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PREFACIO

Se empez0 a realizar los estudios de esta investigacion hace mas de tres meses esperando
obtener resultados sobre la degradacion del biodiesel, siendo éste un combustible verde , que se
estd utilizando cada dia méas. Desde hace un afio que el tema de los biocombustibles aparece en
todos los temas y hasta en practicas de laboratorio sobre la produccion de este a partir de grasas
de la cafeteria de la Universidad del Valle de Guatemala. Todos los analisis que sirvieron en esta
investigacion se llevaron a cabo en el laboratorio de Operaciones Unitarias en esta misma

universidad.

Inicialmente se trat6 de hacer una investigacion mas grande, trabajando en triplicado cada
muestra teniendo en total 30 sistemas para lo cual era necesario aproximadamente 60 botellas de
PET para armar los sistemas. Siendo una gran cantidad de envases se optd mejor por realizar
solamente una corrida por tipo de combustible o mezcla. Antes de empezar el muestreo fue
necesario tener todo lo necesario para realizarlo, lo primordial era tener un suelo adecuado, tenia
que ser un suelo de algin depésito de hidrocarburos o una gasolinera antigua. Se sabia que
obtener un suelo asi iba a ser dificil, por se agradece a mi gran amigo Alejandro Trabanino por
proporcionarme el suelo deseado que tan dificilmente se me iba a hacer conseguir. De la misma
forma se agradece a la Ing. Melissa Pacheco por proporcionarme gran cantidad de envases PET

para montar los sistemas de degradacién.

Teniendo todos materiales se empez6 en el mes de Agosto con las pruebas en el
laboratorio preparando todo lo necesario, en esta etapa de la investigacién se agradece la ayuda
del Ing. José Andrés Hernandez Gaitan que ayudé optimizando el sistema para la medicion de los
datos y proporcionando un depdsito de los envases PET para la prueba en el laboratorio de
operaciones unitarias. Por ultimo, pero no menos importante se agradece la ayuda aportada por el
asesor el Ing. Gamaliel Zambrano, que oriento esta investigacion durante el tiempo de

realizacion.
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RESUMEN

El biodiesel es un combustible verde que cada dia se utiliza mas y mas . Su caracteristica
en la combustion lo hace un combustible ideal ya que reduce los gases de combustion dafiinos a
la atmosfera. Dado que su uso es mas frecuente, la degradabilidad del mismo con el suelo es una
caracteristica importante de conocer. El biodiesel es combustible natural, un hidrocarburo natural
que los microorganismos nativos del suelo asimilaran mas rapidamente comparado al diesel. La
bioestimulacién consiste en una degradacion biol6gica de un sustrato contaminante en un medio
lleno de microorganismos. Dado que estos combustibles son a base de carbono, los
microorganismos los consumirdn para su desarrollo hasta la posible eliminacién completa del
contaminante. Este trabajo de investigacion consiste en la evaluacion de la degradacién del
biodiesel, diesel y sus mezclas en un medio de suelo urbano, por medio de andlisis de TPHs,
(hidrocarburos totales de petroleo ) y por evolucion de CO,. Adicionalmente se trabajara con una

bioestimulacion para acelerar el proceso de degradacién. El biodiesel presenté una taza de
. o Co, . . , Co,
mineralizacion de 3 ¢ /dia mientras que el diesel presentd una taza de 1 g /dl’a' Por otro

lado la degradacion por medio de TPH para el biodiesel presenté un porcentaje de remocion del
84.65% (de 400 000 a 61 393 +44998mgTPH/kg suelo) para un tiempo de remocion total de 24
dias, mientras que para el diesel se presenté un porcentaje de remocion del 57% (de 400 000 a
171 947 +44998mgTPH/Kg suelo) con un tiempo de remocién total de 35 dias.



ABSTRACT

Biodiesel is a green fuel that is used every day more and more . Its combustion makes it
an ideal fuel because reduces harmful exhaust gases into the atmosphere. Since its use is more
frequent, its degradability on soil is an important feature to know. Biodiesel is, a natural fuel,
thats why , the native microorganisms of the soil will assimilate it faster than diesel.
Biostimulation is a biological degradation of a contaminant in a substrate full of
microorganisms. Because these fuels are based on carbon, microorganisms consume them for
their development. This research is the assessment of the degradation of biodiesel, diesel and
mixtures thereof, on an urban land, by TPH analysis (total petroleum hydrocarbons) and CO2
evolution. Additionally, this research, work with biostimulation to accelerate the degradation

process. Biodiesel presented a rate of mineralization 3 gCO, /d while the diesel presented a
ay
rate of 1 gCOZ/d . On the other hand, the TPH degradation of the biodiesel present a clearance
ay

rate of 84.65% (from 400 000 to 61 393 + 44998mgTPH/kg ground) for a total removal time of
24 days, while for the diesel removal rate showed a value of 57% (From 400 000 to 171 947 +
44998mgTPH/kg floor) with a time of removal 35 days total.

Xi



l. INTRODUCCION

El biodiesel es un combustible bioldgico, en estado liquido que se produce a partir
de grasas y aceites naturales por medio de una esterificacion y transesterificacion de las
mismas. . Segin EPA (ENVIRONMENTAL PROTECCION AGENCY), en su reporte
“Office of Transportation and Air Quality” (EPA-420-F-10-009), febrero 2010, la venta
de biodiesel desde el 2006 se ha triplicado a 700 millones de galones para su uso
mezclado con el diesel comun. Dado que su uso es mas frecuente, la degradabilidad del
mismo en el suelo es una caracteristica importante de conocer. El biodiesel es combustible
formado por hidrocarburos naturales que los microorganismos nativos del suelo
asimilaran mas rapidamente comparado al diesel. La bioestimulacion consiste en una
degradacion biolégica de un sustrato contaminante en un medio lleno de
microorganismos. Dado que estos combustibles son a base de carbono, los
microorganismos los consumiran para su desarrollo hasta la posible eliminacion completa
del contaminante. Este trabajo de investigacion consiste en la evaluacion de la
degradacion del biodiesel, diesel y sus mezclas en un medio de suelo urbano, por medio de
analisis de TPHs, (hidrocarburos totales de petroleo) y por evoluciébn de CO2.
Adicionalmente se trabajara con una bioestimulacion para acelerar el proceso de
degradacion. Se espera que el biodiesel presente mayor degradacién sin estimulacion que
el diesel, pero que al hacer la estimulacion el diesel también tenga alto grado de
degradabilidad.



II.  HIPOTESIS

A. Hipotesis de trabajo

El biodiesel B100 y B20, presentan un grado mayor de degradabilidad en un
suelo urbano (taza de mineralizacidn y porcentaje de remocién TPH) comparado
al del diesel debido que es un hidrocarburo natural y los microorganismos

asimilaran mas facil al biodiesel

B. Hipdtesis nula

La degradabilidad del diesel, biodiesel B100 y B20 son similares debido a que son
cadenas de hidrocarburos que los microorganismos asimilarian de igual manera

sin importar ningun estimulo de minerales (N,HPO, y NaCl)

C. Hipdtesis alternativa

La estimulacion biolégica aumentara el ritmo de la degradabilidad del biodiesel
B20, B100 y el diesel



I1l.  ANTECEDENTES

A. BIODIESEL

Los componentes principales de las grasas y vegetales del aceite y animales son
triglicéridos, los triglicéridos son esteres de los acidos grasos con el glicerol, el glicerol a
menudo también se llama glicerina. Los triglicéridos de las grasas vegetales de aceite
contienen &cidos grasos. Para obtener biodiesel, la grasa vegetal del aceite estd sujeta a
una reaccion quimica llamada, trans-esterificacion. Donde la grasa vegetal reacciona en
al presencia de un catalizador con un alcohol para dar los esteres correspondientes de los

acidos grasos de la grasa vegetal. (Martinez, 2008: 2)

Quimicamente la trans-esterificacion rompe la molécula de la grasa vegetal
convirtiéndose asi en un Metil alcohol éster o Etil alcohol éster (segun el alcohol

utilizado) mas glicerina. (Cabarcas, 2005: 5).

El biodiesel se utiliza tipicamente como aditivo en una mezcla al 20% (B20) con
diesel derivado del petrdleo en motores de ignicion y compresion (diesel). No obstante
también se puede utilizar puro en motores diesel al 100% (B100), o en una proporcion
mucho mas baja en forma de aditivito del 1 al 5 %. EIl biodiesel B20 tiene un 20% de
bioesteraje, es decir, un 20% de esteres grasos y un 80% de diesel petrolifero. Este es el
tipo de diesel que han de consumir los vehiculos que tengan las mangueras de caucho
natural. Por su parte, el biodiesel B100 tiene un bioesteraje del 100%, es decir, solo
contienen esteres grasos y no contiene diesel. Este tipo de diesel solo lo pueden utilizar

vehiculos que tengan las mangueras de caucho sintético. (Chichilla, 2004: 22.)



lustracion 1 Reaccion para la obtencién de biodiesel segun el Technical Hnadbook for
marine biodiesel

How Biodiesel is Produced from Vegetable Oil:

Transesterification Reaction

H 0
||
H-C-0-C- (CH215CHs
|
| 0
|
H-C-0-C- (CHp7-CH=CH(CHg)y CH3 + 3H;-C-OH ey
| +0H
| 0 Methanol Hydwxide catalyst
|1
H-C-0-C- (CHp7-CH=CHCH; CH= CH(CHz)4 CH3
|
H Triglyceride
Vegetable [ Soybean Cil
(3 ester chains conreced to glycerin)
H 0
l
H-C-0H CH3;- O-C-(CHz)15sCH;
|
Methyl Stearate (saturated ester)
0]
|
H-C-0H + CH3- O-C - (CHa)7-CH = CH(CHa)7 CH3
|
Methyl Oleate (mono-unsaturated ester)
0]
| |
H-C-0H CH3- O-C - (CHz)7-CH = CHCH2 CH= CH(CHz2)4 CH3
|
H Methyl Linoleate (di-unsaturated ester)
Glycerin

Biodiesel Methyi Esters



B. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL BIODIESEL.

