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INTRODUCCION

Las actividades petroleras en el Ecuador, han constituido la fuente de
financiamiento mas importante del presupuesto del estado. Es innegable su
importancia en la economia nacional y en los cambios operados en el
desarrollo de las fuerzas productivas, sin embargo, también ha generado
graves problemas de contaminacién ambiental, pérdida irreversible de especies
animales y vegetales, deterioro de las fuentes de agua y un agresivo proceso

de aculturacion de sus comunidades nativas

La actividad petrolera estatal ha sido la principal fuente de contaminaciéon por
los derrames provocados en el Distrito Amazoénico. Un hecho inusual y
alarmante es el alto porcentaje de atentados o sabotajes a las lineas de

produccion.

Los dafios ambientales ocasionados por la industria petrolera estatal, sea cual
fuere su origen, son causales de sanciones estipuladas en la Constitucion de la
Republica, la Ley de Gestion Ambiental, el Reglamento Sustitutivo del
Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas en el Ecuador
(D.E.1215), entre otros, que pueden ir desde multas hasta paralizaciones de
la actividad e incluso la carcel para algunos funcionarios que por accion u

omision permitieran la alteracion del medio ambiente. (22)
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El campo libertador la primera necesidad que se hizo latente, fue la eliminacion
de los residuos contaminados con Petroleo que son almacenados en las

piscinas de Secoya.

La contaminacién por hidrocarburos es un problema importante en la mayor
parte de los paises productores de petrdleo, por tal razén tanto la empresa
estatal como privada ve la necesidad de realizar trabajos basados en la
Legislacion Ambiental que permiten de alguna manera remediar este problema
de contaminacién ambiental, a través de técnicas de biorremediacion es el uso
de los microorganismos vivos para la eliminacion de contaminantes
ambientales es una de las tecnologias aplicables a este fin, se caracteriza por
ser una técnica de bajo costo de operacion. La aplicacion de este tipo de
tecnologia ha encontrado cierta resistencia de aplicacion por el tiempo que
demanda completar un proceso hasta obtener las metas de limpieza deseadas.

(15)

Es asi que a través del convenio PETROECUADOR-ESPOCH se da la
oportunidad de realizar nuestra investigacion, la cual esta enmarcada dentro de
la “Biotecnologia Ambiental” ya que se va a utilizar microorganismos
autoctonos para el control de la contaminacion. Junto con el personal de
Unidad de Proteccion Ambiental, hemos trabajado con los residuos de
vegetacion de la estacién Shuara 09 tal caso ocurrido en el mes de Noviembre

del 2007 en un derrame en la linea de transferencia.
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El residuo contaminado fue trasladado desde la estacion hasta el Campamento
Guarumo para dar su respectivo tratamiento a los desechos generados por
desbroce de vegetacion en los suelos con crudo, se utilizd la técnica de
Biorremediacion por Compost que es una técnica innovadora, de bajo costo de

operacion.

Estos sistemas de descontaminacion se basan en la digestion de las
sustancias organicas por los microorganismos, de la cual obtienen la fuente de
carbono necesaria para el crecimiento de sus células y una fuente de energia
para llevar a cabo todas las funciones metabdlicas que necesitan sus células
para su crecimiento. Para que estos procesos metabdlicos se lleven a cabo, y
puedan ser utilizados como una técnica remediativa, sera necesario que

existan en el medio unas condiciones fisico-quimicas optimas. (17)

Cada uno de estos sistemas, bioventing y biopilas, precisaran de unos
parametros de evaluacion adecuados a cada uno, que deben encontrarse
dentro de un intervalo 6ptimo para que la aplicacion de dicha técnica sea

factible y efectiva.

En general, se necesitara la existencia de determinadas poblaciones de
microorganismos autoctonos pertenecen a la familia de Pseudomonaceae
capaces de utilizar los hidrocarburos como fuente nutricional y de energia, asi

como unas condiciones adecuadas de pH, nutrientes, temperatura, humedad,
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concentracion de los contaminantes. Dadas las condiciones favorables de la
vegetacion no hubo necesidad de inocular microorganismos exogenos, se
utilizo microorganismos autéctonos es considerada como la via mas efectiva
para remediar la vegetacion contaminada en contraste a alternativas mas
costosas como la incineracion. Ademas es una técnica que puede ser aplicada

in —situ o0 ex situ. (16)

En el presente trabajo se plantea los siguientes objetivos:

GENERAL:

> Biorremediar los desechos generados por desbroce de vegetacion en los
suelos contaminados con crudo en el campamento Guarumo -

Petroproduccion.
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ESPECIFICOS:

1

Determinar el nimero mas probable de microorganismos presentes en la

vegetacion.

Estimular los microorganismos nativos apropiados para biodegradar el

crudo presente en la vegetacion.

Controlar por medio de parametros fisico quimicos y microbiolégicos la

biorremediacion.

Evaluar el seguimiento de la biorremediacion de la vegetacion

contaminada, aplicando el metodologia de Compostaje

Determinar la eficiencia de degradacion.

Determinar el tratamiento mas eficiente para degradar los residuos.

CAPITULO |

MARCO TEORICO
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1.1 PETROLEO

1.1.1  Definicion (generalidades)
Es un liguido oleoso bituminoso de origen natural compuesto por diferentes
sustancias organicas. Se encuentra en grandes cantidades bajo la superficie

terrestre y se emplea como combustible y materia prima para la industria

guimica.

1.1.2  Origen del petrdleo

Segun la teoria mas aceptada, el origen del petréleo y del gas natural es de
tipo organico y sedimentario. Se formé como resultado de un complejo proceso
fisico-quimico en el interior de la tierra, que, debido a la presion y las altas
temperaturas, se van descomponiendo las materias organicas que estaban
formadas especialmente por fitoplancton y el zooplancton marinos, asi como
por materia vegetal y animal, que se fueron depositando en el pasado en
lechos de los grandes lagos, mares y océanos. A esto se unieron rocas y
mantos de sedimentos. A través del tiempo se transformoé esta sedimentacion

en petrdleo y gas natural.

La composicién elemental del petréleo normalmente estd comprendida dentro
de los siguientes intervalos:

Tabla 1. Composicion elemental del petroleo

Elemento Peso %

Carboén 84-87

Hidrégeno |[11-14
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Azufre 0-2

Nitrégeno |0.2

Fuente: José Luis Lescano; quinua, tarwi Universidad Catdlica Santa Maria,
Arequipa. www.ucsm.edu.pe.

1.1.3 Caracteristicas

Todos los tipos de petréleo se componen de hidrocarburos, aunque también
suelen contener unos pocos compuestos de azufre y de oxigeno. El petroleo
contiene elementos gaseosos, liquidos y sélidos. La consistencia varia desde
un liquido tan poco viscoso como la gasolina hasta un liquido tan espeso que

apenas fluye.

Existen categorias de petroleos crudos los de tipo parafinico, los de tipo
asféltico y los de base mixta. Dependiendo del numero de atomos de carbono y
de la estructura de los hidrocarburos que integran el petroleo, se tienen
diferentes propiedades que los caracterizan y determinan su comportamiento
como combustibles, lubricantes, ceras o solventes.

Las cadenas lineales de carbono asociadas a hidrégeno, constituyen las
parafinas; cuando las cadenas son ramificadas se tienen las isoparafinas; al
presentarse dobles uniones entre los atomos de carbono se forman las
olefinas; las moléculas en las que se forman ciclos de carbono son los
naftenos, y cuando estos ciclos presentan dobles uniones alternas (anillo

bencénico) se tiene la familia de los aromaticos.
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Ademas hay hidrocarburos con presencia de azufre, nitrégeno y oxigeno

formando familias bien caracterizadas, y un contenido menor de otros
elementos. Al aumentar el peso molecular de los hidrocarburos las estructuras
se hacen verdaderamente complejas y dificiles de identificar quimicamente con

precision. (8)

Cuanto mas ligero es un crudo, mayor es su nimero de “API. Los valores del
peso especifico relativo en ‘API para los crudos normales oscilan entre 5 a 60
"API. En general, los crudos ligeros poseen un peso especifico elevado en ‘AP,
pequefia viscosidad, escasa tendencia aditiva y alta tendencia a emulsificarse.

Lo inverso ocurre para los crudos pesados.

Al agua (en donde se inicia la escala de valores de la densidad expresada en

grados API), le pertenece un valor de 10 ‘API. (4)

Los grados API se utilizan asimismo para determinar el precio de un crudo
determinado, dado que cuanto mayor sea el valor en 'API, mayor es la
proporcion de crudo utilizable, principalmente en fracciones ligeras (nafta ligera,
etc).

Segun la densidad, los crudos pueden ser clasificados en:

Tabla 2. Tipos de Hidrocarburos

Tipo de AP Densidad
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Hidrocarburo (kg/m*)
Liviano >31,1 <970
Medio 22,3-31,1 920 - 870
Pesado 10,0-22,3 1000 - 920

Extra Pesado <10 > 1000

Fuente: Freeman, Bob A; Microbiologia de Burrows 22a Edicion, Editorial
Interamericana, Espafia 1986. Pags. 57-62.

Para los hidrocarburos, la densidad es funcién del peso molecular. Los crudos
parafinicos poseen una densidad menor, los aromaticos una mayor densidad,

mientras que los fagténicos poseen densidades intermedias.

1.1.4 Contaminantes

1.1.4.1 Hidrocarburos totales de petroleo

Los TPH son una mezcla de productos quimicos compuestos principalmente de
hidrégeno y carbono, llamados hidrocarburos. Los cientificos han dividido a los
TPH en grupos de hidrocarburos de petréleo que se comportan en forma
similar en el suelo o el agua. Estos grupos se llaman fracciones de
hidrocarburos de petrdleo. Cada fraccion contiene muchos productos quimicos

individuales.

Algunas sustancias quimicas que pueden encontrarse en los TPH incluyen a
hexano, combustibles de aviones de reaccidn, aceites minerales, benceno,
tolueno, xilenos, naftalina, y fluoreno, como también otros productos de
petréleo y componentes de gasolina. Sin embargo, es probable que muestras
de TPH contengan solamente algunas, o una mezcla de estas sustancias

guimicas. (8)
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1.1.4.2 Metales Pesados

Los metales pesados son componentes naturales de la corteza de tierra. No
pueden ser degradados o ser destruidos. En un grado pequefio se incorporan a

nuestros cuerpos via el alimento, el agua potable y el aire.

Los metales pesados son peligrosos porque tienden a bioacumularse. La
bioacumulacién significa un aumento en la concentracion de un producto
quimico en un organismo biolégico en un cierto plazo, comparada a la

concentracion del producto quimico en el ambiente.

a) El cadmio. Estd presente como impureza en varios productos,
incluyendo los fertilizantes del fosfato, los detergentes y los productos de
petréleo refinados.

b) El plomo. En el ambiente se presenta de fuentes naturales y
antropogénicas. Es maleable y ductil. (8)

C) El niquel.  El niquel es un elemento bastante abundante, constituye
cerca de 0.008% de la corteza terrestre. El niquel se presenta en pequefas
cantidades en plantas y animales. Esta presente en pequefias cantidades en el

agua de mar, el petréleo. (23)

1.1.4.4 Efectos de los contaminantes en la Salud

Los efectos de contaminantes en la salud de metales pesados (Cd, Ni, Pb) lo

podemos apreciar en la siguiente tabla:
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Tabla 3.- Impactos de metales pesados enlasaludy el ambiente

Metales Efectos sobre Ambiente y Salud.
Pesados
Cadmio » Daios al sistema inmune.

» Cuando las concentraciones de Cadmio en
el suelo son altas esto puede influir en los
procesos del suelo de microorganismos y
amenazar a todo el ecosistema del suelo.

Niquel » Fallos respiratorios.

» Sabemos que las altas concentraciones de
niqguel en suelos arenosos puede
claramente  dafiar a las plantas.
Microorganismos pueden también sufrir una
disminucién del crecimiento debido a la
presencia de niquel, pero ellos usualmente
presentan resistencia de niquel.

Plomo » Perturbaciones en el sistema nervioso

» Los organismos del suelo también sufren
envenenamiento por Plomo.

