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Resumen

En este trabajo se estudio el potencial de biorremediacion de una pluma presente en acuiferos a
nivel freatico dentro de la Bahia de Quintero, que se encuentran contaminados con hidrocarburos
como lo son los BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno), que se acumulan en una fase libre
no acuosa (FLNA). Esta se disuelve en aguas subterraneas causando dafios colaterales negativos
para el medioambiente y la salud de las personas. Con el fin de estudiar el comportamiento de la
pluma contaminada, se realizaron pruebas a nivel de laboratorio con muestras obtenidas del lugar.
Se midio la absorbancia de estas y se realizé un ensayo de DQO para luego hacer una relacion con
COT. En primera instancia, se realiz6 un experimento donde se afiadi6 nitréogeno y fésforo con el
fin de fomentar una posible actividad bacteriana degradativa de la muestra y se realizaron dos
condiciones extra donde se afiadié tolueno y xileno en una, y acido 4-hidroxibenzdico en otra,
para analizar el comportamiento de la muestra frente a estos compuestos, sin embargo, no se
detectd degradacion de BTEX. Después, se realizé un segundo experimento donde se aumentaron
10 y 100 veces las cantidades de nitrogeno y fosforo, y se incorporé el consorcio microbiano
Aquabact, complemento bioaumentador de la empresa Ecotecnos, ademés de una condicion donde
se agregaron también benceno, tolueno y xileno, en este caso si pudo percibirse degradacion de
BTEX. Luego, se realiz6 una exploracion bacteriana de las muestras incorporando diferentes
compuestos como benceno, tolueno, xileno, fenol y acido 4-hidroxibenzoico y succinato.
Finalmente, a partir de los pardmetros del sitio contaminado, se modeld un tratamiento de
bioaumentacion basado en los resultados obtenidos en los experimentos y se compard con la
situacion actual mediante simulaciones computacionales, para esto fue utilizado el programa GMS
de Aquaveo con las herramientas MODFLOW y RT3D, donde pudieron verse mejores resultados,
en términos de disminucion de BTEX, al realizar un proceso de bioaumentacion y pozos de
bombeo con inyeccion de nitrato. En base a lo anterior, se recomienda retirar toda la fase libre y

posteriormente, realizar un tratamiento de bioaumentacion.
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L INTRODUCCION

En los ultimos cien afios la contaminacién del planeta por causas antropogénicas ha ido
en aumento producto de las emisiones de las industrias, explotacion de recursos,
generacion de residuos, entre otros. Dentro de las situaciones que causan un gran impacto
ambiental, se encuentran los derrames o fugas de combustible de las industrias que utilizan
petroleo y derivados en sus operaciones, que generan consecuencias como la disminucion
de la flora y fauna, contaminacion de aire y suelos, deterioro de la calidad del paisaje,
riesgo de intoxicacion de la poblacion, disminucion de fuentes alimenticias, cambios en
la composicion del suelo, entre otros [1]. La principal composicion del combustible
corresponde a hidrocarburos (HC), que son compuestos organicos formados
mayoritariamente por cadenas de atomos de carbono e hidrégeno y pueden encontrarse en
estado solido, liquido o gaseoso [2]. Estos contaminantes se pueden identificar en lugares
que han sufrido derrames particulares o aquellos que presentan actividad petrolera. Por
ejemplo, a nivel pais ocurrieron un total de 120 derrames importantes de HC entre los
afios 2004 y 2019, sumando un total de 2.572.728 litros de mezclas oleosas y diésel. Estos
sucesos se deben a que en Chile existen multiples oleoductos, terminales marinos y
empresas que se dedican a la refinacion del petroleo, ademas de otras que lo utilizan en
sus operaciones [3]. El Ministerio del Medio Ambiente define actividades potencialmente
contaminantes como aquellas que en alguna fase de su proceso manejan o producen

residuos peligrosos [4].

Mineri. Disposic il esich industria-Manufactura tra . S
Figura 1: Sitios con potencial presencia de contaminantes por tipo de actividad productiva a
nivel regional [3].
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Como se ve en la Figura 1, la region Valparaiso se encuentra en el octavo puesto dentro
de los sitios con potencial presencia de contaminantes producto de la actividad econdmica.
Dentro de la zona, especificamente en la bahia Quintero-Ventanas en Puchuncavi se
localiza el Parque Industrial, complejo que consta con mas de 17 industrias que tienen
instalaciones para sus actividades econdmicas entre las cuales destacan operaciones
relacionadas a la fundicion de cobre, fundicion de metales pesados, refineria de petroleo,
generacion de energia, liberacion de gases, actividades portuarias, entre otros. Si bien la
zona es considerada un factor importante de desarrollo econdémico y generadora de
empleos, la presencia de las empresas y sus diferentes procesos y producciones emiten

altas cantidades de residuos y contaminantes [5].



II. ESTADO DEL ARTE

Movilidad de los HCs

Un factor importante dentro del efecto de los contaminantes es la movilidad de estos
dentro del ambiente, ya que en un caso de derrame de combustible sobre la superficie, en
primera instancia las sustancias entran en contacto con el suelo, luego por medio de los
poros de éste, descienden hacia una zona denominada no saturada y finalmente los
contaminantes llegan a un acuifero donde se acumulan en una Fase Liquida No Acuosa
(FLNA) [6]. Como se ve en la Figura 2, ésta se encuentra sobre del nivel freatico del suelo

y corresponde a la fase movil del hidrocarburo.
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Figura 2: Distribuciéon de HC producto de un derrame de petroleo [7].

La pluma de HCs permanece sobre la napa de agua y se disuelve ligeramente en aguas
subterraneas debido a que estos compuestos son poco solubles y menos densos, y
adicionalmente causan efectos en el suelo como, por ejemplo, reduccion de cultivos y
vegetacion, variacion en los microorganismos y microbiota, etc. Asi también, una pequefia
fraccion se disuelve provocando contaminacion de las aguas subterraneas que afectan a la
flora y fauna y también tiene consecuencias secundarias, como lo es la exposicion
indirecta de las personas a los contaminantes, lo que podria producir entre otros problemas
de salud irritacion en la piel, nduseas, impacto en el sistema nervioso e incluso la muerte

si se encuentran en altas concentraciones [8].
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BTEX

Los HCs pueden clasificarse en alifaticos y aromaticos, los primeros presentan una cadena
abierta y lineal de mondmeros y se subdividen en alcanos, alquenos y alquinos, mientras
que los segundos tienen una estructura ciclica y son caracteristicos por poseer un fuerte
olor [2], entre ellos, se encuentran el benceno, tolueno, etileno y xileno (BTEX), los cuales
son toxicos, altamente dafiinos y poseen baja solubilidad [9]. Dentro de los efectos de los
BTEX en la salud humana se encuentra la irritacion de los canales del sistema respiratorio,
alteracion del sistema inmunologico, entre otros [10]; ademas disminuyen la calidad del
aire al mezclarse con éste debido a que son altamente volatiles [11].

En la siguiente figura se puede ver una clasificacion de los hidrocarburos que componen

el petroleo segun sus caracteristicas:

Petroleum hydrocarbons
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Figura 3: Grupos de hidrocarburos segun su estructura quimica. MAH: HC monoaromaticos,

PAH: HC aromaéticos policiclicos [12].