1. Ventajas del uso del biodiesel

o No requiere mayores modificaciones s para su uso en
motores diesel comunes, por lo tanto es compatible con los motores diesel
actualmente comercializados.

o Miscible en todas las proporciones con el diesel , por lo

tanto puede utilizarse en mezclas con diesel comun en cualquier

proporcion.
o Confiere excelente propiedades de lubricidad al diesel
o Presenta un menor nivel de emisiones gaseosas de

combustion nocivas, sobre todo la emision de CO;.
o Es obtenido a partir de aceites vegetales, totalmente
renovables (Martinez, 2008 : 13)

2. Desventajas del Uso del biodiesel

o Su combustién puede acarrear un aumento de 6xidos de
nitrégeno (NOX)

o Si no se cuenta correctamente trasesterificado puede
contener residuos acidos.

o Poder calorifico menor al del diesel. (Martinez, 2008:14)



Tabla 1 Comparacién de propiedades fisicas y quimicas entre el biodiesel y el diesel,

USDOE 2000
Propiedades
Estandar del combustible ASTM D975 ASTM PS5121
Composicion del combustible C10-C21 HC C2-C22 FAME
Valor bajo de calentamiento (BTU/Ib) 130,250 120910
Viscosidad a 40°C 1.34.1 1.9-6.0
Densidad. Ibigala 15°C 7.079 7.328
Carbon %o/peso 87 77
Punto de ignicion (°C) 60-80 100-170
Punto de congelacion ("C) -15a5 3al2
Numero de cetanos 40-355 48-60
Sulfuros (%/peso) 0.05 maximo 0
Gravedad especifica Kg/l a 60°F 0.85 0.88
Oxtigeno, por diferencia (%/peso) 0 11
Hidrogeno (%a/peso) 13 12
Punto de ebullicién (°C) 188-343 182-338

C. BIODEGRACION

Los hidrocarburos componen la familia predominante de compuestos en un
combustible a base de petroleo (un 50-98% de la composicion), por lo que constituyen
uno de los grupos de contaminantes ambientales mas importantes, tanto por su
abundancia, como por su persistencia en distintos compartimentos ambientales.
Mayoritariamente son alcanos de cadena lineal (n-alcanos o nparafinas), alcanos
ramificados (en menor cantidad), cicloalcanos (o naftenos) y cantidades variables de
hidrocarburos aromaticos. La composicion elemental de un crudo esta condicionada por
la predominancia de los compuestos tipo hidrocarburo: 84-87% de C, 11-14% de H, de 0-
8% de S, y de 0-4% de O y N y metales como el niquel y el vanadio, los principales
componentes se subdividen y purifican en distintas fracciones, fraccion saturada (n-
alcanos, alcanos ramificados con cadenas alquilicas y las cicloparafinas),fraccion
aromatica (monoaromaticos, diaromaticos y hidrocarburos aromaticos policiclicos

(HAPs), fraccion de resinas y fraccion de asfaltenos que son menos abundantes y



consisten en compuestos mas polares, pudiéndose encontrar hidrocarburos heterociclicos,

hidrocarburos oxigenados y agregados de alto peso molecular (Vifias, 2005)

Tabla 2 Composicion de las fracciones quimicas contenidas en un crudo de petréleo

Fraccion

Composicion

Saturados

Aromaticos

Resinas

Asfaltenos

n-alcanos, alcanos de cadena ramificados e
1soprenoides, y cicloparafinas o cicloalcanos,
hopanos.

Hidrocarburos monoaromaticos, diaromaticos,
aromaticos policiclicos (HAP)

Agregados de piridinas, quinolinas, carbazoles,
tiofenos, sulfoxidos y amidas

Agregados de HAP, acidos nafténicos, sulfuros,
acidos  grasos,  metaloporfirinas,  fenoles

polihidratados.

(Vifas, 2005)

La biodegradacion de hidrocarburos por poblaciones nativas de microorganismos

representa uno de los principales mecanismos por el cual el petréleo y otros

hidrocarburos contaminantes son eliminados del ambiente.

La técnica de biorremediacion, basada en el potencial biodegradativo natural de

un suelo es cominmente llamada “atenuacion natural” o biodegradacion intrinseca y es

propuesta como una forma costo efectivo de remediacion de bajo riesgo. (Cabarcas,

2005: 7).

El ambiente ejerce profunda influencia sobre las actividades microbianas. Muchos

microbios son muy activos en ciertos ambientes, pero muy poco activos en otros. La tasa

de degradacion microbiana de hidrocarburos en suelos es afectado por varios parametros



fisicoquimicos y biolégicos que incluyen el nimero y tipos de microorganismos
presentes, las condiciones de actividad de degradacion microbiana como presencia de
nutrientes, oxigeno, pH, presion, salinidad, temperatura, la calidad, cantidad y
biodisponibilidad de los contaminantes y caracteristicas del suelo como tamafio y
distribucion de particula EI paso inicial en el catabolismo hidrocarburos por bacterias
involucra la oxidacion del substrato por oxigenasas por lo que la concentracion de
oxigeno limita la biodegradacién de petr6leo en el suelo (y otros hidrocarburos en aguas
subterraneas .La disponibilidad de oxigeno en el suelo es dependiente de la velocidad de
consumo microbiano, el tipo de suelo y la presencia de substratos utilizables que puedan
conllevar a su consumo. (Cabarcas, 2005: 8).

Existen tres grupos de factores que condicionan la biodegradacion microbiana de
hidrocarburos, los relacionados con las caracteristicas del producto petrolifero, los
relacionados con el medio y los relacionados con los microorganismos presentes en el
emplazamiento. Si bien los microorganismos pueden degradar una parte importante de un
crudo de petrdleo, tienen preferencias por algunos hidrocarburos. Los crudos de petréleo
estdn formados por cuatro familias de compuestos o fracciones: los hidrocarburos
alifaticos, los hidrocarburos aromaticos, las resinas y los asfaltenos. Los
microorganismos degradan con facilidad los hidrocarburos lineales de la fraccion
alifatica, especialmente los que contienen menos de 28 carbonos, aunque se han llegado a
describir biodegradaciones de hidrocarburos de hasta 44 carbonos. Los isoprenoides, y
los hidrocarburos ciclicos o nafténicos son degradados mas lentamente que los lineales.
Respecto a los hidrocarburos aromaticos, a medida que aumenta el nimero de anillos y
los substituyentes alquilo, por tanto, su peso molecular, aumenta su resistencia a la
biodegradacién. (Solanas, 2009: 2)

Otro aspecto importante relacionado con las caracteristicas de los productos
petroliferos son su hidrofobicidad y su facilidad para adsorberse en particulas del suelo
como las arcillas o absorberse o en la materia organica. Estos fenémenos, asi como la
difusion en micro poros dan lugar a una disminucion de su biodisponibilidad hacia los

microorganismos que deben degradarlos. (Solanas, 2009: 2)



El medio donde se encuentra el contaminante debe proporcionar las mejores
condiciones a los microorganismos para que su actividad metabdlica sea la adecuada para
degradar los hidrocarburos. En el caso de los hidrocarburos, aunque existen
microorganismos que pueden degradarlos anaer6bicamente, sabemos que el metabolismo
mas eficaz es el aerébico por lo que la presencia de oxigeno sera un requisito
imprescindible. En el caso de la zona no saturada del suelo, una variable muy importante
es la humedad que deberd encontrar un valor 6ptimo entre aquel que requieren los
microorganismos para su metabolismo y el que permita una buena aireacion. (Solanas,
2009: 4)

La transformacion ideal de los hidrocarburos por parte de los microorganismos es
la mineralizacién, que supone que el microorganismo utiliza el contaminante como
substrato de crecimiento. Pensemos que los hidrocarburos solo contienen carbono (C) e
hidrogeno (H), mientras que una célula microbiana contiene C, nitrogeno (N), fosforo
(P), ademas de otros micronutrientes, en unas proporciones determinadas. Para que el
microorganismo pueda crecer a expensas de los hidrocarburos deberd disponer en el
medio de las proporciones necesarias de N y de P ademas del C y H. Es por ello que en
medios pobres en N y P se necesitara suplementar con nutrientes o fertilizantes. (Solanas,
2009: 5)

Por lo que respecta a los factores relacionados con los microorganismos, se define
el periodo de aclimatacion como aquel tiempo que requieren las poblaciones microbianas
presentes en un emplazamiento para empezar a degradar los contaminantes. En este
sentido, se conocen distintos factores que pueden disminuir o aumentar este tiempo pero
en términos generales estan relacionados con el historial de contaminacion del
emplazamiento. Si la contaminacidn es remota los microorganismos estan muy adaptados
a la presencia de los contaminantes y pueden dar una respuesta rapida a una
bioestimulacion sin practicamente un periodo de aclimatacién. En el caso de
contaminaciones accidentales, este periodo podria alargarse. Sin embargo, cabe sefalar

que en el caso de la contaminacion por hidrocarburos, al tratarse de unos contaminantes
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practicamente omnipresentes, en su presencia en la atmosfera, se ha podido constatar que
se encuentran microorganismos degradadores de hidrocarburos en précticamente

cualquier emplazamiento. (Solanas, 2009: 5)

D. LOS MICROORGANISMOS QUE DEGRADAN LOS
HIDROCARBUROS

Los microorganismos se adaptan o desarrollan su metabolismo en funcion de los
parametros fisico-quimicos (pH, temperatura, humedad) asi como de los compuestos
quimicos que se encuentran en su ambiente inmediato. El petréleo y los hidrocarburos se
encuentran naturalmente presentes en el suelo, lo que ha permitido a muchos
microorganismos acostumbrarse a su presencia y utilizarlos para sobrevivir. En el caso de
los hidrocarburos, las bacterias gram negativas parecen encontrarse mas adaptadas a estas
fuentes de carbono. Diversos estudios permiten hoy en dia establecer una lista de 160
géneros de microorganismos que degradan los hidrocarburos, los consorcios mas
empleados contienen las especies Flavobacterium, Achromobacter, Rhodococcus,
Micrococcus, Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter y en
menos ocasiones Mycobacterium, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Rhodotorula y
Candida. (Braibant, 2004: 10)

El suelo es un medio complejo organico y/o mineral en el que muchas
condiciones determinan la variabilidad de la microflora. La biodegradacion de los
hidrocarburos se realiza de preferencia a una temperatura entre 15 y 30°C. Visto la
complejidad del suelo, deben controlarse también el pH, los nutrientes, la disponibilidad

de oxigeno y del contaminante. (Braibant, 2004:10)

