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INTRODUCCION

En el desarrollo de la Industria Hidrocarburifera en el Ecuador se ha generado graves problemas
ambientales, principalmente en las provincias de Sucumbios, Orellana y Pastaza, en donde se

llevan a cabo las operaciones de exploracion, produccidn y refinamiento del crudo.

Durante el proceso de explotacion de hidrocarburos, a cargo de TEXACO vy posteriormente de
las empresas estatales CEPE, PETROAMAZONAS y PETROPRODUCCION, se excavaron
numerosas piscinas en las que se depositaron desechos hidrocarburiferos, agua, crudo y lodos
de perforacion, algunas fueron abandonadas a la intemperie o taponadas, en algunos casos por
mas de treinta afios, constituyendo en la actualidad pasivos ambientales. Debido a los problemas
ambientales ocasionados por la presencia de estas piscinas, PETROECUADOR aprueba el
Proyecto de Eliminacién de Piscinas Contaminadas y Limpieza de Derrames, D.A. (PEPDA),

iniciando sus actividades en el mes de junio del 2005 (21).

La primera fase del PEPDA se inicia en el Campo Sacha, en donde se han intervenido 67
piscinas y se estan remediando 33. Actualmente el PEPDA opera en los Campos Sacha, Lago
Agrio, Libertador, Cuyabeno, Shushufindi, VHR, Sansahuari, Cuyabeno, Auca, Yuca y
Cononaco, en los cuales se han intervenido 202 piscinas, estos datos fueron recopilados del

reporte semanal de avance de trabajo del DA-PEPDA del 10 de marzo del 2008.

El proceso de recuperacion de piscinas incluye ocho etapas, la cuarta de ellas corresponde al
tratamiento del suelo contaminado con hidrocarburos con la utilizacion de técnicas de

biorremediacion (12).



-15 —
El objetivo de la biorremediacion es disminuir la concentracién de hidrocarburos totales de
petroleo (TPH), utilizando la capacidad de ciertos microorganismos para su degradacion total o
parcial, al utilizar a los hidrocarburos como fuente de carbono y energia en sus procesos

metabolicos, minimizando su movilidad, toxicidad e impacto ambiental (2).

La técnica utilizada por PEPDA es el landfarming en lechos y en plataformas, tecnologia ex situ
que permite tratar suelos con un contenido menor a 50.000 ppm en (TPH), aplicando procesos
de bioestimulacion (adicion de nutrientes) y bioaumentacion (adicion de bacterias nativas

degradadoras de hidrocarburos) (13).

En busca de una alternativa para el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos
mediante la técnica de Landfarming, en esta investigacion se evaluo dos sustratos organicos, el
compost elaborado por el area de abonos del PEPDA y el bocashi, ambos en tres

concentraciones.

El ensayo experimental se llevé a cabo en PEPDA, localizado en la Estacion Sacha Central de
PETROPRODUCCION D.A. en las coordenadas referenciales 291095 E y 9963442 N, a 279

m.s.n.m., en un area aproximada de 120 m?, con un tiempo de duracién de seis meses.

Durante el proceso de biorremediacion se control6 las variables respuesta como lo son: los TPH,
y metales pesados (Cd, Ni, Pb), parametros establecidos en la tabla 6 del RAOH (decreto1215) y
los parametros de control como el RHP, el pH y la temperatura del suelo, la temperatura y

humedad ambiental.

La biorremediacion se complementé aplicando procesos de bioestimulacion con la utilizacion de

urea y bioaumentacion con un consorcio bacteriano nativo degradador de hidrocarburos.
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OBJETIVO GENERAL

» Evaluar dos sustratos organicos en la técnica de landfarming para la biorremediacion de

suelos contaminados con hidrocarburos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Elaborar el sustrato B (Bocashi) mediante técnicas de compostaje.

» Caracterizar fisico quimica y microbiolégicamente el sustrato a1 (Compost) y el sustrato
a2 (Bocashi).

o Caracterizar fisico quimica y microbioldgicamente el suelo contaminado con
hidrocarburos utilizado en el ensayo experimental.

» Evaluar el grado de descontaminacion durante el proceso de biorremediacion por la
técnica de landfarming.

» Determinar el grado de rendimiento del proceso de biorremediacion.

» Evaluar el sustrato mas efectivo para el proceso de landfarming.



CAPITULO |
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

11 DESCRIPCION GENERAL DEL PROYECTO DE ELIMINACION DE PISCINAS Y

LIMPIEZA DE DERRAMES EN EL DISTRITO AMAZONICO (PEPDA)

La Empresa Estatal PETROECUADOR a través de su filial PETROPRODUCCION basado en el
articulo 86 de la Constitucion Politica del Estado, aprueba y pone en ejecucion el Proyecto
Eliminacion de Piscinas Contaminadas y Limpieza de Derrames en el Distrito Amazénico
‘PEPDA”. Este proyecto se present6 a las Autoridades de la Direccién Nacional de Proteccién
Ambiental DINAPA, y fue aprobado en octubre del 2002, sus actividades las inicia en el mes de
junio del 2005, a la presente opera en los Campos Sacha, Lago Agrio, Shushufindi, VHR,

Sansahuari, Cuyabeno, Auca, Yuca y Cononaco (9) (27).

Actualmente, el PEPDA es un proyecto dedicado a eliminar y remediar las piscinas
contaminadas con hidrocarburos en sus areas de operacion. Ademas la intervencion en la

contingencia y posterior limpieza y remediacion de derrames (9).

1.1.1. UBICACION DEL CAMPO SACHA

El Campo Sacha de PETROPRODUCCION se localiza en la Provincia Francisco de Orellana,
Canton Joya de los Sachas, cubre una extension de 136,6 Km?, con una elevacion de 249

m.s.n.m. (9).
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1.1.2. CONDICIONES CLIMATICAS

El area de aplicacion del PEPDA se encuentra en la zona de vida de bosque humedo tropical

(clasificacion bioclimatica de Holdrige), la temperatura media anual oscilan entre 24 y 26 °C, la

precipitacion anual de 2.000 a 4.000 mm. La humedad ambiental tiene un orden del 80 % (9).

1.1.3.

ETAPAS PARA LA ELIMINACION DE LAS PISCINAS

Dentro de las actividades que realiza el PEPDA para la eliminacion de piscinas se contempla la

ejecucion de ocho etapas (27):

1.1.4.

Primera Etapa: Desbroce, recoleccion y lavado de desechos solidos.
Segunda etapa: Tratamiento, succion y transporte de fluidos.
Tercera Etapa: Tratamiento y recuperacion de crudo (PTRCI).
Cuarta Etapa: Limpieza y remediacién de suelo contaminado.
Quinta Etapa: Monitoreo de la descontaminacion.

Sexta Etapa: Taponamiento y reconformacion.

Séptima Etapa: Revegetacion del area de la piscina.

Octava Etapa: Documentacion del proyecto y certificacion de eliminacién de piscinas.

LIMPIEZA DEL SUELO CONTAMINADO (10)

La limpieza de paredes y fondo de la piscina se realiza mediante lavado con agua recirculada a

presion, proceso que se continla hasta que las pruebas de laboratorio demuestren que los

parametros de contaminacion se hallan bajo los limites permisibles del RAOH, Decreto 1215.
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El suelo que no puede ser descontaminado mediante lavado, es removido con ayuda de
maquinaria pesada y luego transportado al area de landfarming para su posterior tratamiento

biolégico.

El suelo es biorremediado utilizando la técnica de landfarming en plataformas de tratamiento, se
tratan volimenes entre 200 y 900 m3 de suelo por plataforma en un periodo aproximado de 7
meses, ademas el tratamiento en lechos, aplicado a un volumen de suelo aproximado de 25 m3

obteniendo resultados en un periodo de tiempo de 3 a 4 meses.

El suelo dispuesto en las unidades de tratamiento (lechos y plataformas) es homogenizado con
materiales esponjantes, durante el proceso se aplica bioestimulacion y bioaumentacion con
bacterias nativas degradadoras de hidrocarburos. Se efectia el control de pardmetros
determinantes como pH, temperatura, humedad y aireacion. Ademas el monitoreo de la
concentracion de hidrocarburos totales de petréleo (TPH) para verificar la disminucion del
contaminante y el numero de poblaciones de bacterias del suelo. Una vez que la concentracion
de parametros en el suelo se encuentra por debajo de limite permisible establecido en la Tabla 6

del RAOH, Decreto 1215, se da por terminado el proceso de biorremediacion.

1.1.5. LABORATORIO DE CIENCIAS BIOTECNOLOGICAS LACIB- PEPDA (10)

El Laboratorio de Ciencias Biotecnoldgicas LACIB, perteneciente al PEPDA, es el area en el que

se lleva a cabo el estudio técnico para la aplicacion del tratamiento biolégico en el suelo.

Las muestras de suelo obtenidas de las piscinas intervenidas en cada campo son superficiales y

compuestas, transportadas en cadena de fri6 al LACIB para su procesamiento microbioldgico, en
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el cual se aisla, caracteriza e identifica bacterias degradadoras de hidrocarburos, se conforma
consorcios bacterianos de cepas nativas, se realiza la masificacion en un reactor biolégico y la

aplicacién en el campo.

1.2  SUELO

El término suelo se refiere al material suelto de la superficie de la tierra, formado por una
agregacion de minerales no consolidados, agua aire, materia orgénica y organismos vivos. La
fase mineral suponen mas del 50 % del volumen total del suelo, conformada en su mayoria por
SiO2, Al 'y Fe y en menor cuantia el Ca, Mg, K, Ti, Mn, Na, N, P y S. El agua y aire

conjuntamente constituyen el volumen de poros que varia entre un 25y 50 % (4).

1.21. CLASES DE SUELOS

Los suelos se clasifican de acuerdo al contenido predominante de particulas, clasificadas por su
tamafio en arena, limo y arcilla, segun las cuales existen las diferentes clases texturales. En
general se consideran tres grupos fundamentales: las arenas que incluyen todos los suelos que
contengan arena en un 70 % o més de todo el material; las arcillas son suelos con un minimo de
fraccion arcillosa del 35 % y el suelo franco de consistencia media. Un suelo franco ideal es una
mezcla de particulas de arena, limo y arcilla en iguales proporciones, pero en muchos casos las
cantidades de dichas particulas son tales que es necesario modificar el nombre de la clase, asi:

franco arenoso, franco limoso, franco arcilloso limoso y franco arcilloso (3).
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1.2.2. CARACTERISTICAS DEL SUELO ARCILLOSO

Las particulas de arcilla estan dispuestas en laminas o placas, son plasticas, cohesivas y con
una elevada capacidad absorbente para el agua, los gases y sales solubles, la arcilla tiene una
elevada actividad superficial; la mayoria son de naturaleza coloidal; tienen una carga superficial
negativa; las arcillas se unen a la materia organica formando el complejo arcilloso-humico; son
absorbentes, por lo que se reduce la disponibilidad de compuestos organicos para la

biodegradacion (3) (4).

Los suelos arcillosos presentan un tamafio de particula de 2 um. Las particulas minerales
coloidales del suelo tienen tamarios que van desde 0,5 hasta 0,2 um como valores promedios, el

limite superior es de 1 um. Siendo asi no toda la arcilla es coloidal (3) (4).

Existen dos grupos de arcillas: las arcillas siliceas, caracteristica de las regiones templadas, y las
arcillas con Oxidos hidratados de hierro y aluminio, que se hallan en tropicos y semitropicos.
Basandose en sus propiedades cristalinas existen tres grandes grupos de arcillas siliceas:

caolinita, montmorillonita y micas hidratadas (3).

1.2.3. CARACTERISTICAS FiSICO QUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS

1.2.3.1. Densidad

Se puede referir al material sélido que compone el suelo y entonces se habla de densidad real, o
a la densidad calculada considerando el espacio total ocupado por los componentes solidos mas

el espacio poroso y se denomina densidad aparente. La densidad aparente de los suelos
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superficiales son sustancialmente diferentes, oscilan entre 1,00 a 1,60 g/mL; mientras que la

densidad real de los sélidos en los suelos minerales oscila entre 2,60 y 2,70 g/mL (3) (4).

La cantidad de materia organica en un suelo afecta a la densidad, al pesar mucho menos que un

volumen igual de sdlidos del minerales (3).

1.2.3.2. Porosidad

El espacio poroso de un suelo esta ocupado por aire y agua. Para la mayor parte de los suelos,
la porosidad varia entre 25 y 50 %, sin embargo en los suelos arcillosos varia considerablemente
debido a los cambios resultantes de procesos como la expansion, contraccion, dispersion,

compactacion y fisura. Los suelos compactados presentan una porosidad baja (3) (4).

1.2.3.3. Humedad

En general el agua del suelo se ha clasificado en tres tipos: La gravitacional es la que se
desplaza en sentido descendente bajo la influencia de la gravedad, estd disponible para
microorganismos y plantas, juega un papel muy importante en el transporte. El agua capilar es la
que se encuentra retenida en los poros, esta disponible para los microorganismos. El agua
osmética es retenida por las particulas de arcilla y humus, ésta no estd disponible para los

microorganismos ni las plantas (4).

La capacidad de campo definida por Veihmeyer y Hendrickson como la cantidad de agua

retenida en un suelo saturado, oscila entre 18 y 30 % en peso en funcién del contenido de arcilla

(4)
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12.3.4. pH

El pH es el grado de alcalinidad o acidez del suelo, basada en la concentracion de iones

hidrégeno en solucion. El valor del pH en la mayoria de los suelos se encuentra entre 4 y 8 (2).

El balance hidrico de un suelo es decisivo para el pH. Los suelos arcillosos tienden a acidificarse

en los climas humedos, debido al cambio idnico y a la lixiviacion de cationes basicos (2) (3).

Una acidez marcada es un sintoma de deficiencia de nutrientes. En suelos con pH menor a 6,5
se reduce la biodisponibilidad de P, Mg, Al, Ca, Mo, B. En suelos con pH mayores a 6,5 se

reduce la disponibilidad de Cu, Mn, Zn, Fe, B (13).

Tabla |. Rangos de interpretacion de resultados de pH.

Interpretacion Rangos
Muy fuertemente &cido <45
Fuertemente &cido 46a55
Medianamente &cido 56a6
Ligeramente &cido 6,1a6,5
Neutro 66a73
Ligeramente alcalino 74a78
Medianamente alcalino 79a84
Fuertemente alcalino 85a9
Muy fuertemente alcalino >9

Fuente: Tabla 4 del libro VI, anexo Il. TULAS

1.2.3.5. Conductividad eléctrica

La C.E. es la capacidad que tiene la solucion del suelo para conducir la corriente eléctrica (3).
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1.2.3.6. Materia organica

La materia orgénica estd constituida principalmente de dos grupos: material parcialmente
descompuesto y el humus, el primero sujeto al ataque de los microorganismos y el segundo un
producto coloidal que poseen una estructura compleja y resistente a transformaciones biologicas
adicionales, material de color negro o pardo. La materia organica en el suelo oscila entre 3y 6 %

como valor promedio (3) (4).

1.2.3.7. Nutrientes

Los nutrientes del suelo se agrupan en macronutrientes primarios (N, P y k) y secundarios (Ca,

Mgy S) y micronutrientes u oligoelementos (Fe, Mn, Cu, Zn, B, Mo y Cl) (13).

1.2.3.8. Relacion Carbono: Nitrégeno (C/N)

La relacion que existe entre la materia orgénica y el contenido de nitrogeno del suelo. Las
variaciones de esta relacion estan influenciadas por las condiciones climaticas, temperatura,
cantidad y distribucion de lluvias.la relacion C/N en climas templados- humedos cultivados se

estabiliza entre 10 a 12/1 (3).

1.2.3.9. Microorganismos

Los organismos vivos ocupan al menos un 1 % del volumen total del suelo. Existe una gran
cantidad de microorganismos en el suelo como bacterias, hongos, algas, actinomicetos y
protozoos con diferentes densidades poblacionales. De acuerdo a las condiciones del suelo y la
presencia abundante de nutrientes. EI nimero de bacterias en la superficie de los suelos oscila

entre 107 a 100 UFC/g de suelo (4).
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1.3 CONTAMINACION DEL SUELO CON HIDROCARBUROS

Suelo contaminado es todo aquel cuyas caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas naturales,
han sido alteradas debido a actividades antropogénicas y representa un riesgo para la salud

humana o el medio ambiente (6).

Quimicamente, el petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos, formado principalmente
por carbono e hidrégeno, con contenidos menores de otros elementos como azufre, oxigeno,

nitrogeno o trazas de metales (25).

La contaminacion del suelo con hidrocarburos es dinamica, los componentes individuales
pueden separarse de la mezcla original, asi tenemos que algunos hidrocarburos como los
Compuestos Organicos Volatiles (COVs) se evaporan; otros hidrocarburos se solubilizan gracias
a la polaridad de sus moléculas; otros compuestos se adsorben en la superficie de la fase solida
del suelo por reacciones quimicas o por fuerzas fisicas, siendo la primera la que fija los
contaminantes, limita el trasporte y disminuye la biodisponibilidad para los microorganismos;
mientras otros son degradados por microorganismos en el suelo y otros por degradacion
quimica. Como resultado de estas transformaciones los hidrocarburos se enriquecen en

compuestos pesados, mas dificiles de degradar (4).

1.3.1. CONTAMINACION DEL SUELO CON HIDROCARBUROS EN EL ECUADOR

Antes de 1993, las actividades de exploracion y produccion de hidrocarburos en el Ecuador,
principalmente con el consorcio Texaco-Gulf, luego CEPE-TEXACO y PETROECUADOR-

TEXACO, no tenian regulaciones ambientales. Durante este periodo estas actividades generaron
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lo que ahora se identifica como pasivos ambientales. Se registran numerosos derrames,
operaciones accidentales y piscinas para depositos de residuos que en general fueron

construidas alrededor de las instalaciones industriales (27).

En el nororiente ecuatoriano existen alrededor de 500 piscinas donde se descargan desechos
toxicos como: desechos de petrdleo mezclados con agua, productos quimicos, lodos de
perforacion, chatarra, entre otros, provenientes de la actividad petrolera. Las piscinas fueron
abandonadas y causaron contaminacién del agua subterranea, de las aguas superficiales (rios,
riachuelos, bebederos, vertientes), alejamiento y disminucién de la flora y fauna nativa; afectando
ademas la salud de las poblaciones locales, situacién que ha generado conflictos permanentes,
entre la Empresa Estatal PETROPRODUCCION filial de PETROECUADOR 'y la poblacion (9)

(22) (27).