Dentro de la distribucion anterior, los BTEX se encuentran en los HC insaturados ya que
contienen enlaces dobles o triples, lo que los hace mas dificil de degradar que los

saturados, dentro de los aromaticos se catalogan en los MAH debido a que contienen solo



un anillo aromatico, por lo que son mas faciles de asimilar que los PAH que contienen
mas anillos, el porcentaje de los HC aromaticos va aumentando en el petrdleo a medida
que este pasa por procesos de destilacion y refinamiento [13]. De hecho, entre el 25 y 30%
de la gasolina esta conformada por compuestos aromaticos, especialmente por BTEX [14].
Para ser purificado y obtener gasolina, el petréleo crudo pasa por un proceso de destilacion
para separar los HC segun sus diferentes puntos de ebullicion, primero pasa por una
caldera donde se calienta en una mezcla de liquido y vapor a altas temperaturas, luego
pasa por una torre de destilacion donde aquellos compuestos con puntos de ebullicion méas
bajos ascienden a la parte superior de la torre mientras que aquellos con puntos de
ebullicion mas altos se van al fondo en estado liquido, entonces segun el producto que
desea obtenerse, se extrae material de diferentes alturas de la torre, cada uno de estos
productos se llaman fracciones destiladas, las principales son: gas licuado del petrdleo,
petroquimicos, gasolina, queroseno, diésel, lubricantes, ceras, combustible para barcos o
procesos industriales, asfalto y alquitran [15]. Los compuestos BTEX tienen puntos de
ebullicion que van entre los 80 y 139°C [16], por lo que se encontrarian en la mitad

superior de la torre de destilacion..

Tratamiento de HCs

Actualmente existen varias maneras para tratar los HCs y segin su mecanismo de accion
se pueden separar en [9]:

- Procesos fisicos, donde se interfiere la disposicion de los contaminantes para
contenerlos o separarlos por medio de técnicas fisicoquimicas, tales como
volatilizacion, dispersion o dilucion, de manera que no se eliminan por completo,
pero si se disminuye su concentracion en el medio [9].

- Procesos quimicos, que consiste en afadir compuestos quimicos para reducir los
contaminantes y hacer mas facil su degradacion, extraccion, o directamente
incineracion [9].

- Procesos bioldgicos, se basa en que microorganismos presentes degradan los HCs
utilizdndolos como fuente de energia mediante reacciones anaerdbicas o aerdbicas,

siendo estas ultimas mas eficientes [9].



Biorremediacion

La biorremediacion se clasifica como un proceso biologico que consiste en el uso de
microorganismos, o sus productos, para degradar, reducir, transformar o desintoxicar
contaminantes; esto puede realizarse por completo o parcialmente para luego realizar otro
tratamiento [17]. Esta técnica es mas amigable ambientalmente ya que, a diferencia de los
procesos fisicos o quimicos, se tratan los contaminantes de una manera mas natural y
sencilla, sin el uso de maquinaria pesada, o procedimientos tecnologicos [8].
Dependiendo del lugar donde se realice la biorremediacion, ésta puede ser ex situ, donde
los contaminantes se retiran de la fuente que los contiene, son retenidos y movilizados a
alglin lugar donde seran tratados, o in sifu, donde no se interfiere en la disposicion natural
de los contaminantes y se aplica el tratamiento directamente a la fuente afectada. Cuando
se busca degradar un contaminante por medio de métodos biologicos se puede, por una
parte, bioaumentar la poblacion microbiana mediante la introduccion de consorcios para
que la variedad de microorganismos lleve a una mejor degradacion de los contaminantes
y, por otra parte, puede realizarse bioestimulacion de los microorganismos que ya estan
presentes naturalmente mediante la incorporacion de nutrientes o compuestos en
cantidades apropiadas para que se aumente la actividad microbiana de manera que se
disponga de Optimas condiciones y se obtengan mejores eficiencias de remocion. Por
ultimo, puede no hacerse nada y esperar que los microorganismos nativos del ambiente
degraden los contaminantes, sin ningun estimulo extra, mediante el proceso denominado
autodepuracion o atenuacion natural [17].

Como se menciond, se puede acelerar la biodegradacion mediante la bioestimulacion, que
consiste en suministrar nutrientes y/o aceptores de electrones al medio contaminado para
mejorar la actividad bacteriana y degradacion por parte de los microorganismos [18]. Por
lo general suele inyectarse burbujas de aire con oxigeno, sin embargo, este elemento tiene
la complicacion de ser poco soluble en agua y taponar los acuiferos debido a las burbujas,
por lo que se ha infiltrado nitrato y fosfato disueltos en aguas hacia dentro de las napas
subterraneas contaminadas con BTEX para promover su degradacion obteniendo
resultados positivos [19]. Otra manera de incrementar la biodegradacion es a través de la
bioaumentacion, donde se inocula el sistema contaminado con cepas de microorganismos

de los cuales se sabe que son capaces de utilizar compuestos HC como fuente de carbono



para crecer, de manera que lo biodegradan, este proceso es mas eficaz cuando se tienen
condiciones favorables para los microorganismos como lo son la humedad, temperatura,
nutrientes inorganicos (principalmente nitrogeno y fosforo), pH, entre otros [20].
Ejemplos de cepas que han mostrado tener potencial para biodegradar BTEX son
Mycobacterium sp. y Pseudomonas sp. [21], asi como también se han visto resultados
positivos al inocular con Acinetobacter radiorresistens, Escherichia fergosonii, Klebsiella
variicola y Micrococcus luteus para tratar otros HCs del petroleo [22].

Dentro de los métodos patentados para remediar sitios contaminados con HC, existe un
sistema de suministro de burbujas con oxidantes a acuiferos contaminados, las cuales
promueven la biodegradacion de los HCs lixiviados y la movilidad de aquellos que son
volatiles a la zona no saturada para su posterior tratamiento [23]. En cuanto a otros
métodos de biorremediacion, también se ha visto el uso de indculos microbianos in situ
para tratar derrames de petréleo crudos, de manera que se instala en plataformas petroleras
o en alta mar en el lugar contaminado. El consorcio esta compuesto por varias cepas entre
las que destacan Alteromonas, Arthobacter, Pseudomonas, esta técnica tiene la ventaja de
que, si es llevada a cabo en el mar, los nutrientes del consorcio benefician a la fauna y

microbiota marina [24].

A nivel pais, en Chile, el manual de tecnologias de remediacion de sitios contaminados
plantea los siguientes tratamientos para compuestos BTEX para suelos o aguas
subterraneas [25]:
- Atenuacion natural, que consiste en dejar que se degraden los contaminantes de
manera natural segiin los procesos fisicos, bioldgicos y quimicos que ocurren.
- Biodegradacion asistida, que acelera los procesos biologicos que ocurren en el sitio
contaminado, entregando un medio Optimo para los microorganismos presentes
- Fitorremediacion, que utiliza especies vegetales para que ayuden a remover,
degradar, movilizar o estabilizar los contaminantes.
- Descontaminacion por pozos de recirculacion, donde se produce el ascenso de los
contaminantes que luego son captados por un filtro cuando se volatilizan.
- Remediacion electrocinética, se trata del transporte de los contaminantes

aplicando corrientes eléctricas.
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En el sur del pais en la ciudad de Puerto Montt en el proyecto “Rehabilitacion de Terreno
Ex Planta ESSO Puerto Montt para Usos Futuros” se ha implementado la técnica de
biorremediacion mediante pilas para tratar hidrocarburos, BTEX entre ellos [26]. Este
tratamiento biologico consiste en formar pilas del suelo contaminado, ex situ
generalmente, y se agregan nutrientes y aireacion a un sistema que puede ser cerrado o
abierto, donde las pilas pueden formarse de manera alargada o estatica [27]. Se obtuvieron
resultados positivos logrando concentraciones que no repercuten en la salud de las
personas; sin embargo, este método implica mover los contaminantes para formar las
pilas, lo cual resulta dificil en el caso de aguas subterraneas, ademas de necesitar

implementar un sistema de aireacion extra.