La biodisponibilidad de los hidrocarburos es esencial para su descomposicion. La
adicién de agentes de superficie (surfactantes o emulsificantes) permite mejorar esta
disponibilidad (Harris, 1997). Cuando los microorganismos producen sus propios

surfactantes, en general, al principio de la fase estacionaria de crecimiento, se recomienda
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no agregar emulsificantes sintéticos debido a que sus efectos sobre la actividad

microbiana aln no son claros. (Braibant, 2004: 10)

1. Parametros indicadores de la metabolizacién de los hidrocarburos. La

oxidacion de los hidrocarburos produce acidos grasos que son utilizados por las
bacterias o liberadas en el medio. Si éste es el caso, el pH del medio disminuye.
Esta acidificacién se emplea como pardmetro para evaluar la degradacion, junto

con:

e El incremento de la poblacién microbiana a lo largo del tiempo es
el resultado del consumo de los hidrocarburos como fuente de carbono y
energia. Este aumento de poblacion puede visualizarse al medir la turbidez del
medio (la densidad Optica), la evolucion de la materia seca y la viabilidad
(UFC/ml) en el tiempo

e La disminucion de la concentracion de hidrocarburo en el medio
puede ser un segundo indicador de la degradacion. Si la poblacion logra
utilizar el contaminante como fuente de carbono, la concentracion del mismo
debe disminuir con el tiempo y ser reemplazado en el medio por nuevos
metabolitos. La determinacion de la concentracion puede hacerse por métodos

analiticos (cromatografia, absorcion IR) o de Immunoassay (Kitenzimaticos).

e La evolucion de la Demanda Biogquimica de Oxigeno puede
también constituir un indicador de la actividad de degradacion que realizan los
microorganismos sobre las fuentes de carbono empleando al oxigeno como
aceptor de electrones. Una prueba respirométrica puede llevarse a cabo sobre
un suelo contaminado en presencia de microorganismos

(Braibant, 2004: 25)



IV. METODOLOGIA

El método de evolucién de CO, arroja resultados indirectos de la degradacion de
hidrocarburos por medio de la tasa de mineralizacion, esta expresa el consumo de las cadenas de
carbono por medio de los microorganismos, dado que es un proceso bioldgico los
microorganismos al consumir carbono excretan CO, mientras que el método TPH, mide
directamente los gramos de hidrocarburos degradados por kilogramo de suelo. Para la realizacion
de este trabajo se cred un sistema para la medicion indirecta de la degradacion del biodiesel
(lustracion 2). Para esto se utiliz6 1.13+0.001g de KOH, para obtener una solucion de 0.01 M
KOH, de esta solucion se depositaron 200+£0.01ml en un recipiente PET de 600ml (llustracion 3)
para que absorbiera el CO, liberado por los microorganismos al consumir los hidrocarburos. Por
otro lado, en un envase PET de 3L se deposita la tierra contaminada, de este lado se obtiene las
muestras para las pruebas de TPH (llustracion 4).En el caso del método de evolucion de CO, se
titularon muestras de 10 ml de la solucién 0.01M de KOH con soluciones de HCI 0.04 molar para
el caso de determinacion del suelo 6ptimo y 0.01M para el experimento de determinacién de

degradabilidad en si.
A.  Evolucion CO2 ( EPA 560/6-82-003)

Dentro del sistema se presentaron distintas reacciones quimicas, en las cuales se baso esta
investigacion para obtener indirectamente la cantidad de CO,. La primera reaccién presente en el
sistema fue la creacion de &cido carbdnico, el CO, expulsado por los microorganismos reacciona
con el agua en la solucion de KOH 0.01 M provocando la siguiente reaccion, CO, + H,0 —
H,CO5 , el 4cido carbdnico al mismo momento empieza a reaccionar en una reaccion de
neutralizacion con el KOH presente , siguiendo la siguiente ecuacion , 2KOH + H,03 —
K,CO; + 2 H,0. Para la titulacion se utilizan alicuotas de 10ml de la solucion de KOH vy se
titulan con HCI. La diferencia de ml de HCI utilizados para titular la muestra de 10ml de KOH en
el tiempo cero y los 10ml de KOH en el tiempo 5, 10,15,20 dias equivalen a los ml de KOH que
reaccionaron con el acido carbonico. Partiendo de estos ml de KOH y con las reacciones ya
mencionadas se calculan los gramos de CO, generados (ecuacion no 2). Se necesitd un control de
la producciéon de CO, dado que los microorganismos autoctonos del suelo producen CO, sin

importar la presencia de hidrocarburos y el CO, ambiental también se asumen presente en este

12
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blanco. Descartando este valor se obtiene el CO , producido de la ingesta de hidrocarburos

por parte de los microorganismos.

B. Medicion TPH (EPA 821-B94-004, 1995)

La medicion de degradabilidad por el método de TPH, consiste en medir los
hidrocarburos totales de petroleo presentes en la muestra de tierra. Existen métodos por
medio de cromatografia y métodos por medio de extraccion. En este caso se trabajo con
el método EPA 821-B94-004, 1995 para la medicion de TPH (mg TPH /kg suelo)
presentes, el porcentaje de remocion y el tiempo para la remocion total. Este método
consiste en tomar una muestra de suelo previamente pesada y tratarla con hexano
durante cierta cantidad de horas, en este caso se trabajo durante 8 horas de extraccion.
La muestra se traté con hexano y se agito para después ser calentada para evaporar el
solvente, esto se repitié durante 8 horas, cada 30min a una temperatura de 80 °C. El
hexano es un conocido solvente orgénico, este al estar en contacto directo con la
muestra extrae todas las sustancias solubles en el que contenga la muestra. Los
hidrocarburos en la muestra son arrastrados por el hexano y asi después de las 8 horas,
se hace otro pesado y la diferencia de pesos, equivale a los gramos de hidrocarburos
presentes en la muestra. Por medio de la ecuacién no 6, se determina la cantidad de
TPH presentes en la muestra. Estos valores también se utilizaron para determinar el
porcentaje de remocidn de hidrocarburos en la muestra, por ende en el sistema entero.
Con los valores de remocion se calculdé cuantos gramos de combustible fueron
degradados por la muestra en 20 dias, y asi obteniendo la taza de degradacion de
gramos de hidrocarburo por dia se estim6 los dias en que la contaminacion seria

removida totalmente.

1. Obtencién de materiales a analizar

o Obtencion del biodiesel produccién en el laboratorio de Operaciones Unitarias de
la Universidad del Valle de Guatemala a partir de manteca ya utilizada.

. Obtencidn de las muestras de tierra.

2.Preparacion de muestra de tierra con biodiesel

. Obtencidn de la tierra



14

o Homogenizacion de la tierra

) Muestra de humedad y Ph

3.Puesta en marcha de analisis

Tabla 3 Nomenclatura para mezcla para cada sistema

Contaminacion

A 400g/Kg de biodiesel
AB 400g/Kg de mezcla B20
B 400mg/Kg de diesel
ABC 400mg/Kg de biodiesel-diesel-alcohol
A* 400mg/Kg de biodiesel con bioestimulacion
AB* 400mg/Kg de mezcla B20 con bioestimulacion
B* 400mg/Kg de diesel bioestimulacion
ABC* 400mg/Kg de biodiesel-diesel-alcohol con biocestimulacion
z Control
z* Control con bioestimulacion
. La tierra se deposita en botellas pet de 2.5 a 3 It , durante 20 dias, se toman

muestras cada 1, 5, 10, 15, y 20 dias para andlisis de CO, y para andlisis de TPH una
medicion al final de los 20 dias.

o Para TPH s, se adquieren muestras de 20g disueltas en 50ml de hexano para
después ser leidas en un cromatografia de gases.

. Para el andlisis de evolucion de CO2, se utiliza un absorbente de CO2, KOH
0.01m, que después se titula con HCI 0.01M

o En cada sistema se depositaran 200ml de la muestra de KOH 0.01M



V. DISENO EXPERIMENTAL

Dentro de un rango de 20 dias, para la medicion de TPHs cada 20 dias y para la
medicion de evolucion de CO, cada 5 dias. Teniendo un total de 10 recipientes para la
incubacion de los cuales se tomaran 10 muestras para los anélisis de TPHs y CO, con un

total de 40 muestras. Se comparara de la siguiente forma por medio de un analisis de

varianza:
Tabla 4 Muestras que se someteran a ANOVA

Muestra 1 Muestra 2
AB B
ABC AB
B B*

Tabla 5 Comparacion de suelos
Muestra Suelo
1 Finca fraijanes
2 Gasolinera Puerto

15



lustracion 2 Sistema con el cual se midi6 la degradabilidad

Iustracién 3 Absorcion del CO2 por el KOH
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[lustracion 4 Deposito de tierra con hidrocarburo
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VI. JUSTIFICACION

El biodiesel es un combustible bioldgico, en estado liquido que se produce a partir de
grasas y aceites naturales por medio de una esterificacion y transesterificacion de las mismas. Se
puede producir a partir de grasa y aceites previamente usados en otro tipo de industrias. El valor
del combustible en todo tipo de industria significa un rubro prioritario en sus gastos, por lo cual la
fluctuacion del precio del mismo es muy significativa en los costos de produccion. El uso del
combustible en la industria se enfoca en lo motores de combustion interna que son utilizados en
infinidades de actividades. Mayormente estos motores trabajan con diesel, un combustible
derivado del refinado de petréleo. De la misma forma el valor de los combustibles afecta a miles
de personas que utilizan también motores de combustion interna para la movilidad de sus

vehiculos.

El uso de un combustible mas barato es la Gnica salida para no ser tan influenciables por
el precio del petréleo, es por esto que se empez0 a investigar en nuevas fuentes de energia, una de
estas, el biodiesel, un combustible de fuente natural. Segin EPA (ENVIRONMENTAL
PROTECCION AGENCY), en su reporte “Office of Transportation and Air Quality” (EPA-420-
F-10-009), febrero 2010, la venta de biodiesel desde el 2006 se ha triplicado a 700 millones de
galones para su uso mezclado con el diesel comin. Los combustibles a base de petroleo también
producen emisiones de carbono que contribuyen a los gases de invernadero, principales actores en
el calentamiento global, un aspecto ambiental reconocido mundialmente. Por lo que también se
buscan otras fuentes de energia verde o no contaminante, una de estas fuentes es el biodiesel, que

reduce las emisiones de carbono en su combustién y no depende en el mercado del petréleo.