Fuente: Agencia para Sustancias Toéxicas y el Registro de Enfermedades.

(ATSDR). 1998.

Los efectos de contaminantes de hidrocarburos de petréleo lo podemos

apreciar en la siguiente tabla:

Tabla 4.- Impactos de Hidrocarburos de Petréleo en la salud y el ambiente

Contaminantes Efectos en la salud
TPH > Pueden afectar el sistema nervioso
central.

» La ingestion de algunos productos
de petrdleo produce irritacion de la
garganta y el estomago depresion
del sistema nervioso, dificultad
para respirar y neumonia.

Fuente: Resefia Toxicologica de los Hidrocarburos Totales de Petrdleo (TPH).
Atlanta, GA.

1.2 BIORREMEDIACION DE VEGETACION CONTAMINADA CON

HIDROCARBUROS



1.2.1.

Vegetacion
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Cada unidad de vegetacion se describe en funcion de su composicion floristica,

riqueza de especies, estructura y cobertura vegetal.

Tabla 5.- Principales caracteristicas de las unida

des de vegetacion.

Tipo de vegetacion Numgro Cobertura Especies dominantes
especies
Vegetacion de 20%
cactaceas 2 Cactaceus del género Cereus
Areas sin vegetacion 0 0% NoO se registran especies
Acacia macracantha
17 40 - 60% | (Fabaceae) ,Sulix
Cultivos humboldtiana(Salicaceae)

Fuente: Bioambiental. S.A., Plan de Biorremediacion., 11 de septiembre 2007.

1.2.2

Identificacion de la cobertura vegetal

El uso actual del suelo en el area de influencia esta representada por bosques

secundarios en varios grados de desarrollo se han establecido cultivos

permanentes como es el caso del café, platano, cacao, guabo, guarumo, entre

otros. El Bosque primario es muy escaso Yy en su totalidad a sido remplazado

por pasto.
Tabla 6.- Principales especies

BOSQUE SECUNDARIO BOSQUE PRIMARIO
Nombre Nombre Familia Nombre
Cientifico Comun Comun
Inga sp. Guabo Moraceae Moral Bobo
Ficus sp. Higueron Melastomataceae | Colca
Apreiba Peine de Lauraceae Canelo
Aspera Mono
Cecropia sp. Guarumo Euphorbiaceae Gurango

Fuente: Corena S.A. Corporacion para los Recursos Naturales., Diciembre del

2007.
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1.2.3 Mejoradores y nutrientes que ayudan en el tra tamiento de la

vegetacion contaminada con hidrocarburos.

1.2.4 Fertilizantes organicos.

Existen fertilizantes organicos, como el estiércol o el compost, e inorganicos
que se utilizan para suministrar al suelo nitrégeno, potasio y calcio en forma de

sales.

> Componentes y utilidad.

Hay muchos tipos de fertilizantes y con diferentes proporciones en sus
componentes. Los componentes basicos de cualquier fertilizante son nitrégeno,
fésforo y potasio.

La diferencia entre unos y otros esta en las proporciones utilizadas de cada uno
de estos componentes.

> Para qué sirven.

Debido a que los contaminantes organicos comunmente no se encuentran en
concentraciones suficientes para soportar un proceso de composteo, el
material contaminado debe mezclarse con sustancias organicas solidas
biodegradables como aserrin, paja, bagazo, estiércol, composta madura y
desechos agricolas. Estos materiales son conocidos como agentes de volumen
y se utilizan en el proceso de composteo con tres finalidades basicas: a)
asegurar la generacion del calor necesario para el proceso; b) mejorar el

balance y disponibilidad de nutrientes (C/N) para la actividad microbiana y c)
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aumentar la porosidad de la composta y con esto la aireacion y capacidad de

retencion de agua (Alexander 1994, Eweis et al. 1998. Semple et al. 2001). (5)

1.3 BIORREMEDIACION
1.3.1 Generalidades
La Biorremediacion es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de los
microorganismos (fundamentalmente bacterias, pero también hongos vy
levaduras) para transformar contaminantes organicos en compuestos mas
simples poco o nada contaminantes, con el fin de realizar una mineralizacién
(compuesto blanco CO ;, + H,0), una transformacion parcial, la humificacién de
los residuos o de agentes contaminantes y una alteracion del estado redox de
metales y, por tanto, se puede utilizar para limpiar terrenos o0 aguas
contaminadas (Glazer y Nikaido, 1995). Su ambito de aplicabilidad es muy
amplio, pudiendo considerarse como objeto cada uno de los estados de la
materia (Atlas y Unterman, 1999). (10)

» Solido: con aplicaciones sobre medios contaminados como suelos o

sedimentos, etc.

» Hidrocarburos de todo tipo (alifaticos, aroméaticos, PAHSs,...).

» Hidrocarburos clorados (PCBs, pesticidas, herbicidas,...).

» Compuestos nitro aromaticos

» Metales pesados: Estos no se metabolizan por los microorganismos de

manera apreciable, pero pueden ser inmovilizados o precipitados.
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» Otros contaminantes: Compuestos organofosforados, cianuros, fenoles,

etc.

Biorremediacion

Caracteristicas del

contaminante

Composicion

Toxicidad

Optimizacion

Microbiol6gica

Tecnologia

aplicada in situ vs.

ex situ combinada

Métodos Analiticos | —>

Muestreo —>

Regulacion Legal —

Figura 1. Parametros implicados en la Biorremediaci

Nutrientes
Humedad
Aireacion

Landfarming
Compostaje
Bioventing

Adecuacion

Estadistica
Procedimientos

Valores de
referencia

on.
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Los parametros criticos a considerar en un tratamiento biolégico son: tipo y
concentracion de contaminante, concentracibn de microorganismos,

concentracion de nutrientes, aireacion, condiciones macro ambientales.

> Tipo y concentracion de contaminante

> Tipo de hidrocarburos . La biodegradabilidad de un compuesto
organico se debe a que es utilizado por los microorganismos como fuente de
carbono. No todos los compuestos se degradan con la misma facilidad (Niemi
et al, 1987):

> Los compuestos alifaticos de cadena lineal (parafinicos) se degradan
facilmente, las estructuras ramificadas estéricamente inaccesibles para la
degradacion. De la misma forma, los compuestos alifaticos insaturados se
degradan mas lentamente que los saturados.

> Los compuestos aromaticos simples se degradan por diferentes
aperturas del anillo.

> Los compuestos nitrogenados y azufrados se degradan lentamente
(Niemi et al 1987; Rochkind et al, 1986; Vogel et al, 1987). (17)

> Concentracion de hidrocarburos . Cuando la concentracion de
contaminante es alta puede ocurrir que se produzca inhibicién del desarrollo
microbiano (disminuya su capacidad de metabolizacion) o si es muy alta que
intoxique a los microorganismos y estos mueran (LaGrega et al, 1996) .(19)

> Presencia de microorganismos

Los microorganismos pueden degradar hidrocarburos y otras sustancias

contaminantes en forma de cultivos puros (especie Unica) o cultivos mixtos
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(varias especies que mantienen una relacion simbidtica). Para el caso del
tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos se requiere una

concentracién minima de microorganismos degradadores especificos de 10° a

4

10° UFC/g suelo (UFC: unidades formadoras de colonias) y de

microorganismos heterétrofos totales de 10° a 10° UFC/g de suelo. En este
caso generalmente no se necesita inoculacion. Si esta masa critica no es
suficiente se pueden incorporar microorganismos al suelo mediante inoculacion
0 a través el proceso conocido como bioaumentacién. También se puede lograr
un incremento importante estimulando la poblacién microbiana existente por

incorporacion de nutrientes. (14)

Bioaumentacién. Este proceso implica incrementar drasticamente la masa
microbiana del suelo mediante la adicion de microorganismos similares a los

presentes en el suelo obtenidos mediante cultivo en reactores bioldgicos.

Cometabolismo. Se da en casos de sustratos complejos donde los
microorganismos consumen un compuesto y producen enzimas para
transformar otro compuesto, sobre el que no pueden crecer, en uno asimilable

por su metabolismo. (18)

> Nutrientes
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Los nutrientes son substancias quimicas necesarias para el desarrollo de los
microorganismos y se pueden dividir en cuatro grupos: fuentes de Carbono,
Fosforo, Nitrogeno y oligoelementos o elementos minoritarios (micronutrientes).
La fuente de Carbono en nuestro caso es el contaminante, y proporciona el
carbono necesario para producir compuestos celulares, productos metabdlicos
(CO,, agua, enzimas) y microorganismos (debido a la reproduccion de los
mismos). La dosificacion de Nitrogeno y Fésforo se realiza en funcion de la
concentracion de contaminante de acuerdo a una relaciéon que vincula C:N:P
que varia segun los autores entre 100:10:1 la concentracion de hidrocarburo
que se toma como referencia y que aporta un 80 % de su masa como carbono
al proceso, la velocidad de degradacion esperada y un balance de masa del
material en tratamiento y del aporte de cada fertilizante del elemento

considerado.

La fuente de Nitrégeno proporciona el elemento necesario para la produccion
de aminoacidos y enzimas. Dado que la utilizaciébn de estos compuestos es
muy rapida los suelos no alcanzan a cubrir todas las necesidades del proceso y
deben ser incorporados bajo la forma de fertilizantes de uso agricola como urea
o sulfato de amonio. También se pueden utilizar fertilizantes de origen organico

como estiércol. (1)

La fuente de Fésforo interviene en la formacion de compuestos energéticos
dentro de la célula que se utilizan en los procesos de reproduccion y

degradacion. Dado que la utilizacion de este compuesto es muy rapida, los
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suelos no alcanzan a cubrir todas las necesidades del proceso y deben ser
incorporados bajo la forma de fertilizantes de uso agricola como fosfato
diaménico o fosfato tricalcico. También se pueden utilizar fertilizantes de origen
organico como estiércol. Este parametro es de importancia critica para el buen
desarrollo del proceso. (5)

> Condiciones ambientales.

> Aireacion

La presencia de oxigeno es importante para la degradacion de hidrocarburos,

ya que es un proceso aerébico.

> PH

El pH del compost es importante para el desarrollo de los microorganismos
degradadores, siendo los mas adecuados los comprendidos entre 6 y 8.
Cuando el pH excede 8 se debe disminuir el mismo mediante adicion de azufre
al suelo. Si es menor de 6 se puede incrementar mediante la incorporacion de
carbonato de calcio o hidroxido de calcio al compost. Cuando se encuentran
metales pesados en el terreno a muy altas concentraciones se debe trabajar a
un pH que mantenga el metal inmovilizado o en forma no soluble (pH alto),
para disminuir la toxicidad de los microorganismos.

> Humedad

El agua es importante para el desarrollo de los microorganismos ya que actua
como medio de transporte de nutrientes y oxigeno a la célula. Es conveniente

mantener una humedad del orden del 70 % de la capacidad de campo. Un
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exceso de humedad produce inhibicion del proceso por anaerobiosis. Un déficit
impide el desarrollo de los microorganismos.

> Temperatura

La temperatura influye en la velocidad de degradacion marcadamente,
dependiendo del tipo de microorganismos disponibles. Normalmente las
temperaturas mas adecuadas se encuentran entre 20 ° C y 40 ° C, (los
microorganismos que trabajan a estas temperaturas se denominan mesofilos).
La velocidad de degradacion aumenta con la temperatura, por lo que un
incremento de la misma es util, en los procesos de compostaje en donde se

alcanzan temperaturas de 65 ° C. (2)

> Presencia de metales y sales

Los metales y las sales en altas concentraciones intoxican a los
microorganismos. En el caso de los metales se puede aumentar el pH del
compost para inmovilizarlos y asi disminuir la toxicidad sobre los
microorganismos. Si se tienen suelos muy contaminados con metales o sales
se deberian diluir con suelo limpio para poder llevar a cabo el proceso biolégico

(17).

