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RESUMEN

Se evaluaron los biomarcadores en la fraccion de hidrocarburos saturados (n-alcanos,
pristano, fitano, terpanos y esteranos) en un ensayo de biorremediacion de 90 dias con
un crudo extrapesado (10 °API). Con base en la presencia de una muestra compleja
no resuelta (MCNR), deficiencia de n-alcanos, pristano, fitano y presencia de hopanos
desmetilados (25-norhopanos), se determind que el crudo original estd biodegradado.
La deteccion de n-alcanos, pristano y fitano (mas sensibles a la biodegradacion), junto
con 25-norhopanos (menos sensibles a biodegradacion) sugiere que el crudo analizado
es el resultado de mezclas de distintas cargas de crudo en el yacimiento. Después de 90
dias del ensayo de biorremediacion se encontrd el siguiente orden de biodegradacion en
el crudo para los hopanos extendidos (R + S): C35 > C34 < C33 > C32 > C31. El cambio
en la distribucion de los hopanos extendidos respecto al crudo original indica una ma-
yor alteracion para C32 y C3s, y en los isomeros 22S y 22R una degradacion selectiva
para C3322S. Se sugiere alteracion de los terpanos triciclicos debido a la variacion en
la intensidad de la sefial en el crudo original y la determinada a los 90 dias. En los
esteranos no se observo alteracion al final del ensayo; solo variacién en la intensidad
de las sefiales que sugiere disminucioén en su concentracion. Durante el ensayo de
biorremediacion se produjo la remocion de los alcanos < n-Cas, sin alteracion de los
> n-Cas y los isoprenoides pristano y fitano. Adicionalmente, los terpanos triciclicos,
hopanos extendidos y esteranos fueron alterados.
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ABSTRACT

Biomarkers in the saturated hydrocarbon fraction (n-alkanes, pristane, phytane, terpanes,
and steranes) were evaluated in a 90-day bioremediation assay with extra heavy crude
(10° API). Based on the presence of an unresolved complex mixture (UCM), deficiency
of n-alkanes, pristane, phytane and presence of demethylated hopanes (25-norhopanes),
it was determined that the original oil is biodegraded. Detecting n-alkanes, pristane and
phytane (more susceptible to biodegradation), along with 25-norhopanes (less suscep-
tible to biodegradation), suggests that the crude oil analyzed is the result of mixtures of
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several episodes of charging and biodegradation in the reservoirs. In crude oil after 90
days of the bioremediation test, the following order of biodegradation was found for the
extended hopanes (R + S): C35> C34 < C33 > C32 > C31. The change in the distribution
of the extended hopanes related to the original oil indicates a greater alteration of C32
and Css, and in the 22S and 22R isomers, a selective degradation for C3322S. Alteration
of tricyclic terpanes is suggested, due to the variation in signal intensity in the original
oil and that determined at 90 days. At the end of the test no alteration in steranes was
observed, with only variation in signal intensity that suggests decreased concentration
of these compounds. During the bioremediation test, < n-C»s alkanes were removed
without altering > n-Css, and pristane and phytane isoprenoids. Additionally, tricyclic
terpanes, extended hopanes and steranes were altered.

INTRODUCCION

Labiorremediacion es una tecnologia ampliamente
usada para la limpieza de suelos contaminados por hi-
drocarburos. Se basa en el proceso de biodegradacion,
equivalente a la transformacion y mineralizacion com-
pleta o parcial de los hidrocarburos mediante accion
microbiana. Esto permite disminuir la concentracion
de hidrocarburos en el suelo para llegar a determinados
criterios de limpieza (Infante 2001, 2005, Erdogan
y Karaca 2011, Ali et al. 2020). El proceso es mas
efectivo en componentes de baja masa molecular y
crudos de alta gravedad API, el cual ha sido estudiado
en diferentes condiciones de C/N, C/P, C/K, agentes
estructurantes, textura del suelo, bioaumentacion y
bioestimulacion, entre otros factores (Infante et al.
2010a, b, Ali et al. 2020). Sin embargo, se conoce
poco sobre la transformacion completa o parcial de
los hidrocarburos en crudos extrapesados sometidos a
ensayos de biorremediacion, especificamente para los
biomarcadores (pristano, fitano, n-alcanos, terpanos
y esteranos) que se encuentran en la fraccion de los
hidrocarburos saturados.

La mayoria de estos crudos (< 10° API) han su-
frido biodegradacion en el yacimiento, debido a que
los compuestos de menor masa molecular y menor
condensacion han sido degradados por bacterias (Vo-
lkman et al. 1983a, Peters y Moldowan 1993). Por
ello, no es sorprendente que en suelos contaminados
con crudos pesados y extrapesados existan compues-
tos mas recalcitrantes al proceso de biorremediacion
que en suelos contaminados con crudos livianos y
medianos y, en consecuencia, no se encuentre una
disminucion significativa de los hidrocarburos totales
en el tiempo (Infante et al. 2010a, b). Este mismo
comportamiento se aplica también a los depositos
de desechos petroleros o pasivos ambientales en las
denominadas fosas, agujeros o piscinas. En el pasado,
estos depdsitos se usaron como practica comun en
la mayoria de los paises con explotacion petrolera

para almacenar diferentes tipos de desechos, como
suelos de derrames de crudo de diferentes API, borras
o fondos de tanques y cortes de perforacion (Infante
2001, 2005). Con el transcurso de los afios estos
desechos experimentan cambios fisicos y quimicos
por procesos de evaporacion, fotoxidacion y biode-
gradacion (Ali et al. 2020).

