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RESUMEN

La dependencia de la accion humana en el petréleo, demanda la produccion de grandes
cantidades de crudo y su subsecuente transporte a lo largo del planeta. El transporte es la
principal fuente de contaminacién por hidrocarburos ya que 60% de la produccion mundial se
transporta por via maritima y se calcula que el 0,1% de éste se derrama al mar (2,2 millones de
toneladas al afio). La determinacién de la fuente, el impacto y la estimacion del tiempo del
dafio, son estudiadas a través de la ciencia forense ambiental, que evalla las propiedades
guimicas vy fisicas del contaminante. La degradacién microbiana sobre el crudo derramado,
causa cambios en su composicién quimica, de manera que, su caracterizacién y correlacion
con las potenciales fuentes, se deben evaluar con técnicas analiticas, que aportan confiabilidad
y precision en los datos analiticos, que en conjunciéon a la comprension de la historia del
evento, permite establecer con éxito el origen de la contaminacion.

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo establecer el analisis isotdépico de los
compuestos especificos de hidrocarburos (CSIA), como una herramienta analitica confiable en
el campo de la ciencia forense ambiental aplicada a las operaciones petroleras.

Los resultados obtenidos permitieron apreciar que a través de las técnicas analiticas
convencionales, durante la degradacion bacteriana, se producen cambios en la composicion
molecular del crudo (por ejemplo: agotamiento de las cadenas de bajo peso molecular en la
fracciobn saturada). Sin embargo, con la medicion de la relacion isotépica (propiedad
refractaria), se observa que sus valores no sufren variaciones significativas, especificamente
los CSIA en la fraccion saturada son inalterables durante el proceso de biodegradacion,
estableciéndola como una herramienta forense util para la correlacién entre la fuente de la
contaminacioén y el crudo derramado en medio marino.

Palabras clave: relaciones isotépicas, CSIA n-alcanos, ciencia forense ambiental, derrames
petroleros marinos, huellas caracteristicas.
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INTRODUCCION

La dependencia de la actividad humana en el petrdleo, demanda una produccién de
grandes cantidades de éste para satisfacer el mercado mundial, produciendo
afectacion sobre los ecosistemas. Entre los mas graves desastres que atentan contra la
biodiversidad, se encuentran los derrames de petréleo en los mares y océanos. El
petroleo y sus productos refinados, son mezclas de varios hidrocarburos y otros
compuestos cuyas propiedades fisicas y quimicas son muy variadas. Este hecho
determina su comportamiento e impacto en los elementos ambientales (recursos

fisicos, recursos bioldgicos y actividades socioeconémicas) cuando ocurre un derrame.

La produccion y el transporte de petroleo por via maritima, son las principales fuentes
de contaminacién por hidrocarburos (ITOF, 2017). Wang, Wang y He (2015), son
precisos a describir que los derrames petroleros pueden ocurrir durante los procesos
de explotacion, almacenamiento, transporte, produccion o el mismo consumo;
causando graves dafios al ambiente, a la salud y a los recursos naturales. Sin
embargo, resaltan que el 60% de la produccién mundial de petréleo es transportada por
medios marinos y se calcula que el 0,1% de éste es derramado en el mar (2,2 millones

de toneladas al afo).

Desde el comienzo del siglo XXI, se ha estado desarrollando dentro del ambito
cientifico una disciplina conocida como ciencia forense ambiental, que incluye la
evaluacion de la contaminacion del sitio afectado, recomendaciones de remediacion o
restauracion, y una determinacion probable de costos entre las partes responsables de
la limpieza y restauracién del sitio (Raia, Blakley y Fuex, 2008). Esta area del
conocimiento esta basada en métodos analiticos, estudios ambientales, normas o leyes
ambientales, entre otros aspectos, que le permite realizar un estudio sistematico de la
informacion de fuentes especificas de contaminacién quimica, tiempos de liberacién al

ambiente y distribucion espacial de la contaminacion (Haddad, 2010).



Posterior a un derrame marino de hidrocarburos, el crudo es sometido a una variedad
de procesos de meteorizacion, que modifican la composicion molecular de éste y los
parametros utilizados para correlacionarlo con su potencial fuente. Lo que hace
necesario, emplear herramientas analiticas confiables dentro de la ciencia forense
ambiental. Dichas técnicas analiticas deben poseer una mejor resolucion (propiedades

refractarias) que permitan propiedades caracteristicas del crudo y sus fracciones.

La GC-IRMS (por sus siglas en ingles), es una técnica analitica usada ampliamente en
la Geoquimica Organica del Petréleo, para la caracterizacion de crudos y la correlaciéon
con su posible roca fuente. Lo que hace robusta este instrumental, es la propiedad
especifica que mide, ya que, es a nivel del nucleo del &omo, en sus relaciones
nucleares entre el mas abundante y el menos, capaz de mantenerse estable por un
tiempo prolongado bajo cualquier proceso de alteracién (por ejemplo: biodegradacion,

enriquecimiento de ceras, alteracion térmica, desafaltacion, entre otros).

La industria petrolera ha experimentado a través del tiempo, retos en la caracterizacion
de los yacimientos por su complejidad, obligando a buscar herramientas de analisis con
mayor poder de resolucién, en funcion de las relaciones isotépicas del crudo, como el
analisis isotopico de compuestos especificos (CSIA), que permiten construir con mayor
precision la historia del yacimiento. Noruega, Estados Unidos, Holanda, Alemania y
Venezuela, han evaluado la tendencia de las relaciones isotdpicas en crudos y su
correlacién con las posibles rocas fuente, obteniéndose resultados exitosos en el area

de exploracion y caracterizacion de yacimientos.

El trabajo de investigacion realizado tiene como objetivo establecer el andlisis isotopico
de los compuestos especificos individuales de carbono (CSIA) en crudos venezolanos,
como una herramienta confiable para la correlacion del origen de contaminacion y
crudos derramados, ofreciendo una solucion técnica y practica, para establecer huellas
ambientales con mayor nivel de resolucion molecular, y asi disminuir los costos
asociados a la adquisicion de tecnologia foranea, planteando soluciones nacionales en

el campo de la ciencia forense ambiental aplicada a las operaciones petroleras.



El cuerpo del documento se estructuré de la siguiente manera: en el Capitulo 1, se
presenta El Problema, los objetivos que enmarcan el estudio, tanto el general como los

especificos y la justificacién e importancia de la investigacion.

El Capitulo 2, contiene el Marco Tedrico, en él se detallan los antecedentes que
sirvieron de soporte a la investigacion, asi mismo se desarrollan las Teorias de
Entradas o Bases Tedricas con los diferentes enfoques tedricos que sostienen a este
estudio, los fundamentos legales que se relacionan con el tema y la definicién de los

términos basicos que se emplean en la investigacion.

En el Capitulo 3, se puntualiz6 el Marco Metodolégico que explica el tipo de
investigacion dentro del cual se enmarcé el trabajo. Continuando, con la poblacion y la

muestra asi como las técnicas e instrumentos de recoleccién de datos empleados.

Posteriormente en el Capitulo 4, se presentan el Andlisis e Interpretaciéon de los

resultados.

Finalmente, el Capitulo 5, contentivo de las Conclusiones y Recomendaciones producto
del estudio realizado. Asimismo, se incluyen las referencias bibliograficas utilizadas en

la investigacion.



Capitulo 1: EL PROBLEMA

CAPITULO 1

EL PROBLEMA

En este primer capitulo se describe la investigacion, a través del planteamiento del
problema, concerniente a las implicaciones legales, politicas, ambientales vy
econdmicas de los derrames petroleros, ademas de la ausencia de tecnologia y falta de
aplicaciones técnicas modernas que permitan resolver posibles arbitrajes en esta
materia. Posteriormente, las preguntas asociadas a la investigacién, los objetivos
general y especificos, la importancia y justificacion, asi como el alcance de este trabajo

de investigacion.

1.1. Planteamiento del Problema

Los hidrocarburos son la fuente principal de energia para muchas actividades humanas
de la sociedad actual. El crudo y sus productos refinados son el resultado de una
mezcla de varios hidrocarburos y otros compuestos, cuyas propiedades fisicas y
guimicas son muy variadas, lo que determina su comportamiento e impacto en los
elementos ambientales (recursos fisicos, recursos bioldégicos y actividades

socioeconOmicas) cuando ocurre un derrame.

Los efectos contaminantes del petréleo han generado inmensa preocupacién por su
gran impacto negativo al ambiente. Los derrames son una de las afectaciones que
ocurren con mayor frecuente, debido a accidentes o0 practicas inadecuadas,
perturbando de manera inmediata todo el ecosistema (flora y fauna) donde se produce
el evento, sin embargo, al no ser atendido de manera rapida puede moverse a los

ecosistemas costeros, que son los mas productivos, afectando también, a las personas
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gue directamente viven de éstos, y aumentando su impacto en espacio y tiempo,

dificultando su control y remediacion.
En este sentido, Wang, Wang y He (2015), son precisos a describir lo siguiente:

Los derrames petroleros se producen todos los dias a nivel mundial y pueden
ocurrir durante los procesos de explotacién, almacenamiento, transporte,
produccién o el mismo consumo; causando graves dafios al ambiente, salud y los
recursos naturales. No obstante, es el transporte del crudo la principal fuente de
contaminacién debido a los derrames por hidrocarburos y el 60% de la produccion
mundial se traslada via maritima. (p.198)

Una revision historica del portal electronico oficial de la Fundacion Internacional de

derrames petroleros (ITOF por sus siglas en inglés, 2017), reporta:

Las précticas inadecuadas (sobrecarga de los tanqueros, falta de mantenimiento
de éstos, accidentes de las operaciones navieras, entre otras), han ocasionado el
derrame de 2,2 millones de toneladas por afio aproximadamente en los mares,
afectando los elementos abidticos (agua y nutrientes); biéticos (flora y fauna),
socioecondémicos (pesca y turismo) de las comunidades y el entorno ambiental.
También se afectan la salud (condiciones dermatolégicas, respiratorias y
gastrointestinales) de las personas expuestas a un derrame de gran magnitud,

resultando incluso muy dificil determinar las consecuencias a largo plazo.

La Oficina de Administracion de Informacion Energética de los Estados Unidos (EIA,
por sus siglas en inglés, 2016), a través de su portal electrénico oficial, es definida
como “la encargada de controlar y resguardar las rutas maritimas petroleras a nivel
mundial. Dichas vias estratégicas son altamente transitadas, ya que las empresas
transportan no solo crudo sino una gran variedad de combustibles liquidos como diésel,
gasolina, propano, combustible de aviones, etanol, entre otros, lo que aumenta la

probabilidad de derrames con consecuencias fatales.”

Una teoria consolidada desde hace 25 afios en la Geoquimica Organica del Petréleo
sobre la complejidad de la caracterizaciéon del crudo la plantearon, Engel y Macko

(1993), “una vez el crudo es sometido a una variedad de procesos de meteorizacion,
5
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los efectos combinados de éstos modifican significativamente la composicion quimica
inicial del crudo”. (p.3) Por consiguiente, al emplear instrumentales de analisis
convencionales; las huellas caracteristicas y los parametros quimicos que se observan

estan alterados, dificultando realizar la correlacion del crudo con su fuente.

La caracterizacion de la composicion fisicoquimica e identificacion del posible origen,
son las acciones criticas para la presentacion de pruebas forenses confiables que
garanticen exactitud y precision en la investigacion de derrames de crudos y la
resolucion de controversias relacionadas con el establecimiento de las
responsabilidades. De manera que, deben evaluarse con herramientas analiticas que
proporcionen mejor informacion con un amplio rango de estabilidad de su propiedad en
el tiempo, aportando la confiabilidad y precisibn necesaria en los datos que

proporcionan para la resolucion de casos de derrames petroleros marinos.

Segun lo plantea Pisos (2011), “en Venezuela existen mas de 20 leyes, normas y
resoluciones nacionales vigentes, ademas de la suscripcibn a convenios
internacionales en materia ambiental petrolera, sin embargo, no se cuenta con la
estructura cientifica ambiental y herramientas tecnologicas en caso de posibles

demandas”. (p.10)

En la practica, el pais no cuenta con metodologias analiticas y aplicaciones técnicas
actualizadas, en el diagnostico y seguimiento de derrames petroleros marinos,
dificultando asi, la calidad de los estudios ambientales, las cuales permitiran establecer
soluciones nacionales en el campo de la ciencia forense ambiental aplicada a las
operaciones petroleras y asi disminuir los costos asociados a la adquisicion de

tecnologia foranea para la defensa de la empresa en caso de arbitrajes internacionales.

Esta serie de consideraciones planteadas anteriormente, permite establecer las

siguientes preguntas de manera inmediata:

1. Sabiendo que el crudo al derramarse en ambientes marinos, producto de los
procesos de meteorizacion, sufre variacion significativa en su composicion

molecular inicial ¢ Qué herramientas analiticas con metodologias y aplicaciones
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técnicas actualizadas posee Venezuela, en el diagnostico y monitoreo de
derrames petroleros, que permitan establecer las huellas caracteristicas de

nuestro crudo exportado?

2. ¢Cuales parametros técnicos tiene Venezuela dentro de su normativa legal

ambiental vigente, estandarizados con los convenios y leyes internacionales, en
materia de diagnostico y monitoreo ambiental, en caso de derrames petroleros

en los sistemas marinos?

1.2. Objetivos de la Investigacion

1.2.1. Objetivo general

Establecer el analisis isotopico de compuestos especificos de hidrocarburos en la

fraccion n-alcanos (CSIA), como una herramienta analitica en las ciencias forenses

ambientales asociadas a derrames petroleros en sistemas marinos.

1)

2)

3)

4)

5)

1.2.2. Objetivos especificos

Establecer la linea base (condiciones iniciales) del sistema marino donde se
realizaran las pruebas de simulacion de derrame petrolero.

Determinar la correlacion entre parametros analiticos robustos de la geoquimica
organica convencional con los perfiles isotdpicos del crudo a estudiar.

Evaluar las tendencias de los perfiles isotépicos del crudo, en funcién del tiempo
de exposicién, a la degradacion microbiana.

Comparar las tendencias de los perfiles isotépicos de crudos, en funcién del tipo
de crudo exportable venezolano con respecto a otros paises.

Plantear un procedimiento general para la aplicabilidad de la herramienta
forense de los CSIA en caso de derrames petroleros venezolanos en sistemas

marinos.
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1.3. Justificacion e Importancia

La definicion de las responsabilidades legales, politicas y econdmicas en un derrame
petrolero, es evaluada a través del area de las ciencias forenses ambientales, con la
caracterizacion del crudo derramado y la correlacion con su posible origen. Esto
plantea la necesidad del empleo de técnicas de andlisis confiables y precisas, que
combinados con una comprension de la historia de los procesos de alteracion a los que

fue sometido el crudo, permite establecer con éxito el origen de la contaminacion.

Aungue en Venezuela se ha avanzado en leyes y normativas en materia ambiental,
existe obsolescencia en metodologias analiticas y aplicaciones técnicas actualizadas,
para la evaluacion de estudios ambientales en el area petrolera. En tal sentido, una de
las técnicas que mas importantes avances ha tenido en las ultimas décadas, es la
Cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas de relaciones
isotopicas (GC-IRMS, por sus siglas en ingles). Este instrumental, permite la
determinacién analitica de valores de los CSIA en mezclas complejas de interés
geoquimico, ofreciendo la posibilidad de establecer huellas caracteristicas de los

crudos venezolanos.

El aporte de la presente investigacion, desde el punto de vista cientifico académico, es
la incorporacién y actualizacion de conceptos ya consolidados en otras areas de las
ciencias, en cuanto a las aplicaciones de las relaciones isotOpicas para caracterizar

compuestos de matrices complejas.
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1.4. Alcance

El presente trabajo esta disefiado para establecer los CSIA, como una herramienta en
la caracterizacion y correlacibn de los derrames de crudo con la fuente de
contaminacion en operaciones petroleras venezolanas en ambientes marinos. Ademas,
de impulsar esta tecnologia y sus aplicaciones técnicas en el campo de las ciencias

forenses ambientales dentro del pais.

El trabajo se llevd a cabo en las instalaciones de la empresa PDVSA-Intevep, en la
ciudad de Los Teques, estado Miranda, Venezuela, donde se realizaron las actividades
del disefio y ejecucion de las simulaciones a escala de laboratorio de derrames
petroleros con crudo venezolano con calidad de exportacidén en sistemas marinos, toma
de muestras y estudios analiticos (analisis quimicos y geoquimicos convencionales y
no convencionales), en un lapso estimado de veinticuatro (24) meses, para culminar

con éxito el desarrollo de la investigacion.

1.5. Consideraciones Eticas y Legales

Sampieri, Fernandez-Collado y Baptista (2006), definen a la investigacién como “un
conjunto de procesos sistematicos y empiricos que se aplican al estudio de un
fendmeno; es dinamica, cambiante y evolutiva” (p.21). La investigacién debe cumplir
dos propésitos fundamentales: producir conocimientos y teorias; y resolver problemas
practicos. Es debido a esto, que la humanidad ha evolucionado. Los investigadores se
preguntan permanentemente ¢Es util y valiosa la informacion obtenida para la
sociedad? ¢Ayudara a mejorar la vida del hombre, cuidar al ambiente y optimizar los

recursos naturales?
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En el particular, la investigacion en el area de la Ingenieria Ambiental tiene como deber
esforzarse en mejorar la calidad del medio fisico, socioeconémico, urbano y de los
espacios naturales para promover los principios del desarrollo sostenible (Cédigo de
Etica, Colegio de Ingenieros, 1996).

El patrimonio natural ambiental se estd agotando para las nuevas generaciones y esto
se evidencia diariamente. Lo que plantea, la profundizacion sobre el conocimiento de
nuestras relaciones con el ambiente, para un mejor modo de acceso, gestion,
participacion y distribucion de los bienes de produccion y consumo, basado en el

modelo de desarrollo sostenible.

La conciencia de la crisis ecoldgica tiene un sentido humanista, en una doble
dimension. La primera dimension, es que todos los seres humanos dependemos de la
naturaleza; la segunda, que solo el ser humano, es capaz de cuidar de la naturaleza.
Es en este punto, donde la ética entra a jugar un papel importante pues la crisis
ecoldgica requiere de la toma de conciencia y de la solidaridad mundial. La situacién
ambiental actual es una cuestion de moral, pues se refiere a nuestro comportamiento
respecto a nuestros semejantes actuales y los futuros, a nosotros mismos y al

ambiente en el que habitamos.

En el ejercicio profesional, el compromiso debe obligar a vigilar cada accién, cada
actitud y cada objetivo laboral, de manera que éstos estén orientados hacia una clara e
inequivoca meta de reducir en lo posible nuestro impacto sobre ese desarrollo al cual
se contribuye con nuestras acciones. Y si llegase a impactar, desarrollar las estrategias

de respuestas inmediatas para solventar la situacion.

El desarrollo de la investigacion, va orientado a plantear soluciones metodoldgicas para
controlar, de manera precisa y oportuna, posibles impactos ambientales de la industria
petrolera nacional en espacios marinos; de esta manera cumplir con lo establecido en
la Declaracion de Rio sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo (1992), en el principio de
beneficencia, ya que Venezuela como Estado, “tiene la obligacion de hacer el bien al
ambiente y actuar en interés del ambiente y del ser humano” (p.3); realizando todas

aquellas acciones y actividades tecnoldgicas y cientificas necesarias para revertir los
10
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dafos ocasionados a los ecosistemas. Otro principio que se enlaza directamente con el
estudio, es el de “quien contamina, paga”; vinculado estrechamente con el de la
responsabilidad, concebida como la indemnizacion en relacion con las victimas de la
contaminacion y otros perjuicios ambientales y disefiar aquellos instrumentos

necesarios para revertir el dafio causado.

Este estudio dentro del marco ético — legal de la investigacion, se desarrollé conforme a

los siguientes criterios:

Se realiz6 con la autorizacion de la empresa PDVSA - Intevep, con el consentimiento
de la Gerencia Exploracion y Yacimientos — Investigacion Estratégica. Se respeto la
propiedad intelectual y los derechos de los autores aqui citados, no se realizaron
plagios de otros trabajos, sino que se atribuyeron las ideas propias creadas por un
individuo y reconociendo las contribuciones a la ciencia que han realizado los mismos.
Cuando se realizé el uso de alguna conclusién, método, estrategia o herramienta de
prueba, se identificé claramente el autor de dicho aporte, ya sea individuo, organismo o

empresa, y se empled con propositos netamente académicos.

Se realizdé la comprobacion de informacion de forma que el mismo no se generé

conflictos de intereses con trabajos anteriores publicados.
De acuerdo con los principios establecidos en la Ley de Derechos de autor:

De los derechos sobre las obras creadas bajo relacién laboral o realizadas por
encargo. Articulo 59.- Se presume, salvo pacto expreso en contrario, que los
autores de las obras creadas bajo relacién de trabajo o por encargo, han cedido
al patrono o al comitente, segun los casos, en forma ilimitada y por toda su
duraciéon, el derecho exclusivo de explotacion definido en el articulo 23 y
contenido en el Titulo Il de esta Ley. La entrega de la obra al patrono o a quien
encarga la creacion, segun corresponda, implica la autorizacion para que éstos
puedan divulgarla, asi como para ejercer los derechos a que se refieren los
articulos 21 y 24 de esta Ley y la de defender los derechos morales, en cuanto

sea necesario para la explotacion de la obra.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

En este segundo capitulo, se explica e interpreta el problema de esta investigacion
desde un plano tedrico. Se presentan un conjunto de proposiciones teoricas y
conceptos en relacion al estudio, para plantear la forma como se abordara el problema
y los objetivos planteados. Dicho capitulo contiene los antecedentes de la
investigacion, las bases teodricas, contextuales y legales, ademas del sistema de

variables con sus definiciones conceptuales y operacionales.

2.1. Antecedentes de la investigacion

La caracterizacion de derrames petroleros, manchas negras, alquitranes y su
correlacion con las potenciales fuentes, se evaldan con técnicas analiticas, que
combinada con una comprension de la historia de los procesos, permite establecer con
éxito el origen de la contaminacion. Bayona, Dominguez y Albaigés (2015), efectuaron
una revision actualizada de los avances en las metodologias de andlisis quimicos para

caracterizacion de derrames petroleros.

Algunos parametros empleados para el establecimiento de las huellas caracteristicas
son: los patrones de distribucién de los hidrocarburos a través de la técnica analitica
GC-FID y el analisis de marcadores especificos o biolégicos, conocidos como
biomarcadores. Para las primeras etapas del derrame, estas técnicas de analisis son
muy utiles, sin embargo, los procesos de evaporacion, las primeras 6 a 12 horas
después del derrame, pueden alterar la distribucion de los parametros en el crudo,

modificando las huellas caracteristicas de éste y, continua afectado severamente por la
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biodegradacion en el mediano plazo (semanas a meses) después de ocurrido el

accidente.

El principal aporte de esta investigacion, es evidenciar la necesidad de desarrollar
métodos analiticos que permitan estudiar propiedades moleculares y atémicas, donde
su principal caracteristica sea la estabilidad en el tiempo a los procesos de alteracion

fisicos, quimicos y biolégicos.

La determinacion de la fuente del contaminante, y por ende, de las debidas
responsabilidades de manera temprana, es importante debido a que, permite
establecer el plan de contingencia que se activaria en el manejo del dafio ecolégico y
humano, generados por los componentes del crudo. Bejarano y Michel (2013),
evaluaron el riesgo a gran escala de la presencia de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH) en sedimentos costeros de Arabia Saudita. Los derrames petroleros
intencionales durante todo el periodo de la guerra del Golfo Pérsico, se estimaron en
unos 10,8 millones de barriles de petréleo. El crudo derramado se dispersé en el

sistema marino desde el sur hasta el noroeste de la linea de costa saudi.

Los investigadores recolectaron 1679 muestras a lo largo de la costa saudi y analizaron
la concentracién y nivel de toxicidad de los PAH. La toxicidad de los sedimentos fue
caracterizada usando la unidad de toxicidad de Benchmark (ESBTUgcy, 43). El 65% de
las muestras mostraron efectos ecoldgicos potencialmente adversos. De manera que
las concentraciones de los PAH no son aceptables para la proteccion de la fauna

bentdnica de la zona.