GNL Quintero

Como se menciond anteriormente, la region de Valparaiso tiene una alta actividad
industrial, y dentro de las empresas que cuentan con instalaciones en la zona de Quintero,
Ventanas y Puchuncavi se encuentra GNL Quintero (GNLQ), que posee un terminal con
un muelle de 1.900 metros de largo y 12,5 de alto, donde se recibe, descarga y acopia Gas
Natural Licuado transportado por buques. La empresa cuenta con un plan de seguimiento
ambiental que abarca la calidad del aire, ruido emitido, arqueologia y medio marino, con
el fin de cumplir sus estandares medioambientales para producir una energia mas limpia
y sostenible [28]. Producto del monitoreo del recinto perteneciente a GNLQ se encontro
una pluma de FLNA contaminada con HCs, en su mayoria BTEX, la cual se atribuye a un
posible derrame superficial de combustible producto de la ruptura de alguna tuberia de
otra compaiia en las cercanias del predio de GNLQ, recibiendo éste el combustible
subterraneamente en sus napas [29]. En las siguientes imagenes se muestra la zona de

ubicacion de la pluma dentro del terreno de GNLQ.
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Figura 4: A: Zona de instalaciones GNLQ en la Bahia de Quintero, B: Supuesta ubicacion de la

pluma contaminada [29].

En la Figura 3 se observa en el extremo inferior derecho de las instalaciones de GNLQ en
color azul la zona donde ocurri6 el posible derrame y donde se encuentra la pluma de
FLNA compuesta por HCs, la cual abarca una superficie de 30.000 m* de 4rea y tiene
entre 1 y 2 m de espesor.

En cuanto a la composicion del suelo del lugar afectado, el acuifero esta formado
principalmente por arena fina intercalado con sedimentos aluviales arcillosos y limo, a
continuacion, se muestra una tabla con las 8 secciones geologicas que constituyen el sitio

elaborado a partir de informacion obtenida de pozos y cortes [29]:

Capa 1 Arena fina 1

Capa 2 Arena fina, limosa 1
Capa 3 Limo

Capa 4 Arena fina, limosa 2
Capa 5 Limo 2

Capa 6 Arcilla

Capa 7 Arena fina 2

Capa 8 Arena fina, limosa 3

Tabla 1: Composicion vertical del suelo del lugar de estudio [29].
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A partir de septiembre del afio 2016, GNLQ implement6 un sistema de remediacion de
HCs de las aguas subterraneas en la zona descrita anteriormente, mediante un sistema de
bombeo, el cual habria disminuido en un 90% la transmisividad de la pluma de FLNA
hasta el afio 2019 segun la informacion obtenida de los reportes; lo anterior con el fin de
evitar la movilizacion del area contaminada a través de sistemas de pozos de extraccion y
separacion de fases. Actualmente, se han extraido altos volumenes de FLNA, sin embargo,
aun queda una fraccion de esta fase en cantidades bajas, tal que no se recomienda seguir
succionando debido a la baja movilidad de los restos presentes, por lo que no se obtendrian
buenas eficiencias e implicaria un alto costo asociado. Por lo anterior, se sugiere estudiar
la factibilidad de remediar a través de un método de reduccion natural de los

contaminantes residuales [30].
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III. HIPOTESIS, OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

DE TRABAJO

Hipotesis

e FEstudios de laboratorio y simulaciones computacionales permiten evaluar

diferentes escenarios de biodegradacion de BTEX en suelos de la costa de

Ventanas, Puchuncavi.

Objetivo General

Disefio y validacion de una metodologia que permita biorremediar BTEX

presentes en suelos de la costa de Ventanas, Puchuncavi.

Objetivos Especificos de Trabajo

1.

Comprender de mejor manera el problema y posibles formas de abordarlo a partir
del analisis bibliografico del estado del arte y soluciones actuales.

Disefiar una propuesta tedrica de un procedimiento a nivel de laboratorio para
tratar por métodos bioldgicos los contaminantes BTEX de las muestras de la zona
estudiada.

Obtener muestras reales de la zona de estudio y examinar su comportamiento y
nivel de contaminacion.

Determinar el potencial de biodegradacion de las muestras de FLNA/BTEX a
partir de pruebas en laboratorio.

Determinar los resultados del disefio planteado y optimizar eficiencias de
biodegradacion.

Escalar los resultados del método de biorremediacion a niveles de la fuente

contaminada mediante simulaciones computacionales.
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IV. MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se detalla la metodologia que se siguié y métodos que se utilizaron en
este trabajo. En primer lugar, se recibieron muestras de FLNA del sitio contaminado, las
cuales fueron estudiadas en el laboratorio ya que la informacion acerca de sus
caracteristicas y comportamiento era muy escasa, para esto se midio la demanda quimica
de oxigeno (DQO) y luego, se relaciono este valor con el carbono organico total (COT),
para tener una cantidad estimada del carbono presente y nivel de contaminacion, ademas
de medir con espectrofotometria UV la absorbancia para cuantificar los HC.
Posteriormente, se realizaron ensayos de bioestimulacion y bioaumentacion de las
muestras, y se utilizé nuevamente espectrofotometria UV a una longitud de onda de 280
nm para cuantificar los HC a lo largo del tiempo. Después, se realizoé una exploracion de
las muestras a nivel de carga bacteriana, plaqueando en diferentes medios de cultivo.
Finalmente, se modeld la situacién en base a los pardmetros del sitio y se simuld un
tratamiento de bioaumentacion, para el cual se tomaron en cuenta los resultados obtenidos
en el laboratorio, ademas se modeld la atenuacion natural para poder comprar ambos

escenarios.

Muestras

Las muestras de agua contaminada fueron proporcionadas por Ecotecnos S.A., empresa
que cuenta con un contrato-acuerdo de Investigacion y Desarrollo con la UAI, realiza
estudios en el area ambiental y tiene servicios de consultorias y asesorias ingenieriles y
ambientales. Ademas, forman parte del Registro de Consultores del Fondo de
Investigacion Pesquera y de Acuicultura (FIPA) y estdn autorizados por la
Superintendencia del Medio Ambiente (SMA) de Chile como Entidad Técnica de

Fiscalizacion Ambiental (ETFA) para medio marino [31].

Medicidn de la concentracion de HCs

Para establecer la concentracion de BTEX en las muestras y en los experimentos, puede
utilizarse cromatografia de gases, método donde segun las caracteristicas de la muestra,
sus componentes migran a diferentes velocidades en un medio estacionario que contiene

una fase movil, separandose a través del sistema. Este procedimiento es el mas utilizado
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para analizar HCs ya que tiene la ventaja de ser muy sensible a la deteccion, eficiente en
la separacion, versatil y requiere muestras de pequeiio tamafio [32].

Otro método que resulta util es la espectroscopia ultravioleta-visible, el cual se ha utilizado
previamente para determinar HCs totales y aromaticos en aceites, alimentos y aguas,
mostrando ser factible, el instrumento entrega valores de absorcion a distintas longitudes
de onda, los que se pueden relacionar con la cantidad de materia organica presente en la
muestra [33].

Con el fin de medir la cantidad de materia organica de las muestras se realizé medicion
mediante el método de espectrofotometria UV a longitudes de onda de 240 y 280 nm para

las muestras, de manera directa y en diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000 para cada caso.

Medicion COT

El carbono orgénico total (COT) es un parametro Util para determinar la cantidad de
contaminantes organicos en una muestra, que entrega un valor correspondiente a todos los
carbonos organicos incluyendo HCs [34]. Es por esto por lo que para estimar la cantidad
de materia orgénica de las muestras se evalud el COT de las muestras, en primer lugar, se
midi6 la demanda quimica de oxigeno (DQO) que también permite determinar
aproximadamente la concentracion de materia organica en una muestra, ya que entrega la
cantidad de oxigeno que ésta requiere en base a aquellas sustancias que se oxidan [35].
En primer lugar, se obtuvo la DQO para las muestras utilizando el método de reflujo
cerrado (5220 C) descrito en “Standard Methods For the Examination of Water and
Wastewater” [36]. Esto se realizd para diferentes diluciones y luego se relaciond con el

COT a partir de la siguiente formula DQO = 49,2 + 3,00 * TOC [37].