Dado que el uso del biodiesel se esta convirtiendo en un hecho masivo, conocer todas las
propiedades fisicas, quimicas, térmicas y fisicoquimicas de este combustible es prioritario para
analizar sus alcances totales. La degradabilidad es un factor del biodiesel que se estd empezando a
estudiar, para conocer posibles consecuencias del contacto del combustible con el suelo y

anticipar posibles contaminaciones cuales fueran sus causas.
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La contaminacién con hidrocarburos en el suelo provoca una serie de impactos en el
equilibrio del ecosistema. Un derrame de hidrocarburos en el suelo, satura el mismo, cambia las
propiedades quimicas y a su vez afecta a los seres vivos que coexisten en el suelo. Los derrames
de hidrocarburos se dan a un nivel de toneladas de crudo derramado abarcando grandes
cantidades de tierra, los sectores mas afectados con contaminacion de hidrocarburos en el suelo,
son viejas refinerias, viejos depositos y gasolineras. Al tener contacto con el suelo los
hidrocarburos aumentan la cantidad de carbono orgéanico presente, disminuyen el pH del suelo y
al ser derramados son absorbidos por el suelo y forman una capa que impide el intercambio de
gases con la atmosfera; por Gltimo los hidrocarburos degradan proteinas, deshidratan enzimas y
provocan una gran gama de reacciones negativas para los microorganismos que habitan en el

suelo.

Remediar el contacto de los hidrocarburos con el suelo es una actividad que se debe de
realizar inmediatamente, existen muchos métodos de remediacion de suelos, por agentes
quimicos, por absorcion del hidrocarburo, lavado del suelo y por introduccion de aire. Todos
estos metodos son relativamente caros e introducen agentes ajenos al suelo que pueden llegar a
cambiar la estructura de vida en é€l, el método que la degradacion del hidrocarburo por el suelo, es
el método mas “limpio” que se pueda utilizar y de menor costo. Pero antes de poder entrar en el
area de remediacion es necesario conocer las caracteristicas de degradacion del hidrocarburo y
como mejorarlas. El biodiesel y el diesel son hidrocarburos de diferente fuente pero que se
utilizan para el mismo objetivo, energia. Conocer el tiempo de degradacion del biodiesel en el
suelo es el primer paso para un proceso de remediacion de suelo, de la misma forma conocer el
efecto que tiene el biodiesel en la degradacion del diesel es un factor a considerar si se necesita

remediar suelos contaminados con diesel y mejorar el tiempo de degradacion.



VIl. OBJETIVOS

A. Generales

o Determinacion de la degradacion del biodiesel en un suelo urbano por medio del
método de TPH
o Determinacion de la degradacion del biodiesel en un suelo urbano por medio del

método de evolucién de CO,

B.  Especificos

o Determinar el suelo 6ptimo para el analisis de degradacion y sus caracteristicas
(humedad y pH)
o Medicion de la degradacién del biodiesel por medio de evolucion de CO,cony

sin bioestimulacién, por medio de titulacion.

o Medicion de la degradacién del biodiesel por medio TPHs con y sin
bioestimulacién por medio de extraccion con solvente ( hexano)

o Comparar la degradabilidad del Diesel con la degradabilidad del B20 por medio
de un analisis estadistico

. Evaluar la degradabilidad del diesel, biodiesel B100, B20 y mezcla Biodiesel-
diese-etanol

o Determinar el porcentaje de remocion de TPHSs en las muestras y el tiempo de

degradacion de las mismas.
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VIIl. RESULTADOS

Tabla 6 Comparacién de degradacién y taza de mineralizacion para el biodiesel y el

diesel

Biodiesel Diesel

Taza de mineralizacién 3 1

co,
9" dia
Degradacién (£44998mgTPH/kg suelo) 400 000 61 393 400 000 171 947

% de remocién 84.65 57.01

Dias para la degradacion total (£1.5 dias) 24 35

Tabla 7 Degradacion y taza de mineralizacion del B20 y mezcla diesel-biodiesel-etanol
comparadas con el diesel

Taza gC 0, / Degradacion (+44998mg TPH/kg % Dias para
dia ¥ i -
suelo) remocion degradacion
total
(1.5 dias)
Diesel 1 400 000 171 947 57.01% 35
B20 3 400 000 80 025 79.99% 25
Biodiesel-Diesel- 3 400 000 84 806 78.80% 25
Etanol

Tabla 8 Degradacion y taza de mineralizacion del biodiesel, diesel, B20 y mezcla diesel-
biodiesel-etanol con bioestimulacion

Taza Degradacion (+44998mg TPH/kg % Dias para
gCOZ/ ) suelo) remocion  degradacion
dia total

(x1.5 dias)
Biodiesel 4 400 000 17 874 95.53% 21
Diesel 3 400 000 108 007 73.00% 27
B20 3 400 000 57 692 85.58% 23
Biodiesel-Diesel- 4 400 000 65 341 83.66% 24

Etanol

21
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Tabla 9 Taza de mineralizacion para los dos tipos de suelo estudiados

Suelo Taza gC 0, /dia
1 2
2 3

Tabla 10 Resultados resumidos de ANOVA para comparaciones (90%), suelo 6ptimo

Taza de . €O, - co, Valor-P
Promedio . Varianza ,
mineralizacion g /dla g /dla
Suelo 1 prom 0.00143766 1.06916E-06 0.098949186
Suelo 2 prom 0.00374085 4.50647E-06

Tabla 11 Resultados resumidos de ANOVA para comparaciones 90% de confianza, taza
de mineralizacion.

Taza de Promedio g2/ dia | Varianza g0/ dia
mineralizacién Valor-P
Diesel 0.0010065 7.03212E-07
B20 0.0032395 4.24287E-06 0.091393054
Diesel 0.0010065 7.03212E-07
Diesel con
estimulacion 0.0030085 3.533E-06 0.099694944
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IX. DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue determinar la degradacion del biodiesel por
medio de dos métodos, método de TPH (hidrocarburos totales presentes) y método de evolucion
de CO,. Ambos métodos son utilizados formalmente para la medicién de degradacion. EI método
para la determinacion de degradacion por medio de TPH, se realiza por medio de extraccion por
solvente (Adaptacion EPA 821-B94-004, 1995) mientras que el método de evolucion de CO; se
realiza por medio de titulacion acido-base ( Adaptacion EPA 560/6-82-003). Ademas de
determinar la degradacion natural, también se determiné los efectos de una bioestimulacion en la

degradacion, que de igual forma se midieron con los métodos anteriormente mencionados.

Como ya se mencion6 es sumamente toxico para el suelo tener contacto con
hidrocarburos en grandes cantidades, provocando una inestabilidad quimica que tienen
consecuencias en los seres vivos que habitan el suelo. La degradacion es un proceso bioldgico,
donde el consumo de las cadenas de carbono por los microorganismos es la reaccién principal.
Un proceso de degradacion de hidrocarburos tendria como consecuencia directa la eliminacion
del mismo y sus efectos toxicos en el suelo. En un derrame de hidrocarburos, estos forman una
capa que impide la respiracion del suelo y su interaccion con la atmosfera, con la degradacion
como se demostrara posteriormente, se incrementa la produccion de CO,, esto indica que en el
proceso de degradacidn se empieza a equilibrar esa respiracion o intercambio de gases con el
ambiente. Por otro lado los hidrocarburos también saturan el suelo, aumentando la humedad y
creando un desequilibrio que afecta a los microorganismos, el consumo de estos regulara ese
cambio de humedad. Por Gltimo segin Cabarcas, 2005, en su investigacion “Degradacion de
biodiesel y diversidad bacteriana en suelos arenosos en una zona industrial”, el incremento de la
densidad bacteriana se mira afectado pero no como lo esperado, se hizo un control de las
bacterias presentes y se catalogaron, se monitorio principalmente dos grupos, las heterétrofas y
las degradadoras. Después del estudio de la degradacidon durante 41 dias, se encontré que el
aumento en la poblacion bacteriana se dio por parte de las bacterias degradadoras y no de las
heter6trofas, estas ultimas disminuyeron en su poblacién. La degradacion aumenta la poblacion
bacteriana de ciertas bacterias que tienen la capacidad de degradacion pero disminuye el

crecimiento de bacterias ajenas al consumo del hidrocarburo.
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A. Determinacion del suelo éptimo

La degradabilidad del combustible depende directamente de los microorganismos
presentes en el suelo, dado que son ellos los que consumen las cadenas de hidrocarburos para su
ciclo de vida. Inicialmente se trabajé con la suposicion de que los microorganismos que recibian
mas fuentes de hidrocarburos iban a estar predispuestos a asimilarlos y consumirlos mas
facilmente que los microorganismos ajenos al contacto de hidrocarburos. Por lo cual se opt6 por
obtener do muestras de tierra, muestras totalmente diferentes entre si, hablando directamente en el
contacto con hidrocarburos. Ambas muestras fueron tratadas con hidrocarburos para asi
seleccionar el suelo mas éptimo para la degradacion de los mismos. La primera muestra (1) fue
obtenida directamente del suelo a 10cm de la superficie, en una finca localizada en la
municipalidad de Fraijanes, Guatemala. Se escogié esta zona ya que esta alejada del casco
municipal y capitalino asi que no recibird mucha influencia de hidrocarburos. Por otro lado, la
siguiente muestra (2) fue obtenida en un sector propenso a derrames de hidrocarburos, una
gasolinera, ubicada en la Avenida 30 de Junio, zona 1 Puerto de San José, Escuintla, esta
gasolinera fue expuesta a varios derrames de hidrocarburos debido al descuido de sus duefios

anteriores, de igual manera se extrajo muestras del suelo a 10cm de la superficie.

Como se menciond anteriormente se tuvo que determinar cual seria el suelo 6ptimo para
la medicién de degradabilidad. Es importante antes mencionar que la seleccion de un suelo
adecuado determinaria el éxito de esta investigaciéon. Un suelo acostumbrado a recibir fuertes
cargas de hidrocarburos es el mas Optimo para este experimento. Esta suposicién no es suficiente
para empezar a utilizar una muestra de suelo, se necesito un respaldo estadistico, por lo cual se
hizo un pre experimento de degradacion con las dos muestras de suelo 1 y 2. Tomando como
hip6tesis gque existe una diferencia estadistica en el uso de los suelo y como hipétesis nula la no

existencia de una diferencia en el uso del suelo. (Ver Tabla No. 5)

Para este sistema se utilizaron 600 +0.01 gramos de suelo y 130 #0.01 gramos de
biodiesel proveniente de la grasa de cocinas, producido en el laboratorio de operaciones unitarias,
de la Universidad del Valle. La cantidad de gramos se estimaron a partir de tomar en cuenta el
valor de confianza 90%, y su valor Z y e correspondiente. Se trabajo solamente con biodiesel en
este pre experimento dado que es el hidrocarburo que se en esta investigacion se le quiere
determinar su degradabilidad. El método de evolucién de CO, fue suficiente para el pre

experimento dado que sus resultados arrogan la actividad microbiana en el consumo del
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hidrocarburo. Se crearon 8 sistemas como la llustraciéon no 2, 3 sistemas con muestras de suelo 1

y 3 sistemas con muestras de suelo 2 y 2 sistemas de control uno para cada muestra de suelo.

