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1. RESUMEN

El uso de biosolventes como agente de limpieza para
remover vertidos de petréleo crudo o sus derivados en
sistemas costeros es una de las técnicas mas usadas y
aceptadas en la actualidad debido ser una sustancia bio-
degradable con un alto rendimiento de limpieza. El bio-
solvente actua principalmente por 2 mecanismos: remo-
cion fisica del petréleo por afinidad y estimulacion de la
biodegradacion del petroleo por microorganismos loca-
les. El siguiente estudio se enfoco en encontrar condicio-
nes favorables que permitan obtener un mejor rendi-
miento de degradacion del petroleo crudo para las 3
principales zonas del intermareal (alta, media y baja),
asistido con el uso de una mezcla de biosolvente, nu-
trientes y utilizando técnicas de diseno experimental me-
diante la metodologia de superficie de respuesta (RSM).
Los datos obtenidos muestran que existe un fuerte efecto
de la remocion del petroleo crudo dado principalmente
por las mareas, encontrandose que para los controles
de petroleo existe un porcentaje de remocion de un 34,
87 y 100% para las zonas alta, media y baja del interma-
real respectivamente durante los primeros 10 dias de
experimentacion. Por otro lado, a través del modela-
miento del tipo cubico centrado en las caras (CCF), se
establecié que las condiciones Optimas de limpieza
dadas para las zonas alta y media del intermareal son la
aplicacion de biosolvente y nutrientes el dia posterior al
evento de contaminacion usando nutrientes de tipo inor-
ganico y una cantidad de biosolvente en proporcion 1:2
petroleo:biosolvente.

PALABRAS CLAVE: Biosolvente; Degradacion de
Hidrocarburos; Metodologia de superficie de res-
puesta (RSM); n-alcanos.

2. INTRODUCCION

La obtencion del petroleo proviene principalmente de re-
servas naturales marinas por lo que luego de su extrac-
cion es transportado por buques petroleros u oleoductos
hacia el continente, sin embargo, tanto en la exploracion
de yacimientos como en el transporte del crudo existe el
riesgo de que los sistemas de transporte sufran dafos
(debido a inclemencias climaticas, fallas mecanicas u
otros factores) y con ello el petroleo sea liberado al am-
biente sin tener control de su destino.

Una vez que el petroleo ha sido derramado, flota
sobre la superficie del mar debido a sus caracteristicas
hidrofébicas y su baja densidad. Ademas, desde que el
petréleo es derramado y expuesto al ambiente esta su-
jeto a diversos procesos de modificaciones en su com-
posicion tales como evaporacion, disolucion, biodegra-
dacion, fotooxidacion, etc. Estos cambios en la
composicion del petroleo se les denominan como
“weathering del petroleo” (1).

La extension de la mancha de petroleo sobre el mar
ocasiona grandes dafos ecoldgicos durante su travesia
hacia las costas, principalmente por fitotoxicidad del
petroleo (2) y la privacion de luz que inhiben la fotosin-
tesis de algas vy fitoplancton afectando también con esto
a las demas cadenas tréficas. No obstante, las zonas
mayormente afectadas por estos derrames terminan
siendo las playas y roquerios en las costas y el desastre
ecoloégico que ahi se ocasiona es muy comun de ver
hoy en dia. Como las playas son los lugares mas acce-
sibles y recurridos, es ahi donde se comienza el pro-
ceso de limpieza el cual consta de dos etapas: una
primera etapa o etapa de limpieza gruesa donde se
recupera la mayor parte del petréleo derramado por
medios fisicos y/o mecanicos, luego una segunda etapa
o etapa de limpieza fina en la cual se hace uso de
agentes de limpieza para eliminar el petréleo remanente
de las playas (3,6), principalmente la fraccion de hidro-
carburos alifaticos del petroleo (4).

Cabe mencionar que estos sistemas costeros afec-
tados pese a estar en una misma ubicacion geografica
poseen distintas condiciones fisico-quimicas, nutriciona-
les y microbioldgicas a medida que el sistema se aden-
tra al contacto con el agua de mar, debido a esto se
puede clasificar el sistema costero en 3 principales
zonas denominadas zonas intermareales. La primera
zona denominada zona alta del intermareal es el co-
mienzo de la playa y que su principal caracteristica es
poseer un bajo porcentaje de humedad y en algunos
lugares se puede entremezclar con vegetacion terrestre.
La segunda zona es la zona media del intermareal y es
aquella que entra en contacto con el agua de mar solo
bajo los ciclos altos de la marea, posee un porcentaje
de humedad mayor que la zona alta debido al contacto
de las mareas y se puede encontrar una poblacién mi-
crobiana distinta. Finalmente, se define la ultima zona
como la zona baja del intermareal y que es aquella que
esta la mayor parte del tiempo en contacto directo con
el agua de mar y es visible con la recogida del mar,
posee un porcentaje de humedad mucho mayor a las
anteriores, abundan organismos marinos pequefnos y
microorganismos diversos.