Medicidn de la biodegradacion de HCs

Se utiliz6 un método de columnas que consistié en disponer en jeringas de 60 ml la
muestra liquida proporcionada y otros compuestos segun las condiciones que se buscaba

analizar, las cuales se midieron a través de espectrofotometria UV-vis a 280 nm.
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Bioestimulacion
Considerando que las muestras extraidas son de una fuga de petroleo, se tom¢ el supuesto

que existen bacterias capaces de degradar HCs y se agregaron 20 ml de la muestra liquida
y 20 ml de medio mineral minimo (MM). La composicion del medio consistié en
Na;HPO4 x 2H20 8,8 g/L, KH>PO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4Cl 1 g/L y MgSO4 IM 1,0
ml/L en 999 ml de agua destilada [38]. A lo anterior se afiadieron diferentes compuestos
segun las tres condiciones sefialadas a continuacion, ademads de los dos grupos controles,
uno en el que se agregd solo MM y otro en que solo se completd el volumen con H»0d.

A continuacion, se presenta el disefio experimental utilizado, la muestra entregada se
separd en dos partes, una de caracter aceitosa, desde ahora en adelante FA, que se
sobrepuso sobre la otra que es mas similar al agua, determinada FB, por lo que se decidio

tratarlas por separado y aplicar las diferentes condiciones a cada una.

Sin intervencién Grupo control Condicién 1 Condicién 2 Condici6n 3
C:N:P (133 :6,65 : 1,33) C:N:P (133 : 6,65 : 1,33) C:N:P (133 : 6,65 : 1,33)
X 4HB
20 ml FA/FB
20 ml FA/FB 20 ml MM 20 ml FA/FB
20 m| FA/FB 20 m| FA/FB 20 ml MM 2 mlde 9,77 mM NH; 20 ml MM
30 ml H:0 20 ml MM 2 mlde 9,77 mM NHz 2 mlde 0,19 mM K;HPO4 2 mlde 9,77 mM NH;
10 ml H,0 2 ml de 0,19 mM K;HPO4 2 ml de 8 mM C7Hg 2 ml de 0,19 mM K;HPO4
6 ml de H:0 2 ml de 7 mM CgHio 4 ml de 5 mM C7Hs03
2 ml de H,0 2 mlde H0

Figura 5: Disefio experimental 1 de condiciones para FA y FB.

Para ambas muestras se enriquecio con una fuente de fosforo (K:HPO4) y nitrégeno (NH3)
para tener C:N:P en proporcion 100:5:1 y se afiadi6 MM para que los microorganismos
presentes tuvieran todos los nutrientes. Ademas, en la condicion 2 se agregd tolueno
(C7Hs) y xileno (CgHio) y en la condicion 3, acido 4-hidroxibenzodico (C7HsO3) para
determinar si dichos microorganismos son capaces de degradar estos compuestos o crecer

en ellos.

Bioaumentacion

Con el fin de determinar si las muestras son capaces de degradar HCs aumentando la carga
microbiana existente, se planted un segundo experimento que resulta similar al primero

pero en el cual se aflade Aquabact, consorcio microbiano que ayuda a acelerar la
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biodegradacion de contaminantes presentes en el petroleo como BTEX, alcanos,
aromaticos, entre otros HCs y que contiene una concentracién de microorganismos de 10°
aproximadamente, ademdas de nutrientes inorganicos [39]. Adicionalmente se agrego el
compuesto benceno (C¢Hg) a la condicion que tenia tolueno y xileno y se descarto la
condicion en la cual se agregaba acido 4-hidroxibenzodico. Por ultimo, también se
aumentaron las concentraciones de las soluciones que aportan fosforo y nitrégeno en 10y
100 veces respecto de lo que se tenia en un principio, con el fin de proporcionar mas
nutrientes a la solucion. En este experimento se dispuso solo de muestras de caracter
aceitoso, la mencionada FA anteriormente, quedando finalmente el siguiente disefio

experimental, por duplicado:

Control Condicién 1 Condicion 2 Condicion 3
C:N:P (133:66,5:13,3) C:N:P (133 :665:133) C:N:P (133:665:133)
Aguabact Aquabact Aquabact + BTX
20 m| FA
20 ml FA 20 ml FA 5ml MM
20 ml FA 5 ml MM 5 ml MM 2 ml de 970 mM NHs
35 ml H:0 2 mlde 97,7 mM NHs 2 ml de 970 mM NHs 2 mlde 19 mM K;HPO4
2 mlde 1,9 mM K;HPO,4 2 mlde 19 mM K;HPO,4 2ml de 9 mM CgHs
20 ml Aquabact 20 ml Aquabact 2 ml de 8 mM C7Hg
6 ml de Hx0 6 ml de Hz0 2 mlde 7 mM CgHio
20 ml Aquabact

Figura 6: Disefio experimental 2 de condiciones para FA.

Cabe considerar que previo al montaje del experimento se neutralizé el pH de todas las
soluciones a utilizar para evitar un posible desajuste de este factor, que pudiese afectar el

crecimiento y/o efecto de las bacterias.

Exploracién bacteriana

A fin de determinar visualmente la existencia de bacterias en las muestras de FA y en
Aquabact, se realizaron diluciones de ambas en MM hasta 108 y se plaquearon las
diluciones 102, 104, 10% y 10® en medio R2A, de manera que tuvieran un medio con
nutrientes en el cual crecer. Luego se incubaron a 30°C y se tomo registro fotografico a
las 24 horas y a los 7 dias.

Posteriormente, se aislaron bacterias encontradas en la dilucién 10 (bacteria 1), 10

(bacteria 2) y otra de pequefio tamafio que se presento en todas las diluciones plaqueadas
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(bacteria 3). Estas fueron plaqueadas en medio R2A y se incub6 a 30°C durante 24 h,
pasadas las cuales, se transfirieron a una placa nueva con medio R2A, dividiendo la placa
en cuatro secciones y se agregd 10 pl de benceno, fenol, 4HB o succinato para ver el
comportamiento de las bacterias frente a dichos compuestos. Después se incub6 a 30°C y
se tomo registro fotografico a las 24 horas y 7 dias.

Luego se repitio el procedimiento anterior, pero incorporando mas compuestos, de tal
manera que al plaquear se afiaden 10 pl de benceno, tolueno, xileno, fenol, 4-HB,
succinato o MM, ademés de un grupo control donde no se agrega nada.

Adicionalmente se prepararon soluciones de benceno, tolueno, xileno, fenol y 4-HB al 1
mM y succinato a 2 mM y se inoculd con 1 ml de cada una con bacterias 1, bacteria 2,
bacteria 3 o Aquabact. Las primeras tres bacterias fueron tomadas con rastrillo mientras
que en la cuarta se agregaron 10 pl del consorcio. Posteriormente se dejo incubar en
agitacion a 30°C por tres semanas para luego pasar a medio fresco y observar nuevamente

luego de una semana.

Escalamiento de resultados

Para extrapolar los resultados obtenidos a las dimensiones de la zona contaminada de
GNLQ y con el fin de proyectar como funcionaria el tratamiento de biorremediacion
propuesto, se escogidé modelar la situacion mediante un software computacional. Entre
¢éstos, se encuentran MODFLOW y RT3D, el cual simula las condiciones de las aguas
subterraneas y su interaccion con las superficiales y permite predecir efectos futuros [40].
La herramienta de Aquaveo, GMS - Groundwater Modeling System, modela el flujo de
aguas subterraneas y genera imagenes en 3D para facilitar la visualizacion de la situacion,
donde se representa virtualmente el transporte de los contaminantes [41]. En este caso con
el programa GMS se utiliz6 la herramienta MODFLOW vy luego RT3D. La situacion se
representd a lo largo de 11 tiempos desde los 300 dias hasta los 3.650 (10 afios),
empleando la configuracion “transient”, que es ttil para modificar concentraciones de
contaminantes y nutrientes en diferentes tiempos sin necesidad de dejarlos constantes, se
comenzo con una concentracion inicial de BTEX de 1.600 ppm, la cual se mantuvo hasta

los 180 dias (6 meses), y luego se bajo a una concentracion de 0 ppm de BTEX (Anexos
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1 y 2), esto con el propdsito de simular extraccion de la fase libre de contaminantes y que
no estuviera esta concentracion constante durante todo el tiempo.