Las pruebas se hicieron durante 20 dias, tomando alicuotas de 10ml de la solucién de
KOH , estas se titularon con HCI, 0.04M( 2 litros) , para lo cual se utilizé 3.27 +0.05ml de una
solucion de HCI al 38% grado reactivo. En la titulacion se utilizo fenolftaleina como indicador de
la neutralizacion del KOH por medio del HCI, los resultados de las titulaciones se pueden
encontrar en la Tabla 12. . Como se menciond anteriormente los ml de HCI se utilizaron para
determinar los ml de KOH que no reaccionaron con el &cido carbonico, siguiendo la
estequiometria, se calcularon segin la ecuacion no 1, os ml de KOH que no reaccionaron se
pueden ver en la Tabla 15. De igual manera por estequiometria se calcularon los gramos de CO,,
ecuacion no 2 . Los gramos de CO, fueron en aumento en cada toma de muestras, como se puede
apreciar en la Tabla no 16, este aumento significo que el consumo de hidrocarburos por medio de

las bacterias también aumento.

Los microorganismos necesitan destruir las cadenas de hidrocarburos a un estado mas
simple para poder consumirlas, llevar a estas cadenas a un estado simple como el carbono lleva
tiempo para los microorganismos en lograrlo. Esto puede explicar el aumento de CO,, durante los
20 dias, ya que en el Gltimo dia para todas las muestras el CO,aumento en la alicuota de 10ml,
para ese tiempo los microorganismos ya sintetizaron las cadenas de hidrocarburos vy se les fue

mas facil consumirlo y es por esto el aumento en la produccién de CO,,

Para obtener una tasa de degradacion del biodiesel en esta prueba se realiz6 una gréafica
de gramos de CO, vr tiempo. La pendiente de esta gréfica es el valor de la tasa de mineralizacion,
un método directo para controlar el consumo de los microorganismos. Ya que previamente se le
elimind el valor del control a cada suelo para descartar el CO,ambiental y el CO,que producen
los microorganismo en su ciclo natural, se obtuvo una tasa de mineralizacion provocada por la

insercion del hidrocarburo y el consumo del mismo por los microorganismos.

Se trabajé con valores promedios a partir de las tres muestras para casa suelo, para
obtener un valor homogéneo de la tasa de mineralizacién. De todas maneras se grafic todas las
muestras como se puede ver en la gréfica 3. En esta grafica se aprecia como las muestras del
suelo 2, el suelo mas acostumbrado a recibir hidrocarburos presenta una mayor produccién de

CO.,. Entre las muestras del suelo 1, la muestra #3 y #2 presentaron mayor produccion de CO,
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con una taza de 2mgCO2 / dig Mientras que la muestra #1 1mgCOZ/ diq » dado que no se garantiza

que la misma cantidad de microorganismo estuviera presentes en todas las muestras o que su

comportamiento fuera el mismo, estas diferencias eran esperadas (Gréficas 4 y 5). Para el suelo 2,

las tres muestras reflejaron una taza de mineralizacion de 3mg COZ/ diq &StO puede ser explicado

dado que la tierra del suelo 2 es una suelo arenoso y muy fino, esto fomenta la homogenizacién
de la misma y por ende de los microorganismos, teniendo entonces en cada muestra la misma
cantidad relativa de microorganismos, lo cual se vio reflejado con la misma taza de

mineralizacion.

La tierra 2 presentd una mayor taza de mineralizacion, dsea un consumo mayor de
hidrocarburo, en este caso biodiesel. Pero para obtener un resultado mas general se graficaron los

promedios de cada suelo, Grafica 6, donde el suelo 2 presento una taza de mineralizacién de 3mg
COZ/dia y el suelo 1 presento una taza de 2mg COz/dia . Por dltimo se traté de encontrar alguna

diferencia estadistica entre ambos suelos por medio de un analisis de varianza, ANOVA. Este
analisis se realizé por medio del programa Excel con su herramienta data analisys y su funcion
ANOVA para un factor. Los resultados mas especificos se pueden observar en la Tabla 15. En
este analisis se trabajo con un limite de confianza de 90% (a=0.1). La prueba arrojo un valor de p
=0.098, esto quiere decir que la hipétesis nula se rechaza, siendo para el caso de este pre
experimento la hipotesis nula una similitud estadistica entre los suelos, p< 0.1, la hipétesis nula
se rechaza y si existe una diferencia estadistica entre ambos suelos , respaldando la suposicién
inicial de que el suelo con méas contacto con hidrocarburos es el mas apto para el experimento de
degradabilidad.

En este caso la medicion de degradacion se vio limitada con la escala de la bureta con la
que se tituld, debido a que su minimo era 0.1ml. Esto limité el célculo de la neutralizacién por
debajo de 0.1ml de HCI, por lo cual se opt6 en la siguiente etapa titular con HCl a 0.01M para no

tener el mismo problema.

B. Degradabilidad de diesel y biodiesel por medio de la evolucion del CO,

Después de haber caracterizado y determinado el suelo 6ptimo para el experimento se
trabajo con muestras de hidrocarburos, diesel, biodiesel y etanol en distintas proporciones de

mezcla, nn la Tabla 3, se puede apreciar las distintas mezclas con las que se experimentd. Para
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cada una se realiz6 el procedimiento de titulacion de alicuotas de 10ml que ya se explicé con
anterioridad, pero se utilizo 1.74+0.05ml para crear una solucion (2 litros) 0.01M. Se trabajo con
mezclas de B20, B100, diesel y una mezcla biodiesel-diesel-etanol (33:33:33). Para cada una se
depositaron 200 gramos de tierra y 80 gramos del hidrocarburo. Estas cantidades siempre
respetando la relacion estipulada en la metodologia 400 gramos de biodiesel por Kg de tierra.
Estas muestras fueron tituladas con HCI 0.01M como se muestra en la Tabla 13, se graficaron los

gramos de CO2 con respecto a los dias y se obtuvieron los siguientes resultados, para la

degradacion del biodiesel una taza de mineralizacion de 3mg COz/dia, para le muestra de diesel

presentd una taza de mineralizacion de 1mg COz/dl,a_ El diesel presento una menor tasa de

mineralizacion que las demas muestras, debido a que es unas cadenas mas complejas. El diesel
presenta cadenas largas de hidrocarburos de 10 a 20, compuesta por alcanos Yy alquenos que son
mas dificil de asimilar por los microorganismos, también considerando que el diesel presenta
mayor cantidad de aromaticos que son aun cadenas mas dificiles de romper, por Gltimo es de
considerar la falta de moléculas de oxigeno en las cadenas del diesel, por lo cual la degradacién

bioldgica se ve afectada significativamente.
En el caso del biodiesel se presentan diferentes resultados, la tasa de mineralizacion fue

de 3mg COZ/dia, la misma que en el pre experimento. EI biodiesel a diferencia del diesel

presenta cadenas de acidos grasos, estos son mas faciles para consumir para los microorganismos,

por esa razdn presenta mayor taza de mineralizacion.

C. Degradabilidad B20 y mezcla Biodiesel-diesel-etanol por medio de la

evolucién del CO2

Para la muestra de B20 (20 gramos de biodiesel , 80 gramos de diesel ) se determin6 una

taza de mineralizacién de 3mgCOZ/dia y para la muestra mezcla Biodiese-Diesel-Etanol una taza
de mineralizaciéon de 3mg COZ/dia .La mezcla B20 , con un 80% de diesel, present una taza

mayor a la del diesel 100%, para le mezcla 3mg Coz/diay 1 mg COz/dia para el diesel . El

biodiesel aporta acidos grasos, de los cuales las bacterias se alimentan dada que ellas posen
enzimas lipasas que rompen los enlaces éster y liberan dichos acidos grasos, agilizando el
metabolismo para consumir hidrocarburos. Estos datos se respaldaron con los analisis de TPH

mostrados posteriormente. En la mezcla biodiesel-diesel-etanol el biodiesel también aporto los
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acidos grasos y las enzimas como en la mezcla B20, pero esta energia para consumir se tuvo que

dividir entre el consumo del diesel y las cadenas cortas de etanol.

Como ya se menciond la adicion de biodiesel en un 20%, aument6 la taza de
mineralizacion del diesel. Se hizo un andlisis de varianza ANOVA, como en el caso del pre
experimento, para determinar si el efecto del biodiesel en el diesel es significativo, los resultados
se aprecian en la Tabla 23. Comparando los resultados de produccion de CO,, a un 90% de

confianza, se determind que si existe una diferencia significativa entre ambos resultados, p =0.09.

D. Determinacion de Degradabilidad por medio de TPHSs del biodiesel y

diesel

Para la determinacion de la determinacion de degradabilidad, se tuvo que contaminar el
suelo con una cantidad de combustibles, se utilizaron en una relacion de 400g de hidrocarburo
por kilogramo de suelo. Esta cantidad de contaminacion se bas6 en la cantidad de
almacenamiento que poseen los tanques en la industria petrolera centroamericana, en RECOPE
Costa Rica, con tanques de almacenamiento de 200 000 barriles, Planta Alva Salvador 350000
barriles y Perenco Guatemala, 450 000 barriles. Suponiendo un derrame de estos hidrocarburos
en un area de 100m x 100m x 7m, se calcul6 una cantidad de 397.5 gramos de combustible

(densidad 0.8) por 1 kilogramo de tierra.

