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INTRODUCCION

La problematica ambiental, es un tema que en kimag afios ha sido preocupacion
del Estado y de los diferentes actores que labemaa industria hidrocarburifica, por
cuanto al uso indiscriminado y al inadecuado mageajsposicion del petroleo esto a
llevado a una acumulacion de la contaminacion, slaébb ambiente y riesgos

tecnolégicos (5)

Antes, esto no parecia complicado, las industrasemian mayor problema para
deshacerse de sus residuos puesto que eran vetidos cauces de los rios o dejados
a la intemperieSin embargo cuando la velocidad de produccion sidues supera la
velocidad de degradacion en el ambiente, surgerieaminacion, y con ello la pérdida

de especies. (19)

Los dafios ambientales ocasionados por la indysttimlera estatal, son causales de
sanciones estipuladas en la Constitucion de lalitieptila Ley de Gestion Ambiental,
el Reglamento Sustitutivo del Reglamento Ambienfsra las Operaciones
Hidrocarburiferas, entre otros; que pueden ir desdias, hasta paralizacion de la
actividad e incluso la carcel para los funcionagoe por accion u omision permitieran

la alteracion del medio ambiente. (20)



La contaminacién de suelos por hidrocarburos ti@mgronunciado efecto sobre las
propiedades de los suelos con procesos de salinizadoxicidad sobre los

microorganismos, mortandad de la vegetacion pat@sditotoxicos, entre otros.

La biodegradacion efectuada por poblaciones nasirahtivas de microorganismos,
representa un mecanismo para la recuperacion tesst@taminados con petrdleo. La
actividad enzimatico microbiana es la responsalde ditha biodegradacion de

contaminantes. (5)

La EPA define biorremediacion como la manipulacdin sistemas biologicos para
efectuar cambios en el ambiente. En un ambiente sodiciente disponibilidad de
oxigeno, fosforo, nitrégeno, y otros nutrientess loontaminantes del medio son
utilizados como fuente de carbono para el crecitaignmultiplicacion microbiana,
siendo degradados a compuestos tales como dioxelocatbono y agua o
modificandolos a formas menos téxicas. Dado queegbleo es una mezcla compleja,

su degradacién es favorecida por una interaccidivdesas especies microbianas. (33)

Una de las técnicas de biorremediacion mas dif@sdéd la denominada Landfarming,
gue consiste en tratar suelos por aireacion mex@gcapas poco profundas, que casi
nunca exceden los 30 cm de espesor, con estadéemiposible conseguir resultados
satisfactorios, dependiendo principalmente del tposuelo y contaminante, y de las

caracteristicas climaticas del lugar. (8)



Para lograr una efectiva degradacion es necesafaekencia de microorganismos y
otros organismos en asociaciones apropiadas y adiciones adecuadas para la
actividad biologica. Trabajos realizados recomiendaantener una microflora una

relacion adecuada de nutrientes, C:N:P / 100:10:2.

La optimizacion de procesos para remediacion bicdédde contaminantes en los suelos
es de importancia practica para disminuir el tiem@eemediacion y economizar costos

de tratamiento. (16)

En el presente trabajo se estima la biorremediag#los hidrocarburos totales (TPH)
mediante la biorremediacion bajo condiciones n&ar@tenuacion natural), activacion
de bacterias autdctonas, estimulacidon con nutsentganicos (bioestimulacion) vy

acondicionador.

Las caracteristicas operativas del Campamento uBumar (Petroproduccion)
localizado en el cantébn Lago Agrio, el origen sieéélo contaminado sus propiedades
fisicas, quimicas, biolégicas y las condicionemaéticas del medio son idéneas para
llevar a cabo la biorremedicion siendo el models agaropiado y la menos agresiva ya
gue no representa un peligro bioldgico usando hasteativas de la zona, adaptada a
la tecnologia landfarming recomendada para ehrtri@nto de suelos contaminados
con hidrocarburos en la que se requiere periodadsscale tratamiento, se obtiene
mayor uniformidad del tratamiento debido a la fdeill de homogenizar, proteger y

mezclar continuamente el suelo ( aeracion).

En la presente investigacion se ha presentadagoestes objetivos:



GENERAL

« Biorremediar el suelo contaminado con hidrocartdeda Central Hidroeléctrica

del Campo Secoya por Landfarming.

ESPECIFICOS

X/

% Caracterizar el suelo contaminado con hidrocarlemobase al analisis de sus
propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicasa pasistema Landfarming.
« Estimular la actividad bacteriana autdéctona mediatn nutrientes organicos y

acondicionador.

X/

% Evaluar el grado de degradaciéon de TPH del sueléuecién de la cantidad de

materia organica y del acondicionador.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Petréleo

La palabra petréleo proviene de 'petro’ (piedra) y 'oleo’ (aceite), o sea 'aceite de
piedra’. (29) Es un liquido oleoso bituminoso de origen natuminguesto por
diferentes sustancias organicas. Se encuentraaenlag cantidades bajo la superficie

terrestre y se emplea como combustibbeaseria primgpara landustriaguimica (26)

Quimicamente, el petréleo es una mezcla complejaidecarburos, es decir, de
compuestos ricos en carbono e hidrégeno, aunguigerotros elementos minoritarios
como azufre, oxigeno y nitrégeno, asi como traeasetales. Es compleja porque dada
la capacidad del 4tomo de carbono de formar cumtitaces con otros atomos de

carbono, se pueden organizar como cadenas 0 cains.cR9)

Las cadenas se conocen como compuestos alifaffcosnsisten en sucesiones de
atomos de carbono unidos entre si por enlacesllsen@lcanos), dobles (alquenos) o

triples (alquinos) mientras que el resto de lagn@hs son ocupadas por hidrogenos.
Los alcanos son la familia mas numerosa en el lpetrérudo y se conocen como

parafinas, pueden ser lineales o ramificados yosgitud varia de 1 a 40 carbonos,
aungue se ha logrado detectar cadenas de 60 carlasociclos pueden ser saturados,
donde varios carbonos se unen entre si por medenkdees sencillos, 6 pueden ser

aromaticos, donde algunos carbonos del ciclo estémos por enlaces dobles. Los
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ciclos saturados se conocen como ciclo-alcanok-parafinas o naftenos y son un
componente minoritario del petréleo crudo. Los coegbos aromaticos son derivados
del benceno, un anillo de seis carbonos unidogrpsrenlaces sencillos y tres enlaces
dobles alternados. Los anillos pueden encontrarsierfados entre ellos o sustituidos
con cadenas alifaticas. Los hidrocarburos poliwbsliaromaticos (HAP's) 6 polinucleo
aromaticos comprenden del 10 al 25% del petréleolccry son las fracciones mas

pesadas. (29)

El proceso comenzé hace muchos millones de afiasdousurgieron los organismos
vivos en grandes cantidades, y continla hasta edepte. Los sedimentos se van
haciendo mas espesos y se hunden en el sueloupjoEo peso. A medida que se van
acumulando depositos adicionales, la presion dobrsituados mas abajo se multiplica
por varios miles, y la temperatura aumenta en gasientos de grados. El cieno y la
arena se endurecen y se convierten en esquist@nig@a; los carbonatos precipitados
y los restos de caparazones se convierten en calizas tejidos blandos de los

organismos muertos se transforman en petréleo pajasal. (26)

1.1.1. Problemas socio ambiental generados por ladustria petrolera

En la actualidad, los distintos paises dependen pagidleo y sus productos; la
estructura fisica y la forma de vida de las agl@tienes periféricas que rodean las
grandes ciudades son posibles gracias a un suroinigt petréleo relativamente
abundante y barato. Sin embargo, en los ultimos &aodescendido la disponibilidad
mundial de esta materia, y su costo relativo haesi@alo. Es probable que, a mediados

del siglo XXI, el petrdleo ya no se use comercialteale forma habitual. (34)
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Mientras lleguemos a dicha situacion, el petrolgmies siendo la principal actividad

econdmica del pais y es por ello que en cada niremte petrolero que se abre se
forman inmediatamente conglomeraciones humanastalaiiales de precarias

condiciones, violentando, generalmente las normasseguridad de las empresas
petroleras, las mismas que poco pueden hacer debidoactitud irresponsable de
algunos politicos como alcaldes de los distintosioipios, que con afanes electorales,
defienden e inclusive auspician las invasionesahaégirenos que por seguridad no

deben ser habitados. (34)

No es menos cierto que todas las empresas petraasmoperan en la amazonia han
generado contaminaciones del medio ambiente que afectado a la poblacion.
Eventualmente se presentan derrames de petréleafgatan principalmente a los
cuerpos hidricos. Como si todo esto fuera pocayisiats ecoldgicos, llegaron con
mensajes de indemnizaciones que contempla la Iejeatal, esto para el campesinado
significaba una sola coskas contaminaciones dan platg asi se ha dado inicio a una
era en que la mayoria de derrames de petréleo mMogqados por campesinos que
cortan las tuberias que atraviesan sus fincas, esto obtienen indemnizaciones
econdémicas y puestos de trabajo por algunos mesestras dure la limpieza.
Petroecuador ha intentado varias veces no indemoizando se trata de derrames
provocados, sin embargo, debe enfrentarse a coadesdenteras, que como ya se
menciond, reciben el respaldo de autoridades swalei®, prensa y grupos ecoldgicos,
gue por desconocimiento o irracionalidad auspiciEncierta forma, que se continte

con estas acciones nefastas para el sensibletecasiamazonico (34)
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1.2. El suelo como hébitat para los microorganismos

Llamamos suelo a la parte mas externa de la cotezastre, resultante de la
meteorizacibn de las rocas subyacentes y con umasgcteristicas claramente
diferenciadas de las mismas. Podemos considerssuab como un sistema de
interaccion entre tres fases bien definidas: use fsolida, constituida por materia

mineral y organica, una fase liquida, y una fasegsa o atmosfera del suelo. (9)

El tipo y composicion de la materia mineral vietao por las caracteristicas de las
rocas del subsuelo, asi como de los procesos esdfige hayan tenido lugar en su
formacion. La porcién inorganica es muy importarger su influencia en la
disponibilidad de nutrientes, aireacion, retencd agua, etc. La materia organica
procede de la actividad de los distintos organiswnss del suelo y su composicion y
cantidad es variable, principalmente en funciéntigel de cubierta vegetal. El resto del
volumen del suelo esta practicamente constituidoggpacios porosos, que a su vez
estan ocupados por agua y los gases que constiagdmosfera edéafica. La porosidad
(cantidad y tamafo de los poros) depende de larsextieterminada por la cantidad de
arena, limo y arcilla, la estructura y el contenelo materia organica. Todos estos
factores determinan a su vez el movimiento y calaacde retencién de agua del suelo
y la composicion gaseosa de su atmosfera. De faamacteristica la atmdsfera del
suelo se encuentra enriquecida en didéxido de carpa@mpobrecida en oxigeno, como
resultado de la respiracion aerdbica de raicedatggs, animales y microorganismos.