Para poder limpiar de forma general el sistema
costero se utilizaron durante algun tiempo dispersantes
como agentes de limpieza (5,6), pero debido a la alta
toxicidad que mostraban han sido reemplazados por
meétodos menos nocivos y que puedan ser biodegrada-
bles. Uno de los agentes de limpieza mejor aceptados
actualmente es el uso de biosolventes en base a este-
res sintetizados a partir de acidos grasos, ya que tie-
nen la ventaja de ser biodegradables y otorgar un
buen rendimiento de limpieza fisica y ademas produce
un efecto sinérgico en la biodegradacion del petroleo
(7,8). Otra forma de aumentar la degradacion de hidro-
carburos del petréleo en las zonas costeras es apli-
cando nutrientes que estimulan el desarrollo de los
microorganismos locales encargados de la biodegra-
dacion del petroleo (9).
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Otra etapa fundamental en el proceso de limpieza
fina es la evaluacion del proceso de degradacion en el
tiempo, como parte del control y optimizacion del sis-
tema. Para poder evaluar el proceso de degradacion bio-
l6gica o biodegradacion, se emplea la identificacion de
hidrocarburos del petréleo (TPH) y algunos biomarcado-
res en el sitio de contaminacion (10), los cuales tienen la
particularidad de ser mas resistentes a la degradacion
biolégica (no biodegradables).

Los biomarcadores que se usan comunmente para
evaluar procesos de degradacion en periodos iniciales
(90 dias aproximadamente) son los isoprenoides pristano
y fitano (10,11) sin embargo podrian perder eficacia des-
pués de un periodo prolongado de tiempo debido princi-
palmente a procesos de degradacion de los mismos.
Uno de los biomarcadores mas resistentes es el C,-17a
(H), 21B (H)-hopano y es el que se usa en la actualidad
como estandar interno para evaluar la biodegradacion
del petroleo durante periodos mas largos (12).

En la actualidad se puede observar la gran cantidad
de eventos de derrames de petroleos que suceden, lo
cual proporciona un gran problema econdmico y ecolo-
gico en las zonas del derrame. Por otro lado no solo se
ven afectadas las industrias petroleras y la biota local,
sino que ademas las comunidades pesqueras, el turismo
y por supuesto las localidades cercanas.

La biodegradacion natural del petréleo es un proceso
lento que se puede extender por afios (13), debido a esto
el proceso de limpieza se hace fundamental para lograr
disminuir el tiempo de recuperacion de las zonas afectadas.
El uso de dispersantes como agentes de limpieza esta en
gran decadencia puesto que los efectos nocivos que trae a
la salud de los organismos son incluso peores que aquellos
provocados por el petréleo mismo, por tanto, urge el desa-
rrollo de alternativas menos nocivas e igual 0 mas eficientes
que estos. Uno de ellos es el biosolvente, el cual posee
gran afinidad por los hidrocarburos del petréleo y posee
caracteristicas fisicoquimicas similares a este, sin embargo
es mas asimilable para los microorganismos presentes.

No obstante, la interaccion biosolvente/petréleo en las
zonas costera se ve afectada principalmente por los distin-
tos ciclos de marea que ocurren durante el dia y debido a
que ambos son compuestos apolares la eficiencia de lim-
pieza debido a la interaccion entre ambas puede verse
afectada en el tiempo. Por otro lado también se ha repor-
tado una penetracion del petréleo en la arena de hasta 1
metro (14). Por lo que es importante desarrollar estudios de
zonas intermareales para poder conocer los cambios que
se producen en la composicion quimica del petréleo al ser
asistida con biosolventes como agente de limpieza.

3. OBJETIVOS

3.1. Hipotesis de trabajo

El uso de biosolventes estimula la degradacion del petroleo
y esta degradacion podria ser distinta en las diferentes

zonas del intermareal (alto, medio y bajo) e incrementada
con el uso de nutrientes.

Dentro de las preguntas que se busca responder ten-

dremos:

+ ;Qué proporciones de biosolvente seran las 6ptimas
para obtener un buen rendimiento de la biodegrada-
cion del petréleo?

» ;Qué efecto producira si agregamos ademas fertili-
zantes en la matriz a tratar?

» ¢En qué momento de la aplicacion de biosolvente se
obtiene un mejor rendimiento de la degradacion del
petroleo. Antes, durante o después del evento de
contaminacion?

3.2. Objetivos generales

Optimizar el proceso de limpieza asistida con biosolven-
tes, evaluando el aumento en el proceso de degradacion
del petroleo crudo en playas de arena.