Posteriormente, en primer lugar, se utilizo6 el paquete “No reaction (tracer transport)”, que
simula la condicion de atenuacidon natural del sitio sin incorporacion de nutrientes ni
microorganismos extras a los nativos, y luego en segundo lugar, para modelar un escenario
similar al del experimento de bioaumentacion realizado en laboratorio se configurd con el
paquete “Kinetic-Limited Deg. of BTEX w/ MEA”, con el fin de escenificar degradacion
de compuestos BTEX con multiples aceptores de electrones para la cual se consideraron
las propiedades de Aquabact de Ecotecnos. Ademds para este caso se simuld un
tratamiento de pozos de bombeo para administrar nitrogeno al sitio contaminado, para lo
cual nuevamente utilizando “transient” se dispusieron 5 pozos para inyectar agua con
nitrato y oxigeno en concentraciones de 665 y 133 ppm respectivamente, basado en el
mejor resultado de las condiciones realizadas en laboratorio que fue la C2, donde se tenian
665 ppm de nitrégeno y 133 ppm de fosforo, sin embargo el programa no considera este
ultimo compuesto en su reaccion por lo que se decidié reemplazar por oxigeno, la
inyeccion fue llevada a cabo con un caudal de 5 m*/dia cada 7 dias durante 8 tiempos, los
cuales comienzan en el dia 200 de la simulacion (Anexos 3 y 4), también se tienen 5 pozos
donde se extrae agua sin alterar sus caracteristicas, en los mismos tiempos que los

mencionados anteriormente pero utilizando un caudal negativo de -5 m?/dia (Anexos 5y

6).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Muestras
Se obtuvieron muestras de FLNA del sitio de estudio, éstas son de caracter liquido y
debido a su composicion quimica se separaron en dos fases: una fase aceitosa que se ubicod

en la parte superior (FA) y otra mas similar al agua que se sitiio por debajo (FB), ambas

pueden observarse en la siguiente imagen:

Figura 7: Muestras de la zona contaminada.

Concentraciéon HCs

Del método de espectrofotometria UV en longitudes de onda de 240 y 280 nm para
muestras directas y a diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000 se obtuvieron los siguientes

resultados; estas muestras fueron las utilizadas en el experimento 1:

FA 240 nm 280 nm
103 0,069 0,018
1072 0,222 0,141
10! 0,429 0,252
FB 240 nm 280 nm
103 0,064 0,025
102 0,066 0,028
10! 0,225 0,085

Tabla 2: Absorbancias de las diferentes fases de la muestra 1 en sus respectivas diluciones.
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Posteriormente se recibieron nuevas muestras del sitio contaminado con las cuales se
realizo el experimento 2. A continuacidn, se muestran la absorbancia de estas medidas con

un espectrofotometro UV:

FA 240 nm 280 nm 300 nm
103 0,139 0,038 0,005
10 0,337 0,172 0,319
10! 1,137 1,028 1,093
Tabla 3: Absorbancias de la muestra 2 en sus respectivas diluciones.
COT

Se probaron las muestras directas y en diluciones 1/10, 1/50, 1/250, 1/500, 1/625, 1/1000

para FA y FB. Sin embargo, para FA los resultados de las primeras 3 concentraciones se

encontraban fuera de rango.

FA TOC [mg O,/L]
1/200 156,93
1/500 98,27
1/625 135,60
1/1.000 140,93

FB TOC [mg O,/L]
1 132,90
1/10 79,6

1/50 58,3
1/500 44.9
1/1.000 28,9

Tabla 4: TOC en mg O»/L de las diferentes fases de la muestra 1 en sus respectivas diluciones,

ajustadas al factor de dilucion.

Tomando en cuenta los valores anteriores y considerando que 1 mg/L equivale a 1 ppm,
se realizd un promedio que indica que la concentracion de TOC era de 132,9 ppm para

FA y de 68,93 ppm para FB.
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Luego para las siguientes muestras obtenidas se realizé el mismo proceso y se obtuvo lo

siguiente:
FA TOC [mg O./L]
1/1.000 66,65
1/1.666 62,18
1/2.500 79,98

Tabla 5: TOC en mg O»/L de la muestra en sus respectivas diluciones ajustadas al factor de

dilucion.

Finalmente, al calcular el promedio de los valores anteriores se determind que las nuevas

muestras presentaban una concentraciéon de TOC de 69,60 ppm.

Bioestimulacion

En las siguientes imagenes se puede ver como se separa la FA de los demas componentes
afladidos debido a su composicion, por lo que se decidié llamar FA’ a esta nueva fase

encontrada y realizar mediciones de ésta y de FA por separado.

Figura 8: Montaje experimento 1 con FA y FA’.
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Figura 9: Montaje experimento 1 con FB.

Se midié semanalmente durante cuatro semanas y luego se realizé una tltima medicion a
las 8 semanas desde que partio el experimento. A continuacidn, se presentan los graficos
de las mediciones a lo largo del tiempo para cada condicion, graficando los valores
obtenidos en la diluciéon 107!, debido a que las demas no respondian al factor de dilucion.
Pasados los tiempos mencionados los valores de las absorbancias no mostraron resultados

lineales ni que fueran concluyentes.

Absorbancia FA 280 nm

0,400

0,350

0,300

0,250 :

0,200 (7
0,150

0,100

0,050

0,000
T1 ip) T3 T4 TS T6
06/01 11/01 18/01 21/01 25/01 03/03

——S| ——C —e—C(1 2 —e—C3

Figura 10: Grafico de la absorbancia a longitud de onda 280 nm de FA a los diferentes tiempos

de mediciones.
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Absorbancia FA' 280 nm
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T1 T2 T3 T4 TS5 T6
06/01 11/01 18/01 21/01 25/01 03/03
——5| ——C —e—C1 2 —e—C3

Figura 11: Grafico de la absorbancia a longitud de onda 280 nm de FA’ a los diferentes tiempos

de mediciones.

Absorbancia FB 280 nm

0,800

0,600

0,400

0,200

0,000
T1 T2 T3
06/01 11/01 18/01

——S5| ——C —e—C(1

T4 15 T6
21/01 25/01 03/03

2 —e—C3

Figura 12: Grafico de la absorbancia a longitud de onda 280 nm de FB a los diferentes tiempos

de mediciones.

En primera instancia se puede determinar que la capacidad de biodegradacion de la

muestra fue muy baja y puede tender a nula cuando se aplico bioestimulacion, por lo que

es necesario recurrir a otros métodos para la degradacion de contaminantes HC. Sin

embargo, los valores obtenidos, sobre todo en FA, resultaron poco concluyentes.
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Bioaumentaciéon
Se sigui6 el disefio experimental 2 y una vez montado quedé de la siguiente manera:

FA

FA’

Figura 13: Montaje experimento 2 con FA y FA’.

Como puede verse se identificaron nuevamente dos fases, donde los componentes
afladidos se separaron de la muestra, por lo que se volvio a tratar por separado FA y FA’
y se realizaron las mediciones para cada una de las dos partes de cada condicion de manera
semanal durante 8 semanas.