Sin embargo, cuando se producen condiciones dedma&s (por acumulacion de
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agua en los poros del suelo) aparecen en la atrad#éé suelo otros gases como 0xido
nitroso, nitrdgeno gaseoso y metano, resultanteactieidad respiratoria anaerdbica
bacteriana. Tanto el contenido en agua como la osimipn de la atmosfera del suelo

son factores que fluctian ampliamente. (10)

Este sistema complejo que constituye el suelocteniaticamente heterogéneo espacial
y temporalmente, alberga una gran riqgueza de easpecegetales, animales y
microbianas. El suelo es un ambiente muy apropipd@ el desarrollo de los
microorganismos tanto eucariotas (algas, hongostopwos) como procariotas
(bacterias y arqueas). También encontramos virubagteriéfagos. Todos estos
organismos establecen relaciones entre ellos enakbmuy variadas y complejas y
también contribuyen a las caracteristicas propiek sdielo por su papel en la
modificacion de las fases sdlida, liquida y gase@sdes mencionadas. Los
microorganismos desempefian funciones de gran iemmdat en relacion con procesos
de edafogénesis; ciclos biogeoquimicos de elemeatto® el carbono, el nitrdgeno,
oxigeno, el azufre, el fosforo, el hierro y otrogtates; fertilidad de las plantas y

proteccion frente a patdégenos; degradacion de cestpsi xenobidticos, etc. (9)

Los organismos del suelo no se distribuyen al sirar que siguen patrones espaciales
de agregacion, a escalas diferentes (desde nm aqgken)se superponen. Esta
estructuracion obedece al efecto causado por difsgsefactores de control y es
totalmente dinamica. Utilizando técnicas de obsmévade secciones ultrafinas de
suelo mediante microscopia electrénica, tomograéiaalisis geoestadistico y la

elaboracion de modelos, se ha demostrado quettéibdison de las bacterias edaficas
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esta altamente estructurada, y que esta estruduoraes importante para la
funcionalidad del suelo. Las bacterias se organgammicrocolonias compuestas de
pocas células que pueden pertenecer a diferentefotipos. Factores como la
presencia de raices, pequefios agregados, nutrignfesos parecen gobernar la

distribucion de bacterias en microhabitats. (18)

La complejidad del suelo como ecosistema (niverosimopico incluido) junto con las
especiales particularidades de los microorganistatess como su tamafio microscopico
y las dificultades para una diferenciacion basada sei morfologia, habian
proporcionado una visiéon del mundo microbiano edaiomo una “caja negra” de la

cual se sabia que cumplia una funcion aunque oorsxiese su contenido. (13)

1.3. Contaminacién de suelos. Implicaciones en salidad

Se considera que cuando un suelo esta contamimatia superado su capacidad de
amortiguacion para una o varias sustancias. Enecapsacia, pasa de actuar como un
sistema protector a ser causa de problemas pamgud, la atmésfera y/o los

organismos. Al mismo tiempo se modifican sus elguds biogeoquimicos y aparecen
cantidades andémalas de determinados componentescapgan cambios en sus

propiedades fisicas, quimicas o biolégicas. (15)

Hemos indicado hechos muy comunes en los que femasrde degradacion derivados
de la agricultura y factores ambientales, e inclassertificacién, inciden muy

negativamente en la calidad de los suelos dondeslitenomenos se producen. Sin
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embargo, no son soélo los procesos anteriormenteciore&dos los que afectan
gravemente a la calidad de los suelos; su contamimgor compuestos no deseables
tiene también implicaciones graves sobre la caldkdsuelo que es contaminado. Este
fendmeno adquiere cada vez mayor importancia, debidue la sostenibilidad de un
recurso natural tan fundamental como el suelo, pasduda por su conservacion; de
ahi que procesos de contaminacion de suelos, débaer controlados, y en su caso,

estudiados para poder evitarlos. (15)

Los procesos de contaminacion de suelos muy estgliaan sido aquellos en los que
intervienen contaminantes organicos como los hattmgos o pesticidas. En muchos
casos han sido aplicadas técnicas de biorremediagiara disminuir dicha

contaminacion, y aminorar asi la incidencia deltaonnante frente a la calidad del
suelo contaminado. Los efectos que los contamisamiganicos provocan en el suelo
estan influidos por la propia degradacion o deseapar del medio del compuesto

mencionado. (31)

Es necesario considerar los efectos negativos salwalidad de los suelos cuando se
incorporan dichos contaminantes, que serdn masapemtes y perjudiciales cuanto
mas persistentes sean éstos. Dichos efectos puddetar a las comunidades de

microorganismos existentes y su actividad.

Ademas de los procesos bioldgicos, otros procesles tomo adsorciéon o transporte
gue actian en tandem determinan la persistencieodiminantes organicos en los

suelos, y, en definitiva, contribuyen a una mayonenor exposicién a los seres vivos.
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Por lo tanto, cuanto mas tiempo permanezca un mamaate en el suelo, no sélo se
hacen de mas patentes sus efectos sobre la calelachismo, sino mayor sera la
probabilidad ejercer efectos toxicos sobre los migyaos, y por tanto mayor sera su

riesgo. (31)

1.4. Microbiologia de suelos

Si bien algunos microorganismos son patdgenos,agoria participa en procesos de
descomposicion y mineralizacion de residuos vegetgl animales convirtiendo los
materiales organicos complejos en biomasa micrabjaren moléculas simples que
pueden ser utilizadas por plantas y otros orgargsmos microorganismos tienen un
papel importante en la formacion de una buena aatal del suelo: El mucilago
producido por las bacterias y las hifas de hongoactynomicetos, contribuyen a

mantener las particulas de suelo unidas. (11)
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TABLA I. Actividades desarrolladas por los microorganisnesdelo.

ACTIVIDAD

FUNCION

Disponibilidad de nutrientes

Fijacion bioldgica de nitrégeno.
Asociacion con hongos formadores
microcolonias.

Produccion de quelatos orgénicos.
Reacciones de oxido-reduccion.
Descomposicién de residuos.
Solubilizacién de nutrientes.

Mineralizacion de nutrientes.

Control biol6gico

Control de enfermedades de planta.
Control de poblaciones de nematodos, insg

y malezas.

Biodegradacion de plaguicidas y contaminantes

Reduccién de metales téxicos a menos toxid
Utilizacion de plaguicidas como fuente de

nutrientes.

de

ctos

0s.
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Inactivacion de plaguicidas.

Formacion de Humos.
Formacion de agregados Produccion de sustancias que cementan
particulas.

Produccion de hifas que unen particulas.

Fuente: Hendrix (1990)

» Bacterias aerobias: Estas participan en los procesos de descomposdason
residuos, formacion de agregados, interacciones ptantas y otros
microorganismos. Si bien la mayoria son aerobigsinas toleran condiciones
de poca disponibilidad de oxigeno, géneros comutenenservados en suelos
sonBacillus y Pseudomonas

e Actinomicetos: Son microorganismos capaces de crecer en un rdegoH
entre 4 y 10, la mayoria son aerdbicos, puederecrec suelos alcalinos o
neutros y son intolerantes a condiciones de anegami Existen especies
capaces de crecer a altas temperaturas favoresgrglo crecimiento en el
compost. Son capaces de degradar muchas sustaoogdejas incluyendo
celulosa, lignina y quitina. Son responsables débr'a tierra” y ayudan a
aumentar la estructura del suelo.

 Hongos Los hongos se encuentran principalmente en eb doieh aireado.
Algunos son patégenos de plantas, otros son imuedal degradar compuestos

organicos como celulosa, lignina, pectina. Favardaeestructura del suelo al
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unir las particulas para formar agregados estadles. hongos toleran

generalmente pH acidos. (11)

Tabla Il. Valores normalmente observados en diferentes syelbenos organicos

SUELO ABONOS ORGANICOS
GRUPOS (UFC X 1000) (UFC X 1000)
FUNCIONALES
Bacterias 1000 - 100000 1000 - 1000000
Actinomicetos 100 - 10000 100 - 100000
hongos 1-100 10 - 1000

Fuente: Hendrix (1990)

1.4.1. Bacterias nativas

Los llamados organismos hidrocarburoclasticos sawotelbias y hongos capaces

fisiologica y metabdlicamente de degradar petrdlecfraccion del total de organismos
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gue metabolizan hidrocarburos es altamente vari@btea 82% para hongos terrestres,

0.13% a 50% para bacterias de la tierra, y 0.003%0&b para bacterias marinas.

En ecosistemas no contaminados, los microorganistegsadadores de hidrocarburos
constituyen menos del 0.1% de la comunidad micrahianientras que en ecosistemas
contaminados con hidrocarburos estos pueden agingtibrcentajes mas altos de la
comunidad microbiana. Las poblaciones dominantesestas comunidades poseen
caracteristicas nutricionales relacionadas al coointnte, y pueden ser también

resistentes a muchas formas de estrés ambiertal. (3

Cuando la fuente de carbono es un substrato insokedmo un hidrocarburo, los
microorganismos facilitan su difusion hacia la t&lproduciendo substancias como
carbohidratos, acidos grasos, enzimas, biosurfiestahos microorganismos utilizan
estos compuestos a manera de un biofilm alredeelda anolécula del hidrocarburo
para posteriormente ingerirlo o romperlo en comfmsesimples de carbono y oxigeno.
Estos microorganismos usan la energia liberada paemejar los procesos

termodinAmicamente no espontaneos como la simtesismponentes celulares. (34)

1.5. Mecanismos del suelo en la retencién de metle

Las cantidades de metales disponibles estan rexgjlah parte, por el intercambio
ionico. Existen, ademas ciertos procesos de adsogtie incluyen uniones covalentes
con ciertos grupos funcionales de las superficieslad arcillas. Gran numero de

investigadores afirma, por otra parte, que el gaerbio de cationes y las quelaciones
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de la materia organica, son los principales pracgse facilitan la disponibilidad de los
metales. Esta disponibilidad facilita o dificultangecanismo de porcion cuando sube el

pH del suelo. (22)

1.5.1. Intervencion de la materia organica

La Materia organica puede ser considerada comacebrf mas importante que influye
en la sorcion y en la formacién de complejos metéli basados en la capacidad de

quelacion de los componentes organicos.

Se ha comprobado que los acidos humicos y fulvidbsnen constantes de gran
estabilidad para los metales, siendo los mayorgsorsables de la inmovilizacion de
estos por la materia organica, aunque no por @jandde formar ciertos compuestos

metalicos solubles, sobre todo en disolucionesdaifi (22)

Los complejos mas estables son los derivados dadtales de transicion, o los que les

siguen inmediatamente después en la clasificqméiddica de los elementos

La gran complejidad de la fraccion organica delaudificulta mucho el estudio de la
formacion de complejos metdlicos y los ataques 6giobs que sufren estos

compuestos. (22)

Ademas de las sustancias humicas, existen, otrodugios capaces de formar

complejos metdlicos. Estos productos son de bao pwlecular y pueden complejar o
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solubilizar los metales. Se presentan en cantidadesbles, y su composicion es
diversa; suelen preceder de exudados o de secesailanlas raices vegetales, o de los

propios microorganismos del suelo.