1.3.2. LEGISLACION APLICABLE

Con el fin de regular las actividades hidrocarburiferas en el Ecuador, susceptibles de producir
impactos ambientales en el area de influencia directa, el Gobierno expide seguin decreto
ejecutivo N° 2982, publicado en el registro oficial N° 766 del 24 de agosto de 1995 el
‘Reglamento  Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas en el Ecuador’, dicho
reglamento fue reformado segun registro oficial 265 el 13 de febrero del 2001, tomando el
nombre de “Reglamento Sustitutivo al Reglamento Ambiental para las Operaciones
Hidrocarburiferas en el Ecuador” (Decreto N° 1215) (RAOH), actualmente vigente, en el que se
incluyen normas técnicas ambientales, parametros y limites permisibles, formatos, métodos y

definiciones de los términos utilizados en la industria hidrocarburifera (5).
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Los limites permisibles aplicables a suelos contaminados con hidrocarburos se encuentran en la
Tabla 6 del RAOH, Decreto 1215, de acuerdo al uso posterior a darse al suelo remediado,

enlistados en la siguiente tabla. (5).

Tabla Il. Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos contaminados en

todas las fases de la industria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicios.

. Uso Uso Ecosistemas
Parametro Expresado en | Unidad ) ) )
Agricola | Industrial | Sensibles
Hidrocarburos totales de
TPH mg/Kg | <2.500 <4.000 <1.000
Petréleo
Hidrocarburos Aromaticos
HAPs mg/Kg <2 <5 <1
Policiclicos
Cadmio Cd mg/Kg <2 <10 <1
Niquel Ni mg/Kg <50 <100 <40
Plomo Pb mg/Kg <100 <500 <80

Fuente: Tabla 6 - ROAH, Decreto Ejecutivo N° 1215, Registro Oficial 265 de 13- 02- 2001.

1.3.2.1. Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH)

El término TPH se usa para describir a un grupo de sustancias quimicas, derivadas del petroleo
crudo. Debido al gran nimero de hidrocarburos involucrados, generalmente no es practico medir
cada uno de ellos, sin embargo, es util medir la cantidad total del conjunto de hidrocarburos que
se encuentran en una muestra de suelo contaminada, que sirve como indicador general del tipo

de contaminacion del sitio (15).
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1.3.2.2. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs)

Los HAPs constituyen contaminantes organicos, son compuestos estables, toxicos algunos

cancerigenos y mutagenos. Existen dos clases los livianos y los pesados (15).

1.3.2.3. Metales Pesados (12)

Los metales pesados pueden estar presentes como minerales del suelo. Los aportados mediante
vertidos actuan segun diversos mecanismos, basados en las interacciones de la fase liquida

como lo es la adsorcidn, precipitacion, disolucidn, descomposicion biolégica y mezcla.

La disponibilidad de los metales pesados esta regulada por el intercambio iénico, intercambio de

cationes, quelacion de la materia organica y absorcién en las arcillas.

La materia organica puede ser considerada como el factor mas importante que influye en la
sorcion y la formacion de complejos metalicos, se ha comprobado que los acidos humicos y

fulvicos pueden adsorber metales inmovilizandolos.

Existen microorganismos con la capacidad para formar complejos metalicos, otros los
encapsulan eliminandolos al medio y otros actuan mediante reacciones quimicas, como la

oxidacion o la reduccion.

Los mecanismos de retencion de los metales pesados por el suelo consisten en reacciones de
precipitacién, acumulacion en la superficie, oclusién en otros precipitados, union a vertidos
residuales. Dependiendo de diversos factores ecoldgicos como factores ambientales, factores

abidticos y aspectos quimicos del suelo.

La solubilidad de los metales pesados depende del pH, O2, y de la presion del CO».
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1.4  BIORREMEDIACION DE SUELO

La biorremediacion constituye una alternativa exitosa para la disposicion de suelos contaminados
con hidrocarburos, aprovecha la capacidad metabdlica de ciertos organismos (plantas, hongos,
bacterias) para degradar, transformar o remover los contaminantes a productos metaboélicos
inocuos (mineralizacion) o menos toxicos (biotransformacion) para el ambiente y la salud
humana. Esta estrategia bioldgica puede ser aplicada con microorganismos autoctonos o

exogenos, mediante técnicas in situ o ex situ, en condiciones aerobias o anaerobias (1) (8).

La tecnologia in situ, constituye la aplicacion del proceso de biorremediacion del suelo
contaminado en su propio lugar, tratando extensiones grandes de suelo con un minimo de
transporte. La tecnologia ex situ incluye procesos en fase de lodos y en fase solida, dentro de
esta Ultima se encuentra el compostaje y el landfarming. Son técnicas mas costosas que las in
situ, ya que requieren de excavacion y del acondicionamiento del suelo a tratarse, pero permiten
controlar de mejor forma las variables ambientales. Ambas técnicas buscan estimular y crear un
ambiente favorable para el crecimiento microbiano a partir de los contaminantes, con la adicion

de humedad, de nutrientes (bioestimulacion), oxigeno y organismos (bioaumentacion) (1) (4) (8).

1.4.1. LANDFARMING

El landfarming o tratamiento superficial en tierra, es una técnica de remediacion ex situ, aerobia,

cuya aplicacion usual es la reduccion de la concentracion de TPH en suelos contaminados (20).

Los suelos contaminados son excavados y tratados en espacios abiertos, sobre la superficie

revestida con geomembrana para evitar toda posibilidad de percolacion de lixiviados. El drenaje
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se recolecta mediante tuberias perforadas y se tratar por separado o se recircula. La eficacia del
tratamiento es menor a medida que se incrementa el peso molecular de los contaminantes a ser

degradados (4) (8).

1.41.1. PARAMETROS DE CONTROL

La efectividad del tratamiento mediante landfarming depende de las caracteristicas del suelo, de

los constituyentes y de las condiciones climaticas (20).

Dentro de las caracteristicas del suelo se encuentran:

a) Densidad de la poblacion microbioldgica

La concentracidn 6ptima en el recuento de microorganismos heterotrofos totales es de 108 UFCl/g

de suelo (10).

b) ElpH

El rango para el crecimiento microbiano se encuentra entre 6 a 8 siendo el 6ptimo de 7, fuera de
estos rangos debe ser ajustado. 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 hidréxido de calcio al suelo (3) (4).

¢) Humedad

La humedad del suelo influye en la actividad biologica de los microorganismos y por ende en su

desarrollo, al actuar como medio de transporte de nutrientes y oxigeno a la célula. El rango de
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efectividad en el que debe estar la humedad del suelo para aplicar la técnica de landfarming es

de 40 a 85 % de la capacidad de campo (2) (4) (10).

Si hay un exceso de humedad, existen restricciones en el movimiento del aire, lo que reduce la
viabilidad del oxigeno e inhibe el proceso por anaerobiosis, este problema se presenta cuando
existe precipitaciones elevadas o un drenaje pobre. En el caso contrario que el suelo se
encuentra reseco como resultado de los procesos de evaporacion, incrementados en las

operaciones de aireacion, es necesario aumentar la humedad con la irrigacion de agua (20).

d) Temperatura del suelo

La temperatura influye en la velocidad de degradacién marcadamente, La actividad metabdlica
de la mayoria de microorganismos degradadores de hidrocarburos se encuentra en un rango de
10 a 45 °C, siendo su valor dptimo en un rango de 25 a 35 °C, por encima de estos disminuye su

actividad (4) (20).

e) Nutrientes

Los nutrientes y aceptores de electrones son necesarios para mantener el crecimiento de la
biomasa y la generacién de energia. El rango tipico de la relacion C/N/P/K necesaria para la
biodegradacion de los hidrocarburos es de 100:10:1:1, dependiendo de los constituyentes
especificos y los microorganismos que involucre el proceso de biodegradacion. Se ha
demostrado en pruebas de laboratorio que en concentraciones mayores de N y P se trabaja de

mejor forma para degradar residuos (4) (11) (20).



-33-—

Dentro de las caracteristicas de los constituyentes tenemos:

a) Propiedades quimicas

Dentro de las cuales las de mayor importancia son su volatilidad y su estructura quimica (20).

b) Concentracion y toxicidad

En general una concentracion de TPH en un rango de 10.000 a 50.000 mg/Kg y presencia de
metales pesados excediendo los 2.500 mg/Kg son inhibidores del crecimiento y reproduccion y/o

toxicos para la mayoria de microorganismos (20).

c¢) Biodisponibilidad

Es la disponibilidad de los contaminantes a ser degradados, la tasa de degradacion de los

hidrocarburos depende tanto de la capacidad de transporte y del metabolismo microbiano, como

de la transferencia de masa del compuesto (20).

Dentro de las condiciones climaticas tenemos:

a) Temperatura del ambiente

La temperatura ambiental actla directamente sobre la temperatura del suelo impactando la

actividad microbiologica y consecuentemente la biodegradacion (20).

b) Precipitacion

Es un factor que incrementa la humedad del suelo, y causa erosion, es por ello la necesidad de

utilizar impermeabilizacién y un sistema de recoleccion de lixiviados (20).
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¢) Viento

Es un parametro que causa erosion del suelo, concretamente en las operaciones de labrado,

efecto que puede ser limitado al incrementar la humedad y efectuar el arado en hileras (20).

1.4.2. BIOESTIMULACION

La bioestimulacion es la activacion de los microorganismos autdctonos degradadores de
hidrocarburos, mediante la adicion de nutrientes y aceptores de electrones al entorno
contaminado de acuerdo a sus deficiencias, conforme a la relacion C/N/P/K 100/10/1/1, para

acelerar la tasa de biodegradacion (11) (10) (20).

Los microorganismos pueden disponer con facilidad de una parte pequefia de los nutrientes
existentes en la fraccidn mineral del suelo con la dificultad de ser un proceso muy lento. Los
nutrientes son necesarios para el desarrollo y crecimiento de los microorganismos principalmente

los macronutrientes (C, N, P, K) y en menor cantidad los micronutrientes (4).

Los hidrocarburos en el suelo aumentan la cantidad de C disponible en el medio para la actividad
metabdlica de los microorganismos, si esto ocurre en lugares donde la concentracion de
nutrientes inorganicos como N y P es baja, produce relaciones C/N y C/P muy altas, de tal forma
que su concentracion es un factor limitante en la degradacion microbiana de hidrocarburos, se
puede ajustar la proporcién C/N/P mediante la adicién al medio de fertilizantes inorganicos como
la Urea- fosfato, N-P-K, y sales de amonio y fosfato y sales de potasio. También se pueden
utilizar fertilizantes de origen orgénico como estiércol, de esta manera se puede acelerar el

proceso de biodegradacion (26) (31).
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La urea es un fertilizante nitrogenado inorganico sélido, el acido carbdnico de la diamida, cuya
formula quimica es (NH2)2CO, el aporte de nitrogeno de la urea es del 46 % P/P. Su aplicacion

suele provocar acidificacion, que puede ser contrarrestada con la aplicacion de cal (3).

El Sulfato potasico es una sal utilizada como fertilizante que contiene 50 % P/P (K20). Tienen

escaso o ningun efecto sobre el pH del suelo (3).

1.4.3. BIOAUMENTACION

Generalmente, en un suelo con contaminacion recurrente o con episodios previos de
contaminacion, las poblaciones nativas se habran seleccionado a favor de la metabolizacion del
contaminante, a pesar de ello, sus cantidades pueden resultar demasiado pequefias para llevar a
cabo la rapida degradacion, por lo que es necesario incrementar su numero, proceso conocido

como Bioaumentacién (1) (23) (31).

La degradacién de los hidrocarburos se favorece por una poblacion variada de microorganismos
con amplia capacidad enzimatica, generalmente en consorcios, que consiste en una agrupacion
que vive interactuando entre si positivamente y que lleva a cabo mas eficientemente la

degradacion (1) (4).

La aplicacion de un consorcio de bacterias degradativas de hidrocarburos permite la conversion
a acidos grasos, agua, CO2 y biomasa, los cuales son inofensivos para el medio ambiente,
disminuyendo su poblacion después de que los hidrocarburos han disminuido ya que se agota la

fuente de carbono (4) (23).
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1.4.3.1 Microorganismos implicados

Dentro de los microorganismos mas empleados en la biodegradacion de hidrocarburos se
encuentran las bacterias, los géneros mas comunes son: Aeromona, Bacillus, Brevibacillus,
Brevibacterium, Burkholderia, Chromobacterium, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Vibrio,

Flavobacterium (10).

1.4.3.2 Biodegradacion de los hidrocarburos

Al conjunto de caminos metabdlicos por medio de los cuales los tejidos incrementan la polaridad
de un toxico se le denomina biotransformacion. En algunos casos, la biotransformacion resulta
en la produccion de un metabolito que es mas toxico que el compuesto original, al proceso se le
denomina bioactivacién. Si estos metabolitos se acumulan y vencen las defensas del organismo

entonces pueden producir un dafio que se manifieste en una respuesta toxica (1).

Los hidrocarburos son biodegradables en forma aerobia, sin embargo la tasa de biodegradacion
depende de la complejidad de la molécula, algunos hidrocarburos aromaticos pueden ser
degradados en condiciones anaerobias. Cuando la fuente de carbono es un hidrocarburo, los
microorganismos facilitan su difusion hacia la célula produciendo substancias como

carbohidratos, acidos grasos, enzimas y biosurfactantes (4) (11).

Los alcanos lineales son los hidrocarburos mas biodegradables, a pesar de eso los alcanos con
numeros de carbono entre C5 y C6 son solventes que pueden romper la membrana lipidica de
las bacterias, los hidrocarburos con C20 a C40 son cada vez mas apolares por tanto insolubles

en agua. La degradacion se inicia con la accion de enzima mooxigenasa en un proceso
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reversible en el que el hidrocarburo pasa a alcohol, este es fuertemente oxidado a aldehido y

luego a su acido graso luego se da una R—oxidadcién (4).

Los cicloalcanos son menos degradables que los isémeros de cadena lineal, pero mas
degradables que los HAPs, son mas facilmente degradados los cicloalcanos con cadenas largas
0 con un grupo alquil que uno no sustituido. Los cicloalcanos son degradados mediante el ataque
de oxidasas dando un alcohol ciclico el cual es deshidrogenado a una cetona, luego sufre un

ataque en el grupo alquilo y se transforma en un &cido graso (8).

Los compuestos aromaticos mas simples como los BTEX (benceno, xileno, etilbenceno, tolueno)
son compuestos solubles en agua. La degradacién de las moléculas aromaticas involucra dos
etapas activacion del anillo y rotura del anillo; la activacion involucra la incorporacién del oxigeno
molecular dentro del anillo, con la ayuda de enzimas oxigenasa, la monooxigenasa que se
encuentran en hongos y eucariotas, catalizan la incorporacion de un solo atomo de oxigeno para
formar un grupo epdxido, a continuacién las dioxigenasas, caracteristicas de las bacterias,
catalizan la incorporacion de dos atomos de oxigeno molecular, al mismo tiempo para formar un
dihidrodiol, luego estos son oxidados a derivados dihidroxilados tales como el catecol, los cuales
son precursores para romper el anillo. Los HAPs son hidrocarburos formados por dos 0 mas
anillos de benceno, en general un aumento del peso molecular y el nimero de anillos en su
estructura, producen un decremento de la solubilidad y volatilidad, estos hidrocarburos se
degradan anillo por anillo, los HAPs de alto peso molecular resisten a la degradacién microbiana

mientras que los de bajo peso molecular no se encuentran (8).

Los asfaltos y resinas son compuestos de alto peso molecular, con estructuras complejas

compuestas de cadenas de hidrocarburos, nitrogeno, azufre, oxigeno ligados a ramificaciones
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policiclicas aromaticas las cuales incluyen niquel y vanadio. Estos compuestos son recalcitrantes
debido a su insolubilidad y resistencia a la degradacién, ésta ultima junto con su formacion por

medio de reacciones de condensacion los tornan acumulables en el transcurso del tiempo (8).

1.5  SUSTRATO

Un sustrato es todo material sélido distinto del suelo, natural, de sintesis o residual, mineral u
organico, en forma pura o en mezcla, que interviene en el complejo proceso de nutricion mineral

del suelo (24).

1.5.1. CLASIFICACION

Existen diferentes criterios de clasificacion de los sustratos, basados en el origen de los

materiales, su naturaleza, sus propiedades y su capacidad de degradacion (24).

De acuerdo al origen del material empleado en su elaboracion, se clasifican en:

Sustratos inorganicos.- son sustratos preparados a partir de rocas, minerales y residuos

industriales, no son biodegradables (ejm: arena, grava, ceniza volcanica, vermiculita etc...) (24).

Sustratos organicos.- son sustratos que pueden ser de origen natural (ejm; la turba),
provenientes de la sintesis quimica y los de subproductos y residuos agroindustriales y urbanos,

usados luego de ser sometidos a un proceso de compostaje (24).
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1.5.2. CARACTERISTICAS DE LOS SUSTRATOS ORGANICOS

Al ser interés de esta investigacion la aplicacion de dos sustratos organicos en forma de abono,
enunciaremos algunas de sus caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas, las cuales
varian en funcion del material empleado en su elaboracion y por otro lado al tratarse de un

producto organico no tiene composicidn quimica constante, entre ellas se encuentran (24):

1.5.2.1. Porosidad

Es el volumen total del medio no ocupado por las particulas solidas, y por tanto, lo estara por aire

0 agua en una cierta proporcion. Su valor 6ptimo no deberia ser inferior del 80 a 85 % (24).

1.5.2.2. Densidad

El valor éptimo de densidad aparente de un sustrato es menor a 0,4 g/mL pero puede variar de
0,1 a0,7 g/mL y para la densidad real sus valores se encuentran entre 1,45y 2,65 g/mL (24)

(30).

15.2.3. ElpH

Segun sea su valor estaran disponibles en mayor 0 menor medida los iones de los minerales que
contiene. Por estos motivos el pH de un sustrato debe estar alrededor de 6,5 - 7,5 ya que este

es al parecer el rango de maxima disponibilidad de nutrientes (24).

1.5.2.4. Nutrientes

Un sustrato ideal debe tener nutrientes esenciales: (N, K, P, S, Ca, Mg) entre los

macroelementos y Cu, Zn, Fe, Na, Mn, B, CI, Mo entre los microelementos (24).
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1.5.2.5. Materia Organica

Los valores de materia organica deben estar entre 20 al 40 % (30).

1.5.2.6. Microorganismos

Al tratarse de materia organica degradada contiene una gran diversidad de microorganismos,
poblaciones de las que depende la velocidad de descomposicion de la materia organica, la

generacion de productos de descomposicion y la actividad reguladora de crecimiento (24).

1.5.3. BENEFICIOS QUE EJERCEN LOS SUSTRATOS ORGANICOS SOBRE EL SUELO

Un sustrato organico cumple un rol trascendental al corregir y mejorar las propiedades fisicas,

quimicas y bioldgicas de los suelos, tales como:

1.5.3.1. En las propiedades Fisicas

Los abonos organicos influyen en las siguientes propiedades fisicas del suelo (13).

a) Estructuracion del suelo, contribuyendo a su estabilidad.

b) Aumenta la penetracién del agua y la capacidad de retencién de humedad.

c) Mejora la porosidad, facilitando la aireacion, aumentando la infiltracion y permeabilidad
del suelo.

d) Forma agregados con las arcillas, que junto con la capacidad de retencién de agua, lo

hace un buen agente preventivo de la erosion.
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1.5.3.2. En las propiedades quimicas

Los sustratos organicos influyen en las siguientes propiedades quimicas:

a) Aumenta la capacidad tampdn de los suelos (2) (24).

b) Al presentar una gran capacidad de intercambio catiénico aportar con iones de carga
negativa de tamafio coloidal capaces de retener e intercambiar cationes nutritivos (13).

c) Acrecienta el intercambio de aniones, especialmente de fosfatos y sulfatos (2).

d) Suministra una fuente de carbono y energia para los microorganismos (13).

e) Aumenta la disponibilidad de nutrientes, pero en forma lenta en relacién a los

fertilizantes inorgénicos (13).