Después de 20 afios de la guerra del Golfo Pérsico y de los derrames intencionales, las
costas de Arabia Saudita tiene concentraciones de PAH con altos niveles de toxicidad,
los habitats costeros alin no se recuperan y el gobierno saudi, al no poder establecer
las responsabilidades por estas acciones, tuvo que asumir el compromiso, y ha
disefiado e implementado estrategias de remediacion, pero los altos costos han
retrasado su aprobacion y aplicacién. La contribucién de este estudio, es presentar el
alto costo ambiental, social, politico y econémico de las comunidades afectadas por los

derrames petroleros.
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Por su parte, la Quimica Analitica, en la busqueda de plantear soluciones a las
diferentes areas, ha logrado avances significativos en las Ultimas décadas, en técnicas
de analisis quimicos como la GC-IRMS. Esta técnica permite la determinacion de
relaciones isotépicas de carbono de los componentes individuales en mezclas
complejas de interés geoquimico. Benson y otros (2012), compilaron las aplicaciones
consolidadas de la GC-IRMS, ademas plantearon, que el rol principal de cualquier
ciencia forense, es la determinacion del delito cometido e identificacion del
responsable, por lo que debe estar respaldada con una variedad de analisis y

examenes de laboratorio.

Las diferentes técnicas analiticas convencionales empleadas por los cientificos
forenses, son: espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR),
fluorescencia de rayos X (FRX), microscopia electrénica de barrido acoplada con un
detector de rayos X de energia dispersiva (MEB/EDX), difraccion de rayos X (DRX),
electroforesis capilar (EC), cromatografia idénica (Cl), cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC), cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC-MS) y finalmente,
la cromatografia de gases (CG) acoplada con uno o méas de los siguientes detectores:
espectrometria de masas (MS), detector de captura electrénica (ECD), detector de

ionizacion a llama (FID) o analizador de energia termal (TEA).

Sin embargo, establecen que aunque estas técnicas son muy precisas, en términos de
la aplicacién en las ciencias forenses, presentan limitaciones, porque las muestras
recolectadas presentan alteraciones, y en ocasiones, no se logra distinguir entre
diferentes fuentes de una misma sustancia. Sin embargo, los investigadores, destacan
que la IRMS se ha posicionado como una técnica especial para analizar muchos
materiales complejos, ya que tiene la propiedad de individualizar un rango de

compuestos de interés forense.

Algunas de las areas donde se han aplicado con éxito las relaciones isotOpicas son:
farmacologia (autenticacion y control de calidad de drogas), alimentaria (autenticacion y
control de calidad de alimentos y sus derivados), arqueologia (establecer informacion

de la alimentacion prehistérica y estilo de vida), ciencias militares (con materiales
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complejo como explosivos, drogas y terrorismo), ciencias biologicas (estudiar el
comportamiento migratorio de especies), medicina forense (diagnéstico de
enfermedades, autopsia y estudios antropoldgicos) y geoquimicas (en exploracion y

caracterizacion de yacimientos).

Esta revision resalta diferentes areas, en las que la IRMS ha funcionado como una
técnica adicional para analizar con mayor resolucibn muchos materiales, ya que

individualiza un rango de compuestos de interés forense.

El avance vertiginoso del estudio de las relaciones isotopicas, es debido a la
incertidumbre generada en la caracterizacion convencional de los crudos derramados,
de manera que, Hough y otros (2011), realizaron una evaluacion preliminar de la
relacién isotépica *C/**C en el crudo total y los CSIA, como métodos alternativos para
correlacionar la fuente con los compuestos de hidrocarburos en suelos contaminados
de crudos altamente meteorizados. Disefiaron un experimento a escala de suelos (con
material arenoso no carbonoso) y derramaron crudos. De estos experimentos
recolectaron muestras del crudo periédicamente cada 24 horas durante 256 dias y se

determinaron los valores de 3'3C a través del empleo de GC-IRMS.

La biodegradacién intensa causa cambios en la relacién *C/*?C en el crudo,
favoreciendo el enriquecimiento de *3C en los n-alcanos residuales. Esto indica, que el
uso de 5'3C en crudo total, no es una herramienta util como parametro de correlacién

de fuente en caso de crudos fuertemente degradados.

No obstante, en la relacion isotdpica de los compuestos especificos en n-alcanos, se
observaron variaciones muy pequefias o imperceptibles. Se mostr6 que la relacion
isotopica de los isoprenoides es la menos afectada por la biodegradacion pudiendo
plantearla como un parametro de correlacibn para establecer la fuente de
contaminacion. La investigacion contribuye en la elaboracion del disefio experimental,
aunque el sistema de este trabajo fue realizado en suelos, permite establecer un punto

de partida para considerar ciertos factores para el desarrollo de este proyecto.
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Una de las aplicaciones consolidadas y estudiadas, para los CSIA, desde hace 25 afios
con éxito, es en el area de exploracion petrolera para establecer correlacion entre
crudo—crudo y crudo-roca fuente. Benson y otros (2012), recopilaron informacion
fundamental y basica sobre la aplicacion de los CSIA de n-alcanos en el area de
exploracion petrolera, especialmente de los ultimos 25 afos. Los autores plantearon
gue la GC-IRMS se ha aplicado con éxito en la caracterizacion de los componentes
individuales especificos en la fraccibn saturada del crudo (CSIA- n alcanos),
permitiendo establecer correlaciones crudo-crudo y crudo-roca fuente. Ademas,
resaltan que antes del desarrollo de la aplicacion de CSIA-n alcanos, los estudios
geoquimicos complejos tenian limitaciones en la interpretacion. Luego, en la década de
los afios 80 del siglo XX, la comunidad cientifica empez6 a observar las tendencias de
las relaciones isotédpicas de las diferentes fracciones (saturados, aromaticos, resinas y
asfaltenos) de los crudos y relacionarlas con las posibles rocas fuentes, obteniéndose

resultados exitosos y confiables en las investigaciones de la exploracion.

Mazeas, Budzinski y Raymond (2008), estudiaron las relaciones isotépicas en n-
alcanos en crudos biodegradados por actividad microbiana. Las tendencias isotdpicas
mostraron que valores isotépicos tenian un leve enriquecimiento en **C dependiendo
del nivel de biodegradacion. Los compuestos de bajo peso molecular (Cs a Co)
presentaron los mayores niveles de enriquecimiento (>3%o). Mientras que, en los n-
alcanos de mayor peso molecular (>C;5) se observan insignificantes variaciones que
van en el orden de 0,5%0 (que esta dentro del error de la técnica analitica), permitiendo

usarlo de manera exitosa como huella caracteristica exploratoria del crudo.

Estas investigaciones aportan la fundamentacion conceptual que se ha logrado en la
Geoquimica Organica del Petroleo, y que pudiese ser aplicada para comprender y
establecer las relaciones isotopicas como técnica de analisis en materia de ciencia

forense ambiental.
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2.2. Fundamentos Tedricos

La revision bibliografica a seguir ha sido dividida en tres (3) aristas fundamentales del
conocimiento cientifico, que permite estudiar el derrame o accidente petrolero como un
fendmeno multifactorial complejo, dichas aristas estan englobadas dentro de la
Geoquimica como ciencia, especificamente: Forense Ambiental, Orgénica del petréleo

e Isotopica.

2.2.1. Ciencia Forense Ambiental

2.2.1.1 Definicidn

Murphy (2008), define a las ciencias forenses ambientales como la aplicacion de
métodos cientificos dirigidos a la identificacion del origen, fuente y tiempo de un vertido
o descarga de contaminantes al medio ambiente. Permitiendo, la reconstruccion de
antiguos derrames y su relacién con el destino y transporte de contaminantes liberados
en el medio ambiente (p.6). Por lo tanto, considera el andlisis sistemético de evidencia,
informacion histérica y ambiental (que puede ser utilizada en el contexto de un proceso
legal) para determinar el origen del suceso y responsabilidad asociadas. Este autor
enfatiza que la adjudicacion de responsabilidades, se vuelve més dificil cuando existen
diferentes fuentes que podrian ser responsables por distintas liberaciones o descargas

de sustancias (contaminantes) en el tiempo en un mismo sitio.

Basicamente, en las investigaciones forenses ambientales, el primer paso es
caracterizar el lugar del derrame y el area afectada, para determinar la naturaleza y
magnitud del problema e identificar posibles complicaciones a nivel de seguridad

sanitaria. De manera, que tener una vision completa del problema se hace critico
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durante la investigacion e implica definir la fuente, tipo, cantidad y la ubicacion del
crudo derramado, estos elementos basicos proporcionan el marco necesario para una

evaluacioén de las variables ambientales del evento ocurrido.

De acuerdo a Wang y otros, (2007), existe una diferencia entre el comportamiento del
crudo derramado en suelo y en agua, que viene determinada por la velocidad a la que
el crudo se mueve o extiende y el tamafio resultante del area afectada. Tal

comportamiento caracteristico se desglosa en la tabla 1.

Tabla 1. Comportamiento caracteristico de los derrames en suelo y agua (Fuente:
Wang y otros, 2007 p.127)

Crudo en suelo Crudo en agua

Se mueve por el viento y/o corrientes

Se mueve lento 0 permanece
estatico.

de agua, permaneciendo en
moviendo por dias y en algunos
casos hasta semanas.

Puede ser recolectado en las
depresiones o valles o por
barreras artificiales. En cuanto al
tamafio de la zona afectada,
puede ser de bajas dimensiones.

El tamafio del é&rea afectada
incrementa con el tiempo, y se
dificulta su localizacion completa, ya
que una proporcion pudo haber
sufrido evaporacién, disolucion o
precipitacion.

Solo el crudo liviano puede
esparcirse hasta formar capas

En la superficie del agua se dispersa
para formar una gran capa continua

delgadas de crudo, y hasta

de crudo.
estanques y charcos.

La meteorizacion y emulsién son
La meteorizacion afecta | procesos dinamicos que
lentamente al crudo luego de 24 | continuamente alteran las

horas del evento

propiedades fisicas y quimicas del
crudo.
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Los crudos derramados en suelos, fluyen por las pendientes y laderas, y por lo general
se acumulan en las depresiones o barreras artificiales. La velocidad del crudo en la
pendiente depende de la temperatura y viscosidad del crudo, angulo de la pendiente, el
estado fisico de la superficie (rugosidad, tipo de vegetacion, tipo de suelo,
permeabilidad, entre otros). Las superficies del suelo por lo general son muy
irregulares, por lo que el espesor de las capas de crudo varia considerablemente.
Mientras que, el crudo derramado en agua, aumenta vertiginosamente su magnitud y la
zona afectada, ya que, es transportado y difundido por las corrientes superficiales,

llegando a las quebradas, rios o directamente al mar, en corto periodo de tiempo.

Wang y otros (2007), establecen que las caracteristicas principales que se deben
evaluar en las ciencias forenses en un sitio afectado (suelo o agua), para la

caracterizacion y su reconocimiento son:

a) Definicion de las condiciones del sitio que influyen en la persistencia y
trayectoria del crudo derramado.

b) Delimitacién de las areas afectadas por el derrame.

c) ldentificacion de los antecedentes y de las contribuciones especificas del crudo
en el area afectada.

d) Descripcion de las variaciones en las caracteristicas fisicas, concentracion y
modo de ocurrencia en el espacio y tiempo.

e) Evaluacién de la variabilidad de las concentraciones del crudo y la profundidad
de penetracion del mismo.

f) Adquisicion de datos técnicos para ayudar al prondstico en el tiempo de
residencia en superficie y subsuelo del crudo, a partir del conocimiento de los
procesos de alteracion como la meteorizacién, entre otros.

g) Acceso a los datos para la comprension de los efectos al corto y largo plazo del
uso de los recursos afectados por el derrame.

Para cumplir a cabalidad esto, es fundamental contar con técnicas de andlisis quimicos
y fisicos para recabar datos de manera mas precisa y confiable para la comprension de

los hechos ocurridos.
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2.2.1.2. Accidentes o derrames petroleros

Celis (2009), define el derrame de sustancias nocivas, como “un evento en el cual se
libera del contenedor sustancias nocivas en cantidades que representen peligro” (p.22).
Por su parte, Zamora, Ramos y Arias (2012), precisan al derrame petrolero como “un
vertido que se produce debido a un accidente o practica inadecuada dentro de

cualquier proceso de la cadena de petrolero, que contamina el medio ambiente”. (p. 5)

Celis (2009), plantea que “la contaminacion por petroleo o por sus productos refinados
(diésel, gasolina, kerosen y otros productos) es generada accidental o deliberadamente
desde diferentes fuentes” (p.23). La contaminacién por petréleo en sistemas marinos
proviene de los accidentes de los buques tanques en las rutas maritimas de transporte
y de las fugas en los equipos de perforacion marina. Otra posible fuente de
contaminacion proviene de tierra firme, del que es arrojado al suelo en las ciudades y
en zonas industriales, que luego son arrastrados por las corrientes fluviales hasta llegar

a los océanos.

2.2.1.3. Fuentes de contaminacion por hidrocarburos en el mar

A consecuencia del desarrollo de la industria petrolera, el transporte maritimo se ha
incrementado en forma considerable, y con ello se intensifican los problemas de la
seguridad y el riesgo de dafar el medio marino. Los accidentes de contaminacién tanto
en tierra como en los cuerpos de agua resultan inevitables, debido a los grandes
volimenes de hidrocarburos que se manejan. El transporte maritimo, es considerado el

causante principal de contaminacion (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion de las fuentes de hidrocarburos al medio marino (Fuente:

Zamora, Ramos y Arias, 2012, p. 10)

Capitulo 2: MARCO TEORICO

Origen / Tipo Accidental Operacional Natural
Roturas / accidentes: Efluentes: Afloramientos
- Industrias - urbanos
Terrestre - Refinerias - industriales
- Oleoductos - agricolas
- Puertos
Transporte maritimo Puntuales: Afloramientos
- cargas en la corteza
Marino Extraccion en offshore - lavado oceanica
Cronicos:
- perdidas de aceites
Productos de la Efluentes: Emanaciones
- combustién industrial - lavados de gases
Atmosférico .
- lluvias en zonas
urbanas

Zamora, Ramos y Arias (2012), clasifican la contaminacion por hidrocarburos segun

dos tipos de criterios: su origen y la causa del mismo, tal cual se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de la contaminacion por hidrocarburos (Fuente: Zamora, Ramos
y Arias, 2012, p.14)

Criterios Caracteristicas

- Terrestre: debido a actividades
humanas ligadas con el medio costero.

- Maritimo: debido al transporte y a las
Origen instalaciones en mar abierto.

- Atmosférico: aporte de ciertos
compuestos suspendidos en la atmosfera que
son transportados por precipitaciones.

- Accidental: representa un suceso
puntual, tanto en el espacio como en el tiempo,
presumiblemente evitable e involuntario.

- Operacional: o consecuencia directa
Causas del conjunto de actividades humanas que
intervienen en el medio, con una cierta
intencionalidad.

- Natural: impredecibles expresiones o
emanaciones en yacimientos naturales.

2.2.1.4. Procesos de alteracién en hidrocarburos en el medio marino.

Factores que afectan la huella quimica del crudo

Wang, Wang y He (2015), describen los efectos de los cambios en la composicion
quimica de crudos derramados en términos de sus efectos en la “huella caracteristica”
del crudo. Estos factores pueden agruparse en dos escenarios: antes y después del
derrame, donde el primero esta influenciado por el origen, ya sea del crudo o sus
productos refinados; y el segundo, ocasionado por los procesos de alteraciéon ambiental

como la meteorizacién y mezclas que influyen en las huellas quimicas del crudo que
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son relevantes a considerar en las investigaciones de los derrames. Tal cual se

esquematiza en la figura 1.

Origen del crudo
Génesis

Factores antes del derrame

Factores posteriores al derrame

Ambiente

Meteorizacion Mezcla

Figura 1. Diagrama que representa los tres (3) factores relevantes que afectan las
huellas quimicas del crudo en una investigacion forense (Fuente: Wang, Wang y He,
2015, p. 33)

Esta investigacién se centra en la meteorizacién y los procesos asociados a ésta. El
petréleo una vez entra en contacto con el agua, es sometido inmediatamente a
multiples procesos que son quimicos, fisicos y biolégicos, y que en conjunto, se
conocen como meteorizacion. La magnitud de la contaminacion por petréleo depende
de varios factores: tipos de hidrocarburos (crudo o refinado), cantidad liberada,
distancia del sitio de liberacion desde la playa, época del afo, temperatura del agua,

clima y corrientes oceanicas.

Echarri (2005) explica que:
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Cuando se vierte petrdleo en el mar, la mancha negra se extiende en una superficie
cada vez mayor hasta llegar a formar una capa muy extensa, de un espesor muy
delgado. Se estima que en el transcurso de 1% horas, 1 m* de petréleo puede llegar
a formar una mancha de 100 m de didmetro y 0,1 mm de espesor. Una vez
derramado al medio marino, los hidrocarburos empiezan a transformarse, sus
propiedades fisicoquimicas evolucionan a lo largo del tiempo, proceso conocido
como envejecimiento o degradacion. Al entrar en contacto con el agua, los
componentes de bajo peso molecular, se evaporan. Una gran parte del petroleo
(sobre el 60%) se evapora en las primeras horas después del vertido.

El petroleo evaporado es descompuesto por foto-oxidacion en la atmosfera de
manera continua y parte del crudo remanente es disuelto en el agua, siendo uno de
los pasivos ambientales méas peligrosos. Del resto del vertido que queda en el agua,
una parte sufre dispersion vertical, disolviéndose en la columna de agua inferior a la
capa del vertido debido principalmente al efecto de las olas rompientes, las
pequefias gotas oleosas dispersas tienden a volver a la superficie y ser dispersadas
por las fuerzas de flotabilidad. Las gotas mas grandes emergen enseguida, mientras
gque las gotas mas pequefias pueden ser transportadas por las corrientes lejos del
lugar del derrame y permanecen dispersas durante semanas, provocando
contaminacién a kilbmetros de distancia del punto del accidente.

Lo que queda forma una emulsién gelatinosa de agua y aceite que se convierte en
bolas de alquitran densas, semisoélidas. Las condiciones de viento y la viscosidad del
hidrocarburo son los factores mas importantes para la formaciéon de emulsiones, que
pueden llevar a que el volumen de la emulsién cinco dias después del derrame sea
el doble del volumen derramado. Los vertidos de hidrocarburos también son
afectados por la biodegradacion, proceso extremadamente lento pero importante a

largo plazo (p. 2). Tal como se puede observar en la figura 2.
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Procesos de meteorizacién y su escala de tiempo

Foto - oxidacion  Evaporacién
(dias a semanas) (horas a dias)

Emulsion
(horas a dias) s B

- Biodegradacién

< Dispersion (semanas a meses)
) (horas a dias)
Adsorcion

(CIESEREINERES) Disolucion
(horas a dias)

Figura 2. Principales procesos de envejecimiento de los hidrocarburos y sus escalas
temporales (Fuente: Echarri, 2005, p.6)

Zhendi y Stout (2007), definen la meteorizacion o intemperizaciébn como la pérdida de
ciertos componentes del petréleo a través de una serie de procesos naturales que
comienzan una vez que ocurre el derrame y contindan indefinidamente. La tasa de
intemperizacion del crudo varia en funcion de las caracteristicas del producto
derramado y de las condiciones climaticas existentes en el lugar del derrame. A
continuacién, se describen los procesos mas relevantes: dispersion horizontal,
evaporacion, disolucion, biodegradacion, foto-oxidacién, emulsificacion, dispersion

vertical y enriquecimiento de ceras.

o Dispersion horizontal: Explica Wang y otros (2007), que cuando un liquido mas

ligero es derramado sobre otro, se produce este proceso natural y espontaneo,
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causado por una serie de fendmenos fisicoquimicos. Tras el vertido de hidrocarburos al
mar, estos productos se dispersan rapidamente en la superficie, pudiendo llegar a
abarcar areas muy extensas incluso en condiciones de calma. Esto es debido a un
desequilibrio de fuerzas internas y externas llamado dispersibn mecanica. Lleva este
nombre para distinguirlo de los procesos de extension difusiva. El proceso de
dispersion evoluciona temporalmente hasta llegar a un estado en el cual el espesor de
la capa llega al denominado espesor minimo a partir del cual, la dispersiébn mecénica
cesa. Este espesor es caracteristico de cada producto que depende de su viscosidad y

de su densidad.

Una vez alcanzado el espesor minimo, debido a los procesos propios de
envejecimiento o por una fuerte turbulencia del medio, la mancha en superficie se
puede fragmentar en pequefias manchas discontinuas. Este fenémeno tiene una
relevancia en mar abierto y es el principal fenbmeno de expansion en aguas que estan

siendo remediados, ya que el espesor minimo se puede alcanzar en menos de un dia
(p.28).

e Evaporacién: Wang y otros (2007), lo describen como el proceso que mas afecta
la composicion quimica de la huella del crudo, en las primeras horas del derrame. La
tasa de evaporacién depende de multiples factores, pero en general, compuestos con
puntos de ebulliciéon por debajo de los 200°C, se evaporan dentro de un periodo de 24
horas. La reduccién de masa atribuible a la pérdida por evaporacién dependera de la
composicién del crudo derramado. (p. 31)

La evaporacion empieza inminentemente tras el derrame, prolongandose desde unas
pocas horas a unos cuantos dias segun el producto. El porcentaje de eliminacion del
volumen derramado (tasa de evaporacion) es un aspecto que también depende del tipo
de hidrocarburo, este porcentaje alcanza un maximo (tasa maxima de evaporacién) que
oscila entre el 100% en los productos mas ligeros y apenas el 10% para los productos
pesados.

El viento en la superficie, la temperatura y la radicacion solar también son agentes que

alteran la velocidad con la que el producto derramado se evapora. A mayor
26



Capitulo 2: MARCO TEORICO

temperatura mas rapidamente se alcanza la tasa maxima de evaporacion y a mayor
viento, mayor efecto de arrastre, mayor transferencia de masa fluido-gas y por lo tanto
mayor velocidad de evaporacion.

En la figura 3, Stout (2009), muestran los efectos de la evaporaciébn en un crudo
derramado de 34°API, luego de la fractura estructural de un tanque de almacenamiento
sobre suelo, durante el huracan Katrina (EEUU). En el cromatograma A, se observa el
crudo recuperado del interior del tanque, el cual esta ligeramente evaporado en los
compuestos <n-Cj4.

En el cromatograma B, muestra el crudo recolectado en el suelo, aproximadamente dos
semanas después del derrame. En este instante, el crudo ha experimentado pérdida
por evaporacion en los compuestos <n-Cig, 10 que resulta en un aumento relativo del
material carbonoso irresoluble (UCM por sus siglas en inglés).

Finalmente, en el cromatograma C, se muestra un crudo recolectado en los sellos de
una “piscina recolectora” al lado del edificio del tanque, aproximadamente dos semanas
después del derrame. Este residuo de crudo experimenté pérdida evaporativa de la
mayoria de los compuestos <n-Cy. (p.114)

27



Capitulo 2: MARCO TEORICO

30

20 as

UCM

Figura 3. Cromatogramas GC-FID, donde se aprecia la pérdida progresiva de
compuestos en un crudo de 34°API derramado durante el huracan Katrina en EEUU.
En el (A) estd el crudo levemente evaporado, (B) moderadamente evaporado y (C)
severamente evaporado (Fuente Stout, 2009, p. 115)

Puntualizan, Zhendi y Stout (2007), que crudos livianos o de alta gravedad API, pueden
evaporarse casi completamente, y que la mayoria de los crudos livianos o medianos
pudiesen perder entre 10 y 50% de su masa, producto del efecto evaporativo en los

primeros dias del derrame.

e Disolucion: Este proceso es aquel por el cual las fracciones solubles del
hidrocarburo se disuelven en el volumen de la columna de agua y en los alrededores
del derrame. El tiempo de disolucion depende de la composicién, tasa de

esparcimiento, temperatura del agua, turbulencia y grado de dispersién. (p.33). Aunque
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el proceso comienza inmediatamente, se manifiesta de manera mas significativa a
largo plazo y continua durante todo el proceso de degradacion del hidrocarburo. Los
compuestos mas ligeros son los mas solubles en el agua marina y por lo tanto los que
pueden aumentar la toxicidad del medio acuoso con mayor rapidez, ya que son los que
se incorporan a la columna de agua de manera inmediata. El porcentaje de eliminacion
del volumen derramado en esta degradacion suele ser poco importante (<5%) o incluso
inexistente en funcién de la presencia de fraccién soluble.