1.3.2 Tipos de Biorremediacion

En los procesos de Biorremediacion generalmente se emplean mezclas de
ciertos microorganismos o plantas capaces de degradar o acumular sustancias
contaminantes tales como metales pesados y compuestos organicos derivados

de petroleo.
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Basicamente, los procesos de Biorremediacion pueden ser de tres tipos:

Degradacion
Enzimatica

Remediaciéon

Biorremediacion Microbiana

Fitorremediacion

\

Figura 2. Diferentes modos de Biorremediacion
1) Degradacion enzimatica
Este tipo de degradacion consiste en el empleo de enzimas en el sitio
contaminado con el fin de degradar las sustancias nocivas. Estas enzimas se
obtienen en cantidades industriales por bacterias que las producen
naturalmente, o por bacterias modificadas genéticamente que son
comercializadas por las empresas biotecnolégicas se usan enzimas son
utilizadas en tratamientos en donde los microorganismos no pueden
desarrollarse debido a la alta toxicidad de los contaminantes.
2) Remediacion microbiana
En este tipo de remediacion se usan microorganismos directamente en el foco

de la contaminacion. Los microorganismos utilizados en Biorremediacion
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pueden ser los ya existentes (autdéctonos) en el sitio contaminado o pueden
provenir de otros ecosistemas, en cuyo caso deben ser agregados o
inoculados. La descontaminacion se produce debido a la capacidad natural que
tienen ciertos organismos de transformar moléculas organicas en sustancias

mas pequenas, que resultan menos toxicas.

Existen, por ejemplo, bacterias y hongos que pueden degradar con relativa
facilidad petréleo y sus derivados, benceno, tolueno, entre otros. Los metales
pesados como uranio, cadmio y mercurio no son biodegradables, pero las
bacterias pueden concentrarlos de tal manera de aislarlos para que sean

eliminados mas facilmente. (11)

Las actividades microbianas en el proceso de Biorremediacion se pueden

resumir en el siguiente esquema:

MINERALIZACION
Contaminante
transformado en

Fuente de
Carbono:
CONTAMINANTE CO, y H,0

&

Microorganismos
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Figura 3 .Metabolismo Microbiano

3) Remediacion con plantas (fitorremediacion).

La fitorremediacion es el uso de plantas para limpiar ambientes contaminados.
Aunque se encuentra en desarrollo, constituye una estrategia muy interesante,
debido a la capacidad que tienen algunas especies vegetales de absorber,
acumular y/o tolerar altas concentraciones de contaminantes como metales
pesados.

1.3.3 Tecnologias de Biorremediacion.

Existen dos tipos principales de tecnologias de Biorremediacion:

> Biorremediacion in-situ:

Las técnicas in situ buscan estimular y crear un ambiente favorable para el
crecimiento microbiano a partir de los contaminantes. Este objetivo
generalmente puede lograrse con el suministro de aire u oxigeno (bioventeo),
nutrientes (bioestimulacion), microorganismos (bioaumentacién) y/o humedad,

ademas del control de temperatura y pH (EPA, 2001).

> Biorremediacion ex-situ:
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Los procesos de Biorremediacion ex situ, incluyen: (i) procesos de
biodegradacion en fase de lodos, en donde el suelo se mezcla con agua (para
formar un lodo), microorganismos y nutrientes; y (ii) de biodegradacion en fase
sélida, en donde los suelos colocan en una celda de tratamiento (composteo) o
sobre membranas impermeables (biolabranza), en donde se agrega agua y

nutrientes (EPA, 2001) (13).

1.3.4 Fundamento bioquimico de la biodegradacié n

El fundamento bioquimico de la Biorremediacion se basa en que en la cadena
respiratoria, o transportadora de electrones de las células, va a producir una

serie de reacciones de oxido-reduccion cuyo fin es la obtencion de energia.

La cadena la inicia un sustrato organico (compuestos hidrocarburados) que es
externo a la célula y que actia como dador de electrones, de modo que la
actividad metabdlica de la célula acaba degradando y consumiendo dicha

sustancia.

Los aceptores mas comunmente utilizados por los microorganismos son el
oxigeno, los nitratos, los sulfatos y el dioxido de carbono. Cuando el oxigeno es
utilizado como aceptor de electrones la respiracibn microbiana se produce en
condiciones aerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo aerobio;
sin embargo, si utiliza los sulfatos o el dioxido de carbono se produce en
condiciones reductoras 0 anaerobias, y los procesos de biodegradacion seran

de tipo anaerobio. (9)



Degradacion aerobia:

Sustrato  + —

O,

Degradacion anaerobia:

Sustrato (NO*,S0, %
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biomasa + CO, + H,O

—» ,Fe* Mn*,CO,)

Biomasa+CO?*(N,,Mn**,S%* Fe?* CH,).

Figura 4. Degradacion aerobia y anaerobia.

Tabla 7. Capacidad de biodegradacion

Alta
biodegradabilidad

Intermedia
biodegradabilidad

Baja
biodegradabilidad

Fraccion de los alcanos,

Compuestos aromaticos

Fraccion polar que son

incluye alcanos | e hidrocarburos | las resinas (piridinas,
normales, alcanos | policiclicos aromaticos. | quinolinas, carbazoles,
ramificados. Estos compuestos son | sulféxidos y amidas) y
los de mayor | asfaltenos (fenoles,
importancia debido a su | acidos grasos, cetonas,
toxicidad y tendencia a | ésteres y porfirinas)
la bioacumulacién.
1.3.5 El composteo como estrategia de Biorremed iacion.

1.3.5.1 Composteo.
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El compostaje o “composting” es el proceso biolégico aerdbico, mediante el
cual los microorganismos actuan sobre la materia rapidamente biodegradable
(restos de cosecha, excrementos de animales y residuos urbanos), permitiendo

obtener "compost"”, abono excelente para la agricultura.

El compost o mantillo es el resultado de un proceso de humificacion de la
materia organica, bajo condiciones controladas y en ausencia de suelo. El
compost es un nutriente para el suelo que mejora la estructura, ayuda a reducir

la erosion y ayuda a la absorcion de agua y nutrientes por parte de las plantas.

El composteo es un proceso bioldgico controlado, por el cual los contaminantes
organicos pueden convertirse en subproductos inocuos estables. ElI material
contaminado se mezcla en pilas, con sustancias organicas solidas
biodegradables, como paja, aserrin, estiércol y desechos agricolas. Se ha
usado con éxito, para la remediacion de suelos contaminados con clorofenoles,

gasolina, HTPs, HAPs (Van Deuren y col., 1997; Semple y col., 2001).

1.3.5.2. Factores que condicionan el proceso de  compostaje

El proceso de compostaje se basa en la actividad de microorganismos que
viven en el entorno, ya que son los responsables de la descomposicion de la
materia organica. Para que estos microorganismos puedan vivir y desarrollar la
actividad descomponedora se necesitan unas condiciones Optimas de

temperatura, humedad y oxigenacion. Los factores mas importantes son:
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> Temperatura. Las pilas de compost son eficientes en rangos de
temperatura entre 30 a 40 °C (mesofilicos).

> Humedad. En el proceso de compostaje es importante que la humedad
alcance unos niveles optimos del 40-60 %. Si el contenido en humedad es
mayor, se produciria una putrefaccion de la materia organica. Si la humedad
es baja se disminuye la actividad de los microorganismos y el proceso es mas
lento.

> pH. Influye en el proceso debido a su accion sobre microorganismos. En
general los hongos toleran un margen de pH entre 5-8, mientras que las
bacterias tienen menor capacidad de tolerancia (pH = 6-7,5).

> Oxigeno. El compostaje es un proceso aeroébico, por lo que la presencia
de oxigeno es esencial.

> Relacion C/N equilibrada. Estos materiales son adicionados como
agente de volumen, para mejorar el balance de nutrientes (C/N) para la
actividad microbiana, y para asegurar la generacion del calor necesario para el
proceso.

> Poblacidon microbiana. El compostaje es un proceso aerdbico de
descomposicion de la materia organica, llevado a cabo por una amplia gama de

poblaciones de bacterias, hongos y actinomicetes.

1.3.5.3 El proceso de compostaje.
El proceso de composting o compostaje puede dividirse en cuatro periodos,

atendiendo a la evolucién de la temperatura:
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> Mesolitico. La masa vegetal estd a temperatura ambiente y los
microorganismos mesofilos se multiplican rapidamente. Como consecuencia de
la actividad metabdlica la temperatura se eleva y se producen acidos organicos

qgue hacen bajar el pH.

> Termofilico. Cuando se alcanza una temperatura de 40 °C, los
microorganismos termofilos actian transformando el nitrdgeno en amoniaco y
el pH del medio se hace alcalino. A los 60 °C estos hongos termofilos
desaparecen y aparecen las bacterias esporigenas y actinomicetos. Estos
microorganismos son los encargados de descomponer las ceras, proteinas y

hemicelulosa.

> De enfriamiento. Cuando la temperatura es menor de 60 °C,
reaparecen los hongos termdfilos que reinvaden el mantillo y descomponen la
celulosa. Al bajar de 40 °C los mesdfilos también reinician su actividad y el pH

del medio desciende ligeramente.

> De maduracion. Es un periodo que requiere meses a temperatura

ambiente, durante los cuales se producen reacciones secundarias de

condensacion y polimerizacién del humus.

1.3.5.4 Tipos de sistemas de compostaje:
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Hay tres tipos, hileras, pilas estaticas y reactores cerrados. La forma de
aireacion es lo que diferencia a las pilas estaticas de las hileras, las hileras son

aireadas por volteo mientras las pilas estaticas se introducen aireacion forzada.

Hileras (biopilas alargadas)

Se apila el material ya mezclado con los agentes esponjantes y los nutrientes si
son necesarios, formando hileras, el alto y ancho de las mismas deberia ser
suficiente para permitir que el calor generado en el proceso metabdlico sea
mayor al disipado. El ancho se sitia normalmente entre 3 y 4 m, mientras que

la altura puede llegara 1.2y 1.5 m.

El método de aireacion depende en cierta medida del tamafio de la hilera, la
frecuencia del volteo depende de los objetivos a lograr, a veces es una vez al
dia, una cada mes o nunca. Como se dijo el volteo ayuda a mantener una

temperatura homogénea en todo el material que forma la pila.

Chiabicrta

) TN
Composta

Figura 5 . Representacion esquematica de un sistema de biopilas alargadas

b) Pilas estaticas

El material mezclado se coloca sobre un sistema de tubos perforados
conectados a un soplete o bomba de vacio. La aireacion de las pilas puede

lograrse mediante aire forzado o por vacio.
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En pilas profundas se utilizan redes de tubos a diferentes alturas para la
aireacion y para el aporte de humedad y nutrientes. Las pilas pueden ser de 3

hasta 6 metros de altura.

Cubiarla

Finade

Base Bomba composta
da wacio

Figura 6. Representacion esquematica de un sistema aireado de biopilas
estaticas.

C) Reactores cerrados.

Tiene altos costos de inversidon pero proporcionan el mayor control del proceso.
Se equipan con mecanismos combinados para permitir frecuentes o continuas
mezclas de los residuos. La mezcla mejora la distribucién de los contaminantes
y permite mayor contacto entre los microorganismos, los productos quimicos,

incrementando el potencial de la biodegradacion. (21)

1.3.5.5. Tipos de compost.

> De maleza. ElI material empleado es vegetacion de sotobosque,
arbustos .Se utiliza como acolchado o “mulching”.

> De maleza y broza. Similar al anterior, pero al que se le aflade broza
(restos de vegetacion muertos). Es un compost de cobertura.

> De material vegetal con estiércol. Procede de restos de vegetales,
malezas, plantas aromaticas y estiércol de équidos o de pequefios rumiantes.

Este tipo de compost se incorpora al suelo en barbecho.



-46 -

1.3.6 Biorremediacion por bioestimulacion
Con la bioestimulacion o biorremediacion acelerada lo que se pretende es
acelerar el proceso de biodegradacion natural proporcionando nutrientes y/o

nuevos microorganismos a una zona contaminada con compuestos organicos

para proceder a su transformacion en compuestos inofensivos.