En Venezuela, una alta proporcion de la explota-
cion petrolera esta ubicada en el oriente del pais, y
en los campos petroleros de esa region e encuentra
la mayor proporcion de crudos pesados (22 a 10.1°
API) y extrapesados (< 10° API), muchos de ellos
producto del proceso de biodegradacion que ocurre
en los yacimientos (Alberdi et al. 1996, Lopez y Lo
Monaco 2010, Lopez 2014, Lopez et al. 2015). Por
lo tanto, en esa zona los desechos que se encuentran
en fosas petroleras o los que pueden ser el resultado
de derrames corresponden a crudos cuya composicion
quimica presenta alteracion por biodegradacion.

La biodegradacion en el yacimiento produce cru-
dos caracterizados por disminucién de su gravedad
API, incremento en la viscosidad, concentracion de
resinas, asfaltenos, azufre, metales como vanadio y
niquel, disminucioén de las concentraciones de hi-
drocarburos saturados y aromaticos, y cambios en la
composicion molecular relacionados con alteracion
de n-alcanos, isoprenoides aciclicos (pristano y fita-
no), terpanos y esteranos (Wenger et al. 2002, Peters
etal. 2005, Larter et al. 2006). El grado de alteracion
de los hidrocarburos en el crudo que se encuentra en
un yacimiento de petroleo se mide en funcion de su
sensibilidad a la biodegradacion y de las escalas de
biodegradacion propuestas (Volkman 1983a, b, 1984,
Peters y Moldowan 1993).

Debido a lo anterior, estudiar el comportamiento
de los biomarcadores en un ensayo de biorremedia-
cién de un suelo impactado por un crudo extrapesado,
lleva a comprender mejor las transformaciones qui-
micas que pueden ocurrir durante el proceso de bio-
degradacion. Esto es de interés en zonas impactadas
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con crudos pesados o extrapesados o con desechos
petrolizados de fosas antiguas, cuyas fracciones
biodegradables son pocas. Por lo tanto, su compor-
tamiento es diferente al observado en crudos livianos
(30 a 22.1° AP]) y medianos (= 30.1), en los cuales
la biorremediacion suele ser mas efectiva (Garcia et
al. 2012, Cérdova et al. 2013).

En este trabajo se estudian los cambios en los bio-
marcadores de la fraccion de hidrocarburos saturados
(n-alcanos, pristano y fitano, terpanos y esteranos) en
un ensayo de biorremediacién en microcosmos de
suelo, de un crudo extrapesado (10° API) de la Faja
Petrolifera del Orinoco, especificamente del area
de Ayacucho, Venezuela. La informaciéon obtenida
de esta investigacion aporta datos interesantes para
conocer la evolucidn por biorremediacion de crudos
biodegradados. Sus cambios pueden determinarse a
través de los biomarcadores por transformaciones
internas a nivel molecular del crudo. Esto es de
utilidad al aplicar biorremediacion a un crudo extra-
pesado o en desechos de fosas petrolizadas, donde
son muy poco conocidos los cambios en crudos de
baja gravedad API.

MUESTRAS Y METODOS

Muestras

El suelo empleado para los ensayos de biorreme-
diacion es de textura franco arenoso y fue recolec-
tado en la Facultad de Ciencias de la Universidad
Central de Venezuela, especificamente en el area de
la Escuela de Fisica. Se recolectaron 10 muestras
de los primeros 20 cm de suelo en varios puntos al
azar, para obtener una muestra compuesta de 1.5 kg.
La muestra de crudo utilizada para los ensayos de
biorremediacion corresponde a crudo extrapesado de
10° API del area de Ayacucho (Hamaca), en la Faja
Petrolifera del Orinoco.

Tratamiento de las muestras y analisis
Caracterizacion del suelo

El suelo recolectado fue disgregado y se elimina-
ron los fragmentos de rocas para obtener una muestra
lo méas homogénea posible. Las hojas u otro material
organico presentes en el suelo se fragmentaron lo mas
finamente posible y se dejaron dentro de la muestra
de suelo como agentes estructurante, para que de
esta manera los restos vegetales presentes facilitaran
la biorremediacion al mejorar la estructuracion del
suelo. La composicion mineraldgica de la muestra
se evalud por el método de polvo cristalino en un
difractometro D-8 Advance AXS (Bruker, Alemania).

Para determinar las fases minerales presentes en cada
solido se utilizo el programa del Centro Internacional
de Datos de Difraccion (Wong-Ng et al. 2001). Las
concentraciones de carbono total (CT) se determina-
ron en un equipo LECO (C-144) y para el carbono
carbonatico (CI) se utilizé un calcimetro de Bernard
(Hesse 1971). El porcentaje de humedad se cuanti-
fico por diferencia de peso entre el peso obtenido
de alicuotas del suelo original y su peso después de
secarse en estufa por 24 h a 110 °C (tres replicas).