Zhendi y Stout (2007), explican que ocurre simultaneamente con la evaporacion, lo que
genera dificultad para distinguirlos, estimando que la disolucién puede reducir la masa
del crudo en 1 a 3%. Ademas, indican que los estudios han demostrado que la
evaporacién domina claramente la pérdida, por lo tanto, la disolucién es relativamente
insignificante en comparacion con la evaporacion. Sin embargo, la comprensién de este
proceso, puede ser importante en el reconocimiento del impacto del crudo en la biota

afectada.

e Biodegradacion: Es un proceso natural en el cual los microorganismos

descomponen los hidrocarburos en compuestos mas sencillos. El crudo es un producto
gue se encuentra en forma natural en el medio, es normal que ciertas especies de
bacterias marinas, hongos y otros organismos sean capaces de descomponer los
hidrocarburos para utilizarlos como fuente de alimento. Es un proceso natural muy lento
debido al agotamiento continuo de oxigeno y nutrientes, a la formacién de emulsiones
de agua y crudo y puede estar limitada por la presencia en el producto de compuestos
toxicos. La tasa de biodegradacion depende del contenido de nutrientes (nitrogeno y
fosforo), oxigeno disuelto, salinidad, area superficial del derrame y de la composicion y
tamafio de la poblacion microbiana. En condiciones Optimas de aguas oxigenadas y
con temperaturas entre 20 y 30°C, las bacterias pueden descomponer hasta 2,0 g/m?
de crudo por dia. (p. 36)

Existen diversas técnicas para potenciar y favorecer esta degradacién, la mas usual es

afadir artificialmente nutrientes para las bacterias. Como regla general, el porcentaje
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de eliminacion del volumen derramado en esta degradacion va desde el 50% para
productos ligeros a apenas un 5% para productos pesados.

Murphy (2008), explica que la tasa de pérdida de masa debido a la biodegradacion es
mucho mas lenta que la de los otros procesos, sin embargo, es el proceso que en el
tiempo es mas permanente. Ademas, plantean que, en el reconocimiento y monitoreo
de los efectos de la biodegradacion en crudos convencionales, se puede observar el
agotamiento relativo de los n-alcanos, lo que hace compleja la identificacion del crudo
por métodos convencionales de analisis. (p. 38)

Los efectos de la biodegradacion en la huella quimica del crudo derramado no son tan
evidentes en el corto plazo luego de producido el evento, y que al igual que los otros
procesos de meteorizacién, su comportamiento dependera de la naturaleza del crudo y
de las condiciones del derrame.

Prince y otros (2003), presentan ejemplos de casos reales de los efectos de la
biodegradacion del crudo y productos refinados luego de ser derramados en el
ambiente. A finales de 1999, durante la tormenta Erika, se derramaron cerca de la
costa francesa aproximadamente 19.000 toneladas de crudo pesado, llegando a todo lo
ancho y largo de la costa. Una muestra de crudo fue recolectada en la costa de Le
Croisic, cuatro (4) meses después del derrame, y se evalud la pérdida de hidrocarburos
por comparacion de concentracion de analitos con la concentracion de un marcador
interno natural conservativo del crudo, el 17a(H)21B(H) hopano. Al menos el 20% de
este compuesto se habia perdido en estos 4 meses.

Zhendi y Stout (2007), definen a los esteranos y triterpanos como los biomarcadores
mas Utiles para la caracterizacion convencional de los derrames petrolero, ya que son
considerados extremadamente resistentes a la degradacion microbiana. Sin embargo,
si el proceso de degradacion es prolongado pueden llegar a sufrir modificaciones estos

marcadores.

e Foto-oxidacién: La radiacion solar produce la oxidacion fotoquimica,

dependiendo de la intensidad de la radiacion solar. Esta accion altera las propiedades

fisicoquimicas de los productos petroleros modificando su estructura quimica. La
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combinacion quimica de hidrocarburos con el oxigeno atmosférico, contribuye a la
descomposicion o degradacion final del petréleo. Cuanta mas area expuesta exista,
mayores seran la oxidacion y la velocidad de foto oxidacion. Este proceso es lento
puesto que sblo una pequefia cantidad de oxigeno puede penetrar en una mancha de
petroleo. (p.39)

Prince y otros (2003), explican que la exposicion del crudo derramado y de sus
productos refinados a la radiacién solar conduce a varios radicales libres a reacciones
de foto-oxigenacion que producen una variedad de compuestos oxigenados, tales
como los peroéxidos, aldehidos, cetonas, alcoholes, carbonilos, sulféxidos, epoxidos y
acidos grasos. (p.112). De manera que, al ser estos compuestos polares, son mas
solubles que sus compuestos parentales. Los compuestos de mayor peso molecular
fotosensibles, pueden formar enlaces cruzados, haciéndose cada vez mas grandes e
insolubles, y a su vez, hace el crudo derramado mas viscoso. La tasa de foto-oxidacion
del crudo esta directamente relacionada a la intensidad de la radiacion ultravioleta de
los rayos solares.

La foto-oxidacién y biodegradacién son los dos procesos naturales que destruyen los
hidrocarburos del crudo, produciendo nuevos compuestos que son mas peligrosos que

sus parentales.

e Emulsificacion: este es el proceso por el cual un liquido se dispersa en otro

liquido en forma de pequefias gotas como una suspension. En el caso de los
hidrocarburos existen dos (2) tipos:
a.) Crudo en agua: puede ser facilmente dispersas por las corrientes y la agitacion
superficial. La formacion natural de estas emulsiones resulta muy positiva debido
a que acelera los procesos de disolucion, foto-oxidacion y biodegradacion.
b.) Agua en crudo: se forma cuando se mezcla agua con crudo viscoso o asfaltico
por accion de las olas. Es muy estable y puede durar meses 0 afnos.
Zhendi y Stout (2007), esbozan que entre los procesos de la meteorizacion, la
formacion de emulsiones, es el Unico que promueve la persistencia del crudo en la

superficie del agua y en la linea costera. Las emulsiones de largo tiempo forman una
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capa de material de asfaltenos oxidado, que inhibe la evaporacion, disolucion, foto-
oxidacion y biodegradacion del crudo. De tal manera que, la huella quimica del crudo
emulsificado se preserva mejor comparada con un crudo no emulsificado. Por lo tanto,
depositos de emulsiones, alquitran y material asféltico en las lineas de costa pueden
retener algunos hidrocarburos volatiles y compuestos biodegradables por un largo
periodo de tiempo.

Este proceso afecta a los productos pesados y es inexistente en productos ligero. El
nuevo producto (agua crudo) tendra mayor densidad que la inicial, su viscosidad se
verd aumentada drasticamente y sera mas inalterable frente a efectos externos. En el
contexto de un suceso de vertido de hidrocarburo en el mar, este proceso se considera
critico en cuanto a su recuperacion se refiere, ya que si la viscosidad del producto
aumenta excesivamente, el bombeo resulta imposible.

En ciertos casos, se alcanzan proporciones de agua en la mezcla de hasta el 80%,
llegando a multiplicar el volumen de contaminante, resultando mas resistentes a los de
procesos de biodegradacion y por lo tanto, esta estabilidad lo hace mas perjudicial al
medio ambiente. Otro factor a tener en cuenta es que la mezcla emulsionada de agua y
crudo, en su desplazamiento superficial por el mar, va incorporando todo tipo de
particulas, objetos y sedimentos hasta llegar a la costa, donde se acaba mezclando con
la arena de costa. Asi, desde que el hidrocarburo se vierte hasta que se recupera en la
costa, el residuo puede llegar a multiplicar su volumen por diez.

Si la emulsién preservada continua expuesta al aire y la luz solar, la meteorizacion
tendra una tasa muy lenta, convirtiendo al depdsito de crudo en una capa asfaltica que
se conoce como “tar mat’, que puede ser extremadamente persistente y retener
muchas de las caracteristicas primarias y secundarias del crudo derramado por un
largo periodo de tiempo. Los tar mats se vuelven fragiles con el tiempo, y la accion de
las olas erosiona particulas impregnadas de crudo en la superficie de la costa,
formando las esferas asfalticas conocidas como “tar balls”. Los centros de las tar balls
pueden contener crudos casi inalterados, semanas o0 meses después de ocurrido el
derrame, proporcionando muestras de interés para obtener huellas quimicas con poco

efecto de la biodegradacion.
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e Dispersién vertical: Se trata de la penetracion en forma particulada del

contaminante en la columna de agua, formando lo que seria una emulsion de crudo en
agua. Esta intrusion se realiza a partir del fraccionamiento de la capa superficial del
contaminante en particulas de diferentes tamafios que seran dispersadas en la
columna gracias a la turbulencia del océano y a las corrientes marinas (Prince y otros,
2003, p. 42). Este proceso puede llegar a ser muy importante, ya que, en ciertos casos
el volumen dispersado en la columna de agua puede llegar a ser del 60%.

El petroleo y sus derivados son generalmente mas ligeros que el agua marina, siendo
ademas inmiscibles. Debido a la flotabilidad de las gotas del petroleo, éstas pueden
remontar a la superficie, concentrdndose de nuevo en la mancha original o formando
una nueva. De esta forma, la evolucién de la forma de dispersion en la columna de
agua dependera fundamentalmente de la turbulencia del medio y de la densidad del
producto.

El proceso de dispersion puede producirse de forma natural, debido a la turbulencia del
oleaje, o de forma inducida, debido a la utilizacibn de productos quimicos que
favorecen la generacion y estabilizacion de particulas mas pequefias. Este proceso ha
generado controversia en la historia de la gestion de vertidos, ya que a raiz de la
intervencién y control de la contaminacion producida por ciertos accidentes, se limito el
uso de ciertos productos quimicos, ya que tenian mayor toxicidad que el producto
derramado inicialmente, poniendo en juego la conservacion del medio marino.

Estudios experimentales sobre dispersion vertical en el océano realizados por Zamora,
Ramos y Arias (2012), determinaron que la intrusion de particulas de petréleo venia
dado por su relaciéon con parametros tales como la temperatura, la viscosidad del
petréleo, el espesor de la mancha superficial y las condiciones de turbulencia. Es un
tema de actualidad el hecho de que se puede producir un vertido en profundidad de
algun producto petrolero en lugar de en superficie. Este es el caso del dramatico
accidente que ha tenido lugar de la plataforma petrolifera de British Petrol (BP) en el
golfo de México en 2010 en el cual, accidentalmente estan accediendo a la columna de

agua productos del yacimiento. En estos casos, por un lado el producto derramado se
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mezcla instantaneamente con el agua circundante generandose nuevos compuestos y

por otro, lado, la evoluciéon del afloramiento es mas dificil de evaluar.

e Enriquecimiento de ceras: Zhendi y Stout (2007), exponen que los crudos que

contienen altas concentraciones de n-alcanos, son propensos a que éstos precipiten
cuando el crudo es derramado (p.45).

Este fenomeno puede impartir heterogeneidad en la huella quimica del crudo, ya que
se presenta una reduccion en la abundancia relativa de n-alcanos >n-Cy en el crudo
remanente (empobrecidas en ceras), igualmente en la fraccion que precipita
(enriquecidas en ceras) se observa un incremento en la abundancia relativa de n-
alcanos >n-Cy. En la figura 4, se presenta un crudo parafinico del mar del Norte antes
del derrame (cromatograma A), el crudo remanente (empobrecidas en ceras) en el
cromatograma B y la fraccion que precipita (enriquecidas en ceras) en el cromatograma
C. Destacandose, que después de la simulacion de un derrame controlado a 30°c
durante 71 horas, las variaciones en las huellas caracteristicas de los crudos
derramados son muy marcados y se debe tener cuidado en su aplicacion durante una

investigacion o pesquisa para correlacionar el crudo derramado con su fuente.
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Figura 4. Cromatogramas GC-FID muestran los efectos de la precipitacion de ceras en
las huellas quimicas de un crudo parafinico. (A) crudo iniciando precipitacion. (B)
fraccidon de cera empobrecida dentro del crudo derramado, 71 horas después del
derrame. (C) Fraccion de cera enriquecida dentro del crudo derramado, 72 horas
después del derrame (Zhendi y Stout, 2007, p. 48)

=m i "

2.2.1.5. Rutas maritimas internacionales de transporte de hidrocarburos

Revisando las rutas maritimas transitadas por los navios petroleros alrededor del
planeta, se puede encontrar que la Oficina de Administracion de Informacion
Energética de los Estados Unidos (EIA, por sus siglas en ingles), a través de su portal
electronico oficial, explica que su funcién principal es “ser la encargada de controlar y

resguardar las rutas maritimas petroleras a nivel mundial, ademas dichas rutas estan
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establecidas a través de acuerdos y convenios internacionales firmados por los paises”.
En la figura 5, se presenta el mapa mundial de las vias o rutas maritimas establecidas

por la EIA para el transporte de combustibles fésiles y sus derivados.
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Figura 5. Rutas maritimas internacionales para el transporte de combustibles fésiles
(Fuente: EIA, 2016)

Para proceder al transporte, almacenamiento y venta de los grandes volimenes de
petréleo bruto, como de los derivados, hoy en dia se usan generalmente tanqueros,
bugues y supertanqueros, por sus facilidades en vias maritimas establecidas. De
acuerdo a la EIA (2016) “estas vias estratégicas son altamente transitadas, ya que las
empresas transportan no solo crudo sino una gran variedad de combustibles liquidos
como diésel, gasolina, propano, combustible de aviones, etanol, entre otros, lo que

aumenta la probabilidad de derrames con consecuencias fatales.”

Esta alta de probabilidad de ocurrencia de accidentes o derrames petroleros, obligan a
los paises exportadores, a tener técnicas de analisis y herramientas para la

caracterizacion de la composicion quimica e identificacion del posible origen, como las
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acciones criticas para la presentacion de pruebas forenses en la investigacion de
derrames de crudos y la resolucibn de controversias relacionadas con el
establecimiento de las responsabilidades. De manera que, deben evaluarse con
herramientas que proporcionen la confiabilidad y precision de los datos en la resolucion

de casos de derrames petroleros.

2.2.1.6. Métodos de analisis convencionales empleados en derrames

petroleros

Zhendi y Stout (2007), exponen que la exploracion de hidrocarburos y las ciencias
forenses ambientales pueden parecer dos temas muy diferentes, pero en muchos
aspectos estan estrechamente relacionados. Las técnicas de analisis que se han
desarrollado y utilizado en la exploracion y explotacién en la industria petrolera desde
hace méas de tres décadas se han comenzado a aplicar en el area de las ciencias
forenses ambientales en los Ultimos diez afios. (p. 243)

Mientras que, la exploracion de hidrocarburos se orienta hacia la bdsqueda de nuevos
recursos, las ciencias forenses ambientales estan dirigidas a observar que ocurre con
estos recursos encontrados o de los productos derivados de ellos, cuando son
derramados accidental o incidentalmente en el ambiente.

La exploracion emplea técnicas analiticas sofisticadas para correlacionar crudos o
gases con su posible fuente y las ciencias forenses correlaciona los productos
derramados con la fuente sospechosa, que puede ser un buque tanque, una tuberia, un
tanque de almacenamiento subterraneo, entre otros.

A continuacion, se presentan las metodologias analiticas convencionales empleadas

para la caracterizacion quimica del crudo derramado.
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e Biomarcadores o marcadores biol6gicos

La comparacion de las huellas caracteristicas de biomarcadores es ampliamente usada
para la correlacion y diferenciacion en las ciencias forenses ambientales. Los patrones
de distribucion de biomarcadores son, en general, diferentes para cada crudo y para los
productos refinados de diferentes origenes (Barakat, Mostafa, Rullkotter y Rahman,
1999; Bence, Kvenvolden y Kennicutt, 1996).

También las comparaciones cualitativas y cuantitativas de la distribucion de los
biomarcadores son concluyentes para la identificacion del derrame y su fuente, en
casos como: (1) relacion entre crudo derramado - fuente: los biomarcadores
estudiados son detectados en muestras recolectadas del derrame y pueden ser
comparadas con fuentes potenciales de contaminacion; (2) relacién entre los crudos
derramados: la distribucién de patrones de biomarcadores coinciden entre ellos.

En la mayoria de los casos, la coincidencia o no en la distribucion de biomarcadores,
es una fuerte evidencia para la correlacion positiva o negativa del crudo derramado y
las fuentes potenciales. Sin embargo, lo expuesto anteriormente no es concluyente,
debido a que, en las zonas de meteorizacion, los patrones de distribucion se modifican
perdiendo su informacién original, haciendo més dificil la correlacion y generando la
necesidad del uso de otras herramientas.

En general, los biomarcadores retienen una gran informacion del crudo original, y esta
similitud estructural revela informacion bien especifica sobre la fuente del crudo
derramado. Por lo tanto, las huellas caracteristicas quimicas de la fuente y de los
biomarcadores persistentes a la meteorizacion, generan o proporcionan informacion de
gran importancia para las investigaciones forenses ambientales para determinar la
fuente, diferenciar y correlacionar crudos. Ademas, hacer seguimiento de los procesos
de degradacion y estado de meteorizacion de los crudos.

A continuacion se presenta en la figura 6, los cromatogramas de m/z=191 para un
crudo derramado y algunos crudos (potenciales fuentes) producidos en dos plataformas

cercanas al derrame.
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Las diferencias relativas en la abundancia de biomarcadores como gammacerano
(biomarcador aromatico que permite inferir condiciones paleoambientalde de
sedimentacion) fueron suficientes para distinguir genéticamente entre los crudos y la

posible fuente.
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Figura 6. Cromatogramas GC-FID y GC-MS (m/z=191) para un crudo derramado y dos
crudos provenientes de dos plataformas cercanas al derrame. (Fuente: Zhendi y Stout,
2007, p. 210)

Sin embargo, en crudos derramados que han sufrido meteorizacién severa, se pierde
informacion en la composicion quimica original, lo que presenta una limitacion para las

técnicas cromatograficas en el momento de definir o precisar el origen (Figura 7).
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Figura 7. GC-FID de un crudo derramado que ha sufrido meteorizacion. (Fuente:
Zhendi y Stout, 2007)

e Caracterizacion de los compuestos policiclicos aromaticos y de azufre

aromaticos policiclicos (PAC y PASH, respectivamente por sus siglas en ingles)

Bence, Kvenvolden y Kennicutt (1996), detallan que los compuestos empleados como
marcadores de la contaminacion de crudo deben cumplir los siguientes criterios: 1)
estar presente en todos los crudos, independiente de la fuente, 2) en cantidades
suficientes que pueda ser analizada en caso de contaminacion especialmente a bajas
concentraciones, 3) mostrar estabilidad en el ambiente y 4) no tener aportes
significativos por el entorno. Los compuestos aromaticos policiclicos son relativamente

estables y constituyentes diagndstico del crudo.

Diversos estudios se han realizado usando la distribucion de los homologos aromaticos
policiclicos alquilados como indicadores ambientales y marcadores especificos de
fuente de derrames petroleros. Los PASH cumplen con los criterios mencionados
anteriormente a un alto grado, por lo que su uso como marcador organico se ha
sugerido. Se han encontrado trazas en muestras ambientales muchos afios después de

un evento de derrame, lo que testifica su alta estabilidad (Reddy y otros, 2002).

Es importante que este parametro sea usado en conjunto a otros marcadores, con el fin
de establecer las pruebas forenses analiticas. De manera que, Su ocurrencia

representa una pieza en la cadena de informacion quimica. Diferentes biomarcadores
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proveen diferentes piezas de evidencia que puede ser caracteristica de la fuente o de
los procesos ambientales al que el derrame ha sido sometido. Dado que los patrones
de los compuestos azufrados difieren notablemente entre diferentes fuentes, presentan

un alto contenido informativo con respecto a la identificacion del origen.

En la figura 8, se muestra un ejemplo de la representacion grafica de la relacién C,/Cs
DBT (dibenzotiofeno) con respecto a C,/Csz fenantreno, donde se clasificaron 14
residuos de crudos desde la zona de Prince Williams Sound, en Alaska, después de 18
afos del derrame de la Exxon Valdez, de acuerdo a su grado de meteorizacion (Michel
y otros, 1999, p. 123). Se observa como los residuos de crudo oscilan entre moderado
a extremadamente meteorizados. En esta misma investigacion, encontraron que los
benzotiofenos incrementaron en su abundancia relativa y fueron los PAC, los

compuestos dominantes en etapas avanzadas y extremas de meteorizacion.
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Figura 8. Grafica de la relacion C,/Cz; dibenzotiofenos con respecto a C,/Cs
fenantrenos de residuos de crudos desde la zona de Prince Williams Sound, Alaska,
luego de 8 afos al derrame de la Exxon Valdez. La muestra identificada con NSC es el
crudo original (Fuente: Michel y otros, 1999, p. 123)
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e Caracterizacion del origen del derrame petrolero a través de la cromatografia de

gases en dos dimensiones (GC x GC)

Desde el comienzo del desarrollo de la técnica GC x GC, se ha utilizado en la
caracterizacion del petroleo, debido a que las muestras de crudo contienen miles de
compuestos que representan un verdadero desafio para separarlos a través de los
métodos cromatograficos tipicos de una dimension. La GC x GC proporciona la
separacion necesaria para distinguir entre compuestos mayoritarios y minoritarios, asi
como también, grupos de compuestos (por ejemplo: parafinas, isoparafinas, olefinas y

naftenos aromaticos).

La separacion y analisis de compuestos se ha realizado en los biomarcadores del
crudo, en compuestos nitrogenados y en azufrados (Blomberg, Riemersma y Chaabani,
2004). La técnica ofrece una separacion de muy alta resolucién con una salida de datos
susceptible a la comparacion cualitativa y cuantitativa entre muestras usando

compuestos individuales y clases de compuestos.

Gaines, Frysinger y Nelson (1999), realizaron la primera aplicacion de la técnica en la
caracterizacion de un derrame de aproximadamente 100 galones de diesel de
embarcaciones marinas en una bahia cerca de Mobile, Alabama, Estados Unidos. Se
empled para determinar similitudes y diferencias cualitativas y cuantitativas entre el
derrame y las posibles fuentes de contaminacion. El alto poder de resolucion, separ6
cientos de compuestos de la compleja matriz del crudo, logrando diferenciarse

compuestos individuales y grupo de compuestos.

Para el andlisis de este derrame, fueron usados marcadores tradicionales como los
alcanos, alquilbencenos, alquilnaftalenos y fenantrenos. Una clase de marcador no
convencional fue encontrada: los alquiciclohexanos. Los resultados obtenidos al
compararlos con métodos estandares de GC para establecer huellas caracteristicas
fueron favorables. Una muestra con evidencias de leve meteorizacion fue colectada en
la superficie del agua aproximadamente 24 horas después del derrame. Se recogieron

muestras de dos posibles fuentes (designadas como Fuente 1 y Fuente 2): Los tanques
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del combustible de dos buques pesqueros sospechosos que se encontraban cerca al
evento.

La figura 9, presenta una porcioén del cromatograma de las 3 muestras analizadas por
GC x GC. La muestra del derrame se muestra en el panel A; la Fuente 1 en el panel B
y la Fuente 2 en el panel C. El rango de los n-alcanos es desde tridecano (Ci3) hasta
eicosano (Cy). Esta region contiene caracteristicas adecuadas para analizar las
huellas quimicas, mientras que los compuestos elucidados con peso moleculares
menores, no son los mas propicios para esta caracterizacion, debido que estan
modificados por los procesos de evaporacion y disolucion mientras el crudo derramado

se encontraba en el agua.
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Figura 9. Porcion del cromatograma de volatilidad por polaridad de las 3 muestras
analizadas por GC x GC. La muestra del derrame se muestra en el panel A, la Fuente
1, en el panel B y la Fuente 2 en el panel C. Las cajas contienen familias de
compuestos y compuestos individuales (Fuente: Gaines, Frysinger y Nelson (1999), p.
2210)

Cada muestra fue comparada con el derrame de manera cualitativa, por el método de
comparacién visual, y cuantitativamente a través de la integracibn de picos
seleccionados y bandas de picos. Las similitudes y diferencias visuales entre los

cromatogramas de la muestra del derrame y de las dos fuentes sospechosas, se
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realizd mediante la comparacion por ausencia o presencia de picos en un tiempo de

retencion particular y midiendo el tamafio relativo del pico.

Basado en los resultados cualitativos y cuantitativos, se logré establecer la Fuente 1
con la mayor coincidencia con el crudo derramado. Estos resultados se evaluaron
adicionalmente con los obtenidos por la cromatografia de gases de alta resolucion,

obteniéndose coincidencias favorables.

En términos generales, la separacion a través GC X GC ofrece resultados con mayor
resolucién que la cromatografia de gases convencional para el analisis de mezclas
complejas la del crudo y sus productos refinados. El alto poder de resoluciéon del GC x
GC da una mejor definicion de los compuestos presentes, detectando, identificando y
cuantificando compuestos individuales y familia de compuestos. Actualmente, esta
técnica estd expandiendo su aplicacion en la caracterizacion de las huellas
caracteristicas en accidentes o derrames petroleros. Sin embargo, la complejidad de su

interpretacion y el alto costo del instrumental analitico limitan su uso.