Inicialmente cada muestra tenia una relacion de 400gramos de hidrocarburo por 1
kilogramo de tierra, esto se traduce a 400 000mg de TPHSs (hidrocarburos totales de petrdleo ) por
1 kilogramo de tierra. No existe un limite estdndar dado por la EPA para la concentracion de
TPHSs, se trabajé con un derrame en suelos que estd muy por arriaba de ciertos limites
encontrados, segln la guia de manejo de suelos contaminados por hidrocarburos de petréleo de
nueva Zelanda, modulo 4, (Tabla 28), el limite para suelos industriales es de 20 000 mg TPH/kg,
de igual manera , la ley de concentracion maxima para suelos del estado de California ,Estados
Unidos, el limite permitido a una profundidad de 4m, es un maximo de 150 000mgTPH/kg suelo
(Tabla 29) y por altimo en el decreto 1215, de la Republica de Ecuador, reglamento ambiental
para las operaciones hidrocarburiferas en el ecuador, el limite permisivo para suelos industriales
es de 4000 mg TPHs/kg suelo (Tabla 30). Por otro lado EPA reporta (Bioremediation” as a
Removal Response Action at OPA Sites, 2002) derrames de petroleo donde se han presentado
altos niveles de TPH, que asemejan a los de esta investigacion, en 1997 el condado de Potter,

Shinglehouse Pasadena present6 un caso donde el bosque fue contaminado por una vieja fabrica,
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el suelo del bosque tenia un nivel de TPH de 891 500mg TPH/kg suelo y otro bosque cercano de
613 000 mg TPH/kg suelo. Tomando en cuenta todos los hechos ya mencionados el nivel de
contaminacion con él que se trabajé en esta investigacion se encuentra entre los rangos de
contaminacion provocados por derrames y muy encima de los limites permisivos, por tales

razones es apto para el desarrollo de una investigacion de degradacion.

La tierra con que se trabajo este apartado de la investigacion se mantuvo en el mismo
sistema mencionado en anteriormente (llustracion 2) , en donde la tierra estuvo en contacto con el
contaminante y en constante degradacion , como se demostré con la evolucién de CO, durante un
20 dias. Al cumplir este tiempo, se extrajeron muestras de cada sistema, para extraer segun el
método de extraccion por solvente los hidrocarburos restantes de la degradacion. Cada muestra se
pesé y se taro antes de la extraccion (Tabla no 14 ). Se realizé la extraccion como se mencion6 en
el apartado B, después de las 8 horas de extraccion se pesaron las muestras, la diferencia de pesos
entre la muestra inicial y la muestra final equivalen a los gramos de hidrocarburos extraidos.
Tomando en cuenta los hidrocarburos iniciales se pudo calcular el porcentaje de remocion, la

taza de degradacion y por ultimo los dias en que la muestra se degradaria totalmente.

Para la muestra de biodiesel, la cantidad de TPHSs inicial fue de 400 000mg TPH/kg suelo
y la cantidad final fue de 61393 +44998mg TPH/kg suelo, con un porcentaje de remocién del
84.64% y un tiempo de degradacion total de 24+1.5 dias. Estos datos respaldan los resultados de
la evolucion de CO, ya que el consumo de los microorganismos para esta muestra fue mayor lo
cual indica una produccién mayor del gas. Andlogamente los dias de remocién del biodiesel
fueron los menores comparados a las demas muestras. Las razones son las mismas, la facilidad de
asimilacion de los &cidos grasos por las bacterias y la simplicidad de la cadena del biodiesel. En
el caso del diesel los resultados se comportaron de igual manera que la evolucion del CO,, con los
mismos TPHSs iniciales que el biodiesel, el diesel después de los 20 dias tuvo una concentracion
de 171 947 £44998mg TPH/kg suelo, con un porcentaje de remocion de 57.01% y un tiempo de
degradacion total de 35 1.5 dias. Como ya se discutid, el diesel presenta caracteristicas

moleculares que lo hacen mas dificil de asimilar por ende mayor tiempo de degradacion.
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E. Determinacion de degradabilidad por medio de TPHs del B20 y

diesel-biodiesel-etanol

La muestra de B20 presento una mayor taza de mineralizacion que las del diesel y se
demostro por una prueba estadistica de ANOVA, estos resultados se vieron corroborados con el
porcentaje de remocion y dias de remocién de la muestra. Para el B20 inicialmente se tuvo 400
000mg/kg suelo, pero después de los 20 dias se tuvo una concentracion de 80 025+44998mg
TPH/kg suelo y un porcentaje de remocion del 79.99% y un tiempo de remocion total de 25 +1.5
dias. De la misma manera la mezcla del diesel con el biodiesel acelera la degradacion del diesel,
llevandolo a un porcentaje mas alto de remocion y lo que es aln mas importante a menor tiempo
de degradacion. La mezcla biodiesel-diesel-etanol, presentd un concentracion final de 84 806
+44998mg TPH/kg suelo y un tiempo de remocion total de 78.9%. EI porcentaje de remocion
para esta Ultima muestra fue muy similar a la del B20, pero en este caso hay que tomar en cuenta
que el etanol puede ser consumido por los microorganismos pero también al ser una mezcla muy
volatil, al calentar la muestra en la extraccion el etanol se pudo vaporizar facilitando su

remocion.

F. Degradacion por medio de bioestimulacion

Se estimulé la tierra con nutrientes, provenientes de una solucion de minerales esto para
acelerar el proceso de degradacion para las muestras, a cada muestra se le mezclo con la
solucioén (2 gramos de K;HPO,4 y 1 gramos de NaCl) sus nutrientes principales son el sodio y el

potasio. La estimulacién tuvo efectos en la taza de mineralizacion de todas las muestras, para el

biodiesel se presentd una taza de 4mg Coz/dia, el diesel 3mg COz/dia , el B20 3mg COz/dia y

la mezcla de diesel-biodiesel-etanol una taza de 4mg COz/dia_ La bioestimulacion aumento la

taza de mineralizacion de la mayoria de las muestras, esto debido a los nutrientes introducidos en
las muestra fomentan el desarrollo y el metabolismo de los microorganismos presentes en el
suelo. Para comparar si la bioestimulacion contribuyo en la degradacion del diesel, se trabajé una
ANOVA nuevamente, comparando los datos de los gramos de CO, de las muestras de diesel con
y sin estimulacion, a un 90% de confianza, los resultados de la ANOVA se presentan en la Tabla
21, existe una mejora estadistica entre la degradacion del diesel sin estimulacion y con
estimulacion (p=0.099), los estimulantes con los que se trabajan ayudan a los microorganismos a

asimilar las cadenas largas y aromaticos que contiene el diesel, aportando le energia necesaria
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para convertir tales cadenas en moléculas mas simples para consumir. EI hecho de estimular a los
microorganismos crea un aumento en la taza de mineralizacion, este efecto se ve reflejado en un
mayor consumo de los hidrocarburos , es por esto que el biodiesel presento un porcentaje de
remocion mucho mayor a la muestra sin ser trata, 95.5% de remocién (17 874 +44998mg
TPH/kg suelo ) y un tiempo de remocidn total de 21 dias. Del mismo modo las muestras de B20
y de la mezcla diesel-biodiesel-etanol presentaron un aumento en su porcentaje de remocion
85.58% (57 692 144998mg TPH/kg suelo) y 83.66%(65341 +44998mg THP/kg suelo)
respectivamente., al aumentar el porcentaje de remocion los dias de degradacion total se reducen
a 23y 24, para el B20 y la mezcla. La muestra que presenté un mayor aumento en el porcentaje
de remocion y en el tiempo de degradaciéon fue la muestra del diesel con un porcentaje de
remocion del 73% (108 007 +44998mg TPH/kg suelo) y 27 dias, esto otra vez se explica con el

aporte de los minerales en la estimulacion, dando la energia necesaria para consumir el diesel.
G. Efecto del biodiesel en el diesel

Como ya se menciond anteriormente se trabajo con una mezcla de B20, 6sea una relacion de
20 % de biodiesel y 80 % de diesel, esto para medir el efecto en le degradacion del biodiesel en el
diesel. En los métodos de medicion, evoluciéon de CO, y TPHSs se encontrd una diferencia en el
comportamiento de la degradacion del diesel y el B20. Para el caso del CO, se encontr6 una
diferencia significativa (p=0.09) entre las cantidades de CO,producido por ambas muestras, esto
debido a que el biodiesel fomenta el consumo de diesel de los microorganismo. De la misma
forma el tiempo de degradacion del diesel se estimo6 de 35 dias mientras que para el B20 25 dias,
esto corrobora el hecho que la adiccion de biodiesel al diesel fomenta su degradacion mas rapida.
Todo esto se debe, a la cadena de carbonos que tiene el biodiesel, es un ester con acidos grasos,
6sea una cadena organica mas facil de asimilar comparada a la del diesel que contiene anillos
aromaticos. Por otro lado las bacterias constan en su mayoria con enzimas degradadoras de acidos
grasos lo cual facilita ain mas el consumo del biodiesel, estos acidos grasos aportan energia extra
para los microorganismos al descomponer el diesel. Es importante mencionar que para esta
investigacion se trabajé en mezcla los dos combustibles y no el biodiesel como un aditivo para la
aceleracion de la degradacion, dado que si se hubiera agregado después, como aditivo los
resultados variarian ya que se formarian dos capas de combustibles y serian consumidas en

diferente ritmo.



X.  CONCLUSIONES

El biodiesel y el diesel presentaron una taza de mineralizacion de 3 g COz/dia ydelg

COZ/ dia respectivamente, de la misma forma presentaron un nivel de 61 393 +44998mg
TPH/Kg suelo y 171 947 +44998mg TPH/Kg suelo, por Gltimo presentaron un porcentaje
de remocion del 84.65%. (una remocion total en 24 +1.5 dia) para el biodiesel y 57.01%.
(una remocion total en 35 £1.5 dia) para el diesel.

El B20 y la mezcla biodiesel-diesel-etanol presentaron una taza de mineralizacion de 3 g

Coz/dia , de la misma forma presentaron un nivel de 80 025 +44998mg TPH/Kg suelo y
84 806 +44998mg TPH/Kg suelo respectivamente, por Ultimo presentaron un porcentaje
de remocion del 79.99%. (una remocion total en 25 +1.5 dia) para el B20 y 78.80%.
(una remocion total en 25 +1.5 dia) para la mezcla.

El biodiesel y el diesel con estimulacién presentaron una taza de mineralizacién de 4 ¢

COZ/dia yde3g COZ/dia respectivamente, de la misma forma presentaron un nivel de
17 874+44998mg TPH/Kg suelo y 108 007 +44998mg TPH/Kg suelo, por ultimo
presentaron un porcentaje de remocion del 95.53%. (una remocion total en 21 £1.5 dia)
para el biodiesel y 73%. (una remocidn total en 27 £1.5 dia) para el diesel.