1.5.3.3. En las propiedades biolégicas

a) Estimulacion de la actividad biologica del suelo (24).

b) Aporte de microorganismos al suelo (24).

1.5.4. COMPOST

El compost es un abono organico proveniente de la descomposicion de residuos de origen
animal, vegetal y agroindustrial, mediante un proceso de digestion aerdbica conocido como
compostaje, en condiciones controladas, llevada a cabo por los microorganismos, que liberan

energia, agua, anhidrido carbonico y sales minerales (13) (17).

Existen distintos sistemas de compostaje se agrupan en dos grandes clases: cerrados o en
reactores y abiertos o compostaje en pilas. EI compostaje en sistemas abiertos se subdividen en:

pilas estaticas, pilas dinamicas pilas estaticas aireadas en forma pasiva y forzadamente (17).
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Actuan diferentes organismos segun las condiciones que se presentan, los macroorganismos
(insectos, gusanos, etc.) rompen las moléculas de mayor tamafio para que los microorganismos
(bacterias, hongos, actomicetes) tengan una mayor superficie de contacto, degradando

complejas proteinas y carbohidratos a aminoacidos y azucares simples (13) (17).

Las caracteristicas quimicas del compost dependen de la cantidad y tipo de materiales utilizados

como de las condiciones ambientales que se dieron durante el proceso de descomposicion (13).

En la etapa final se obtiene el compost que esta constituido por materia organica estabilizada,
humus, minerales, agua y microorganismos, el material es homogéneo, de olor similar al de la

tierra y su temperatura igual a la de sus alrededores (17).

1.5.5. BOCASHI

Término japonés que significa abono organico fermentado, es un biofertilizante que proviene del
proceso de descomposicion aerdbica y termofilica de residuos organicos, gracias a la accion de
microorganismos quimiorganotroficos, que en condiciones favorables producen un material
parcialmente estable de lenta descomposicion, que se incorporan al suelo sin terminar el proceso
en si, lo cual permite aportar al suelo nutrientes y poblaciones de microorganismos en

crecimiento y desarrollo (18) (21) (28).

La tecnologia del bocashi puede evitar las desventajas del compost, tales como formacién de
gases toxicos, el dificil manejo de volumen, la sobrevivencia de agentes fitopatégenos y el largo

tiempo de preparacion (21) (28).
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El principal objetivo del bocashi es activar y aumentar la poblacion de microorganismos
benéficos en el suelo para lo cual se dispone de diversos materiales y un método de fabricacion

que posibilita cumplir con esta meta (7).

El procedimiento de forma general consiste en colocar cada uno de los materiales en capas tipo
pastel, afadir la melaza y la levadura disuelta en agua, luego mezclar todos los materiales,
controlar la humedad y extender en el piso de tal forma que la altura del monton no sobrepasa

los 60 cm (14) (19).

Realizar el control de la temperatura, por lo general, en los primeros dias de fermentacion tiende
a subir a mas de 80 °C, para evitar esto se recomienda hacer dos a tres volteos diarios, uno por
la mafana y otra por la tarde, lo que permite dar aireacion y el enfriamiento del abono. La
temperatura de fermentacion debe estar dentro de los 50 °C. La estabilidad de la temperatura se

logra del quinto al octavo dia. Después se recomienda dar un volteo al dia (28).

El abono organico fermentado logra su maduracion del décimo al quinceavo dia, en este
momento la temperatura del abono es igual a la del ambiente, su color es gris claro, seco, con un

aspecto de polvo arenoso y de consistencia suelta (14).

El abono debe ser elaborado en lugar protegido de la lluvia y del sol, el local ideal es una galera
con piso ladrillo o revestido con cemento, por lo menos sobre el piso de tierra bien firme, de

modo que se evite la pérdida o acumulacion indeseada de humedad donde se fabrica (28).

Las herramientas necesarias son: palas, baldes plasticos, regadera o bomba en mochila para la
distribucion uniforme de la soluciéon de melaza y levadura en el agua, manguera para el agua,

mascarilla de proteccion contra el polvo y botas de hule (28).
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Los puntos criticos en la fabricacion del bocashi son mantener el contenido de agua y la
temperatura de fermentacion de sus ingredientes. Si el material esta demasiado humedo el calor
de fermentacion es bajo generando una fermentacion anaerdbica o un "bocashi putrefacto".
Cuando el material esta seco la fermentacion procede demasiado rapido produciendo excesivo
calor dando como resultado un "bocashi quemado”, que es de calidad inferior, ya que ha perdido

su nitrdgeno en el aire y tiene pocos microorganismos (21).

1.5.6. MATERIALES UTILIZADOS EN SU ELABORACION

La composicion de los abonos orgénicos varia considerablemente depende de los materiales y

las condiciones del lugar en el que se realiza, generalmente se utiliza las siguientes fuentes (13):

a) Fuente de carbono

Lo constituyen los rastrojos secos como el aserrin de madera, zarzales (ramas, hojas, arbustos),
cafia de maiz, malezas secas, paja de cereales, desecho de cocina, cascarilla de arroz, tamo de

café, estopa de coco, fibra de palma africana.

b) Fuente de nitrégeno

Lo constituyen los rastrojos verdes, leguminosas, estiércol, sangre.

¢) Fuente de materia mineral

Cal inorganica, roca fosforica, ceniza vegetal, tierra comun, agua.
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1.5.7. FACTORES QUE INFLUYEN EN SU PRODUCCION

Al ser un proceso bioldgico, llevado a cabo por microorganismos, se ve afectado por los factores

que perturban su desarrollo, entre los que cabe citar:

1.5.7.1. Temperatura

La temperatura es el factor determinante de las poblaciones microbianas y segun la cual el
compostaje se divide en diferentes etapas: la etapa mesofilica.- es una etapa con temperaturas
de 15 a 45 °C, los microorganismos actuan sobre los compuestos solubles y de facil
degradacion. Dura de dos a tres dias. Inicialmente los residuos se encuentran a temperatura
ambiente, los microorganismos crecen y la temperatura sube; la etapa termofilica.- es una etapa
con temperaturas mayores a los 40 °C, este proceso durara desde algunas semanas hasta 2 0 3
meses y la etapa de estabilizacion que es la etapa de maduracién, se encuentra marcada por
una baja tasa de actividad microbiana, la temperatura decrece casi se iguala con la del ambiente.

(10) (21).

En el proceso de elaboracion del Bocashi hay dos etapas bien definidas: La primera etapa es la
fermentacién de los componentes del abono, cuando la temperatura puede alcanzar hasta 70 a
80 °C por el incremento de la actividad microbiana, posteriormente, la temperatura del abono
empieza a bajar por agotamiento o disminucién de la fuente energética. La segunda etapa
corresponde al proceso de estabilizacion y solamente sobresalen los materiales que presentan
mayor dificultad para degradarse a corto plazo para luego llegar a su estado ideal para su

inmediata utilizacion (28).
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1.5.7.2.pH

El pH influye sobre el proceso de compostaje, debido, a su accion sobre la actividad de los
microorganismos Este parametro importante sirve para evaluar el ambiente microbiano y la

estabilizacién de los residuos (17).

Durante el proceso de compostaje se producen varios procesos que hacen variar este
parametro. Al comienzo como consecuencia del metabolismo bacteriano, los complejos
carbonatos degradables, se transforman en &cidos organicos, provocando que el pH descienda.
Conforme el proceso de compostaje continua los &cidos organicos son descompuestos
liberandose bases de Ca y Mg y altos contenidos de NH3 que ayudan a elevar el pH, alcanzando
valores mas altos como 8,5 lo cual coincide con el méximo de la actividad microbiana en fase

termofila. Finalmente el pH disminuye en la fase final de maduracion valores entre 7'y 8 (17).

1.5.7.3. Humedad

Los microorganismos requieren una cierta cantidad de agua para su metabolismo por lo tanto

este es un factor que incide en la velocidad de la descomposicion de la materia organica (17).

Al tratarse de procesos aerdbicos un bajo contenido de humedad priva a los microorganismos
del agua necesaria para su metabolismo y una humedad demasiado elevada puede generar

condiciones anaerobias, al ocupar el agua todos los poros y no dejar espacio para el aire (17).

La humedad dptima para la elaboracion de abonos organicos se encuentra entre 50 a 60 % (21).

Su control es mediante la prueba de pufio, que consiste en tomar un poco de material con la

mano Yy apretarlo; si escurre un poco de agua entre los dedos, esta en buen punto de humedad;
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si la masa estd demasiado seca, se desmorona al abrir la mano; en este caso hay que

humedecerla (21) (19).

1.5.7.4. Aireacion

Para llevar a cabo el proceso de degradacion aerobia es indispensable la presencia de la
cantidad necesaria de oxigeno, de lo contrario, los microorganismos aerobios son sustituidos por

los anaerobios (17).

La aireacion tiene varios objetivos: mezclar los materiales, evitar la compactacion, creacién de
nuevas superficies de ataque para los microorganismos, aportar el oxigeno suficiente a los

microorganismos y permitir al maximo la evacuacion del dioxido de carbono producido (17).

1.5.7.5. Relacion Carbono: Nitrégeno (C/N)

De los muchos elementos requeridos para la descomposicidn microbiana, el carbono y el

nitrégeno son los mas importantes (2).

Cuanto més elevada sea la relacion C/N de los residuos vegetales mas prolongado es el
proceso de descomposicion. Para hacer compost se requiere una mezcla que promedie una
relacion C/N de 30:1 en peso y para el Bocashi de 25:1 en peso. A medida que el compostaje
avanza, el cociente C/N disminuye gradualmente llegando a alcanzar valores entre 8 y 15 en el
producto final “compost’, esto ocurre ya que gran parte del carbono es continuamente liberado
(CO2), mientras que la mayoria del nitrdgeno es reciclado, lo que refleja la descomposicion de la

materia organica y su estabilizacion (2) (13).
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1.5.7.6. La homogeneidad de los materiales

Cuanto mas homogéneo sea el tamafio de las particulas de los materiales que se utilizan en los
abonos, mejor sera la calidad del producto final. El tiempo para que el abono esté listo se puede
reducir con ello de unos ocho a diez dias. Para mejorar la homogeneidad de algunos materiales,

estos se pueden triturar o picar en forma mecanica o0 manual en tamarfios de 5 cm (28).



CAPITULO Il
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

21  ELABORACION DE SUSTRATOS
2.1.1. UBICACION

El bocashi fue elaborado dentro de las instalaciones del PEPDA-SACHA, que se encuentra en el
campamento SACHA-CENTRAL del campo SACHA de PETROECUADOR, en las siguientes

coordenadas referenciales 9963421,6 N 291134,8 E a 285 m.s.n.m, con una superficie de 72 m2.

El espacio destinado para el proceso de compostaje se encuentra ubicado dentro del area de
abonos del PEPDA-SACHA, en las coordenadas referenciales 9963465,2 N, 291096,5 E a 284

m.s.n.m, ocupando una extension de terreno de 810 m2.

2.1.2. MATERIALES

Los materiales empleados para la elaboracion de sustratos fueron productos secundarios
obtenidos de procesos productivos, realizados en los poblados que se encuentran en los

alrededores del Campo Sacha. A continuacién se describen sus caracteristicas:

e La fibra de palma africana es un producto secundario de la produccion de palma

africana, que contiene un alto contenido de proteinas y grasas (28).
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La cascarilla de arroz es el subproducto del pilado del arroz, utilizada para mejorar las
caracteristicas fisicas del abono organico, facilita la aireacion, absorcion de la humedad
y de la filtracion de nutrientes. Es una fuente rica en silice y puede ser aplicada como
ceniza, la misma que aporta con nutrientes como el P y K y al mismo tiempo ayuda a
corregir la acidez (29).
El tamo de café proviene del despulpado del café es una fuente de carbono (2).
El Aserrin proviene de los aserraderos de Sacha.
El bagazo de la cafia de azucar es el residuo de la molienda de la cafia de azucar (2).
El Estiércol de animales constituye sus excrementos, provienen de las haciendas
ganaderas y las avicolas de la zona. El estiércol es la principal fuente de nutrientes
como N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, y B; incrementa la retencion de humedad y mejora la
actividad bioldgica (13).
Las leguminosas utilizadas son perennes con un alto contenido de nitrégeno, entre ellas
esta la flemigia (Flemigia macrophila) y canavalia (Cannavalia ensiformis) utilizadas para
la elaboracion de abonos verdes y por el PEPDA en la séptima etapa para la eliminacion
de piscinas (2).
Los vegetales tiernos aportan con nitrégeno, provienen de los desbroces operacion
comunmente realizada para la limpieza de los alrededores de los campamentos.
El Compost es el medio para iniciar el desarrollo de la actividad microbioldgica del
abono, también tiene la funcién de dar una mayor homogeneidad fisica al abono y

distribuir su humedad, puede sustituirse por suelo o turba (29).
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El Carbon fue obtenido de la zona comercial del Sacha, este mejora las caracteristicas
fisicas del suelo en cuanto a aireacion, absorcion de humedad y calor. Su alto grado de
porosidad beneficia la actividad macro y microbiolégica del suelo; al mismo tiempo
funciona como esponja, con la capacidad de retener, filtrar y liberar gradualmente
nutrientes, disminuyendo la pérdida por el lavado de los mismos (28) (29).
La levadura es un hongo microscopico capaz de fermentar los hidratos de carbono,
mediante un proceso aerobio, corresponde a la fuente de inoculacion. Fue obtenida en la
zona comercial del Sacha (28).
La melaza es un subproducto de la produccién de azucar, es la principal fuente de
energia de los microorganismos que participan en la fermentacion del bocashi (29).
El agua crea las condiciones favorables para el desarrollo de la actividad y reproduccién
microbiologica, ayuda a homogeneizar la humedad de todos los ingredientes que
componen el abono (29).

Cal inorganica es utilizada para controlar la acidez de los abonos (2).

ENSAYO EXPERIMENTAL DE BIORREMEDIACION

UBICACION

El ensayo experimental de biorremediacion se llevo a cabo en una superficie de terreno de

120m?, localizado en las coordenadas referenciales 291095 E y 9963442 N a 279 m.s.n.m,

dentro de las instalaciones del PEPDA-SACHA.
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2.2.2. MATERIALES

2.2.2.1 Sustratos

 El compost es elaborado por el Area de Abonos del PEPDA-SACHA, a partir de materia
organica, actualmente utilizado en la séptima etapa del proceso de remediacién de las
piscinas contaminadas con hidrocarburos, que corresponde a la revegetacion del area
afectada. Fotografia N° 1 del anexo D

» El bocashi fue elaborado utilizando materia organica obtenida de las poblaciones que

existen en los alrededores del PEPDA-SACHA. Fotografia N° 2 del anexo D

2.2.2.2 Suelo contaminado con hidrocarburos

El suelo utilizado en el ensayo experimental es procedente de las piscinas SACHA 24-2, 44, 50-
3, 72-2, 77, 111, el mismo que ha sido sometido a un proceso de lavado in-situ con productos
quimicos (surfactantes), luego extraido, transportado y acumulado para su posterior tratamiento
bioldgico mediante landfarming en lechos o en plataformas, formando un monticulo ubicado en
las coordenadas referenciales 291146 E 9963408 N a una altitud de 283 m.s.n.m, en el proyecto
PEPDA-SACHA. Dicho suelo se encontraba altamente compactado, a la intemperie y sometido

directamente a las condiciones ambientales de la zona. Fotografia N° 3 del anexo D
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2.3 DISENO EXPERIMENTAL

2.3.1 TIPO DE INVESTIGACION

« Por el nivel de profundidad: explicativa.

» Por la secuencia de estudio: transversal.

« Por el tipo de datos a analizar: cuantitativa.

» Por las condiciones de estudio: de laboratorio y campo.
» Por la utilizacién del conocimiento: aplicada.

* Por larigurosidad del método empleado: es un disefio experimental axb.

2.3.2 METODOLOGIA

El ensayo experimental se lo ejecuté en PEPDA con un periodo de duracion de 6 meses, el
periodo de biorremediacion fue de cuatro meses y medio. Se realizé el estudio de aplicacion de
dos sustratos organicos (compost y bocashi) en la técnica de landfarming para el tratamiento de
suelo contaminado con hidrocarburos, variando la concentracion de los sustratos en 10 %, 20 %
y 30 % (V/V), ademas se evalud un tratamiento testigo que no fue sometido a procedimiento
alguno, de tal manera que se aplicaron siete tratamientos, cada uno con tres repeticiones,

obteniéndose 21 unidades experimentales.

Es un disefio Factorial axb, al evaluarse el efecto combinado de dos factores o variables sobre
una variable respuesta. Los factores fueron el tipo y concentracion de sustrato y las variables
respuesta fueron los parametros de estudio de descontaminacion del suelo, establecidos en la

tabla 6 del RAOH, Decreto 1215.
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El analisis estadistico se lo realizd con la ayuda del programa MSTAT, se efectu6 el analisis de
varianza y la prueba de comparacién multiple de Tukey, para seleccionar el sustrato mas efectivo

para el proceso de biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

2.3.3 PLAN DE TABULACION

2.3.3.1 FACTORES DE ESTUDIO

Factor A: Tipo de sustrato
a1 = Sustrato A (Compost).

a2 = Sustrato B (Bocashi).

Factor B: Concentracion de los sustratos
b1 = concentracion 30 % (V/V).
b2 = concentracién 20 % (V/V).

b3 = concentracién 10 % (V/V).
2.3.3.2 VARIABLES RESPUESTA

» Hidrocarburos Totales de Petroleo (TPH).

* Metales pesados (Ni, Cd, Pb).