2.2.2. Geoquimica Organica del Petroleo

Lépez (2013), define la Geoquimica Organica como:

El estudio del origen, composicion, distribucion y destino de la materia organica en
la Tierra, abarcando desde los organismos vivos hasta sus productos de
degradacion, por lo que sus areas de estudio incluyen desde el origen de la vida

hasta la materia orgéanica de origen antrépico. (p. 15)

Algunas de las areas de aplicacion son: las sustancias humicas y no humicas en
aguas, suelos y sedimentos, la materia organica en sedimentos antiguos y recientes, el
origen y distribucion de los combustibles fésiles, estudios ambientales relacionados a la
contaminacién por compuestos organicos, la interaccion entre la materia organica con

metales contaminantes y la biorremediacion.
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2.2.2.1. Crudo Definicién

De acuerdo con Tissot y Welte (1984) el crudo “es una mezcla de hidrocarburos
saturados y aromaticos junto con compuestos organicos poliaromaticos vy
heteroatomicos de estructura compleja y alta masa molecular denominados resinas y
asfaltenos”. (p. 120). Los heteroatomos encontrados dentro de las resinas y los
asfaltenos son nitrégeno, azufre y oxigeno.

De esta manera la composicién quimica general de los crudos puede ser discriminada
tomando en consideracion las cuatro fracciones que lo constituyen y las variaciones en
las proporciones relativas y tipo de compuestos especificos puede ser consecuencia
del origen, evolucion o alteracién del crudo. El crudo presenta cuatro (4) fracciones
principales, las cuales se describen en la tabla 4.
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Tabla 4. Composicion del crudo en fracciones (Fuente: Killops y Killops, 2005)

Saturados

Son los hidrocarburos constituidos por alcanos aciclicos (n-alcanos e
isoalcanos: isoprenoides), alcanos ciclicos (cicloalcanos o naftenos) y
alquenos. La dependencia en la concentracion de n-alcanos con respecto al
origen de la materia organica, la etapa de madurez y los procesos de alteracion
en el yacimiento hacen que su concentracion en crudos sea muy variable y de
manera general puede encontrarse entre 15 y 20% aunque puede ser muy baja
en crudos pesados (< 8%) o muy alta en crudos livianos (> 50%). La
concentracion de isoalcanos en crudos esta alrededor del 1% y los mas
abundantes estan en el intervalo de Cy a C,, aunque se han encontrado
isoalcanos con menos de 10 &tomos de carbono, siendo las configuraciones de
carbonos cuaternarios muy raras. Los cicloalcanos son las estructuras mas
comunes en crudos, llegando a alcanzar 50% en promedio.

Aromaticos

Todos los aromaticos deben poseer al menos un anillo bencénico en su
estructura y comprenden compuestos mono-, poli-, nafteno- vy
sulfuroaromaticos cuya férmula general es C,Hz,,, donde p varia con el
namero de anillos. La abundancia de los hidrocarburos aromaticos en crudos
no excede el 15%.

Resinas

Operacionalmente las resinas son definidas por Yen (2000) como “la fraccion
del crudo insoluble en Alcalis y acidos, pero completamente solubles en
alcanos incluyendo hidrocarburos como el pentano, o de mayor nimero de
atomos de carbono (hexano, heptano). Las resinas son definidas como
compuestos que contienen grupos con caracteristicas polares, los cuales
algunas veces pueden contener heteroatomos como O, S y N, junto con grupos
parafinicos no polares.

Asfaltenos

Acevedo (2001), define operacionalmente los asfaltenos como “la fraccién del
crudo insoluble en solventes alifaticos de baja masa molecular (n-Cs a n-C5),
pero solubles en tolueno, estos constituyen entre el 0 y el 20 % de la masa total
del crudo”. (p.34). Desde el punto de vista de su composicién quimica son
compuestos constituidos por moléculas condensadas del tipo aromaticos y
naftenos, ricas en heteroatomos (N, S, O) y metales 42 traza (V, Ni), cuyas
masas moleculares que varian desde 200 hasta 15000 g/mol. Los asfaltenos
no estan disueltos en el crudo pero si dispersados o suspendidos en el fluido
como coloides, y cuando son aislados como fraccién estos son negros, no
volatiles y tienden a craquearse antes de alcanzar su punto de ebullicion.

La industria petrolera clasifica el petréleo crudo segun su lugar de origen y también con

base a su densidad o gravedad API (ligero, medio, pesado, extra pesado); los

refinadores también lo clasifican como "crudo dulce", que significa que contiene

relativamente poco azufre, o "acido", que contiene mayores cantidades de azufre y, por
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lo tanto, se necesitaran mas operaciones de refinamiento para cumplir las

especificaciones actuales de los productos refinados. En la tabla 5, se presentan las

dos clasificaciones mas usadas en la industria.

Tabla 5. Clasificaciones mas usadas de los crudos. (Fuente: Lira-Galeana y Hammami,

2000)

Segun la gravedad
API

Crudos Convencionales: desde 52,5° hasta 25,1° API (densidad <
0,904 g/cc).

Crudos Intermedios o medianos: desde 25,0° hasta 20,1° API
(densidad 0,904 < d < 0,934 g/cc).

Crudos Pesados: desde 20,0° hasta 10,0° API (densidad 0,934 < d <
1,000 g/cc).

Crudos Extrapesados: menores de 10,0° API (viscosidad maxima de
10.000 cp y d > 1,000 g/cc).

Arenas Bituminosas: viscosidad mayor de 10.000 cp.

Segln su
Composicién

Crudos Parafinicos: presentan una concentracion de hidrocarburos
saturados mayor del 50%, incluyendo principalmente alcanos
normales e iso-alcanos y menos de 1% de azufre.

Crudos Nafténicos o Asfalticos: incluyen una concentracién de mas
de 50% de hidrocarburos saturados, un porcentaje de naftenos mayor
del 40%, y menos del 1% de azufre. Esta clase incluye crudos
degradados, los cuales generalmente contienen menos del 20% de n-
alcanos e iso-alcanos.

Crudos Parafinicos-Nafténicos: poseen porcentajes moderados de
resinas mas asfaltenos (generalmente de 5-15%), ademas presentan
una concentracion de hidrocarburos saturados mayor del 50%,
conteniendo tanto alcanos normales como cicloalcanos y un
porcentaje de azufre menor de 1%.

Crudos Arométicos-Intermedios: contienen menos de 50% de
hidrocarburos saturados; el contenido de aromaticos, resinas y
asfaltenos sobrepasa el 50%; estos crudos presentan una
concentracion de n-parafinas menor del 10% y generalmente mas del
1% de azufre.

Crudos Aromaticos-Nafténicos: presentan concentraciones de
hidrocarburos nafténicos mayor del 25%, menos del 50% de
hidrocarburos saturados, menos de 1% de azufre y ademas
presentan menos del 10% de n-parafinas.
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2.2.2.2. Procesos de alteracién del crudo

El término de alteracion del crudo se refiere a los procesos secundarios que ocurren

desde que éste migra hasta su entrampamiento y tiempo de residencia en el

yacimiento, estos procesos permiten que el petroleo siga evolucionando o cambiando

desde el punto de vista fisico y quimico en un yacimiento y son conocidos como

procesos de alteracién. A continuacion, se presentan los procesos de alteracion del
crudo (Tabla 6), de acuerdo a Wilhelms y Larter (1994).

Tabla 6. Procesos de alteracion del crudo (Fuente: Wilhelms y Larter, 1994)

Biodegradacion

Es el proceso mediante el cual las bacterias metabolizan el crudo dentro del
yacimiento para satisfacer sus requerimientos energéticos. Al ser controlado
por organismos vivos, el proceso es completamente selectivo y el crudo es
alterado de forma secuencial por la capacidad de adaptacién que poseen los
grupos de bacterias que les permite adaptar su metabolismo al tipo de
hidrocarburos disponibles. La relevancia por parte de los investigadores en
avanzar en la comprension del proceso de biodegradacion y sus efectos sobre
el crudo, se debe a que, los recursos de crudo pesado y bitumen dominan el
inventario petrolero mundial. Se estima que estos recursos abarcan 5 veces
las reservas de petréleo convencionales restantes (Stainforth, 2009, p. 554).

Lavado por
aguas

Ocurre en crudos que se encuentran en contacto con flujo de aguas
insaturadas en hidrocarburos y de baja solubilidad, porque esta actia como
medio de transporte de los compuestos organicos mas solubles, que incluyen
hidrocarburos de baja masa molecular, como n-alcanos menores a n-Cs, ciclo
y metilcicloalcanos y aromaticos como benceno, tolueno y xileno. Asi el lavado
por aguas altera la composicion C;s del crudo, haciendo al crudo residual mas
pesado y es efectivo Gnicamente en el contacto agua — crudo.

Alteracién
térmica

Se lleva a cabo en yacimientos que son sometidos a condiciones de
temperatura similares a las condiciones de generacion del petréleo,
provocando el craqueo térmico de los componentes del crudo. Como
consecuencia el yacimiento se enriquecera en fracciones mas livianas junto
con un residuo poliaromético e insoluble conocido como pirobitumen.

Desafaltaciéon

Ocurre cuando gas humedo o una segunda carga de crudo de menor
gravedad API entra en contacto con el crudo en el yacimiento e induce la
precipitacién de asfaltenos, trayendo como consecuencia un crudo mas liviano
junto con un residuo pesado enriquecido en asfaltenos conocido como tar
mats. La desafaltacion constituye solo uno de los procesos formadores de tar
mats, en donde también se incluye la alteracion térmica, la reduccién de
presion y la precipitacion de asfaltenos inducidos por adsorcién sobre
minerales de arcilla, mezcla de crudos y migracion.
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Tabla 6. Continuacién

Fraccionamiento
evaporativo

Es un proceso en donde la fase gaseosa del petréleo migra
verticalmente a través de fallas o fracturas y es entrampada como
condensado en yacimientos mas someros. En el yacimiento, el crudo
puede estar sobresaturado en metano, durante la migracion los
hidrocarburos liquidos se separan de la fase gaseosa y abandonan el
ascenso (similar al proceso de destilacion) dependiendo de su
polaridad, estructura y tamafio molecular. Los condensados estan
compuestos por altas concentraciones de aromaticos (benceno, tolueno
y xileno) y la distribucion de hidrocarburos tipica de crudos livianos.

Precipitaciéon de
ceras

Se lleva a cabo en crudos ricos en ceras, generalmente compuestos
por méas del 80% de hidrocarburos nafténicos y parafinas, que migran a
yacimientos mas someros y alcanzan el punto nieve, que es la
temperatura en la cual los hidrocarburos sélidos son separados de la
solucién por disminucién de temperatura, produciendo la precipitacion
de las ceras. Al extraer este tipo de crudos del yacimiento, debe
considerarse el calentar el crudo para evitar la cristalizacion de ceras en
las tuberias de produccion, aunque generalmente los crudos son
descerados cercanos a la tuberia o0 mezclados con crudos arométicos
para prevenir la cristalizacion.

Segregacion
gravitacional

Es el proceso por el cual el campo gravitacional de La Tierra establece
gradientes de concentracion dentro de una columna estatica de
petréleo. Este proceso fue descrito por Tissot y Welte (1984) indicando
que “se lleva a cabo en yacimientos de gran extension vertical pero con
pequenas variaciones de temperatura del tope a la base”. (p.231). Bajo
estas circunstancias los crudos pueden hacerse mas pesados hacia la
base del yacimiento y mas enriquecidos en gases hacia el tope, asi la
densidad total del crudo en el tope es mas baja y la relacién gas crudo
es mas alta con relacion a la base del yacimiento. Sin embargo, la alta
concentracion de gases en el tope puede producir la precipitacién de
asfaltenos, los cuales estarian en relacién inversa a la gravedad.

2.2.2.3.

Caracterizacion del crudo a través de la Geoquimica Organica

La correlacién de crudo-crudo y de crudo-roca fuente son de las aplicaciones mas

utilizadas en la geoquimica del petrdleo. La confirmacién de que un crudo se ha

acumulado en una cuenca sedimentaria, es la pieza mas critica del reconocimiento

exploratorio; la segunda en importancia es la determinacion de la fuente de ese crudo.

Por esta razén, un amplio grupo de métodos de analisis se utiliza para recoger datos

primarios de la materia organica en los crudos y en sus posibles rocas madres, y varios
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componentes de estos datos se utilizan para correlacionar causalmente los crudos con

sus fuentes potenciales.

Todos los métodos de analisis utilizados por la Geoquimica para caracterizar los crudos
y la materia organica en las rocas fuentes, aportan la confiabilidad y precision de los
datos analiticos, que combinados con una comprension de la historia geoldgica,
permite establecer con éxito el origen y la migracién de un crudo. A continuacion se

presentan los dos analisis mas usados para la caracterizaciéon geoquimica del crudo:

e Fraccién C;s'. Alberdi, Toro y Maguregui (1995), definen a la fraccién Cys* como

La fraccibn que comprende el conjunto de parafinas e isoprenoides entre la
parafina lineal Cy4 y la parafina lineal Cs,, fue la primera técnica geoquimica
molecular que se utilizd en la década de los setenta para elucidar el tipo de
materia organica que origind al crudo y los procesos de biodegradacion que
cambian las propiedades del crudo en los yacimientos. (p.24)

La fraccion de hidrocarburos saturados de bitimenes y crudo son analizados a través
de la GC-FID (Figura 10) o la GC-MS (con los picos patrébn a m/z 99, 113). Se
identifican los n-alcanos e isoprenoides aciclicos y se obtiene su concentracién en la
fraccion de hidrocarburos saturados, a través del uso de patrones de concentracion
conocida. Alternativamente, se trabaja con las areas de las sefiales, las cuales son

proporcionales a las concentraciones de los compuestos.

El patron de distribucion de los n-alcanos, permite inferir el tipo de materia organica de
origen; esto basado en la abundancia relativa de los n-alcanos de baja masa molecular
(<n-Cys) respecto a los de alta masa molecular (>n-Cys). Los patrones de distribucion
se utilizan de la siguiente manera: distribucion unimodal: maximo en los n-alcanos <n-
C,s para materia organica marina o lacustre, maximo en n-alcanos >n-C,s para materia
organica terrestre; y distribucion bimodal: maximos en los n-alcanos <n-Czs y >n-Cys

para materia organica mixta (Tissot y Welte, 1984, p.501).
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Figura 10. Distribucion de n-alcanos e isoprenoides (pristano Pr y fitano Ph), obtenida
por cromatografia de gases para la fraccion de hidrocarburos saturados de un crudo de
los llanos colombianos (Fuente: Cortes y otros, 2010, p. 210)

La abundancia relativa de los isoprenoides pristano y fitano se utiliza como indicadora
de las condiciones redox del ambiente de sedimentacion de la roca fuente, su analisis
se utiliza para bitimenes o crudos. Basado en lo anterior, la abundancia relativa de
pristano y fitano, medida a través de la relacién pristano/fitano (P/F), se usa como
indicadora de condiciones redox (Didyk y otros, 1978, p.223). Se considera que P/F <1
es caracteristico de rocas fuente sedimentadas en condiciones andxicas, P/F > 1 de
rocas fuentes sedimentadas en condiciones subdxicas a disoxicas, P/F > 3 de materia
organica de origen terrestre, sedimentadas en condiciones Oxicas y P/F < 0,8 de
materia organica sedimentada en condiciones anodxicas en ambientes carbonaticos o
hipersalinos (Peters, Walters y Moldowan, 2005, p. 357).

Otro parametro utilizado en la fraccién Cis', es el indice preferencial de carbono (CPI),
y se basa en los cambios progresivos en la distribucion de los n-alcanos de cadena

larga durante el proceso de maduracion del crudo.
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La relacion de carbonos impares a carbonos pares es la siguiente:

CPI =1 * (XIY) + (X/2))

Donde:

X=suma de los n-alcanos impares de Cys a Cz;

Y= suma de los n-alcanos pares de C,4 a Cs3

Z=suma de los n-alcanos pares de Cy a Cs»

El CPI tiende a la unidad a medida que se incrementa el grado de madurez. En el caso
de sedimentos inmaduros, un CPI elevado refleja una contribucién de materia organica

terrestre, derivada de plantas superiores.

e Biomarcadores 0 marcadores geoquimicos. Peters, Walters y Moldowan (2005),

definen a los biomarcadores como:

Las moléculas organicas complejas correspondientes a productos naturales
especificos constituidos por carbono, hidrogeno, nitrégeno y otros elementos.
Estan presentes en extractos organicos obtenidos de sedimentos, rocas y crudos,

y tienen una estructura similar al precursor bioldgico respectivo. (p.17)

La preservacion de los biomarcadores depende de la estabilidad de la estructura del
precursor biolégico ante el ataque bacterial. Por lo tanto, la estructura organica de un
biomarcador es lo suficientemente estable como para permanecer con pocos cambios
durante las etapas de maduracion de la materia organica, es decir, se mantiene a
través de las transformaciones en el tiempo geolégico que dan origen a la formacion de
los combustibles fosiles.

Dependiendo de la estructura quimica, hay dos grandes grupos de biomarcadores: los
alifaticos y los aromaticos; dentro de cada grupo hay posteriores clasificaciones segun
la secuencia estructural. Adicionalmente, existe un tercer grupo, correspondiente a
compuestos aromaticos, para cuyas estructuras no hay suficiente evidencia de su

origen, a partir de un producto natural precursor.
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Los biomarcadores se identifican mediante el analisis de cromatografia de gases
acoplado a masas. Para ello, se obtienen las distribuciones denominadas
fragmentogramas o0 cromatogramas de masas, con relaciones masa/carga (m/z)
especificas. Adicionalmente, los n-alcanos e isoprenoides aciclicos se pueden
identificar mediante la GC-FID.

Los marcadores geoquimicos tienen muchas aplicaciones en la Geoquimica del
Petroleo. Son basicamente utilizados en la determinacion de parametros que ilustren el
origen, la fuente, la edad, asociados al petréleo.

Las interpretaciones obtenidas de su estudio se aplican en la exploracion y produccion
de hidrocarburos. En exploracion permiten realizar correlaciones crudo-crudo y crudo-
roca fuente. A partir del analisis en crudos se pueden utilizar para inferir las
caracteristicas de la roca fuente de origen, y determinar el nivel de biodegradacion de
crudos.

Sin embargo, de acuerdo a lo resumido por Lopez (2013) este parametro geoquimico
tiene varios aspectos a ser considerados en su utilizacion:

1. La madurez puede variar dependiendo de la litologia de la roca fuente, por lo
gue se debe utilizar para la correlacion en muestras de madurez similares.

2. La formacion de productos durante la generacién de crudo, podria variar por la
concurrencia de multiples factores, que deben analizarse con cuidado en la
interpretacion.

3. La concentracion de biomarcadores disminuye con la madurez, lo que inhibe su

utilidad en bitimenes y crudos de rocas fuente sobremaduras. (p. 31)
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2.2.3. Isétopos
2.2.3.1. Definicion

Hoefs (2009), define a los isotopos como “los atomos cuyo nucleos tienen el mismo

numero de protones pero un diferente numero de neutrones”. (p.1)
2.2.3.2. Notacion de abundancia isotopica

Hayes (2002), explica que la abundancia isotépica absoluta es comunmente definida en

términos de porcentaje de atomos (p.47). Por ejemplo:

; 13~ _ 13
Porcentaje de ~°C = C 100
(12C+13C)

Las relaciones isotopicas también son medidas de la abundancia isotOpica absoluta,
son usualmente presentados de manera que el is6topo abundante aparezca en el

denominador:

"Relacion isotdpica de carbono” = *C = ¥R
lZC

Notacion delta (6). Hoefs (2009), plantea que, la mayoria de las mediciones
isotépicas son mediciones diferenciales, y que las diferencias isotdpicas interesantes
en muestras naturales normalmente se producen después de la tercera cifra
significativa en la relacién isotopica, por lo que se ha establecido una expresion

convencional de abundancias isotdpicas utilizando una notacién diferencial.

6AXstd =1000 * (ARsampIe - ARstd)
("Rsta)
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Esta expresion define una relacion explicita entre la abundancia del isétopo A del
elemento X en una muestra dada y su abundancia en un estandar especifico (definido
por “std”) (p.9).

2.2.3.3. Tipos de isotopos
Hoefs (2009), presenta dos tipos de isétopos: naturales y artificiales (p.8):
a.) Is6topos estables. Son los is6topos donde el ndcleo no se desintegra
espontaneamente permitiendo conservar sus propiedades Fisicoquimica, a través del
tiempo geoldgico. En la tabla 7, se presentan la abundancia de los is6topos naturales

mas comunes en la naturaleza.

Tabla 7. Abundancia de los is6topos naturales mas comunes en la naturaleza (Fuente:
Royo y Gomez, 1974, p. 361)

Atomo H C N 0

Masa 1 2 12 13 14 15 16 17 18
% 99,98 |0,0156 |98,89 |1,11 99,64 0,36 | 99,763 | 0,0375 | 0,1995
b.) Is6topos radiactivos: Este tipo de is6topos se caracteriza porque el nucleo

del atomo se desintegra espontdneamente, por el incremento de las repulsiones de
Coulomb, experimentando cambio en su estructura nuclear. Durante estas
transformaciones el nlcleo desprende energia en forma de radiaciones, que se conoce
con el nombre de radiactividad. Este proceso de transformacion puede ser de origen

natural o bien inducido artificialmente.
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2.2.3.4. Relaciones isotbépicas en compuestos especificos de
hidrocarburos (CSIA)

La mayoria de los analisis de isotopos estables de carbono se realizan mediante la
combustion en linea con un analizador elemental acoplado y un espectrémetro de
masas de relaciones isotdpicas (combustién/IRMS). La GC-IRMS, ha sido una técnica
con los mayores avances en el campo de la Geoquimica Orgéanica en las Ultimas dos
décadas (Hoefs, 2009, p. 149).

Este enfoque permite el uso de muestras de tamafio mucho mas pequefio que en los
métodos del pasado. Ademas, un cromatografo de gases puede ser acoplado al
sistema de combustion, permitiendo que las relaciones de is6topos de carbono se
pueda determinar en compuestos individuales organicos (GC/combustién/IRMS), esto

se conoce como andlisis isotopico de compuestos especificos (CSIA).

Hoefs (2009), establece que las primeras investigaciones en el area isotOpica se
basaron principalmente en el andlisis de is6topos de carbono, observandose
diferencias en los valores de 3'3C en las fracciones saturados, aromaticos, resinas y
asfaltenos. De tal manera, que la Geoquimica Isotopica fue reconocida por los
gedlogos como una herramienta Util en la exploracion de petréleo. Sin embargo el
progreso de esta area se veia obstaculizado por: (1) el fondo inadecuada en la
determinacién de los iso6topos de compuestos organicos complejos, (2) una base de
datos limitada en la composicion isotdpica de moléculas biol6gicas que son precursoras
potenciales de componentes del petréleo y (3) el reducido conocimiento del

comportamiento de los is6topos en los procesos de diagénesis y catagénesis. (p.123)

La determinacién de CSIA n-alcanos se logré utilizar para la identificacién de diferentes
fuentes de crudos. Guthrie y otros (1996) utilizaron CSIA para caracterizar una serie de
lutitas (inmaduras) ricas en material organico de diferentes cuencas en Brasil. Las
composiciones isotépicas de carbono de los n-alcanos (por ejemplo, n-heptadecano),

pristano, fitano, 28,30-bisnorhopano, hopano y gammacerano, permitieron distinguir
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tanto las muestras de roca fuente como los crudos generados a partir de éstas. Se
logré observar, que estos compuestos son consistentemente mas empobrecido en *C
entre las lutitas lacustres en comparacion con lutitas marinos. La relacion positiva de
hopano/ciclopentano, las composiciones empobrecidas de **C para estos compuestos
soporta la teoria del aumento de la abundancia de las bacterias metanogénicas a las

lutitas lacustres. (p. 445)

o Instrumental analitico empleado.

Los avances en la instrumentacion han permitido ampliar la aplicacion de las relaciones
isotopicas, para evaluar la presencia de alcanos policiclicos inusuales en los extractos
de rocas fuentes y los crudos donde los hopanos y esteranos estaban ausentes o

presentes en muestras de minima abundancia.

La determinacion isotdpica (CSIA) combinada con el estudio de la estructura molecular
de los biomarcadores, es la practica mas comuan y eficiente en la Geoquimica Organica

actual.