Caracterizacion del crudo

Antes de someter al crudo a la técnica de analisis
se realizo un tratamiento previo para la eliminacion
de agua y sedimentos. El procedimiento se realizo
en dos pasos, consistentes en agregar tolueno a las
muestras de crudo en unarelacion 1:1 y centrifugarlas
a 1500 rpm durante 30 min. Posteriormente la solu-
cion de crudo con tolueno se evaporo al vacio a una
temperatura de 80 °C para la eliminacion del solvente
y obtencion del crudo limpio. Este tratamiento elimi-
na los hidrocarburos de baja masa molecular, como
los compuestos volatiles. Sin embargo, los crudos
pesados y extrapesados contienen bajos niveles de
compuestos volatiles, y los pocos que estan presentes
se pierden al momento de la toma de muestras de
crudo a cabezal de pozo o durante el almacenamiento
(Brown et al. 2017).

Ensayos de biorremediacion

Se sigui6 un protocolo de biorremediacion similar
al utilizado en otras investigaciones con diferentes
tipos de crudos (Infante 2005), texturas de suelos
(Garcia et al. 2012), dosis y tipos de agentes estruc-
turantes, asi como diferentes relaciones C/N, C/P
y C/K, bioaumentacion y bioestimulacion (Cordo-
va et al. 2013, Infante et al. 2010a, b), solo que a
una escala de microcosmos menor, empleando las
mejores condiciones abidticas y bidticas (bioes-
timulacion) para la biorremediacion. Para ello se
pesaron tres muestras de suelo de 150 g cada una,
las cuales se colocaron en vasos de precipitado de
1000 mL que conformaron los microcosmos. Una
vez colocados los 150 g de suelo se agregaron 1.5
g de urea equivalentes a 0.69 gramos de nitroge-
no, la cual fue incorporada al suelo, con posterior
adicion de 10 mL de agua y mezcla. Enseguida
se procedio a anadir 10 g del crudo Ayacucho a cada
uno de los tres microcosmos. Para obtener una mejor
mezcla del crudo-suelo, se fueron agregando peque-
fias cantidades de crudo seguido de mezcla, hasta
obtener una distribucion lo mas homogénea posible.
Debido a la baja gravedad API del crudo Ayacucho,



122 L. Lopez y C. Infante

la cantidad afiadida fue transvasada utilizando una
varilla de vidrio. El porcentaje de humedad de los
ensayos se mantuvo entre 30 y 60 % de la capacidad
de campo, agregando 10 mL de agua cada tercer dia
hasta la finalizacién del ensayo. De igual manera fue-
ron aireados diariamente, empleando una varilla de
vidrio, con la cual se mezcld cada microcosmos a fin
de obtener oxigeno del intercambio con el ambiente.

Toma de muestras de los microcosmos

Se tomaron alicuotas de 10 g de cada uno de los
tres microcosmos, a los tiempos denominados t, t3,
te0 ¥ too, correspondientes a uno, 30, 60 y 90 dias de
los ensayos, respectivamente. Al crudo original le
corresponde to (sin suelo).

Separacion de crudo durante el ensayo de biorre-
mediacion

Las alicuotas de 10 g de suelos tomadas en los
ensayos a los distintos tiempos de recoleccion se
colocaron en un embudo Buchner con membrana
millipore (0.5 mm), acoplado a matraz del vidrio
de succion del vacio, El crudo se extrajo del suelo
mediante adicion de 150 mL de cloruro de metileno
(CH2Clp). Posteriormente, la mezcla solvente-crudo
se colocd en un balon de fondo plano de boca esme-
rilada de 250 mL y el cloruro de metileno se elimino
en un equipo de evaporacion al vacio (rotavapor) a
40 °C.

Determinacion de carbono orgdnico total rema-
nente

Una vez realizada la extraccion del crudo en los
suelos a los tiempos t1, 30, teo Y too se determiné la
concentracion de carbono organico en el suelo, lo cual
equivale al carbono organico total (COT) remanente.
Esta medida se realiz6 en un equipo marca Leco mo-
delo C-144. Para ello se pesaron aproximadamente
170 mg de suelo tomado en los diferentes tiempos
con 100 mg de acelerador (Com Cat) en una celda
de combustion de cuarzo-mullita. Luego de pesar
los patrones estandar Leco y las muestras, se anali-
zaron primero los patrones para obtener la curva de
calibracion y posteriormente las muestras. La lectura
obtenida de la combustion de carbono se detectd a
través de una celda de infrarrojo que, al relacionar
con el peso de la muestra, permiti6 calcular la con-
centracion de CT o COT en porcentaje m/m.

Separacion de la fraccion de hidrocarburos satu-
rados del crudo

Se realiz6 la separacion en maltenos y asfaltenos
del crudo original (to) y el extraido a los 90 dias (too)

del ensayo de biorremediacion, utilizando para ello
n-heptano en frio en una relacion crudo/n-heptano de
1/40 (m/v), con posterior centrifugacion (1500 rpm,
30 min) y lavado, correspondiendo el sobrenadante
a la fraccion de maltenos. Posteriormente, de la
fraccidon de maltenos fueron separados los hidrocar-
buros saturados por cromatografia de adsorcion en
columnas de 20 cm de largo y 1.5 cm de didmetro,
empacadas con 20 g de alimina previamente acti-
vada durante 8 h a 280 °C y 25 mm de Hg. Para la
elucion de los hidrocarburos saturados se utilizaron
35 mL de n-hexano. Los hidrocarburos saturados
obtenidos fueron nuevamente eluidos con 35 mL
de n-hexano a través de columnas empacadas como
las descritas anteriormente, con el objeto de evitar
posible contaminacién con la fraccidon de los hidro-
carburos aromaticos del crudo durante la separacion y
para su posterior analisis por cromatografia de gases
acoplado a masas.