2.3.3.3 HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA Ho: Ai=0 Bj=0 ABij=0

HIPOTESIS ALTERNATIVA  H1: Ai#0 Bj#0 ABij# 0
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2.34 TRATAMIENTOS EN ESTUDIO

Se aplico siete tratamientos con tres repeticiones obteniéndose 21 unidades experimentales:

| FACTORA | FACTOR | REPLIGAS | COMBINAGION DE TRATAMIENTOS |

b1:(30%) | r1,r2,r3 albir1 alb1r2 alb1rd
al: Compost | b2:(20%) | r1,r2,r3 alb2r1 alb2r2 a1b2r3
b3: (10%) | r1,r2,r3 a1b3r1 a1b3r2 a1b3r3
b1: (30%) | r1,r2,r3 a2b1r1 a2b1r2 a2b1r3
a2: Bocashi | b2:(20%) | r1,r2,r3 az2b2r1 a2b2r2 az2b2r3
b3: (10%) | r1,r2,r3 a2b3r1 a2b3r2 az2b3r3

T | - r1,r2,r3 T1 T2 T3

Arreglo aleatorio de las unidades experimentales en el ensayo experimental.

a2b2r2 T3 a2b1r3
alb2r2 a2b1r1 alb1r3
a2b3r3 a2b2r3 a2b3r1
a2b3r2 alb1r2 T2
T a1b2r3 a1b3r1
albiri alb3r2 a2b1r2
a2b2r1 alb3r3 alb2r1

24  RENDIMIENTO DEL PROCESO DE BIORREMEDIACION

% RENDIMIENTO = ((C.INICIAL- C.FINAL)/C.INICIAL))*100

Ecuacion N° 1
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25  MUESTREO

2.51. MATERIALES

e Barreno

» Espatula

» Fundas de cierre hermético (ziploc)
» Frascos estériles

* Guantes de examinacién

e Marcador de tinta indeleble

* Cooler

2.5.2. MUESTREO DE SUSTRATOS

El muestreo utilizado para la recoleccion de las muestras de sustratos fue aleatorio. La finalidad

con la que se realiz6 fue la caracterizacion de los mismos.

El tipo de muestra recolectada es compuesta, conformada por 20 muestras simples recogidas de
posiciones distribuidas al azar en forma de zigzag, homogenizadas para obtener una muestra

compuesta de 1 kg.

La recoleccion de la muestras fue en funda de cierre hermético (ziploc) para el analisis fisico

quimico y en frascos estériles para realizar el recuento heterétrofo en placa.

Las muestras fueron transportadas hacia el laboratorio en cadena de frio para realizar los

respectivos analisis.
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2.5.3. MUESTREO DE SUELO

El muestreo del suelo contaminado con hidrocarburos es representativo para que los resultados

sean extrapolables a todo el suelo contaminado representado. Se empleo el muestreo aleatorio.

El objetivo del muestreo de suelo es la caracterizacion inicial y el monitoreo de las variables

respuestas de descontaminacion, durante el ensayo experimental de biorremediacién.

Del suelo seleccionado del monticulo para el desarrollo de esta investigacion, una vez
pretratado, se realizd el muestreo aleatorio para la caracterizacion inicial, recolectandose una

muestra compuesta de 20 muestras simples, distribuidas al azar en forma de zigzag.

Durante el desarrollo del proceso de biorremediacién se realizd cuatro muestreos aleatorios,
recolectando una muestra compuesta de cada unidad experimental, conformada por 5 muestras
simples recolectadas de posiciones distribuidas al azar en forma de zeta. Fotografia N° 17 del

anexo D.

La recoleccién de la muestra fue en fundas de cierre hermético (ziploc) para el analisis fisico

quimico y en frascos estériles para el recuento heterétrofo en placa.

El transporte de las muestras al laboratorio se realizo en cadena de frio.

26  MONITOREO

Se llevo a cabo el monitoreo del suelo en el proceso de biorremediacion con el objetivo de

controlar las variables respuesta de descontaminacion del suelo.
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En la caracterizacion inicial de los sustratos y del suelo se determind parametros fisico-quimicos
como la densidad aparente y real, porosidad, pH, MO, COT, macro y micronutrientes (N, P, K,
Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Mn). El pardmetro microbioldgico fue recuento heterétrofo en placa (RHP).
Adicionalmente para la caracterizacion del suelo contaminado se determing la textura, capacidad
de campo y parametros de contaminacién como TPH y metales pesados. Sus resultados se

encuentran en el Cuadro N°4 y 5.

Durante el proceso de biorremediacion se determind los pardmetros de estudio establecidos en
la Tabla 6 del Reglamento Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas del Ecuador,
decreto 1215, (TPH, metales pesados, exceptuando HAPs), ademas los parametros de control
como la poblacion de heterétrofos totales (RHP), el pH, la temperatura del suelo, la humedad,

temperatura y humedad ambiental.

Los andlisis fisicos quimicos y microbiologicos fueron realizados en las instalaciones del
Laboratorio de Proteccion Ambiental LABPAM perteneciente a PETROECUADOR y en

Laboratorio de Ciencias Biotecnolégicas LACIB- PEPDA.

2.6.1. METODOS

Tabla lll. Métodos utilizados para la determinacion de parametros fisico quimicos y RHP.

PARAMETRO METODO
Humedad Determinacion directa con la prueba de purio.
Textura Determinacion gravimétrica
Densidad real Determinacion gravimétrica
Densidad aparente Determinacion gravimétrica
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(Continuacién) Métodos utilizados para la determinacion de parametros fisico quimicos y RHP

PARAMETRO

METODO

REFERENCIA

Porosidad

Relacion entre la densidad aparente y la
densidad real

Materia Organica.

Determinacion gravimétrica

Carbono Organico Total.

Determinacion gravimétrica

Temperatura

Determinacion directa con termémetro de

Campo.

Potencial hidrogeno

Extraccion de la muestra de suelo vy
sustrato. Determinacion potenciométrica,

utilizando un electrodo de vidrio.

EPA. Standard Method
N° 9045D

Digestion &cida, mediante el método | Standard Method
Nitrogeno , L -
kjeldhal. Determinacion volumétrica. APHA 4500.N. C
Determinacion ~ colorimétrica  en el | Standard Method
Fésforo . .
espectrofotometro a luz visible. APHA 4500 P. C
Determinacion con espectroscopia de
. . . . Standard Method
Potasio absorcion atdbmica en el equipo de
L APHA 3111B (1989)
absorcion atomica.
o . o Standard Method
Calcio, Zinc, Magnesio, | Determinacion con espectroscopia de
. . . . APHA 3030By 3111B
Hierro, Cobre, absorcion atdbmica en el equipo de (1989)
Manganeso. absorcion atomica.
EPA 3050B (1996)

Hidrocarburos Totales

Extraccion con S-316, determinacion por

EPA 413.1 (1996)

(TPH) espectrofotometria infrarrojo.
Cadmio Digestién acida de la muestra y EPA 3050B (1996)
Niquel Determinacion directa por espectroscopia | 7130Cd/ 7420Pb /
Plomo de absorcion atémica. 7520Ni.
Recuento de

Recuento heterétrofo en placa RHP. APHA 9215D(1989)

Microorganismos
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CAPITULO IlI

PARTE EXPERIMENTAL

3.1. BOCASHI
3.1.1. PRINCIPIO

El bocashi es un abono organico fermentado obtenido de un proceso de fermentacidn aerobia de
materia organica, el producto final es semidescompuesto obtenido en un periodo aproximado de

13 dias.

3.1.2. MATERIALES

» Cascarilla de arroz

o Tamo de café

 Estiércol bovino

* Gallinaza

» Cannavalia (Cannavalia ensiformis)
» Flemigia (Flemigia macrophila)

» Ceniza de cascarilla de arroz

* Melaza

e |Levadura



3.1.3.
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Compost

Carbdn

PROCEDIMIENTO

Preparar el area para la elaboracién del bocashi, colocar una cubierta, la superficie del
suelo revestir con una capa de arcilla para permitir que los lixiviados circulen. Fotografia
N° 4. del anexo D

Obtener y triturar la materia organica. Fotografia N° 5 del anexo D

Colocar los ingredientes en capas, aun que no es importante el orden, se prefiere
alternar una capa de materiales fuentes de carbono con otra de materiales fuentes de
nitrégeno, con una capa de carbdn y otra de compost. Fotografia N° 6 del anexo D
Disolver la melaza y la levadura en agua y aplicar sobre la mezcla con una bomba
mochila para garantizar una distribucién uniforme del inoculo formado. Fotografia N° 7
delanexo D

Mezclar los materiales. Fotografia N° 8 del anexo D

Aplicar el agua uniformemente, hasta lograr una adecuada humectacion y comprobar
mediante la prueba de pufio.

Extender la mezcla formando un rectangulo con una altura no mayor de 60 cmy 1,5 m
de ancho.

Cubrir sdlo el primer dia con plastico.

Efectuar la aireacion y disminuir la altura hasta dejarla en 20 cm al octavo dia y
mantener esta altura hasta el final del proceso. Fotografia N° 9 del anexo D

Controlar el pH'y la temperatura del bocashi. Cuadro N° 2 y Graficos N° 1 y2.
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3.1.4. CALCULOS

Aplicar la siguiente relacion:

Tabla IV. Relacion de M.O. Carbon y Humus para la elaboracion de bocashi.

Cantidad de bocashi | Cantidad de componentes
350 Kg de bocashi 200 kg de MO

100 Kg de Humus

50 Kg de carbdn

Fuente: Facultad de Agronomia (2007) - ESPOCH.

Del total de la MO el 40 % corresponde a carbono y segun la relaciéon C/N igual a 25/1 se

determina la cantidad de nitrdgeno que debe aportar la totalidad de la MO.

Con los valores del % N de toda la MO utilizada para elaborar el bocashi, que se encuentran en
el Cuadro N° 20, anexo A, se establece sus cantidades, de tal forma que la suma del aporte de

nitrégeno de toda la MO den como resultado el valor anterior.

La cantidad de melaza y levadura a emplear se calcula con la siguiente relacion:

Tabla V. Relacion de melaza y levadura para la elaboracion de bocashi.

Cantidad de bocashi Cantidad

100 Kg 1a1,5L de melaza
100 g de levadura.
Fuente: Facultad de Agronomia (2007) - ESPOCH.
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3.2. COMPOST

3.21.

PRINCIPIO

El compost es un abono organico que proviene del proceso de compostaje aerobio de materia

organica, empleando un sistema mixto que corresponde a una combinacién entre el sistema de

pilas estaticas aireadas pasivamente y pilas dinamicas, que permite obtener el producto final en

un periodo de tiempo aproximado de 8 a 10 semanas luego de su manejo respectivo.

3.2.2.

3.2.3.

MATERIALES

Fibra de palma

Aserrin

Tamo de café

Bagazo de la cafia de azucar
Estiércol bovino

Materia vegetal en estado tierno
Ceniza de cascarilla de arroz
Compost

Cal comercial

PROCEDIMIENTO

Preparacién del area de compostaje, construir un sistema de recoleccion de lixiviados.

Fotografia N° 10 del anexo D.
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Recolectar los materiales organicos de las pequefias industrias, camales y granjas
locales.
Triturar los materiales de mayor tamafio para luego ser incorporados en forma de
hileras.
Disponer los materiales en camas de forma trapezoidal de 1,5 m de ancho en la base,
por 1,0 m de alto y 12,5 m de largo. La base de las hileras es una capa de una de las
fuentes de carbono, en un espesor de 10 a 15 cm. Sobre la primera capa se coloca una
capa de una fuente de nitrdgeno, el estiércol fresco de ganado vacuno, en un espesor
aproximado de 10 cm. Luego se incorpora una tercera capa de una fuente de carbono
como el tamo de café, de igual espesor que la anterior, sobre la que se coloca una fina
capa de 2 cm aproximadamente, de una fuente mineral, la ceniza de cascarilla de arroz
o cal agricola. El proceso se repite hasta alcanzar una altura de un metro.
Efectuar la aireacién en forma pasiva mediante tuberia PVC perforada, durante el primer
mes Y luego manualmente cada semana hasta el final del proceso.
Tamizar el compost, para separar particulas gruesas, las que por lo general no han
terminado el proceso de descomposicion e incorporarlas en nuevas pilas.

Almacenar el compost. Fotografia N° 11 del anexo D.

3.3. ENSAYO EXPERIMENTAL DE BIORREMEDIACION

3.31

PRINCIPIO

Para la biorremediaciéon del suelo contaminado con hidrocarburos se aplicd la técnica de

landfarming, empleando adicionalmente procesos de bioestimulacidn y bioaumentacion.



3.3.2
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MATERIALES

Ensayo experimental

Suelo contaminado con hidrocarburos

Sustratos: Compost y Bocashi

Construcion del area experimental

333

Plastico de invernadero
Geomembrana

Pingos

Malla saran

Pintura

Palas

Picos

Carretilla

Clavos

Rétulos

Arcilla

PROCEDIMIENTO

Cubrir el area con plastico de invernadero fijo a un soporte de madera, la superficie del
suelo revestir con geomembrana, rodear el area con un muro de arcilla de 20 cm de alto
para impedir el ingreso de agua lluvia al ensayo experimental, y canales de 30 cm de

ancho y 10 cm de profundidad para la recoleccién y conduccidn del agua lluvia a la
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tuberia de drenaje, alrededor del area de experimentacion colocar malla saran.
Fotografia N° 12 del anexo D.
Acondicionar el suelo contaminado con hidrocarburos, para lo cual se transporta hacia el
area del ensayo experimental, se tiende el suelo, se tritura y mezcla en forma manual.
Fotografia N° 13 del anexo D.
Disponer cada unidad experimental en forma trapezoidal de 1,20 m de ancho por 1,50 m
de largo con una altura variable, con su respectiva identificacién y en posiciones
aleatorias.
Colocar una cantidad constante de suelo de 0,30 m3 y adicionar los dos abonos
organicos (Compost y Bocashi) en un 30 %, 20 % y 10 %, en relacién Volumen/Volumen
(VIV) respectivamente. Fotografia N° 14 del anexo D.
Realizar el monitoreo de las variables respuesta como son TPH y metales pesados y las
variables control como lo es el RHP, el pH y temperatura del suelo y la temperatura y
humedad ambiental del area de ensayo experimental. Fotografia N° 15 del anexo D.
Efectuar la humectacion de cada tratamiento aplicando 7 L de agua cada dos a tres dias,
segun las condiciones del suelo y verificar con la prueba de pufio. Fotografia N° 16 del
anexo D.

Aireaciéon manual de cada tratamiento pasando un dia. Fotografia N° 16 del anexo D.
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3.4. BIOESTIMULACION

3.41. PRINCIPIO

El proceso de bioestimulacion equilibra la cantidad de nutrientes existentes en cada unidad
experimental a la relacién C/N/P/K 100/10/1/1 requerida en el tratamiento del suelo mediante la

técnica de Landfarming.

3.4.2. MATERIALES Y REACTIVOS

* Balanza
* Bomba de mochila
e Urea

« Sulfato de potasio.

3.4.3. PROCEDIMIENTO

» Realizar los calculos respectivos de balance de macronutrientes en cada unidad
experimental, la concentracion requerida, la deficiencia, el fertilizante y la cantidad a
aplicar.

* De acuerdo con las propiedades del fertilizante inorganico seleccionado aplicarlo en
campo, asi: la urea se puede aplicar sdlida o disuelta en agua para garantizar formas
disponibles rapidas de nitrégeno para las bacterias existentes, el sulfato de potasio
puede ser aplicado en su estado sdlido directamente al suelo a biorremediar. Fotografia

N° 18 del anexo D



3.4.4.

a)
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Regular las dosificaciones del fertilizante en el transcurso de la biorremediacion.
Realizar la bioestimulacién de campo en las horas de la mafiana y con el equipo de

proteccion necesario.

CALCULOS

Balance de nutrientes

El balance de nutrientes (C, N, P y K) de cada tratamiento se lo realiza determinando la

concentracion de cada uno de ellos utilizando la siguiente ecuacion:

C= AxB+ CxD Ecuacion N° 2.

DONDE:

A= Peso de suelo empleado en la unidad experimental (Kg).

B= Concentracién del nutriente (C, N, P, K) en el suelo (Kg de nutriente/Kg de suelo).

C= Peso de sustrato empleado en la unidad experimental (Kg).

D= Concentracion del nutriente (C, N, P, K) en el sustrato (Kg de nutriente /Kg de

sustrato).

b) Determinacion de la concentracion requerida de los nutrientes

Utilizando la relacion C/N/P/K (100/10/1/1) se calcula la concentracion requerida de nutrientes a

partir de la cantidad de C contenido en cada unidad experimental.
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¢) Determinacion del excedente o faltante de los nutrientes

Se determina el excedente o faltante de nutrientes para llegar a la concentracion requerida

utilizando la siguiente ecuacion:

E=F-G Ecuacion N° 3

DONDE:

E= excedente (+) o faltante (-) del nutriente analizado para la unidad experimental (Kg).
F= Concentracion del nutriente (C, N, P, K) requerida.

G= Concentracion del nutriente (C, N, P, K) existente.

d) Determinacion de la cantidad de nutrientes a aplicar en cada tratamiento.

Segun los resultados anteriores se establece el déficit y se escoge que fertilizante aplicar. Para
la deficiencia de nitrégeno se empleo urea que contiene 46 % de Ny para la del potasio se aplico

sulfato de potasio con una concentracion de 50 % de K20 y 0,82 de k.

3.5. BIOAUMENTACION

3.5.1. PRINCIPIO

El proceso de bioaumentacion se realizd utilizando un consorcio de cepas de bacterias nativas,
el consorcio SACHA conformado por las cepas 1, 6, 21, 68 y 71, cepas aisladas, identificadas y

caracterizadas, por el grupo técnico de LACIB, de las piscinas intervenidas en el Campo Sacha.
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3.5.2. MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

Preparacion del indculo
e Matraces
* Incubadora con agitacion
e autoclave
e Medio mineral.

Aplicacion en campo

* Balde
* Regadera
* Frascos

3.53. PROCEDIMIENTO

» Reactivar cada una de las cepas secundarias del consorcio SACHA en agar nutritivo,
mediante siembra en superficie por estriamiento, incubar a 30 °C por 24 horas (13).
Fotografia N° 19 'y 20 del anexo D.

* Preparar un frotis, realizar tincion gram para verificar la pureza de las cepas y la
descripcion morfolégica. Cuadro N° 5y 6. Fotografia N° 21 del anexo D.

e Efectuar el proceso de bioaumentacion en matraces, para lo cual se prepara un
preindculo al 5 % del volumen total de inoculo a emplear en los tratamientos, utilizando
el medio mineral que se encuentra en la Tabla N° VIl del anexo B, realizando en él la
siembra de las cepas reactivadas, este preindculo es incubado a 30 °C en una

incubadora con agitacién mecanica por un periodo de tiempo de 22 horas, por cuanto, el
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crecimiento debe encontrarse en fase exponencial para asegurar el desarrollo del mayor
numero de unidades formadoras de colonias, organismos viables, en el inéculo.
* Preparar el indculo a ser aplicado en la totalidad de las unidades experimentales a partir
del preindculo, de la misma forma que el preinoculo. Fotografia N° 22 del anexo D.

» Aplicar en campo con la una regadera en las horas de la mafiana. Fotografia N° 23 del

anexo D.

3.6. MEDICION DE VARIABLES

A continuacion se describen los procedimientos realizados durante el proceso de

biorremediacion para los pardmetros de estudio y de control (TPH, metales pesados RHP y pH).

3.6.1 HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO (TPH)

3.6.1.1 PRINCIPIO

Se realiza una extraccion con S-316 un dimero del freon, para lograr la remocién de las

sustancias polares en el extracto y se realiza la determinacion por espectroscopia infrarroja.