Peters, Walters y Moldowan (2005), describieron la técnica analitica de la siguiente

manera

Los analisis de composicion isotépica de carbono son completados usando
sistema de combustion en linea acoplado con un analizador elemental y un
espectrometro de masas de relaciones isotopicas (combustion/IRMS). Esta
técnica permite el uso de muy poca cantidad de muestra. Adicionalmente, un
cromatégrafo de gases es acoplado al sistema de combustién, permitiendo a las
relaciones isotépicas de carbono ser determinadas en compuestos organicos
individuales (CG/combustién/IRMS o también llamado analisis isotépico de

compuestos especificos o CSIA) (Figura 11). (p.138)
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Figura 11. Diagrama del GC-IRMS y sus principales componentes (Fuente: Rivas,
2013)

2.2.3.5 .Factores que afectan las relaciones isotopicas durante la

generacion del crudo (biodegradacion, madurez y origen de la roca fuente)

1. Efectos del origen o la naturaleza de la materia organica. Los alcanos de

cadenas lineales (n-alcanos o parafinas) son los biomarcadores mas comunes que se
encuentran en la materia organica y se conocen por ser biosintetizados por una amplia
variedad de plantas, tanto de origen marino como terrestre. En las plantas superiores
de origen terrigeno, los n-alcanos se derivan de ceras epicuticulares y son en general
cadenas de longitudes largas (Czs-Css) (Borges del Castillo, 1967, p. 395). Los de
origen algal o fitoplancton, estan compuestos de n-alcanos de cadenas de longitudes

cortas (C14-C2a).

En la Geoquimica Orgéanica convencional, las diferencias en la longitud de las cadenas,

hizo de la distribucion de n-alcanos, una herramienta eficaz para evaluar la fuente u
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origen de la materia organica. Sin embargo, la herramienta se hace de dificil
interpretacion cuando la roca fuente ha sufrido cambios propios del proceso evolutivo

de la materia organica (madurez, biodegradacion, mezclas de fuentes, entre otros).

Bjorgy y Hall (1991), realizaron un estudio comparativo de las relaciones isotopicas de
los componentes individuales de crudos y bitimenes de rocas fuente de diferentes
origenes, analizdndose crudos de origen marino sensu estricto, marino con aportes
terrigeno, terrigeno sensu estricto y lacustre, lo que les permitié visualizar un amplio
espectro del patrén de distribucion caracteristico de acuerdo al origen. Lograron
concluir, que las composiciones isotopicas *C/*?C de los componentes individuales
dentro de un crudo representan una firma Unica de su origen, sin ser afectado este
comportamiento por la madurez. (p. 14) Representaron graficamente, las proporciones
de isétopos de n-alcanos en funcién del nimero de &atomos de carbono en las
moléculas (Figura 12). Evidenciandose, la existencia de un patron de distribucién de la
composicién isotépica de compuestos especificos de n-alcanos presentes en el crudo,

bien definido y dependiente del tipo o de la naturaleza de la materia organica.
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Figura 12. Comparacion de las relaciones isotopicas de los n-alcanos (simbolos
cerrados: n-alcanos y simbolos abiertos: isoprenoides) (Fuente: Bjorgy y Hall, 1991, p .16)

En general, se observd que los n-alcanos del crudo de origen terrigeno, es el mas
pesado isotdépicamente, mientras que el de origen lacustrino es el mas ligero de las
cinco muestras. Los tres crudos de origen marino tienen relaciones isotopicas
intermedias entre el terrigeno y lacustre, ademas que en los de origen marino a medida
gue aumenta el aporte terrigeno se vuelve mas pesado isotGpicamente.

Aunque, el perfil isotopico del crudo de origen lacustrino (crudo Cuenca Uinta), deberia
encontrarse entre los de origen terrigeno y marino, en este caso, el que sea el mas
ligero de las 5 muestras, se explica porgue proviene de una roca fuente diferente a los

otros crudos. Sin embargo, la forma de la curva, tipo “plana” u homogénea, si es la
caracteristica para el tipo de materia organica lacustrina.
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2. Efectos de la madurez. Para emplear las relaciones isotopicas de carbono

en estudios de correlacion de crudo-crudo y crudo-roca fuente se hace necesario
identificar los efectos de la madurez. Por tal motivo, ademéas de las variaciones y el
patrén de distribucidon en la composicion isotopica de los n-alcanos de acuerdo al tipo
de materia organica de la roca fuente, Clayton y Bjorgy (1994), lograron identificar
como el incremento de la madurez solo afecta en menor grado la huella isotopica de los
n-alcanos de una roca fuente. De esta forma la relacion isotopica de una muestra
inmadura o sobre madura, depende directamente del tipo de organismo precursor de la

materia organica, y conservara la misma tendencia del patron de distribucion.

Clayton y Bjorgy (1994), estudiaron el efecto de la madurez en la relacion isotopica
13¢/*?C de los compuestos individuales en crudos del mar del Norte. Evaluaron una
serie de crudos del mismo origen pero con diferentes niveles de madurez, recopilando
datos de las relaciones isotopicas de los compuestos individuales de estos crudos.
Estas muestras fueron escogidas haciendo revision de los parametros geoquimicos
convencionales que se presentan en la tabla 8 (% SARA, indice preferencial de
carbono, predominancia par e impar, relacion pristanoffitano, %S, indice de
metilfenantreno). (p. 745)

Los resultados reflejaron que los crudos mas maduros tenian los valores de §3C menos
negativos o mas enriquecido en el *3C (Figura 13). Se observa la representacion gréfica
de la relacion isotopica de carbono para los compuestos individuales n-alcanos en
funcién del nimero de carbono. En general, las relaciones isotOpicas de carbono
relativo al crudo total, observaron que los compuestos individuales se hacen

isotépicamente mas pesados con el aumento de la madurez térmica.
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Tabla 8. Composicidon quimica y datos de madurez molecular de las muestras
analizadas (Fuente: Clayton y Bjorgy, 1994)

Parametros Crudo Crudo
determinados Buchan Forties Crudo Argyll | Crudo Bruce
% hidrocarburos 54,9 55,8 57,9 61,1
saturados
% hidrocarburos 9,1 9,4 10,3 7,4
aromaticos
%NSO 28,2 30,0 26,3 29,1
% Asfaltenos 7.8 4.8 55 2,4
Pristano/Fitano 0,99 143 133 184
CPI (indice 1,07 1,11 1,03 1,18
preferencial de
carbono)
MPI (indice de 0,25 0,80 0,83 0,86

metilfenantreno)

En resumen, se observan dos tendencias principales: un aumento en el 3C con el
aumento del peso molecular; y un incremento en el 33C de cada componente con el
aumento de la madurez, con la excepcién de variaciones menores en el intervalo de
Ca5-C30, que se puede asociar a interferencias adicionales a partir de la coelucion con

otros compuestos.
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Figura 13. Relacién isotdpica de n-alcanos medidos en crudos totales (Fuente: Clayton
y Bjorgy, 1994)

3. Efectos de la biodegradacion. La relevancia por parte de los

investigadores en avanzar en la comprension del proceso de biodegradacion y sus
efectos sobre el crudo, se debe a que, los recursos de crudo pesado y bitumen
dominan el inventario petrolero mundial. Se estima que estos recursos abarcan 5 veces
las reservas de petréleo convencionales restantes (Stainforth, 2009, p. 567). El
entendimiento de los diferentes mecanismos de alteracion biolégica que causan los
mayores cambios en las propiedades de los fluidos en los reservorios es fundamental

para la optimizacion de recuperacion de crudo.

La determinacion de las composiciones isotdpicas de carbono en el crudo a nivel
molecular se ha convertido de manera vertiginosa en una poderosa herramienta para
definicion precisa de sistemas petroleros a través de un mejoramiento en las

correlaciones crudo-crudo y crudo-roca fuente.
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Sun (2005), evaluaron 7 crudos de la cuenca de Liahoe, al noreste de China, con
diferentes niveles de biodegradacion, para determinar la magnitud y direccion de la
tendencia isotOpica de carbono en n-alcanos individuales durante la degradacion
microbiana (Figura 14). Los resultados obtenidos mostraron que la biodegradacion
tiene un efecto reducido sobre la composicion isotopica de carbono en el crudo total.
Sin embargo, una pérdida simultanea de n-alcanos permite un empobrecimiento de *C
en la fraccidén saturada residual total. Las composiciones isotépicas de carbono de los
compuestos saturados, aromaticos y materia organica macromolecular (resinas y

asfaltenos) siguen una tendencia hacia en enriquecimiento de **C en el residuo.

15011.Severa biodegradacion
C., Hopan

i - Wﬁld‘“‘““ -

15004 Moderada biodegradacion

L _‘d__,_u..ll-l.:ua- S

15007, Leve biodegradacion
Pr

Incremento de la biodegradacidn

_u,._.:.LlJJ.ll LU —

1S002. Crudo sin biodegradacion

I

Tiempo de retencion ——

Figura 14. Cromatogramas representativos de los hidrocarburos saturados en funcién
de la biodegradacion (Fuente: Sun, 2005).
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La tendencia de los valores isotépicos de 33C de los n-alcanos individuales de la
secuencia progresiva de biodegradacion estudiada por Sun (2005), se muestran en la
figura 15. Se puede observar que los n-alcanos de mayor peso molecular (=2Cig)
permanecen constante, hasta en las muestras severamente degradadas. Por otro lado,
se aprecia un incremento sistematico en los valores de 3'3C en los n-alcanos de bajo

peso molecular.
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Figura 15. Perfiles isotépicos de carbono de una secuencia natural con progresiva
biodegradacion (Fuente: Sun, 2005)

La muestra con leve biodegradacion (ISO07), con un agotamiento parcial de los n-
alcanos de bajo peso molecular, muestran valores bastante cercanos a los observados
en las muestras no alteradas (IS002 e 1S005). Con un mayor agotamiento en los n-
alcanos de bajo peso molecular correspondiente a la biodegradacion moderada
(muestras IS00 4 e 1S009), se presenta un pequefio fraccionamiento isotdpico de
carbono (~0,5%o hacia valores menos negativos de 5*3C). Para muestras severamente

degradadas (ISO06 e IS011), el casi total agotamiento en n-alcanos de bajo molecular
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estd acompafiado por un significativo fraccionamiento isotopico de carbono (mayor a
4%0) hacia valores menos negativos de &°C comparados con crudos no

biodegradados.

Los valores isotdpicos de carbono en los n-alcanos individuales demuestran que siguen
diferentes tendencias durante la biodegradacion. No ocurrid6 un fraccionamiento
isotopico significativo para los n-alcanos durante una biodegradacion leve a moderada.
No obstante, se aprecia un incremento general en los valores de 5*C de n-alcanos de
bajo peso molecular (C15-C;g), durante una biodegradacion mas severa. En contraste,
no se produce fraccionamiento isotopico para n-alcanos de mas altos pesos
moleculares (=Co). El caracter conservativo de las concentraciones de *C para n-
alcanos de alto peso molecular durante el proceso de biodegradacién indica que estos
compuestos son trazadores efectivos para la identificacion de la fuente de crudos
severamente biodegradados.

2.2.3.6. Aplicaciones de los compuestos especificos en los n-alcanos
(CSIA n-alcanos) en el area de exploracion: Correlacion entre crudo—crudo y crudo—

roca fuente

La correlacion de un crudo con su roca fuente es una de las aplicaciones mas comunes
dentro de la geoquimica del petroleo, la confirmacion de que el crudo ciertamente se
produjo en una cuenca en exploracion es quizas el punto mas critico dentro del
conocimiento exploratorio, seguido solo en importancia por la determinacién de la roca

fuente que lo generd (Curiale, 2008, p. 1155).

Una correlacion del crudo estudiado con su probable roca fuente debe cumplir con tres
requerimientos claves, los cuales son: 1°) La relacion debe ser causal, esto significa
gue el crudo generado debe ser por lo menos producido a partir de una roca fuente
especifica. 2°) Los datos quimicos (composicién elemental, molecular e isotépica)
derivados de la roca fuente y del crudo a correlacionar, deben ser del mismo tipo para

gue puedan ser comparables. 3° La informacion geologica debe soportar las
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interpretaciones geoquimicas que deriven la correlacién, para ello debe existir una clara
evidencia geoldgica que respalde la roca fuente propuesta la cual generé el crudo que

se correlaciona en el estudio.

Cortes y otros (2010), lograron diferenciar entre rocas fuentes Cretacicas (enriquecidas
en 8C que refleja el incremento de material orgénico tipo terrigeno durante este
periodo) de aquellas de edad Cretacico-Terciario en la cuenca de los Llanos, Colombia
(p. 199). El patrén de distribucion isotopica de las muestras cretacica/terciaria sugieren

una significativa contribucion algal/bacterial (origen marino) (Figura 16).

—+—Cupiagua K5 -®—B.Aires 24 Apiay3 =——Castilla> ~—+—Chichimene 2

Figura 16. Perfiles isotdpicas de n-alcanos de muestras seleccionadas de los Llanos
colombianos (Fuente: Cortes y otros, 2010)
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La mayoria de las areas sometidas a contaminacion, pueden estarlo con un unico
contaminante, pero por lo complejo de los procesos que ocurren en el ambiente y a lo
gue es sometido dicho contaminante, las técnicas analiticas de GC y GC-MS, arrojan
resultados practicamente indtiles para correlacionar o discriminar entre potenciales
fuentes. Sin embargo, las variaciones en la composicion isotopica pueden proporcionar
un parametro adicional para diferenciar las fuentes. La utilizacion de 2 6 3 valores
isotopicos (por ejemplo: C, H y CI) ofrecen una herramienta discriminatoria mas
poderosa (Hostettler et al., 2004). En el caso de contaminantes semi-volatiles, las
huellas isotopicas de los compuestos individuales en la muestra provee otra
herramienta para correlacionar en conjuncion con los patrones de distribucion de las
técnicas GC y GC-MS (Philp y otros, 2002).

El estudio de los contaminantes organicos en el ambiente ha permanecido en ascenso
desde hace 40 afios. A principio de la década de los afios 70 del siglo XX, la
disponibilidad comercial de la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de
masas (GC-MS) y la evolucion de los biomarcadores en la industria petrolera, permitio
la expansion del uso de estas técnicas unos pocos afios después en los problemas
ambientales relacionados en los derrames petroleros (Philp y otros, 2002).

Los primeros esfuerzos estaban limitados a la obtencién de las huellas caracteristicas
de los productos derramados y su posible fuente, con la incertidumbre asociada a las
técnicas analiticas en pleno desarrollo. Pero en la actualidad, estos estudios se han
elevado a un nivel mucho mayor, como por ejemplo, en el caso de la gasolina, la
naturaleza del craqueo catalitico usado en la refineria pueda ser determinado a través
de las relaciones de los compuestos individuales en la gasolina (Murphy y Morrison,
2002). Ademas, la datacion de productos vertidos o derramados es otra aplicacién que
se ha venido ampliando. La determinacién de cuando ocurri6 un derrame es
claramente importante, ya que, si se puede demostrar que éste sucedid en un tiempo

determinado, se puede establecer las responsabilidades del evento.

Las relaciones isotopicas son una herramienta poderosa en muestras donde la

meteorizacién ha alterado la composicién molecular del crudo vertido. La evaporacion
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remueve los compuestos mas volatiles a una tasa que depende de las condiciones del
derrame y la composicion inicial del crudo derramado. Por lo tanto, una superficie
donde el derrame puede extenderse rapidamente, como por ejemplo, un tanquero de
crudo al mar, puede resultar en una pérdida répida de los hidrocarburos livianos en el
crudo. Para un crudo liviano, el cual contiene un gran porcentaje de hidrocarburos
volatiles, esto puede producir un cambio dramatico en su composicion molecular. En
cambio, para crudos pesados o aceites lubricantes, los cuales contienen menor
proporcion de hidrocarburos volatiles, la evaporacion puede traer como resultado

cambios menores en la composicion.

De manera que, en términos generales, el analisis de los compuestos especificos
(CSIA n-alcanos), tiene la capacidad de aumentar el poder de resolucién y disminuir la

incertidumbre en la caracterizacion y correlacion de crudos y su fuente.

2.3. Fundamentos Legales

En Venezuela, el marco legal relacionado con los derrames asociados a operaciones
petroleras se fundamenta en la Constitucion de la Republica Bolivariana de Venezuela,
en la legislacion y convenios internacionales y en las diferentes leyes, decretos,
reglamentos y resoluciones publicados en Gaceta Oficial de los entes del gobierno

nacional.

A continuacion, se presenta en la tabla 9, las regulaciones ambientales asociadas a los

derrames petroleros.
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Tabla 9. Legislacion ambiental aplicable a la investigacion (Fuente: Elaboracion propia, 2016)

G.O0. NUMERO DECRETO FECHA

AMBIENTE GENERAL

Constitucion de la 36.860 30/12/199
Republica  Bolivariana 9
de Venezuela.

La Constitucién es precisa en materia de derrames en el articulo 15 sobre el territorio y demas espacios
geogréficos. En los articulos 127 y 129 sobre los derechos ambientales. Finalmente, en el 299 sobre el
régimen socio econémico y la funcién del Estado en la economia y el equilibrio con el ambiente.

Ley Organica del 5.833 22/12/200
Ambiente. 6

La ley puntualiza sobre derrames en los articulos 10 y 12 sobre la calidad ambiental. Los articulos 46 y
48 sobre recursos naturales y diversidad biolégica. El articulo 57 precisa sobre la conservacion de la
calidad del agua. Y en los articulos 96 y 97 sobre el establecimiento de la corresponsabilidad en la
gestién del ambiente.

Ley Penal del ambiente. 4.358 02/05/201
2

Haciendo especial atencion a los articulos: 79 sobre la alteracion de las cadenas troficas, 83 del
envenenamiento de aguas, 89 sobre vertidos de hidrocarburos. Y finalmente, los articulos 91 y 92 sobre
las infracciones a convenciones internacionales sobre contaminacion por hidrocarburos.

Normas sobre 35.946 1.257 26/04/199
evaluacion ambiental de 6
actividades susceptibles
a degradar el ambiente.

Esta norma en el capitulo Il, articulo 115 establece el procedimiento para actividades mineras y
de hidrocarburos.

CALIDAD AMBIENTAL

Agua

Ley de Aguas. 35.595 02/01/200
7

En cuanto al control y manejo de los cuerpos de agua se contempla en los articulos 12 y 13. Y del uso de
las aguas marinas en el articulo 74.

Normas para la 5.021E 883 18/12/199
clasificacién y el control de 5

la calidad de los cuerpos
de agua y vertidos o
efluentes liquidos.
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Tabla 9. Continuacioén

En la seccién 1V, articulos 12 y 13 se establecen las condiciones sobre las descargas al medio
marino-costero y en el articulo 29 sobre el régimen de adecuacién de las descargas a estos
medios.

MATERIALES - DESECHOS PELIGROSOS

Ley sobre sustancias, 5.554 13/11/200
materiales y desechos 1
peligrosos.

El articulo 6 prohibe la descarga de sustancias, materiales o desechos en los cuerpos de agua.
En el articulo 13, establece la obligacién de los responsables de generar, usar y manejar
sustancias o materiales peligrosos. En los articulos 20 y 21, se establecen la conformacién de
un equipo para la orientacién y formulacién de politicas y estrategias para la regulacién y
control.

Normas para el Control 5.212 2.635 12/02/199
de la recuperacion de 2
materiales peligrosos y
el manejo de desechos
peligrosos.

En el capitulo Ill, se contempla el manejo de los desechos peligrosos de actividades de
exploracion y produccién de petréleo. Haciendo énfasis en las disposiciones técnicas para su
manejo.

ZONAS COSTERAS - ESPACIOS ACUATICOS E INSULARES

Ley de Marinas y Actividades 37.570 14/11/200
Conexas. 2

En la seccion IV sobre la prevencién de la contaminacion, en los articulos 93 a 95, se establece
que el propietario del buque sera el responsable de los dafios ocasionados por contaminacion.

TRATADOS Y CONVENIOS INTERNACIONALES

Contaminacién por Hidrocarburos

Cooperacién para Combatir los Derrames 33.281 08/08/198
de Hidrocarburos en la Region del Gran 3
Caribe.

El articulo 5 establece los procedimientos apropiados para la informacion sobre incidentes de
derrames. Y en el articulo 7 las medidas operacionales para hacer frente a un incidente.

Convencion Internacional para impedir la 2314 E 26/09/196
Contaminacion de las Aguas del Mar por 9
los Hidrocarburos.
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Tabla 9. Continuacioén

El objetivo de este convenio es tomar medidas para prevenir la contaminacion de las aguas del

mar por descargas de hidrocarburos desde buques.

Convenio Internacional para prevenir la
Contaminacion por los Buques.

4.633 E

02/10/198
3

Este convenio versa sobre la prevencion de la contaminacion del medio marino por los buques
a causa de factores de funcionamiento o accidentales. En el anexo |, se plantean las reglas

para prevenir la contaminacién por hidrocarburos.
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CAPITULO 3

MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo se describe el conjunto de acciones destinadas para realizar el
analisis al fondo del problema planteado, se define el tipo, nivel y disefio de la
investigacion, asi como la poblacidn, las técnicas e instrumento de recoleccion de datos

empleados para recabar informacion sobre las variables de estudio.

3.1. Tipo, nivel y disefio de investigacién

De acuerdo a Arias (2006), la investigacion del tipo experimental es “un proceso que
consiste en someter a un objeto o grupo de individuos a determinadas condiciones,
estimulos o tratamiento (variable independiente), para observar los efectos o
reacciones que se producen (variable dependiente)”. (p. 33). Este trabajo se caracterizd
fundamentalmente, por la manipulacién y control de variables durante el experimento
(simulaciones a escala de laboratorio). De tal manera, de someter o manipular la
variable independiente, para observar y medir a la variable dependiente. Asi mismo,
permitir controlar las variables intervinientes y externas.

El nivel de la investigacion, se refiere al grado de profundidad con que se abordaré el
objeto de estudio en el trabajo. En esta investigacion, el nivel fue explicativo, por cuanto
su proposito es “demostrar que los cambios en la variable dependiente fueron
causados por la variable independiente. Es decir, se pretende establecer con precision
una relacion causa-efecto.” (Sampieri, Fernandez-Collado y Baptista, 2006, p.108). De
igual manera, Arias (2006), plantea que “los estudios explicativos pueden ocuparse
tanto de las causas (investigacion post facto) como de los efectos (investigacion
experimental)”. (p. 26)

El disefio de la investigacién fue la estrategia que se desarrollé para obtener la
informacion que se requirio en la investigacion. Sampieri, Fernandez-Collado y Baptista

(2006) define a los disefios experimentales puros como:
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Aquellos que reunen los requisitos para lograr el control y la validez interna: 1)
grupos de comparacién (manipulacién de la variable independiente o de varias
independientes) y 2) equivalencia de grupos. Pueden utilizar pruebas y pos
pruebas para analizar la evolucion de los grupos antes y después del tratamiento

experimental. (p.188)

En el presente trabajo de investigacion, el disefio fue experimental puro.

3.2. Sistema de Variables

Arias (2006), sefala que el sistema de variables “es una serie de caracteristicas
definida de manera operacional, es decir, en funcién de sus indicadores o unidades de
medidas”. (p.45). Las variables representan de forma resumida los objetivos
especificos, sus dimensiones, indicadores y el instrumento utilizado para la ejecucion
de la investigacion, representado en un mapa operativo. Ademas, las variables
representan un simbolo que determinan un conjunto de observaciones y que pueden
asumir cualquier valor, y permite manipular determinados resultados, mediante el uso
de ciertos medidores. A continuacion se presenta la conceptualizacion vy

operacionalizacion de las variables.

3.2.1. Definicion conceptual

Toda ciencia elabora conceptos con el fin de describir y explicar la experiencia y
comunicar el conocimiento adquirido. Al respecto, Sampieri, Fernandez-Collado y
Baptista (2006), expresa que se debe “distinguir el concepto como una unidad de

significado, del término o simbolo perceptible por medio del cual se expresa este
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significado”. (p.163). En la tabla 10, se presenta la conceptualizacion de las variables

de esta investigacion.

Tabla 10. Identificacion y conceptualizacion de las variables (Fuente: Elaboracion

propia, 2016)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

VARIABLES

DEFINICION CONCEPTUAL

Establecer la linea base del
sistema marino donde se
realizara las pruebas de
simulacién de derrame petrolero

Parametros fisico-quimicos y
bacteriologicos

Dato o factor que se toma como
necesario para analizar o valorar
una situacion.

Normativa legal aplicable

Conjunto de normas aplicables a
una determinada materia o
actividad.

Determinar la correlacién entre
pardmetros analiticos robustos
como elementos quimicos
asociados al crudo y la
geoquimica organica
convencional con los perfiles
isotépicos del crudo a estudiar.

Fraccion C5+

Es la fraccién que comprende el
conjunto de parafinas e
isoprenoides entre la parafina
lineal C,4 vy la parafina lineal Cs,

Biomarcadores o marcadores
geoquimicos

Son las moléculas orgénicas
complejas correspondientes a
productos naturales especificos
constituidos por carbono,
hidrogeno y otros elementos (O,
S, N). Estan presentes en
extractos organicos obtenidos de
sedimentos, rocas y crudos, y
tienen una estructura similar al
precursor biolégico respectivo.