La quelacion, proceso por el cual los atomos deéahsn disolucién son captados por
moléculas en forma de anillo, pueden ser considsrambmo una variante de la
formacion de complejos. Los quelatos pueden forcoarplejos de gran estabilidad en
funcion, entre otras cosas, del nimero y tamafiogdanillos (a mayor nUmero y menor

namero mas estabilidad). (22)

1.5.2. Fertilizacion organica

La adicion de la materia organica supone un esfu@mzportante en los suelos
degradados ya que modifica, mejorandolas en patts, caracteristicas fisicas y
guimicas. La materia organica tiene casi siemprelemado contenido en nutrientes,

mejora la capacidad de retencion del agua y faedeegerminacion.

La existencia de metales pesados en el suelo,llbilsdad de metales, o las altas
concentraciones salinas, producen efectos toxicasveces letales en muchas especies
vegetales. La adicidon de materia organica es un batamiento para estos problemas,
ya que ésta frecuentemente se queda con los metlilemando asi la toxicidad hasta
su mineralizacion. Esto permite el restablecimialdaina cubierta vegetal, que a largo

plazo crea una capa de materia organica amortigaa(®?)
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1.6.Transformacion biolégica de compuestos organicos

Los compuestos biodegradables se encuentran m@mé vinculados a enzimas
extracelulares y son transportados a través de dmhbrana celular. Entonces, se
produce una serie de reacciones de transformaaidtha® cuales se separan los
electrones del compuesto y se oxida la estructan@dbono. La energia desprendida en
las reacciones se emplea para la sintesis de mmatayial celular, para la reparacion
del material dafiado, el transporte de compuestodealor de la célula y, en algunos
casos, para el movimiento. Una ves que los contmes organicos han sido
convertidos en C®y H,0O, se dice que se ha producido la mineralizaciamdsd se
produce la mineralizacion completa, debido a que parte del material organico se
transforma en células y una parte importante denda@a celular es, en efecto, no
biodegradable. Sin embargo, la transformacién deenah toxico y peligroso en una
combinacion de CQ H,O y nuevas células elimina la mayor parte de loblpmas que

requieren recuperacion. (14)

1.6.1. Metabolismo de los contaminantes

El metabolismo de los contaminantes organicos psedampliamente diferenciado por
la disponibilidad de los organismos a utilizarlcargp sus procesos catabdlicos. Los
contaminantes pueden actuar como:
e Sustratos primarios: si el compuesto actla como primer dador de elees;o
proporcionando a las bacterias energia suficiesute @l crecimiento celular.
e Sustratos secundarios:cuando la oxidacion del contaminante proporciona

energia a las células del microorganismo, pero @sigente a concentraciones
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que no son suficientes para satisfacer todas lassiades energéticas del
microorganismo.

» Cometabolismo:cuando un compuesto es metabolizado fortuitansntesmo
tiempo que una célula estd obteniendo energia e da#dor primario de
electrones. Aqui se incluiria la dehalorespiraciprgceso mediante el cual
ciertos compuestos organicos clorados actlan cooept@es finales de

electrones en condiciones anaerobias. (32)

1.7. Fundamentos microbiolégicos

1.7.1. Biomasa microbiana

La determinacion de la biomasa microbiana ha cabmagbortancia en los ultimos al
papel de los microorganismos en el ciclaje e infizadion de nutrientes. Esta fraccion
contiene 1 al3% del C total del suelo y basta eld&doN total por lo que puede

generar nutrientes en cantidades suficientes |@arllas demandas de las plantas. (23)

1.7.2. Actividad microbiana

Debido al papel de los microorganismos en la deposinion de residuos, una medida

de actividad biolégica puede ser un indicador waliael efecto del manejo del sistema
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sobre la poblacion microbiana del suelo. Algunadadetécnicas utilizadas reflejan la
actividad de individuos o grupos de organismos @fipes, mientras que otras se
refieren a la actividad total de la biota del sudtmtre las primeras técnicas se
encuentran la medicion de la actividad de difeieete&zimas en el suelo. La actividad
total de la poblacién microbiana del suelo puederdenarse utilizando la técnica de

respiracion. (12)

La actividad degradativa de poblaciones naturatesnitroorganismos es uno de los
principales mecanismos por el cual se elimina dtop y otros hidrocarburos

contaminantes del ambiente. (29)

Como los organismos individualmente pueden metadolun limitado rango de
hidrocarburos, se asocian en poblaciones mixtas @adquirir una amplia y completa
capacidad enzimatica suficiente para degradar @jagplmezclas de hidrocarburos

como el petrdleo crudo en el suelo. (31)

Los importantes grupos bacterianos implicados dmoldegradacion de hidrocarburos y
otros contaminantes estan compilados en la bas#atts de cepas biodegradativas
donde se destacan los génerddcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Bacillus,
Bacteroides, Burkholderia, Comamonas, Desulfitobdgtn, Flavobacteriu,

Mycobacterium, Nocardia, PseudomonRalstonia, Rhodococcus, Sphingomonas.

Las Pseudomonason las bacterias mas eficientes en la degradat@éoompuestos

toxicos. La capacidad de estas bacterias paradbrgaalos hidrocarburos depende del
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tiempo de contacto con el compuesto, las condisicambientales en las que se

desarrollen y su versatilidad fisiologica. (33)

Ademas, aunque no han sido caracterizados en slidamt, muchos de estos
microorganismos poseen actividades que permitexitbacion algunas fracciones del

petréleo. Esta oxidacion permite la conversiondido de carbono y agua. (30)

1.7.3. Factores influyentes sobre la comunidad micbiana

La concentracibn y composicion de la comunidad obiema y la tasa de

transformacién de contaminantes esta influenciadalipersos factores:

* Necesidad de nutrientes:El metabolismo microbiano esta orientado a la
reproduccién de los organismos y éstos requierem lgs constituyentes
quimicos se encuentren disponibles para su asignlag sinterizacion. Los
nutrientes principalmente requeridos son el fosfoeb nitrégeno. Por lo general
suele haber en el suelo una concentracion de nigsiesuficiente, sin embargo,
Si estos no se encontrasen en el rango normaleske @dicionar mayor cantidad
al medio. El rango normal de C:N:P depende dekmiatde tratamiento a

emplear, siendo de modo habitual 100:10:1.
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pH del suelo: afecta significativamente en la actividad microbia El
crecimiento de la mayor parte de los microorgangse® maximo dentro de un
intervalo de pH situado entre 6 y 8. Asi mismo & fambién afecta
directamente en la solubilidad del fésforo y etrahsporte de metales pesados
en el suelo. La acidificacién o la reduccién del gidel suelo se puede realizar

adicionando azufre o compuestos del azufre.

Temperatura: generalmente las especies bacterianas crecereailos de
temperatura bastante reducidos, entre 15 y 45 e@digones mesdfilas),
decreciendo la biodegradacion por desnaturalizadi@n las enzimas a

temperaturas superiores a 40 °C e inhibiéndoskerares a 0 °C.

Humedad: los microorganismos requieren unas condicionesinmai de

humedad para su crecimiento. El agua forma pafttprdeoplasma bacteriano y
sirve como medio de transporte a través del cumlctimpuestos organicos y
nutrientes son movilizados hasta el interior de datulas. Un exceso de
humedad inhibird el crecimiento bacteriano al r@dle concentracion de

oxigeno en el suelo. El rango varia en funcioredédnica.

Estructura quimica del hidrocarburo: la inherente biodegradabilidad de un

hidrocarburo depende, en gran medida, de su estauntolecular. Siendo los
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parametros que mas van a afectar la halogenaci@nexistencia de

ramificaciones, la baja solubilidad en el agua gifarente carga atomica. (17)

Entonces, la biodegradacion, en nuestro caso, eproceso de transferencia de
electron. La energia requerida para la sintesisnaatenimiento de la célula se obtiene
con la oxidacion de los compuestos del hidrocarbuos electrones se quitan de los
substratos organicos (donantes de electron) patarea la energia disponible con el
proceso de la oxidacion. Los aceptadores termirtideslectron son necesarios para los
electrones que se mueven a través de electronesadsferencia o de cadenas

respiratorias. (27)

1.7.4. Metabolismo de los microorganismos

Metabolismo es el término utilizado para referiraemas de un centenar de
transformaciones quimicas individuales que tomatepn una célula. El objetivo final
de estas reacciones o transformaciones es la midduce nuevas células. El

metabolismo se divide en dos procesos generales:

* Anabolismo o Biosintesis:proceso que requiere energia mediante el cual los
microorganismos construyen material celular.
» Catabolisma proceso de produccion de energia mediante el ¢osl

microorganismos oxidan compuestos.
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Ambos procesos se organizan en una serie de pegpa8os y estan estrechamente
relacionados. El carbono es el nutriente mas retpuéocupa el 50% del peso seco de
la célula), de aqui que los microorganismos nemesle una fuente de carbono para el
metabolismo, y como el metabolismo involucra urengferencia de energia, los

microorganismos también necesitaran de una fuentendrgia, para llevar a cabo las
reacciones metabdlicas. Los microorganismos séictassegun la fuente de carbono,

la fuente de energia y tipo de aceptores finaledatdrones que utilizan en los procesos

metabolicos. (32)

Los microorganismos obtienen energia para sobrevivediante el proceso de

catabolismo.

La extraccion de energia de compuestos quimicamags durante el catabolismo es
el resultado de los procesos de oxidacion. Cuamdoompuesto quimico es oxidado,
éste pierde electrones. Por ello, a dichos compsiegtimicos se los denomina dadores
primarios de electrones. Los electrones perdidoande la oxidacion estan asociados
con la reduccién de los aceptores de electronesrdaxciones de oxidacién-reduccién
que ocurren durante el catabolismo finalizan errelduccion del aceptor final de
electrones. Los aceptores finales de electronescorasines en las aguas subterrdneas
son G, NO® " Fe**, SQ%, CO,. Cuando el oxigeno es el aceptor final de eleespal
catabolismo se clasifica como aerébico y en lasadeoondiciones el catabolismo es
anaerobio. La mayoria de bacterias son capacedgildarusolo un aceptor final de
electrones, a excepcion de las denominadas favakaherobias que pueden utilizar

nitratos como aceptores finales de electrones senaia de oxigeno. (32)



-44 -

El tipo de microorganismos implicados en la ateitwaoatural de los contaminantes
son basicamente las bacterias. La biodegradacidosdmntaminantes vendra marcada
por el tipo de bacteria presente en el medio: lgatacion aerobia, anaerobia o via
cometabolismo. Las bacterias se agrupan en tregaréds dependiendo del tipo de

aceptor final de electrones (TEA: aceptor finakteetrones) que utilizan):

» Bacterias aerobiassolo pueden utilizar como TEA el oxigeno. En ausede

oxigeno no son capaces de degradar compuestos.

» Bacterias facultativagaerobias / anaerobias)utilizan como TEA el oxigeno y
en ausencia de éste pueden utilizar nitratos, éxidomanganeso, u 6xidos de

hierro.

