.25

RESUMEN
GruposCuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 13 126.2578 9.7121 45.9421
Fila 2 13 194.2919 14.9455 102.2765
Fila 3 13 159.5705 12.2746 79.2852
Fila 4 13 149.7907 11.5223 41.1485
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 184.1106 61.3702 0.9137 0.4413 2.7980
Dentro de los grupos 3,223.8305 67.1631 ‘ -
Total 3,407.9412 = T
Diferencias totales entre fuentes y concentraciones
RESUMEN
GruposCuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 13 272.2577 20.9429 199.0628
Fila 2 13 167.5688 12.8899 72.4679
Fila 3 13 126.2578 9.7121 45.9421
Fila 4 13 210.2757 16.1750 101.5068
Fila 5 13 174.1783 13.3983 89.1127
Fila 6 13 194.2919 14.9455 102.2765
Fila 7 13 189.3402 14.5646 104.5042
Fila 8 13 190.3029 14.6386 117.3333
Fila 9 13 159.5705 12.2746 79.2852
Fila 10 13 201.6830 15.5140 80.0216
Fila 11 13 179.7055 13.8235 61.8115
Fila 12 13 149.7907 11.5223 41.1485
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,111.4208 11 101.0382  1.1078 0.3593 1.8556

Dentro de los grupos 13,133.6840 144 91.2061

Total 14,245.1048 155

pH

Diferencia para sulfato de amonio en el tiempo

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Columna 1 3 225350 - 7.5116 0.0118

Columna 2 3 22.0350 7.345 0.0049

Columna 3 3 22.2450 7415 0.0034

Columna 4 3 221150 7.3716 0.0036

Columna 5 3 226800 7.5600 0.0021

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 0.1015 4 0.0253  4.8842 0.0191 3.4780

Dentro de los grupos 0.0519 10 0.0051

Total 0.1535 14
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Diferencia para nitrato de amonio en el tiempo

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 224650 7.4883 0.0306
Columna 2 3 21.9450 7.3150 0.0049
Columna 3 3 22.0200 7.3400 0.0711
Columna 4 3 223050 7.4350 0.0333
Columna 5 3 229550 7.6516 0.0404
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.2178 ' 4 0.0544 1.5089 = 0,277 3.4780
Dentro de los grupos " 0.3608 10 " 0.0360 '
Total 0.5787 14
Diferencia para nitrato de potasio en el tiempo

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 323.7000 7.9000 7.5E-05
Columna 2 323.1300 7.7100 0.0192
Columna 3 324.1550 8.0516 0.0402
Columna 4 323.8000 7.9333 0.1841
Columna 5 325.4650 8.4883 0.0201
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1.0148 4 0.2537  4.8089 0.0200 3.4780
Dentro de los grupos 0.5276 10 0.0527

Total 1.5424 14

Diferencia para urea en el tiempo

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 322.5000 7.5000 0.0078
Columna 2 323.3550 7.7850 0.0012
Columna 3 -+ 324.1700 8.0566 0.0362
Columna 4 323.6500 ~ 7.8833 0.0139
Columna 5 324.5150 8.1716 0.0127

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados 3 Probabilidad para F
Entre grupos 0.8091 4 0.2022 14.0476 0.0004 3.4780

Dentro de los grupos 0.1440 10 0.0144

Total 0.9531 14

Diferencias entre fuentes de nitrégeno en la relacion C:N 100:20:1

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 537.1200 7.4240 0.0181
Fila 2 536.8100 7.3620 0.0064
Fila 3 539.2850 7.8570 0.1984
Fila 4 539.8600 7.9720 0.0876
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1.4024 3 0.4674  6.0204 0.0060 3.2388
Dentro de los grupos 1.2424 16 0.0776

Total 2.6448 19

Diferencias entre fuentes de nitrégeno en la relacion C:N 100:10:0.5

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 537.2800 7.4560 0.0142
Fila2 537.3600 7.4720 0.0188
Fila 3 540.3350 8.0670 0.0450
Fila 4 5 39480 7.8960 0.0674

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1.4127 3 0.4709 12.9419 0.0001 3.2388

Dentro de los grupos 0.56822 16 0.0363

Total 1.9949 19

Diferencias entre fuentes de nitrogeno en la relacion C:N 100:5:0.25

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 537.2100 7.4420 0.0053
Fila 2 537.5200 7.5040 0.1055
Fila 3 540.6300 8.1260 0.0921

Fila 4 538.8500 7.7700 0.0571
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1.4545 3 0.4848  7.4506 0.0024 3.2388
Dentro de los grupos 1.0412 16 0.0650

Total 2.4957 19

Diferencia entre concentraciones para sulfato de amonio

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 537.1200 7.4240 0.0181
Fila2 - 6§37.2800 7.4560 0.0142
Fila 3 537.2100 7.4420 0.0053

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.0025 2 0.0012  0.1022 0.9035 3.8852
Dentro de los grupos 0.1509 12 0.0125