A continuacion, se muestran los valores de las absorbancias de las diluciones 107! en cada

fase y condicion:

Absorbancia FA 280 nm

T1 T2 T3 T4 15 T6 7 T8 9
13/04 19/04 26/04 03/05 10/05 17/05 24/05 31/05 07/06

——C —8—C1 —8—C2 c3

Figura 14: Grafico de la absorbancia a longitud de onda 280 nm de FA a los diferentes tiempos

de mediciones.
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En el grafico anterior se puede ver el comportamiento a lo largo del tiempo de las cuatro
condiciones, el grupo control; donde no se afiade ningin compuesto extra, C1; que tiene
una relacion de carbono, nitrégeno y fosforo (C:N:P) de 133:66,5:13,3, C2 y C3; cuya
proporcion para ambos de C:N:P es de 133:665:133, estas tltimas tres condiciones fueron
bioaumentadas con Aquabact. Pudo observarse que para Cl1 y C2 se mantuvieron los
primeros cuatro tiempos que corresponden a las 3 semanas desde montado el experimento,
luego las cuales se vio una disminucion de la absorbancia en los tiempos 5 y 6. Pasados
éstos, la curva subi6 levemente y después se estabilizd pero con valores mas bajos en C2,
mientras que C3 mostr6é resultados constantes hasta el quinto tiempo, luego del cual
presentd una baja en el tiempo 6, el que posteriormente subid ligeramente y se mantuvo.
Por ultimo, el grupo control se mostrd estable a lo largo del tiempo con ciertas variaciones

entre los valores.

Absorbancia FA' 280 nm

0,800

0,700

0,600

0,500 : :
0,400 N
0,300

0,200
0,100 ‘\/\\/—\
0,000

T1 p) T3 T4 TS T6 7 T8 T9
13/04 19/04 26/04 03/05 10/05 17/05 24/05 31/05  07/06

——C —8—C1 c2 c3

Figura 15: Grafico de la absorbancia a longitud de onda 280 nm de FA’ a los diferentes tiempos

de mediciones.

En el grafico anterior se registré una baja del grupo control pasado el primer tiempo, pero
luego se recuperd en valor y comenzo a caer levemente para luego volver a subir en el T7,
mientras que C1, C2 y C3 present6d una subida en el T2 que luego comenzé a bajar y
estabilizarse, considerando cierta fluctuacién en el TS. Esto pudo deberse al tiempo de
adaptacion de las bacterias presentes Aquabact al medio en el cual se incorporaron, y los

nutrientes y/o compuestos extra que éste presento.
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Al observar las condiciones se pudo identificar cierto tipo de burbujas a las que se les
podria atribuir actividad bacteriana. Estas partieron creciendo desde donde termina FA’ y
comienza FA, posicionandose dentro de esta tltima. A continuacion, se muestra una foto
de referencia y una tabla que indica la cantidad de burbujas observadas presentes segun

cada condicion.

Burbujas
Burbujas

Figura 16: Burbujas identificadas en la C1.

Control Condicion 1 Condicion 2 Condicion 3

- ++ ++ +++

Tabla 6: Cuantificacion visual de cantidad de burbujas segtin cada condicion.

-: no presenta, ++: presenta bastante, +++: presenta mucho.

Por una parte, al finalizar el experimento en el grupo control no se observo burbujas y se
vio igual al momento del montaje en cuanto a textura y color, mientras que Cl1 y C2
presentaron burbujas en la mayoria del espacio que ocupaba FA y de una consistencia
bastante densa, al igual que para C3, pero aqui las burbujas abarcaron practicamente todo
el espacio ocupado por FA, y son sutilmente mas turbias que en las otras dos condiciones.
También se pudo ver que el volumen final vari6 entre las condiciones. A continuacion, se
muestra el volumen total final, el que representa FA y el que representa FA’, realizando
un promedio entre los duplicados. Cabe considerar que todas las condiciones partieron

con un volumen FA de 20 ml y FA’ de 35 ml, sumando un volumen total de 55 ml.
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Volumen Control Condicioén 1 Condicion 2 Condicion 3
FA 9 ml 11 ml 10,5 ml 10,5 ml
FA’ 27,5 ml 24,5 ml 23 ml 22,75 ml
Total 36,5 ml 35,5ml 33,5ml 33,25 ml

Tabla 7: Volumen final de las condiciones en ml.

Se tuvo que el grupo control es el que presentdé mayor volumen total, seguido por la
condicion 1y luego 2 y 3. Esto puede deberse a que existen compuestos volatiles en las
columnas.

Tratandose de muestras que corresponden a derivados del petrdleo, la atenuacion natural
pasa a ser un proceso que suelen ser lento y necesita largos tiempos para poder llevarse a
cabo [42], lo que explicaria porque en CI, asi como en el experimento donde no se
incorpora Aquabact, no se observa degradacion de los contaminantes. Ademads, aquellos
hidrocarburos que presentan un menor peso molecular son mas solubles en agua que los
que tienen un mayor peso molecular, lo que trae como consecuencia que la
biodisponibilidad de este tipo de contaminantes sea menor que la de aquellos que tienen
un menor peso molecular y hace mas dificil la asimilacion por parte de las bacterias [43].
Llevandolo al caso del derrame ocurrido en Quintero, si bien las bacterias pueden
adaptarse a lo largo del tiempo, como se menciono anteriormente este proceso puede ser
bastante lento y existen factores que afectan la biodegradacion por atenuacion natural,
como lo son el pH, temperatura, cantidad de nutrientes, humedad, entre otros, que tienen
efectos sobre la comunidad y accidon microbiana y que si no son 6ptimos se dificulta el
proceso [44]. Otro factor que puede explicar lo ocurrido es la composicion del suelo del
terreno, ya que se ha visto en estudios que materiales que tienen un tamafo de particulas
mas grande como la arena, presentan una menor biodiversidad que aquellos que tienen
menor tamafio de particulas como lo es la arcilla [45], y si bien el suelo del lugar de estudio
esta compuesto por este material en una de sus capas, en las demas predomina la arena.
Por ultimo, hay que considerar que el sector donde ocurri6 el derrame corresponde a zona
costera, lugares donde el agua de mar se evapora y aumenta la salinidad de los suelos, lo
que puede jugar en contra y ralentizar la biodegradacion si las concentraciones de sal son

muy altas [46].
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Exploracién bacteriana

A continuacioén, se muestran los registros fotograficos, obtenidos del plaqueo de las

diferentes diluciones de Aquabacty FA a las 24 horas y 7 dias:

Figura 17: Diluciones de FA y Aquabact en MM a las 24 horas de incubacion (izquierda) y a los
7 dias (derecha). AM: diluciones de Aquabact en MM, FAM: diluciones de FA en MM.

De la placa que contiene diluciones de FA se decidi6 aislar cepas de la dilucién 10

(bacteria 1), 10 (bacteria 2) y una de tamafio pequefio (bacteria 3) que se presentd en

varias diluciones.
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Figura 18: Cepas aisladas de las diluciones de FA en MM.

Se traspasaron dichas cepas a placas nuevas de medio R2A donde se incubaron por 24
horas, pasadas las cuales se plaqued cada una de estas 3 en nuevas placas R2A, pero esta
vez se agregaron 10 pl de los compuestos benceno, fenol, 4-HB y succinato, con el fin de
ver el crecimiento de las bacterias de la muestra frente a estos compuestos. A

continuacion, se muestran fotos a las 24 horas y a los 7 dias.

Bacteria 1

Figura 19: Bacterias aisladas con los compuestos afiadidos a las 24 horas de incubacion.

B: benceno, F: fenol, 4-HB: acido 4-hidroxibenzoico, S: succinato.

31



Bacteria 1

Figura 20: Bacterias aisladas con los compuestos afiadidos a los 7 dias de incubacion.

B: benceno, F: fenol, 4-HB: acido 4-hidroxibenzoico, S: succinato.