Andlisis de los biomarcadores de la fraccion de
hidrocarburos saturados

Los hidrocarburos saturados fueron analizados
por cromatografia de gases acoplada a espectrome-
tria de masas en un cromatdgrafo de gases (CG-EM)
de Agilent Technologies, modelo 6890N Network
DCSystem, acoplado a un espectrometro de masas
MS Agilent 5973 Network Mass Selective Detector,
equipado con una columna capilar DB1 (60 m % 0.25
mm X 0.25 um). Las condiciones de analisis por CG-
EM para los hidrocarburos saturados fueron: tempe-
ratura del inyector de 275 °C y temperatura inicial de
horno de 80 °C durante 4 min con una rampa de calen-
tamiento de 2 °C/min hasta una temperatura final de
280 °C por 10 min. Se utilizo He como gas de arrastre
aun flujo de 1 mL/min. Para la obtencion de los cro-
matogramas de masas o fragmentogramas se utilizo
el método de los iones monitoreados, analizando los
iones m/z = 113 (n-alcanos e isoprenoides aciclicos
pristano y fitano), 191 (terpanos), 177 (25-norhopa-
nos), 217 y 218 (esteranos). La identificacion de los
biomarcadores se llevo a cabo por comparacion con
la muestra de referencia de nuestro laboratorio (crudo
SSW-43 de la subcuenca de Barinas). Las relaciones
de los biomarcadores utilizados para la evaluacion
del nivel de biodegradacion se calcularon utilizando
las areas determinadas en los cromatogramas de masa
correspondientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del suelo
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La composicién mineraldgica, del suelo corres-
ponde a cuarzo, caolinita y moscovita. El porcentaje
de humedad fue de 21 + 1 %. La concentracion de
CT obtenida fue de 5.1 + 0.2 % m/m (resultado de
tres medidas). Se asume que la concentracion de CT
determinada en el equipo Leco corresponde al COT,
ya que al determinar la composicion mineraldgica no
se detecto calcita ni otro tipo de carbonato de calcio;
por otra parte, la concentracion de carbono CI medida
con el calcimetro de Bernard (Hesse 1971) esta por
debajo del limite de deteccion de esta técnica (0.5 %).

Evaluacién del COT remanente después la re-
mocion del crudo durante el ensayo de biorre-
mediacion

Las concentraciones de COT en el suelo se de-
terminaron en alicuotas de muestra captadas en los
ensayos a 1, 30, 60 y 90 dias (t1, t30, teo y too, respec-
tivamente). En estos resultados se puede observar
un leve incremento en la concentracion de COT del
suelo en t1 (5.7 %), respecto a su valor original de
5.1 % (suelo sin crudo) (Fig. 1). Esto se debe posi-
blemente a la variacion natural de las muestras o al
crudo que queda en suelo que no se puede extraer
completamente con el cloruro de metileno, ademas
de la posible extraccion de lipidos y otros compuestos
organicos propios de la materia organica del suelo
(restos vegetales, carbono microbiano). A partir de
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Fig. 1. Variacion de las concentraciones de carbono organico
total (COT) en el suelo remanente (después de extraccion
de crudo) a los 1, 30, 60 y 90 dias.

los 30 dias y hasta los 90, permanece constante,
indicando que no hay cambios en el CT remanente.

Composicion del crudo Ayacucho

El crudo Ayacucho es extrapesado (10° API), pre-
senta baja concentracion de hidrocarburos saturados
(6.4 %) y aromaticos (45.8 %), y esta enriquecido con
compuestos NSO (resinas + asfaltenos [47.7 %]). De

acuerdo con su composicion de hidrocarburos satura-
dos y aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA) se cla-
sifica como un crudo aromatico-asfaltico (Lopezy Lo
Monaco 2017). A partir del analisis de la distribucion
de n-alcanos (m/z = 113) se determind que el crudo
esta biodegradado con base en: 1) presencia de una
mezcla compleja no resuelta (MCNR); 2) deficien-
cia de n-alcanos e isoprenoides aciclicos (pristano
y fitano), y 3) presencia de hopanos desmetilados o
25-norhopanos. Por otra parte, para los esteranos y
terpanos no hay evidencias de biodegradacion, con
base en: 1) presencia de los esteranos regulares de
Ca7, Cag y Cao; 2) presencia de los terpanos tricicli-
cos, terpanos pentaciclicos y hopanos extendidos. A
continuacién se ofrece la explicacion de cada uno
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Fig. 2. Distribucion de n-alcanos e isoprenoides aciclicos pris-
tano (P) y fitano (F) (m/z = 113). (a) Crudo Ayacucho
original, (b) crudo Ayacucho luego de 90 dias de biorre-
mediacion.

de estas evidencias, las cuales permiten determinar
el nivel de biodegradacion del crudo original que se
presenta en las figuras 2a y Sa.