El B20 y la mezcla biodiesel-diesel-etanol presentaron una taza de mineralizacion de 3 g

COZ/dia ydg COZ/dia respectivamente, de la misma forma presentaron un nivel de 57

692 +44998mg TPH/Kg suelo y 65 341 +44998mg TPH/Kg suelo, por u(ltimo
presentaron un porcentaje de remocion del 85.58%. (una remocion total en 23 +1.5 dia)

para el biodiesel y 83.66% (una remocion total en 24 +1.5 dia) para el diesel.
El suelo 1 obtuvo una tazade 2 g COz/dia y el suelo 2 una tazade 3 ¢ COZ/dia .

Si existe una diferencia significativa, 90%, entre el suelo 1 y 2(p=0.098) , siendo el suelo
2 el mas dptimo para la degradacién debido a la facilidad de asimilacion de hidrocarburos
de los microorganismos presentes.

La degradacion del diesel se ve afectada significativamente al ser mezclada con biodiesel,
B20 (p=0.0913) porque este estimula a los microorganismos con sus cadenas de &cidos

grasos.
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La estimulacion afecto significativamente la degradacion del diesel (p=0.0996) dado que
aportan minerales que aceleran el metabolismo de los microorganismos.
La mezcla B20 y B100 presentd mayor degradacion que el diesel ya que el biodiesel es

un hidrocarburo compuesto de acidos grasos.



XIl.  RECOMENDACIONES

Realizar un estudio previo del suelo para determinar si es éptimo para la degradacion.
Realizar un estudio microbiano de los suelos

Realizar un estudio de movilidad del hidrocarburo en el suelo y que tan significativo es

en los resultados

Evolucion de CO,

e Se recomienda utilizar soluciones para titular a una concentracion baja dado que
lo gramos de CO, se encuentran en bajas concentraciones.

e Serecomienda siempre tener un control o un blanco para la produccién de CO,

Método TPHs

e Realizar un sistema de recuperacion de solvente
e Si es posible realizar diferentes métodos aprobados para la medicién de TPH y

comparar resultados
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XIIl. APENDICE

A. Datos originales

Tabla 12 Mililitros de HCI 0.04M para la titulacion de KOH, determinacion de suelo

optimo
Dia 5 10 15 20
Muestra 11( £0.01ml) 2.00 1.80 1.60 1.20
Muestra 12( £0.01ml) 1.90 1.70 1.40 1.00
Muestra 13( £0.01ml) 1.70 1.60 1.20 1.10
Promedio( £0.01ml) 1.87 1.70 1.40 1.10
Control 1(£0.01ml) 2.30 2.30 2.30 2.30
Muestra 21( £0.01ml) 0.80 0.50 0.30 0.20
Muestra 22( £0.01ml) 0.60 0.70 0.40 0.20
Muestra23( £0.01ml) 0.60 0.30 0.30 0.10
Promedio( £0.01ml) 0.67 0.50 0.33 0.17
Control 2( £0.01ml) 2.2 2.2 2.2 2.2

Tabla 13 Mililitros de HCI 0.01M para la titulacion de KOH, determinacién de
degradabilidad por medio de evolucion de CO2

Dia 5 10 15 20

A(20.01ml) 6.1 54 32 2.1
B( £0.01ml) 9.1 8.4 7.2 5.7
AB(+0.01ml) 5.2 46 2.7 11
ABC( 0.01ml) 5.1 41 2 13
A*(£0.01ml) 3.1 18 08 05
B*( £0.01ml) 55 4.9 3.2 2.2
AB*(+0.01ml) 5 3.7 18 11
ABC*(£0.01ml) 5.1 3.8 1.4 1
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Tabla 14 Pesos para la extraccion por solvente

TARA Pesol Peso?2

+0.0001g £0.0001g +0.0001g
A 32.2936 58.544 56.9324
B 31.1924 54.6048 50.5791
AB 33.7809 58.0332 56.0924
ABC 33.1269 56.473 54.4931
A* 53.7523 137.0206  135.5323
B* 55.1985 100.0551 91.2177
AB* 54.954 91.2953 89.1987
ABC* 55.3712 99.1786 96.3162
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B. Calculo de muestra

1. Determinacién de KOH que no reaccionaron a partir de titulacion con HCI

11 0.01molHCL\ {1molKOH 11¢ 1000ml
1ml HCL EcNo1
1000ml 11 1molHCL ) \0.01molKOH 11¢

Ejemplo para el calculo de la medicién para el dia 5, muestra A:

11 )(0.01molHCL) (1molKOH)( 1t )(1000ml

3ml HCL
6.3ml HC *<1000ml 1 TmolHcL ) \0.01molkor )\ 11z

) = 6.3ml KOH

2. Determinacion de gramos de CO,

1ml KOH ( 11 )(0.0ImolKOH) (lmolHZCO3)( 1mol €02 )( 44g ) oz
1000ml 11 2mol KOH ) \1motH2c03) \1moicoz) ~°"°

Ejemplo para el calculo de la medicion para el dia 5, muestra A:

10ml — 6.3 mlKOH

( 11 )(0.01molKOH)(1molH2C03)( 1mol C02 )( 44g )
%
1000ml 11 2mol KOH / \1molH2C03/ \1molC02

= 8.14x10"*gramos de CO,

3. Determinacién de biodegradacion a partir del método de THP

. s s Pesol—Tara 400g
gramos hidrocarburos iniciales en la muestra = * Ec No
1000 kg suelo
3

gramoshidrocarburos finales en la muestra = Pesol — Peso2 ecno4

g hidrocarburos degradados = g hidrocarburos iniciales —
g hidrocarburos finales Ecnos
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g hidrocarburos degradados*llgfa(:::’i
TPHfinal = = TPH EcNo6
peso—tarax 1kg kgsuelo
1000g
. . TPH final
% remocion = ——— % 100 ecNo7
TPH inicial
; . s 80g
dlaS de remocion tOtal = (80gramos hidrocarburo inicial*%remocion) EcNos
20 dias

Tomando como ejemplo la muestra de biodiesel:

gramos hidrocarburos iniciales en la muestra:
58.544 + 0.0001g — 32.2936 + 0.0001g  400g
= *
1000gramos/kg kg suelo

= 10.5001g hidrocarburo

gramoshidrocarburos finales en la muestra

= 58.544 + 0.0001g — 56.932 £ 0.0001g = 1.6116gramos

(10.5001g hidrocarburo — 1.6116gramos) * fooﬂ
) gramos
TPHfinal = T
58.544 + 0.0001g — 32.2936 + 0.0001g * T000g
mg
= 61393 TPH —
kgsuelo
400 000 — 61393%
% remocion = Mg 9 * 100 = 84.65%
Kgsuelo
dias d ./ [ = 80 g
las de remocion total = (809ramos hidrocarburo inicial * 0.8465rem0ci0n)
20 dias

= 24 dias
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4. Anélisis de error

Calculo de media

=
Il

iﬂ:m+@+m+%

i=1 n EcNo 9

Calculo de desviacion estandar:

% (X; — #}2
\/E — i=1

_ﬁi" EcNo 10

El calculo de media y desviacion estandar se calcularon por medio del programa EXCEL, Tabla
23



C. Datos calculados
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Tabla 15 Mililitros de KOH 0.01M que reaccionaron con el &cido carbonico para
determinacion de suelo 6ptimo

Dia 5 10 15 20
Muestra 11 ( £0.01ml) 1.20 2.00 2.80 4.40
Muestra 12 ( £0.01ml) 1.60 2.40 3.60 5.20
Muestra 13( £0.01ml) 2.40 2.80 4.40 4.80
Muestra 21( £0.01ml) 5.60 6.80 7.60 8.00
Muestra 22( £0.01ml) 6.40 6.00 7.20 8.00
Muestra 23( £0.01ml) 6.40 7.60 7.60 8.40
Suelo 1 prom( £0.01ml) 1.73 2.40 3.60 4.80
Suelo 2 prom( £0.01ml) 6.13 6.80 7.47 8.13
Control suelo 1( 0.80 0.80 0.80 0.80
+0.01ml)

Control suelo 2( 1.20 1.20 1.20 1.20
+0.01ml)

Tabla 16 Gramos de CO2 proveniente de la degradacion de los hidrocarburos,
determinacion de suelo éptimo

Dia 5 10 15 20

Muestra 11 ( £0.0001g) 2.64E-04 4.40E-04  6.16E-04  9.68E-04
Muestra 12 ( +0.0001g) 3.52E-04 528E-04  7.92E-04  1.14E-03
Muestra 13( +0.0001g) 5.28E-04 6.16E-04  9.68E-04  1.06E-03
Muestra 21( +0.0001g) 1.23E-03 150E-03  1.67E-03  1.76E-03
Muestra 22( +0.0001g) 1.41E-03 1.32E-03  1.58E-03  1.76E-03
Muestra 23( +0.0001g) 1.41E-03 167E-03  1.67E-03  1.85E-03
Suelo 1 prom( +0.0001g) 3.81E-04 528E-04  7.92E-04  1.06E-03
Suelo 2 prom( +0.0001g) 1.35E-03 150E-03  1.64E-03  1.79E-03
Control suelo 1( +0.0001g) 1.76E-04 176E-04  1.76E-04  1.76E-04
Control suelo 2( £0.0001g) 2.64E-04 2.64E-04  2.64E-04  2.64E-04
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Tabla 17 Gramos de CO2 acumulados por dia, determinacion de suelo 6ptimo.