3.3. Objetivos especificos

Obtener las condiciones optimas de las variables involu-
cradas en el estudio (tiempos de aplicacion, proporcion
de biosolvente y tipo de nutrientes) que logren los mejores
resultados de degradacion del petroleo.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Para el estudio se dispuso de: Sonicador EImasonic E30H
(Elma); Rotavapor IKA® RV05 basic y Bano IKA® HB05.06
CN (Arquimed); Cromatdgrafo de Gases Focus GC aco-
plado con Espectrometro de Masas DSQ Il (Thermo Scien-
tific); Columna para cromatografia Rix®-5MS (Restek);
Balanza Granataria LTECH 1500 (Arquimed); Balanza
semi-analitica AND GF-400 (Arquimed); Material de vidrio
en general (frascos, viales, pipetas Pasteur, etc.).

Los reactivos y sustratos principales ocupados en el
experimento fueron: petréleo crudo (tipo cafo limén); Fer-
tilizante Organico Urea (ERGO); Fertilizante Inorganico
super triple (Best Garden); Biosolvente (sintetizado a partir
de la esterificacion de acidos grasos en presencia de me-
tanol e hidroxido de sodio como catalizador de la reac-
cion) y la matriz de arena de playas locales. Los procesos
de extraccion de muestra y analisis requieren el uso de
una mezcla de solventes organicos diclorometano:hexano
1:1 (ambos de Merck) tanto para la extraccion de la mues-
tra como para alguna dilucion posterior que se requiera
hacer y para la cuantificacion se utilizé el estandar interno
1-cloroocatadecano (Supelco).

4.2. Montaje del experimento

El experimento fue separado en 3 grupos segun la zona
intermareal estudiada (marea alta, media y baja) para la
cual se realizd una matriz experimental en el programa
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MODDE 9.0 segun el disefio del tipo cubico centrado en
las caras (CCF: Cubic Center Face) para estudiar los fac-
tores involucrados (controlables) y la respuesta obtenida
de cada zona del intermareal en estudio. Esta matriz fue
disefiada considerando 3 factores requeridos en el estu-
dio: Tiempo de aplicacion del biosolvente (aplicacion pre-
via a la llegada del petréleo en la zona costera, durante su
llegada o posterior a ella), utilizacion de nutrientes (orga-
nicos —urea—, inorganicos —sales— o una mezcla de ellos)
y la relaciéon de petroleo:biosolvente utilizada (1:1, 1:2 o
2:1). Cada matriz consta de un numero de 17 experimen-
tos (14 mas 1 valor central en triplicado).

Cada uno de los 17 experimentos se realizd agre-
gando 200g de muestra de arena en matraces erlenmeyer
de 250mL, esto fue realizado para las 3 zonas del interma-
real estudiadas. A cada matriz de arena intermareal se le
agrego el 1% de la masa de arena en volumen de petro-
leo, es decir 2 mL de petroleo para cada 200g de arena,
esto se mezclo6 para dar un sistema homogéneo. Las can-
tidades de biosolvente y los tiempos de aplicacion estan
definidos para cada experimento segun la proporciéon de
petroleo:biosolvente. Los nutrientes utilizados fueron pre-
parados previamente en una solucion de concentracion 10
g/L cada uno vy la cual se agreg6 a cada experimento en
relacion 1:1 con respecto al biosolvente incorporado.

4.3. Extraccion y analisis de la muestra

El petréleo de la muestra se extrajo con una solucion de
diclorometano:hexano 1:1 la cual fue asistida por un bafio
de ultrasonido para acelerar el proceso, posteriormente se
tomaron 450 pL de la fase organica liquida y fue llevada a
un vial de 1,8mL para el andlisis. Las muestras extraidas
fueron analizadas por cromatografia gaseosa acoplada a un
espectrometro de masas y los datos obtenidos de los co-
rrespondientes cromatogramas fueron trabajados bajo ana-
lisis estadisticos. El analisis por cromatografia gaseosa fue
principalmente de hidrocarburos alifaticos (n-C,; al n-C.,).

4.4. Andlisis de datos

Los datos fueron analizados estadisticamente ocupando
herramientas como estadistica descriptiva y metodologia
de superficie de respuesta (RSM).

4.5. Plan de trabajo

Descripcion de las actividades

Adquisicion de material: Compra de los materiales
(reactivos, fungibles, equipos, etc.) necesarios para el de-
sarrollo completo de los experimentos propuestos para el
afno respectivo.

Configurar y probar metodologias analiticas: Desa-
rrollar y probar todas las metodologias analiticas para ser
empleadas a través de este proyecto a fin de identificar y
cuantificar los compuestos involucrados.

Construccién de microcosmos: Construir microcos-
mos como se indica en el proyecto a fin de conocer los
parametros que afectan a la eliminacion y la biodegrada-
ciéon de petréleo crudo.

Experimento con microcosmos: Los parametros mas
importantes a ser estudiados en los experimentos con mi-
crocosmos. Tales factores sera la adicion de biosolventes
en diferentes cantidades y proporciones (de acuerdo con
el contaminante), mezclar biosolventes con nutrientes,
dentro de otras.

Analisis de las muestras: Realizar todos los procedi-
mientos analiticos de extracciones como de analisis a fin
de identificar y cuantificar las sustancias quimicas involu-
cradas en este proyecto.