La presencia de MCNR o joroba en el cromato-
grama, es una tipica evidencia de biodegradacion
(Fig. 2a). Esta MCNR consiste en compuestos
orgdnicos que no pueden ser identificados en las
condiciones de analisis utilizadas para la separacion
de los n-alcanos a través del m/z = 113, y consta de
compuestos biorresistentes como saturados ciclicos,
aromaticos, naftenoaromaticos, y compuestos polares
que no pueden separarse mediante la técnica de cro-
matografia (Tissot y Welte 1984, Killops y al-Juboori
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Fig. 3. Distribucion de esteranos (m/z = 217). (a) Crudo Aya-
cucho original, (b) crudo Ayacucho luego de 90 dias de
biorremediacion.
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Fig. 4. Distribucion de terpanos (m/z=191). (a) Crudo Ayacucho
original, (b) crudo Ayacucho luego de 90 dias de biorre-
mediacion. Caseer: terpano tetraciclico; Ts: C270-22,29,30-
trisnorneohopano; Tm: Cz70-22,29,30-trisnorhopano.

1990, Gough y Rowland 1990, Sutton et al. 2005).
Sin embargo, sobre la MCNR se observan, en
senales de baja intensidad, n-alcanos entre n-Ci7
y n-Cz4, y los isoprenoides aciclicos pristano (P) y
fitano (F) (Fig. 2a), lo que sugiere que no todos los
n-alcanos (al igual que los isoprenoides P y F) han
sido biodegradados. Para este crudo, basado en el pa-

tron de distribucion m/z =217 de todos los isdmeros
(000208, a0a20R, abb20S y abb20R), para cada uno
de los esteranos regulares en el intervalo de C27a Cao
(Fig. 3a), se determin6 que no fueron biodegradados.
De igual manera, el patron de distribucion para los
terpanos (m/z = 191), donde se detectaron los terpa-
nos triciclos en el intervalo de Cyo a Cso, los penta-
ciclicos (hopanos) Ca9y C3o (hopanos) y los hopanos
extendidos (homohopanos) de C3; a Css, indica que
no ocurri6 biodegradacion para esta fraccion (Fig. 4a)

Sin embargo, la presencia de 25-norhopanos, en
particular en el m/z= 177, donde se identifica la serie
de 25-horhopanos que incluye los Ca7-trisnorhopano
(TNH), Cas-dinorhopano (DNH), Ca9-norhopano
(NH) y la serie completa C30-C34 norhomohopanos
(Fig. 5a), sugiere alteracion por biodegradacion para
los hopanos y hopanos extendidos.

La alteracion de los hopanos regulares por remo-
cion bacteriana del grupo metilo en posicion C-10,
produce los 25-norhopanos (10-desmetilhopanos u
hopanos desmetilados), una serie de compuestos que
estan presentes en muchos crudos biodegradados.
Esta alteracion ocurre para los hopanos Cag, Ca9 y
Cs0, y los homohopanos de C3; a Css (Peters et al.
2005). Para los homohopanos C3 a Css, el orden de
alteracion por biodegradacidon corresponde a: Css
> (C34 > C33 > C32 > C31. La identificacion de estos
compuestos se determina mediante la disminucién de
la sefial en el fragmentograma de m/z = 191, la cual
es paralela al incremento de la sefial de los 25-nor-
hopanos en el cromatograma de masas de m/z=177.
Con la pérdida de un grupo CH3 y la adicion de un
atomo de H, el fragmento de m/z =191 corresponde
ahora a un fragmento de m/z =177, observandose por
lo tanto una disminucién del tiempo de retencion por
la disminucion de la masa molecular del compuesto
(Lopez 2013).

De los resultados obtenidos a partir de la distri-
bucion de los biomarcadores (n-alcanos, pristano,
fitano, esteranos y terpanos) y utilizando la escala
de biodegradacion de Peters y Moldowan (1993), se
puede interpretar la historia de llenado del yacimiento
y el proceso de biodegradacion del crudo. Como en
este crudo se observan n-alcanos, asi como los iso-
prenoides aciclicos pristano y fitano (mas sensibles a
la biodegradacion) junto con 25-norhopanos producto
de alteracion de los hopanos (formados a un nivel de
biodegradacion mas avanzado [Peters y Moldowan
1993]), se sugiere que la distribucion observada para
los biomarcadores es el resultado de la mezcla de
una primera carga de crudo en el yacimiento cuya
biodegradacion alcanzoé un nivel de 7, apoyado en
la presencia de 25-norhopanos, de acuerdo con la
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escala de biodegradacion de Peters y Moldowan
(1993). Posteriormente ocurrié una segunda carga
de crudo en el yacimiento (el cual probablemente
fue sometido s6lo a una biodegradacion incipiente),
donde atn se observan n-alcanos y los isoprenoides
aciclicos pristano y fitano (Lopez et al. 2015). Estas
caracteristicas también pueden ser consecuencia de la
difusion y mezcla de crudos, los cuales se encuentran
en yacimientos con acumulaciones de poco espesor
que han sido biodegradados en diferentes grados. Este
caso puede aplicarse al crudo de Ayacucho, ya que
en muchas zonas de la Faja Petrolifera del Orinoco,
las arenas impregnadas de crudo son de poco espesor
y tienen contacto continuo con aguas (Casas et al.
2007, Pardo et al. 2007).

El estudio de los biomarcadores (n-alcanos,
pristano, fitano, esteranos y terpanos) del crudo
Ayacucho, refleja su complejidad por el proceso de
biodegradacion, lo que es comun en muchas cuencas
petroliferas a nivel mundial y hace mas realista el
uso de este tipo de crudo en ensayos de biorreme-
diacion para los desechos que se encuentran en fosas
petroleras, las cuales generalmente son mezclas de

crudos de diferentes origenes y/o con distintos estado
de alteracion por biodegradacion (Moldowan et al.
1995, Larter et al. 2003, 2006).