3.6.1.2 MATERIALES EQUIPO Y REACTIVOS

e Tubos de ensayo

¢ Gradillas
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» Papelfiltro

» Espectofotémetro infrarrojo

» Agitador mecanico

 ultrasonido

+ S-316

o Silica Gel

+ Sulfato de Sodio anhidro

3.6.1.3 PROCEDIMIENTO

» Prepara la muestra de suelo antes de realizar el andlisis, efectuando la homogenizacién,
el cuarteo, secado a 45 °C y la trituracion.

» El primer paso es la extraccién, para lo cual se pesa 2 g de la muestra seca a 45 °C, se
agrega 1,5 g de NaxSOs, se agrega 10 mL de S-316 y se realiza una extraccién
ultrasénica (EPA 3550C) agitando por 1 min en el agitador mecanico luego se somete a
la accion del ultrasonido por 10 min, se realiza esta operacion por tres veces.

* Luego la etapa de purificacion en la que se deja en reposo por 30 min y se transfiere la
fase liquida a un tubo con silica gel se realiza una extraccion ultrasonica, se deja en
reposo por 10 min y se filtra.

» Lectura del extracto en el Espectrofotdmetro infrarrojo.
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3.6.2 METALES PESADOS

3.6.2.1 PRINCIPIO

La determinacion de metales pesados en muestras de suelo incluye una digestion &cida de la

muestra y la determinacion de Cd, Ni, Pb (RAOH decreto 1215) por absorcién atomica.

3.6.2.2 MATERIALES EQUIPO Y REACTIVOS

e Tubos digestor

e Pipetade 10 mL

» Balon aforado de 100 mL

» Papelfiltro.

» Balanza analitica

» Digestor

« Equipo de Absorcion Atémica.

« Acido nitrico concentrado

3.6.2.3 PROCEDIMIENTO

e Preparar la muestra de suelo antes de realizar el analisis, efectuando la
homogenizacion, el cuarteo, secado a 45 °C y trituracién.

e Pesar 5 g de la muestra preparada, se la coloca en un tubo digestor se agrega 10 mL de
HNO3() y 10 mL de agua bidestilada,

» Digestar por dos horas a 150 °C, se deja enfriar, se adiciona 60 mL agua bidestilada, se

deja en reposo.
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* Filtrar el contenido con mucho cuidado de no dejar pasar sedimento y se afora a 100 mL
con agua bidestilada.

« Lectura del extracto es leido en absorcion atdmica para determinar Cd, Ni, Pb.

3.6.3 RECUENTO HETEROTROFO EN PLACA (RHP)

3.6.3.1 PRINCIPIO

Consiste en determinar el numero de heterdtrofos viables presentes en una muestra de suelo en
el momento de la recogida, al disponerlos en un medio sélido nutritivo que contiene los nutrientes
necesarios para su crecimiento, considerando a las colonias que se forman como una célula

viable en el cultivo original.

3.6.3.2 MATERIALES EQUIPO Y REACTIVOS

» Frascos estériles
» Cajas petri

* Tubos de ensayo
* Gradilla

» Pipeta automatica
e Puntas para 1 mL.
* Mechero

» Balanza Analitica

* Autoclave
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e Incubadora
e Agar nutritivo

» Agua de peptona

3.6.3.3 PROCEDIMIENTO

* Lamuestra recolectada es inmediatamente procesada en el laboratorio.

» Esterilizar los materiales en el autoclave.

* Pesar 10 g de muestra en un frasco esteéril.

» Realizar diluciones seriadas en base 10, utilizando como diluyente agua de peptona al
1%, hasta las 10-7.

» Proceder a la siembra en profundidad de cada dilucion en agar nutriente.

* Incubar por 24 horas a 30 °C.

» Realizar el contaje de las colonias en cada dilucién sembrada y se expresa el resultado

en UFC/g de suelo. Fotografia N° 24 del anexo D.

3.64 POTENCIAL HIDROGENO (pH)

3.6.4.1 PRINCIPIO

La medicion del pH del suelo se la realiz6 utilizando un potenciometro con electrodos de vidrio,

que mide el potencial eléctrico generado por el hidrégeno de la solucion.
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3.6.4.2 MATERIALES EQUIPO Y REACTIVOS

» Frascos tapa rosca

* Probeta
» Agitador
e pH-metro

* Balanza analitica
o BufferpH4,7y10

» Agua bidestilada

3.6.4.3 PROCEDIMIENTO

» Lalectura de pH se la realiza en la muestra sin procesar.

* Preparar una suspension de suelo-agua en una relacion de (1:5), agitar vigorosamente y
se deja en reposo hasta que las particulas de suelo decanten y se observe dos fases.

* Lectura del pH con el potencidmetro calibrado, en la solucion mientras se agita la

mezcla.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUCION

4.1 ELABORACION DE BOCASHI

La cantidad total de bocashi necesario para el ensayo experimental fue de 260 Kg. Para fabricar
esta cantidad se empled cascarilla de arroz, tamo de café, ceniza de cascarilla de arroz, estiércol
bovino, gallinaza, leguminosas como la canavalia y flemigia, carbon, compost melaza y levadura,
sus cantidades se han determinado en funcién de las relaciones planteadas en la tabla IVy V'y

se detallan en el cuadro N° 1.

Cuadro N°1  Cantidad de materiales empleados en la fabricacion de bocashi.

Materiales Cantidad
Cascarilla de arroz 30 kg
Tamo de café 30 kg
Ceniza de cascarilla de arroz 26 kg
Estiércol Bovino 22 kg
Gallinaza 20 kg
Canavalia ( Cannavalia ensiformis) 15 kg
Flemigia ( Flemigia macrophila) 6 kg
Carbon 37 kg
Compost 74 kg
Melaza 4L
Levadura 0,200 kg
Agua 12 L
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La cantidad de 260 kg de bocashi esta conformada por 149 kg de MO, la misma que aporta con
59,40 Kg de C y 2,38 Kg de N, cumpliendo la relacién C/N 25/1, adecuada para el proceso de

elaboracion de bocashi, Suquilanda (1996).

Empleando las cantidades de los materiales del bocashi se procedio a su fabricacién aplicando
el procedimiento establecido para su elaboracion que se encuentra en el capitulo lll, mediante el
cual el proceso de fermentacion duré 13 dias, obteniendo el producto con una coloracion
grisacea, aspecto polvoso, consistencia suelta, seco y sin olor desagradable, caracteristicas

indicativas del final del proceso de fermentacion.

Durante el periodo de fermentacion se llevo a cabo el control de la temperatura, pH y aireacién,

sus datos se enlistan en el cuadro N° 2.

Cuadro N°2 Control de pH, temperatura y aireacion durante el proceso de fermentacion del

Bocashi.

TIEMPO (dias) | TEMPERATURA (°C) AIREACION
0 29
50
53,53
55,46
46,9
446
438
41
418
384
33,2
31,3
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La variacion de temperatura y pH durante el proceso de elaboracion del bocashi se evidencia en

los graficos N° 1y 2:

Grafico N° 1. Variacion de temperatura (°C) durante el proceso de elaboracion de bocashi.
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La etapa de fermentacion se inicia con el incremento de la temperatura; inicialmente los residuos
se encuentran a temperatura ambiente, los microorganismos crecen y la temperatura sube (28),
la temperatura maxima de 55,46 °C se presento al tercer dia de su elaboracién, ésta coincide
con el incremento del pH. Al quinto dia desciende en aproximadamente 10 °C por disminucién de
la fuente energética. Luego se inicia la etapa de estabilizacion en la que el declive de la
temperatura es muy proximo entre si. Al décimo tercer dia la temperatura desciende hasta una
temperatura similar a la del ambiente, esto demuestra que el proceso de fermentacion del

bocashi a finalizado.

El incremento mayor a 50 °C durante el segundo y tercer dia, obligé al aumento del nimero de
aireaciones. Este proceso se cumple de acuerdo a las recomendaciones dadas para la

Produccion de Abonos Orgénicos (28).
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Grafico N° 2. Variacion de pH durante el proceso de elaboracion de bocashi.
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El pH se incremento a 8 en el segundo dia de fermentacion, como resultado de la transformacion
de sustancias organicas, llevada a cabo por las levaduras inoculadas, mediante reacciones de
oxido-reduccion a sustancias alcalinas, este comportamiento se mantiene hasta el octavo dia,
luego el pH desciende a 7 hasta el final del proceso, esto se debe al agotamiento de la fuente
energética y a la estabilizacion del proceso de fermentacion, Produccion de Abonos Organicos

(28).

4.2 CARACTERIZACION DE SUSTRATOS

421 BOCASHI

Segun los resultados de caracterizacion del bocashi obtenido, cuadro N° 3, el valor de densidad
real de 1.340 Kg/m?3 se encuentra por debajo del rango de 1.450 a 2.600 Kg/m3 establecido para
un sustrato, sabiendo que dicho valor depende del tipo de materiales empleados en su
fabricacion, en este caso, la cascarilla de arroz al ser un material liviano disminuye este valor. El
valor de densidad aparente de 190 Kg/m? esta dentro del rango de 100 a 700 Kg/m3 establecido
para un sustrato y el valor de porosidad de 85,19 % est& por encima del valor minimo de 80 %

establecido para un sustrato (24) (30).
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El bocashi obtenido es ligeramente alcalino, (pH 7,97), por tanto este sustrato en el proceso de
biorremediacion incrementa el pH del suelo mejorando las condiciones para el crecimiento de las

bacterias.

El contenido de MO de 44,55 % en el bocashi es alto, esto hace que el contenido de COT
también lo sea y por tanto al ser empleado como sustrato en la biorremediacién de suelos
contaminados con hidrocarburos, existe un aporte de carbono tal que la relacion C/N/P/K del
suelo sube, incrementando la necesidad de nutrientes inorganicos para ajustar dicha relacion a

los requerimientos en el tratamiento bioldgico.

Los resultados del bocashi de 1,2 % de N, valor menor que en el compost, de 1.903 mg/Kg de P
y 2.876 mg/Kg de K, valores mayores que en compost, indican que al momento de ser aplicado
el bocashi como sustrato en el suelo para la biorremediacion sera mayor el requerimiento de N y
menor el de P y K para ajustar la relacion 100/10/1/1 de C/N/P/K necesaria para llevar a cabo el

tratamiento bioldgico.

Los resultados de nutrientes de Mg, Zn, y Mn del bocashi son mayores que los obtenidos en el
compost y menores para el caso del Ca, Fe y Cu. La relaciéon C/N de 21,43 expone un contenido
de nitrdgeno menor al esperado, debido posiblemente a las pérdidas generadas por el
incremento de temperatura mayor a 50 °C, ademas un alto contenido de material lignocelulocico

no descompuesto, Benzina (2001).

El numero de heterétrofos totales en el bocashi de 29*108 UFC/g suelo es mayor que en el

compost.
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422 COMPOST

Segun los resultados obtenidos en el compost, cuadro N° 3, el valor de densidad real de 1.540
Kg/m3 y de densidad aparente 200 Kg/m3 se encuentran dentro de los rangos establecidos para
un sustrato organico (1.450 a 2.600) (100 a 700) Kg/m3 respectivamente; el valor de porosidad
de 87,47 % al igual que en el bocashi estd por encima del valor minimo para un sustrato (80%)

(24) (30),

El compost presenta un pH de 7,66 por tanto es un sustrato orgénico ligeramente alcalino, al
igual que el bocashi este influye directamente en el pH del suelo al incrementar su valor durante
la biorremediacion, lo que beneficia a las poblaciones de bacterias al ser un factor determinante

durante su crecimiento.

El valor de MO de 43,31 % es menor que en el bocashi, esto involucra un menor contenido de
COT, que al relacionarlo con el contenido de 1,6 % de N, mayor que en el bocashi, 1.296 mg/Kg
de Py 1.301 mg/Kg de K, mucho menores que en el bocashi, para ajustar la relacion 100/10/1/1
de C/N/P/K necesaria en el tratamiento biolégico, indican que al momento de aplicar compost
como sustrato en la biorremediacién de suelos el requerimiento de N sera menor que en el

tratamiento con bocashi y mayores para P y K.

El resultado de la relacion C/N del 15,22 % para el compost indica la degradacion de la materia

organica ocurrida en el proceso de compostaje y su estabilizacion, Suquilanda (1996).

El numero de heterotrofos totales en el compost de 27*105 UFC/g suelo es menor debido al

proceso de lavado del compost ocurrido durante el compostaje.

Los resultados de caracterizacion de sustratos se encuentran en el cuadro N° 3.
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Cuadro N° 3  Resultados de la caracterizacion de los dos sustratos.

Parametros Unidades Resultados
BOCASHI | COMPOST
Densidad real kg/m3 1.340 1.500
Densidad aparente kg/m?3 190 200
Porosidad % 85,19 87,47
pH R 7,97 7,66
MO % 44,55 43,31
COoT % 25,78 25,12
N % 1,20 1,65
P mg/Kg 1.903 1.296
CIN R 21,43 15,22
K mg/Kg 2.876 1.301
Ca mg/Kg 2417 4.352
Mg mg/Kg 4.988 4.344
Zn mg/Kg 62,98 35,68
Fe mg/Kg 2.432 3.278
Cu mg/Kg 19,10 33,27
Mn mg/Kg 208,09 131,79
RHP UFC/g suelo| 29*108 27*10°

4.3 CARACTERIZACION DEL SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBUROS

Los resultados del suelo contaminado con hidrocarburos que se encuentra en el cuadro N° 4
referente a las densidades demuestran que: la densidad real de 1.700 kg/m3 es inferior a la
establecida para un suelo mineral 2.600 a 2.700 kg/m3, estas variaciones se presentan en suelos

arcillosos de acuerdo con el contenido de materia organica; mientras que el valor de densidad
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aparente de 1.250 kg/m3 se encuentra dentro del rango de 1.000 a 1.600 kg/m? establecido para
suelos superficiales. El valor de 29 % de porosidad del suelo evidencia un suelo compactado,

Buckman (1985).

El suelo contaminado con hidrocarburos presenta un pH de 6,43 por tanto es ligeramente acido,
este comportamiento es tipico para suelos de climas himedos, como lo es en Sacha, debido a
que las precipitaciones son altas como para lixiviar las bases, segun Buckman (1985). Este valor
se encuentra dentro del rango permitido para aplicar la técnica de landfarming segun los
parametros establecidos en Eweis (1999). Quien ademés establece que la capacidad de campo
para un suelo va de 18 a 30 % en funcion del contenido de arcilla, por lo que el valor de 27 % en

el suelo caracterizado es un valor normal para un suelo arcilloso.

Los resultados de MO de 5,88 % y COT de 3,41 % estan dentro de los valores normales para un
suelo arcilloso, de (3 a 6) % y (1,7 a 3,4) % respectivamente, establecido en Eweis (1999).
Dentro del analisis de macronutrientes C/N/P/K relacion 100/10/1/1 utilizada para aplicar el
tratamiento biolégico de suelos por landfarming, se determind la deficiencia de nitrogeno, exceso

de fésforo y equilibrio de potasio, evidenciandose la necesidad de bioestimulacion de nitrégeno.

El valor de 4.208 mg/Kg de TPH es superior al limite permisible para suelo agricola (2.500
mg/Kg) establecido en la Tabla 6, Decreto 1215. Los valores de metales pesados de 14,17mgl/kg
de Cd, 0,46 mg/kg de Niy 4,46 mg/kg de Pb, indican que se encuentran dentro de los limites

permisibles de dicho decreto, (Cd: < 2 mg/Kg; Ni: < 50 mg/Kg; Pb: < 100 mg/Kg).

El RHP revela un numero de bacterias heterétrofas insuficiente (105 UFC) para la realizacion de
un proceso de biorremediacion y por tanto la necesidad de bioaumentacion para alcanzar el

rango optimo de 108 UFC/g de suelo, LACIB (2007).
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Los resultados de caracterizacion del suelo se enlistan en el cuadro N° 4:

Cuadro N° 4 Resultados de la caracterizacion del suelo contaminado con hidrocarburos.

PARAMETRO UNIDADES | RESULTADO
Densidad real kg/m3 1.700
Densidad aparente kg/m3 1.250
Porosidad % 29
Textura ARCILLOSA
Capacidad de campo % 27
pH --- 6,43
TPH mg/kg 4.208
Ni mg/kg 14,17
Cd mg/kg 0,46
Pb mg/kg 4,46
MO % 5,88
COoT % 3,41
N % 0,11
P % 870
CIN --- 31
K mg/Kg 343,2
Ca mg/Kg 151,12
Mg mg/Kg 5.812
Zn mg/Kg 102,63
Fe mg/Kg 44276
Cu mg/Kg 72,35
Mn mg/Kg 587,73
RHP UFC/g suelo 48*10°
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4.4 ENSAYO EXPERIMENTAL DE BIORREMEDIACION

441 BIOESTIMULACION

Segun los resultados del balance de macronutrientes C/N/P/K que existe en cada tratamiento y
la concentracion requerida y faltante de tales nutrientes, se evidenci6 un déficit de nitrogeno y un
excedente de fosforo de acuerdo con la relacién C/N/P/K 100/10/1/1 necesaria para llevar a cabo
el tratamiento biologico por landfarming, para acelerar la tasa de degradacion de los
hidrocarburos por las bacterias del suelo, Rittmann 2001. El potasio se encuentra en déficit en el
caso del tratamiento con el sustrato a1 (compost) y en equilibrio con el sustrato a2 (bocashi). Por
tanto, el incremento se efectud para el nitrdgeno con urea y el potasio con sulfato de potasio; en
cuanto al excedente de fosforo, al considerar que a mayores contenidos se incrementa la

degradacion, se trabaj6 en estas condiciones.

4.4.2 BIOAUMENTACION

El consorcio-Sacha conformado en base a los estudios de seleccion, caracterizacion e
identificacion de cepas de bacterias nativas degradadoras de hidrocarburos realizados por el
equipo técnico de LACIB, fue empleado en ésta investigacion para aumentar las poblaciones de
bacterias en el suelo durante el proceso de biorremediacion y asi incrementar la tasa de

degradacion de hidrocarburos, Atlas 2002.

El proceso de bioaumentacion se realiza siguiendo el procedimiento establecido para dicho fin

que se encuentra en el capitulo lll. La caracterizacion morfoldgica y descripcion macroscopica de
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las cepas (1, 6, 21, 68 y 71) del consorcio-Sacha de bacterias nativas degradadoras de

hidrocarburos, se enuncia en los cuadros N° 5y N° 6:

Cuadro N°5  Caracterizacion morfologica de las cepas bacterianas

BACTERIA | FORMA CELULAR | TINCION GRAM
Cepa 1 Bacillus Gram positiva
Cepa 6 Bacillus Gram negativa
Cepa 21 Bacillus Gram positiva
Cepa 68 Bacillus Gram negativa
Cepa 71 Bacillus Gram positiva

Fuente: LACIB 2007

Cuadro N°6  Descripcion macroscopica de las cepas bacterianas

BACTERIA | TAMANO | FORMA | COLOR | CONTEXTURA DEL BORDE | ELEVACION
Cepa 1 Grande | Dispersa | Blanca Irregular Plana
Cepa 6 Grande | Redonda | Blanca Regular Convexa
Cepa 21 Grande | Irregular | Blanca Irregular Plana
Cepa 68 | Pequefia | Redonda | Verdosa Regular Convexa
Cepa 71 Grande | Irregular | Blanca Irregular plana

Fuente: LACIB 2007

La cantidad de indculo requerido para aplicar en todas las unidades experimentales fue de 1,4 L.

segun la relacion establecida para realizar el proceso de bioaumentacion, LACIB 2007.