Luego se realizd el mismo procedimiento, pero esta vez anadiendo los compuestos
benceno, tolueno, xileno, fenol, 4-HB y succinato, ademas de un grupo control donde no
se afladio nada y un control positivo donde solo se agregd6 MM. A continuacion, se

muestran las fotos a las 24 horas y a los 7 dias de incubacion:

Bacteria 1 [ < Bacteria 2 == Bacteria 3

Bacteria 2 Bacteria 3

Figura 21: Bacterias aisladas con los compuestos afiadidos a las 24 horas de incubacion.
B: benceno, T: tolueno, X: xileno, MM: medio mineral minimo, F: fenol, 4-HB: acido 4-

hidroxibenzoico, S: succinato, C: control.
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Bacteria 1 = Bacteria2 § Bacteria 3

Figura 22: Bacterias aisladas con los compuestos afiadidos a los 7 dias de incubacion.
B: benceno, T: tolueno, X: xileno, MM: medio mineral minimo, F: fenol, 4-HB: acido 4-

hidroxibenzoico, S: succinato, C: control.

Como puede observarse luego de los 7 dias de incubacidn, la bacteria 1 mostré6 mayor
densidad en el lugar donde se agreg6 fenol, mientras que en la bacteria 2 no se vio mayor
diferencia entre los compuestos anadidos. Por tltimo, la bacteria 3 se vio notoriamente
mas densa en el caso cuando se agregd fenol y levemente donde se incorporé 4HB. Se ha
descrito que existen bacterias que fueron aisladas de muestras provenientes de suelos y
aguas contaminadas con petréleo y que son capaces de crecer en fenol [47], esto podria
explicar el crecimiento de las bacterias en presencia de fenol y la posibilidad de que
existan bacterias con estas caracteristicas en las muestras obtenidas. Una vez que se incubo
durante 3 semanas los tubos con las diferentes soluciones de benceno, tolueno, xileno,
fenol, 4-HB y succinato con inoculo de las bacterias 1, 2, 3 o Aquabact, se pas6 a medio

fresco y se incubd por una semana mads, se obtuvo lo siguiente:
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Bacteria 1 : A : 3 Aquabact

Bacteria 3

Figura 23: Medios de cultivo frescos inoculados con diferentes bacterias a los 7 dias de
incubacion.
B: benceno, T: tolueno, X: xileno, MM: medio mineral minimo, F: fenol, 4-HB: acido 4-

hidroxibenzoico, S: succinato.

A simple vista no pudo observarse una diferencia significativa entre los distintos medios
e indculos de cada caso. Esto pudo deberse a la falta de nutrientes ya que al realizar la
exploracion de las bacterias frente a los compuestos en placas con agar R2A si se vio mas
crecimiento en el lugar donde se afiadieron algunos compuestos. Si bien este agar es
considerado bajo en nutrientes con respecto a otros, esta caracteristica es favorable para
el desarrollo y mantenimiento de los microorganismos que pudieran inhibirse cuando se
tiene exceso de nutrientes y adicionalmente se ha visto que este tipo de agar resulta
beneficioso para el uso de muestras provenientes de suelos y aguas debido a que favorece
la recuperacion de las bacterias [48]. Para este caso, aunque el agar R2A no tiene altas
concentraciones de nutrientes, siguen siendo mas que al no afadir ningun tipo extra y

utilizar como medio una solucidn solo con los compuestos a estudiar.
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Escalamiento de resultados
Como se menciono, fue utilizada la aplicacion Aquaveo GMS con las herramientas

MODFLOW y RT3D, primero con el paquete “No reaction (tracer transport)” para el caso
base que considera solo disminucion por adveccion, difusion y dispersion, y
posteriormente, “Kinetic-Limited Deg. of BTEX w/ MEA” para degradacion de BTEX
con multiples aceptores de electrones con la configuracion ya descrita, tomando como
referencia los resultados obtenidos en el laboratorio. A continuacidn, se puede ver la

modelacion desde diferentes perspectivas:

1
o &

BTEX/FLNA gl s

L
"’l v‘:‘ f

Figura 24: Modelacidn de la zona contaminada.

35



v

Figura 25: Aumento de la modelacion. Puntos verdes indican lugar de pozos de inyeccién y

puntos amarillos lugar de pozos de extraccion.

BTEX/FLNA §

Figura 26: Vista planta de la modelacioén.
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BTEX/FLNA |

Figura 27: Vista oblicua de la modelacion.

Cianis i i

Figura 28: Vista lateral de la modelacién.

Para simular la presencia de una fase libre sobre el agua y su disolucion, se determin6 una
concentracion constante de BTEX de 1.600 ppm hasta el dia 180, la cual luego pasa a ser
0, sin embargo, la cantidad residual que queda se sigue disolviendo continuamente en las
diferentes capas de la zona contaminada. En las siguientes figuras puede observarse la
situacion inicial y la final de la modelacion para el caso con y sin tratamiento, en los

Anexos 7y 8 pueden verse todos los tiempos:

BTEX : 300.0

76.82
65.69
54.56
43.43
323

16.4
. 05

o3 vorees ()

Figura 29: Capa 6 de la modelacion sin tratamiento (izquierda) y con tratamiento (derecha) a los

300 dias. Se destacan los BTEX en mg/I con su respectiva escala de colores.
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Figura 30: Capa 6 de la modelacion sin tratamiento (izquierda) y con tratamiento (derecha) a los

3.650 dias. Se destacan los BTEX en mg/I con su respectiva escala de colores.

BTEX : 300.0

76.82
65.69
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Figura 31: Capa 7 de la modelacidn sin tratamiento (izquierda) y con tratamiento (derecha) a los

300 dias. Se destacan los BTEX en mg/I con su respectiva escala de colores.

BTEX : 3650.0
76.82
65.69
54.56
43.43
323
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Figura 32: Capa 7 de la modelacion sin tratamiento (izquierda) y con tratamiento (derecha) a los

3.650 dias. Se destacan los BTEX en mg/I con su respectiva escala de colores.
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Puede verse en las figuras una menor concentracion y propagacion de BTEX en la
modelacion con tratamiento, seglin la escala de colores que representa concentracion de
BTEX en mg/l. A continuacion, se muestra la masa de BTEX en toneladas detectadas para
ambas condiciones modeladas a lo largo de diferentes tiempos, esta medida considera la

cantidad que pudiera entrar por sus bordes:

Tiempo (d) BTEX sin tratamiento (ton) | BTEX con tratamiento (ton)
300 4,924 4,846
665 5,106 4,980

1.030 5,271 5,104
1.395 5,424 5,214
1.760 5,568 5,314
2.125 5,705 5,406
2.490 5,836 5,491
2.855 5,963 5,571
3.220 6,086 5,646
3.585 6,207 5,719
3.650 6,228 5,732

Tabla 8: Masa de BTEX presentes en toneladas para ambas condiciones modeladas en los

diferentes tiempos en dias.

BTEX en el tiempo
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Figura 33: Grafico de la masa de BTEX en toneladas a lo largo del tiempo.

39



A continuacion, se muestra la masa de nitrato en toneladas detectada para ambas

condiciones modeladas a lo largo de diferentes tiempos transcurridos:

Tiempo (d) Nitrato con tratamiento (ton)
300 9,108
665 9,091

1.030 9,078
1.395 9,065
1.760 9,053
2.125 9,042
2.490 9,032
2.855 9,022
3.220 9,013
3.585 9,003
3.650 9,002

Tabla 9: Masa de nitrato presente en toneladas para la condicion modelada con tratamiento en

los diferentes tiempos en dias.

BTEX y Nitrato en el tiempo
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Figura 34: Grafico de la masa de BTEX y nitrato en toneladas a lo largo del tiempo.