» Bacterias anaerobiasno pueden utilizar el oxigeno como aceptor final d
electrones, es téxico para ellas. Pueden utilizalouier otro aceptor de

electrones, generalmente sulfatos y diéxido decrarb(4)

El potencial de biodegradacion de los contaminatégendera de la disponibilidad de
los dadores primarios de electrones y de los asepfimales de electrones, la presencia
de ambos es de vital importancia para la supervigede los microorganismos que

obtienen energia de la biodegradacion de dichopaestos. (4)

1.7.5. Modelizacién del crecimiento bacteriano yal consumo de sustrato limitante
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El crecimiento bacteriano se fundamenta en el gde fision binaria, una célula se
divide en dos que son idénticas a la célula madréasa de crecimiento bacteriano esta
influenciada por un nimero de parametros tales ctipm de cepas, disponibilidad de
sustrato, temperatura y otras condiciones medicamtddes. El crecimiento bacteriano

bajo condiciones favorables se puede modelizarfases:

1. Fase de retrasono existe crecimiento.

2. Fase de crecimiento microbiano exponenciatlebido a la rapida fision binaria
de las células.

3. Fase estacionariael nimero de bacterias se vuelve constante. Laaigsta
etapa es el agotamiento en el medio de los recuesesciales para su
crecimiento. La disponibilidad limitante del sustracontrola el proceso de
crecimiento microbiano.

4. Fase de decadenciael medio esta agotado de constituyentes necegmiasel
sustento de los microorganismos. Las tasas de lidadale las células exceden

cualquier posible recrecimiento. (6)

Log (x)

Q

O,

Tiempo
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Figura N° 1. Fases de Crecimiento Bacteriano. (6)

1.8. Biodegradacion

Es el resultado de los procesos de digestion, lasidm y metabolizacion de un
compuesto organico llevado a cabo por bacterias)gds) protozoos y otros

organismos. (2)

Los microorganismos del terreno transforman tanbonpuestos organicos como
inorganicos. Los procesos de biodegradacion inoluyeacciones de oxidacion-
reduccion, procesos de adsorcion e intercambi®@miesiy reacciones de quelacién de

formacion de complejos, que dan lugar a la fijaclérios metales. (14)

Muchos estudios han demostrado que la biodegradgmé los microbios indigenas

puede contribuir perceptiblemente a la destrucd#®nompuestos organicos

La biodegradacidon es un proceso natural ventajossolo por permitir la eliminacion

de compuestos nocivos impidiendo su concentrasién, que ademas es indispensable
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para el reciclaje de los elementos en la biosfeganitiendo la restitucion de elementos
esenciales en la formacion y crecimiento de losamegnos (carbohidratos, lipidos,
proteinas). La descomposicion puede llevarse a ealpsesencia de oxigeno (aerdbica)
0 en su ausencia (anaerobica). La primera es nmagleta y libera energia, didxido de

carbono y agua, es la de mayor rendimiento eneggtse describe asi:

Degradacion aerobia:

Sustrato + @ — biomasa + G@g) + HO

La biodegradacion aerobia es la reaccion mas faih la aceptacion de electron
terminal y esta usada para la biodegradacion dénithecarburos del petrdleo. Este
proceso de degradacién ocurre en presencia de bitsraerobios. Los ultimos

productos de la mineralizacion de compuestos ocgarson didéxido de carbono, agua y
masa de la célula. Los organismos anaerobios &imas pueden utilizar el oxigeno

cuando es presente o puede cambiar en aceptatteraata/os del electron.

Los procesos anaerdbicos son oxidaciones incomspiletdberan menor energia y se

describen asi:

Degradacion anaerobia
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Sustrato + (N&, SO, F€"*, Mn™, C0Y)—»  Biomasa + C&g) +(N(g), Mr™,

H2S(9), Fes, CHi(9))

Otros aceptadores de electréon como los iones mitsatfato, férrico, manganeso, y asi
sucesivamente, seran utilizados cuando el oxigenesta disponible. Es obligar los
organismos anaerobios a ser dominante en auseslcaxigeno. La degradacion bajo
condiciones anaerobias puede ser relativamenta. leas productos metabdlicos de la
biodegradacion anaerobia incluyen los acidos ocgdnsimples, el C§ el HO, el

CHy, el Hy, el N, y la masa de la célula. (32)

1.9. Biorremediacion

El término biorremediacion se utiliza para describna variedad de sistemas que
utilizan organismos vivos (plantas, hongos, baatertc.) para degradar, transformar o
remover compuestos organicos téxicos a productombmkcos inocuos o menos
toxicos. Esta estrategia bioldégica depende de widades catabdlicas de los
organismos, y por consiguiente de la utilizacioniagecontaminantes como fuente de
alimento y energia. Para que esto ocurra, es nacéaeorecer las condiciones para el

crecimiento y la biodegradacion. (25)

La meta final de la biorremediacién, es la mineeaion del contaminante. Es decir, la
completa degradaciéon de una molécula organica lastguestos inorganicos (GO

agua y formas inorganicas de N, P y S) y composeargtilares. (1)
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Su aceptacion como una estrategia de limpiezaeyiabl muchos casos, depende de sus
costos. Sin embargo, muchas de las estrategiamaerbediacion son competitivas en

términos de costos y del impacto sobre la matnearainada. (21)

Entre las ventajas que las tecnologias de biorriatiéd para el tratamiento de sitios

contaminados presentan sobre los métodos fisicagusntradicionales, se encuentran:

» Disminucion en costos de operacion

 Los contaminantes son destruidos o transformadosiorynalmente no se

requiere 0 se necesita un minimo de tratamienticfoadles.

Aunque no todos los compuestos organicos son dildespa la biodegradacion, los
procesos de biorremediacion se han usado con @sta tratar suelos, lodos y
sedimentos contaminados con TPH, solventes, expksiclorofenoles, pesticidas,

conservadores de madera e hidrocarburos aromaiitiotclicos (HAP's). (21)

1.9.1. ¢por qué no se hace biorremediacion en ecaad

Las primeras investigaciones sobre biorremedia@dnnuestro pais fueron en los
laboratorios de biologia de la Universidad Catoli Quito en la década de los
ochenta. Alli, Petroecuador con un 50% de fondoseientes de una ONG europea,
hizo las primeras contrataciones de este tipo Klécges, que por cierto, son sumamente
caros. Y este factor ha sido el principal o talNeEco impedimento para que esta

técnica de remediacion se propague a todo nivel.



-850 -

Técnicos de Petroecuador (Petroproduccion espawciéinote) han realizado varios
experimentos de campo sobre esta técnica y lapladado en derrames pequefios con
volumenes inferiores a cinco barriles de petrORara aplicarlo en derrames superiores
a cinco barriles el tratamiento debe ser plenameéoteimentado y esta investigacion
podra cubrir la mencionada deficiencia para coobarla aprobacion de la DINAPA y
con ella Petroecuador pueda remediar suelos pdiogedirecta ahorrando ingentes

recursos al fisco. (33)

1.9.2. Tecnologias de biorremediacion de suelos

La biorremediacion de suelos puede llevarse a rabitu, 0 bien, el material puede ser
excavado y tratadex situ La principal ventaja de los tratamientios situ es que
permiten tratar el suelo sin necesidad de excavaamsportar, dando como resultado
una disminucion en costos. Sin embargo, este tipotrdtamientos generalmente
requiere de periodos de tratamiento largos y esomeseguro en cuanto a la
uniformidad del tratamiento debido a la heterogdsmti propia del suelo. Las
tecnologias de biorremediacidm sity, incluyen el bioventeo, la bioaumentacion, la

bioestimulacioén, la biolabranza, la atenuacion reétyla fitorremediacion. (25)

La principal ventaja de las tecnologiex sity es que generalmente requieren de
periodos mas cortos que los anteriores, son masasegn cuanto a la uniformidad del
tratamiento, ya que el sistema puede homogeneiyarsezclarse continuamente. Otra

ventaja, es que los productos permanecen dentta deidad de tratamiento hasta la
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obtencion de productos no peligrosos. Sin embdogotratamiento®x siturequieren
de la excavacion del suelo. Las tecnologias derdmadiacionex sity incluyen
procesos de composteo (biopilas) y el uso de laiotoees (de lodos y en fase solida).

(25)

1.9.3. Pruebas de factibilidad

Antes de empezar un proyecto de biorremediacigoreferible realizar un estudio de

factibilidad para caracterizar las propiedades @fipas del sitio.

Estas pruebas ayudan a optimizar las condiciornmasgbananejo técnico del proyecto, y
también son importantes para evitar “sorpresas” muedan complicar el proyecto,

haciéndolo mas tardado y costoso. Hay dos aspeetdsho estudio:

1. La caracterizacion de las propiedades fisico-qusael material (suelo, lodo,
sedimento) a tratar y del contaminante.
2. La determinacion del potencial de los microorgawnis del sitio para

descomponer los hidrocarburos.

La caracterizacion fisico-quimica consiste en lgemeinacion de varias propiedades
importantes para la biorremediacion, tales com@td) la conductividad, textura,
carbono organico, nutrimentos inorganicos (como B, K, Ca, Mg), tipo y

concentracion de hidrocarburo, asi como la toxetidiel material. (31)
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Ademas de estas pruebas, frecuentemente se detelanimctividad microbiana del

material en su estado no alterado. Esto se hac@rpebas como las de respiracion

microbiana, o por pruebas enzimaticos, como lasatiasa, o deshidrogenada. (31)

Tabla Ill . Requerimientos y factores importantes para lerdxoediacion.

Factor Observaciones
Mejor con combustibles, lubricantes, petroleo crullids dificil con aceite hidraulic
Tipo de| hidrocarburos muy viscosos, o hidrocarburos comadas con otros compuestos (como

hidrocarburos

metales, plaguicidas, etc.).

Tipo de material

Mejor con materiales de textura mediana o franga,aito contenido de materia organica.

Mas dificil con materiales muy arcillosos. pH.

pH

En zonas pantanosas, 0 en algunos suelos acidabdera (como los ferrosoles, acris

nles

y luvisoles) se puede manejar un pH de 4 a 6 sichmproblema si se utilizan bacterjas

nativas.
En la mayoria de suelos un pH de 6 a 8 es mas adiecu

Salinidad

Puede variar mucho. Si esta en una zona de masglabe de usar bacterias nativas

as

cuales son adaptadas a las condiciones. El suetarnmado de un marisma puede tener

demasiadas sales para usar la biorremediacion

Aireacién

Es importante mantener condiciones aerobias debiglee las tasas de biodegradacio

nen

condiciones andxicas son aprox. 50 a 100 vecesme®rndsto se logra utilizando un buen
sistema de drenaje, y aireando el suelo frecuemtEn{eninimo de cada tres dias) ¢con

maquinaria (como un tractor).