Este es el proceso mediante el cual, los microorganismos (bacterias, hongos...)
autdctonos o inoculados de una zona, degradan (metabolizan) los

contaminantes _organicos presentes en la misma. Para que los

microorganismos (principalmente las bacterias) puedan eliminar las sustancias
quimicas dafinas, el compost debe tener la temperatura, los nutrientes y la
cantidad de oxigeno apropiados. Esas condiciones permiten que los
microorganismos crezcan y se multipliquen, y asimilen mas sustancias

quimicas. (18)

Desde un punto de vista metodoldgico, que determinan a su vez otras tantas

aproximaciones principales a la Biorremediacion son los siguientes:

Atenuacioén natural

Se denomina Biorremediacion intrinseca o atenuacion natural, a la que sobre

muchos compuestos organicos se lleva a cabo por los microorganismos
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autoctonos, principalmente bacterias, del medio afectado (Rosenberg y Ron,

1996):

La capacidad intrinseca de asimilacion de un medio depende, de las
“habilidades metabdlicas” de los microorganismos nativos, del tipo de

contaminante y, l6gicamente, de la geoquimica y la hidrogeologia en la zona.

Factores que limitan la atenuacién natural

Hay bastantes factores que pueden limitar o impedir la atenuacion natural en
un medio contaminado; algunos de ellos ya los hemos apuntado (King et al.,
1997):

» Carencia de nutrientes esenciales para los microorganismos (por ejemplo,
nitrogeno y/o fosforo).

» Ausencia de aceptores adecuados de electrones (generalmente oxigeno).

* Inexistencia de condiciones medioambientales apropiadas (pH, potencial
redox, humedad, temperatura).

» Ausencia de poblaciones microbianas con el potencial enzimatico adecuado
necesario para degradar los contaminantes.

* Presencia de componentes toxicos en la mezcla contaminante. (1)

1.3.7 Limites Permisibles
Los limites permisibles de los parametros a analizar en un determinado
proyecto dependen del uso posterior a darse al suelo remediado.El monitoreo

consistira de una caracterizacion inicial del sitio y/o material a remediarse, un
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monitoreo de por lo menos un muestreo con los respectivos analisis cada seis

meses, y una caracterizacion final una vez concluidos los trabajos. (6)

1.3.7. Ventajas y desventajas de la Biorremediac ion
Ventajas:
> Generalmente so6lo origina cambios fisicos menores sobre el medio

> Cuando se usa correctamente no produce efectos adversos significativos

> Puede ser util para retirar algunos de los compuestos toxicos del
petréleo
> Ofrece una solucion mas simple y completa que las tecnologias fisico-

quimicas. Es menos costosa que otras tecnologias

Desventajas

» Su implementacién es especifica para cada lugar contaminado

» Su optimizacion requiere informacion sustancial acerca del lugar

contaminado y las caracteristicas del vertido .(22)

Tabla 8: Limites permisibles para la identificacién

y remediacién de

suelos contaminados en la industria hidrocarburifer a.

Parametro | Expresado | Unidad @ Uso Uso Ecosistemas

en agricola ® | Industrial | Sensibles

Hidrocarburos TPH mg/Kg <2500 <4000 <1000
totales
Cadmio Cd mg/Kg <2 <10 <1
Niquel Ni mg/Kg <50 <100 <40
Plomo Pb mg/Kg <100 <500 <80

Fuente: Reglamento Ambiental (RAOHE).D. E.1215.
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1} Expresado en base de sustancia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas).
2 Valores permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos

1.4 Bacterias

1.4.1 Generalidades

Las bacterias son organismos unicelulares que no estan clasificados entre los
animales ni entre las plantas, sino que pertenecen al reino Moneras. Es el
reino mas primitivo, agrupa a organismos procariotas que carecen de un

nacleo rodeado por membranas y de organelas.

Las bacterias vistas al microscopio generalmente aparecen como esferas o
como bastones rectos o curvos. La longitud promedio de la célula bacteriana es

aproximadamente 5 micras.

Las bacterias pueden clasificarse, atendiendo a su forma, en cocos (esféricas),
bacilos (bastones rectos) y espirilos (bastones curvos). Otra forma de clasificar
las bacterias es aerobia, las que necesitan aire para vivir, anaerobia, que no
pueden vivir en presencia de aire y por ultimo, aquella que indiferentemente

pueden vivir con aire o sin éste.

Dependiendo de la fuente de carbono que utilizan, los microorganismos se

pueden clasificar en:
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> Heterotrofos si se utilizan carbono organico.

Pili

A_
B-Ribosomas
C-Capsula

atmosférico  (microorganismos que

Figura 7. Estructura de la célula bacteriana

D-Pared celular

E-Flagelo

F-Citoplasma
J-Membrana citoplasmatica.

Hay varios tipos de microorganismos

crecimiento minima, maxima y optima

G-Vacuola
H-Plasmido
I-Nucleoide

en funcion de sus temperaturas de

Tabla 9.- Grupos de microorganismo segun su tempe  ratura
Grupo Temperatura Temperatura Temperatura
minima (°C) Optima (°C) méxima (°C)
Psicrofilo 0-5 20-35 25-40
Mesdfilo 5-20 30-45 40-50
Termofilo 35-45 45-70 60-80
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Fuente: Freeman, Bob A; Microbiologia de Burrows 22a Edicion, Editorial
Interamericana, Espafia 1986. Pags. 57-62.

1.4.2 Microorganismos degradadores de petrdleo.

Los llamados organismos hidrocarburoclasticos son bacterias y hongos
capaces de degradar petréleo fisioldgica y metabdlicamente.

Distinguimos principalmente tres grupos de microorganismos:

1) Bacterias: existen numerosos géneros de bacterias capaces de degradar
hidrocarburos, pero de ellos destacamos el género Pseudomonas,
Rhodococcus, Acinetobacter o Bacillusentre otros, por poseer los anteriores el
mayor nimero de especies con esta capacidad.

2) Hongos: igualmente encontramos varios géneros de hongos capaces de
degradar hidrocarburos, destacando en este caso los géneros Aspergillus,
Penicillium y Candida (este ultimo dentro de las levaduras).

3) Algas microscopicas: fundamentalmente cianobacterias.

En ecosistemas no contaminados, los microorganismos degradadores de
hidrocarburos constituyen menos del 0,1% de la comunidad microbiana;
mientras que en ecosistemas contaminados con hidrocarburos pueden

constituir el 100% de la comunidad microbiana.

Las poblaciones dominantes en estas comunidades poseen caracteristicas
nutricionales relacionadas al contaminante y pueden ser también resistentes a
muchas formas de estrés ambiental. Cuando la fuente de carbono es un

substrato insoluble como un hidrocarburo, los microorganismos facilitan su
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difusién hacia la célula produciendo substancias como carbohidratos, acidos
grasos, enzimas Yy biosurfactantes. Los microorganismos utilizan estos
compuestos a manera de un biofilm alrededor de la molécula del hidrocarburo,
para posteriormente ingerirlo o romperlo en compuestos simples de carbono y
oxigeno. Estos microorganismos usan la energia liberada para manejar los
procesos termodinamicamente no espontdneos como la sintesis de

componentes celulares. (16)

CAPITULO Il

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIALES

2.1.1 Lugar Experimental
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El area de trabajo se encuentra localizada en la parte posterior de la Bodega
Central del Campamento Guarumo de Petroproduccion, en donde existe un

terreno destinado para este tipo de investigaciones como es Biorremediacion.

El Campamento se halla ubicado a dos kilometros al este de la poblacion de
Pacayacu, Parroquia Pacayacu, Canton Lago Agrio, Provincia de Sucumbios,

se encuentra en las coordenadas 325417 E y 9994338 N; a 265 m.snm.

2.1.2  Materiales Experimentales

2.1.2.1 Vegetacion contaminada con Petrdleo

La muestra de vegetacion contaminada con petroleo fue en el mes de
Noviembre del 2007, en un derrame de crudo por corrosion de la linea de flujo
del pozo Shuara 09, aledafio a la entrada estacion Shuara. La vegetacion
contaminada proveniente de un area (aproximadamente 210 m?) fue trasladada
al lugar para el cual fue disefiado para su posterior tratamiento.

2.1.2.2 Sustratos
» Bagazo de cafa.
» Aserrin
» Hojas de guaba
» Estiércol

2.1.2.3 Bacterias de la zona
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Para el presente trabajo los microorganismos no fueron manipulados
genéticamente, se logré realizar una activacion de los mismos
proporcionandoles (bioestimulacion), los cuales unos meses después de
terminado el tratamiento y habiendo sido metabolizados por los agentes
microbianos, volveran a su nivel normal y de esta forma también los

microorganismos retomaran su nivel de equilibrio poblacional.

Se realizé el monitoreo de microorganismos totales por conteo luego de 48

horas de incubacion sobre agar PCA (Plate Count Agar).

2.1.3 Materiales de laboratorio

Tabla 10. Materiales, Reactivos.

MATERIALES REACTIVOS CANTIDAD
Balones de aforo de 100 ml Acido Bérico 2%. 25ml|
Espatula Acido Clorhidrico 0.002 N.
Filtros whatman sin ceniza
whatman sin ceniza 4 Agua destilada
Fundas de polietileno Acido Nitrico Concentrado 10ml
Guantes desechables. Acido Sulfarico 10 ml
Mascarilla Freon Destilado 300 ml
Molino eléctrico Hidréxido de sodio al 33%.
Papel filtro Selenio Pizca
Papel aluminio esteéril Silica Gel 0,69
Placas para recuento de
aerobios. Sodio Bicarbonato 0.5 N. 50ml|
Peras Sulfato de sodio (anhidro). 159
Pipeta volumétrica de 1 ml. Peptona 9 ml
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Pipeta graduada de 10 ml Phosver en sachet 18

Pipetas estériles

Pinza metalica

Probeta de 250 ml

Tubos de digestion

Tubos de ensayo con tapa

rosca

Vasos de precipitacion de 50 ml

Varilla de agitacion

Vidrios reloj

Tabla 11. Equipos Utilizados
EQUIPOS CODIGO MARCA

Agitador de Tubos EI/10-02 Brarnstead
Agitador calentador magnético El/25 Thermolyne
Balanza electronica digital. El/
Bafo Ultrasonido El/67 Cole-Parmer
Cabina de almacenaje para
solvente El/15-01 Labconco
Camara de flujo laminar
Cromatografia de Gases E1/50-00 Shimadzu
Destilador de Kjeldhal El/20 Gerhardt
Depurador El/17 Gerhardt
Digestor EI/16-00 Gerhardt
Estufa pequeia El/35 Caution
Estufa de conveccién mecénica EI/58 Bacostead
Espectrofotbmetro El/24-00 HACH
Incubadora
Mufla
pH metro EI/59 Orionstar
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2.2 METODOS

221 Muestreo

2.2.1.1 Recoleccion del material contaminado (Cam  po)

El derrame fue localizado en la linea de flujo del pozo Shuara 09 ocasionada
por corrosion interna, el area de afectacion fue de 210 m? En el muestreo el
objetivo es obtener muestras representativas que deberan cubrir toda el area

contaminada y son de caracter simple y puntual.

Se traz6 una cuadricula extendida sobre toda el area afectada. Las lineas de la
cuadricula deben estar distantes una de la otra 3 metros tal como se muestra
en el diagrama. En el cual se precedid a realizar un muestreo al azar de
vegetacion contaminada con petréleo y se llevd todo este material recolectado
al centro de acopio para su posterior tratamiento Campamento Guarumo-

Petroproduccion.
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En el centro de tratamiento se realizara un muestreo compuesto del
contaminante las mismas seran llevadas a laboratorio en fundas plasticas
impermeabilizadas (2509g) para su posterior analisis fisico- quimico.

Se escogio este tipo de muestreo porque el area es irregular.

\
\

Figura 8. Esquema de la grilla de muestreo

Punto de Muestreo

La vegetacion recolectada de cada uno de los puntos de muestreo fue
colocada en una lona para su mezclado y homogenizacién, se procedera hacer
el compost. Este se llevara al area destinada para el tratamiento, localizada
en la parte posterior de la Bodega Central del Campamento Guarumo de

Petroproduccion.
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La muestra especifica de muestreo que se debe emplear en cada caso
depende de las condiciones ambientales, caracteristicas y estado del
contaminante, sustrato sobre el que se encuentre depositado y factores de
origen ambiental que hayan sido incorporados.