Analisis de los datos y la evaluacion: evaluar los re-
sultados obtenidos con el fin de entender los procesos
involucrados, seguir experimentando o repetirlos si es ne-
cesario.

5. RESULTADOS

Los 3 factores descritos fueron estudiados para definir una
sola respuesta, la cual corresponde al porcentaje de de-
gradacion de TPH durante los primeros 10 dias de expe-
rimentacion, ya que segun lo demostrado en un informe
preliminar hasta los primeros 10 dias se produce la un
decaimiento lineal de los hidrocarburos del petroleo y pos-
terior a estos dias la degradacion fue minima.

Para cada una de las zonas intermareales estudiadas
se incluyo6 los datos de un control de petréleo para des-
cartar procesos de weathering fisicoquimicos (incluyendo

Actividades
Ano
Adquisicion de materiales
Implementacion de metodologias analiticas
ler Construccién de los microcosmos

Experimentacion con microcosmos

Analisis de muestras

Analisis de datos

Escritura de reporte final
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el efecto de las mareas en las zonas baja y media del in-
termareal) que pueden llevar a concluir falsos positivos y
se realizé un blanco de arena para determinar la presen-
cia de hidrocarburos en cada una de las matrices de
arena estudiada no encontrandose presencia de estos
(datos no mostrados).

El célculo general de la degradacion de hidrocarburos
para los 17 experimentos fue desarrollado a partir de la
Formula 1, la cual incluye ademas un factor de correccion

que descarta el proceso de degradacion del control para
la zona del intermareal estudiada (factor no aplicado a la
zona baja).

PH giz 1p X 100) (100 - %Degcantrﬂi)
% Degmuyestra = (100 - (TPHﬁa—léo * 100

Férmula 1. Célculo del porcentaje de degradacion de hidrocarburos
para todas las muestras.

5.1. Zona Alta del intermareal

Se encontro que para el estudio en marea alta el control
de petroleo alcanzd un porcentaje de degradacion de un

34% (Tabla 1) lo cual fue incluido en la formula 1 para
poder determinar el valor de porcentaje de degradacion
para el set de 17 experimentos estudiados (Tabla 2). Ade-
mas se incluyd en paralelo el triplicado de una muestra
(N16) para estudiar la homogeneidad del sistema y poder
determinar el porcentaje de desviacion estandar (Tabla 3)
el cual alcanzd un 38% que representa al set experimental
completo.

Tabla 1. Porcentaje de degradacion de un control de petroleo en
marea alta.

Dias 0 2 6 10

% Deg 0 10 33 34

Los datos de porcentaje de degradacion a 10 dias
para el set experimental fueron llevados a la matriz di-
sefiada en el programa MODDE 9.0 (Tabla 4) para rea-
lizar el estudio estadistico e interpretacion de datos
usando el analisis mediante metodologia de superficie
de respuesta (RSM). Para la muestra N16 se utilizo el
valor promedio del triplicado.

Tabla 2. Porcentaje de degradacion para los 17 experimentos estudiados en la matriz de marea alta.

-1 0 2 6 10 %Deg (10 dias)
N1 0.000 510.140 512.864 509.737 412.825 12.6
N2 503.264 489.305 477.931 419.617 399.394 13.6
N3 0.000 476.130 471.320 448.229 360.148 16.1
N4 732.329 527.314 527.314 372.531 333.059 36.0
N5 0.000 528.039 405.766 462.890 387.647 17.5
N6 722.854 531.905 438.942 471.508 366.746 32.5
N7 0.000 505.169 480.495 468.748 295.296 274
N8 504.039 435.294 485.923 424482 453.946 6.6
N9 0.000 468.046 421.471 472.755 431.639 5.1
N10 717.410 434.829 456.572 446.882 392.784 29.9
N11 - 414.163 460.125 526.532 405.559 1.4
N12 - 393.118 451.164 456.632 392.884 0.0
N13 - 424.185 467.650 559.181 419.707 0.7
N14 - 442610 453.668 492.087 560.051 0.0
N15 - 479.761 477 494 490.078 429.483 6.9

N17

470.906

418.953

482.209

465.496

0.8

Tabla 3. Porcentaje de degradacion en triplicado de la muestra N16 para determinar valor promedio y porcentaje de desviacion estandar.

A

B

Cc

Promedio

SD

%SD

N16

2.260

5.136

4.099

3.832

1.457

38.010
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Tabla 4. Matriz de disefio experimental para las muestras de marea alta.