Lixiviados

Es importante tener un buen sistema para colegsalidiviados de una celda de “la
farming”. Estos se pueden usar para rehumedececelda, asi conservando |
nutrimentos y bacterias en ella.

nd

Techo

Es muy recomendable usar un techo sobre celdaRddfdrming” en climas tropicales

debido a las lluvias fuertes que pueden inundarcettda

Nutrimentos

Se necesita mantener las concentraciones de notoménorganicos en el rango

aprox. 100 ppm N, >10 ppm P, y >1 ppm K. El empgledertilizantes agricolas comures

frecuentemente cumpla con esta necesidad.

Temperatura

La biorremediacion funciona en un rango de tempesatle aprox. 5 a 40 °C, pero
mejor en una temperatura de aprox. 30 a 35 gradlirseo para climas tropicales.

es

Bacterias nativas

Es probablemente tan bien o mejor usar las bastagatvas del sitio debido a que éstas
ya estan adaptadas a las condiciones particulatesitib, y su desarrollo cuesta mucho

menos que la compra de formulas comerciales deflast
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Para mejorar el drenaje y mantenimiento de humedad celda se puede agregar ofros
Acondicionadores | materiales como arena, paja, cascara de nuez, etc.

Es necesario mantener la humedad de una celdan@fdkming” en el rango de aprox.
Humedad 50 a 75 % de la capacidad de campo del mateniatar {ya con su acondicionamiento).

Fuente: Woodward y Day (1996)

1.9.4. Limitaciones de la biorremediacién

A este punto es importante mencionar que la bicrdiacion tiene sus limitaciones y
no se debe esperar una panacea. Aunque los hidwoosren el intervalo de gasolina y
diesel (n-alcanos) se biodegradan facilmente, lafv@mente dificil la restauracion de
sitios altamente contaminados por hidrocarburommohaticos (HAP's) a través de la

biorremediacion. (3)

Esto se debe principalmente a la viscosidad akalybilidad baja de los HAP's, las
cuales limitan el area superficial disponible parataque de las enzimas bacterianas.
Otros factores limitativos pueden ser las conceittngs toxicas de los hidrocarburos
de bajo peso molecular, y las concentraciones alimsmetales (que no son

biodegradables).

Se debe de considerar la biorremediacion como enagdalternativas de tecnologias
para el saneamiento de sitios contaminados poodadouros. Se tiene que evaluar su

efectividad en términos de costo-beneficio y coraparcon otras tecnologias. De



-54 -

cualquier modo, usualmente se compensan estasdionies por el ahorro en los
costos, en comparacion con otras tecnologias daurasion. La biorremediacion es
tipicamente 30 a 40 % del costo del tratamientonguu, la incineracion o el relleno

industrial. (15)

1.10. Tecnologia Landfarming

Landfarming es una tecnologia de biorremediaciégraa escala que se aplica sobre
zonas superficiales del suelo o en celdas de baotianto requiere excavacion para

ubicar suelos, sedimentos o lodos contaminados. (7)

El medio contaminado es aplicado en lechos niweslad periédicamente deben ser
removidos o arados para permitir la aeracion detcleo. Las condiciones del suelo son

a menudo controladas para utilizar el indice deatkgion del contaminante.

El Landfarming es un proceso donde se utilizarbterias nativas para degradar los
componentes de petréleo que ocurren en el sueloadeeria degrada el componente
organico, produciendo dioxido de carbono y aguaa Rhdesarrollo eficiente de este
proceso es necesario proveer las condiciones Gptipzeia el crecimiento de la
poblacion bacteriana. Esta metodologia de tratamiesta especialmente recomendada
para productos semivolatiles a pesados y en prediode existen suelos arcillosos (en
el caso de no existir suelos arcillosos, se disgodd una impermeabilizacion artificial

para evitar toda posibilidad de percolacion deviados). (33)



-B55 -

El Landfarming utiliza la superficie del suelo padescomponer los residuos
aerébicamente. Como la superficie del suelo sa déslas aguas subterraneas por capas
impermeables, es un método seguro en cuanto adaslplidades de contaminar las

capas fredticas.

El manejo de un Landfarming implica la investigacpyeliminar del residuo, el control
del sitio de degradacion, su actividad biolégidesliena, actividad de laboratorio, etc.

(33)
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CAPITULO Il

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Descripcion del area de trabajo

2.1.1. Localizacion geografica

El area de trabajo se localiza en un terreno postele la Bodega Central del
Campamento Guarumo de Petroproduccion; el mism@rferdamente compactado. El
Campamento Guarumo se halla a dos kildbmetros aldssia poblacion de Pacayacu,
Parroquia Pacayacu, Cantdén Lago Agrio, Provinci&sdeumbios, en el Km.44 de la

via Nueva Loja-Tarapoa.

2.1.2. Datos fisicos

La region del oriente mas proximo a la cordillesné las caracteristicas subtropicales
con temperaturas que oxidan alrededor de los 2p210;la zona propiamente selvatica
se distingue por un clima de tipo ecuatorial comédad muy elevada y temperaturas
que revelan insignificantes oscilaciones estacemategun lo prueba el dato que se
registre una temperatura media 24 °C en el meslideyj 25 °C en el mes de enero. El
sector experimenta la influencia alterna de las amade aire calido y humedo
procedentes del Atlantico, por lo tanto muy lluao$e reciben precipitaciones a lo
largo de todo el afilo con medias que pueden alcarar facilidad hasta los 4.500

milimetros.
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El Clima es céalido-humedo la temperatura variaee@f y 26 °C; es la regidn mas
hameda del pais. Tiene dominantes precipitaciomgs de 3.000 mm. Anuales.) Los
flancos de los Andes forman una zona densament&dajbdebido a que alli se

condensan grandes masas de vapor provenienteldetiéa y de la selva amazonica.

Las caracteristicas del area donde se desarrakwalio son las siguientes:

1.- La Temperatura ambiente media registrada deitadb el afio es de 26.7 °C

2.- La Humedad relativa en la zona es de 79 %

3.- La Velocidad del viento es de 2.1 m/s

4.- La Nubosidad promedio alcanza unas 7/8

En su mayor parte, el suelo es arcilloso (gleysalpn deficiente drenaje,

geograficamente se encuentra en las coordenadd$ BESy 9994338 N.

2.1.3. Ubicacion geografica

Figura 2 Ubicacion en Ecuador
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Figura 3 Ubicacién en Sucumbios

LLoguna
Puerto El Carman
LAGD AGRKD Dol Putumayo

Lumibaigui

\rn ani .'-:'.l m
Reventador Tarapoa
Ehushutindl

Lugar: Campamento Guarumo (Petroproduccion)
Parroquia: Pacayacu
Canton: Lago Agrio

Provincia: de Sucumbios

2.2. Materiales experimentales

2.2.1. Suelo contaminado

El suelo contaminado con hidrocarburo procedengelacEstacion Hidroeléctrica Del
Campamento Secoya utilizado para la biorremediacifmesenta una naturaleza
arcillosa, facilmente manejable y no compacta,diette esta manera Optimo para dar
un tratamiento mediante Landfarming ya que si fulspuesto sin ningan tratamiento

causaria impactos negativos al ecosistema.
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2.2.2. Acondicionador
Como acondicionador se utilizo aserrin provenielgdos aserraderos de la parroquia
Pacayacu, el mismo que por provenir de maderalnféote degradable de nombre

sangre de gallingDtoba parvifolig.

2.2.3. Nutrientes

Los nutrientes utilizados fueron los residuos oig@s vegetales procedentes de la
cocina del campamento Guarumo aportando nutrieptémimedad que facilita el

desarrollo de las bacterias autdctonas del suelo.

2.2.4. Bioceldas

Las bioceldas son unidades experimentales dondepsxsita el suelo contaminado con
el acondicionador y la materia organica en dissii@porciones para que se realice el
proceso de biorremediacion. La dimension de caolzelda fue 3m de largo por 3,5 de

ancho.

2.3. Material de campo

* Palas

* Azadon

* Machete
* Rastrillo
* Carretilla

e Camion de Carga
+ Botas de caucho

e Poncho de aguas
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¢ Geomembrana HDPE 1mm, 126m2
* Fundas Ziploc de polietileno
¢ Guantes

» Céamara fotografica digital

2.4. Equipos

Los equipos y reactivos corresponden al laborattgi®roteccion Ambiental

LABPAM de Petroproduccion Lago Agrio.

« Espectrofotbmetro de Absorcion Atémica
- Cromatografo de gases

» Detector de Fluorescencia (HPLC)
+ Espectrofotometro HACH

«  pH metro

+ Autoclave

+ Balanza analitica

+ Estufa

« Mufla

+ Refrigeradora

« Computadora

+ GPS 12, S/N36806311,GARMIN
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2.5. Métodos

2.5.1. Muestreo

2.5.1.1. Recoleccién del material de base (suelomtaminado)

El material de base fue colectado en el mes de rday@iio 2007, de un derrame
ocurrido en un sumidero de la planta de generagiéctrica de la Compafiia Ecuapet
gue proporcionaba energia a Petroproduccion, pashtencion de los valores iniciales
se tomaron 2 submuestras a diferentes profundiddderon homogenizadas para
preparar una muestra compuesta, la muestra fuecactdoen una funda ziploc

herméticamente sellada preservada a una tempedsuf °C hasta su andlisis.

2.5.1.2. Recolecciéon del materian tratamiento (bioceldas)

Para cada una de las bioceldas existentes seoraalizmuestreo al azar de tres
submuestras de igual volumen, las submuestrasnfussmogenizadas manualmente

para preparar una muestra compuesta, a la cualrsalizo divisiones por cuarteo.

2.6. Métodos analiticos

Para el seguimiento de los diferentes tratamies¢oaplicaron los métodos analiticos

que se detallan a continuacion:
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2.6.1. Determinacién analitica de hidrocarburos tatles (TPH)

Metodologia equipo usado

Extraccion con fredn y determinacion por espectoof®tria infrarrojo.

Referencia

EPA 413.1; 1664; Publicacién n° ECY 97-602

2.6.2. Determinacion de metales pesados: cadmio

Metodologia equipo usado

Digestion acida, filtracion y determinacion por esjposcopia de absorcion atémica.

Referencia

SW-846-3050B/7130 Cd

2.6.3. Determinacion de metales pesados: niquel

Metodologia equipo usado

Digestion acida, filtracién y determinacién por @esposcopia de absorcion atébmica.

Referencia
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SW-846-3050B/7520 Ni

2.6.4. Determinacion de metales pesados: plomo

Metodologia equipo usado

Digestion acida, filtracion y determinacion por @esjposcopia de absorcion atémica.

Referencia

SW-846-3050B/7420 Pb

2.6.5. Determinacion de temperatura

Metodologia equipo usado

Determinacién directa con termometro de mercuriagdgado de 0.1°C.

Referencia

APHA/AWWA/WEF 2550

2.6.6. DETERMINACION DEL POTENCIAL HIDROGENO (pH)

Metodologia equipo usado

Determinacién potenciomeétrica con electrodo catibran dos puntos.