2.2.1.2 Andlisis de muestra (Laboratorio)

Para realizar los analisis de laboratorio se procedié a realizar un muestreo
compuesto el mismo que consiste en homogenizar la muestra sobre papel filtro
y realizar un cuarteo de la vegetacion contaminada de las cuales se toma las
dos partes diagonales para repetir este procedimiento de esta manera se
obtendra una muestra representativa.

2.2.1.3. Descripcion de la tecnologia a aplicarse

2.2.1.3.1 Metodologia

El presente trabajo de investigacion, se inicio con la recoleccion del desbroce
de vegetacion contaminada con petrdleo y se dio por terminado cuando los
analisis de laboratorio (TPH y metales pesados), dieron valores inferiores a los
limites exigidos en el Reglamento Ambiental para las Operaciones
Hidrocarburiferas en el Ecuador, Decreto Ejecutivo 1215, de acuerdo a la
Tabla 6: Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos
contaminados en todas las fases de la industria hidrocarfurifera, incluidas las

estaciones de servicios, para suelos de uso agricola.

1. Toma de muestras compuestas

2. Limpieza de los residuos organicos

3. Preparacion del area de tratamiento
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Tratamiento de los desechos organicos (Compostaje)

. Tratamiento del material

Disposicion en pilas de tratamiento.

Oxigenacién y homogenizacion.

Monitoreo y control analitico del proceso.

Evaluacion del proceso.

10. Disposicion final de desechos.

Tabla 12. Métodos de andlisis procedimiento labora

torio

3 N PROCEDIMIENT | METODO DE METODOLOGIA
ITEM | ANALISIS \UNIDAD @] REFERENCIA | EQUIPO USADO
Muestra compuesta
1 Muestreo y representativa,

homogenizacion
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Extraccion bajo
EPA SW-846 |condiciones
pH 1311, PEE-AG- |estandares,
01 determinacién
potenciométrica
Extraccion bajo
Conductivida EPA SW-846 con,diciones
d eléctrica Us/cm 1311, PEE-AG- estandgres_,
02 determinacién
conductivimétrica
Digestion acida,
filtracion y
Cadmio mg/kg SW-846- SW-846- determinacion  por
3050B/7130Cd | 3050B/7130 Cd .
espectroscopia de
absorcion atémica.
Digestion acida,
filtracion y
Niquel mg/kg 30580\%%1260 Ni determinaciéon  por
SW-846- espectroscopia de
3050B/7520 Ni |absorcion atémica.
Digestion acida,
Plomo mg/kg SW-846- SW-846- glértg(r;rlr?i?\acién po¥
3050B/7420 Pb | 3050B/7420 Pb N
espectroscopia de
absorcion atébmica
EPA E:‘gﬁccién co;
TPH markg PEE/LABPAM/SS | 413,1;1664; |0 s por
/01 Publicacion 0 espectotrofotometri
ECY 97-602 . .
a infrarrojo
Nitrégeno mgiL APHA/AWWA Destilador Kjeldhal
Global WEF 4500-NH3 y titulacion
Formacion complejo
coloreado y lectura
Fésforo mg/L HACH 8048 mediante
espectrofotometria
UV/VIS

2.2.2.

Métodos Analiticos

2.2.2.1. Determinacion de Temperatura

1. Principio:
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1.1. Normalmente las medidas de Temperatura pueden realizarse con cualquier
termometro Celsius de mercurio, que como minimo debera tener una escala
con marcos cada 0.1 °C sobre el tubo capilar y una capacidad minima que
permite equilibrio rapido.

1.1. Alternativa determinacion con sensor de Temperatura.

2. Referencia:

2.1 PHA/AWWA/WEF Standard Methods N° B2250.

2.2.2.2. Determinacion de humedad

1. Principio

Se entiende por la cantidad de agua presente en el suelo y se determina por
desecamiento en la estufa a 100-105 °C hasta obtener un peso constante.
2.2.2.3. Determinacion de Aerobios Mesofilos

1. Método

El método se basa en incubar en agar de recuento en placa, a 35°C y durante
48 hrs., volumenes medidos de diferentes diluciones de la muestra, y contar el
namero de colonias producidas para determinar el nimero de gérmenes
viables o unidades formadoras de colonias por gramo de muestra

1. Referencia

ISO 4833,2003

2.2.2.4 Determinacion de Potencial de Hidrogeno

1. Principio

1.1. Disolucion del suelo contaminado en agua destilado y determinacion

mediante un medidor de pH que conste de un potenciometro, un electrodo de
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vidrio, un electrodo de referencia y un dispositivo para compensar la
Temperatura, confiable y reproducible.

2.2.2.5 Determinacion de Hidrocarburos Totales

1. Principio

1.1. Extraccion con freén y determinacion por espectrometria infrarrojo.

2. Referencia:

2.1 EPA 413.1; 1664; Publicacion N° ECY 97-602.

2.2.2.6 Determinacion de metales pesados (Cd, Ni, Pb)

Cadmio

1. Principio

1.1 Digestion acida, filtracion y determinacion por espectroscopia de absorcion
atomica.

2. Referencia:

SW-846-3050B/7130 Cd.

Niquel

1. Principio

1.1 Digestion acida, filtracion y determinacion por espectroscopia de absorcion
atomica.

2. Referencia:

2.1 SW-846-3050 B/7520 Ni.

Plomo

1. Principio

1.1 Digestion acida, filtracion y determinacion por espectroscopia de absorcion

atémica.
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2. Referencia:

2.1 SW-846-3050B/7420 Pb.

2.2.2.7 Determinacion del Nitrégeno global
1. Principio

1.1 Destilador kehndjal y titulacion

2. Referencia:

2.1 APHA/AWWA WEA 4500-NH3.

2.2.2.8 Determinacion del Fosforo

1 Principio

1.1 Formacion del complejo coloreado y lectura mediante espectrofotometria
UV/VIS.

2. Referencia:

2.1 APHA, AWWA. Método 4500-P E.

2.2.2 Metodologia del Recuento de Aerébios Mesofil  os

2.2.3.1. Preparacion de la Técnica

10 g de muestra
90 ml de agua peptonada

Agregar 1 ml de la dilucién
elegida en |Placas Petri
Agregar 20 ml de Agar Plate Count.
Mezclar con movimientos rotatorios de izquierda a
derecha durante 1 minuto
Incubar a 30-35C por 48 hrs.

I

Observar si transcurrido este tiempo se
forman colonias de microorganismos.
|
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Informar como:
UFC/g= x (prom) x (1/inéculo) x 10

2.3. Disefio experimental
La vegetacion contaminada en el area de afectacion fue (210 m? ) fue
distribuida en partes iguales en cada parcela para recibir el tratamiento

correspondiente.

Para el desarrollo de la presente investigacion, se la realizé mediante una
técnica de compost para lo cual surgio la necesidad de construir un cubeto de
18m x 8m delimitada por un muro de tierra de 0.50 m de altura y rodeada por
un canal perimetral que dirige las aguas lluvias y probables lixiviados de
hidrocarburos a un sumidero impermeabilizado con geomembrana y provisto de
un tubo con cuello de ganso, esta fue dividida en 18 parcelas, las cuales
contienen partes iguales de vegetacion contaminada con hidrocarburos. (Ver

fotografia N°1).

La investigacion consistidé en llevar a cabo una valoracion de una técnica
bioldgica para vegetacion contaminada con hidrocarburos, se trabajo con seis

tratamientos con tres réplicas de cada uno, lo que da un total de 18 parcelas.

En la Figura N° 2 se puede apreciar la distribucién de las 18 unidades
experimentales, identificadas con sus respectivos codigos: T; — Tg Yy las

réplicas a, az, as; by, by, bs. La ubicacion de las parcelas se las realiz6 al zar.
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Ademas se pude apreciar en la figura la distribucién de parcelas, se coloco un
blanco de esa manera se podra comparar con los parametros que se mediran
en la vegetacion contaminada.

2.3.1 Metodologia

2.3.1.1. Tipo de Disefio

En nuestra investigacion se ve la necesidad de trabajar con un disefio
experimental conocido como disefio de doble via, se aplica cuando el material
es heterogéneo las unidades experimentales homogéneas se agrupan
formando grupos homogéneos llamados bloques. Al utilizar este tratamiento
adicional se obtiene una informacién complementaria que permite determinar
con mucha claridad los resultados y de esa manera llegar a conclusiones mas

valederas luego de haber realizado el experimento.

2.3.1.2. Modelo Matematico

Entonces, cada respuesta experimental puede expresarse por el siguiente

modelo matematico:

Yij = u +B; +Tj + Eij

i=1,2,..,t
j=1,2,...,r
Donde:
Yij = observaciones en el i-esimo bloque y j- €simo tratamiento

e
I

promedio global para toda todas las observaciones
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B; = efecto del i-&simo bloque
T; = efecto del j-esimo tratamiento
Ej = error aleatorio

2.3.1.3. Factores de estudio tratamientos y réplica  s.

En nuestro trabajo vamos a tomar 3 muestras por cada tratamiento en total
tendremos 18 muestras, debido a que son 6 tratamientos lo que vamos a

realizar con 3 réplicas a excepcion del blanco.

Se probaran 6 variantes de tratamiento con 3 repeticiones para evitar errores,
por esto es que se dividiran 18 subparcelas y un Blanco o Testigo en total
tendriamos 19 subparcelas a las mismas que se suministraba agua una vez al
dia también aireando durante toda la fase experimental con el propdsito de

mantener condiciones aerobias.

2.3.1.4. Preparacion de tratamientos

La vegetacion contaminada con petroleo contiene partes iguales 181,81 kg de

material contaminado.

La vegetacion contaminada con hidrocarburo de 3272,58 kg (100%), se

combind con nutrientes y los acondicionadores de acuerdo a los tratamientos.
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Los tratamientos aplicados fueron: T; (75% Mo+25% A), T, (55% MO+45% A9,
T3 (45%MO+55% A), T4 (25% Mo+75% A), Ts (35% MO+65% A), Ts (40% MO

+60% A).

Las unidades experimentales (bioceldas) se mantuvieron en temperatura
ambiente, por el exceso de lluvias se construye un techo de plastico con base
de cafia, para ayudar al proceso de biodegradacion se dio aireacion manual 4
veces por semana para lograr la mayor soltura de la vegetacion, a los 30 dias
de iniciado el proceso de biorremediacion se tritura el material contaminado
cada 15 dias en adelante durante los 6 meses, se adiciona los porcentajes
correspondientes de cada tratamiento, nutrientes(desechos organicos
vegetales) y acondicionador(absorbente), con la finalidad de bioestimular la

poblacién microbiana.

Figura 9. Ubicacién de tratamientos y repeticione  s.
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TiM1N1p1

ToM1N2p1

T4M1N2p3

TsM3N1p>

TaM2N2p1

T3sMaN2p2

TeM3N2p2

TiM1N1p>

Ts

T3sM2N1p1

TeM3N2p1

TiM1N1p3

ToM1N2p2

TaM2N2p2

TsM1N2p3

ToM1N2p3

T3sM1N2p3

Te

BLANCO

T = Tratamientos

M = Maleza contaminada

N = Materia orgénica

P = Parcelas
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2.3.1.5. Parametros de Control

Es imprescindible tomar en cuenta los parametros de control durante toda la

Biorremediacion (seis meses) a continuacion se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Parametros de Control

Parametros de
Analisis control Unidad
pH H
Temperatura °C
Fisicos Humedad %
Aireacion | @ -------
Microbiol6gicos | Aerobios Mesobfilos UFClg

2.3.1.6. Parametros de medicion

Los pardmetros a medir de cada una de las unidades experimentales nos
permiten comparar con los limites permisibles de RAOHE, de esta manera se
determinara si ha disminuido los niveles de contaminaciéon en la vegetacion
impregnada con hidrocarburos. Se detalla a continuacion los diferentes

paradmetros a medir en la Tabla 14.

Tabla 14. Parametros de Medicion.
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Andlisis Parametros de Unidad
medicion.

TPH mg/kg.

Quimicos Niguel mg/kg

(cada 30 dias) Cadmio mg/kg

Plomo mg/kg

El

efecto

de 6 tratamientos se determinara mediante una matriz o tabla de doble entrada

con las combinaciones de los tratamientos y réplicas 6 tratamientos y 3 réplicas

en cada tratamiento. De esta forma el célculo parte determinando la suma de

cuadrados total, de los tratamientos, de las replicaciones, y del residuo como si

se tratara de un disefio de bloques. Las respuestas experimentales seran

consideradas mediante el analisis de varianza.