El proceso de bioaumentacion en matraces se realizO en dos ocasiones, el contaje

microorganismos fue de 64*10'8 UFC/mL de in6culo preparado y 54*10'¢ UFC/mL de indculo
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preparado respectivamente. El indculo fue aplicado en cada unidad experimental con la ayuda de

una regadera en las horas de la mafana.

4.5 ESTUDIO DEL PROCESO DE BIORREMEDIACION DE SUELO CONTAMINADO CON

HIDROCARBUROS APLICANDO DOS SUSTRATOS MEDIANTE LANDFARMING

El grado de descontaminacion durante el proceso de biorremediacion del suelo contaminado con
hidrocarburos por la técnica de landfarming se evalu6 mediante el monitoreo de las variables

respuestas y las variables control para cada uno de los tratamientos.

451 VARIABLES CONTROL

4.5.1.1 HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO (TPH)

Como se observa en el cuadro N° 7 y el grafico N° 3 la concentracion de TPH en el suelo al inicio
de la biorremediacion (tiempo 1) se encuentran por encima del limite permisible (< 2500 mg/Kg)
para suelo agricola establecido en el RAHO, Decreto 1215, cuyos valores estan sobre los 4.045
mg/Kg. Siendo que la biodisponibilidad de los hidrocarburos se reduce al incrementarse las
fracciones mas pesadas de los hidrocarburos, segun se establece en Eweis (1999) este suelo es

mas dificil de biorremediar.

Luego de mes y medio (tiempo 2) de iniciado el proceso de biorremediacion, la concentracion de

TPH empieza a disminuir en todos los tratamientos, gracias a la accion de los microorganismos
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del suelo, principalmente a las bacterias y a la estimulacion constate de su crecimiento mediante

el control de las variables abidticas.

A los tres meses (tiempo 3) esta disminucion se incrementa para todos los tratamientos, siendo
mayor en el tratamiento con bocashi al 30 %. Ademas en el tratamiento testigo también existe un
declive debido posiblemente al proceso de atenuacion natural, como se establece en Rittmann

(2001).

Durante el cuarto mes (tiempo 4) de biorremediacién la concentracion de TPH disminuye por
debajo del limite permisible, en todos los tratamientos exceptuando el testigo, siendo el mejor

tratamiento aplicado con bocashi en la concentracion al 30 %.

Los resultados de la concentracién de TPH se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro N°7  Concentracion de TPH (mg/Kg).

TPH (mg/kg) / Tiempo (meses)
1 2 3 4
Compost 30% [alb1| 4.258 | 3.602 | 1.58 | 1.401
Compost 20% |a1b2| 4.100 | 3.422 | 1.947 | 1.555
Compost 10% |a1b3| 4.294 | 3.777 | 2177 | 1.548
Bocashi 30% [a2b1| 4.045 | 3.834 | 1.346 | 1.122
Bocashi20% |a2b2| 4.130 | 3.679 | 2.237 | 1.471
Bocashi 10% |a2b3| 4.322 | 3.634 | 2.178 | 1.492
Testigo T | 4557 | 4384 | 3.730 | 2.993

TRATAMIENTOS

La variacion de TPH en funcion del tiempo de biorremediacion se expresa en el grafico siguiente:
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Grafico N° 3. Variacion de TPH (mg/Kg) durante el proceso de biorremediacion.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO

Del analisis estadistico de los datos obtenidos de la concentracion de TPH en el suelo (anexo C),

se establece que:

Al inicio de la biorremediacion existe ausencia de efectos significativos de los factoresay by la
interaccion axb, sobre la concentracion de la variable respuesta TPH. Con un coeficiente de

variacion de 6,05 % que indica la confiabilidad de los datos.

Durante el segundo mes de biorremediacion, segun el anélisis de varianza existen diferencias
significativas para la concentracion de TPH al comparar los tratamientos con el testigo,
presentando un coeficiente de variacion del 5,14 %. Segun la prueba de comparacién mdltiple
deTukey, los tratamientos alb1, a1b2, a2b2 y a2b3 son los tratamientos en los que la

disminucion de la variable respuesta TPH es significativa.

En el caso del tercer mes de biorremediacion, existen efectos significativos generados por el

factor b y al comparar los tratamientos con el testigo, con un coeficiente de variacion de 13,48 %.
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Segun la prueba de comparacién multiple Tukey el tratamiento en el que se logra la mayor

disminucién para la variable respuesta TPH es el a2b1, (Bocashi al 30 %).

Para el cuarto mes de biorremediacion no existen diferencias significativas en la concentracion
final de TPH en los tratamientos, de tal forma que, no existe efectos significativos del factor a,
factor b y su interaccion sobre la variable respuesta TPH, con una confiabilidad de datos del
15,92 %. Todos los tratamientos presentan diferencias significativas al relacionarlos con el
testigo. Estos resultados quieren decir que, el cambio entre los diferentes niveles de los factores

no incide en la variacién de la concentracion de TPH. Cuadro N° 8.

Cuadro N°8 Comparacion multiple de Tukey para TPH en el cuarto mes de biorremediacion.

TRATAMIENTO CONCENTRACION | COMPARACION DE
MEDIA DE TPH (mg/kg) | TRATAMIENTOS
T.7 2.993 A
a1b2; 2 1555 B
a1b3: 3 1548 B
a2b3: 6 1492 B
a2b2: 5 1471 B
albt: 1 1.401 B
a2b1: 4 1122 B

4.5.1.2 CADMIO (Cd)

Segun el cuadro N° 9 y el grafico N° 4 se observa que:

La concentracion de cadmio al inicio del proceso de biorremediacion (tiempo 1) se encuentra por

debajo del limite permisible (< 2 mg/Kg), para suelo agricola segun el RAOH, Decreto 1215, cuyo



-95 —
valor es superior a 0,43 mg/Kg. Variando la concentracion en los diferentes tratamientos debido
que los metales pesados en suelos arcillosos estan sujetos a diferentes mecanismos de

retencion e inmovilizacion, segun lo establece Seoanez (1999).

Luego de iniciado el proceso de biorremediacién, al mes y medio (tiempo 2) se evidencia una
disminucion de la concentracion en todos los tratamientos siendo mayor en el tratamiento a1b2 y

menor en el tratamiento a2b3, esta disminucion no se observa en el testigo.

Al tercer mes (tiempo 3) este valor disminuye por debajo del limite de deteccién del equipo que
es 0,24 mg/Kg de suelo, siendo asi, no se puede determinar cuanto disminuye luego de cuatro
meses de biorremediacién (tiempo 4); esta disminuciéon también se observa en el tratamiento

testigo.

Los resultados de la concentracidn de Cd se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro N°9  Concentracion de cadmio (mg/Kg).

Cd (mg/kg) / Tiempo (meses)
1 2 3 4
Compost 30% [a1b1| 043 0,35 <0,24 <0,24

TRATAMIENTOS

Compost 20% [a1b2| 049 0,32 <0,24 <024

Compost 10% [a1b3| 046 0,39 <024 <024

Bocashi 30% |a2b1| o045 0,41 <0,24 <0,24

Bocashi 20% |a2b2| 045 0,39 <0,24 <0,24

Bocashi 10% |a2b3| 046 0,45 <0,24 <0,24

Testigo T 0,44 042 | <024 | <024

La variacion de cadmio en funcion del tiempo de biorremediacion se expresa en el grafico

siguiente:
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Grafico N° 4. Variacion de cadmio (mg/Kg) durante el proceso de biorremediacion.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO

Segun el analisis estadistico para los resultados de Cadmio (anexo C), se establece que:

En la primera observaciéon se evidencia diferencias significativas entre los resultados de la
variable respuesta Cd de tal forma que el tratamiento a1b1, T, a2b1 y a2b2 son los tratamientos
que presentan una menor concentracion de Cd, seguido por el tratamiento a1b3 y a2b3 vy el
tratamiento con un mayor contenido de cadmio es el a1b2. El efecto significativo es del factor b
sobre la concentracién de cadmio en los diferentes tratamientos. El coeficiente de variacion es

de 2,35 %.

En el segundo mes existe disminucion de la concentracion de cadmio en los distintos
tratamientos generando un efecto significativo el factor a y el factor b sobre la concentracion de
cadmio, con un coeficiente de variacion de 3,54 %. Segun la prueba de comparacién multiple
Tukey el compost en la concentracion del 20 % es en la que se logra disminuir

considerablemente la concentracion de cadmio. Cuadro N° 10.
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Cuadro N°10 Comparacion multiple de Tukey para cadmio en el segundo mes de

biorremediacion.
TRATAMIENTO CONCENTRACION | COMPARACION DE
MEDIA DE Cd (mglkg) | TRATAMIENTOS
az2b3: 6 0,4467 A
T.7 0,4167 AB
a2b1: 4 0,4100 B
a1b3: 3 0,3900 BC
az2b2: 5 0,3867 BC
alb1: 1 0,3533 cD
a1b2: 2 0,3200 D

A partir del tercer mes no se realizé el andlisis de varianza y la prueba de comparacién multiple
Tukey, ya que los valores se encuentran por debajo del limite de deteccién del equipo, esto no
incide en el proceso de biorremediacion porque el Cd esta dentro de los limites permisibles del

RAOH, decreto 1215.

4.5.1.3 NIQUEL (Ni)

Segun el cuadro N° 11 y el grafico N° 5, al inicio de la biorremediacion (tiempo 1) la
concentracion de niquel en el suelo se encuentra por debajo del limite permisible (< 50 mg/Kg)
para suelo agricola, RAOH, Decreto 1215. Este valor disminuye a medida que se incrementa el
tiempo de biorremediacion (tiempo 2, 3, 4), manteniendo un comportamiento aproximadamente
igual tanto en los tratamientos como en el testigo. Con lo que la aplicacion del proceso de

biorremediacion con sustratos organicos no genera cambio en el comportamiento del niquel.



-98 —

Los resultados de la concentracion de Ni se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 11 Concentracion de niquel (mg/Kg).

TRATAMIENTOS Ni (mg/kg) / Tiempo (meses)

1 2 3 4
Compost 30% [a1b1| 15,72 | 13,77 | 13,48 | 13,23
Compost 20% |a1b2| 16,31 | 1524 | 14,93 | 14,08
Compost 10% |a1b3| 15,62 | 1537 | 14,73 | 13,68
Bocashi 30% [a2b1| 13,92 | 13,74 | 1343 | 13,17
Bocashi20% |a2b2| 14,47 | 14,23 | 13,70 | 12,50
Bocashi 10% |a2b3| 1521 | 14,96 | 14,76 | 14,13
Testigo T | 1449 | 14,16 | 13,81 | 12,90

La variacion de niquel en funcion del tiempo de biorremediacion se expresa

siguiente:

Grafico N° 5. Variacion de niquel (mg/Kg) durante el proceso de biorremediacion.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO

Segun el andlisis estadistico para la variable respuesta Ni que se encuentra en el anexo C, al
inicio de la biorremediacion se evidencia efectos significativos del factor a sobre la concentracion
de niquel, es decir, que ésta no se ve afectada por la concentracion de sustratos, pero si por el
tipo de sustrato utilizado, siendo el bocashi con el que la concentracion es menor. El coeficiente

de variacion indica una confiabilidad de los datos del 4.04 %.

Durante el segundo mes de biorremediacion existe efectos significativos en cuanto al factor b, es
decir que la disminucion de la concentracion de niquel no se ve afectada por la utilizacién de
sustratos pero si por la concentracion, siendo el mejor tratamiento el a2b1 (bocashi 30 %). La

confiabilidad del los datos es de 3,90 %.

En el tercer mes la diminucion del Niquel se hace mas uniforme entre los tratamientos,
manteniéndose el comportamiento al generar efectos significativos en la disminucion de la
concentracion de niquel el factor b, siendo el mejor tratamiento el tratamiento a2b1, (bocashi

30%), con una confiabilidad de datos del 3,82 %.

Durante el cuarto mes no existen efectos significativos del factor a, factor b, su interaccion y al
comparar los tratamientos con el testigo, con un coeficiente de variacién del 4,6 %. Estos
resultados quieren decir que existe disminuciéon de la concentraciéon de niquel en todos los
tratamientos a valores similares, y por tanto la aplicacion de compost y bocashi en
concentraciones del 30 %, 20 % y 10 % no genera cambios en el comportamiento de la

concentracion de niquel. Cuadro N° 12,
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Cuadro N° 12 Comparacion multiple de Tukey para niquel en el cuarto mes de biorremediacion.

RATAMIENTO CONCENTRACION | COMPARACION DE
MEDIA DE Ni (mg/kg) | TRATAMIENTOS

a2b3: 6 14,13 A
a1b2: 2 14,08 A
a1b3: 3 13,68 A
atb1: 1 13,23 A
a2b2: 4 13,17 A

T:7 12,90 A
a2b2: 5 12,50 A

4.5.1.4 PLOMO (Pb)

Segun el cuadro N° 13 y el grafico N° 6:

La concentracion de plomo del suelo al inicio del proceso de biorremediacion (tiempo 1) se
encuentra por debajo del limite permisible (< 100 mg/Kg) para suelo agricola, RAOH, Decreto
1215. Existiendo diferencias en la concentracion de plomo al iniciar el proceso de
biorremediacion siendo mayor esta concentracidn en el testigo esto debido a los diferentes
procesos de inmovilizacion a los que estan sujetos los metales pesados en el suelo arcilloso y
por tanto las diferentes concentraciones de un lugar a otro en el mismo suelo, como lo establece

Seoanez (1999).

Durante el proceso de biorremediacion del suelo (tiempo 2, 3, 4) existe disminucion en la
concentracion de Pb incluyendo al testigo, por lo que la utilizacion de sustratos no afecta su

comportamiento.
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Los resultados de la concentracion de Pb se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 13 Concentracion de plomo (mg/Kg).

Pb (mgl/kg) / Tiempo (meses)
1 2 3 4
Compost 30% [a1b1| 4,15 3,85 3,85 3,51
Compost 20% |a1b2| 4,89 4,63 4,63 3,18
Compost 10% |a1b3| 5,61 4,85 4,85 4,04
Bocashi30% |a2b1| 599 | 539 | 539 | 526
Bocashi 20% |a2b2| 5,84 | 4,81 4,81 4,76
Bocashi 10% |a2b3| 6,07 | 486 | 486 | 434

Testigo T | 749 | 571 5,71 5,25

TRATAMIENTOS

La variacién de plomo en funcién del tiempo de biorremediacion se expresa en el siguiente

gréfico:

Grafico N° 6. Variacion de plomo (mg/Kg) durante el proceso de biorremediacion.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO

Segun el andlisis estadistico para la variable respuesta Pb, existen efectos significativos en el
inicio del proceso de biorremediacion, para el factor a, b, su interacciéon y al comparar los
tratamientos con el testigo, siendo asi el sustrato con el que la concentracion de plomo es menor
es el a1 (compost) y el testigo es el que presenta una concentracion mayor de plomo que los
tratamientos. La confiabilidad de los datos es de 6,85%. Este comportamiento se mantiene

durante el proceso de biorremediacion.

Durante el segundo mes de biorremediacion del suelo los efectos significativos son generados
por el factor a, por la interaccién axb y por la comparacion de los tratamientos con el testigo,
siendo el tratamiento a1b1 es el que presenta una menor concentracién y el testigo mantiene la
concentracion mas alta, con una confiabilidad de datos del 6,70 %. Este comportamiento se

mantiene en el tercer mes de biorremediacion con una confiabilidad del 7,47 %.

Cuadro N° 14 Comparacion multiple de Tukey para plomo en el cuarto mes de biorremediacion.

CONCENTRACION COMPARACION DE

TRATAMIENTO
MEDIA DE PLOMO (mg/kg) | TRATAMIENTOS

az2b1:4 5,263 A

T:7 5,247 A
az2b2:5 4,763 AB
a2b3: 6 4,337 ABC
a1b3:3 4,040 BCD
alb1:1 3,507 CD

alb2: 2 3,183 D
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Para el cuarto mes de biorremediacion la disminucion de la concentracion de plomo se ve

afectada significativamente por el factor a, la interaccién axb y al comparar los tratamientos con

el testigo. La confiabilidad de datos es del 9,25 %. El tratamiento con el que se obtiene la mas

baja concentracion de plomo es el a1b1, cuadro N° 14, por lo tanto el sustrato con el que mayor

es la disminucion de plomo es el compost.

452 VARIABLES CONTROL

4.5.2.1 RECUENTO HETEROTROFO EN PLACA (RHP)

Los resultados del RHP se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 15 Control de RHP (UFC/g de suelo) durante el proceso de biorremediacion.

RHP (UFC/g de suelo) / Tiempo (dias)

TRATAMIENTOS
23 43 57 59 72 102 | 121 124 | 131
Compost 30% | a1b1 | ;00e+06 | 4,108+06 | 2,508+06 | 4208407 | 2408406 | 5108406 | 1,10E406 | 2208407 | 1.40E+06
Compost 20% | a1b2 | ; y0e+06 | 2402406 | 9308405 | 4,00E+07 | 1,10E408 | 1,208+06 | 1,108+06 | 2,30E407 | 9,00E405
Compost 10% | a1b3 | 7 soe+06 | 4502406 | 5,608+06 | 3,30+07 | 4702405 | 1,10E+06 | 8708405 | 1,00E407 | 9,00E405
Bocashi 30% | @2b1 | 5 50e.06 | 4302406 | 2.208+06 | 3,50E+07 | 3902406 | 3208406 | 2,10E+06 | 290E407 | 2,10E+06
Bocashi 20% | @2b2 | 5 70e.06 | 3 602406 | 2,50E+06 | 9,30E+06 | 2.90E+06 | 1,80E+06 | 1,60E+06 | 8208406 | 1,00E+06
Bocashi 10% | 82b3 | ; 0406 | 2202406 | 5708406 | 2,10E+07 | 2,00E+06 | 9308405 | 2.20+06 | 1208407 | 4,70E406
Testigo T | 5,70E+05 | 1208405 | 9,008+04 | 1,.90E+05 | 4,00E+04 | 9,10E+04 | 8.90E+04 | 1,30E+05 | ,50E+04
La variacion del RHP en funcion del tiempo de biorremediacién se expresa en el grafico

siguiente:
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Grafico N° 7. Variacion de RHP (UFC/g de suelo) durante el proceso de biorremediacion.
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Segun los resultados del cuadro N° 15 y el grafico N° 7, los resultados del contaje de heterétrofos
totales, demuestran que la aplicacion de sustratos en el suelo mantuvo las poblaciones en
105UFC/g, incluso con la bioestimulacion. Al aplicar bioaumentacion las poblaciones de bacterias
heterétrofas se incrementan a una poblacion de 108 UFC/g de suelo, para todos los tratamientos,
siendo mayor este incremento en el compost, en mayor grado en las concentraciones 30 % vy
20% que en la de 10 %. Para el tratamiento con Bocashi el numero de poblaciones de
heterdtrofos totales se incrementd en mayor grado en las concentraciones 30 % y 10 % que en la

de 20 %.