Caracterizacion del crudo Ayacucho extraido
luego del ensayo de biorremediacion

La distribucién de n-alcanos y de los isoprenoides
aciclicos fitano (F) y pristano (P), luego de los 90 dias
de biorremediacion (too) presenta pérdida de MCNR,
tal como se puede observar en la figura 2b, donde
la linea base del cromatograma de masas m/z = 113
es completamente normal, sin levantamiento. Tal
como se menciond anteriormente, la MCNR en un
cromatograma representa una mezcla de compuestos
no resueltos en las condiciones utilizadas en croma-
tografia de gases para el analisis de la fraccion de
hidrocarburos saturados de crudos, que se consideran
el producto de la biodegradacion del crudo en el ya-
cimiento (Tissot y Welte 1984, Killops y al-Juboori
1990, Sutton et al. 2005). La ausencia de MCNR,
una vez que el crudo es sometido a los 90 dias de
biodegradacion para la biorremediacion del suelo, no
puede explicarse a partir de los resultados obtenidos
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en este estudio, ya que de acuerdo con la literatura
(Killops y al-Juboori 1990, Sutton et al. 2005) la com-
plejidad y escaso conocimiento de los compuestos
incluidos en la fraccidon representada por la MCNR,
dificultan una explicacion sobre su ausencia luego
de los 90 dias de biorremediacion. Sin embargo, en
m/z =113 se evidencia una disminucién en la inten-
sidad de la sefial correspondiente a los n-alcanos <
n-Cys, lo cual puede constatarse de acuerdo con la
relacion C17-Cas5/Ca6-Ca4, que disminuye luego de
los ensayos de biorremediacion (Cuadro I). De igual
manera, se observa disminucion en la senal de los
n-alcanos n-C17y n-Cig respecto a pristano y fitano,
con incremento en las relaciones P/n-C17 y F/n-Cis
(Cuadro I) asociado con la mayor sensibilidad a la
biodegradacion de los n-alcanos respecto a pristano
y fitano (Peters y Moldowan 1993). En el caso de
la relacion pristano/fitano (P/F), ésta es similar para
el crudo original y luego de los ensayos a 90 dias,
lo que sugiere que no ocurri6 alteracion detectable

a través de CG-EM de estos isoprenoides aciclicos.

Para los esteranos se observa, después de la bio-
rremediacion (Fig. 3b), disminucién en la intensidad
de las senales para los esteranos de Cz1, C22 y Ca7 a
Ca9, con incremento de la linea base. Sin embargo,
el patron de distribucion en cuanto a la intensidad
relativa indica que tanto para el crudo original como
luego de la biorremediacion, los esteranos regulares
presentan la siguiente abundancia relativa; Cy7 >
Cag > Cy9, lo que indica que no ocurri6 una perdida
preferencial del esterano Cj7 relativo a Cag y Cao,
como se ha documentado en crudos biodegradados y
ensayos de biorremediacion en productos de refineria
(Moldowan et al. 1995).

De acuerdo con Peters et al. (2005), el pregna-
no (Cz1) y el homopregnano (Cz2) son esteranos
regulares mas resistentes a la biodegradacion que
los correspondientes de 27, 28 y 29 4atomos de car-
bono (Ca7, Ca8 y Ca9). Con base en ello, se calculo
la relacion (Cao+Ca1)/(Ca7+Cas+C29) [S(C20-Ca1)-

CUADRO I. RELACIONES DE BIOMARCADORES UTILIZADAS PARA INDICAR BIORREMEDIACION.

Tipo de biomarcador Crudo Ayacucho Ayacucho
Crudo original* Biorremediacion too*
n-alcanos C17-C25/Ca6-C34* 25+0.2 1.0+ 0.1
Isoprenoides aciclicos P/F® 1.84+0.2 1.50 +0.04
n-alcanos Isoprenoides aciclicos P/n-Ci7° 23+03 2.7+0.8
n-alcanos Isoprenoides aciclicos F/n-Cis° 0.77 £ 0.02 1.2+0.1
Esteranos (C20+C21)/(Ca7+Cagt+Ca9)° 0.05+0.01 0.3+0.1
C23TT/C3o-hopano! 0.87 £0.03 0.5+0.1
% Ca1f 423 40.9
% Caof 25.7 11.6
% C33' 16.0 17.0
% Ca4' 8.7 19.6
Terpanos % Css 7.3 13.9
C3122S/(22S+22R & 0.61 0.57
C3222S/(22S+22R)# 0.64 0.57
C3322S/(22S+22R)# 0.66 0.22
C3422S/(22S+22R)# 0.66 0.63
C3522S/(22S+22R)® 0.67 0.60

* Los valores de = corresponden al error de la medida expresado como desviacion del promedio de tres medidas.
> (n-C17 a n-Ca5)/y (n-Ca6 a n-Css) para los n-alcanos en el fragmentograma de masas m/z = 113.
SP/F = pristano/fitano (Didyk et al. 1978).

°P/n-C17: pristano/n-Ci7 °F/n-C3: fitano/n-Cig (Connan y Cassau 1980, Peters et al. 1999).