Perfiles isotdpicos de los
compuestos individuales del
crudo.

Conjunto de abundancias
relativas de los is6topos estables
de un elemento.

Evaluar las tendencias de los
perfiles isotdpicos del crudo, en
funcion del tiempo de exposicion,
a la degradaciéon microbiana en
un simulador de sistemas
marinos.

Comparar las tendencias de los
perfiles isotdpicos del crudo, en
funcion del nivel de derrame
(bajo, medio y alto), en un
simulador de sistemas marinos.

Comparar las tendencias de los
perfiles isotopicos de crudos, en
funcion de los diferentes tipos de
crudos exportables en el pais, en
un simulador de sistemas
marinos.

Perfiles isotdpicos de los
compuestos individuales del
crudo (CSIA).

Conjunto de abundancias
relativas de los isétopos estables
de un elemento.
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3.2.2. Definicién operacional

Arias (2006), sefala que la definicion operacional de la variable “representa el
desglosamiento de la misma en aspectos cada vez mas sencillos que permita la
maxima aproximacion para poder medirla, estos aspectos se agrupan bajo las
denominaciones de las dimensiones, e indicadores”. (p.18). En la tabla 11, se presenta
la operacionalizacion de las variables, especificando las dimensiones operativas del
trabajo de investigacion y sus indicadores que permitirAn medir con precision dicha

variable.

Tabla 11. Operacionalizacion de las Variables (Fuente: Elaboracion propia, 2016)

VARIABLES DIMENSION INDICADOR
Parametros fisico-quimicos y Calidad Valoracién de las condiciones
bacteriolégicos iniciales del sistema
Normativa legal aplicable Leyes y normativas Caracterizacion del sistema

antes de ser intervenido

Fraccion Cy5"
Informacion referencial usada

Patrones de distribucién y en la Geoquimica Organica | Valoracion del crudo a utilizar

biomarcadores o marcadores del Petroleo
geoquimicos
Perfiles isotdpicos de los Informacion isotépica Caracterizacion de las
compuestos individuales del referencial usada en la tendencias de los perfiles
crudo (CSIA). Geoquimica Organica del isotopicos de los compuestos
Petréleo individuales

3.3. Poblacion y Muestra

Arias (2006), define a la poblacién de un estudio como “un conjunto de elementos,
seres 0 eventos concordantes entre si en cuanto a una serie de caracteristicas, de los

cuales se desea obtener alguna informacién”. (p.30). De manera que, la poblacion es la
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totalidad del fendmeno a estudiar, donde las unidades de poblacion poseen una

caracteristica comun, la que se estudia y da origen a los datos de la investigacion.

En este proyecto de investigacion, la poblacion a estudiar, correspondié a las
relaciones isotdpicas de crudos venezolanos con calidad de exportacion. De manera
que, la poblacién en el estudio esta definida de acuerdo a informacién extraida a través
del portal electrénico oficial de PDVSA, en el afio 2009 la Organizacion de Paises
Exportadores de Petréleo (OPEP) y PDVSA establecieron como crudos referenciales

nacionales:

a) Para el mercado principal, el crudo de referencia es BCF — 17, crudo del
area Bachaquero en Formacién 17°API, crudo empleado para el calculo de la
cesta del petrdleo venezolano y para la calidad del crudo nacional de
exportacion.
b) Para el mercado secundario, se reporta crudos pesados y extrapesados
del Oriente y Faja Petrolifera del Orinoco, con valores que van desde 10 y 22°
API.

Con respecto a la muestra, Arias (2006) la define como “un subconjunto representativo

y finito que se extrae de la poblacién accesible”. (p.83).

De manera que, la muestra que se empled en este trabajo, es un crudo mediano no
biodegradado (analogo a los crudos exportables venezolanos), que es utilizado como
material de referencia interno en los laboratorios de PDVSA Intevep, el crudo CX,
perteneciente al campo Corozo, Formacién Naricual de la subcuenca de Maturin. En la

tabla 12, se detallan las caracteristicas del crudo.
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Tabla 12. Caracteristicas del crudo CX, empleado en las simulaciones experimentales
(Fuente: Elaboracion Propia, 2018)

Parametros
Gravedad API 22
Hidrocarburos saturados (%) 54
Hidrocarburos aromaticos (%) 29
Resinas (%) 10
Asfaltenos (%) 7

Para realizar las simulaciones a escala de laboratorio de derrames marinos, fue
necesario tener un sustrato natural adecuado, por lo que, se emplearon muestras de
agua de mar recolectadas en la zona marino costera de la Planta de Distribucién de
Carenero, en el estado Bolivariano de Miranda, recolectadas en tres puntos diferentes:
costa afuera (zona de desembarque de combustibles), manglar y planta de tratamiento
de efluentes (PTE). En la tabla 13, se detallan los valores de los parametros
fisicoquimicos en cada punto muestreado (costa afuera, manglar y planta de

tratamiento).

79



Capitulo 3: MARCO METODOLOGICO

Tabla 13. Parametros fisicoquimicos de las muestras de agua de mar recolectadas
(Fuente: Elaboracién Propia)

o Oxigeno
Punto de muestreo pH Tem?oeé;;ltura Corgr(:rI]lJS(;gr\g;jad Disuelto
(mg/L)
Costa afuera 7,04 26,8 51,3 6,94
Manglar 7,30 28,1 53,1 5,35
Planta de tratamiento de
efluentes 7,37 28,3 26 3,37
PTE

Datum: WGS84

Zona: 19 N

En la figura 17, se presenta la ubicacién geogréafica en un mapa satelital de cada uno

de los puntos de muestreo.

\
* Manglar

Figura 17. Ubicacién geografica de los puntos de muestreo en planta de distribucion
Carenero (Higuerote, estado Bolivariano de Miranda)
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3.4. Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de datos

Arias (2006), define las técnicas de recoleccion de datos como “las distintas formas o
maneras de obtener la informacién”. (p.111). En esta investigacion de caracter
experimental, la técnica de recoleccion de los datos se realizo a través de simulaciones
controlada en el laboratorio, de un derrame petrolero con crudo venezolano en un
sistema marino, basado en el modelaje analogo de escalamiento. Recolectandose
muestras de este crudo en diferenciales de tiempo (a la exposicién de la comunidad
bacteriana), a las cuales se les analizaron: la microbiologia del sustrato natural (agua
marina rica en productividad bacteriana), SARA, fraccion Cis', biomarcadores
(saturados y aromaticos) y los CSIA, para establecer una escala de biodegradacion y
determinar una huella caracteristica que permita fortalecer las ciencias forenses

ambientales asociadas a los derrames petroleros.

Sampieri, Fernandez-Collado y Baptista (2006), plantea que los instrumentos de
medicién son “los medios materiales que se emplean para recoger y almacenar la
informacion”. (p. 277). Ademas, establece que “un instrumento de mediciéon adecuado
es aquel que registra datos observables que representan las variables del proyecto”.
(p.278). En la tabla 14, se presentan las variables con sus respectivos instrumentos de

medicion.
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Tabla 14. Variables del proyecto con sus respectivos instrumentos de medicion
(Fuente: Elaboracion propia, 2016)

VARIABLES

INSTRUMENTO DE MEDICION

Parametros fisico-quimicos

-Electrodo selectivo para pH, conductividad, oxigeno disuelto y
temperatura.

Andlisis microbiolégico

-Prueba presuntiva y recuento microscopico.

SARA

-Gravimetria (diferencial de masas porcentual)

Fracciéon Cis+

- Cromatografia de gases con detector de FID (GC-FID).

Patrones de distribucién y
biomarcadores o0 marcadores
geoquimicos

-Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC-MS): para las relaciones de m/z de los diferentes
biomarcadores.

Perfiles isotdpicos de los
compuestos individuales del
crudo (CSIA).

-Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
relaciones isotopicas (GC-IRMS).

Un instrumento de medicién para recolectar apropiadamente datos cuantitativos debe

cubrir tres parametros fundamentales: confiabilidad, validez y objetividad. Skoog, Holler

y Nieman (2001), enumeran los criterios cuantitativos que pueden ser utilizados para

garantizar una adecuada recoleccion de datos. Estas caracteristicas se expresan en

términos numéricos y se denominan parametros de calidad. (p.12). A continuacion se

presenta en la tabla 15, los criterios niumeros y los parametros estadisticos de calidad.
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Tabla 15. Criterios numéricos para la recoleccién de datos en instrumentales analiticos
(Fuente: Skoog, Holler y Nieman, 2001)

CRITERIO PARAMETROS DE CALIDAD

Precisién Desviacion estandar absoluta, desviacion estandar relativa,
coeficiente de variacion y varianza.

Sesgo Error absoluto sistemético y error relativo sistemético.

Sensibilidad Sensibilidad de calibracién y sensibilidad analitica.

Para garantizar la competencia en la realizacion de los ensayos y de las calibraciones,
se empled la norma ISO 17025:2005. En cuanto a la exactitud analitica, se utilizaron
patrones de referencia certificados con caracteristicas similares a la muestra. Se
prepararon blancos bajo el mismo procedimiento de las muestras, cuando fue
necesario, con el objeto de minimizar posibles errores de contaminacién por reactivos,
materiales de vidrios, etc. Para la trazabilidad de los instrumentales analiticos y de las
mediciones se utilizaron materiales de referencia, patrones internacionales y patrones

internos.

Adicionalmente, se efectuaron verificaciones intermedias durante los analisis, para
mantener la confianza en el estado de las calibraciones de los patrones de referencia,

materiales de referencia y patrones internos.

Con respecto al aseguramiento de la calidad y de acuerdo a lo contemplado en la
norma, se emplearon la repeticion de ensayos y calibraciones del mismo método,
correlacion de resultados para diferentes caracteristicas y repeticion de ensayos de

materiales de referencia.
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3.4.1. Instrumental analitico empleado

3.4.1.1. Analisis de hidrocarburos saturados (C1s")

Para caracterizar y evaluar el mecanismo de biodegradacion en las simulaciones a
escala de laboratorio en cada diferencial de tiempo, se emple6 el analisis de
hidrocarburos saturados Cis'. En la tabla 16, se describe la instrumentacion para
realizar el andlisis de hidrocarburos saturados Cis'. El equipo esta provisto de un
sistema de inyeccion tipo “split” acoplado a una columna capilar DB-1 utilizando helio
como gas de arrastre con flujo de 25 mL/min y deteccién FID (Flame lonization
Detector por sus siglas en inglés). La introduccion de la muestra se realizé de forma

manual.

Tabla 16. Instrumentacion utilizada para el analisis de hidrocarburos saturados Cis"
(Fuente: Elaboracion Propia, 2018)

Instrumentacion Marca o fabricante Modelo

Cromatografo de
gases

HEWLETT PACKARD 6890

3.4.1.2. Andlisis de Biomarcadores saturados y marcadores aromaticos

El analisis de biomarcadores saturados se realiz6 con un cromatégrafo de gases
provisto de una columna capilar DB-1 de baja polaridad acoplada a un espectrometro
de masas configurado en registro selectivo de iones. En el caso del andlisis de
biomarcadores arométicos se utiliza una columna capilar DB-5. En la tabla 17, se

describe el instrumental empleado:
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Tabla 17. Instrumentacién utilizada para el analisis de biomarcadores saturados y
aromaticos (Fuente: Elaboracion Propia, 2018)

Instrumentacién Marca o fabricante Modelo

Cromatégrafo de AGILENT 6890N
gases TECHNOLOGIES

Espectrémetro de AGILENT

masas cuadruplo TECHNOLOGIES 5973 Inert

3.4.1.3. Andlisis de las relaciones isotdpicas de los compuestos individuales de

carbono en la fraccion saturada (CSIA)

La tabla 18 muestra la instrumentacion utilizada en el desarrollo de la metodologia

experimental, la cual consisti6 primordialmente en tres componentes, el primero

conocido como periférico el cual facilita la introduccion de la muestra y en este caso

particular es el cromatégrafo de gases (GC) debido a que la muestra es liquida, el

segundo componente es la interfase la cual permite la comunicacion entre el periférico

y el IRMS, ademas de evitar la caida de presion y controlar el flujo y por ultimo el IRMS

gue actia como detector y es donde se realiza la determinacion de las relaciones

isotopicas, todo estos componentes en su conjunto son conocidos como GC-IRMS.

Tabla 18. Instrumentacion utilizada para el andlisis de los CSIA (Fuente: Elaboracion

Propia, 2018)

Instrumentacion

Marca o fabricante

Modelo

Cromatografo de gases
(GC) (Periférico)

Thermo Scientific

Trance GC ultra

Espectrémetro de masas de
relaciones isotopicas
(IRMS) (Detector)

Thermo Scientific

Delta V plus

Interfase

Thermo Scientific

GC combustion-lll
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3.4.2. Procedimiento Experimental

3.4.2.1. Disefio de experimentos de las simulaciones controladas a escala de
laboratorio de biodegradacion

En esta primera fase experimental se utilizd el disefio factorial, que permite evaluar un
conjunto de factores, variables o parametros sobre una respuesta experimental
determinada. Dicha herramienta es empleada para establecer cuales de los parametros
individuales o combinacién de éstos, tienen mayor efecto o peso en la respuesta
experimental, simplificando asi la cantidad de experimentos planteados para validar la

hipotesis.

Particularmente, en esta investigacion, los paradmetros que pueden modificar las
propiedades fisicoquimicas medibles en el hidrocarburo derramado en medio marino
son multiples, e igualmente los procesos de alteracion o fenébmenos que ocurren como
biodegradacion, foto-oxidacion, disolucién, evaporacion y enriquecimiento de ceras,

como se detalla en la figura 18.

Después de la valoracion de los fendbmenos, por ser originados por multiples variables y
para simplificar el desarrollo experimental, se determin6é que la biodegradacion tienen
mayor impacto en la respuesta de manera individual, por ser el proceso promovido
esencialmente por las bacterias, siendo inequivoca la respuesta en las propiedades
medibles, mientras que, los demas procesos de alteracion como la foto-oxidacion,
evaporacion y disolucion son fendmenos que los catalizan la misma variable o
parametro como lo es la energia solar, resultando dificil establecer la contribucién de

cada uno en la respuesta.
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Derrames de Hidrocarburos

Objeto de estudio
Crudo (Fraccién saturada)

!

Variables Fendmenos que produce estas Respuestas
variables sobre el crudo (procesos
Bacteria de meteorizacién)

Energia Solar Variacién de los relaciones

Crudo Biodegradacion isotépicas

Oleaje Foto-Oxidacién delos
Viento Disolucidn compuestos especificos
Corrientes ocednicas Evaporacién (CSIA) fraccién saturada

Estratificacién térmica Enriquecimiento en cera

!

Evaluar condiciones extremas

Andlisis de Microbiologia

Figura 18. Conceptualizacion de los diferentes procesos de alteracion a los que son
sometidos el crudo derramado en mar (Fuente: Elaboracién Propia, 2017)

Para evaluar el proceso de biodegradacion, es importante minimizar los otros procesos
de manera de establecer que cualquier respuesta observada en las propiedades
medibles sea producto de la biodegradaciéon del crudo. Para ello, es necesario
garantizar que las bacterias sean resilientes al colocarlas en contacto con el
hidrocarburo, ademas que lo asuman como fuente energética en su proceso metabdlico

y pueden sobrevivir y desarrollarse en estas nuevas condiciones.

Esto evidencia la importancia que tiene la eleccion de la fuente de bacterias
apropiadas, la cual suministra de manera natural el agua de mar, especialmente en
zonas que han estado expuestas a la presencia de hidrocarburos, como es el caso de

la Planta de Distribucion de Carenero, localizada en la ciudad de Higuerote, estado
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Bolivariano de Miranda, donde se ha desarrollado especies bacterianas y su suministro
energético es proporcionado por los hidrocarburos derramados propios de la actividad

de descarga de combustible.

Por consiguiente, se disefiaron los experimentos en funcion de garantizar la actividad
metabdlica de las bacterias en el proceso de biodegradacion, para esto se
consideraron los conceptos basicos de bioaumentacion (aumento de la concentracion
bacteriana) y bioestimulacién (activacion metabdlica); los cuales son determinantes en
el disefio factorial de la matriz experimental 2%, como se observa en la tabla 19. En
cuanto a las propiedades fisicoquimicas del agua de mar (pH, temperatura, oxigeno

disuelto y conductividad), se consideran constantes y se registraron por 180 dias.

Tabla 19. Matriz de disefio factorial de las simulaciones (Fuente: Elaboracion Propia,
2017)

Bioestimulaciéon
Factores

1 2

1 (1,1) (1,2)
Bioaumentacion

2 (2,1) (2,2)

El valor 1 expresa ausencia del factor y el 2 expresa presencia del factor

3.4.2.2. Simulaciones controladas a escala de laboratorio para evaluar las

condiciones éptimas de biodegradacion en un derrame de crudo

Fundamentalmente, la matriz experimental estd basada en disefio factorial 22 la
primera etapa es la condicién (1,1) que establece las condiciones originales del sistema
natural para que ocurra el proceso de biodegradacion, sin agregarle ningun aditivo,
dichas condiciones son las reflejadas en la tabla 20, experimento 1, donde se colocaron

las diferentes aguas recolectadas (manglar, costa afuera y PTE) en contacto con el
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crudo CX. Para esto, se agregaron 100 mL de cada una de las aguas en diferentes
fiolas y se le afladieron 2 mL de crudo. Luego, se colocaron a 25°C con agitacién a 120
rpm durante periodos de 1, 3, 5, 7, 9, 12 y 14 dias, que son los tiempos en que se
toman las muestras de agua de la simulacion, para posteriormente realizar la
incubacion de las bacterias para su cuantificacion y la toma de las muestras de crudo a
diferentes tiempos para el posterior andlisis de SARA, Cis', biomarcadores saturados y

aromaticos y CSIA.

A partir del experimento 2 (Tabla 20), se comenzé a emplear la bioaumentacion para
promover el proceso de biodegradacion, donde se anadi6 100 pyL de un in6culo
proveniente de las bacterias de la planta de tratamiento (PTE), las cuales se va
modificando en el transcurso del experimento por un indculo provenientes de las
bacterias que mejor se adaptaron de los dias anteriores, en el experimento 3, la
bioestimulacion se realiz6 agregandole 1 mL de acetato de sodio al 50% como
activador metabdlico. Finalmente, para el experimento 4 es la suma de la
bioaumentacion (inoculacién) y bioestimulacion (activador metabdlico). Para todos los

experimentos se utilizo el agua recolectada en costa afuera de la zona de Carenero.

Es importante resaltar que, a partir de los resultados de esta bateria de experimentos,
se determiné la mejor condicion experimental para garantizar la biodegradacion del
crudo, resultando el experimento 4 como la condicibn experimental mas favorable

(donde se bioaumenta y bioestimula el sistema).
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Tabla 20. Condiciones experimentales en la simulacién del proceso de biodegradacion
a escala de laboratorio en derrames marinos (Fuente: Elaboracion Propia, 2017)

N° Experimentos Agua de mar Crudo | Inoculacién Actlqu_or
metabdlico
Costa afuera
(1 1) Condiciones Manglar CX
’ originales PTE (2mL)
(100 mL)
Costa afuera
Manglar Bacterias
(1, 2) | Bioaumentacion CX (PTE)
PTE (2mL)
(100 uL)
(200 mL)
Costa afuera
Manglar CX Acetato de
(2,1) | Bioestimulacion oL sodio (ImL —
PTE (2mL) 50%)
(100 mL)
Bioaumentacion | Costa afuera ox Balgt_?éias Acetato de
2,2 + (2mL) (PTE) sodio (1mL —
bioestimulacion (100 mL) (100 pL) 50%)

En la tabla 21, se especifican las condiciones mas favorables indicadas en el disefio
factorial con la combinacion (2, 2). Dicha combinacion permite desarrollar de manera
efectiva el proceso de biodegradacion, durante la simulacion a escala de laboratorio.
Estas condiciones Optimas estan reflejadas en el experimento 4, realizado
anteriormente, por ende, se replicé las mismas en una mayor cantidad de tiempo,
aumentandolo de 14 a 63 dias como tiempo maximo de contacto agua-crudo, es decir,
4,5 veces garantizando un mejor seguimiento del fenomeno estudiado. Ademas, es
importante resaltar que cada 3 semanas (21 dias), se realizd la recoleccion de
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muestras de agua y crudo, para sus posteriores ensayos microbiologicos,

fisicoquimicos y moleculares.

Tabla 21. Condiciones experimentales oOptimas para el desarrollo del proceso de
biodegradacion en la simulacion a escala de laboratorio de derrames de crudo en

medio marino (Fuente: Elaboracion Propia, 2017)

Condicién Agua de crudo Inoculacién Activador Duracién
experimental mar metabdlico (semanas)
. 3 (21 dias)
. L Bacterias
Bioaumentacion Acetato de
N Costa afuera cX (PTE) sodio (1 mL— |6 (42 dias)
. . . (200 mL)
Bioestimulacién (100 pL) 50%)
H 9 (63 dias)

En la figura 19, se presenta el montaje de las simulaciones por semanas, donde se
puede apreciar las fiolas con el agua de mar (costa afuera), crudo (CX) y la inoculacién
inicial con bacterias de PTE, y a partir de la semana 3 con inoculos provenientes de las
bacterias que mejor se adaptaron de las semanas anteriores, ademas, el acetato de
sodio. Es importante sefialar, que todos los ensayos se realizaron por triplicado,

incluyendo los blancos, donde se emplearon agua destilada.
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-
500 mL
RYRE X®

12 Semancs
Tovte
wats

Figura 19. Montaje de las simulaciones controladas en el laboratorio, por semana. En
la parte derecha, se observan las muestras control (agua destilada y crudo) para cada
diferencial de tiempo (Fuente: Elaboracion Propia, 2017)

Es importante resaltar, que para el cumplimiento de los objetivos planteados en el
estudio, se realizaron las simulaciones en dos fases: en el afio 2017 se realizaron
simulaciones de 15 semanas y para buques de baja capacidad de carga de
hidrocarburos; mientras que durante el afio 2018 se replicaron las simulaciones pero
aumentando 5 veces el volumen del crudo derramado, lo que permiti6 evaluar los
derrames marinos de buques de alta capacidad de carga (se realizaron en un tiempo

de 12 semanas).

3.4.2.3. Cuantificacion bacteriolégica

A los experimentos realizados en la seccién 3.4.2.2, se le realizaron seguimiento del
crecimiento bacteriano mediante la cuantificacion bacteriolégica al agua, antes y
después de colocarla en contacto con el crudo y los aditivos (bioaumentacion y
bioestimulacion), que se le agregaron para mejorar el proceso de biodegradacién los
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periodos de seguimiento o toma de muestra variaban desde 1 a 63 dias, dependiendo
del cronograma del experimento, y este procedimiento permite valorar la presencia de

bacterias en el medio marino y su concentracion en cada experimento.

El recuento de colonias o cuantificacién bacterioldégica se realiza en placas con agar
nutritivo, de acuerdo a los procedimientos descritos en las normas estandares ISO
6222 e 1SO 8199 (Figura 20). El método (método Spread) consiste en la estimacion del
numero de bacterias cultivables en una muestra mediante transferencias sucesivas a
una serie de tubos de ensayo con solucién salina estéril, usando diluciones de 1:10 en
cada uno. En la figura 21, se puede observar las respectivas diluciones que se

realizaron.