Exp Tiempo de aplicacion1 NUtTE::Z;Eii?iCOI Pro’;::z:/:::é?led % Deg (10 dias)
N1 -1 0 33.3 12.6
N2 1 0 333 13.6
N3 -1 100 33.3 16.1
N4 1 100 3.3 36.0
N5 -1 0 66.6 17.5
N6 1 0 66.6 32.5
N7 -1 100 66.6 27.4
N8 1 100 66.6 6.6
N9 -1 50 49.95 5.1
N10 1 50 49.95 298
N11 0 0 49.95 1.4
N12 0 100 49.95 0.0
N13 0 50 33.3 0.7
N14 0 50 66.6 0.0
N15 0 50 49.95 6.9
N16 0 50 49.95 3.8
N17 0 50 49.95 0.8

" Los valores significan: -1 (Aplicacion de biosolvente un dia antes
de la contaminacion), 0 (Aplicacién inmediata) y 1 (Aplicacién un
dia después).

2 Los valores significan: 0 (Uso sélo de nutriente inorganico), 100
(Uso solo de nutriente organico) y 50 (Uso de mezcla de nutrientes
en relacion 1:1)

3 Los valores significan: 33.33 (Proporcién de Petréleo:Biosolvente
2:1), 66.66 (Proporcion 1:2) y 49.95 (Proporcion 1:1).

La matriz de datos anterior fue disefiada para dar una
superficie de respuesta de acuerdo al modelamiento del
tipo cubico centrado en las caras (CCF). Los datos fueron
ajustados por andlisis parcial de minimos cuadrados (PLS).

Entonces, para el desarrollo experimental en marea alta
se logré observar que dentro de las 3 variables estudiadas
el “Tiempo de aplicaciéon” ejerce un mayor efecto sobre la
degradacion de hidrocarburos del petréleo seguido del
“Tipo de nutriente” utilizado y finalmente el factor de menor
importancia seria la “proporcion de petroleo:biosolvente” uti-
lizada (Figura 1). Se observé ademas que todos los factores
estudiados ejercen un efecto positivo sobre la respuesta
estudiada (% Degradacion a 10 dias), sin embargo, se ob-
servd que para la interaccion entre las variable estudiadas
hay un efecto negativo (antagdnico) por lo cual se concluye
que no hay efectos sinérgicos entre estas (Figura 2).

2.00
1.90 4
1.80+
1.70H
1.60
1.50+
1.40
1.30
1.20+
1.104

VIP

1.004
0.90+
0.80
0.70+
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.004

tApI*tApI %NOrg*%NOrg %O0il*%0il

%NOrg*%0il

1ApI"%Oil tAPI"%NOrg %NOrg %Ol

Figura 1. Grafico de importancia de las variables (VIP) para la zona alta del intermareal.
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tApl
%NOrg
%Bio
tApl*tApl

%NOrg*%NOrg
%Bio*%Bio
tApl*%NOrg

tApI*%Bio
%NOrg*%Bio

Figura 2. Grafico de coeficientes para demostrar el efecto sinérgico o antagonico de las variables sobre la respuesta estudiada para la zona

alta del intermareal.

Finalmente los graficos de contorno y superficie de
respuesta obtenidos (Figuras 3 y 4) indican que se ob-
tienen 2 respuestas optimas, ambas aplicando biosol-
vente el dia posterior al evento de contaminacién, una
utilizando nutrientes del tipo organico y una proporcion
de petroleo:biosolvente de 2:1 mientras que la otra es

utilizando nutrientes del tipo inorganico y una propor-
cién de petroleo:biosolvente de 1:2, siendo mayor la
respuesta para la primera condicion. Esta situacion de
2 respuestas optimas se observa mejor en la figura 4C,
la cual se conoce como superficie “tipo montura” y que
indica 2 maximos en el modelo.

100

804

B0

404

204

%Nutriente Organico

%Nutriente Organico

35 40

3% 40 43 350 5% 60 65
%Biosclvente

Tiempo aplicacion = -1

43 30 3535 60 65

%Biosolvente

Tiempo aplicacion = 0

T T T T
40 45 50 55 60 65
%Biosolvente

%Nutriente Organico

T
3%

Tiempo aplicacion = 1

Figura 3. Grafico de contorno para el tiempo de aplicaciéon del biosolvente estudiado (A, By C) en la zona alta del intermareal.
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Tiempo aplicacion = -1
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Figura 4. Grafico de superficie de respuesta. La imagen muestra 3 gréaficos de superficie de respuesta con diferentes valores para el tiempo
de aplicacion del biosolvente estudiado (A, B y C), indicando lo mismo descrito en el grafico anterior pero demostrando ademas el ajuste de
tipo montura con 2 maximos.

5.2. Zona Media del intermareal. mejor homogeneidad del sistema que para el estudio en

Para el estudio en la zona media del intermareal el control
de petroleo alcanzd un porcentaje de degradacion de un
87% (Tabla 5), se puede ver ademas los valores de TPH
y porcentaje de degradacion obtenidos en la tabla 6 y la

matriz de datos generada por el programa en la tabla 8. Dias 0 2 6 10
El porcentaje de desviacion estandar de este sistema .
(Tabla 7) alcanzé un 2%, demostrando que hubo una %o Deg 0 2 0 87

marea alta.

Tabla 5. Porcentaje de degradacion de un control de petroleo en
marea media.