En el tratamiento testigo las poblaciones descendieron luego de la fase de acondicionamiento del
suelo de 48*105 UFC/g de suelo a un promedio de 38*104 UFC/g de suelo y disminuyeron aun
més durante el proceso de biorremediacion al no estimular su crecimiento de forma alguna hasta

poblaciones de 95*103 UFC/g de suelo.
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4.5.2.2 TEMPERATURA DEL SUELO

Los resultados de la temperatura del suelo se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 16 Control de temperatura del suelo (°C) durante el proceso de biorremediacion.

Temperatura del suelo (°C) / Tiempo (dias)
23 | 30 | 44 | 55 | 74 | 96 | 105 | 131
Compost 30% |a1b1 | 28,57 | 26,29 | 28,57 | 25,27 | 28,30 | 28,30 | 28,73 | 24,00
Compost 20% |a1b2 | 28,37 | 26,60 | 26,83 | 25,93 | 27,53 | 28,40 | 28,37 | 23,77
Compost 10% | a1b3 | 28,11 | 26,66 | 27,10 | 25,27 | 27,67 | 27,97 | 29,31 | 26,43
Bocashi 30% |a2b1| 28,77 [ 26,99 | 28,50 | 26,13 | 28,27 | 28,27 | 29,40 | 24,07
Bocashi 20% |a2b2 | 28,44 | 26,52 27,27 | 24,60 | 27,17 | 27,60 | 28,13 | 24,00
Bocashi 10% |a2b3 | 27,86 | 26,31|26,07 | 26,23 | 27,63 | 27,63 | 28,43 | 26,27

Testigo T (28,96|26,79|29,00 26,33|29,37 | 29,37 | 29,04 | 23,97

TRATAMIENTOS

La variacién de la temperatura del suelo en funcién del tiempo de biorremediacion se expresa en

el gréfico siguiente:

Grafico N°8. Variacion de la temperatura del suelo (UFC/g de suelo) durante el proceso de

biorremediacion.
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De acuerdo con los resultados que se encuentran en el cuadro N° 16 y el grafico N° 8 la
temperatura del suelo se mantuvo en un rango de 24 a 29 °C durante el proceso de
biorremediacion, en todos los tratamientos variando segun las condiciones ambientales
presentadas durante el ensayo experimental. Este rango se encuentra dentro de los valores
normales para que los microorganismos mesofilicos se desarrollen y puedan llevar a cabo la

degradacion de los hidrocarburos, segun Eweis (1999).

4.5.2.3 pH DEL SUELO

Los resultados del pH del suelo se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 17 Control de pH del suelo durante el proceso de biorremediacion.

pH del suelo / Tiempo (dias)

23 | 30 | 44 | 55 | 74 | 96 | 105 | 131
Compost 30% |a1b1 | 6,50 | 6,53 | 6,67 | 6,87 | 5,03 | 5,80 | 7,09 | 6,92
Compost 20% |a1b2 | 6,37 | 6,69 | 6,83 | 7,03 | 5,77 | 5,65 | 7,02 | 6,95
Compost 10% |a1b3 | 6,40 | 6,70 | 7,10 | 7,30 | 6,30 | 5,83 | 7,04 | 6,89
Bocashi 30% |a2b1|{ 6,20 | 6,80 | 6,93 | 7,27 | 5,42 | 6,01 | 7,07 | 6,77
Bocashi 20% |a2b2 | 6,20 | 6,80 | 6,93 | 6,97 | 6,13 | 5,77 | 6,95 | 6,87
Bocashi 10% |a2b3 | 6,50 | 6,80 | 7,00 | 7,06 | 6,79 | 6,29 | 6,95 | 6,95

Testigo T [6,03]590(5,97|6,07|6,00|5,84|6,11|6,26

TRATAMIENTOS

La variacion del pH del suelo en funcién del tiempo de biorremediacion se expresa en el grafico

siguiente:
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Grafico N°9. Variacion del pH del suelo durante el proceso de biorremediacion.
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Como puede observarse en el grafico N° 9 y en el cuadro N° 17, el pH del suelo present6

variaciones durante el proceso de biorremediacion, asi tenemos:

Luego de 20 dias de iniciado el proceso de biorremediacion el suelo mantuvo el comportamiento
ligeramente &cido (6 a 6,5) que presentd en su caracterizacion para todos los tratamientos.
Luego de un mes de biorremediacion el pH se estabilizé a neutro en un rango de (6,7 a 6,8),
manteniendo este comportamiento hasta el segundo mes (6,8 a 7,3) en todos los tratamientos,
durante las dos observaciones realizadas en este. Esta diferencia de pH se debe posiblemente al
incremento de la capacidad tampén en el suelo, inducido por la aplicacion de sustratos en el

suelo, Suquilanda (1996).

Con la segunda aplicacion de urea se produjo acidificacion del suelo, debido a que la influencia
residual del fertilizante tiende a bajar el pH de los suelos, Buckman (1985). EI comportamiento
fue diferente para los tratamiento asi: desde fuertemente acido (5,0 a 5,4) para el tratamiento
alb1y a2b1, medianamente acido (5,7) para el tratamiento a1b2, ligeramente acido (6,1 a 6,3)

para a1b3 y a2b2 a neutro (6,8) para a2b3, demostrando que la concentracién de sustrato b3
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(10%) regul6 de mejor manera este cambio de pH. Luego de 20 dias el pH se estabiliz6 en todos
los tratamientos presentando un comportamiento medianamente &cido (5,7 a 6) a ligeramente
acido para el tratamiento a2b1y a2b3 en un rango de (6 a 6,3). Debido a que el rango en el que
se debe mantener el pH durante la aplicacion de un tratamiento bioldgico es de 6 a 8, Eweis
(1999), se aplico encalado en las unidades experimentales para estabilizar el pH, logrando
mantenerlo en neutro en los rangos de (6,8 a 7,0). Los testigos mantuvieron su pH como
medianamente &cido (5,8 a 6,0) y para los dos ultimos controles como ligeramente acido (6,1 a

6,3). Su interpretacion se realizd en base a la tabla N° I.

4.5.2.4 TEMPERATURA Y HUMEDAD AMBIENTAL

Los resultados de la temperatura y humedad ambiental se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 18 Control de temperatura (°C) y humedad ambiental (%) durante el proceso de

biorremediacion en el area de experimentacion.

TIENPO (Dias) HUMEDAD | TEMPERATURA
AMBIENTAL (%) | AMBIENTAL (°C)

23 69,40 28,46

30 59,02 31,65

44 66,00 28,75

55 73,14 2588

74 60,90 30,13

9 68,29 38,06

105 60,86 30,67

131 70,86 28,08
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La variacion de la temperatura y humedad ambiental en funcion del tiempo de biorremediacion

se expresa en los graficos N° 10 y N° 11:

Grafico N° 10. Variacion de la temperatura ambiental (°C) en el area de experimentacion.
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Gréafico N° 11. Variacion de la humedad ambiental (%) en el area de experimentacion.

VARIACION DE LA HUMEDAD AMBIENTAL

80

g 70 & P -5
= 60 -— * *
= 50
2
=< 30
=
é 20
= 10
S o
0 20 40 B0 €0 100 120 140

TIEMP O (dias)

Como se observa en el cuadro N° 18 y en grafico N° 10, la temperatura ambiental en el area del
ensayo experimental durante la biorremediacién mantuvo un valor promedio de 30 °C y oscilé en

un rango 25 a 38 °C.
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Como se observa en el cuadro N° 18 y en grafico N° 11, la humedad ambiental mantuvo un valor
promedio de 66 % variando en un rango de 59 a 71 %, valores que se encuentran dentro de los
rangos establecidos para esta zona, segun se determina el Estudio de Impacto Ambiental

desarrollado por el PEPDA en el campo Sacha.

4.6 RENDIMIENTO DEL PROCESO DE BIORREMEDIACION

Los resultados de rendimiento se enlistan en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 19 Resultados de rendimiento de cada tratamiento para las variables respuesta.

FACTOR | FACTOR TRATAMIENTO RENDIMIENTO (%)
A B TPH Cd Ni Pb
b1 atb1 67,11 | 17,71 | 15,85 | 15,49
al b2 alb2 62,30 | 3504 | 13,69 | 34,96
b3 atb3 64,17 | 1522 | 12,40 | 28,20
b1 a2b1 72,37 | 886 | 541 | 12,20
a2 b2 az2b2 64,49 | 14,72 | 13,62 | 18,51
b3 az2b3 6582 | 290 | 7,10 | 28,56
TESTIGO T 34,38 | 6,01 [ 11,02 | 30,01

4.6.1. HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO

De los resultados que se encuentran en el cuadro N° 19 se establece que el tratamiento con el

rendimiento dptimo en la disminucion de TPH es el a2b1 (Bocashi 30 %) con el 72 %. Los demés



- 111 -
tratamientos aplicados presentan un rendimiento mas bajo entre 62,30 % y 67,11 %, no asi el

testigo cuya biorremediacion por atenuacion natural es del 34,38 %.

La variacién en funcién del tiempo de biorremediacion se expresa en el gréfico N° 12.

Grafico N° 12. Rendimiento de la biorremediacion para TPH.
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4.6.2. METALES PESADOS

Se determiné segun los resultados del Cuadro N° 19 que el tratamiento de mejor rendimiento en
la disminucion de cadmio es el a1b2 (Compost 20 %) con el 35 %. El tratamiento que presenta
menor grado de degradacion es el a2b3 (Bocashi 10 %), con un rendimiento de 2,9 %. Por

atenuacién natural el rendimiento en la disminucién de la concentracién de cadmio es del 6 %.

La variacion en funcién del tiempo de biorremediacion se expresa en el gréfico N° 13.
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Grafico N° 13. Rendimiento de la biorremediacion para cadmio (2 meses).
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Segun los resultados del Cuadro N° 19 el tratamiento en el cual se logra el mejor rendimiento en
la disminucion del niquel es el a1b1 (Compost 30 %) con el 15,85 %. En el tratamiento testigo

por atenuacion natural el rendimiento es del 11 %.

La variacion en funcién del tiempo de biorremediacion se expresa en el grafico N° 14.

Grafico N° 14. Rendimiento de la biorremediacion para niquel
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Segun los resultados que se encuentran en el cuadro N° 19 el tratamiento en el cual se obtiene
el mejor rendimiento en la disminucién de la concentracion de plomo durante el proceso de
biorremediacion del suelo con dos sustratos es el a1b2 (Compost 20 %) con un rendimiento del
34,96 %. Por atenuacion natural el rendimiento en la concentracion de plomo fue del 30 % por lo
que al aplicar bocashi en el 30 %, 20 % y 10 % y compost en el 30 % y 10 % se obtiene un
rendimiento menor al del testigo, por tanto fueron deficientes en la disminucion de la

concentracion de plomo.

La variacion en funcién del tiempo de biorremediacion se expresa en el grafico N° 15:

Grafico N° 15. Rendimiento de la biorremediacion para plomo.
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El valor de TPH en todos los tratamientos utilizando Compost y Bocashi disminuye
considerablemente durante los cuatros meses de biorremediacién en un rango de 62,30 % -
72,37 % como se aprecia en el cuadro 19, ademas los valores de metales pesados, Cd, Ni, Pb
que aunque se encuentran dentro de los limites permisibles para suelo agricola disminuyen
utilizando la técnica de Landfarming con bioestimulacion y bioaumentacién. Con este anélisis se

acepta la hipétesis nula planteada en la investigacion.
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CAPITULOV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

. La elaboracion de bocashi se efectud en un tiempo de trece dias, se obtuvo un producto

de coloracion grisacea, aspecto suelto y polvoso, con un contenido de 25,78 % de COT,
1,2 % de N, 1.903 mg/Kg de P, 2.876 mg/kg de K, un pH de 7,97 ligeramente alcalino,

una densidad aparente de 190 Kg/m3 y un contenido de 29*106 UFC/ g de suelo.

. Los sustratos organicos Compost y Bocashi presentan caracteristicas fisicoquimicas y

microbioldgica (RHP) aceptables para ser empleados como acondicionadores del suelo

para biorremediacién por Landfarming.

. La caracterizacién del suelo demuestra que se encuentra un estado degradado, con un

contenido de 4.208 mg/kg de TPH superior al limite permisible y 0,46 mg/kg de Cd,
14,17 mg/kg de Ni y 4,46 mg/kg de Pb, metales pesados que se encuentran bajo los

limites permisibles del RAOH, decreto1215.

. El recuento de bacterias heterotrofas totales en el suelo contaminado con hidrocarburos

se mantuvo en el orden de 105 UFC/g de suelo al aplicarse el proceso de

biorremediacion con compost y bocashi.
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5. Aplicando el proceso de biorremediacion con landfarming durante cuatro meses y medio
se logré disminuir en todos los tratamientos la concentracion de TPH en un rango del
62,30 % - 72,37 %. Metales pesados en un rango de: Cadmio 2,90 % - 35,04 %; Niquel
5,41 % - 15,85 % y Plomo 12,20 % - 34,96 %, todos por debajo del los limites permisible

para uso en suelos agricola, RAOH, decreto1215.

6. El mejor sustrato para biorremediar TPH en la presente investigacion es el Bocashi, con
el tratamiento a2b1 (bocashi 30 %) con el 72,37 % de rendimiento aunque
estadisticamente no existe diferencias altamente significativas entre los tratamientos

aplicados con compost y bocashi.

7. El mejor sustrato para biorremediar metales pesados lo presenta el Compost ya que
técnicamente presenta el mejor rendimiento para Cadmio el tratamiento a1b2 (Compost
20 %) con el 35,04 %; Niquel el tratamiento a1b1 (Compost 30 %) con el 15,85 %; y

Plomo el tratamiento a1b2 (Compost 20 %) con el 34,96 %

8. Los sustratos Bocashi y Compost no presentan diferencias significativas en el proceso
de descontaminacion por lo cual son aptos para ser utilizados para biorremediar

hidrocarburos por la técnica de landfarming.



5.2.

-117 -

RECOMENDACIONES

Elaborar los sustratos organicos en un area fisica adecuada que cumpla con los
requisitos indispensables como lo es: la cubierta, sistema de recoleccion de lixiviados y

sistemas de impermeabilizacidn del suelo para obtener un producto de calidad.

En la elaboracién de Bocashi utilizar materiales facilmente degradables para evitar que

en el producto final exista material sin descomponer.

Durante el proceso de biorremediacion del suelo por landfarming es indispensable
estimular el crecimiento de los microorganismos mediante el control de variables
abidticas principalmente la provisidn de agua mediante la humectacién, el oxigeno
mediante aireacion, ya que éste es el aceptor de electrones en el proceso aerobio,

llevado a cabo por bacterias y el adecuado suministro de nutrientes.

Llevar el control adecuado del pH del suelo para intervenir en el caso de procesos de
acidificacion del suelo y de la humedad del suelo para impedir un proceso anaerobio ya

que las poblaciones de microorganismos pueden disminuir.

Al aplicar el proceso de bioestimulacion y bioaumentacion seguir las normas basicas de

seguridad para evitar problemas sanitarios y/o accidentes.
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CAPITULO VI

RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar dos sustratos organicos en la técnica de
landfarming para la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, como una
alternativa para su tratamiento por la presencia de pasivos ambientales como piscinas con
desechos hidrocarburiferos, generadas durante el desarrollo de la Industria Hidrocarburifera en

el Ecuador. Realizada en el PEPDA, Campo Sacha de PETROPRODUCCION.

Los materiales empleados fueron dos sustratos organicos (compost y bocashi) en
concentraciones del 30%, 20% y 10% (V/V) y 0,03m?® por unidad experimental de suelo
contaminado con 4.208 mg/Kg de TPH superior al limite permisible y 0,46 mg/kg de Cd, 14,17
mg/kg de Niy 4,46 mg/kg de Pb, metales pesados que se encuentran bajo el limite permisible
para suelo agricola, segun el RAOH, decreto 1215, a través de un disefio factorial a x b de siete
tratamientos, aplicando la técnica de landfarming con bioestimulacién y bioaumentacién de
bacterias nativas degradadoras de hidrocarburos, efectuando el monitoreo de las variables
respuesta y control durante los cuatro meses de biorremediacion. Mediante este proceso se
logrd disminuir la concentracion de TPH por debajo de dicho limite, en un rango del 62,30% a
72,37%, que estadisticamente no presenta diferencias significativas durante los cuatro meses de
biorremediacion, por lo que el compost y el bocashi en el 30%, 20% y 10% son aptos para ser
utilizados en la técnica de landfarming para la biorremediacion de suelos contaminados con

hidrocarburos.
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SUMARY

This investigation deals with the evaluation of two organic substrates in the landfarming technique
for the bioremedying of soils polluted with hydrocarbides as an alternative for their treatment for
the presence of environmental passive facts such as pools with hydrocarbon wastes, generated
during the development of the hydrocarbon industry in Ecuador. This research was carried out in

PEPDA, Sacha Field of PETROPRODUCCION.

The materials consisted of two organic substrates (compost and bocashi) at 30%, 20% and 10%
(VIV) concentrations and 0,03 m3 per experimental unit of soil polluted with 4.208 mg/Kg TPH
superior to the permissible limit and 0,46 mg/kg Cd, 14,17 mg/kg Ni and 4,46 mg/kg Pb, heavy
metals which are below the permissible limit for a farming soil, according to RAOH, decree 1215,
through a factorial design a x b of seven treatments, applying the landfarming technique with
biostimulation and bioaugmentation of degradating native bacteria of hydrocarbides, carrying out
variable, response and control monitoring during the four months of bioremedying. Through this
process it was possible to diminish the TPH concentration below such a limit at a 62,30 % -
72,37% range which does not show significant differences during the four months of
bioremedying. Compost and Bocashi at 30%, 20% and 10% are suitable to be used in the

landfarming technique for the bioremedying of soils polluted with hydrocarbides.
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CAPITULO VIII

ANEXOS

ANEXO A: RESULTADOS

Cuadro N° 20 Porcentaje de nitrogeno de los materiales usados en el bocashi.