Conteo en capsula de petri
(Spread método)

¥l Muestra

Dilucién —>
1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

M M M M

ifal
om J 1 0 |

110 1/100 1/10® 1/10° 1/10° 1/10°
(10" (100 (1073 (10%) (1075 (1079)
1 ml de muestras por capsula

— 1 159 17 2 °
numerosas  Ccolonias Colonias Colonias Colonias

colonias
159 x 103 = 1.59 x 10° (UFC/ml)

Unidades formadoras de colonias

Figura 20. Esquema general para el recuento bacteriologico (método Spread) de
acuerdo a las normas I1ISO 6222 e ISO 8199 (Fuente: Madigan y otros, 2004, p. 40)
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Figura 21. Sistema de diluciones para la cuantificacion bacteriologica (Fuente:
Elaboracion Propia, 2017)

Luego, se transfirieron 100 pL de cada dilucién a una cdpsula de Petri con el medio de
cultivo solido y se sembrd la muestra con el uso de un rastrillo de vidrio previamente
esterilizado con alcohol a la llama, seguido de un periodo de incubacién en condiciones
aerobicas a 30°C. El numero de colonias en las capsulas proveen un estimado del
numero de bacterias presentes en la muestra original. La validacion estadistica de esta
prueba es realizada con réplicas. El resultado se reporta en unidades formadoras de
colonia por mililitro de muestra (UFC/mL). En la figura 22, se presenta las placas o
capsulas con el crecimiento bacteriol6gico evidente, una semana antes de derramarse

el crudo y ser sometido a biodegradacion.
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Muestra
control

10'UFC/ ml

105UFC/ ml

PTE

105UFC/ ml

Figura 22. Cuantificacion bacteriolégica. En las capsulas de Petri, se observa el
crecimiento bacteriolégico evidente (una semana antes del derrame) (Fuente:
Elaboracion Propia, 2017)

Finalmente, se representa en una grafica la curva del crecimiento microbiano, que
representa la evolucibn del numero de células viables presente en un cultivo
microbiano liquido a lo largo del tiempo de estudio. Se estudia el numero de células
viables por mililitro de un cultivo de volumen limitado y con una cantidad de nutrientes
limitada, como por ejemplo un medio de cultivo liquido en una fiola que ha sido
inoculado con una cantidad inicial de microorganismos o indculo (Madigan y otros,
2004).
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3.4.2.4. Deshidrataciéon de crudo

Una vez recolectada las muestras de crudo de los diferentes experimentos, se realizan
la debida preparacion previa a los analisis quimicos. Se disuelve la muestra de crudo
en diclorometano. La cantidad de solvente a agregar con respecto a la muestra es
aproximadamente en una relacion 1:1 v/v. Se afiadié suficiente cantidad de sulfato de
magnesio, hasta que no se observe burbujeo, agitar con una varilla de vidrio. Luego de
media hora se filtra. El filtrado de la muestra es a través de un papel de filtro tipo
cualitativo, para eliminar el sedimento y el sulfato de magnesio. Posteriormente, se
evapora el solvente a 40°C. Finalmente, transferir el crudo deshidratado a un vial de 20

mL. Dejandose secar a temperatura ambiente.

3.4.2.5. Andlisis SARA

Uno de los andlisis quimicos empleados para evaluar los cambios moleculares del
crudo es la separacién SARA. El primer paso es la precipitacion de los asfaltenos, para
ello, los asfaltenos son precipitados afiadiendo heptano en una proporcién 40:1 v/v
heptano/muestra. La mezcla es sometida a agitacion usando un bafio con ultrasonido
durante 20 min. Luego, se deja en reposo y en refrigeracion por 12 horas
aproximadamente. Transcurrido este tiempo los asfaltenos son separados de los

maltenos (saturados, aromaticos y resinas) mediante centrifugacion durante 15 min.

Los maltenos son extraidos con mucho cuidado utilizando una pipeta Pasteur y
trasvasados cuantitativamente a viales de 20 mL. Los asfaltenos se cuantifican luego
de dejar evaporar el solvente en exceso durante 24 horas. Luego, se procede a la
separacion de los maltenos mediante cromatografia de absorciéon en columna. Debido

a la poca cantidad de muestra, la cromatografia se lleva a cabo en unas buretas con un
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largo de 20 cm de largo con llaves, éstas se empaquetan con alimina activada

suspendida en hexano.

Una vez sembrada en la bureta la muestra (entre 0,2000 — 0,5000 g), los hidrocarburos
saturados son eluidos con 15 mL de hexano. Posteriormente, se separan los
hidrocarburos aromaticos usando 15 mL de tolueno como eluyente. La elucién de los
aromaticos se le realiza seguimiento con una lampara de luz UV debido al efecto de
fluorescencia que genera esta fraccion. Por altimo, se eluyen las resinas usando 20 mL

de una mezcla tolueno-metanol en relacién 70:30 v/v.

Cada una de las fracciones son eluidas directamente en viales previamente pesados y
una vez contenida la fraccion se deja evaporar a temperatura ambiente hasta sequedad
para ser cuantificadas. En la figura 23, se presenta el sistema empleado para la
separacion de las fracciones, en este caso, se observa la elucion de las resinas con la

mezcla tolueno-metanol.

>

Figura 23. Montaje de la cromatografia de absorcién en columna para la separacion de
las fracciones del crudo (separacion de la fraccién de resinas) (Fuente: Elaboracion
Propia, 2017)
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3.4.2.6. Andlisis de hidrocarburos saturados Cis"

Es otra de las herramientas analiticas que se pueden emplear, permite evaluar el
avance efectivo en los cambios moleculares del crudo en las simulaciones. Este
analisis se realiza en el Laboratorio de Geoquimica Orgénica. Para ello, se prepara las
soluciones de la fraccion de hidrocarburos saturados a una concentracion de 1x10 g/L
a partir de su concentracion inicial, si la fraccion posee un peso mayor a 9,5 mg, se
diluye en diclorometano. Si el peso es menor a 9,5 mg se toma toda la muestra con una
pequefia cantidad de diclorometano y se coloca en un inserto con pie de polimero. Al
tener las soluciones preparadas de las fracciones de hidrocarburos saturados, se

procede a inyectar 0,2 L de muestra en el equipo.

Las muestras inyectadas se rotoevaporan rapidamente y son llevadas hacia la columna
por un gas de arrastre. Como resultado de diferencias de presiones de vapor con
respecto a la fase liquida y a diferencias de solubilidad o afinidad con esta ultima los
compuestos se separan. La velocidad de desplazamiento de una molécula particular a
lo largo de la columna depende de cuénto tiempo se mantenga en la fase vapor (en la
cual puede ser arrastrada hacia el detector) y cuanto tiempo permanezca inmovil en la

fase estacionaria.

A medida que los compuestos emergen de la columna se determinan con un detector
de ionizacion a llama (FID, por sus siglas en ingles) y producen una sefial directamente
proporcional a su concentracion en la muestra. La identificacion de los picos se lleva a
cabo por comparacion de los tiempos de retencién con los de un patrén conocido. El
integrador acoplado al FID proporciona los valores de las areas bajo los picos, las

cuales son utilizadas en su cuantificacion.
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3.4.2.7. Andlisis de biomarcadores saturados y marcadores aromaticos

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es un método que
combina las caracteristicas de cromatografia de gases y espectrometria de masas para
la identificacion de la familia de compuestos, en este caso, biomarcadores de los

hidrocarburos saturados y aroméaticos.

El GC-MS estéa constituido por dos componentes basicos: un cromatégrafo de gases y
un espectrometro de masas. El cromatégrafo de gases utiliza una columna capilar
donde ocurre la separacion de los componentes de las fracciones saturados y
aromaticos. La diferencia de las propiedades quimicas de las diferentes moléculas
contenidas en la fraccién saturada o aromatica hace que sean separadas cuando la
muestra cruza la longitud de la columna eluyendo a diferentes tiempos de retencion.
Eso permite al espectrometro de masas capturar, ionizar, acelerar, desviar y detectar
las moléculas ionizadas de forma separada. Para realizar esto, el espectrometro de
masas divide cada molécula en fragmentos ionizados y detecta estos fragmentos

mediante su relacion masa—carga (m/z).

3.4.2.8. Analisis de las relaciones isotopicas de los compuestos individuales de
carbono en la fraccion saturada (CSIA)
La primera fase consistio en realizar la conexion de la columna capilar OV1 en el
cromatdgrafo de gases (GC) y seguidamente las adecuaciones del mismo y del
espectrometro de masas de relaciones isotopicas (IRMS), con el objetivo de ajustar las
sefales de las lineas bases de H,0O, N,, O, y Ar, ademas, de alcanzar las condiciones

de alto vacio.

Por otro lado, el pre - tratamiento de la muestra consistié en pesar una cantidad de la
fraccion saturada de cada muestra y diluirla en hexano. Fueron inyectados 5ul de la
fraccion saturada en el equipo de GC-IRMS. Empezando el recorrido del mismo en el
puerto de inyeccion donde es volatilizada la muestra, para después ser separados los
n-alcanos desde Cis hasta Cj; incluyendo los isoprenoides Pr (pristano) y Ph (fitano) en

la columna capilar, eluyendo los componentes individuales separados hasta un reactor
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de oxidacion en el mismo orden de su tiempo de retencion, donde son oxidados cada
uno produciéndose CO,, NOx y H,O, consecutivamente pasan a un reactor de
reducciéon donde los NOy son trasformados en N, y ademas elimina un posible exceso
de O,. Posteriormente la corriente de los productos pasa a través de una trampa de
agua que contiene una membrana tubular llamada NAFION la cual es la responsable
de remover el H,O vy, finalmente la muestra es introducida al IRMS, mediante un
sistema de open Splitl, de manera de analizar las relaciones isotépicas de Carbono en
forma de CO; de cada uno de los compuestos separados, donde paralelamente son

introducidos los pulsos de referencia via dual-inlet en el propio IRMS.

El procedimiento general detallado para las simulaciones controladas en el laboratorio
del proceso de biodegradacion marina y los andlisis organicos realizados, es

esquematizado en la figura 24.
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Disefio de experimentos 22

l

Recoleccién de muestras

/\

Agua de mar Crudo
Caracterizacion Caracterizacién
bacteriolégica y molecular

fisicoquimica

—

Simulaciones
controladas en
laboratorio

T

Agua de mar Crudo

| l

Caracterizacion Caracterizacion
bacteriolégica y molecular
fisicoquimica

— .

Evaluacioén del
proceso de
alteracion

Figura 24. Esquema general detallado para las simulaciones controladas en el
laboratorio del proceso de biodegradacion marina (Fuente: Elaboracion Propia, 2017)
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3.5. Factibilidad de la investigacion

3.5.1. Recursos Humanos

En relacion a los expertos, especialistas, analistas se logré formar un equipo
multidisciplinario entre la empresa PDVSA-Intevep, Facultad de Ciencias—Universidad
Central de Venezuela (Instituto de Zoologia Tropical e Instituto de Ciencias de la Tierra)
y el Departamento de Quimica de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Catolica
Andrés Bello, de diferentes areas de ciencias basicas como biologia, quimica y
geoquimica para revisar todos los aspectos técnicos y operacionales que permitio
cumplir de manera exitosa los objetivos especificos planteados en el trabajo de

investigacion.
3.5.2. Recursos Materiales

Los equipos de computacion, instrumentales analiticas, materiales para los
procedimientos quimicos y fisicos de preparacion y analisis de las muestras, accesorios

y material de oficina, fueron aportados por la empresa PDVSA - Intevep.
3.5.3. Recursos Financieros

El proyecto cont6 con el financiamiento en su totalidad por la empresa PDVSA -

Intevep.
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CAPITULO 4

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el presente capitulo, se presentan los resultados del proceso de la investigacion,
orientado basicamente a establecer la herramienta de los CSIA como una técnica
confiable y practica en las ciencias forenses ambientales, de acuerdo a los objetivos

establecidos en la investigacion.

Este capitulo, esté constituido por la tabulacion de los datos obtenidos de las diferentes
instrumentales analiticas empleados para analizar a la muestra, seguida de la
representacion grafica de la distribucion de tales resultados y la interpretacion de las
tendencias. A continuacion y una vez aplicados los respectivos analisis se procesan los
datos correspondientes con la finalidad de lograr los objetivos especificos de la

investigacion.

Objetivo 1. Establecer la linea base del sistema marino donde se realizaran las
pruebas de simulacion de derrame petrolero

Para establecer las condiciones iniciales del sistema donde se realizdé un disefio de
experimentos de 2% El disefio factorial arrojé cuatro (4) baterias de experimentos como
se mostro en la tabla 19 del apartado 3.4.2.1. del capitulo anterior. Es importante
destacar que durante la investigacion, se realizaron mediciones diarias de los
parametros fisicoquimicos (pH, temperatura, oxigeno disuelto y conductividad) al agua
de mar, con el objeto de tener un registro de los 180 dias de trabajo experimental,
observandose valores promedios sin variaciones significativas que pudieran alterar los
resultados obtenidos. En la tabla 22 se muestran los promedios medidos y los valores

histéricos encontrados en la literatura para el agua de mar de la zona de Carenero.
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Tabla 22. Promedios de los parametros fisicoquimicos del agua de mar de Carenero
previo a las simulaciones (Fuente: Elaboracion Propia, 2017)

Historico tedrico
Parametro fisicoquimico Promedio (Castillo y otros,
2011)
pH 74+04 7905
Temperatura (°C) 215+20 28,823
Oxigeno Disuelto (mg/L) 7,3+£0,7 7,3+£28
Conductividad (mS/cm) 54,0+£2,0 51,3+6,9

Con respecto al desarrollo y crecimiento microbiano durante las simulaciones

realizadas, a continuacion se presentan los resultados obtenidos:

- Condiciones originales: En la figura 25, se observa que en las muestras

se obtuvieron concentraciones iniciales en el orden de 10° UFC/mL para el manglar,
costa afuera de 10* UFC/mL y para la PTE 10° UFC/mL. Sin embargo, a medida que
transcurre el tiempo, el contenido de bacterias en cada agua disminuy6 entre uno y dos
ordenes de magnitud. De manera, que no se tiene un consorcio de bacterias capaces

de resistir a la presencia del crudo.
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Manglar
103UFC/ ml

PTE

108UFC/ ml

Costa afuera

104UFC/ ml

Figura 25. Cuantificacion bacteriologica inicial. En las capsulas de Petri, se observa el
crecimiento bacteriolégico (Fuente: Elaboracion Propia, 2017)

Sin embargo, se aprecia que el consorcio de bacterias mas abundantes se presentd en
el agua de la PTE, ademas que su disminuciéon fue en un solo orden de magnitud y
sostenida asi durante los 14 dias de experiencia, manteniendo concentraciones
significativamente altas comparadas con las otras, sugiriendo la potencialidad de estas
cepas para adaptarse a la presencia de hidrocarburos.

No obstante, las bacterias del agua de mar de costa afuera muestran una mejor
adaptabilidad al comparar con las de manglar, como se aprecia en la figura 26, donde
después de los 7 dias, se observa un comportamiento constante, de manera que tanto
las de costa como las de PTE se visualizan para el desarrollo bacteriana y como los
potenciales cultivos para la bioaumentacion en los subsiguientes experimentos.
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1.00E+07

00E+06 - - Agua PTE + crudo

00E+05 -

—m—Costa afuera +
crudo
.00E+04

Manglar+ crudo

00E+03 -

Crecimieqto bacteriano (UFC/ml)

00E+02 Agua destilada +
crudo

1.00E+01 . -

U 1
Tiempo de incubacion (Dias)

Figura 26. Concentracion de bacterias después del derrame con el crudo durante 14
dias. La linea con asterisco cercana al eje de las coordenadas X, representa los
controles con agua destilada con crudo (Fuente: Elaboracion Propia, 2017)

- Sistema con bioaumentacién: En la figura 27, se presentan los resultados

obtenidos, esta prueba se realizé recoleccion de muestra de agua cada dos (2) dias,
observandose; que luego de efectuada cada bioaumentacion, que originalmente
comenzo con la inoculacion con las bacterias provenientes de la PTE y después con
las bacterias resilientes de dias anteriores; un incremento en las concentraciones de
bacterias por lo menos en una cifra significativa, sin embargo, se observaron

fluctuaciones indicando inestabilidad en el sistema bacteriano.

Es importante destacar, que con las dos primeras experiencias, se obtuvieron del agua
de la planta de tratamiento PTE, un consorcio de bacterias que demostraron poseer
potencial resiliente y en magnitud considerable, por lo que para la Ultima bateria de

experimentos, se procedio a emplear este consorcio en las simulaciones.
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Figura 27. Concentracién de bacterias del derrame de crudo durante 14 dias. La linea
con asterisco sobre el eje de las coordenadas X, representa los controles con agua
destilada y crudo (Fuente: Elaboracién Propia, 2017)

Con respecto a la tercera bateria de experimentos; la condicion (1,2) del disefio
factorial, donde sélo se realizaria bioestimulacién fue desestimada, debido a que se
esperaba un comportamiento similar en las bacterias al obtenido en este experimento,
porque las referencias bibliograficas revisadas en esta investigacion, indican que los
efectos de la bioaumentacién y bioestimulacion, tienen una influencia analoga en las
bacterias cuando actian por separados, ademas, de la necesidad del ahorro de

reactivos y material, por lo que se procedio al cuarto y ultimo experimento.

- Sistema con bioaumentacién y bioestimulacion: Para este experimento se

seleccioné como Unico sustrato natural, el agua de mar de costa afuera, debido a que
en los experimentos anteriores, las bacterias contenidas en ésta, mostraron la mejor

adaptacion al contacto con el crudo CX.
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En la figura 28, se observa la curva de crecimiento bacteriano, con concentraciones
iniciales microbianas que oscilan en el orden de 10° UFC/mL, viéndose un lento
descenso poblacional significativo (hasta 10° UFC/mL), indicando que la combinacién
(2,2) del disefio factorial, es la més favorable para el proceso de biodegradacion,
cuando se compara con las concentraciones bacterianas (UFC/mL) obtenidas en los

experimentos anteriores.

1,00E+07

1,00E+06 -

1,00E+05 -

1,00E+04 - Agua de mar + crudo +
bacterias de agua de PTE

—*—— Agua destilada esterilizada +

1,00E+03 crudo

1,00E+02 -

Crecimiento bacteriano (UFC/mI)

1,00E+01 -

1,00E+00 x T - T A
0 7 14

Tiempo de incubacion (Dias)

Figura 28. Concentracion de bacterias después del derrame simulado durante 14 dias.
La linea con rombos sobre el eje de las coordenadas X, representa los controles con
agua destilada y crudo (Fuente: Elaboracién Propia, 2017)

Basado en los resultados de este experimento, donde se determind que el agua de
costa afuera es el mejor sustrato natural, con la proporcién del 2% de crudo CX con
respecto al agua; y la combinaciéon de la bioaumentacién (inoculacion sucesiva
partiendo de las bacterias de PTE) y bioestimulacion (acetato de sodio como activador
metabdlico) son las condiciones mas favorables para simular el proceso de

biodegradacion en derrames marinos de crudo. Se procedié a realizar una extension
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del tiempo en el subsiguiente experimento, debido a que el tiempo de evaluacion del
fendmeno era relativamente corto (14 dias), por lo que se prolongé el estudio a 9
semanas (63 dias), recolectando muestra de agua y crudo cada 3 semanas (21 dias),
de manera de observar en un tiempo mas largo los efectos de la biodegradacién sobre

el crudo y la capacidad de seguimiento de las diferentes técnicas analiticas utilizadas.

En la figura 29, se observa la curva de crecimiento bacteriano con la extension del
tiempo del experimento, puede identificarse 3 segmentos bien marcados. El primero de
pendiente negativa, que va desde el tiempo 0 a 3 semanas, comienza con la
concentracion mas alta de bacterias que oscilan en el orden de 10° UFC/mL,
ocurriendo una reduccion significativa poblacional a medida que se aproxima a la
tercera semana entre 10* y 10> UFC/mL. En este periodo impera el principio darwiniano
de la supervivencia del mas apto (resistencia — eliminacion de grupo de bacterias). En
el segundo segmento, que va desde la semana 3 a la 6, es el tiempo de adaptacion del
grupo de bacterias resistentes o sobrevivientes de la primera fase y tiene un
comportamiento aproximadamente constaste en la concentracidbn bacterial,
incrementandose levemente cuando se avecina la semana 6. Por ultimo, el tercer
segmento, se observd una pendiente positiva (periodo de reproduccién), aumentando
la concentracién bacteriol6gica, donde ocurrié una seleccion efectiva de bacterias
capaces de resistir, adaptarse y multiplicarse en presencia de hidrocarburos

(resiliencia).
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Figura 29. Concentracion de bacterias después de interaccionar con el crudo a
diferentes tiempos. La linea con rombos sobre el eje de las coordenadas X, representa
los controles con agua destilada y crudo (Fuente: Elaboracion Propia, 2017)

Una vez establecido las condiciones iniciales del sistema marino para las simulaciones,
durante el primer afio (2017), se realizaron simulaciones de derrames para buques o
tanqueros de baja capacidad de carga de hidrocarburos. Posteriormente, se replicaron
las simulaciones a escala de laboratorio, en el afio 2018, pero aumentando 5 veces el
volumen del derrame, permitiendo simular derrames petroleros marinos de tanqueros

de alta capacidad de carga.
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Objetivo 2. Determinar la correlacion entre parametros analiticos robustos de la
geoquimica organica convencional con los perfiles isotopicos del crudo a

estudiar

Para cubrir completamente este objetivo, se realizd la caracterizacion molecular del
crudo derramado CX a los diferenciales de tiempo. A continuacion se presenta los

diferentes andlisis:

a.) Andlisis de las fracciones SARA

En esta seccién se presenta los cambios en la composicién molecular observados en
las diferentes fracciones del crudo CX una vez derramada durante un tiempo de quince
(15) semanas para el afio 2017 y un tiempo de doce (12) semanas para el afio 2018.
En la tabla 23, se muestran los porcentajes relativos de las cuatro (4) fracciones del

crudo recolectado cada 3 semanas.
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Tabla 23. Porcentajes relativos de las fracciones del crudo derramado (CX) (Fuente:
Elaboracién Propia, 2018)

(%) (%)
Hidrocarburos | Hidrocarburos .
- Resinas | Asfalteno
Muestra saturados aromaticos (+4) (£2)
(*3) (2)

Semana 0 56 24 11 9
Semana 3 54 26 10 10

~ Semana 6 40 27 23 10
& | Semana9 28 35 25 12
Semana 12 24 34 28 13
Semana 15 20 35 31 14
Semana 0 55 23 11 11

© Semana 3 52 24 11 13
§ Semana 6 42 25 19 15
Semana 9 34 26 24 16
Semana 12 28 27 27 17

En la figura 30, se presentan las variaciones en porcentajes relativas de las fracciones
del crudo con respecto a los cambios en la concentracién microbiana en funcién del

tiempo, para el afio 2017.
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Figura 30. Variaciones en los porcentajes relativos de las fracciones del crudo con
respecto a los cambios en la concentracion microbiana en funcion del tiempo (afio
2017) (Fuente: Elaboracion Propia, 2017)

Durante el proceso de simulacion de biodegradacion, se observo que las diferentes
fracciones de hidrocarburos son asimiladas metabdlicamente a tasas de consumo
variadas, esto como respuesta a las diferentes afinidades que presentan el consorcio

bacteriano hacia los compuestos disponibles. En términos generales, dentro de las
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cuatro (4) fracciones, la saturada, presenta cadenas de carbono mas sencillas, siendo

mas faciles de ser biodispuestas y metabolizadas por las bacterias.

Entre las semanas 0 y 3, ocurrié una disminucion de la concentracion bacteriana hasta
de 3 6rdenes de magnitud, pasando de 10° a 10° UFC/mL, lo que evidencia el proceso
de seleccion natural, perdiéndose la gran diversidad bacteriana inicial a medida que se
agotaban los nutrientes y comienza la adaptacion para biodisponer al carbono del
crudo como unica fuente de alimento y energia. De manera que, el crudo no presenté
cambios significativos en sus respectivas fracciones durante este tiempo, reflejando el
efecto determinante de la actividad bacteriana sobre el crudo.

Durante las semanas 3 a la 9, se observé que las cepas comienzan a adaptarse (fase
de adaptacion), segun Sihag y otros (2014), modifican su metabolismo a las nuevas
condiciones ambientales (presencia de hidrocarburos como Unica fuente de alimento).
Aungue no se aprecia un aumento en las concentraciones microbianas, hay una gran
cantidad de carga metabdlica, corroborandose esto, por la disminucion de la fraccién
de saturados de 53% a 39%, ya que estan siendo consumidas por las cepas que se
estan adaptando. En esta fase se forman las enzimas y los metabolitos intermedios

hasta alcanzar las concentraciones necesarias para reiniciar el crecimiento.

Posteriormente, durante las ultimas semanas, se identificoO la fase de crecimiento
exponencial (Martinez y otros, 2015), en esta etapa, las bacterias ya han adaptado una
nueva configuracion metabdlica, permitiéndole utilizar el carbono del crudo como fuente
principal alimenticia. La biomasa microbiana incrementa a una velocidad tan alta con
respecto al tiempo. Este aumento acelera el proceso de biodisposicion del carbono de
las cadenas saturadas. Estas evidencias permiten garantizar que con la bateria de
experimentos planteada en esta investigacion se logré simular condiciones efectivas
del proceso de biodegradacion en el crudo, ya que se obtuvieron las altas
concentraciones bacterioldgicas y pérdidas significativas de las cadenas de la fracciéon

saturada del crudo.

En la fraccidn de asfaltenos, no se observaron variaciones aparentes, debido a su

resistencia al proceso de degradacion microbiana, esta fraccion se conoce como
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residuo recalcitrante 0 compuesto xenobiético ya que son resistentes a la degradacion
por especies bioldgicos (Rojas y otros, 2003). Estos compuestos resistentes pueden
dar como resultados compuestos mas susceptibles a la degradacion bioldgica en
etapas muy avanzadas, ya que al adaptarse las cepas comienzan a incorporarlas a sus
rutas metabdlicas, pudiendo llegar a ser capaces de utilizarlas como fuente

complementaria de alimento y energia (Alexander, 1999).