En la tabla 15 se muestra la matriz de respuestas experimentales.

Tabla 15. Represtacion generalizada de las repues

un disefio de bloques.

tas experimentales en

Bloques Total Medias
Tiempo Tratamientos de
(Meses) bloque
T1 | T2 T3 | T4 | 15 | T6 s
Ry | Y Y121 Y131 Yia1 | Y151 Y161 Y.1 Y.1
1 R> | Yiro Y122 Y132 Yia2 | Y152 Y162 Y.2 Y.2
Rz | Yus Y123 Y133 Y143 | Y153 Y163 Y.3 Y.3
2 R: | You Y221 Y231 Yoa1 | Yo51 Y261 Y.4 Y.4
Ra [ Yor Y20 Yo32 Yoa2 | Yos52 Y262 Y.s Y.s




-76 -

Rs | Yoi3 Y223 Y233 Yos3 | Yos3 Y263 Y.6 Y.6
3 Ri1 | Ysnn Y321 Y331 Yas1 | Y351 Y361 Y.7 Y.7
R | Yz Y321 Y332 Yas2 | Y352 Y362 Y.s Y.s
Rs | Y33 Y322 Y333 Yasz | Y353 Y363 Y.o Y.o
4 Ri1 | Yann Ya21 Y31 Yasr | Yas1 Y461 Y.10 Y.10
Ry | Ya2 Y422 Y432 Yaso | Y52 Y462 Y.11 Y.11
Rz | Ya3 Y23 Y33 Yasz | Yas3 Y63 Y.12 Y.12
5 Ri1 | Ysnn Y521 Ys31 Y541 | Y551 Ys61 Y.13 Y.13
R> | Ys12 Y522 Y532 Y542 | Y552 Ys62 Y.14 Y.14
Rs | Y513 Y523 Ys33 Y543 | Y553 Ys63 Y.15 Y.15
6 Ri1 | Yen1 Y621 Y31 Yea1 | Yes1 Y61 Y.16 Y.16
R> | Ye12 Y22 Y632 Yea2 | Ye52 Y62 Y.17 Y.17
Rs | Ye13 Y23 Y633 Yeaz | Ye53 Y63 Y.18 Y.18
Total de Y.1 Y.o Y.3 Y.4 Y.5 Y.s
tratamiento
S
Medias Y., Y.o Y.3 Y.4 Y.s Y.s
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Se realizara un analisis descriptivo, inferencial sobre la poblacién, ademas se

utilizara una inferencia sobre la poblacion a través de la prueba de hipotesis

basada en pruebas de comparacion multiple en este caso se utilizara la prueba

de Tuckey, el analisis estadistico se lo realizara utilizando como Software.Las

férmulas para el

calculo de ANOVA para calcular la variacion entre

tratamientos, blogues y error experimental.

La determinacion de andlisis de varianza queda como un D.B.C.A, se desea

considerar Unicamente los tratamientos, que se detallan en la tabla 16.

Tabla 16. ANOVA para un disefio de un factor.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Razon de
Variacion Cuadrados Libertad Medios Varianza
Tratamientos Ny yfe k-1 SCTr/(k-1) | CMTr/CME
(y..)? ] n*k
Blogues(Tiempo) | 1/k> .~ n-1 SCB/(n-1)
(y..)% ] n*k
Error SCT(SCB+SC k(n-1) SCE/(k-1)(n-1)
Tr)
Total Zyijz - kn-1

(y...)%/ n*k
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CAPITULO Il
3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion de vegetacion contaminada por

petréleo

Para los analisis biolégicos y quimicos de la vegetaciébn contaminada se

tomaron una muestra inicial.

La vegetacion contaminada por derrames de petréleo fue caracterizado por
LABPAM en Lago Agrio, acorde a los requerimientos y limites permisibles para

Suelos de Uso agricola de la Tabla 6 del RAOHE, con lo cual se obtendra

resultados sobre TPH y Metales Pesados.

Para lo andlisis biolégicos y quimicos de vegetacion contaminada se tomaran

una muestra inicial y luego una muestra por unidad experimental, hasta

alcanzar los limites permisibles en el RAOHE.

Tabla 6 del RAOHE, con lo cual se obtendra resultados sobre Hidrocarburos

Totales (TPH) y metales pesados ( Cd, Ni, Pb).

Tabla 17. Caracterizacién de Vegetaciéon contaminada

derrames de

con Petréleo

Parametro Expresado Unidad Valor Uso
en agricola
Hidrocarburos TPH mg/Kg 86500 <2500
totales
Cadmio Cd mg/Kg 0,8 <2




79

Niquel Ni mg/Kg 37,41 <50
Plomo Pb mg/Kg 20 <100
Potencial de pH 5 6-8
Hidrégeno

Humedad % 27,78
Aerobios Mesofilos UFClg 5*10°

De acuerdo con los valores observados en la primera caracterizacion se
deduce que el valor de Hidrocarburos Totales (TPH) sobrepasa los limites
permisibles segun el RAOHE para suelos de uso agricola, podemos ver
también resultados de metales pesados de acuerdo al reglamento antes
mencionado se encuentran vago los limites permisibles, pero durante todo
nuestro trabajo no se descuido en seguir realizando los andlisis de los mismos.

3.2. Parametros de control durante la biorremedia  cion

En las tablas 21, 22, 23, 24, 25 y 26 ANEXO (4) se muestran los valores
medios de los parametros de control de cada una de las unidades
experimentales. De lo antes mencionado se obtuvo las siguientes figuras 10,11,
12,13 ,14 y 15.

3.2.1 Potencial de Hidrégeno

En la figura 10, nos da a conocer como ha ido evolucionando el valor de pH al
inicio del tratamiento teniamos un valor de 5,00 (caracterizacion inicial) por lo
gue tenemos un valor de pH acido durante los tres primeros meses(noviembre,
diciembre y enero), permanecen en un rango de 5,93-6,00 ligeramente acido,
con el transcurso de los dias podemos apreciar un incremento con respecto al

pH que va desde 6,71 a 8,65 a partir del mes de febrero hasta el dltimo mes de
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experimentacion abril para todos los tratamientos, pero con respecto al testigo
se mantuvo en este rango desde el mes de febrero.
Cabe destacar que para el aumento de pH hubo la necesidad de incorporar

carbonato de calcio (cal).

FIGURA 10. Monitoreo del pH durante la
Biorremediacion.
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3.2.2.  Humedad.

En la figura 11, nos da a conocer como ha ido evolucionando el valor de
humedad al inicio del tratamiento teniamos 27,78% (caracterizacion inicial) por
lo que tenemos un valor de humedad relativamente bajo, con el transcurso de
los dias obtuvimos un valor de humedad normal gracias a que constantemente
afiadiamos agua durante todo el proceso de biorremediacion para la actividad
metabdlica de los microorganismos , de esta manera a partir del mes de

diciembre nos mantenemos en un rango de 50 a 70% de humedad para todos
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los tratamientos, un déficit de humedad impide el desarrollo de los

microorganismos.

FIGURA 11. Monitoreo de la Humadad durante la
Biorremediacion.
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3.2.3.  Aerobios Mesofilos

En la figura 12, nos da a conocer como ha ido evolucionando el crecimiento
bacteriano al inicio del tratamiento teniamos 5,4 *10° (caracterizacion inicial)
con el transcurso de los dias obtuvimos un valor de 3,3 * 10’ gracias a que
constantemente afadiamos cantidades considerables de nutrientes durante
todo el proceso de biorremediacion, es asi que los tratamientos Ty, T, son los

gue mayor crecimiento microbiano presentan.
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FIGURA 12. Monitoreo de Aerobios Mesofilos durante la
Biorremediacion
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3.2.4. Control de Carbono Organico

En la figura 13 puede apreciar que los niveles de concentracion del carbono
estdn presentes en cantidades altas durante los tres primeros meses,
disminuyendo asi lentamente a partir del mes de febrero, llegando a obtener
resultados medios, mientras que los Ultimos meses se observa resultados
adecuados con respecto a la cantidad de carbono con respecto al tratamiento

(Ta).
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FIGURA 13. Monitoreo del Carbono
Organico durante la Biorremediacion.
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En la muestra testigo, de igual forma va disminuyendo lentamente los valores

de la cantidad de carbono de manera lenta.

Para llegar a los niveles adecuados de concentraciones de carbono se debe

controlar la Temperatura, Humedad, pH y finalmente el analisis quimico

3.2.5 Control de Nutrientes Fosforo

En la figura 14 se puede apreciar como va incrementando la cantidad de
fésforo, iniciando con una concentracion baja en los primeros meses
(noviembre-diciembre), mientras que en los meses de (enero — febrero)
presentan una concentracion media, llegando casi a los niveles adecuados en
los dltimos meses (marzo- abril).

En la muestra (testigo) lentamente incrementa la concentracion de fosforo

durante los seis meses de experimentacion
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FIGURA 14. Monitoreo del Fosforo durante
la Biorremediacion.
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3.2.6. Control de Nitrégeno Total

En la figura 15 nos muestra la cantidad de nitrogeno durante los tres primeros
meses (noviembre-diciembre), sus rangos presentan niveles de
concentraciones bajos de nitrdgeno, mientras que en los meses (febrero-abril)
lentamente aumenta su concentraciones llegando a valores medios en los
tratamientos (T1,T2),y los tratamientos(Ts,Te) presentan valores casi

adecuados de concentracion con respecto al fésforo.
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FIGURA 15. Monitoreo del Nitrogeno Total durante la
Biorremediacion.
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En la muestra (Testigo), cada andlisis durante los seis meses de
experimentacion, nos indica que el aumento de nitrégeno es muy lento.

3.3. Parametros de medicion durante la biorremedi  acion

En las tablas 27, 28, 29 y 30 ANEXO (5) se muestran los valores medios de
los parametros de medicion de cada una de las unidades experimentales. De lo

antes mencionado se obtuvo las siguientes figuras 20, 21,22 y 23.

3.3.1. Hidrocarburos Totales de Petrdleo (TPH)

En la figura 16, nos da a conocer como ha ido evolucionando los hidrocarburos
totales de petroleo (TPH) durante todo el proceso de biorremediacion se
incluye también testigo, se puede apreciar que en el tercer mes (enero) surgio
una disminucién considerable de TPH debido a la adicion de acondicionadores,

caso contrario con testigo su valor permanece constante.
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Cabe mencionar que los T1y T, son los que han tenido buenos resultados en la

disminucién de hidrocarburos totales de petroleo.

FIGURA 16. Monitoreo de los TPH durante la
Biorremediacion
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El tratamiento involucra lavar el material contaminado con agua a alta presion,

se ve una disminucion del contaminante (TPH) a partir mes de enero.

Tabla 18. Andlisis tabla de ANOVA con STATGRAPHICS TPH

Andlisis de Varianza

Fuente Suma de GL Media F Significacion
cuadrados cuadratica
Tratamientos | 2.89517E10 |5 5.79035E9 | 3603. | 0.0000
71
Bloques 2.33375E7 |5 4.6675E6 | 2.90 |0.0335
Error 4.01694E7 |25 | 1.60677E6
Total 2.90152E10 | 35
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Si las medias de los tratamientos son diferentes entre si se pueden considerar
los tests de comparaciones multiples y de rangos estudentizados, que se vieron
para el modelo unifactorial general. Se ha de reemplazar el nUmero de réplicas

por nivel del factor (n) por el nimero de bloques (b).

En este estudio de investigacion con la parte relacionada con el analisis de

varianza, siendo esta la forma mas sencilla de su uso.

A través del factor Fisher de 2.90 el cual al compararlo con los valores
preestablecidos en las tablas para una investigacion con 25 GL., nos indica
existe diferencia significativa al 5%.
Rechazamos nuestra hipoétesis nula Ho
Aceptamos nuestra hipotesis alternativa Hy para lo cual existen pruebas de
comparacion multiple en este caso lo analizaremos mediante la prueba de
Tukey.