N° MATERIALES % DE NITROGENO
1 Cascarilla de arroz 0,50
2 Tamo de café 1,76
3 | Ceniza de cascarilla de arroz 0,35
4 Estiércol 1,27
S Gallinaza 2,40
6 Canavalia 4,46
7 Flemigia 2,95
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ANEXO B: TABLAS ADICIONALES

Tabla VI. Composicion del Agar Nutritivo, DIFCO, TM

Base para el cultivo de una amplia variedad de microorganismos,

Suspension de 23g de agar nutritivo en 1L de agua purificada,

pH, final 6,8 £ 0, 2, Higroscdpico

FORMULA APROXIMADA*POR LITRO | CANTIDADES
Extracto de carne 304¢
Peptona 504¢
Agar 15,0 ¢
Tabla VII. Formula de Medio Mineral para 1L pH 7
REACTIVOS CANTIDADES (g/L)
Cloruro de amonio 1,29
Cloruro de Calcio. 0,000504 g
Fosfato Monobasico de Potasio tri hidratado 0,3578 g
Fosfato acido de Potasio tri hidratado 0,4960g
Nitrato de Potasio 2449
Sulfato de Magnesio hepta hidratado. 2,04 ¢
Sulfato de Sodio 2449
Sulfato de hierro Hepta hidratado. 0,02 ¢
Hidrocarburo 5% VIV
Extracto de lavadura 4¢
Peptona Bacteriologica 29

Fuente: LACIB (2008)
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ANEXO C: ANALISIS ESTADISTICO

ANALISIS ESTADISTICO PARA TPH
Title: TESIS

Function: FACTOR
Experiment Model Number 1.
Two Factor Completely Randomized Design

Data case N° 1 to 18.

Factorial ANOVA for the factors:
* Replication (Var 1: REPLICAS) with values from 1 to 3
» Factor A (Var 2: FACTOR A) with values from 1 to 2
» Factor B (Var 3: FACTOR) with values from 1 to 3

Function: ANOVA-1
Data case no. 1 to 21

One way ANOVA grouped over variable 2 (tratamientos)
with values from 1 to 7.

Variable 4: TPH1

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor B 2 122901,444 61450,722 0,93 3,74 6,51
A*B 2 67515,444 33757,722 0,51 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 336287,176 336287,176 5,10 4,60 8,86
Error 14 922.806 65914,714
TOTAL 20 1464532,286

Coefficient of Variation: 6.05%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA TPH1

Title: TESIS

Function: RANGE
Error Mean Square= 65914.714
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Error Degrees of Freedom = 14

No. of observations to calculate a mean = 3
Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=4687 atalpha=0.050

Original Order Ranked Order
Mean 1= 4258. A Mean 7= 4557. A
Mean 2= 4100. A Mean 6= 4322. A
Mean 3= 4294. A Mean 3= 42%. A
Mean 4= 4045. A Mean 1= 4258. A
Mean 5= 4130. A Mean 5= 4130. A
Mean 6= 4322. A Mean 2= 4100. A
Mean 7= 4557. A Mean 4= 4045. A

Variable 5: TPH2

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 59627,556 59627,556 1,10 4,60 8,86
Factor B 2 104235,444 52117,722 0,96 3,74 6,51
A*B 2 151142,111 75571,0555 1,40 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 1356998,222  1356998,222 2511 4,60 8,86
Error 14 756535,333 54038,238
TOTAL 20 2428538,666

Coefficient of Variation: 5.14%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA TPH2

Title: TESIS
Function: RANGE(]
Error Mean Square = 54038.

Error Degrees of Freedom= 14
No. of observations to calculate a mean=3
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Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=134.2 atalpha=0.050

Original Order Ranked Order

Mean 1= 3602. B Mean 7= 4384. A

Mean 2= 3422. B Mean 4= 3834. AB
Mean 3= 3777. AB Mean 3= 3777. AB
Mean 4= 3834. AB Mean 5= 3679. B
Mean 5= 3679. B Mean 6= 3634. B
Mean 6= 3634. B Mean 1= 3602. B
Mean 7= 4384. A Mean 2= 3422. B

Variable 6: TPH3

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 24420,5 24420,5 0,28 4,60 8,86
Factor B 2 1157050,333 578525,1665 6,52 3,74 6,51
A*B 2 496263 248131,5 2,80 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 8078801,786 8078801,786 91,06 4,60 8,86
Error 14 1242095,333 88721,095
TOTAL 20 10998630,95

Coefficient of Variation: 13.48%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA TPH3

Title: TESIS

Function: RANGE(|

Error Mean Square = 88721.095
Error Degrees of Freedom = 14

No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=172.0 atalpha=0.050
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Original Order Ranked Order
Mean 1= 1858. BC Mean 7= 3730. A
Mean 2= 1947. BC Mean 5= 2237. B
Mean 3= 2177. BC Mean 6= 2178. B
Mean 4= 1346. C Mean 3= 2177. BC
Mean 5= 2237. B Mean 2= 1947. BC
Mean 6= 2178. B Mean 1= 1858. BC
Mean 7= 3730. A Mean 4= 1346. C

Variable 7: TPH4

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 87501,389 87501,389 1,26 4,60 8,86
Factor B 2 260247 130123,5 1,88 3,74 6,51
A*B 2 44436,778 22218,389 0,32 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 6269868,643 6269868,643 90,38 4,60 8,86
Error 14 971249,333 69374,952
TOTAL 20 7633303,143

Coefficient of Variation: 15.92%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA TPH4

Title: TESIS

Function: RANGES]

Error Mean Square= 69374,
Error Degrees of Freedom = 14

No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=1521 atalpha=0.050
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ANALISIS ESTADISTICO PARA CADMIO
Title: TESIS
Function: FACTOR

Experiment Model Number 1:
Two Factor Completely Randomized Design

Data case no. 1 to 18.

Factorial ANOVA for the factors:

Replication (Var 1: repeticiones) with values from 1 to 3
Factor A (Var 2: a) with values from 1 to 2

Factor B (Var 3: b) with values from 1 to 3

Function: ANOVA-1
Data case no. 1 to 21

One way ANOVA grouped over variable 2 (tratamientos)
with values from 1 to 7.

Variable 4:Cd1
ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FVv gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 0 0 0,00 4,60 8,86
Factor B 2 0,003 0,0015 10,50 3,74 6,51
A*B 2 0,003 0,0015 10,50 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 0,001 0,001 7,00 4,60 8,86
Error 14 0,002 1,43E-04
TOTAL 20 0,007

Coefficient of Variation: 2.35%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Cd1

Title: TESIS

Function: RANGEq



- 136 -

Error Mean Square = 0.0001430
Error Degrees of Freedom = 14
No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=0.006904 atalpha=0.050

Original Order Ranked Order
Mean 1= 04300 B Mean 2= 04933 A
Mean 2= 04933 A Mean 3= 04600 AB
Mean 3= 04600 AB Mean 6= 04600 AB
Mean 4= 04500 B Mean 5= 04533 B
Mean 5= 04533 B Mean 4= 04500 B
Mean 6= 04600 AB Mean 7= 04433 B
Mean 7= 04433 B Mean 1= 04300 B

Variable 5: cad2

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 0,017 0,0170 79,33 4,60 8,86
Factor B 2 0,014 0,0070 32,67 3,74 6,51
A*B 2 0,000 0,0000 0,00 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 0,003 0,0030 14,00 4,60 8,86
Error 14 0,003 2,14E-04
TOTAL 20 0,037

Coefficient of Variation: 3.54%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Cd2

Title: TESIS

Function: RANGES]

Error Mean Square = 0.0002140

Error Degrees of Freedom = 14

No. of observations to calculate a mean = 3
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Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=0.008446 atalpha =0.050

Original Order Ranked Order
Mean 1= 03533 CD  Mean 6= 0.4467 A
Mean 2= 0.3200 D Mean 7= 04167 AB
Mean 3= 0.3900 BC Mean 4= 04100 B
Mean 4= 04100 B Mean 3= 0.3900 BC
Mean 5= 0.3867 BC Mean 5= 0.3867 BC
Mean 6= 0.4467 A Mean 1= 0.3533 CD
Mean 7= 0.4167 AB Mean 2= 0.3200 D

Variable 6: cad3

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 0,000 0,000 0,00 4,60 8,86
Factor B 2 0,000 0,000 0,00 3,74 6,51
A*B 2 0,000 0,000 0,00 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 0,000 0,000 0,00 4,60 8,86
Error 14 0,000 0,000
TOTAL 20 0,000

Coefficient of Variation: 1.33%

Variable 7: cad4

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 0,000 0,000 0,00 4,60 8,86
Factor B 2 0,000 0,000 0,00 3,74 6,51
A*B 2 0,000 0,000 0,00 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 0,000 0,000 0,00 4,60 8,86
Error 14 0,000 0,000
TOTAL 20 0,000

Coefficient of Variation: 0,00%
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ANALISIS ESTADISTICO PARA NIQUEL

Title: TESIS

Function: FACTOR

Experiment Model Number 1:
Two Factor Completely Randomized Design

Data case no. 1 to 18.

Factorial ANOVA for the factors:
* Replication (Var 1: repeticiones) with values from 1 to 3
» Factor A (Var 2: a) with values from 1 to 2
» Factor B (Var 3: b) with values from 1 to 3

Title: TESIS

Function: ANOVA-1
Data case no. 1 to 21

One way ANOVA grouped over variable 2 (TRATAMIENTOS)
with values from 1 to 7.

Variable 4: Ni 1
ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 8,174 8,174 21,91 4,60 8,86
Factor B 2 1,355 0,678 1,82 3,74 6,51
A*B 2 1,994 0,997 2,67 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 1,320 1,320 3,54 4,60 8,86
Error 14 5,222 0,373
TOTAL 20 18,065

Coefficient of Variation: 4.04%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Ni 1

Title: TESIS

Function: RANGEq
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Error Mean Square = 0.3730
Error Degrees of Freedom = 14
No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=0.3531 atalpha=0.050

Original Order Ranked Order

Mean 1= 1572 AB Mean 2= 1631 A

Mean 2= 1631 A Mean 1= 1572 AB

Mean 3= 1562 ABC Mean 3= 15.62 ABC

Mean 4= 13.93 C Mean 6= 1521 ABC

Mean 5= 14.47 BC Mean 7= 14.50 BC

Mean 6= 1521 ABC Mean 5= 1447 BC

Mean 7= 1450 BC Mean 4= 13.93 C

Variable 5: Ni 2

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE
FV gl SC CM F F.05 F.01

Factor A 1 1,046 1,046 3,42 4,60 8,86
Factor B 2 6,263 3,132 10,23 3,74 6,51
A*B 2 0,739 0,370 1,21 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 0,394 0,394 1,29 4,60 8,86
Error 14 4,284 0,306
TOTAL 20 12,726

Coefficient of Variation: 3,90%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Ni 2

Title: TESIS
Function: RANGE(|
Error Mean Square = 0.306

Error Degrees of Freedom = 14
No. of observations to calculate a mean = 3
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Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=0.3194 atalpha=0.050

Original Order Ranked Order
Mean 1= 1377 B Mean 3= 1537 A
Mean 2= 1524 AB Mean = 1524 AB
Mean 3= 1537 A Mean = 1496 AB
Mean 4= 1374 B Mean = 1423 AB
Mean 5= 1423 AB Mean = 1416 AB
Mean 6= 1496 AB Mean = 1377 B
Mean 7= 1416 AB Mean = 1374 B
Variable 6: Ni 3
ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 0,773 0,773 3,05 4,60 8,86
Factor B 2 5,180 2,590 10,22 3,74 6,51
A*B 2 1,501 0,751 2,96 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 0,328 0,328 1,29 4,60 8,86
Error 14 3,549 0,254
TOTAL 20 11,331

Coefficient of Variation: 3.82%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Ni 3

Title: TESIS

Function: RANGES]

Error Mean Square = 0.2540
Error Degrees of Freedom = 14

No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test
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s_=0.2910 atalpha=0.050

Original Order Ranked Order
Mean 1= 1348 AB Mean 2= 1493 A
Mean 2= 1493 AB Mean 6= 1476 AB
Mean 3= 1473 A Mean 3= 1473 AB
Mean 4= 1343 B Mean 7= 1381 AB
Mean 5= 1370 AB Mean 5= 13.70 AB
Mean 6= 1476 AB Mean 1= 1348 AB
Mean 7= 1381 AB Mean 4= 1343 B
Variable 7: Ni 4
ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 0,708 0,708 1,87 4,60 8,86
Factor B 2 1,784 0,892 2,36 3,74 6,51
A*B 2 3,346 1,673 4,42 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 0,805 0,805 2,13 4,60 8,86
Error 14 5,300 0,379
TOTAL 20 11,943

Coefficient of Variation: 4,60%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Ni 4

Title: TESIS

Function: RANGE(

Error Mean Square = 0.3785
Error Degrees of Freedom = 14

No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=0.3552 atalpha=0.050
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Original Order Ranked Order
Mean 1= 1323 A Mean 6= 1413 A
Mean 2= 1408 A Mean 2= 1408 A
Mean 3= 1368 A Mean 3= 1368 A
Mean 4= 1317 A Mean 1= 1323 A
Mean 5= 1250 A Mean 4= 1317 A
Mean 6= 1413 A Mean 7= 1290 A
Mean 7= 1290 A Mean 5= 1250 A
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ANALISIS ESTADISTICO PARA PLOMO
Title: TESIS
Function: FACTOR

Experiment Model Number 1:
Two Factor Completely Randomized Design

Data case no. 1 to 18.

Factorial ANOVA for the factors:
* Replication (Var 1: REPETICIONES) with values from 1 to 3
» Factor A (Var 2: FACTOR A) with values from 1 to 2
» Factor B (Var 3: FACTOR B) with values from 1 to 3

Function: ANOVA-1
Data case no. 1 to 21

One way ANOVA grouped over variable 2 (TRATAMIENTOS)
with values from 1 to 7.

Variable 4: PB1

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CM F F.05 F.01
Factor A 1 5,336 5,336 34,76 4,60 8,86
Factor B 2 1,812 0,906 5,90 3,74 6,51
A*B 2 1,470 0,735 4,79 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 11,006 11,006 71,70 4,60 8,86
Error 14 2,149 0,154
TOTAL 20 21,773

Coefficient of Variation: 6.85%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Pb1

Title: TESIS

Function: RANGE]
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Error Mean Square = 0.1535
Error Degrees of Freedom = 14
No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=0.2262 atalpha=0.050

Original Order Ranked Order
Mean 1= 4.147 D Mean 7= 7493 A
Mean 2= 4887 CD Mean 6= 6.073 B
Mean 3= 5607 BC Mean 4= 5993 B
Mean 4= 5993 B Mean 5= 5840 BC
Mean 5= 5.840 BC Mean 3= 5607 BC
Mean 6= 6.073 B Mean 2= 4.887 CcD
Mean 7= 7.493 A Mean 1= 4.147 D

Variable 5: PB2

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CMm F F.05 F.01
Factor A 1 2,219 2,219 18,62 4,60 8,86
Factor B 2 0,867 0,434 3,64 3,74 6,51
A*B 2 1,789 0,895 7,51 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 5,185 5,185 43,52 4,60 8,86
Error 14 1,668 0,119
TOTAL 20 11,728

Coefficient of Variation: 6,70%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Pb2

Title: TESIS
Function: RANGEq

Error Mean Square = 0.1191
Error Degrees of Freedom = 14
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No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=0.1993 atalpha=0.050

Original Order Ranked Order

Mean 1= 4.007 C Mean 7= 6.367 A
Mean 2= 4667 BC Mean 4= 5600 AB
Mean 3= 5113 B Mean 6= 5400 B
Mean 4= 5600 AB Mean 3= 5113 B
Mean 5= 4893 BC Mean 5= 4893 BC
Mean 6= 5400 B Mean 2= 4667 BC
Mean 7= 6.367 A Mean 1= 4.007 C

Variable 6: PB3

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

Fv gl SC CMm F F.05 F.01
Factor A 1 1,485 1,485 11,23 4,60 8,86
Factor B 2 0,167 0,084 0,63 3,74 6,51
A*B 2 2,090 1,045 7,90 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 2,445 2,445 18,48 4,60 8,86
Error 14 1,852 0,132

TOTAL 20 8,039

Coefficient of Variation: 7,47%

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Pb3

Title: TESIS
Function: RANGES]
Error Mean Square = 0.1323

Error Degrees of Freedom = 14
No. of observations to calculate a mean = 3
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Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=0.2100 atalpha=0.050

Original Order Ranked Order

Mean 1= 3.853 C Mean 7= 5707 A
Mean 2= 4.630 BC Mean 4= 5.387 AB
Mean 3= 4850 ABC Mean 6= 4.860 ABC
Mean 4= 5387 AB Mean 3= 4850 ABC
Mean 5= 4810 ABC Mean 5= 4810 ABC
Mean 6= 4860 ABC Mean 2= 4.630 BC
Mean 7= 5707 A Mean 1= 3.853 C

Variable 7: PB4

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

FV gl SC CMm F F.05 F.01
Factor A 1 6,601 6,601 41,07 4,60 8,86
Factor B 2 0,509 0,255 1,58 3,74 6,51
A*B 2 1,905 0,953 5,93 3,74 6,51
testigo vs Resto 1 2,913 2,913 18,13 4,60 8,86
Error 14 2,250 0,161
TOTAL 20 14,178

Coefficient of Variation: 9.25 %

PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE TUKEY PARA Pb4

Title: TESIS

Function: RANGE(]

Error Mean Square = 0.1607
Error Degrees of Freedom = 14

No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test
s_=0.2315 atalpha=0.050



Original Order

Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean

~NoOo ok Wi —

3.507
3.183
4.040
5.263
4.763
4.337
5.247

CD

BCD

AB
ABC
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Ranked Order
Mean 4= 5263
Mean 7= 5.247
Mean 5= 4.763
Mean 6= 4.337
Mean 3= 4.040
Mean 1= 3.507
Mean 2= 3.183

AB

ABC

BCD
CD
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ANEXO D: FOTOGRAFIAS

1) Compost

2) Bocashi

3) Monticulo de suelo
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4) Caracteristicas del area de elaboracién de bocashi

T

27/09/2007
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7) Aplicacién de la melaza y levadura disuelta en agua usando bomba.

27/09/2007

8) Mezcla del material

27/09/2007

9) Aireacion durante el proceso de compostaje
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10) Area de abonos PEPDA-SACHA
T

200Z/70/9¢

12) Estructura fisica del ensayo experimental de biorremediacion

<. 16/10/2007
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13) Acondicionamiento del suelo antes del tratamiento

15) Medicién de la temperatura del suelo.

22/11/2007
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16) Humectacion y aireacion de las unidades experimentales de biorremediacion

17) Muestreo de suelo

18) Bioestimulacion.
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19) Cepas utilizadas en el consorcio SACHA para el proceso de Bioaumentacion

20) Reactivacién de las cepas.

B 10/12/2007
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21) Tincién Gram de las cepas del consorcio.

CEPAG

CEPA 1

CEPA 68

CEPA 21

CEPAT1
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22) Produccién de inéculo

Preindculo Incubacién

Siembra del indculo Inéculo
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23) Aplicaciéon del indculo en el campo
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24) Procesamiento de las muestras de suelo para RHP

Material estéril Incubacion

£002/21/60

Diluciones seriadas Contaje

| & 0pl1p/2007