En la tabla de masa de BTEX puede observarse menor cantidad de estos compuestos al

realizar bioaumentacion y adicion de nitrato en contraste con la atenuacion natural, y luego
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en el grafico de estos resultados se tiene una mayor pendiente para la situacion sin
tratamiento, lo que indica que aqui la cantidad de BTEX aumenta mas radicalmente a
medida que pasa el tiempo al compararse con el caso donde se aplica tratamiento. Lo
anterior tiene sentido ya que se han visto en experimentos de biorremediacion de
hidrocarburos mejores resultados de biodegradacion al implementar bioaumentacion, en
comparacion con atenuacion natural y bioestimulacion [49]. Sin embargo, parte de los
resultados difieren con la literatura, teniéndose en tratamientos de biorremediacion donde
agregar nitrato a aguas subterraneas contaminadas produce como efecto una disminucion
de los compuestos tolueno, etilbenceno y xilenos a lo largo del tiempo, pero existen casos
donde el benceno no muestra gran variacion, lo que finalmente se traduce a una reduccion
de la totalidad de BTEX [50]. Por otra parte, en cuanto a las cantidades de nitrato, puede
observarse en la tabla una disminucion de nitrato a medida que pasa el tiempo, al aplicar
tratamiento, no se muestra la masa de nitrato sin tratamiento ya que el paquete “No
reaction (tracer transport)” no lo considera en sus mediciones, y solo considera cambios
en la concentracion por adveccion, difusion, y dispersion. Estos resultados son
consistentes con la literatura ya que experimentos muestran un descenso del nitrato al
biorremediar, debido a un mayor consumo de este en aquellas zonas donde existe una
mayor cantidad de bacterias capaces de reducirlo [50]. También, una disminucién en la
cantidad del nitrato a lo largo del tiempo puede ser explicado por otros factores, como la
oxidacion de otros compuestos ademas de la que ocurre con los BTEX [51].

A nivel de los microorganismos, las células son capaces de utilizar la fuente de nitrogeno
que se agrega como aceptor de electrones para la produccion de ciertas enzimas y
aminoacidos que participan en el proceso de reproduccion celular y degradacion de
contaminantes, mientras que como fuente de carbono se aprovechan los mismos
hidrocarburos [52]. En caso de tenerse una reaccion aerobia, es decir donde el oxigeno se
utiliza como aceptor de electrones, la ecuacion de la reaccion seria:

Sustrato + O, = Biomasa + CO, + H»O,

mientras que de ser anaerobia otros compuestos como nitrato, sulfato, hierro, u otro,
actiian como los aceptores de electrones, donde se tiene la siguiente ecuacion:

Sustrato + (NO3z", SO4", Fe**, Mn*", CO,) = Biomasa + COx+ (N2, Mn?*, S**, Fe**, CHa)

[53].
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En este caso al incorporarse nitrato como nutriente en los reactivos, se podria obtener un
producto derivado. También puede estar ocurriendo una reaccidon quimica del nitrato a
otros compuestos derivados como el nitrégeno o el nitrito, se ha visto en la literatura que
este ultimo aumenta a medida que disminuye el nitrato cuando ocurre degradacion de
BTEX utilizdndose como aceptor de electrones y reduciéndose, sin embargo también se
ha observado que el nitrito puede inhibir en cierta medida a los microorganismos que
realizan la biodegradacion y producir tasas de degradacion mas lentas para el caso del
benceno [54].

Segun los resultados de la modelacion, se tiene una menor cantidad de BTEX al extraer
fase libre y luego aplicar el tratamiento que consiste en bioaumentar la zona con Aquabact
y disponer de pozos de inyeccidon con nitrato y oxigeno disueltos en agua para agregar
nutrientes y pozos de extraccion. Resulta dificil que la masa de BTEX disminuya en el
tiempo en primer lugar, porque estos se estan constantemente diluyendo y siguen
contaminando, y en segundo lugar, porque para que esto suceda se necesitarian grandes

cantidades de nitrato, lo cual no es factible y aplicable a la realidad.

42



VI. CONCLUSIONES

En cuanto al primer experimento, donde se evalua bioestimulacion en la muestra sin
Aquabact, se observo que la degradacion de HC es muy baja tendiendo a nula, por lo que
es necesario utilizar otro método para la remediacion de los contaminantes.

En tanto para el segundo experimento, en el cual se incorpora Aquabact para analizar
bioaumentacion, al calcular el cambio de valores de absorbancia para cada condicion se
obtuvo que el grupo control disminuye un 1%, C1 un 2%, C2 un 18% y C3 un 12%, por
lo que se obtienen mejores resultados al agregar como nutrientes 665 ppm de nitrégeno y
133 ppm de fosforo y que Aquabact resulta més efectivo para la biodegradacion de los
contaminantes que se encuentran en la muestray BTX.

Por otra parte, pudo percibirse visualmente actividad bacteriana en las muestras, las cuales
son capaces de crecer en medio R2A.

Por ultimo, en base a la modelacion de la situacidn, se tuvieron menores cantidades de
BTEX al remover la fase libre del sitio contaminado y luego un tratamiento de

bioaumentacion con Aquabact y pozos de bombeo que consideren inyeccion de nitrato.
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ANEXOS

Anexo 1: Configuracion en GMS de “Atribute Table” de la zona contaminada con

BTEX.
Name Type BTEX Oxygen | Nitrate | Fe™ | Sulfate | Methane
(mg/) (mg/l) | (mg/) | (mg/l) | (mgl) | (mg/l)
Zona spec. conc. | <transient> -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
contaminada

Anexo 2: Concentracion de BTEX utilizada en “<transient>" a lo largo del tiempo para

la zona contaminada.

Time (d) BTEX (mg/1)
[1-180] 1.600
[181 —3.650] 0

Anexo 3: Configuracion en GMS de “Atribute Table” de los pozos de inyeccion.

Name Type | Flowrate | BTEX | Oxygen | Nitrate | Fe*> | Sulfate | Methane
(m’/d) (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l)
Punto 1 well | <transient> 0 133 665 0 0 0
Punto 2 well | <transient> 0 133 665 0 0 0
Punto 3 well | <transient> 0 133 665 0 0 0
Punto 4 well | <transient> 0 133 665 0 0 0
Punto 5 well | <transient> 0 133 665 0 0 0
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Anexo 4: Caudal utilizado en “<transient>" para los pozos de inyeccion.

Time (d) Flow rate (m*/d)
201 5
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
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Anexo 5: Configuracion en GMS de “Atribute Table” de los pozos de extraccion.

Name Type | Flowrate | BTEX | Oxygen | Nitrate | Fe** | Sulfate | Methane
(m?/d) (mg/1) (mg/1) (mg/l) | (mg/) | (mg/l) | (mg/l)
Punto 6 well | <transient> | -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
Punto 7 well | <transient> | -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
Punto 8 well | <transient> | -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
Punto 9 well | <transient> | -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
Punto 10 | well | <transient> | -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
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Anexo 6: Caudal utilizado en “<transient>" para los pozos de extraccion.

Time (d) Flow rate (m*/d)
201 -5
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
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223
224
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Anexo 7: Resultados visuales de la capa 6 de la modelacion donde puede observarse la
concentracion en mg/l de BTEX con su respectiva escala en colores para la situacion sin
tratamiento (izquierda) y con tratamiento (derecha), a lo largo de diferentes tiempos. A:
300, B: 665, C: 1.030, D: 1.395, E: 1.760, F: 2.125, G: 2.490, H: 2.855, I: 3.220, J: 3.585,

K: 3.650 (dias).
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Anexo 8: Resultados visuales de la capa 7 de la modelacion donde puede observarse la
concentracion en mg/l de BTEX con su respectiva escala en colores para la situacion sin
tratamiento (izquierda) y con tratamiento (derecha), a lo largo de diferentes tiempos. A:
300, B: 665, C: 1.030, D: 1.395, E: 1.760, F: 2.125, G: 2.490, H: 2.855, I: 3.220, J: 3.585,
K: 3.650 (dias).
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