Tabla 19. Prueba de TUKEY para los TPH
Method: 95.0 percent Tukey HSD

Forml. Count LS Mean Homogeneous Groups

6 6 2480.33 X

5 6 3401.5 X

4 6 6528.17 X

3 6 12794.2 X

2 6 64268.2 X

1 6 67757.3 X

Contrast Difference +/- Limits
1-2 *3489.17 2255.84
1-3 *54963.2 2255.84
1-4 *61229.2 2255.84
1-5 *64355.8 2255.84
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1-6 *65277.0 2255.84
2-3 *51474.0 2255.84
2-4 *57740.0 2255.84
2-5 *60866.7 2255.84
2-6 *61787.8 2255.84
3-4 *6266.0 2255.84
3-5 *9392.67 2255.84
3-6 *10313.8 2255.84
4-5 *3126.67 2255.84
4-6 *4047.83 2255.84
5-6 921.167 2255.84

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.
Esta tabla se aplica un procedimiento de comparacion mdultiple lo cual nos da a

conocer cual es el mejor tratamiento.

Un asterisco se ha colocado junto a 14 pares, lo que indica que
estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas en el 95,0%

nivel de confianza.

3.3.2. Metales pesados (Cadmio)

En la figura 17, nos da a conocer como ha ido evolucionando metales pesados
en cada uno de los tratamientos en este caso tenemos Cadmio que ha
disminuido considerablemente durante todo el proceso de biorremediacion se

incluye también testigo, se puede apreciar que en el mes esto fue en enero
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surgioé una disminucion considerable de cadmio, caso contrario con testigo su

valor permanece constante.

Cabe mencionar que los Ty, y T2, son los que han tenido buenos resultados en

la disminucién de de este contaminante como es Cadmio.

FIGURA 17. Monitoreo del Cadmio durante la
Biorremediacion
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3.3.3. Niquel

En la figura 18, nos da a conocer como ha ido evolucionando metales pesados
en cada uno de los tratamientos en este caso tenemos Niquel que ha
disminuido considerablemente durante todo el proceso de biorremediacion se
incluye también testigo, se puede apreciar que en el mes de febrero surgié una
disminucién considerable de niquel, caso contrario con testigo su valor

permanece constante.
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Cabe mencionar que los Ty, y T2, son los que han tenido buenos resultados en

la disminucion de de este contaminante como es Niquel.

FIGURA 18. Monitoreo del Niquel durante la
Biorremediacion.
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3.3.4. Plomo

En la figura 19, nos da a conocer como ha ido evolucionando metales pesados
en cada uno de los tratamientos en este caso tenemos Plomo que ha
disminuido considerablemente durante todo el proceso de biorremediacion se
incluye también testigo, se puede apreciar en el mes de diciembre surgio una
disminucién considerable de niquel, caso contrario con testigo su valor

permanece constante.

Cabe mencionar que los Ty y Ty, son los que han tenido buenos resultados en

la disminucién de de este contaminante como es Plomo.
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FIGURA 19 . Monitoreo del Plomo durante la
Biorremediacion
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3.4. Eficiencia de los parametros de medicion de lo s tratamientos

durante la biorremediacion

De acuerdo a todos los datos obtenidos se puede determinar en que
porcentaje se ha ido degradando los contaminantes durante los seis meses
gue se llevé a cabo la biorremediacion; Hidrocarburos Totales de Petroleo
(TPH), Metales Pesados (Cd, Ni, Pb), se da a conocer en las siguientes
figuras 20, 21,22 y 23.

3.4.1. Eficiencia de Hidrocarburos de Petrdleo (TP H)

Cabe mencionar que en la figura 20 se puede apreciar que los tratamientos
T1 (97,79%) y el T, (97,11%), son los que mayor porcentaje de degradaciéon

tienen en la descomposicion de hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH).
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FIGURA 20 . Eficiencia TPH
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3.4.2. Eficiencia de Metales Pesados (Cd)
Cabe mencionar que en la figura 21 se puede apreciar que los tratamientos
T, (63,08%) y T, (60,00%), los valores del cadmio siempre estaban bajo la

norma segun la RAOHE (< 2 mg/kg) para uso agricola RAOHE.

FIGURA 21 . Eficiencia del Cadmio.
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3.4.3. Eficiencia de Metales Pesados (Ni)
Cabe mencionar que en la figura 22 se puede apreciar que los tratamientos
T1 (94,60%) y T, (94,13%) los valores del niquel siempre estaban bajo la

norma segun la RAOHE (< 50 mg/kg) para uso agricola RAOHE.

FIGURA 22 . Eficiencia del Niquel.
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3.4.4. Eficiencia de Metales Pesados (Pb)
Cabe mencionar que en la figura 23 se puede apreciar que los tratamientos
T,(82,58%), T, (82,47%)y T3(81,36%) los valores del plomo siempre estaban

bajo la norma segun la RAOHE (< 100 mg/kg) para uso agricola.
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FIGURA 23 . Eficiencia del plomo.
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Con el porcentaje de eficiencia de los seis tratamientos en estudio mediante la
atenuacioén natural, bioestimulacion, se llevé a cabo satisfactoriamente el
proceso de degradacion de los contaminantes (TPH, Cd, Ni, Pb) durante la
Biorremediacion, obteniéndose valores que fluctian (60 -97%). Con todo lo

expuesto se acepta la hipotesis planteada.

CAPITULO IV

4  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones:

1. Los microorganismos en el proceso de degradacion de hidrocarburos
desempeiian un papel importante, al inicio del tratamiento podemos ver un

valor de (5,4 X 10° UFC/g) como muestra inicial, con el trascurso del tiempo
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hubo incremento en la actividad microbiana durante los seis meses de estudio
en el tratamiento T; obteniendo un valor de (6,4 X 10" UFC/g), por lo tanto
mientras mayor cantidad de microorganismos exista la degradacion de los

hidrocarburos es mayor.

2. Queda demostrado que en la vegetacion contaminada no llega en seis
meses a biorremediarse por la poblacion microbiana natural sin la adicion de
nutrientes y acondicionadores existentes, aireacion y humectacion periddica del

area tratada.

3. Al realizar el analisis estadistico en el proceso de degradacion de
hidrocarburos totales de petrdleo (TPH), metales pesados (Ni, Cd, Pb) y
microorganismos se obtuvieron los siguientes valores durante el ultimo mes
(Abril) de experimentacion en el tratamiento T;: TPH(1465 mg/Kg), metales
Cd (0.24 mg/kg, Pb (2.00 mg/kg), Ni (1.600 mg/kg).

Y Aerobios Mesofilos (6,4 X 10’UFC/qg).

4. Se ha demostrado que la técnica de compostaje es eficiente y
econdémico para seguirla aplicando en el proceso de Biorremediacion de

vegetacion contaminada con petroleo.

5. El tratamiento de Biorremediacion aplicando la técnica de Compostaje
por bioestimulacion al area impactada resulté efectivo, observandose una

disminucién en la concentracion de hidrocarburos, obteniendo un porcentaje de
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eficiencia de degradacion en el tratamiento T;. TPH (97.79%) y el T, TPH
(97.11%) y en los metales pesados en el T; Cd (63,08%) y T, (60,00%), T1 Ni
(94,60%), y T, (94,13%), T, Pb (82,58%),T, (82,47%) ,llegando a los limites
permisibles estipulados en el Reglamento Ambiental para las Operaciones
Hidrocarburiferas segun la (RAOHE) y seguros que este sea utilizado como

abono para las plantas ornamentales

6. En definitiva el experimento alcanzo sus objetivos a través del proceso
de compostaje por bioestimulacion y monitoreo de los parametros de control y
medicion, se determind que el T; es el mejor obteniendo de esa manera un
valor de TPH (1465 mg/Kg) es el mas idéneo para llevar a cabo la

Biorremediacion de la vegetacién contaminada.

4.2. Recomendaciones
1. El proceso de compostaje en Biorremediacion de vegetacion
contaminada con petroleo es factible por ser una técnica econdémica y da

buenos resultados.

2. Implementacion de equipos en el Laboratorio de Unidad de Proteccién
Ambiental (UPA) de Lago Agrio (PETROECUADOR) de esta manera se

facilitara el proceso de investigacion.
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3. Dadas las bondades que presenta este tipo de técnica, es
recomendable que la empresa mediante estos tipos de investigacion conozcan
los beneficios que involucra la técnica antes mencionada para la empresa,
comunidades y el ambiente que son directamente afectados por las emisiones

liquidas de la industria petrolera.
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RESUMEN

La investigacion tiene por objeto biorremediar vegetacion contaminada con
petréleo por derrames en el campamento Guarumo — Petroproduccion, con el

fin de disminuir la concentracion de hidrocarburos totales de petréleo hasta

llegar a limites permisibles estipulados (RAOHE), se realizé aplicando una

técnica de compost mediante bioestimulacion.

Para alcanzar el objetivo planteado se realiz6 6 tratamientos (T1 — Tg) con 3
réplicas cada una mas la cantidad de desechos organicos vegetales no
contaminados (75,55,45,25,35 y 65%) vy el acondicionador aserrin
(25,45,55,75,65 y 35% ), para incrementar la actividad microbiana, la
vegetacion contaminada fue distribuida en partes iguales (100%) en 6
bioceldas mientras que se utiliza como testigo (T7), controlado por atenuacion
natural, siguiendo un control de los tratamientos mediante analisis fisico-
quimicos y microbiolégicos cada 30 dias en el periodo, Noviembre 2007- Abril
2008.

Se obtuvo una reduccion de hidrocarburos de petrdleo en el T, (75% MO, 25%
A) obteniendo un porcentaje de eficiencia de TPH en un 97,79%, Cd 63,08%,
Ni 94,60% y Pb 82,58%, en comparaciéon con el T; testigo que obtuvo un
porcentaje de TPH 8,00%; se observo presencia de metales pesados de todos
los tratamientos, hallandose en niveles inferiores a los limites permisibles
segun la RAOHE. El proceso de Biorremediacion por Compost mediante
bioestimulacion inicia con un valor de aerobios mesofilos de 5,4 *10° en la
vegetacion contaminada; en comparacion con la muestra inicial aumentd la
actividad microbiana llegando a un valor de 3,30 * 10’ lo cual demuestra que es
un buen método de Biorremediacion de hidrocarburos totales de petréleo TPH,

opcion econdmica y factible para Biorremediar.

SUMARARY
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This investigation deals with bio-remedying the vegetation polluted with oil spills
in the camp Guarumo-Petroproducion, to diminish the total oil hydrocarbon
concentration up to reaching the permissible limts (RAOHE),it was carried out

applying a compost technique through biostimulation.

To attain the proposed objective six treatments (T1 — Tg ) with 3 replications
each were carried out plus the non-polluted organic vegetable waste quantity
(75,55,45,25,35 and 65%) and the sawdust conditioner (25,45,55,75,65 and 35
%), were carried out to increase the microbial activity. The polluted vegetation
was distributed in equal parts (100%) into six biocells while using the control
treatment (T; ), controlled bay natural attenuation, following a treatment control
trhough the physical and chemical and microbiological analysis each thirty days
in the period November 2007-April 2008.

A reduction of the oil hydrocarbons was obtained in the T; (75% MO, 25%A)
with an efficiency percentage of TPH in a 97,79%,63,08% Cd, 94.60% Ni and
Pb 82,58%, as compared to the control to the control (T7 ) wich obtained a
percentage of TPH 8,00%; the presence of heavy metals of all the treatments
was observed, being at the levels lower than the permissible ones according to
RAOHE. The bio-remedying process bay compost through boistimulation starts
with a value of mesophyll aerobes of 5,4*10° in the polluted vegetation; as
compared to the initial sample the microbial activity increased reaching a value
of 3,30 *10’ wich shows that it is a good bio-remedyng method of total oil

hydrocarbons TPH, an economic and feasible option for bio-remedyng.
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ANEXO 1

DIAGNOSTICO AMBIENTAL DE LA REGION.