4C23TT/17a-hopano = Cas-terpano triciclico/Cso-hopano (Peters et al. 2005).
$(Ca0tC21)/(Ca71+Cas+Ca9) = S(Ca0-Ca1)-pregnanos/S(Ca7-Cao)-esteranos (Zhang et al. 2014).
Distribucién de homohopanos %Csx (x de 12 5 [C3x/Y.C31-C35]x100 (Peters et al. 2005). Relaciones utilizadas para la

figura 6.

£C3x (x de 12 5)=22S/(22S+22R): isomerizacion de homohopanos (Seifert y Moldowan 1980). Relaciones utilizadas

para la figura 7.
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pregnanos/S(C27-Cag)-esteranos], la cual incrementa
con el avance de la biodegradacion (Zhang et al.
2014). Como se puede observar en el cuadro I, los
valores de (C20+C21)/(Ca7+Cag+Ca9) son 0.05+0.01y
0.3£0.1 parael crudo original y el sometido a 90 dias
de biodegradacion, respectivamente, lo cual indica
que probablemente haya ocurrido alteracion de los
esteranos. Este aspecto se observa por las diferencias
en las distribuciones de las sefiales entre el crudo
original y a los 90 dias en la figura 3. El incremento
de la relacion (C20+Ca1)/(Ca7+Cas+Ca9) €s un claro
indicativo de la biodegradacion o transformaciones
internas del crudo, que si bien no se reflejan en cam-
bios significativos de disminucion del crudo total,
forman parte del proceso de biodegradacion a nivel
molecular (Zhang et al. 2014).

Para los terpanos, a los 90 dias se observa nue-
vamente una disminucién importante de las sefiales
de los hopanos extendidos (C31 a Css), con levanta-
miento de linea base en el cromatograma de masas
(Fig. 4b) y disminucion de la senal de los terpanos
triciclicos de 25 a 30 4tomos de carbono (C25-Cso;
Fig. 4b). De acuerdo con la literatura (Peters y
Moldowan 1993, Peters 2000, Alberdi et al. 2001,
Peters et al. 2005, Cheng et al. 2016) los terpanos
triciclicos son mas resistentes a la biodegradacion en
comparacion con los pentaciclicos. En este ensayo
de biorremediacion, la relacion Ca3/Cszo (Cuadro I)
disminuye, lo que pareciera indicar que ocurri6 la
biodegradacion tanto de los terpanos pentaciclicos
como los triciclicos. Alberdi et al. (2001) indican
que la biodegradacion estereoselectiva de terpanos
triciclicos en crudos pesados de los campos costane-
ros de Bolivar, especificamente del campo Laguni-
llas, permite detectar la serie completa de terpanos
triciclicos desmetilados, formados en el yacimiento
por remocién de grupo metilo del C-10, generando
17-nor-terpanos triciclicos. Por otra parte, la desme-
tilacion de los terpanos ocurre durante la destruccion
de los esteranos y la desmetilacion de los hopanos,
pero de estos tres grupos de compuestos, los terpanos
triciclicos son mas resistentes a la biodegradacion.
Esto podria sugerir que durante la biorremediacion
pudo ocurrir alteracion de los terpanos triciclicos.

Con base en la comparacién de los iones de m/z
191 y 177 de los hopanos extendidos (C31 a C3s) y
25-norhopanos para el crudo original (Figs. 4a y
5a), y luego del ensayo de biorremediacion (Figs. 4b
y 5b), se observa que disminuye la intensidad de
la sefial de estos compuestos y se detectan los ho-
panos desmetilados C»7-25,28,30-trisnorhopano
(TNH), C23-28,30-dinorhopano (DNH) y Ca9-
17a(H),21B(H)-25-norhopano (NH), tanto en el

crudo original como a los 90 dias de biodegrada-
cion. Esto ultimo podria indicar que los hopanos
desmetilados observados estan presentes en el crudo
original, como consecuencia de su biodegradacion en
el yacimiento, y no se formaron por alteracion del
crudo durante los ensayos de biorremediacion. Es
tipico que en crudos biodegradados se observe una
distribucién en un estado intermedio, con presencia
de los hopanos extendidos de C3z1 a Css, junto con la
distribucién de los 25-norhopanos de Cy6 a C34 (Pe-
ters et al. 2005). Este es el caso del crudo Ayacucho,
luego del ensayo de biorremediacion a 90 dias, donde
se observan distribuciones de hopanos extendidos
y 25-norhopanos con mayor grado de alteracion en
cuanto a la ausencia de algunas de sus sefiales.