Referencia

APHA/WWA/WEFSStandard Method No 4500-H
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2.6.7. Determinacion de la humedad (%H)

Determinacién gravimétrica por la diferencia @és@entre las muestras hiumedas y

secas. El secado de las muestras se realiz6 esstuia a 60 °C, durante 24 horas.

2.7. Métodos microbiolégicos

2.7.1. Aerobios mesofilos

Disolucion del suelo en agua peptonada, siembraedtio de cultivo e incubacion a

44.5°C

Referencia

INEN 15295, 1990 1SO 4833, 2003

2.8. Normas utilizadas

La norma utilizada en este estudio es el RegistimaDNo 265 — D. E. 1215 expedida
el 13 de Febrero del 2001, es, esta una normamelicniento obligatorio para todas

las Operaciones Hidrocarburiferas que se desarretieel Ecuador.

Proporciona los limites minimos y maximos permésblde los contaminantes
inherentes que producen estas operaciones Yy agdemdsen proporciona una guia de

los métodos de analisis estandar que se utilizda emantificacion de los mismos.
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En el R.O. No. 265 emitido el 13 de Febrero del306r la DINAPA se manifiesta:

Los limites permisibles a aplicarse en un proyedtterminado depende del uso

posterior a darse al suelo remediado, el cual achstn el Respectivo Programa o

Proyecto de Remediacion aprobado por la Subseerei@iProteccion Ambiental.

TABLA IV. Limites permisibles para la identificacion y remaetn de suelos

contaminados en todas las fases de la industniadaithurifera.

Expresado | Unidad Uso Uso Ecosistemas
Parametro en agricola Industrial Sensibles
Hidrocarburos totales TPH mg/Kg <2500 <4000 <1000
Cadmio Cd mg/Kg <2 <10 <1
Niquel Ni mg/Kg <50 <100 <40
Plomo Pb mg/Kg <100 <500 <80

Fuente:R.O. No 265 — Tabla No 6 — Pag. 3
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CAPITULO IlI

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Metodologia

3.1.1. Construccion de las bioceldas (semi — g

Para el tratamiento del suelo contaminado con badtbwro se utilizo la técnica
landfarming para lo cual se construyé un cubet@&m x 7m, con una inclinacion de
5° para evitar el aglutinamiento del agua lluvieeviamente impermeabilizado con
geomembrana delimitada por un muro de tierra den@.de altura y rodeada por un
canal perimetral 0.5 m que dirige las aguas lluwagprobables lixiviados de
hidrocarburos a un sumidero también impermeabitizagrovisto de un sistema de
tubo en cuello de ganso con el fin de capturadikdgados, minimiza el riesgo de

contaminacion por lixiviacion.

3.1.2. Preparacion de los tratamientos

Se trabaj6 con tres tratamientos y tres réplicasada uno, mas tres celdas control con

suelo sin tratar que corresponde al blanco, cofinetle evaluar el efecto de cada

tratamiento, dando un total de 12 unidades expetaies

El area de tratamiento (cubeto) fue dividida ercéRlas, las cuales contienen partes

iguales de suelo contaminado (149.66 Kg).
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El suelo contaminado con hidrocarburo de 1632.66(K@0%) se mezclo con suelo no
contaminado en una proporcion del 10%, fue homageni manualmente con la ayuda
de palas y repartido en partes iguales en lasedifes celdas, finalmente se afadio
nutrientes y acondicionador de acuerdo a losnmatatos. El suelo no contaminado

corresponde al que se encuentra ubicado dentasdarlites del area de tratamiento.

Los tratamientos aplicados fueron: tratamiento T{A5% materia organica + 75%
aserrin), tratamiento T-B (75% materia organica5%2aserrin), tratamiento T-C

(50% materia organica + 50% aserrin).

Las unidades experimentales (bioceldas) se mamtuvie temperatura ambiente, en
dias de lluvias abundantes esta se cubrié coniqdagtara ayudar al proceso de
biodegradacion se dio aeracion manual tres vecesgroana para lograr una mayor
soltura de la tierra, a los 100 dias de iniciadoathmiento se adiciono los porcentajes
correspondientes de cada tratamiento, nutrientede(ra organica) y acondicionador

(aserrin), con la finalidad de asegurar la achidid/ diversidad de la poblacion

microbiana, la biorremediacion se llevo a cabo ohgrain periodo de siete meses (206

dias).
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Figura 4: Ubicacion de tratamientos y repeticiones en laglarde Biorremediacion

3.2. Pruebas analiticas

3.2.1. Determinacion del potencial hidrogeno

Obijetivo
» Establecer el procedimiento que asegure la detamidin correcta del potencial
hidrégeno de la muestra analizada, con el usoaordel pH — metro.
» Establecer un instructivo para la calibracion He—pmetro usado en el analisis

en el laboratorio.

Equipo

* pH - metro
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Materiales

* Vasos de precipitacion

» Espétula

Preparacion de la muestra

» Se pesan 20 g de muestra de suelo contaminadadrogdrburo.
» Se coloca en un vaso de precipitacién que conted@al de agua deshionizada.

e Agitar por 10 minutos

Procedimiento:

Lavar el potenciémetro.

* Enjuagar el electrodo de vidrio con agua destiladecar.

e Calibrar el aparato con dos soluciones tampoén,esigo las instrucciones del
equipo.

* Enjuagar nuevamente el electrodo con agua destilada

» Sumergir el electrodo en la muestra y hacer laitaaie pH de acuerdo con las
instrucciones del equipo.

e Enjuagar el electrodo con agua destilada y degnlaun recipiente con agua

destilada.

Almacenamiento y conservacion del pH
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Una vez realizadas las mediciones, se realizarfimpaeza general del equipo
utilizado y se almacenara adecuadamente en sisporndiente contenedor, anotando
que el electrodo debe estar siempre colocado eecipiente con agua destilada, para

garantizar el estado de conservacion del mismo.

3.2.2. Determinacién de hidrocarburos totales

Objetivo

Establecer el procedimiento para la determinac&mPH de la muestra analizada.

Equipos
* Estufa
* Balanza analitica
» Espectrofotbmetro IR
e Agitador mecanico

+ Ultrasonido

Reactivos
e« 4 STD (10-clorobenceno; 15-iso octano;15 n-hexano)
» Sulfato de Sodi@anhidro 1,5 g
» Tetracloruro o freon 10 ml
e Silicagel 0,6 g
Materiales

» Espétula
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* Tubos de ensayo con tapa rosca

» Peras
* Pipetas
» Papel filtro

Preparacion de la muestra

» Poner la muestra en papel aluminio y colocarldaesstufa durante 10 horas.

Triturar la muestra.

» Calibrar espectrofotometro IR (calentar a 30 a @9).nCon 4 STD sellados (10-
clorobenceno; 15-iso octano; 15 n-hexadecano 031235 ppm).

» Preparar 4 tubos de ensayo con tapa rosca.

e Al tubo N° 1colocar 1,5 g de Nag@nhidro previamente secado 150 °C x 12 h.
Adicionar 2g de muestra seca pulverizada. Adigiditaml de tetracloruro o

freon.
» Setapay agita x 1 min en agitador mecanico
» Accion en ultrasonido x 10 min.
» Agitar x 30 seg en agitador mecanico.
* Accion del ultrasonido x 5 min.
» Agitar del agitador mecanico x 10 seg.
* Dejar en reposo x 30 min.

» Transferir la fase liquida
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e Altubo N° 2 con 0,6 g silicagel 60 — 200
» Agitar x 30 seg agitador mecanico.

e Tratamiento en ultrasonido por 15 min.

3.2.3. Determinacion de aerobios mesofilos

Objetivo

Establecer el procedimiento para la determinac&losl microorganismos.

Método

El conteo de poblaciones microbianas por diluciGnpkca es un método simple y
rapido para la cuenta viable de células microbiamasl suelo. Sin embargo, la cuenta
obtenida es generalmente 10 a 100veces menos geHaadeterminada por cuenta
directa por microscopia.

Las razones para esta discrepancia incluyen laugigwd de la cuenta no viable
directamente en el suelo y la inhabilidad para @eovapropiados nutrimentos en el

medio de crecimiento, para obtener la cuenta éotglaca.

Equipos

e Campana de flujo laminar o area estéril
* Balanza.
* Incubadora.

Materiales

¢ Tubos de vidrio
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* Pipetas estériles.

» Espatulas.

» Placas para recuento de aerobios
* Varilla de vidrio.

* Muestra de suelo.

» Papel aluminio estéril.

Reactivos
* Peptona 9 ml
* Etanol (CH3-CH2-OH)

* Agua destilada

Preparacion de la muestra

* Pesar 1 gramo del suelo contaminado con hidroaarbur

* Colocar en un tubo 9 ml de agua peptonada.

« Dejar por una hora, para que se activen las basteri

e Coger del tubo 1 ml y colocar en otro tubo que eogh 9 ml de agua peptonada
(factorl/10).

* Tomar 0.1 ml de la dilucién seleccionada y colacen el centro de la superficie
del medio de cultivo seleccionado para el crecitoien

* Realizar esto por triplicado y con tres diluciopedximas (ej. 10-3, 10-4y 10-5)

para asegurar la cuenta.
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» Extender la alicuota en la superficie de la placa ana varilla de vidrio
previamente esterilizada (inmersa en alcohol y nmda por la flama del
mechero permitiendo su enfriamiento). Asegurar disé&ribucion homogénea
por toda la superficie del medio.

* Incubar las placas de forma invertida a 30°C eerauia de luz.

* Después de un periodo de incubacion (de 3 a 7 déggendiendo del tipo de
microorganismo), contar el numero de colonias i unidades formadoras

de colonias (UFC)/ g de suelo.

Calculos:

Contar s6lo aquellas cajas (diluciones) que comtenig 30 a 300colonias.

Con la siguiente ecuacion calcular las UFC/g s.

UFC/gs. = (NC * 1/FD * 1/ V) / (P * FH).

Donde:

UFC/ g s. = unidades formadoras de colonias / sueé.
NC= namero de colonias en una caja.

FD = factor de dilucién que corresponde a la ddoci
V= volumen inoculado en la caja.

P = peso de la muestra humeda.

FH = factor de correccion de humedad.
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3.2.4. Determinaciéon de Cadmio, Niquel y Plomo

Objetivo

Determinar el procedimiento para la determinaciéfod metales pesados Cd, Niy Pb.

Equipo

» Espectroscopia de absorcion atdmica.

Materiales
» Espétula
* Pipetas

e Tubos de digestion

Reactivos

Acido nitrico 1:1 10 ml

Acido nitrico concentrado 5 ml

Per6xido 2 ml

Agua destilada 1 ml

Procedimiento

* Pesar 5 g de suelo y adicionarle 10ml de HNQ, digestar.
« Enfriar, afadir 5 ml de HNfconcentrado, digestar.

» Enfriar y afadir 2ml de $#0, y 1ml de agua destilada. Digestar por dos horas.
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* Filtrar, aforar a 100 ml.

3.3. Disefio experimental

3.3.1. Caracteristicas del disefio experimental

3.3.1.1. Tipo de investigacion

e Por el tipo de datos a analizar: Cuantitativa
* Por las condiciones de estudio: De campo
» Por la utilizacién del conocimiento: Aplicada

* Por larigurosidad del método empleado: Es un diseglibques balanceados.