MES PRECIPITACION | TEMPERATURA HUMEDAD

(mm) (°C) (%0)
ENERO 143,2 28,3 70
FEBRERO 1411 27,5 75
MARZO 178,8 27,0 79
ABRIL 244,5 26,5 82
MAYO 217,6 26,6 81
JUNIO 238,8 25,4 84
JULIO 282,8 24,5 86
AGOSTO 176,4 25,7 80
SEPTIEMBRE 191,5 26,6 79
OCTUBRE 223,7 27,2 77
NOVIEMBRE 249,6 26,8 80
DICIEMBRE 104,3 28,0 74

Fuente: Anuario Metereologico e Hidroldgico.
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ANEXO 2
RH-300 PRODUCTO BIODEGRADABLE PARA TRATAMIENTO DE
RESIDUOS ACEITOSO, UELO Y LODOS CONTAMINADOS POR

HIDROCARBUROS Y DERIVADOS.

El producto RH 300 es una solucién innovadora para los problemas especificos
de contaminacion por Hidrocarburos y un elemento importante en los procesos
de limpieza industrial, recuperacion de suelos contaminados.

Formulado a partir de productos Citricos Organicos no derivados del Petréleo,
el RH 300 neutraliza una gran variedad de contaminantes y logra estabilizar
(Quelar) metales pesados.

Dentro de las méas importantes caracteristicas del RH 300 se destaca su no
Toxicidad, no es inflamable, no contiene productos separados o destilados del
petrdleo y es completamente seguro de usar cerca de las Personas, animales,
productos alimenticios y plantas.

El RH 300 tiene la habilidad de convertir hidrocarburos y otros contaminantes
en una solucién acuosa lo suficientemente segura como para ser vertida al
sistema de alcantarillado municipal tanto como la regulacién local o municipal lo
permita. Esta solucion también puede ser digerida por microorganismos
presentes en agua y suelo.

Principios Quimicos del RH 300.

Origen

El Rh 300 es un producto constituido por Solvente Organicos derivado de

material Citricos no obtenidos a partir de Derivados del Petréleo. Sus
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componentes Basicos son los d- Limonatos y Terpenos obtenidos a partir de
fritos citricos.

Caracteristicas Fisico- quimicas del Producto.

Punto de ebullicion: 121 °C
Temperatura de encendido: No inflamable
Densidad de vapor: Aire =1

Presion de vapor Igual al agua =1
pH: 10

Limite minimo de explosion N/A

Limite maximo de explosion N/A

Punto de flama:

No encendera

Soluble en agua:

Miscible en todas las
proporciones

Rata de evaporacion:

Agua = 1, menor que 1

Porcentaje de volatiles:

<3%

Color y apariencia:

Liquido lechoso

claro/transparente

Mecanismo de Reaccion.

Los materiales contaminados con hidrocarburos y derivados de petrdleo son
convertidos en compuestos no toxicos mediante procesos de hidrolisis y
saponificacion, adquiriendo la condicion de un sustrato de solucion de agua de
aspecto jabonoso. El RH 300 rompe las cadenas de hidrocarburos facilitando
su esterificacion. En estas condiciones es facilmente asimilable y metabolizado
por los microorganismos mesofilos presentes en el suelo y agua.

Proceso de Quelacion de Metales Pesados.

El RH 300 tiene la especial habilidad o caracteristica de reducir o inactivar los
metales pesados y los residuos mediante un proceso recaptura para lograr
inactivarlos. Cuando un metal es capturado, los iones son retenidos por

cadenas coordinadas y no seran liberados de nuevo durante el proceso.
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Algunos de los metales pesados que el RH 300 puede quelar son: Arsénico,

Cadmio, Cromo, Bario, Plomo, Zinc, Selenio, Niquel.

ANEXO 3

HOJA DE SEGURIDAD DEL MATERIAL : RH-300

1) IDENTIFICACION DEL PRODUCTO
* Nombre del producto: RH 300
2) INGREDIENTES PELIGROSOS
* Ingredientes peligrosos: Ninguno
3) CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS

Punto de ebullicién: 121 0C
Temperatura de encendido: No inflamable
Densidad de vapor: Aire=1
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Presion de vapor Igual al agua =1

pH: 10

Limite minimo de explosion: N/D

Limite méxima de explosion: N/D

Punto de flama: No encendera

Soluble en agua: Miscible en todas las proporciones
Rata de evaporacion: Agua =1, menor que 1

Porcentaje de volatiles: < 3%

Color y apariencia: Liquido lechoso claro/transparente
4) PELIGROS FISICOS

5)

Ninguno

PELIGROS PARA LA SALUD

Signos y Sintomas: Posible causa de irritacion en la piel y ojos

6)

7)

8)

EQUIPO ESPECIAL DE PROTECCION

Guantes de caucho normales, no requiere otros, al menos si la piel es

sensible.

PRECAUCIONES ESPECIALES Y PROCEDIEMIENTOS

ENDERRAMES O FUGAS

Diluir con agua, disponer y acordar con las autoridades locales las

regulaciones

INFORMACION ADICIONAL

Las propiedades orales y dermatoldgicas no se consideran toxicas, ni

ambientalmente perjudiciales.

Los productos no contienen mayores peligros.
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ANEXO 4

VALORES MEDIOS DE LOS PARAMETROS DE CONTROL

TABLA 21. pH
TRATAMIENTOS | NOVIEMBRE | DICIEMBRE | ENERO |FEBRERO | MARZO | ABRIL
T1 5,93 6,33 6,33 6,27 7,66 8,11

T2 5,99 6,00 6,66 7,00 7,21 7,69

T3 5,92 6,33 6,00 7,82 7,57 8,02

T4 5,99 6,33 6,33 7,00 6,33 7,86

TS5 5,94 6,33 6,33 6,71 7,39 7,96

T6 6,00 6,10 6,00 7,97 7,95 8,65

Testigo 5,00 5,45 5,65 6,10 6,58 7,12

TABLA 22. HUMEDAD

TRATAMIENTOS | NOVIEMBRE |DICIEMBRE | ENERO |FEBRERO| MARZO | ABRIL
T1 49,67 55,39 61,81 64,96 62,55 | 66,74

T2 48,97 57,32 65,70 63,39 61,03 | 61,79

T3 61,28 64,97 68,02 59,54 71,32 | 67,43

T4 59,37 60,15 54,52 65,89 69,04 | 65,67

T5 53,71 64,29 65,80 63,78 63,43 | 61,96

T6 54,34 60,22 57,37 64,74 70,02 | 70,64
Testigo 25,78 51,36 55,85 62,65 65,89 | 69,42
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Analisis
Microbioldgico
(UFC/g)
TRATAMIENTOS Fecha 1 Fecha 2 Fecha 3
T1 8,05E+06 6,33E+07 3,30E+07
T2 6,44E+06 6,76E+06 3,25E+07
T3 7,13E+06 6,45E+07 3,15E+07
T4 6,56E+06 4,04E+07 2,22E+07
T5 6,66E+06 6,67E+06 2,15E+07
T6 7,15E+06 6,08E+07 2,10E+07
Testigo 5,40E+06 6,70E+06 7,85E+06
TABLA 24. Carbono organico
TRATAMIENTOS |NOVIEMBRE | DICIEMBRE | ENERO | FEBRERO | MARZO | ABRIL
T1 5,18 4,83 4,56 4,05 3,17 2,71
T2 5,23 4,83 4,6 3,65 3,10 2,00
T3 4,48 4,26 4,10 3,03 2,33 1,43
T4 5,55 3,58 3,43 3,01 2,65 1,67
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T5 4,47 4,29 4,02 3,29 2,18 1,34
T6 4,76 4,43 4,19 3,35 2,45 1,52
Testigo 3,50 3,49 3,48 3,47 3,46 3,45
TABLA 25. Fosforo
TRATAMIENTOS | NOVIEMBRE | DICIEMBRE ENERO |FEBRERO | MARZO | ABRIL
T1 4,17 6,58 7,72 10,68 11,35 13,98
T2 5,50 6,34 7,79 10,55 10 13,08
T3 4,03 7,01 7,89 9,99 12,99 14,99
T4 4,80 7,10 7,92 10,09 10,02 12,72
T5 4,93 6,43 7,95 10,5 10,6 12,62
T6 4,27 7,22 8,44 10,05 12 13,61
Testigo 2,00 2,03 2,04 2,06 2,07 2,09
TABLA 26. Nitrogeno
TRATAMIENTOS | NOVIEMBRE | DICIEMBRE ENERO FEBRERO | MARZO | ABRIL
T1 0,08 0,13 0,14 0,19 0,23 0,24
T2 0,04 0,07 0,09 0,17 0,16 0,22
T3 0,05 0,08 0,11 0,17 0,17 0,22
T4 0,07 0,12 0,13 0,18 0,22 0,23
T5 0,03 0,07 0,09 0,15 0,20 0,20
T6 0,06 0,11 0,12 0,17 0,21 0,22
Testigo 0,02 0,021 0,022 0,024 0,026 0,027
ANEXO 5
VALORES MEDIOS DE LOS PARAMETROS DE MEDICION
TABLA 27. TPH
TRATAMIENTOS | NOVIEMBRE | DICIEMBRE | ENERO* | FEBRERO | MARZO ABRIL
T1 66206 62112 10777 7350 2657 1465
T2 68686 67960 12217 7384 3272 1983
T3 65624 62386 14046 6277 2659 2600
T4 70018 67265 14097 6238 4441 2689
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T5 68462 63193 13324 5356 3501 3064

T6 67548 62693 12304 6564 3879 3081
Testigo 86750 85012 84015 83156 82154 79812
Blanco 235 220 215 208 189 185

*El tratamiento involucra lavar el material contami nado con agua a
alta presion, se ve una disminucion del contaminant e (TPH) a partir
mes de enero.

TABLA 28.CADMIO

TRATAMIENTOS | NOVIEMBRE | DICIEMBRE | ENERO | FEBRERO | MARZO ABRIL
T1 0.65 0.46 0.24 0.24 0.24 0.24

T2 0.60 0.41 0.26 0.24 0.24 0.24

T3 0.46 0.33 0.29 0.26 0.24 0.24

T4 0.54 0.38 0.34 0.24 0.24 0.24

T5 0.42 0.32 0.31 0.24 0.24 0.24

T6 0.53 0.44 0.35 0.24 0.24 0.24
Muestra inicial 0.8 0.75 0.66 0.63 0.59 0.58
Blanco 0.031 0.028 0.026 0.24 0.24 0.24

TABLA 29. NIQUEL

TRATAMIENTOS |NOVIEMBRE | DICIEMBRE | ENERO | FEBRERO | MARZO |ABRIL
T1 29.65 18.26 6.50 1.60 1.60 1.60

T2 27.28 14.32 6.05 1.60 1.60 1.60

T3 24.29 10.37 5.33 1.60 1.60 1.60

T4 23.53 15.61 5.66 1.60 1.60 1.60

15 24.89 14.68 4.28 1.60 1.60 1.60

16 25.66 11.92 4.64 1.60 1.60 1.60
Muestra inicial 37.41 35.45 30.5 28.31 28.2 26.38
Blanco 21,00 18,12 16,19 1511 7,13 3,75

TABLA 30. PLOMO

TRATAMIENTOS |[NOVIEMBRE |DICIEMBRE | ENERO | FEBRERO | MARZO | ABRIL

T1 11.48 7.89 2.48 2.00 2.00 2.00

T2 1141 7.02 2.84 2.00 2.00 2.00
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T3 10.73 9.23 3.22 2.75 2.00 2.00

T4 8.95 5.55 2.19 2.00 2.00 2.00

T5 9.74 5.22 2.85 2.00 2.00 2.00

T6 8.55 4.46 4.23 2.44 2.00 2.00

Muestra inicial 20 18.32 17.32 16.25 16.11 15.25

Blanco 7,89 7,08 5,78 5,67 473 2,56
ANEXO 6

Fotografia N °1. Instalacién del centro de acopio para Biorremediacion por

Compost.

Fotografia N ° 2. Codificacién de Identificacién de los diferentes tratamientos.
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Fotografia N °3. Traslado del material contaminado (vegetacion con petréleo).

Fotografia N ° 4. Distribucién de la vegetacién contaminada con petréleo en

cada una de las parcelas.



115

ANEXO 7

Fotografia N °5. Muestras a analizar laboratorio.
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Fotografia N °7. Anélisis de metales pesados