Al comparar la distribucion de los hopanos ex-
tendidos para el crudo original y el obtenido luego
del ensayo (Fig. 6) es evidente la variacion en la
distribucion, la cual indica disminucion en la in-
tensidad relativa de todos los hopanos extendidos.
Adicionalmente, el C3, es menos abundante respec-
to al Css, al igual que el Css respecto del Css. De
acuerdo con Liao et al (2006), en algunos casos no
es evidente el orden de biodegradacion de los hopa-
nos extendidos; por ejemplo, durante la degradacion
microbiana de dos crudos de Venezuela enriquecidos
en 25-norhopanos. En estos crudos, luego de cinco
semanas de ensayos de biodegradacion, se detectd
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Fig. 6. Distribucion de los homohopanos en el crudo Ayacucho
original y luego de 90 dias de biorremediacion.
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que el terpano triciclico Cag y los hopanos de C29-Cs4
170(H),21B(H) y C29 17a(H),21B(H)-25-norhopano,
son alterados, mientras que el C35 17a(H),21B(H)-
hopano y el 18a(H)-oleanano no lo son. Es posible
que, durante los ensayos de biorremediacion, el orden
de alteracion de los hopanos extendidos pueda variar,
al igual que la concentraciéon de todos ellos (Cs;1 a
Css) respecto a la observada en el crudo original. Css
es el mas alterado, tal como se reporta en la literatura
(Peters et al. 2005), pero también puede ocurrir una
mayor alteracidon para el hopano extendido Cs;. El
orden observado a partir del m/z 191 indica que para
los hopanos extendidos la alteracion fue: Cs35> C3s <
C33>C32> C31. Este orden es similar al observado en
suelos de manglares contaminados con crudo liviano
de Arabia (Munoz et al. 1997), y es el orden comun-
mente observado en crudos (Peters et al. 2005). Sin
embargo, la alteracion puede ir por una via diferente
a la desmetilacion para formacion 25-norhopanos, ya
que ¢€stos no se observan en el m/z =177 del ensayo
a los 90 dias.

Con el objeto de determinar la posible diferencia
de biodegradacion entre los isomeros S y R de los ho-
panos extendidos, se realiz¢ el grafico de la figura 7,
donde se representa la relacion 22S/(22S + 22R)
para la serie de C3; a C3s en el crudo Ayacucho
original y después del ensayo de biorremediacion a

225/(22S + 22R)

C31 C32 C33 C34 C35

—+—Ayacucho crudo original == Ayacucho biorremediacion |

Fig. 7. Distribucion de los homohopanos para la relacion de
isomerizacion [22S/(22S + 22R)] en el crudo Ayacucho
original y luego de 90 dias de biorremediacion.

90 dias. De acuerdo con la literatura sobre crudos y
ensayos de laboratorio, el isomero bioldgico de los
hopanos desmetilados (17a(H)-homohopanos 22R)
es mas sensible a la biodegradacion que el isomero
quimico (17a(H)-homohopanos 22S) (Munoz et al.
1997, Requejo y Halpern 1989, Bost et al. 2001,
Peters et al. 2005). Sin embargo, se ha reportado en
crudos del campo Cymric (California), con un alto
nivel de biodegradacion, que el isobmero 228 es de
concentracion comparable en los hopanos extendi-
dos Cz1, C32, C34 y Css, pero de menor concentracion
para el Cs3, lo que produce una disminucién en la
relacion 22S/(22S + 22R), para este homohopano
(Peters et al. 2005). Este resultado parece sugerir
una degradacion selectiva del isémero 22S del
homohopano C33 durante los ensayos de biorreme-
diacion; sin embargo, se requiere de nuevos ensayos
para corroborar este resultado.

CONCLUSIONES

De acuerdo con el analisis de los biomarcadores
de la fraccion de hidrocarburos saturados (n-alcanos,
pristano, fitano, terpanos y esteranos), se determino
que el crudo Ayacucho utilizado para los ensayos de
biorremediacion estd biodegradado. La presencia de
biomarcadores con distinta sensibilidad a la biodegra-
dacion (n-alcanos, pristano, fitano, junto con hopanos
desmetilados), sugiere una mezcla de crudos en el
yacimiento, producto de distintas cargas de crudos
sometidas a biodegradacion.

La concentracion de COT remanente, luego de la
extraccion del crudo a ty, presenta un leve incremento
respecto al suelo sin crudo, debido posiblemente al
crudo remanente en el suelo, que no puede extraerse
con el cloruro de metileno. Ademas, también puede
ocurrir extraccion de lipidos y otros compuestos
organicos propios de la materia organica del suelo
(restos vegetales, carbono microbiano). A partir de
los 30 dias y hasta los 90, permanece constante, in-
dicando que no hay cambios en el COT remanente.

Durante la biorremediacion no ocurri6 la forma-
cion de 25-norhopanos; sin embargo, el orden de
biodegradacion para los hopanos extendidos fue:
C35 > C34 < C33 > C32 > C31. Esto sugiere una mayor
alteracion para los homohopanos C35 y C32 y en los
isomeros S y R, una degradacion selectiva del iso6-
mero 22S del homohopano Css.

Se sugiere alteracion de los terpanos triciclicos
durante la biorremediacion, relacionada con la varia-
cion en la intensidad de la sefial del crudo original y
luego de la biorremediacion.
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Los esteranos no presentan un orden de alteracion
especifico luego de los 90 dias de biorremediacion;
sin embargo, la intensidad de las sefales entre Ca;
y Caa respecto a Cz7, Cag 'y Coo, sugiere una posible
alteracion por biodegradacion.

A nivel molecular, la transformacion debida a la
biodegradacion para el crudo Ayacucho indica: 1) re-
mocion de los alcanos < n-Css, sin alteracion > n-Cys
y los isoprenoides pristano y fitano; 2) alteracion de
los terpanos triciclicos y los hopanos extendidos,
y 3) alteracion de los esteranos. Estos cambios o
alteraciones son un reflejo de las modificaciones
internas que pueden ocurrir a un crudo extrapesado o
al desecho de una fosa petrolizada durante un proceso
de biorremediacidn, sin que llegue a obtenerse una
disminucidn significativa del crudo total para cumplir
con la meta final de la biorremediacion: la reduccion
a concentraciones aceptadas por la legislacion acorde
con criterios de limpieza.
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