3.3.2. Metodologia

Es un disefio experimental de boques balanceadogymnos permite realizar varias
repeticiones para cada tratamiento y luego balansaeando un promedio de los

tratamientos.

3.3.3. Variables de control
* Temperatura
e Humedad
* Aerobios mesofilos

[] pH
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3.3.4. Plan de tabulacion

s Parametros de estudio:
» Hidrocarburos totales de petroleo (TPH)

* Metales pesados

3.3.5. Tratamientos

Tabla V. Cédigo, tratamientos y repeticiones

Cadigo Tratamientos Repeticiones
A T1 1,2,3
B T2 1,2,3
C T3 1,2,3
BL BL 1,2,3




CAPITULO IV



-81 -

CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion del suelo contaminado

En la Figura N° 6 contiene los resultados de losayws realizado al material

contaminado con crudo.

La evaluacion de las caracteristicas fisicas dasthcontenido de humedad de campo
expresado en 55% y un pH de 7.7 que lo sitia comanaterial con excelentes

propiedades para el trabajo de los microorganisratgos.

La evaluacion quimica del suelo contaminado demaesijue se encuentra

hidrocarburos que teéricamente son degradables.

Segun la caracterizacién microbiolégica, la presede microorganismos, indica la
capacidad de aumentar los recuentos microbianaslouse incorporo el suelo natural

demostrandose claros indicios de tratabilidad métodos bioldgicos.

Las caracteristicas adecuadas del sitio, sueloatayusuelo contaminado para efectuar
el tratamiento indican que se puede pensar en ocego de tratamiento en terreno

natural en tecnologia Landfarming segun COOKSON/ ).
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Tabla VI. Variables fisicas, quimicas y biolégicas del swelotaminado

VARIABLES
INDICADORES FiSICAS QUIMICAS BIOLOGICAS
Textura arcilloso
Humedad 55 %
pH 77 H

TPH (base seca)

32.144 mg/kg

Cd 0,27 mg/kg
Ni 5,46 mg/kg
Pb 6,12 mg/kg
Densidad

Microbiana

1,54E+07 UFC/g

4.2. Pruebas de biorremediacion

En las siguientes secciones se presentan losaésslbbtenidos durante 206 dias de

tratamiento en el suelo contaminado por hidrocabur

4.2.1. Humedad

Al inicio del tratamiento, la humedad en las bidesl fue ajustada a valores entre 50 y
75%. Los niveles de humedad para todas las biccetgamantuvieron en los niveles

aceptables y recomendados para la técnica Landigrmurante todo el tiempo del

estudio: humedad superior a 50%.
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4.2.2. pH

Al iniciar el tratamiento en todas las bioceldagpldl fue cercano a 7,8. Los valores de

pH se mantuvieron entre 6,5y 7,3 hasta los 206 dihtratamiento.

4.2.3. Biorremediacion de hidrocarburos totales

Cuadro # 1 Concentraciones de TPH (mg/Kg) del tratamiento A

T-A
(25% materia organica + 75% aserrin)
Periodo (dias) TPH (mg/Kg)
0 32.144
20 30.910
44 29.257
64 25.557
90 24.798
120 23.706
150 23.119
180 21.389
206 20.572
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BIORREMEDIACION TPHT-A

DSeriest| 32. | 309 \ 292 \ 255 \ 247 | 237 | 231 \2;3 \ 205 \

TIFLIPC (dias)

Grafico # 1 Biodegradacion de TPH del T-A

En este grafico se puede observar claramente chiedagradacion de los TPH llego a
20.572 mg/Kg, siendo relativamente lenta con difeiee a los tratamientos T-B, T-C
debido a la escasa cantidad de materia organicamagorto los nutrientes necesarios

para la poblacién microbiana.

De acuerdo al analisis estadistico obtenemos ceswtado que este es el tratamiento

menos efectivo. Asi se lo comprueba en el Anexo B2
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Cuadro # 2 Concentraciones de TPH (mg/Kg) del tratamiento B

T-B
(75% materia organica + 25% aserrin)
Periodo (dias) TPH (mg/Kg)
0 32.144
20 29.755
44 27.131
64 17.234
90 16.124
120 12.139
150 10.522
180 9.782
206 9.004
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BIORREMEDIACIONDE TPHT- B

40.000

% 30.000
R
i

£ 20.000

TFH

10.000

o 20 | 44 | 64 | 90 | 120 | 150 | 180 | 206

‘D.Sen'esif‘ 32 | 29 \ 27, \ 17, \ 16. | 12, \ 10, \ 9.7 \ 9.0 \

TIFLIPC (dias)

Grafico # 2 Biodegradacion de TPH del T-B

El grafico 2 revela la biodegradacién de los TPéhdo mayor durante el periodo de
los dias 44 al 64 y del 90 al 120, por el mayoorcentaje de materia organica
correspondiente a este tratamiento, luego la dagi@n continué pero de una manera
mas lenta debido al agotamiento de nutrientes. Dadoresultados es el mejor
tratamiento obteniéndose la mas alta remocion de d&ando a un nivel de 9.004
mg/Kg. Lo que indica que la adicién de nutrientsineulé positivamente la actividad

degradativa de los microorganismos del suelo segAROTO, A. (17).

Después de realizar el analisis estadistico eatantiento es el que arrojo mejores

resultados durante el tiempo que duro este proaasmop se indica en el Anexo B2
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Cuadro # 3 Concentraciones de TPH (mg/Kg) del tratamiento C

T-C
(50% materia organica + 50% aserrin)
Periodo (dias) TPH (mg/Kg)
0 32.144
20 30.567
44 28.160
64 21.545
90 19.228
120 18.507
150 17.871
180 16.359
206 15.179
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BIORREMEDIACIONTPHT- C

35000
20000
25000
20000
15000
10000

5000

TFH iz Ee)

‘lSerfes?‘Bm 305|281 \2;5\ 1921 185 ;78\ ;63\ 151

TIFLIPC (dias)

Gréfico # 3 Biodegradacion de TPH del T-C

El grafico 3 nos indica que la biodegradaciénae TPH en este tratamiento llego a

15179 mg/Kg, menor en relacion al T-B, pero mayar relacién al T-A.

En el andlisis estadistico este tratamiento prasemtrendimiento medio entre el T-A

el T-B segun se indica en el Anexo B2
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Cuadro # 4. Concentraciones de TPH (mg/Kg) del Blanco

T-BL
Suelo Contaminado
Periodo (dias) TPH (mg/Kg)
0 32.144
20 31.741
44 31.247
64 30.756
90 30.354
120 29.942
150 29.544
180 29.162
206 28.930
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BIORREMEDIACIONDE TPH BL

23.000

32.000
4 31.000
£ 30,000

29.000
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29.
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29.
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Grafico # 4 Biodegradacion de TPH del BL

El grafico 4 nos muestra la atenuacion naturalsdello a tratar obteniéndose una

remocion de TPH hasta llegar a 28930 mg/Kg,

microorganismos nativos favorecidos solo por lasdaones climaticas del lugar y el

venteo.

En el analisis estadistico se demuestra que laiat@m natural es relativamente lenta

pradute la actividad de los

con respecto a los T-A, T-B, T-C., como se indicakanexo B2.
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4.3. Eficiencia de la biorremediacion de los Hidraarburos Totales

EFICIENCIA
80
5 60
5
w 40
O
5
a 20
0
T-B T-C T-A T-BL
@ Seriel 72 53 36 10

Gréfico # 5 Eficiencia de los tratamientos respecto a los TPH

La mejor eficiencia se obtuvo en el T-B con 72%useo del T-C con 53%, el T-A con

36% y finalmente el blanco (atenuacion natural) t0%.
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4.4. Eficiencia de los tratamientos respecto al Catdo

12,00

10,00

8,00

6,00

PORCENTAJE

4,00

2,00

0,00

T-B T-C T-A BL

‘l Seriel 11,11 11,11 11,11 11,11

Gréfico # 6 Eficiencia de los tratamientos respecto al Cadmio

La eficiencia del cadmio en todos los tratamientigase el mismo valor a causa de las
bajas concentraciones presentadas desde el pord#bi proceso estudiado ya que el

equipo no detecta concentraciones menores a 0,24mg

Debido a que la eficiencia de todos los tratamepiara este metal son similares no re

realizo andlisis estadistico.



-93-

4.5. Eficiencia de los tratamientos respecto al Nig!

25,00

20,00

15,00

10,00

PORCENTAJE

5,00

0,00

T-B T-C T-A BL

O Seriel 24,18 22,71 19,60 2,57

Gréfico # 7 Eficiencia de los tratamientos respecto al Niquel

La eficiencia del niquel en el T-B arroja mejoresuitados alcanzando un 24,18% de
remocion, el T-C con una eficiencia del 22,71% doeal segundo mejor tratamiento, el
T-A con una eficiencia de 19,60% vy finalmente lalhbo (atenuacioén natural) con un

porcentaje del 2,57%.

Las eficiencias aqui presentadas se compruebael emdlisis estadistico realizado para

este metal como se muestra en el Anexo B3
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4.6. Eficiencia de los tratamientos respecto al Rt

10,00

8,00

6,00

4,00

PORCENTAJES

2,00

0,00
T-B T-C T-A BL

O Seriel 9,48 8,33 7,35 0,33

Graéfico #8 Eficiencia de los tratamientos respecto al Plomo

La eficiencia del plomo en el T-B present6 unaieficia del 9,48%, el T-C con una
eficiencia del 8,33%, el T-A con una eficiencia 485% vy el blanco (atenuacién

natural) con un porcentaje del 0,33%.

Las eficiencias aqui presentadas se compruebael emdlisis estadistico realizado para

este metal como se muestra en el Anexo B4
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4.7. Proyeccion de la biorremediacion de TPH

Cuadro # 5.Proyeccion de la biorremediacién del T-A

Inicial Final Proyeccion
DIAS 0 206 252 287 | 323 | 359 [ 394 429 465 [ 501
T-A 32.144] 20572 | 17.987 | 16.021 13.999] 11.977] 10.011| 8.045 | 6.022 | 4.000
Cuadro # 6.Proyeccion de la biorremediacion del T-B
Inicial Final Proyeccion
DIAS 0 206 215 224 | 233 | 241 | 250 268 277 | 279
T-B 32.144] 9.004 7.993 | 6.982 | 5917 | 5.072 | 4.061 | 2.039 | 1.028 | 804
Cuadro # 7.Proyeccion de la biorremediacién del T-C
Inicial Final Proyeccion
DIAS 0 206 232 257 | 281 | 305 | 329 354 378 | 380
T-C 32.144] 15179 | 13.037 | 10.978| 9.002 | 7.025 | 5.049 | 2.990 | 1.014 | 849
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Cuadro # 8.Proyeccion de la biorremediacion del BL

Inicial Final Proyeccion
DIAS 0 206 305 378 354 429 501 650 842 1227
BL 32.144| 28.930 27.385 | 26.246| 26.620| 25.405| 24.327| 22.002 | 19.007| 13.000

Para el T-A se estima que se alcanzara los limpégasisibles exigidos en la ley para suelo

agricola (4000 mg/Kg TPH) al cabo de 501 diamidéado el tratamiento. En el caso del T-B

se alcanza este objetivo trascurridos 205 diaa,gdar-C en cambio se necesitarian 335 dias.