Dia 5 10 15 20
Muestra 11 ( £0.0001g) 2.64E-04 7.04E-04 1.32E-03 2.29E-03
Muestra 12 ( £0.0001g) 3.52E-04 8.80E-04 1.67E-03 2.82E-03
Muestra 13( £0.00019) 5.28E-04 1.14E-03 2.11E-03 3.17E-03
Muestra 21( £0.00019) 1.23E-03 2.73E-03 4.40E-03 6.16E-03
Muestra 22( £0.00019) 1.41E-03 2.73E-03 4.31E-03 6.07E-03
Muestra 23( £0.00019) 1.41E-03 3.08E-03 4.75E-03 6.60E-03
Suelo 1 prom( £0.0001g) 3.81E-04 9.10E-04 1.70E-03 2.76E-03
Suelo 2 prom( £0.0001g) 1.35E-03 2.85E-03 4.49E-03 6.28E-03
Control suelo 1( 1.76E-04 3.52E-04 5.28E-04 7.04E-04
+0.00019)

Control suelo 2( 2.64E-04 5.28E-04 7.92E-04 1.06E-03
+0.00019)

Tabla 18 Datos de andlisis por varianza , ANOVA, determinacion de suelo 6ptimo

SUMMARY
Groups Count Sum Average Variance
Suelo 1 prom 4 0.00575064 0.00143766 1.06916E-06
Sueo 2 prom 4 0.0149634 0.00374085 4.50647E-06
ANOVA
Source of SS df MS F P-value F crit
Variation
Between 1.06094E-05 1 1.06094E- 3.805619886 0.098949 5.987378
Groups 05
Within 1.67269E-05 6 2.78782E-
Groups 06

Total 2.73363E-05 7




Tabla 19 Mililitros de HCI 0.01M para la titulacién de KOH, determinacion de
degradabilidad por medio de evolucién de CO2

Dia 5 10 15 20
A(£0.01ml) 3.9 4.6 6.8 7.9
B(+0.01ml) 0.9 1.6 2.8 4.3
AB(£0.01ml) 4.8 5.4 7.3 8.9
ABC( 4.9 5.9 8 8.7
+0.01ml)

A*(£0.01ml) 6.9 8.2 9.2 9.5
B*(+0.01ml) 45 5.1 6.8 7.8
AB*( 5 6.3 8.2 8.9
+0.01ml)

ABC*( 4.9 6.2 8.6 9
+£0.01ml)

Tabla 20 Gramos de CO2 proveniente de la degradacion de los hidrocarburos

Dia 5 10 15 20
A(£0.0001g) 8.58E-04  1.01E-03 1.50E-03 1.74E-03
B( £0.0001g) 1.98E-04  3.52E-04 6.16E-04 9.46E-04
AB( +0.0001g) 1.06E-03  1.19E-03 1.61E-03 1.96E-03
ABC( £0.0001g) 1.08E-03  1.30E-03 1.76E-03 1.91E-03
A*(£0.0001g) 1.52E-03  1.80E-03 2.02E-03 2.09E-03
B*( £0.0001g) 9.90E-04  1.12E-03 1.50E-03 1.72E-03
AB*( +0.0001g) 1.10E-03  1.39E-03 1.80E-03 1.96E-03
ABC*( 1.08E-03  1.36E-03 1.89E-03 1.98E-03

+0.0001g)




Tabla 21 Gramos de CO2 acumulados por dia.

Dia 5 10 15 20
A(£0.0001g) 8.58E-04  1.87E-03 3.37E-03 5.10E-03
B( £0.0001g) 1.98E-04  5.50E-04 1.17E-03 2.11E-03
AB( +0.0001g) 1.06E-03  2.24E-03 3.85E-03 5.81E-03
ABC( 1.08E-03  2.38E-03 4.14E-03 6.05E-03
+0.0001g)

A*(£0.0001g) 1.52E-03  3.32E-03 5.35E-03 7.44E-03
B*( £0.0001g) 9.90E-04  2.11E-03 3.61E-03 5.32E-03
AB*( +0.0001g) 1.10E-03  2.49E-03 4.29E-03 6.25E-03
ABC*( 1.08E-03  2.44E-03 4.33E-03 6.31E-03
+0.0001g)

Tabla 22 Porcentaje de remocion para suelos, prueba THP

Dia %

A 84.65%
B 57.01%
AB 79.99%
ABC 78.80%
A* 95.53%
B* 73.00%

AB* 85.58%
ABC*  83.66%
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Tabla 23 Analisis de ANOVA, comparacion degradacion diesel —B20

SUMMARY

B 4 0.004026 0.001007  7.03E-07

ANOVA

Between Groups 9.97E-06 1 9.97E-06  4.032521 0.091393  3.77595

Total 2.48E-05 7

Tabla 24 Analisis de ANOVA, comparacién degradacion del diesel, con y sin
bioestimulacién

SUMMARY

B 4 0.004026 0.001007 7.03E-07

ANOVA

Between Groups 8.02E-06 1 8.02E-06 3.784519 0.099695  3.77595

Total 2.07E-05 7




Tabla 25 Hidrocarburos para el célculo de TPH

49

Hidrocarburos Hidrocarburos Hidrocarburos TPH mg /kg

iniciales Finales degradados suelo

+0.00004 gramos ~ +0.00004 +0.00004 +44998mg

gramos gramos TPH/ kg suelo
A 10.50016 1.6116 8.8886 61393
B 9.36496 4.0257 5.3393 171947
AB 9.70092 1.9408 7.7601 80025
ABC 9.33844 1.9799 7.3585 84806
A* 33.30732 1.4883 31.8190 17874
B* 32.72884 8.8374 23.8914 197014
AB* 14.53652 2.0966 12.4399 57692
ABC* 17.52296 2.8624 14.6606 65341
Tabla 26 Hidrocarburos restantes y porcentajes remocion.
mgTPH iniciales mgTPH finales % remocion Gramos Dias

/kg suelo /kg suelo removidos /dia *15
+44998mg TPH/ kg +44998mg TPH/ dia
suelo kg suelo

A 400000 61393 84.65% 3.3861 24
B 400000 171947 57.01% 2.2805 35
AB 400000 80025 79.99% 3.1997 25
ABC 400000 84806 78.80% 3.1519 25
A* 400000 17874 95.53% 3.8213 21
B* 400000 108007 73.00% 2.9199 27
AB* 400000 57692 85.58% 3.4231 23
ABC* 400000 65341 83.66% 3.3466 24




Tabla 27 Estadisticas descriptivas
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dias TPHs restantes Iniciales
Mean 25.5872711 Mean 80885.76111 Mean 400000
Standard Error 1.50591928 Standard Error 15909.34821 Standard Error 0
Median 24.4534415 Median 72682.97928 Median 400000
Mode #N/A Mode #N/A Mode 400000
Standard 4,25938295 Standard 44998.43201 Standard 0
Deviation Deviation Deviation
Sample Variance  18.1423431 Sample Variance 2024858883 Sample Variance 0
Kurtosis 4.105063 Kurtosis 2.254703042 Kurtosis
Skewness 1.8170759 Skewness 1.047921089 Skewness
Range 14.1441396 Range 154073.7956 Range 0
Minimum 20.9354782 Minimum 17873.54852 Minimum 400000
Maximum 35.0796178 Maximum 171947.3441 Maximum 400000
Sum 204.698168 Sum 647086.0889 Sum 3200000
Count 8 Count 8 Count 8
Confidence 2.85308245 Confidence 30141.51073 Confidence 0
Level(90.0%) Level(90.0%) Level(90.0%)




Tabla 28 Limites de TPHs para suelos comerciales para Nueva Zelanda

Soil Type/ Depth of contamination
Contaminant Surface (<1m) im - 4m > 4m

SAND _

Cr-Co™ 120™ 120™ (12,000) 72

Cio-Crs (1,500)" g ( ,900}3,‘7-"-' (2,1 00;2'-?-*’

Cy5-Cas NA = NA ¥ NA &
SANDY SILT - _

Cr-Ca™ (500) "™ (500) ™™ (12,000) ™V

Cio-Cia (1.700) 7 (2,200) ™ (3,400;2'-?-”

Cis-Cae NA @ NA Y NA &
SILTY CLAY - -

Cr-Ca ¥ (8,800) 7 (20,000) 7™ NA 2

Cio-Crs (1,900)" g (8,900}3,’7"‘-' NA fi’

Cy5-Cas NA = NA ¥ NA &
CLAY -

C-Cq 4 MNA -12:_ . NA (2) . NA 2)

Cio-Cia (1.800) 7 (9,700) ™ NA @

C-5—C3,5 NA 2 NA (2) NA {2y
PUMICE -

Cr-Ca ¥ (810) (810) " (16,000) ™V

Cio-Cra (1.400) ™ (3,600) ™ (5.700) ™

Cis-Cas NA @ NA 2 NA &
PEATS AND HIGHLY ORGANIC SOILS _

Cr-Ca™ (6,700) ™™ (6.700) 7™ NA 2

Cio-Cia NA 2 NA NA @

C-s—C% MNA 2 NA 2) NA 2y

*Segln el manual de manejo de suelos contaminados con hidrocarburos, de nueva Zelanda,

modulo 4,mg TPH/kg suelo.

Tabla 29 Concentracién maxima en suelo para el estado de California

Petroleum Hydrocarbon Contaminant

Maximum Concentration Limits

(C4-Cr2)

Gasoline and lighter end hydrocarbons

1.000 ppm TPH

1,000 -5,000 ppm TPH w/RCI and 96
hour bioassay

Diesel fuel. Kerosene O1il. Jet Fuel,
(Cs-Cy2) heavy end hydrocarbons

3.000 ppm TPH

3,000 -15000 ppm TPH
w/RCI and 96 hour
bicassay

Hydraulic Oil.
Cutting and Grinding O1l, Virgin M
01l

(Cg-Cyp heavy end hydrocarbons)

otor O1il, Waste

3000 ppm TRPH

3,000 -15000 ppm TPH
w/R.CI and 96 hour bioassay

Tabla 30 Limites permisivos de TPHSs para suelos, en el ecuador

Parametro Expresado | Unidad” Usa Usar Ecosiste
&n agricola” industrial” sensi:hlen;:s

Hidrocarburos totales TPH mg'kg <2600 <2000 <1000
Hidrocarbures aromaticos policiclicos C migkg <2 =5 <1
{HAPs)
Cadmic Cd mg'kg <2 <10 <1
Miguel Mi migkg <A <100 =40
Plomo Pt mgkg <100 <50 <
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Gréfica 3 Evolucion del CO2 para todas las muestra , suelo éptimo
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Grafica 4 Evolucion de CO2 para suelo 1
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Gréfica 5 Evolucion de CO2 para suelo 2
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Gréfica 6 Evolucion de CO2 promedio para ambos suelos
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Gréfica 7 Evolucion de CO2 para muestras de biodiesel
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Gréfica 8 Evolucion de CO2 para muestras de diesel
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Gréfica 9 Evolucion de CO2 para muestras de diesel-biodiesel-etanol
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Gréfica 10 Evolucion de CO2 para muestras de B20
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