Tabla 6. Porcentaje de degradacion para los 17 experimentos estudiados en la matriz de marea media.

-1 0 6 10 % Deg (10 dias)
N1 0.000 662.469 558.785 152.244 146.167 10.1
N2 735.280 494.956 263.295 164.947 52.194 12.1
N3 0.000 711.878 392.276 0.000 0.000 13.0
N4 652.326 438.782 361.249 101.707 30.631 12.4
N5 0.000 697.731 348.790 58.758 5.420 12.9
N6 680.906 463.023 214.505 0.000 0.000 13.0
N7 0.000 690.427 361.662 15.915 15.522 12.7
N8 663.762 477.526 312.614 92.617 13.662 12.7
N9 0.000 604.186 251.062 0.000 0.000 13.0
N10 640.451 392.701 309.480 92.678 0.000 13.0
N11 - 548.419 293.590 90.102 26.910 12.4
N12 - 603.743 534.370 172.758 156.159 9.6
N13 - 668.070 462.372 285.604 88.943 1.3
N14 - 665.851 301.192 98.538 41.484 12.2
N15 - 598.226 565.726 297.828 176.878 9.2

N17 -

538.070

367.754

164.417 132.171 9.8
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Tabla 7. Porcentaje de degradacion en triplicado de la muestra N16 para determinar valor promedio y porcentaje de desviacion estandar.

A B Cc

Promedio SD %SD

N16 12.550 5.136 4.099

12.455 1.457 38.010

Tabla 8. Matriz de disefio experimental para las muestras de marea media.

=P aplicacion o = e %Deg (10 dias)
N -1 0 33.3 10.1
N2 1 0 333 12.1
N3 -1 100 33.3 13.0
N4 1 100 33.3 12.4
N5 -1 0 66.6 12.9
N6 1 0 66.6 13.0
N7 -1 100 66.6 12.7
N8 1 100 66.6 12.7
N9 -1 50 49.95 13.0
N10 1 50 49.95 13.0
N11 0 0 49.95 124
N12 0 100 49.95 96
N13 0 50 33.3 11.3
N14 0 50 66.6 12.2
N15 0 50 49.95 9.2
N16 0 50 49.95 12.5
N17 0 50 49.95 9.8

" Los valores significan: -1 (Aplicacion de biosolvente un dia antes
de la contaminacion), 0 (Aplicacion inmediata) y 1 (Aplicacion un
dia despueés).

2 Los valores significan: 0 (Uso soélo de nutriente inorganico), 100
(Uso solo de nutriente organico) y 50 (Uso de mezcla de nutrientes
en relacion 1:1)

3 Los valores significan: 33.33 (Proporcién de Petréleo:Biosolvente
2:1), 66.66 (Proporcion 1:2) y 49.95 (Proporcion 1:1).

Para los experimentos que representan la zona media
del intermareal, se observé que la variable que ejerce un

mayor efecto sobre la degradacion de hidrocarburos del
petroleo es la “proporcion de petroleo:biosolvente” se-
guido del “Tiempo de aplicacion” de biosolvente y final-
mente el factor de menor importancia seria el “Tipo de
nutriente” utilizado (Figura 5). Se observé también que al
igual que el estudio en la zona de marea alta la interaccion
entre las variable estudiadas tienen un efecto antagonico
mientras que el de las variables sobre la respuesta es re-
lativo (Figura 6).

2.00

1.50

1.00

0.5

o

0.00

%Bio

tApl*tApl

%Bio*%Bio

%NOrg*%NOrg

2 2 =3 k-] =2
[ o < Q o
i z # 2
o F 3 &
(o] G <

2 % -

S

Figura 5. Grafico de importancia de las variables (VIP) para la zona media del intermareal.
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Figura 6. Grafico de coeficientes para demostrar el efecto sinérgico o antagoénico de las variables sobre la respuesta estudiada para la zona

media del intermareal.

Los graficos de contorno y superficie de respuesta
obtenidos para esta marea (Figuras 7 y 8) indican una
mejor respuesta aplicando biosolvente el dia posterior al
evento de contaminacioén al igual que en marea alta y uti-
lizando nutrientes del tipo inorganico con una proporcion
de petroleo:biosolvente de 1:2 (Figura 8C). Ademas se
puede encontrar otra buena respuesta (aunque de menor
grado que la primera) con aplicacion previa de biosol-
vente en proporcion 1:2 de petroleo:biosolvente y con el
uso de una mezcla de nutrientes (Figura 8A).

5.3. Zona Baja del intermareal

Para el estudio en marea baja el control de petroleo al-
canzo6 un porcentaje de degradacion de un 100% (Tabla
9) por lo que es ilogico incluir este factor de correccion en

la férmula 1, demostrandose la gran importancia de la
marea en la depuracion de esta zona. El porcentaje de
desviacion estandar para el set experimental (Tabla 11)
fue de un 0.6%. Debido a esto y a que se obtuvo un por-
centaje de degradacion similar para la mayor parte de los
17 experimentos (Tabla 10) resulta ilogico pensar en incluir
estos datos en la matriz de disefio para obtener una su-
perficie de respuesta, por lo que para el tratamiento de
datos de este set experimental no se lleva a modelamiento.