En la figura 31, se presenta la clasificacion de las muestras de crudo original (semana
0) y cada diferencial de tiempo recolectadas durante las simulaciones (afios 2017 y
2018), basada en su composicion, para ello se emple6 el diagrama ternario modificado
de Tissot y Welte (1984

% Aromaticos

A semana 0
A Semana 3
2017— A semana 6
A semana 9
Semana 12
é Semana 15

. Semana 0

.Semana 3
2018 OSemana 6

. Semana 9
Semana 12

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

% Saturados % Resinas + Asfaltenos

1. Pardfinco 3. Parafinico - Nafténco 5. Aromdtico - Asftico
2 Nafténico 4 Aromdtico - Nafténico 6 Aromdtico ntermedio

Figura 31. Clasificacion de las muestras de crudo recolectadas durante las
simulaciones (aflos 2017 y 2018) (Fuente: modificado de Tissot y Welte, 1984, p. 383)
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Se aprecia que, las muestras de crudo de las semanas 0 y 3 (para ambos afios),
corresponden a un crudo parafinico, mientras que, los crudos de las semanas
posteriores, pueden clasificarse como crudos nafténicos. Esto permite evidenciar, el
cambio en la composicion que ha sufrido el crudo al ser sometido al proceso de
degradacion bioldgica simulada con bioaumentacion y bioestimulacion. Permitiendo
garantizar que el proceso de biodegradacion planteado por el disefio factorial, rige las

modificaciones encontradas en el crudo durante los diferenciales de tiempo.

El crudo original CX se puede clasificar como parafinico por su alto porcentaje de
saturados, sin embargo, a medida que aumenta la exposicién a la actividad microbiana,
se aprecia el cambio en la composicion molecular, convirtiéndose a un crudo con alto
contenido de resinas y asfaltenos (nafténico). De manera, que, para los primeros
estadios de meteorizacion pudiesen ser Utiles; estas herramientas tienen limitaciones

en crudos degradados con largos periodos de exposicién.

b.) Andlisis de hidrocarburos saturados C;s' (Cromatografia de gases)

En la figura 32, se presenta la superposicion de los cromatogramas obtenidos por la
instrumental analitica de GC-FID, en los hidrocarburos saturados para el crudo original
CX (semana 0) y el crudo de la semana 15. Se puede observar, a simple vista, la
disminucion de las cadenas alifaticas en el crudo, concordando con los resultados

obtenidos en el andlisis de SARA.
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Figura 32. Superposicion de los cromatogramas para las muestras de crudo semana 0
(crudo original CX) y la semana 15 de exposicion a la biodegradacion (Fuente:
Elaboracién Propia, 2018)

Los resultados cuantitativos, se presentan en la figura 33, indican que, se producen
disminuciones relativas de las cadenas alifaticas de menor peso molecular a diferentes
grados de degradacion en el rango de n-alcanos C;;-Ci5 durante las simulaciones
controladas en el laboratorio. Mientras que, en los n-alcanos >C;s no se observan
disminuciones significativas después de 15 semanas de las simulaciones (degradacién

bacteriana).
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Figura 33. Valores relativos (%) de los n-alcanos individuales de los crudos

recolectados durante las simulaciones (Fuente: Elaboracion Propia, 2018)

El perfil del analisis de Ci5° en hidrocarburos saturados, para los n-alcanos >Cig
pudiesen ser Utiles para la identificacion de posible fuente de crudos derramados que
han sufrido biodegradacién en un tiempo de 15 semanas, sin embargo en niveles
mayores de exposicidn bacteriana pudiera presentar limitaciones para establecer

posible origen de la fuente de derrame.

Los compuestos de bajo peso molecular (C11 a Cy5) presentaron los mayores niveles de
agotamiento o consumo (>3%). Mientras que, en los n-alcanos de mayor peso
molecular (>C;5) se observan variaciones insignificantes, que van en el orden de 0,5%o
(que estéa dentro del error de la técnica analitica), permitiendo usarlo a los n-alcanos de
mayor peso molecular como huella caracteristica del crudo expuesto a actividad
bacteriana.

118



Capitulo 4: ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

c.) Biomarcadores alifaticos o saturados

Los biomarcadores o marcadores biolégicos en la fraccion de hidrocarburos alifaticos o
saturados, son utilizados como indicadores del tipo de materia organica aportado a una
cuenca, condiciones paleoambientales de sedimentacion y madurez térmica de la roca
fuente.

En la figura 34, se aprecia la distribucién de n-alcanos y de los isoprenoides pristano
(Pr) y fitano (F) obtenida por la técnica de cromatografia de gases para la fraccién de

saturados en el crudo CX (semana 0).

150000/ Cu7 Cis
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Figura 34. Distribucién de n-alcanos y de los isoprenoides (Pry F) en el crudo CX para
la semana 0 de exposicion bacteriana (Fuente: Elaboraciéon Propia, 2018)

De acuerdo al patron de distribucion de los n-alcanos e isoprenoides, la Geoquimica
Organica, permite inferir el tipo de materia organica de origen, esto se basa en la
abundancia relativa de los n-alcanos de baja masa molecular (<C,s) respecto a los de
alta masa molecular (>Cys). En el caso del crudo empleado, CX, donde los maximos se
observan sesgados a las cadenas de baja masa molecular indica que es de origen

marino.
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Los n-alcanos e isoprenoides, como compuestos ubicuos en crudos y productos
refinados, han demostrado su utilidad para el establecimiento de huellas caracteristicas
en crudos que no han sufrido degradacion en etapas avanzadas (Peter y Moldowan,
1993).

En la tabla 24, se presenta algunas relaciones empleadas para el diagnostico de
procesos de alteracion, como la degradacion bacteriana. Se utiliz6 el método de
evaluacion de indices sugerido por Li y otros (2009), donde se utiliza la desviacion
estandar relativa (% RSD, por sus siglas en ingles), la cual es considerada como un
indicador para la variabilidad de los indices de diagnostico en procesos de
degradacion. Los autores indican que indices con % RSD <5% probablemente no sean
afectados por la degradacion a corto plazo, mientras que un % RSD > 5% sugiere que

la degradacion tiene un efecto importante en el indice o parametro.

Tabla 24. Variabilidad de pardmetros geoquimicos de los crudos recolectados en las
simulaciones (Fuente: Modificado de Li y otros, 2009, p. 116)

Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana Lo
Relaciones Promedio Desv,|a0|0n RSD %
0 3 6 9 12 15 estandar
Pr/C,; 09 11 0,8 1,2 1,0 0,9 1,0 0,2 16,1
Ph/Cyg 09 1.2 0,9 1,1 1,2 1,1 1,0 0,2 15,4
Pr/Ph 11 1.0 0,9 1,2 1,3 1,2 1,1 0,1 11,3
C24/C34 258 248 19,3 22,9 38,8 26,3 22,32 2,8 12,6
2(Cis-
C27)>(Cos- 13,3 13,2 12,1 11,4 11,6 11,0 11,52 0,5 4.0
Csq)

Los resultados presentados en la tabla 24, muestran que a excepcion de »(Cis-
C27)/3(Ca8-Csg) (% RSD <5%), en las relaciones de Pr/Ci7, Ph/Cyg, Pr/Ph y Cyg/Csq4, S€

observan cambios evidentes en los crudos sometidos a alteracion biolégica, de manera
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gue estas relaciones permiten evidenciar la degradacion bacteriano sobre el crudo
durante el derrame simulado en esta investigacion. Estas relaciones evidencian que las
cadenas de carbono de mas bajo peso molecular presentan cambios por la
biodegradacion, mientras que, en las cadenas mas largas (>C;5) no presentan cambios

aparentes ante la actividad microbiana.

Lopez (2013), sefiala que durante la biodegradacion de un crudo los n-alcanos son
alterados antes de los isoprenoides, produciendo incremento en las relaciones de

Pr/C,7y Ph/Cyg (p. 45). Tal como se puede evidenciar en los parametros de la tabla.

d.) Biomarcadores aromaticos

Los compuestos incluidos dentro de los biomarcadores aromaticos se originan por
deshidrogenacion de compuestos originales del crudo, que conduce a la aromatizacion

y formacion de nuevos compuestos.

e Esteranos monoaromaticos.

Son detectados en el fragmentograma m/z 253. En la figura 35, se observan los

fragmentogramas para las muestras CX y semana 15.
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Figura 35. Fragmentograma m/z 253 para las muestras CX original y en la semana 15,
donde se observan los esteranos monoaromaticos (Fuente: Elaboracién Propia, 2018)

En la figura, se puede observar claramente la pérdida de las esteranos
monoaromaticos de 21 y 22 atomos (no identificables), asi como los de 27, 28 y 29
atomos de carbono comparando entre el crudo original y la semana 15. El
cromatograma de la semana 15, se hace dificil identificar los picos ademéas que se
observa un gran levantamiento del fondo conocido como UCM, evidenciando alteracion
en la composicion molecular del crudo.

De acuerdo a Lo6pez (2013), el orden de alteracion microbial de los esteranos
corresponde a C,7>C,5>C,9>C,0>C;;. Tal cual se puede apreciar en la figura 35, estos

picos completamente alterados o ausentes.

122



Capitulo 4: ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

e Esteranos triaromaticos.

Son detectados en el fragmentograma de m/z=231. La pérdida de esteranos
triaromaticos de bajo peso molecular en proceso de biodegradacion, es debido a la
solubilidad de éstos, ya que, estos compuestos son de configuracion biologica (20R),
de manera que son susceptibles a la actividad microbiana. Tal como se puede apreciar

en la figura 36.
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Figura 36. Fragmentograma m/z 231 para las muestras CX original y en la semana 15,
donde se observan los esteranos triaromaticos (Fuente: Elaboracion Propia, 2018)
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En la figura 36, se puede apreciar, que en el fragmentograma de la semana 15, una
disminucién leve de los esteranos triaromaticos de bajo peso molecular de 20y 21, lo
gue, genera un aumento relativo en los compuestos de alto peso molecular. En la figura
37, se presenta el aumento relativo de las cadenas Cys, Cz7 Y Cpg, asociado al consumo

del consorcio bacteriano de los esteranos de 20 y 21.

450 | — e %Col 6x
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Cao Co1 Co61Cyy CygS Cy7R CygR
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Figura 37. Aumento relativo de las cadenas Cy, Cy7 y Cas, asociado al consumo del
consorcio bacteriano de los esteranos de 20 y 21 (Fuente: Elaboracion propia, 2019)

De manera, que el empleo de estas herramientas geoquimicas en derrames petroleros
deben ser utilizados con sumo cuidado para evitar interpretaciones erréneas, ya que

presentan limitaciones en crudos degradados.
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Objetivo 3. Evaluar las tendencias de los perfiles isotépicos del crudo, en funcion

del tiempo de exposicion, a la degradacion microbiana

Para cumplir a cabalidad este objetivo, fue necesario realizar un gran nudmero de
medidas que permitieran dar aseguramiento de la calidad de los datos analiticos. De
manera, que cada muestra fue analizada un total de 3 réplicas, ademas del patrén
interno empleado por el laboratorio. Obteniéndose en total 360 valores isotopicos de

carbono de los compuestos individuales de la fraccion saturada (CSIA).

En la figura 38, se presenta los cromatogramas de las relaciones isotopicas (m/z = 44,
45 y 46) obtenidos a través de la técnica GC-IRMS. Se observan los cromatogramas de
la fraccion alifatica para cada diferencial de tiempo de exposicion a la degradacion

bacteriana.
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Figura 38. Cromatogramas para el crudo CX y a los diferenciales de tiempo de
exposicion a la actividad bacteriana, a través de la técnica GC-IRMS (Fuente:
Elaboracion Propia, 2018)
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En la figura 38, tal cual se evidencio con las herramientas de la Geoquimica Organica
convencional, los cromatogramas obtenidos a través de la técnica de GC-IRMS,
permite observar, que a medida que aumenta el tiempo de exposicion a la
biodegradacion (semana 15), se visualiza claramente la perdida de cadenas de
carbono de bajo peso molecular (<Cjs), ademas de la aparicion del material de carbono
irresoluble (UCM por sus siglas en ingles). Corroborandose las limitaciones que
presentan las herramientas geoquimicas convencionales en estadios avanzados de

biodegradacion.

No obstante, en la tabla 25, se presentan los valores isotopicos de los CSIA de carbono
en la fraccion saturada del crudo CX y en las diferentes semanas de las simulaciones

para los afios 2017 y 2018, con sus respectivos promedios y desviaciones estandar.
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Tabla 25. Valores isotdpicos de los CSIA de carbono en la fraccién saturada del crudo
CX y en diferenciales de capacidad de tanqueros, con sus respectivos ndameros
promedios y desviaciones estandar (Fuente: Elaboracion Propia, 2018)

613CVPDB (%0)
Numero
de chL:Jgo Sem O Sem 6 | Sem 9 | Sem 12 | Sem 15
carbono

Cis -27.4 -29.2 -28.3 -28.6 -27.4

Ci -28.0 -28.4 -29.0 -29.2 -27.5

Ci7 -27.7 -28.1 -28.2 -28.5 -27.3 -29.5
Pr -28.9 -31.5 -30.4 -29.5 -28.4 -29.6
Cis -28.0 -28.6 -28.4 -27.9 -27.8 -29.4
F -29.7 -28.3 -30.5 -30.5 -28.6 -30.3
Ci -29.7 -29.2 -29.1 -29.3 -29.9 -29.7
Cyo -29.8 -28.9 -29.8 -30.2 -29.4 -29.6
Co -30.2 -29.3 -30.6 -30.6 -30.0 -29.7
Cx -30.9 -29.5 -29.8 -30.3 -31.2 -29.7
Cys -30.6 -29.5 -30.2 -30.6 -31.2 -29.9
Co -30.5 -28.1 -29.6 -30.7 -31.1 -30.6
Cos -30.5 -30.2 -30.6 -30.7 -31.2 -30.6
Cos -30.2 -29.5 -29.5 -30.4 -30.7 -30.4
Cy; -30.7 -28.7 -30.0 -30.1 -31.2 -30.2
Cus -30.2 -28.7 -30.2 -30.0 -29.6 -30.7
Cyg -31.1 -29.3 -31.0 -31.2 -31.1 -31.1
Cao -32.4 -30.7 -32.3 -32.2 -32.1 -31.1
Ca -31.6 -32.7 -30.9 -31.7 -31.8 -31.7
Cyp -33.5 -32.7 -33.3 -33.1 -32.6

En la figura 39, se presentan graficamente, los perfiles isotdépicos obtenidos durante los

diferenciales de tiempo de exposicién de actividad bacteriana.
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Figura 39. Tendencias isotOpicas obtenidas durante los diferenciales de tiempo de
exposicion de actividad bacteriana (Fuente: Elaboracion Propia, 2018)

En la figura 39, se aprecia la existencia de un patron bien definido de distribucién de la
composicion isotépica de compuestos especificos de n-alcanos (CSIA), en las
diferentes muestras del crudo CX degradado a diferenciales de tiempo desde Cis hasta
Cs2, Observandose cambios insignificantes dentro de cada valor (se aprecian dentro del

error analitico £0,5%o).

Los resultados obtenidos permiten indicar que el proceso de degradacion bacteriana,
que es considerado en la bibliografia, como el proceso que causa cambios
permanentes en la composicion molecular en los hidrocarburos, no tiene efecto
significativo en las relaciones isotdpicas de carbono en la fraccion alifatica. Lo que hace
inferir que, los CSIA en la fraccion saturada son resistentes, es decir, no se modifican
las relaciones isotopicas ante los efectos de la biodegradacion. Permitiendo
establecerla como una herramienta forense ambiental para determinar la correlacion

entre el origen de la contaminacion y el crudo derramado.

129



Capitulo 4: ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Adicionalmente, aunque no es objeto de esta investigacion, desde el punto de vista de
la geoquimica isotopica, la tendencia “plana”, en forma de plato, permite evidenciar el

origen de la materia organica precursora, la cual es de origen marino.
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Objetivo 4. Comparar las tendencias de los perfiles isotépicos de crudos, en

funcion del tipo de crudo exportable venezolano con respecto a otros paises

Para lograr el cumplimiento de este objetivo se compararon el perfil isotépico de los
compuestos individuales de carbono de la fraccion saturada del crudo CX (venezolano)
con crudos encontrados en la bibliografia. En la tabla 26, se presentan los valores

isotopicos de los CSIA de carbono para Venezuela, China, Australia y Venezuela.

Tabla 26. Valores isotdpicos de los CSIA de carbono para Venezuela, China, Australia
y Colombia (Fuente: Elaboracion Propia, 2018)

613CVPDB (%0)
+0,5
Numero Venezuela China (Liy Australia Colombia
de (crudo CX) otros, 2009, (Dawson, (Cortes y otros,
carbono p.116) 2007, p. 1023) 2010, p. 207)

Cis -28.2 -29.2 -27.5 -26.2
Cis -28.4 -29.5 -27.0 -28.2
Cy7 -28.0 -29.5 -26.9 -23.7
Pr -29.7 -29.7 -26.7 -26.4
Cis -28.2 -29.9 -26.6 -29.8

F -29.5 - -26.6 -26.1
Ciog -29.4 -30.5 -26.6 -27.0
Cao -29.6 -31.0 -26.6 -27.3
Co -30.1 -31.1 -26.4 -27.3
Co -30.4 -31.3 -26.2 -26.0
Ca -30.4 -31.5 -26.2 -27.7
Co -30.0 -30.0 -26.2 -26.9
Cus -30.6 -29.6 -26.2 -27.6
Cu -30.0 -29.5 -26.1 -30.0
Cyy -30.1 -29.0 -26.5 -27.5
Cag -29.7 -29.0 -27.0 -26.9
Cog -30.7 -29.2 -27.5 -32.1
Cso -31.9 -29.3 -27.5 -28.1
Cs1 -31.7 -29.3 -27.5 -26.8
Cs -33.1 -29.0 -28.0 -26.3

En la figura 40, se puede observar las tendencias isotopicas de Venezuela, China,

Australia y Colombia. Es importante resaltar, que en este caso, para hacer mas practica
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la comprension de la herramienta, se utilizaron los promedios de los valores isotdpicos

obtenidos en este trabajo para cada crudo.

—&—\/enezuela
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Figura 40. Perfiles isotopicos de los CSIA de la fraccién saturada para Venezuela,
China, Australia y Colombia (Fuente: Elaboracion Propia, 2018)

Se puede observar, que el crudo venezolano CX, se diferencia claramente de los otros
crudos. Todos los crudos presentan una tendencia o perfiles isotdpicos bien
diferenciados (huella caracteristica) desde Cis hasta Cs,. Y cada perfil isotopico esta
definido por la materia organica que dio origen a cada crudo, por €so son Unicos para
cada uno. Esto permite evidenciar que, en caso de establecer responsabilidades
ambientales en posibles demandas internacionales, se puede emplear una herramienta
como los CSIA para distinguir de manera precisa y confiable, el crudo venezolano de

otros crudos.
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Objetivo 5. Plantear un procedimiento general para la aplicabilidad de la
herramienta forense de los CSIA en caso de derrames petroleros venezolanos en

sistemas marinos.

Como se esbozé durante este documento, las rutas maritimas de las embarcaciones
petroleras son altamente transitadas, ya que las empresas exportadoras transportan en
gran volumen una gran variedad de combustibles liquidos aumentando la probabilidad
de derrames con consecuencias fatales. Lo que hace necesario tener herramientas

analiticas como la de los CSIA en casos de establecer fuente de manera confiable.

La fortaleza de las relaciones isotOpicas a través de los CSIA como herramienta
forense ambiental estd en su capacidad de correlacionar entre las muestras de la
fuente de contaminante y las del material derramado, inclusive si éstas se encuentran
altamente biodegradadas. En esta investigacion, se corroboro, la utilidad de la
herramienta de CSIA en las ciencias forenses ambientales, ya que se pudo comprobar
la confiabilidad y precision de los datos analiticos obtenidos, que la propiedad
refractaria medida (relaciones isotépicas) son inalterables a los procesos de alteracion
del ambiente (en el caso de esta investigacion se enfoco en la degradacion bacteriana)

y ademas de la practicidad en la interpretacion de los perfiles o tendencias isotdpicas.

A continuacion, se desglosa el procedimiento general que se deberia realizar para la
aplicacion de la herramienta una vez ocurrido el derrame: es importante sefialar, que
todo esto es posible siempre y cuando se exija que todas las embarcaciones de la
empresa petrolera nacional, tenga un certificado obligatorio del perfil isotépico (CSIA)

de la carga de hidrocarburos que transporta:

1) Recolectar muestras representativas del hidrocarburo derramado a lo
largo del area afectada y de las del hidrocarburo venezolano con calidad de
exportacion original (el que salio del puerto de carga). Las mismas deben estar
debidamente rotuladas e identificadas.
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2.) Enviar las mismas al laboratorio y solicitar el andlisis de Geoquimica
Organica convencional: SARA, fraccion C15+, biomarcadores saturados vy

aromaticos.

3) Posteriormente, realizar el anadlisis de los compuestos especificos de
carbono (CSIA) en la fraccion saturada.

4.) Finalmente, realizar la comparacion entre el perfil isotopico de la potencial

fuente del derrame y el hidrocarburo derramado.

Como cada perfil isotépico esta definido por la materia organica que dio origen a cada
crudo, dichas tendencias son uUnicas para cada crudo y pueden ser empleadas para
correlacionar crudos del mismo origen. De manera que, los analisis de Geoquimica
Organica convencional y los de CSIA permitiran establecer el tiempo relativo o

estimado de exposicion a la intemperizacion y la fuente del contaminante.
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5. CONCLUSIONES

o Se alcanzaron las condiciones Optimas experimentales que garantizaron la
biodegradacion extrema en las simulaciones de derrame de crudo en medio marino, las
cuales consistieron en la bioaumentacion y bioestimulacién, ademas de la acertada
eleccion entre las aguas recolectadas (costa afuera), lo que permitid6 obtener
concentraciones bacteriolégicas en el orden de 10° UFC/mL y cambios significativos en
el crudo derramado.

o Los resultados obtenidos con los pardmetros geoquimicos convencionales:
SARA, Ci5', biomarcadores saturados y aromaticos, permiten evidenciar los cambios
en la composicién molecular del crudo producto de la actividad bacteriana. Aunque son
herramientas Gtiles para correlacion crudo — fuente, deben ser empleados con sumo

cuidado porgue presentan limitaciones en su aplicacion para crudos degradados.

o En cuanto a los CSIA, los resultados obtenidos permiten indicar que el proceso
de degradacion bacteriana, no tiene efecto significativo en las relaciones isotépicas de
carbono en la fraccion alifatica o saturada. Los cambios en la composicion molecular
observados dependen del tipo de materia organica que dio origen al crudo y de los

procesos de alteraciéon a los que son sometidos.

o En la medicion de la relacion isotépica (propiedad refractaria), se observa que
sus valores no sufren variaciones significativas, especificamente los CSIA en la
fraccion saturada son inalterables durante el proceso de biodegradacion,
estableciéndola como una herramienta forense util para la correlacion entre la fuente de
la contaminacién y el crudo derramado en medio marino, independiente del tiempo de

exposicién a la actividad bacteriana.
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6. RECOMENDACIONES

A continuacién, como resultado de la investigacion realizada, se formulan una serie de

recomendaciones, a fin de contribuir en investigaciones futuras:

o Ampliar las simulaciones de derrames petroleros marinos, en cuanto a los
diferenciales de tiempo, para evaluar los demas factores dentro de la meteorizacién
marina (foto oxidacion, emulsificacién, dispersién, enriquecimiento de ceras y
disolucién) y los cambios en la composicion molecular del crudo en estadios mas
avanzados de este proceso de alteracion.

o Emplear herramientas analiticas como: IR y analisis quimico elemental, como
analisis complementarios que permitan afinar la comprension de las posibles rutas
metabdlicas preferenciales del consorcio bacteriano y del proceso de degradacién
bioldgica.

o Realizar la identificacién fenotipica de las cepas resilientes en este trabajo a
través del empleo de la Microbiologia Marina.

o Realizar la aplicacion de la técnica analitica CSIA en casos reales para
consolidar su utilidad.

o Establecer el analisis de compuestos especificos de la fraccion saturada (CSIA)
como un parametro regular y obligatorio dentro del “Certificado de salida” de los crudos
venezolanos con calidad de exportacion.

o Continuar incentivando la integracion de diferentes disciplinas del saber
cientifico para fortalecer la interpretacién relacionada con el area de la Geoquimica

Forense.
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