Total 0.15356 14

Diferencia entre concentraciones para nitrato de amonio

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 536.8100 7.3620 0.0064
Fila 2 537.3600 7.4720 0.0188
Fila 3 537.5200 7.5040 0.1055
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.0554 2 0.0277  0.6362 0.5462 3.8852
Dentro de los grupos 0.56232 12 0.0436

Total 0.5787 14

Diferencia entre concentraciones para nitrato de potasio

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 539.2850 7.8570 0.1984
Fila 2 540.3350 8.0670 0.0450
Fila3 ° 540.6300 8.1260 0.0921
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.1999 2 0.0999  0.8933 0.4348 3.8852
Dentro de los grupos 1.3425 12 0.1118
Total 1.5424 14

Diferencia entre concentraciones para urea

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 539.8600 7.9720 0.0876
Fila 2 539.4800 7.8960 0.0674
Fila 3 538.8500 7.7700 0.0571
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.1040 2 0.0520 0.7355 0.4996 3.8852
Dentro de los grupos 0.8490 12 0.0707

Total 0.9531 14
HTP

Diferencias entre tiempo inicial y final

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columha1 - 12443,212.377036,934.3648 9'030,349.3100
Columna 2 12229,006.5970 19,083.8831 11°'355,446.1000

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,911'838,172 1 1,911'838,172 187.5657 3.0193E-12 4.3009
Dentro de los grupos 224°243,749 22 10'192,897

Total 2,136°081,922 23

Diferencias entre concentraciones para urea

RESUMEN

Grupos Cuenta  Suma Promedio Varianza
Fila 1 5148,822.644029,764.5288 59'448,879
Fila 2 5135,404.023027,080.8045 106'536,189

Fila 3 4112,705.067028,176.2667 218'436,655
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 18'179,404 2 9'089,702  0.0757 0.9274 3.9823
Dentro de los grupos 1,319°250,238 11 119'931,840

Total 1,337°429,643 13

Diferencias entre concentraciones para nitrato de potasio

RESUMEN

Grupos Cuenta  Suma Promedio Varianza
Fila 1 5131,922.541026,384.5082 82'473,511
Fila 2 5112,192.8350 22,438.5670 84’899,945
Fila3 5125,299.6550 25,059.9311 132’157,202-

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 40'327,510 2 20'163,755 0.2019 0.8198 3.8852
Dentro de los grupos 1,198'122,636 12 99'843,553

Total 1,238'450,146 14

Diferencias entre concentraciones para sulfato de amonio

RESUMEN

GruposCuenta  Suma Promedio Varianza
Fila 1 4110,431.258027,607.8144 156'742,746
Fila 2 5133,059.831026,611.9661 96’096,174

Fila 3 5134,318.1620 26,863.6324 163'079,967
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Anexo 3

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados i Probabilidad para F
Entre grupos 2'320,986 2 1'160,493 0.0084 0.9915 3.9823
Dentro de los grupos 1,506'932,802 11 136'993,891

Total 1,509'253,789 13

Diferencias entre concentraciones para nitrato de amonio

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 5118,539.563023,707.9126 260'874,284
Fila 2 5115,051.970023,010.3939 249'964,674

Fila3 5135,840.2990 27,168.0599 266'539,157

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 49'575,562 2 24'787,781  0.0956 0.9094 3.8852
Dentro de los grupos 3,109'612,459 12 259'126,038

Total 3,159'088,022 14

Diferencias entre fuentes de nitrégeno en la relacién C:N 100:20:1

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 5148,822.644029,764.5288 59'448,879
Fila 2 5131,922.541026,384.5082 82'473,511
Fila 3 4110,431.258027,607.8144 156'742,746

Fila 4 5118,539.5630 23,707.9126 260'874,284
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 95'206,585 3 31'735,528 0.2287 0.8749 3.2873
Dentro de los grupos 2,081'414,935 15 138'760,996

Total 2,176'621,520 18

Diferencias entre fuentes de nitrégeno en la relaciéon C:N 100:10:0.5

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 5135,404.023027,080.8045 106'536,189
Fila 2 5112,192.835022,438.5670 84'899,945
Fila3 5133,059.831026,611.9661 96’096,174
Fila 4 5115,051.970023,010.3939 249'964,674

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 86'317,487 3 28'772,495 0.2141 0.8851 3.2388
Dentro de los grupos 2,149'987,928 16 134'374,245
Total 2,236'305,415 19

Diferencias entre fuentes de nitrégeno en la relacién C:N 100:5:0.25

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 4112,705.067028,176.2667 218'436,655
Fila 2 5125,299.6550 25,059.9311 132'157,202
Fila 3 5134,318.1620 26,863.6324 163'079,967

Fila 4 5135,840.2990 27,168.0599 266'539,157
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 23'356,647 3 7'785,549  0.0402 0.9887 3.2873

Dentro de los grupos 2,902'415,272 15 193'494,351

Total 2,925'771,919 18
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