Tabla 9. Porcentaje de degradacion de un control de petroleo en
marea baja.

Dias 0 2 6 10

% Deg 0 62 100 100
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Figura 7. Grafico de contorno para el tiempo de aplicacion del biosolvente estudiado (A, By C) en la zona media del intermareal..
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Tiempo aplicacion = -1

Tiempo aplicacion = 0

Tiempo aplicacion = 1

Figura 8. Grafico de superficie de respuesta. La imagen muestra 3 graficos de superficie de respuesta con diferentes valores para el tiempo
de aplicacion del biosolvente estudiado (A, B y C), encontrandose un valor 6ptimo en el grafico C y otro en el grafico A.

Tabla 10. Matriz de disefio experimental para las muestras de marea baja.

-1 0 2 6 10 % Deg (10 dias)
N1 0.000 574.585 257.311 111.748 21.891 96.2
N2 575.558 190.092 18.616 0.000 0.000 100.0
N3 0.000 459.010 348.558 0.000 0.000 100.0
N4 708.908 265.662 97.999 0.000 0.000 100.0
N5 0.000 590.075 302.045 69.184 0.000 100.0
N6 684.448 223.988 39.051 0.000 0.000 100.0
N7 0.000 617.329 465.342 308.049 308.511 50.0
N8 560.381 560.381 304.482 87.024 45.674 91.8
N9 0.000 341.488 341.488 147.738 0.000 100.0
N10 668.638 254.590 166.635 0.000 0.000 100.0
N11 - 511.197 161.164 0.000 0.000 100.0
N12 - 606.379 308.585 30.295 35.545 94.1
N13 - 563.548 397.819 0.000 0.000 100.0
N14 - 526.967 76.535 0.000 0.000 100.0
N15 - 579.634 304.936 0.000 0.000 100.0

N17

628.108

338.397

0.000

0.000

100.0

Tabla 11. Porcentaje de degradacion en triplicado de la muestra N16 para determinar valor promedio y porcentaje de desviacion estandar.

A

B

Cc

Promedio

SD

%SD

N16

100.000

100.000

98.907

99.636

0.631

0.633
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6. DISCUSION

Los 3 set experimentales mas el estudio de los blancos
demuestran que el efecto de las mareas es sin duda el
principal mecanismo de depuracion dependiente de la
zona costera contaminada. Encontrandose que soélo para
el porcentaje de degradacion en los controles de petroleo
se alcanza un 100% de eliminacion de hidrocarburos tota-
les en la zona con mayor tiempo de exposicion al efecto
de las mareas (marea baja), seguido de un 87% para
aquella zona del intermareal que le sigue (mare media) y
la cual presenta un tiempo de exposicion al agua de mar
menor (dado principalmente por las subidas de marea) y
finalmente con un 34% de degradacién de hidrocarburos
en el control la zona mas alta del intermareal (la cual pre-
senta una exposicion nulo al agua de mar) es aquella que
posee un menor porcentaje de degradacion durante los 10
primeros dias de experimentacion. Esto demuestra que el
efecto de las mareas por si solo es capaz de realizar re-
mocion fisica completa del petréleo en la zona mas baja
del intermareal pero no asi en aquellas zonas donde la
marea tiene menor acceso (zona de marea media) o ac-
ceso nulo (zona de marea alta). No obstante, esta situa-
cion podria cambiar si se considera que la limpieza del
hidrocarburo derramado se realice varios dias después de
ocurrido el derrame, implicando que el petroleo pierda
gran parte de sus componentes volatiles Io que hace que
este se haga mas espeso y tengo una mayor adherencia
a los sustratos, no siendo removido tan facilmente por
medios fisicos como las maras.

A pesar de demostrarse la importancia del efecto de
las mareas en la remocion del petréleo en las zonas mas
bajas del intermareal esto no significa que el contaminante
haya sido degradado o desaparecido del lugar, y debido
a que este estudio se realiza como una simulacion de
limpieza en zonas costeras solo a nivel superficial, se
puede sospechar que el petroleo se mantenga remanente
a nivel de profundidad. Ademas se debe considerar que
aquella cantidad de petréleo removido fisicamente por la
acciéon de las olas pasa del sistema costero arenoso al
sistema acuatico para ser dispersado al mar y distribuido
nuevamente en otro sitio, por lo que resulta de suma im-
portancia y necesidad asistir este tipo de técnica con otras
que permitan recuperar o degradar el petroleo que re-
gresa del sistema marino.