Los suelos contaminados con hidrocarburos de petrélriginados por derrames de la Central

Hidroeléctrica Secoya mediante la Técnica de

bimefacion por LandFarming

logra

disminuir la concentracion de TPH en el tratamid®iton 72%, en el tratamiento A un 42% y

en el tratamiento C un 56%Con este analisis se acepta la hipotesis planteaua la

investigacion.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. El suelo contaminado de la Central Hidroeléctridacoya, de acuerdo al
analisis fisico quimico presentd concentraciones go cumplen con los
parametros permisibles para uso agricola estabke@dr RAOHE en lo que se
refiere a concentraciones de TPH (32.144 mg/Kg3, rnwetales pesados no

presentaron concentraciones fuera de los paramesttaislecidos.

2. Se obtuvo 12 bioceldas empleando suelo contamimado hidrocarburos,
aserrin como acondicionador y materia organica chreate de nutrientes en
distintas concentraciones, la humedad se mantuve ehrango adecuado 50%
a 75% vy las condiciones del lugar favorecierora paantener estable el proceso
transformandose asi la técnica Landfarming en ubernativa altamente

efectiva para descontaminacion del suelo en l@negiiental.

3. La adicion de la materia organica (desechos vesgetdle la cocina del
Campamento Guarumo) favorecié a la estimulacionlad@oblacién nativa
presente en el suelo siendo un factor importamiz lpsbiorremediacion de este,
ya que en base a los resultados se aprecia qtiemgmide 1,54E+07 UFC/g

(caracterizacion inicial) y que durante los 206dtke estudio se da un aumento
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considerable en el numero de microorganismos dagoaes de petroleo el cual

llega a 2,77E+08 UFC/g T-B.

. El mejor resultado obtenido estadisticamente yspaficiencia en la evaluacion
de los tratamientos realizados es el T-B con ticgercia en los TPH (72%),
Ni (24.18%), Pb (9,48%), Cd (11,11%), con relacgdins T-A, T-C y al blanco
(atenuacién natural) durante un periodo de 206ldigse indica que la materia
organica ayuda al aporte de nutrientes para acebtéodegradacion de los
hidrocarburos, cabe destacar que el Cd no presairtguna variacion
considerable en su concentracion en todos losriratdo durante el proceso de

biorremediacion.

. La atenuacion natural es un proceso que requieranayor tiempo para
recuperar el suelo, por lo que no es una técnmblesien este aspecto, en este
estudio se obtuvo niveles bajos de eficiencia enTiBH (10%), Cd (11%), Ni

(2,57%) y Pb (0,33%).
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5.2. Recomendaciones
1. Sé recomienda la biorremediacion mediante bioesti@eion por ser un método
eficiente para la biodegradacion de TPH en suelostaminados con
hidrocarburo, ademas de la posibilidad del empleoddsechos organicos
vegetales y lignoceluldsicos lo cual implica unaiop econdémica y factible

para las condiciones del pais.

2. Se recomienda el uso de la técnica Landfarming fsatasiorremediacion de
grandes cantidades de suelo contaminado ya quemgplementacion es
relativamente sencilla, ademas de la facilidad leoque se da manteniendo al

tratamiento.

3. Para obtener Optimos resultados se recomiendaautilinayor cantidad de
materia organica y menor cantidad de acondicionedimo se demostré en este
estudio, el tiempo de recuperacion del suelo vdeiacuerdo a la cantidad de

este y a la concentraciéon del contaminante.
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RESUMEN
Existe contaminacién de suelo por la manipulacgn@decuada del petréleo. Para dar
solucion a este problema, existen métodos de tratdonpara su recuperacion, como es
la técnica landfarming. Donde la presente invesiiya tiene como objetivo
biorremediar suelo contaminado con hidrocarburoladeCentral Hidroeléctrica del
Campo Secoya por landfarming de la empresa Pettopcion localizada en la

provincia de Sucumbios.

Para alcanzar el objetivo planteado se realizégtdrhientos con suelo contaminado, los
tres primeros (TA, TB, TC) fueron tratados con iamiies organicos (residuos organicos
vegetales) y acondicionador (aserrin) y el cuarfoe tratado como control bidtico
(atenuacion natural). El TA se realizo con (25% M®@5% AS), TB (75% MO + 25%
AS), TC (50% MO + 50% AS) para incrementar la adéd microbiana, el suelo
contaminado fue distribuido en partes iguales (100&tm los sistemas de
biorremediacion (bioceldas).

Como resultados se obtuvo una reduccion de TRkheét2% del TB, 53% del TC y un
36% del TA en comparacion con el control bi6ticoegcual se obtuvieron porcentajes
de remocion de 10%. Los metales pesados presentavetes inferiores a los
establecidos por la Regulacion Nacional para suelgricolas antes y durante el
tratamiento. El mejor tratamiento como muestran flesultados es el TB obteniéndose
la mas alta remocién de hidrocarburo de 72% endifi§, alcanzandose el objetivo
planteado. Sé recomienda la biorremediacion mesliarttioestiomulacion ya que es un
método eficiente para la biodegradacién de TPHuetos contaminados, ademas de la
posibilidad del empleo de desechos organicos viegeta lignoceluldsicos o cual

implica una opcion econémica y factible para lasdiciones del pais.
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SUMMARY

There is soil polution because of the inadequdteanidling. To give a solution to this

problem, there are treatment methods for it's recpguch as the landfarming tecnique
which means that present investigation deals wghkioremeding of the soil polluted

with hydrocarbon from the Central Hidroelectrical d@ampamento Secoya with

lanfarming by the Petroproduccion enterprise latatethe Sucumbios province. To

attain the objetive 4 treatmens with polluted s@ke carried aut. The first three ( TA,

TB, TC) were treated with organic nutrients (vegetganic residues) and a corditioner
(sandust) and the fourth.

| was treated as a biological control ( naturarafgtion ). The TA was carried out with
(25% MO + 75% AS), TB (75% MO + 25% AS), TC (50%O0OM+ 50% AS

) To increase the microbial activity, the polluteail was distributed into equal parts
(100%) in the bioremedy systems (biocells). Thelltesvas that there was a reduction
of TPH by a 72% of the TB, 53% of the TC and a 360the TA as compared to the

biotic control in whuch removal percentages of 1@#e abtained, The heavy metals
showed lower levels than the established ones é@W#tional Regulation for farming

soils before and during treatment. The best treatshe®wed by result was the TB, with
the highest hydrocarbon removal, 72% in 206 dayasis the objetive was attained.
Bioremedying is recommended through biostimulatgince it os an efficient method

for the biodegradation of the TPH in polluted sollkere is also the possibility of using
vegetal and lignocellulous organic wastes which li@gpan economic and feasible

option for the country conditions
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ANEXO A

Fotografias

A 1. Sitio destinado donde se implemento el trataminto(bioceldas)




A 2. Crudo en el sumidero de la Generadora




A 3. Suelo contaminado

A 4. Traslado del suelo contaminado




A 5. Impermeabilizaciéon de la biocelda y sumidero




A 6. Seccidn del laboratorio ambiental de Petropmuccion (LABPAM)




ANEXO B

B 1. ANANLISIS ESTADISTICO

Function: ANOVA-1

Data case 1 to 12

Two-way Analysis of Variance over

Variable 1 (BLOQUES) with values from 1 torgdeover

Variable 2 (TRATAMIENTOS) with values from @ 4.

Variable 3: TPH
ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

Degrees of Sum of

Source Freedom Bgs Mean Square F-value  Prob
BLOQUES 2 42266. 21133.083 0.69 @53
TRATAMIENTOS 3 241439928.25 0499976.083 2629.31  0.0000
ERROR 6 18360 30608.750
Non-additivity 1 632.59 7632.589 0.22
Residual 5 6079.91 35203.982
Total 11  2416856.92
Grand Mean = 24079.583 Grand Suz88955.000 Total Count =12

Coefficient of Variation = 0.73%

Isd at 0.05 alpha level = 349.539



Variable 4: NIQUEL

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

Degrees of  Saim

Source Freedom SquareBlean Square F-value Prob
BLOQUES 2 0.00 0.000 0.25 0.7838
TRATAMIENTOS 3 0.51 0.170 132.52 0.0000
ERROR 6 0.01 0.001

Non-additivity 1 0.00 0.000 0.14

Residual 5 0.0 0.001
Total 11 5P

Grand Mean =5.028 Grand Sum 330. Total Count =12

Coefficient of Variation = 0.71%

Isd at 0.05 alpha level = 0.071



Variable 5: PLOMO

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE

Degrees of ungof

Source Freedom SquareMean Square F-value Prob
BLOQUES 2 0.00 0.001 5.95 0.0377
TRATAMIENTOS 3 0.08 0.028 185.31 0.0000
ERROR 6 0.00 0.000

Non-additivity 1 0.00 0.001 9.94 0.0253

Residual 5 0@ 0.000
Total 11 0.09

Grand Mean = 5.967 Grand Suri 600 Total Count =12

Coefficient of Variation = 0.21%

Isd at 0.05 alpha level = 0.025



B 2. PRUEBA DE TUKEY PARA TPH

Case Range: 13- 16

Variable 3: TPH

Error Mean Square = 30610.
Error Degrees of Freedom = 6

No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test

Sx =101.0 atalpha=0.050

Original Order rikad Order
Mean 1=25520. B Mean = 30420. A
Mean 2 =18200. D Mean= 25520. B
Mean 3 =22170. C Mean= 22170. C

Mean 4 =30420. A Mean = 28200. D



B 3. PRUEBA DE TUKEY PARA NIQUEL

Case Range: 13 - 16

Variable 4: NIQUEL

Error Mean Square = 0.001000
Error Degrees of Freedom = 6

No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test

Sx =0.01826 at alpha =0.050

Original Order Ranked Order
Mean 1=4.923 B Mead = 5.380 A
Mean 2=4.860 B Mea3 =4.947 B
Mean 3=4.947 B Meal =4.923 B

Mean 4=5.380 A Mea2 = 4.860 B



B 4. PRUEBA DE TUKEY PARA PLOMO

Case Range: 13 - 16

Variable 5: PLOMO

Error Mean Square = 0.0001530
Error Degrees of Freedom = 6

No. of observations to calculate a mean = 3

Tukey's Honestly Significant Difference Test

Sx =0.007141 at alpha = 0.050

Original Order rikad Order
Mean 1 =5.943 B Mea#h = 6.110 A
Mean 2=5.910 BC Mean = 3.943 B
Mean 3=5.903 C Mead = 5.910 BC

Mean 4=6.110 A MeaR = 5.903 C