Dejando de lado los resultados del estudio en la zona
baja del intermareal (debido al alto porcentaje de elimina-
cion del petroleo obtenido) se observd que en el resto de
las zonas la aplicacion de biosolvente posterior al evento
de contaminacion entrega mejores respuestas de degra-
dacion que la aplicacion previa o inmediata. Otro punto
interesante es que tanto para marea media y alta se al-
canza condiciones 6ptimas de degradacion en diferentes
puntos del modelo, lo que indica que estas zonas si bien
coinciden en que el tiempo de aplicacion éptimo es el dia
posterior a la llegada del contaminante (Figuras 3y 7 C),
las condiciones de proporcionalidad del biosolvente res-
pecto al petréleo y del tipo de nutriente agregado son

opuestas. Se establece para la zona media del intermareal
un valor optimo en el proceso de degradacion utilizando
nutrientes del tipo inorganico y proporciones de
petréleo:biosolvente 1:2, mientras que para la zona alta del
intermareal se da esta condicion utilizando nutrientes del
tipo organico y proporciones de petroleo:biosolvente 2:1.
No obstante existe un punto de inflexion para ambos, de-
bido a que en la zona alta del intermareal se encuentra
una segunda condicién que alcanza un valor 6ptimo de
degradacion y el cual coincide con las condiciones esta-
blecidas para la zona media, proponiéndose finalmente
como condicién éptima general la aplicacion posterior de
biosolvente en relacion 1:2 petréleo:biosolvente con el uso
de nutrientes inorganicos.

Debido a que el estudio de la zona alta del intermareal
entrega 2 condiciones Optimas para la obtencion de un
alto valor en el porcentaje de degradacion del petréleo y
una de las cuales coincide con las condiciones optimas
halladas en el estudio de la zona media, es que se esta-
blece una condicion en comun aplicada en el estudio y
que seria el uso de biosolventes en proporcion 1:2 petré-
leo biosolvente con el uso de nutrientes inorganicos apli-
cados el dia posterior al evento de contaminacién. No
obstante, se debe dejar en claro que como el disefio ex-
perimental es del tipo cubico centrado en las caras no se
puede definir si se encuentra una mejor respuesta fuera
de los maximos y minimos establecidos para cada factor
estudiado, es decir, no podemos suponer que la aplica-
cion de biosolvente mas alla de un dia después del evento
de contaminacion o aumentando la cantidad de biosol-
vente agregado al sistema tenga una mejor respuesta,
para esto es necesario indagar en otros modelos experi-
mentales como el central compuesto circunscrito (CCC)
representado esta la principal limitacion del modelo.

Finalmente se da a conocer que debido al efecto de
las mareas los sistemas costeros poseen un sistema natu-
ral de depuracion que le permite remover parte del petro-
leo a nivel superficial, pero tal vez no necesariamente se
de la misma condicion a nivel de profundidad, debido a
que se sabe que el petroleo es capaz de dispersarse a
nivel sub-superficial en la arena. Ademas, este mismo
efecto de remocion por las mareas permite que el petréleo
en las costas regrese al sistema acuatico pero esto solo
significa desplazar el contaminante de una matriz a otra,
por lo que es necesario ademas, evaluar el efecto del
biosolvente como agente de limpieza en sistemas acuati-
cos 0 bien investigar en nuevas técnicas que permitan
degradar el crudo en estos sistemas.

7. CONCLUSIONES

» El efecto de las mareas es capaz de remover exito-
samente el 100% del petroleo en la zona mas baja
del intermareal, mientras que en la zona media se
alcanza un porcentaje de un 87%.

» Para la zona mas alta del intermareal que no tiene
contacto con las mareas presenta un 34% de elimi-
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nacion el cual se debe principalmente al efecto de
evaporacion de las fracciones mas volatiles del pe-
tréleo.

» El tiempo de aplicacion de la mezcla de biosolvente
y nutrientes un dia después del evento de contami-
nacion entrega mejores resultados para las zonas
alta y media del intermareal que los tiempos de apli-
cacion previo o durante el evento de contaminacion,
siendo ademas el factor de mayor importancia estu-
diado.

» Los resultados obtenidos en el estudio de la zona
alta del intermareal hacen que sea innecesario rea-
lizar modelamiento en la matriz de disefio experi-
mental, concluyéndose que el efecto de las mareas
por si sélo logra remover la totalidad del contami-
nante para el tiempo estudiado en esta zona.

* Las condiciones 6ptimas encontradas para las
zonas media y alta del intermareal incluyen un
punto de inflexion en ambas que se define como
respuesta optima del estudio en general. Esta
consiste en la aplicacion de la mezcla de biosol-
ventes posterior al evento de contaminacion, con
uso de nutrientes inorganico y una proporcion de
petroleo:biosolvente 1:2.

» De los resultados de esta investigacion se ve la ne-
cesidad de proyectar el estudio de la degradacion
de petroleo crudo a nivel sub-superficial en las mis-
mas zonas estudiadas y posiblemente los efectos
del biosolvente sobre la degradacion de hidrocarbu-
ros en el sistema marino acuatico.
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